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ABREVIATURAS

ADN
AIF
AP-1
ARN
ARNm
CAT
CDK
cox
CREB
FKHR:
FUTP
FdUMP
GSH-Px
Gst
MAPK
MAV
MDR
MnSOD
MRP
NF-kB
PI3K
Pip3

Acido desoxirribonucleico

Factor inductor de apoptosis
Proteina activadora 1

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Catalasa

Quinasa dependiente de ciclinas
Ciclooxigenasa

“cAMP response element-binding”
Factor de transcripcion Forkhead
5-fluorouridina trifosfato
5-fluoro-2'-desoxiuridina monofosfato
Glutatiéon peroxidasa

Gen Supresor de Tumores
Mitogen-activated protein kinasa
Aminas arométicas

Multirresistencia a farmacos
Superdxido dismutasa manganeso
Proteinas de multirresistencia a farmacos
Factor de Transcripcion Nuclear kappa B
Fosfatidil-inositol 3-quinasa

Fosfatidilinositol 3
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Pten
Rb
ROS
SOD
STAT3
Tert
Tsp-1
TNF
TRAIL
VEGF
X0

Fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato 3-fosfatasa

Gen Retinoblastoma

Especies reactivas del oxigeno

Superoxido dismutasa

Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
Enzima “telomerase reverse transcriptase”
Tromboespondina-1

Factor de necrosis tumoral

Ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF
Factor de crecimiento del endotelio vascular

Xantina Oxidasa
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“Las ciencias tienen las raices amargas,
pero dulces los frutos”
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INTRODUCCION

Sin importar la edad, sexo o condicidén social, el cancer mata cada afio a mas
personas que el SIDA, la malaria y la tuberculosis juntas. Segun el informe de la
583 Asamblea Mundial de la Organizacion Mundial de la Salud, se proyecta que para
el afo 2020 mas de 15 millones de personas seran diagnosticadas de cancer
(Organizacion mundial de la salud 2005).

Las investigaciones dirigidas a encontrar la cura avanzan en todo el mundo, pero
como la enfermedad no es sélo una, si no mas de 300, el panorama es todavia mas
complejo. Las principales lineas investigativas van por el camino de desentrafar por
qué, en un momento determinado, nuestras células comienzan a dividirse de
manera anormal, provocando una alteracidon general del funcionamiento celular y
por consiguiente de tejidos y érganos. Ya se sabe que la respuesta va por la via del
ADN y las modificaciones que éste sufre. Desde el punto de vista molecular, conocer
las vias de sefalizacién, los actores involucrados y las consecuencias de sus
alteraciones, parece ser otro camino importante para esclarecer el conocimiento
acerca de esta enfermedad.

En este ambito, la accion de compuestos quimicos de origen vegetal, los
fitoquimicos, representan un foco importante de investigacién y utilizacion en los
tratamientos anticancerigenos por sus probados efectos frente a esta enfermedad,
ya sea a través de un rol como coadyuvante quimioprotector o quimiosensibilizador.

Dentro de este grupo, el resveratrol, el principal representante de los estilbenos, es
considerado como una promesa para combatir el cancer (Delmas, Lancon et al.
2006), pues sus propiedades como coadyuvante quimioprotector poseen efectos en
los tres niveles de la carcinogénesis: iniciacidén, progresion y promocién tumoral.
Ademads sus efectos quimioprotectores son de gran utilidad en el tratamiento
antineopldsico pues también actia frente a los indeseables efectos secundarios de
los farmacos utilizados. Desde el punto de vista de la quimiosensibilizacién, es un
muy buen coadyuvante pues reduce las resistencias de las células cancerigenas
provocadas por los farmacos.

Asi pues, la investigacién que recoge esta revision bibliografica estd orientada a
argumentar los efectos anticancerigenos del resveratrol como coadyuvante en
combinacidon con farmacos de uso convencional en el tratamiento del cancer, como
son 5-FU, cisplatino y oxaliplatino.
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METODOLOGIA

Para llevar a cabo esta revisidon de tipo descriptiva se propusieron los siguientes
objetivos:

Objetivo 1: Describir el uso de resveratrol como sustancia natural con propiedades
anticancerigenas.

Objetivo 2: Describir el uso de 5-FU, cisplatino y oxaliplatino en el tratamiento
convencional del cancer.

Objetivo 3: Describir el uso combinado de resveratrol- 5-FU; resveratrol- cisplatino
y resveratrol- oxaliplatino en el tratamiento del cancer.

Se realizd6 una busqueda entre los meses de Marzo a Septiembre del afio 2015,
utilizando los buscadores PubMed, SciELO y Google Académico con los criterios de
busqueda:

v Articulos publicados entre 1990y 2015

v Que incluyeran los términos: cancer, cancer AND diet, phytochemicals AND

cancer, resveratrol AND cancer, 5-Fluorouracil AND resveratrol, oxaliplatin
AND resveratrol, cisplatin AND resveratrol.

v Los idiomas usados fueron inglés y espafiol

De toda la informacidon encontrada, se seleccionaron 338 articulos, de los cuales se
extrajo informacion para construir esta revision. La bibliografia consistié en
revisiones cientificas, articulos cientificos, capitulos de libros especializados y
paginas web de sitios sobre salud y cancer.

La informacién se distribuyé en 3 capitulos, de acuerdo a las siguientes preguntas
de investigacién: ¢éCudles son las caracteristicas moleculares del cancer?, éQué
evidencias existen del rol anticancerigeno de los fitoquimicos?, ¢De qué manera
actua el resveratrol en la prevencion y combate del cancer?, {Qué tipo de relacion
existe entre resveratrol y farmacos antitumorales convencionales como 5-FU,
oxaliplatino y cisplatino?.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar una revision de la literatura que resuma y describa la utilizacion del
fitoquimico resveratrol como coadyuvante en el tratamiento del cancer.

Objetivo Especifico 1: Describir el uso de resveratrol como sustancia natural con
propiedades anticancerigenas.

Objetivo Especifico 2: Describir el uso de 5-FU, cisplatino y oxaliplatino en el
tratamiento convencional del cancer.

Objetivo Especifico 3: Describir el uso combinado de resveratrol- 5-FU;
resveratrol- cisplatino y resveratrol- oxaliplatino en el tratamiento del cancer.
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MARCO TEORICO

El cancer es una de las enfermedades con mayor mortalidad en el mundo en un afio
y en Chile es la segunda causa de defunciones (Minsal 2011). Mas de 10 millones de
personas son diagnosticadas con cancer cada ano y se estima que para el 2020
habran mas de 16 millones de nuevos casos (Bronikowska, Szliszka et al. 2010). Se
produce por una alteracidon del crecimiento y homeostasis normales de una célula.
Esto se traduce en aumento de la proliferaciéon celular, evasién de la apoptosis,
sostenida angiogénesis y capacidad de invasion o metastasis (Hanahan and
Weinberg 2011).

Entre las causas del cancer destacan tres fendmenos bien documentados y dificiles
de separar: una dieta incorrecta, estimulos perniciosos del ambiente vy
predisposicién genética.

Se estima que por lo menos el 35% del total de canceres son causados por una
dieta inadecuada, la que estaria relacionada principalmente al bajo consumo de
agentes antioxidantes y quimiopreventivos que se encuentran en frutas, verduras,
extractos de plantas y hierbas. En el caso del cancer de colon, una dieta
inadecuada seria responsable del 80% del total de los casos (Reddy, Odhav et al.
2003).

En cuanto a la influencia del ambiente podemos decir que algunos de los factores
existen naturalmente en el ambiente, tales como algunas radiaciones,
microorganismos, sustancias quimicas naturales producidas por organismos vivos,
minerales como el asbesto, radioactividad natural. Otros han sido producidos o
incrementados directa o indirectamente por el impacto de las actividades del
hombre sobre el ambiente los que incluyen subproductos de la combustién del
petréoleo, sustancias quimicas sintéticas, aditivos o algunos farmacos vy
modificaciones atmosféricas (Trichopoulos, Li et al. 1996).

Solo entre un 5 a 10% de los canceres son heredados, entendiéndose esta
aseveracion de que no es el cancer lo que se hereda, sino la predisposicidon o
susceptibilidad genética a desarrollarlo. Por tanto, el hecho de heredar una
susceptibilidad genética a desarrollar cancer no significa que se acabe desarrollando
un tumor, sino que el riesgo de desarrollar la enfermedad es significativamente
superior al observado en la poblacién general (Sifri, Gangadharappa et al. 2004).

En la actualidad, las ciencias médicas estan enfocando parte de sus esfuerzos en
encontrar estrategias eficaces para prevenir las enfermedades crénicas no
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transmisibles, que se han convertido en las primeras causas de muerte en el mundo
(McKenney 2009). En esta busqueda de alternativas terapéuticas, la medicina
preventiva se orienta a la promocién de un estilo de vida saludable, en el que la
practica regular del ejercicio fisico, la eliminacion del consumo de tabaco, la
disminucidon en el consumo de alcohol y la adopcion de una dieta adecuada sean
predominantes. Se ha comprobado que estos cambios serian suficientes para
prevenir del 40 al 70% de las muertes prematuras, es decir un tercio de todos los
casos (Mayor 2010).

Las recomendaciones dietéticas en todo el mundo enfatizan el consumo de frutas y
verduras como una estrategia para la prevencion de las enfermedades y la
conservacion de la salud, porque ademas de su contenido en macro vy
micronutrientes y fibra, contienen compuestos fitoquimicos que se destacan por sus
propiedades antioxidantes, entre otras (Gonzélez-Gallego 2010). Estos serian los
responsables de que las plantas sean fuente de una gran variedad de componentes
farmacéuticos. Es asi como el 41% de la nuevos farmacos aprobados por la
Administracion de Farmacos y Alimentos de Estados Unidos (FDA) tienen un
producto de origen natural y esto aumenta al 60% cuando se consideran
componentes anticancerigenos (Cragg, Newman et al. 1997).

Dentro del grupo de compuestos quimicos de origen vegetal con efectos
beneficiosos para la salud estan los polifenoles, los que estdan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, de hecho, son imprescindibles para la fisiologia
vegetal pues estan implicados en la defensa frente a diferentes tipos de estrés como
la exposicién a luz ultravioleta, agresion de patdégenos, parasitos o depredadores, la
baja fertilidad del suelo, las temperaturas extremas o la sequia (Bravo 1998).

En cuanto a beneficios para la salud humana, los polifenoles son mas conocidos por
sus propiedades antioxidantes y sus habilidades para actuar eliminando las especies
reactivas del oxigeno (ROS). Esta capacidad es una de las razones por las que los
compuestos fendlicos pueden prevenir el crecimiento de las células cancerosas. Los
mecanismos que subyacen a sus efectos antitumorales han sido estudiados
extensamente e incluyen efectos antioxidantes, proapoptoticos, proautofagicos,
antiangiogénicos, inmunoestimulantes (Asensi, Ortega et al. 2011).

Entre los compuestos fendlicos encontramos pigmentos como los antocianinas,
responsables de los tonos rojos, azules y violaceos caracteristicos de muchas frutas,
hortalizas y del vino tinto; los flavonoides presentes principalmente en frutas y
hortalizas que dan un color crema-amarillento. Algunos polifenoles como las
flavononas de los citricos aportan un sabor amargo, otros en cambio confieren
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astringencia a los frutos, como los taninos hidrolizables, etc.

De acuerdo a la naturaleza de sus estructuras quimicas se han definidos diferentes
tipos de polifenoles: acidos fendlicos, lignanos, flavonoides y estilbenos. De entre
éstos, los flavonoides son los mas abundantes en la dieta (Kawai 2011).

El resveratrol es un estilbeno presente abundantemente en la uva roja (Tatsuta
1999), pertenece a un grupo de moléculas de defensa llamadas fitoalexinas que se
producen en respuesta a estrés por ejemplo infecciones por patdgenos y radiacidon
UV. Su presencia se reportd por primera vez en el vino tinto, y desde entonces se le
cree responsable de la “Paradoja Francesa” que es el fendmeno descrito en 1992
que se ha observado en ciertas poblaciones en las que a pesar de sus dietas altas
en grasas saturadas, hay bajos indices de enfermedad cardiovascular debido al
consumo frecuente de vino (Chow, Garland et al. 2010).

El resveratrol se encuentra actualmente reconocido como una molécula bioactiva
con potenciales efectos beneficiosos sobre la salud debido a su amplia gama de
propiedades farmacoldgicas y a la falta de efectos nocivos. Este polifenol es bien
conocido por su accion antioxidante, antinflamatoria, analgésica, cardioprotectora,
neuroprotectora y antienvejecimiento (Baur and Sinclair 2006).

Debido a que el cancer es la segunda causa de muerte por enfermedad a nivel
mundial y a que la terapia anticancerigena tradicional posee efectos adversos muy
severos y logran aumentar la expectativa de vida del paciente muy pocos afos, el
uso del resveratrol es una alternativa a futuro prometedora, tanto para su
prevencion como para su tratamiento.

La medicina tradicional china, especialmente a base de hierbas, es un ejemplo de la
utilizacién de combinaciones de farmacos en las antiguas civilizaciones. A medida
gue avanzan los estudios cientificos, que se han demostrado los efectos téxicos de
muchos farmacos usados en las personas y que ha avanzado el conocimiento en las
propiedades quimioprotectoras de

los polifenoles, es que las combinaciones de quimicos en busca de potenciar sus
efectos frente a una enfermedad, aparecen como una nueva alternativa de
tratamiento.

Algunos ejemplos de estudios de combinacién de farmacos muestran la variedad de
resultados que pueden surgir de la combinacién de compuestos convencionales y
polifenoles:
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* Resveratrol induces chemosensitization to 5-fluorouracil through up-regulation of
intercellular junctions, Epithelial-to-mesenchymal transition and apoptosis in
colorectal cancer. Buhrmann, et al. 2015

* Protective effect of resveratrol against cisplatin-induced ototoxicity in HEI-OC1
auditory cells. Se Hee Lee, et al. 2015

* Combinations of resveratrol, cisplatin and oxaliplatin applied to human ovarian
cancer cells. Meher, et al, 2012

* The neuroprotective effect of resveratrol on cisplatin-induced cognitive
dysfunction. Maha, et al.2015

Analizar estos antecedentes y otros mas resultaria interesante, en especial aquellos
relacionados con combinaciones o0 sinergias que determinen propiedades
coadyuvantes, ya sea por sus acciones quimioprotectoras o quimiosensibilizantes.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1 El Cancer

El cancer es una de las enfermedades que mas muertes causa en el mundo y a
pesar del enorme avance en el conocimiento de éste, continla afectando a mas y
mas personas, sin distincidén alguna. Se le atribuyen 8.2 millones de muertes en el
afio 2012, siendo el 70% de ellas registradas en Africa, Asia, América Central y
Sudamérica y si la tendencia continla como hasta ahora, los casos anuales
aumentardan de 14 millones a 22 millones en las proximas dos décadas
(Organizacion mundial de la salud 2015).

En nuestro pais es la segunda causa de muerte con 23.672 defunciones, lo que
representa un 25% de las muertes, segun registros del afio 2012 del Ministerio de
Salud de Chile (Minsal 2012).

Aunque globalmente la incidencia de cancer sigue en aumento, producto del
incremento de la poblacién y de su envejecimiento, muchos e importantes han sido
los avances realizados en el afio 2014 en esta materia. Estos avances estan
dirigidos en la linea de una oncologia cada vez mas precisa, gracias a una mejor
comprension de la biologia molecular de los tumores (Hoadley 2014).

En paises desarrollados, la introduccién de estrategias de deteccion precoz y las
mejoras en la terapia contra el cancer han permitido disminuir, en algunos casos, la
incidencia de cancer y ademas, mejorar la sobrevida de los pacientes afectados. Aun
asi como se indicaba anteriormente el nUmero de afectados sigue en aumento por lo
cual se hace necesario seguir investigando.

5.1.1. Historia del Cancer

Los primeros registros sobre el cancer datan de unos 150.000 afios y se deben al
estudio hecho por la paleopatologia, que brindd evidencias de lesiones compatibles
con cancer en humanos (Halperin 2004), aunque se debe decir que no hay acuerdo
en si éstas corresponden a otras etiologias (Micozzi 1991, David and Zimmerman
2010).

En el siglo IV A.C., en los escritos hipocraticos aparecen las primeras descripciones y
el origen etimoldgico de la palabra cancer. Para un médico griego el cancer era una
Ulcera externa de dificil curacién.
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En el siglo XVIII se ordena la identificacidon de las lesiones cancerosas y se agrega el
tratamiento con plantas medicinales; un ejemplo es el uso de cicuta postulada por
Storck.

En 1775 se relaciona la idea de que hay ciertos factores que pueden provocar
cancer, como el cancer de escroto y el polvo de carbén entre los deshollinadores
(Waldron 1983).

En el siglo XVIII, mediante observacion clinica, Hill y Pott establecen las primeras
sospechas de la relacidon tabaco y cancer, refiriéndose, sobre todo, a tumores de piel
y de las vias aéreas superiores. La naturaleza carcindgena del humo de los
cigarrillos, y de modo concreto del alquitran y otras particulas, es establecida por
Yamagawa e Ichikawa a principios de este siglo.

En 1915 el japonés Katsusaburo Yamagiwa induce tumores en la piel de conejos
mediante la aplicacion sostenida de un liquido negro llamado Alquitran de Hulla.

En 1927 el estadounidense Hermann Joseph Muller induce tumores en moscas
Drosophila con la utilizacion de rayos X, lo que marca el descubrimiento de los
carcindgenos fisicos.

En 1953, el descubrimiento de la estructura de la doble hélice del ADN de Francis
Crick y James Watson sirve de lanzadera para investigar las bases moleculares del
cancer que continua en nuestros dias (Watson and Crick 1953).

En el afio 1971 Alfred Knudson basado en observaciones de retinoblastomas
familiares y esporadicos publica su “hipdtesis del doble impacto”, sugiriendo el
comportamiento de genes que suprimen los tumores (Knudson 1971) .

Durante el afio 1982 se aisla el primer oncogén humano gracias al uso de técnicas
de transfecciéon de ADN (Der, Krontiris et al. 1982, Pulciani, Santos et al. 1982, Shih
and Weinberg 1982).

5.1.2 Causas del Cancer
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El cancer es una enfermedad compleja, que es muy variable en su presentacion y
desarrollo. Lo mismo se puede aplicar a nivel celular y molecular. Es un proceso de
multiples pasos, en el cual las células sufren cambios metabdlicos y conductuales
profundos, asociados a la acumulacién progresiva de alteraciones genéticas y
epigenéticas que confieren a las células ventajas proliferativas.

Uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad es la
edad. Mas del 60% de los canceres detectados y mas del 70% de las muertes por
cancer proceden de personas de mas de 65 afos (Fulop, Larbi et al. 2011). Por lo
tanto el aumento de la esperanza de vida y el envejecimiento de la poblacidon
constituyen un importante factor que explica el aumento de la incidencia de cancer
a nivel mundial.

El segundo factor de riesgo es el estilo de vida. Segun la Organizacidon Mundial de la
Salud (OMS, 2012) “aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son
debidas a cinco factores de riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa
corporal elevado, ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica,
consumo de tabaco y consumo de alcohol. Sin embargo, en la aparicién del cancer
se encuentran implicados también otros actores como factores fisicos tales como
las radiaciones o biolégicos como la predisposicidon genética o la presencia de
enfermedades como la obesidad o ciertos virus que pueden influir en el desarrollo
del cancer (Roberts, Dive et al. 2010, Rubin 2011, Zhang, Beeghly-Fadiel et al.
2011).

Estos cambios surgen a través de la acumulacion de modificaciones en el programa
genético que controla la proliferaciéon celular, la longevidad de las células, las
relaciones con las células vecinas y la capacidad para escapar del sistema inmune.
Con todo ello se forma una masa de células desreguladas, que no obedecen las
reglas de crecimiento y desarrollo del organismo.

Uno de los componentes mas importantes del desarrollo es el crecimiento celular. El
hombre puede llegar a tener 10'° células aproximadamente, a partir de las
sucesivas divisiones que tienen lugar en un simple huevo fertilizado (Baserga 1993).
Mientras es joven, la multiplicacién celular predomina sobre la muerte celular, lo
cual se traduce en un aumento de tamafio. En el adulto, el proceso de divisidn
celular y el de muerte celular se encuentran en equilibrio dando lugar a un estado
estacionario, donde el niumero de células permanece relativamente constante. En el
organismo adulto, no todas las subpoblaciones celulares se comportan de la misma

manera, existen células que abandonan el ciclo celular para diferenciarse y su
renovacion es escasa o nula, como sucede con las neuronas, otras como las de la
piel son constantemente sustituidas pasando de un proceso de mitosis al otro. Un
tercer grupo de células se encuentran en un estado de latencia o periodo GO, del
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cual pueden salir y volver a tomar parte del ciclo celular si fuese necesario, esto le
ocurre a las células encargadas de restablecer los linajes hematopoyéticos o es el
caso de las células hepaticas. Todos éstos constituyen ejemplos concretos del
riguroso control al que se encuentra sometida la proliferacién celular. Estos
mecanismos de control responden siempre a las necesidades especificas del
organismo. Si estos controles no funcionan de manera adecuada, la célula comienza
a dividirse aunque no sea necesario. Cuando se transmite la tendencia a proliferar
sin control a la descendencia celular, el resultado es un clon que se expande y que
puede formar un tumor.

El genoma humano contendria unos 23.000 genes, de los cuales unos 3.000 a 5.000
codifican proteinas relacionadas con el cancer. A lo largo de la vida el ADN esta
expuesto a mutdgenos que generan errores en la replicacion, resultando cambios
sutiles y progresivos en la secuencia de ADN de cada célula. A veces, una de estas
mutaciones somaticas altera la funcion de un gen critico proporcionando una
ventaja en el crecimiento de la célula donde se da el cambio, lo que promueve la
expansion clonal de dicha célula.

Agentes mutagenos

En la actualidad se conocen varios agentes mutagenos con efectos carcinogénicos
los cuales pueden reaccionar con importantes compuestos como puede ser la
molécula del ADN. Se clasifican en:

Agentes fisicos: las radiaciones UV, ionizantes y rayos X danan al ADN de diversas
maneras. La radiacion UV puede generar dimeros de timina. Pueden también
formarse sitios apurinicos o apirimidinicos por eliminacion de bases. Puede
romperse la cadena de nucledtidos o formarse puentes cruzados entre ellas. En el
caso de los rayos X y las radiaciones ionizantes, éstos pueden generar radicales
libres intracelulares provocando estrés oxidativo potenciandose el efecto mutagénico
(Vita 1993, Rennie ] 1996).

Agentes quimicos: los carcindgenos quimicos pueden actuar de dos formas.
Pueden, por si mismos, interaccionar con el ADN (carcindégenos directos) o bien,
necesitar una modificacion previa catalizada por enzimas

del propio organismo (procarcindégenos).

Por ultimo se conocen sustancias quimicas que si bien no actuan directamente sobre
el ADN son responsables de alterar la biologia de la célula o la interaccion con su
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entorno. Un gran nimero de sustancias quimicas, como contaminantes ambientales,
de las que hasta hace poco no se sabia su accidn cancerigena, actluan de esta
manera. Ejemplos son: hidrocarburos policiclicos aromaticos (benzopireno, PCB,
aminas aromaticas (MAV), nitrosaminas, compuestos inorganicos (arsénico, asbesto,
berilio, cadmio, cromo) (Trichopoulos, Li et al. 1996).

Agentes Biologicos: Algunos virus son capaces de producir transformacion
maligna, por ejemplo los virus de ADN. Algunos de éstos portan secuencias de
oncogenes virales que toman el comando en la célula huésped modificando su
proliferacion y muerte. Otro mecanismo propuesto y aceptado es que las proteinas
virales se unan a genes supresores de tumores impidiendo su accién normal. Son
ejemplos el virus de ADN, Epstein Barr, el virus B de la hepatitis y dos cepas de
papilomavirus humano. En todos los casos estos virus son causantes de
enfermedades benignas, pero en algunos casos pueden evolucionar a la formacién
de tumores. Esto sugiere que la infeccion viral es sbélo uno de los pasos en la
transformaciéon maligna.

Otro ejemplo lo constituyen los virus de ARN. En enfermedades humanas el mejor
conocido de los retrovirus relacionados con la transformacién maligna es HTLV-1,
virus causante de leucemia humana a células T del adulto (Trichopoulos, Li et al.
1996).

Protooncogenes y Genes Supresores de Tumores

Los genes involucrados con el cancer son genes especificos que se relacionan con el
control del crecimiento y supervivencia celular. Cuando estos genes acumulan
mutaciones sus acciones se ven alteradas. Estas alteraciones genéticas o
epigenéticas derivaran en una ganancia o pérdida de funcién de la proteina
codificada e incluso a la no expresidn de ésta. Las alteraciones sufridas por las
células cancerosas pueden ser debidas a cambios epigenéticos, mutaciones
puntuales y translocacion, amplificacion o delecién de genes (Roa, Roa et al. 2000,
Wong, Dai et al. 2006, Boerma, Siebert et al. 2009, Ruiter, Visser et al. 2011).

Hay genes cuyas mutaciones son mas susceptibles de dar lugar a cancer debido a
gue regulan procesos esenciales, como por ejemplo aquellos que se relacionan con
la reparacion del ADN, la estabilidad gendmica, la proliferacion celular y su
regulacion y la muerte celular, pero que tras su expresion anormal son capaces de
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inducir transformaciones tumorogénicas (Pappou and Ahuja 2010). Son los llamados
protooncogenes y genes supresores de tumores (GST), los cuales son verdaderos
controladores de la progresién del ciclo celular; los primeros permitiendo el avance
de la célula por cada etapa del ciclo vy los segundos regulando la proliferacion
celular entre otros procesos (Fig.1).
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protooncogenes son genes que controlan los procesos de proliferacion y
diferenciacion. La ocurrencia de mutaciones en éstos pueden resultar en variantes
alteradas u oncogenes que codifican para proteinas que desencadenan seiales
positivas de proliferacion que mantienen a la célula estimulada para pasar de una
mitosis a otra (Baserga 1993).

Los productos proteicos de los protooncogenes tienen diferentes funciones dentro de
la célula, ellos pueden ser factores de crecimiento como es el caso del EGF o el
PDGF entre otros. También pueden funcionar como receptores de membrana como
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es el caso del EGF-R o a nivel intracelulares como receptores de hormonas
esteroideas. En ambos casos, la célula interpreta la sefial y envia segundos
mensajeros que pueden alterar la transcripcion, ya sea permitiendo que se expresen
nuevos genes o modificando los niveles de expresién de genes ya activados (Rabbits
1994, Rennie J 1996, Lewin 1997).

Los protooncogenes pueden encontrarse en la célula en un numero de copias
elevado, lo cual resultard en una gran concentracién de sus productos proteicos,
pero también pueden presentar alteraciones en sus secuencias nucleotidicas, de
modo que codifiquen para proteinas alteradas. Ambos casos traen como resultado la
pérdida de importantes mecanismos de control celular por lo cual aumenta el
proceso de proliferacion.

Los miembros de la familia ras son los protooncogenes que mas frecuentemente se
encuentran alterados en tumores sélidos humanos; la frecuencia varia alrededor del
30% y en algunos casos, como en los adenocarcinomas de pancreas y pulmén
supera el 50% (Barbacid, M. 1987, ras genes, Annu rev Biochem). En los humanos
existen tres genes ras funcionales: H- ras-, K-ras y N-ras que codifican proteinas
homdlogas, con un peso molecular de 21Kda (Barbacid 1987).

Bien estudiada es la mutacién en el gen K-ras. Este se ubica en el cromosoma 12 y
participa en sefalizaciones de las vias PI3K/PTN/AKT y RAF/MEK/ERK (Wee, Jagani
et al. 2009, Levidou, Saetta et al. 2012). Las proteinas codificadas por estos genes
constituyen una estructura proteica de 21 Kd (p21), la que posee actividad GTP-asa,
actuando en la via de transduccién de sefiales de crecimiento y diferenciacién
celular (Makrodouli, Oikonomou et al. 2011).

Alrededor del 90% de las mutaciones de este gen se localizan en sitios

especificos del primer exdén (codén 12 en aproximadamente 80% y con menor
frecuencia en el codén 13 en alrededor de 15-20%) (Neumann, Zeindl-Eberhart et
al. 2009). En el segundo exdn se localiza el codén 61 con

una frecuencia de mutacién menor de 3%. La mutacién mas frecuente ocurre en el
nucledtido del coddén 12 y corresponden predominantemente a transiciones
(guanina-adenina) con sustitucion de acido aspartico por glicina.

Cuando K-ras estd mutado la proteina p21 estd permanentemente sefalizando, de
tal manera que la célula se divide continuamente. Esta mutaciéon es comuin en
muchos canceres en humanos tales como los de colon con un 40% de casos con
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presencia del gen mutado, pulmén con un 30%, pancreas con un 80%, tiroides con
un 55% (Jancik, Drabek et al. 2010).

Por la alta prevalencia de la presencia de gen K-ras alterado y la variedad de lugares
del cuerpo humano que afecta, es que constituye uno de los principales marcadores
para detectar el cancer.

Otros ejemplos de protooncogenes son los genes Raf, Ciclinas, RARa, c-Myc (Tabla
1) (Zelent, Guidez et al. 2001, Sanchez, Delattre et al. 2008, Albihn, Johnsen et al.
2010, Pylayeva-Gupta, Grabocka et al. 2011).

Ademas de la influencia positiva de los oncogenes en la aparicién y desarrollo
tumoral, existe otro grupo de genes que contribuye a la aparicion del cancer: genes
supresores de tumores (GST), genes que funcionan inhibiendo el crecimiento de la
célula pues participan en el proceso de muerte celular programada o apoptosis.

Las mutaciones que provocan la pérdida de expresién de estos genes suelen
producir alteraciones en el comportamiento de la célula. El descubrimiento de estos
genes se baso en la deteccidén de pérdidas cromosdmicas, fragmentos de los mismos
y deleciones de ADN en células neoplasicas sugiriendo la existencia de genes cuyo
papel podria inhibir la aparicion de tumores y cuya ausencia, por lo tanto, estaria
implicada en el proceso de oncogénesis (Arnold 1995).

La mayoria de los canceres en humanos parece acompafarse de la pérdida o
mutacién de uno o mas GST. Debido a la naturaleza diploide de las células
somaticas en mamiferos, es necesario que se inactiven ambos alelos para

perder la accidon oncosupresora de los GST, determinando asi un mecanismo de
caracter recesivo (Arnold 1995). Por otro lado la alteracién puede ser heredada en
linea germinal.

TIPO DE GEN GEN CLASIFICACION TUMOR ASOCIADO A SU DESREGULACION
ONCOGENES C-myc Proteina reguladora nuclear Leucemias, mama, estémago, pulman y carcinomas de
colon, neuroblastomas y glioblastomas
N-myc Proteina reguladora nuclear Neuroblastomas, retinoblastomas y carcinoma de pulmén
L-myc Proteina reguladora nuclear Carcinomas de pulmon.
ERB-B Receptor de factores de crecimiento Glicblastomas, carcinoma de células escamosas
ERB-B2 Receptor de factores de crecimiento Mama, glandulas salivales y carcinoma de ovario
FGF3 (INT-2)  Factor de crecimiento fibroblastico Mama y carcinoma de células escamosas
HST Factor de crecimiento fibroblastico Mama y carcinoma de células escamosas
HGF Facter de crecimiento Cancer de tiroides
HER-2 Factor de crecimiento Cancer de mama
PRAD-1 Regulador del ciclo celular Mama y carcinoma de células escamosas
(ciclina D1)
ABL Regulador del ciclo celular (tirosin quinasa) Leucemia crdnica de la linea celular mielégena K562.
MYB Regulador del ciclo celular (Factor de Carcinoma de colon y leucemias
transcripcion).
ETS1 Reguladores del ciclo celular (Factor de Linfoma 28
transcripcion)
H-RAS Proteinas implicadas en procesos de Carcinoma de vejiga
K-RAS sefializacion celular mediante la unién a Pulmén, ovario y carcinoma de vejiga
N-RAS GTP (Guanosin trifosfato). Linea celular de carcinoma de mama
BRAF Proteina implicada en sefializacién celular.  Melanomas

(Transduccion de la sefial de RAS)
B-catenina Proteina implicada en sefializacion celular.  Cancer de célon
{Transduccion de la sefial de WNT)




GENES p53
SUPRESORES
TUMORALES

Factor de transcripcién "Guardian del
genoma"

Asociado a la mayoria de los canceres, dentro de los

principales destacan: Cancer nasosinusal, Cancer de mama

Céncer pulmonar de células pequefias.
Glioblastoma multiforme, Cancer de vejiga, cancer
colorrectal.

BCRAly Proteinas reguladoras del ciclo celular, Cancer de Mama, Cancer de Ovario
BCRA2 detienen la proliferacién.
Rb Proteina encargada de inhibir la progresion  Retinoblastoma
del ciclo celular antes de la entrada en Cancer de mama
mitosis. Cancer pulmonar de células pequefias.
DPC4 Proteina encargada de bloguear los Cancer pancredtico
procesos de sefializacion inhibiendo la
divisién celular
miR-148b ARN no codificante que estan involucrados  Cancer de pulmdn de células no pequefias
en la regulacidn post-transcripcional de la
expresion génica en los organismos
multicelulares.
miR 101 ARN no codificante que regula la expresion  Glioblastoma
de genes
WT-1 Factor de transcripcién Tumor de Wilms
APC Proteinas reguladoras del ciclo celular, Cancer Colorrectal y poliposisadenomatosa familiar.
detienen la proliferacidn
NF-1 Codifican para proteinas encargadasde la  Neurofibroma, feocromacitoma y leucemia mieloide
NF-2 inhibicién de la proteina estimulatoria Ras.  Meningioma, ependimoma y schwannoma
MTS1 Cedifica para la preteina pl6, un Cancer de prostata, cancer oral
componente del reloj del ciclo celular.
VHL Este complejo actlia como un E3-ubiquitina  Cancer de células renales

ligasa y dirige la degradacion del
proteosoma dependiente de proteinas
especificas.

Esto explica en gran parte el caracter hereditario de algunos canceres cuya
frecuencia es alta en determinada

familias (formas hereditarias) y que se presentan raras veces en la poblacién
general (Arnold 1995).

Los estudios moleculares han identificado hasta la fecha mas de 17 genes
supresores de tumores implicados directamente en el cdncer humano (Tabla 1).
Ellos codifican para una serie de proteinas localizadas en distintas regiones dentro
de la célula, tanto en el citoplasma como en el nucleo.

Los dos GST mas ampliamente descritos son TP53 y Rb.
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Gen TP53

El gen TP53, es considerado por muchos autores como el “guardian del genoma”.
Esta implicado en el control celular y ante la presencia de dafos en el ADN, bloquea
el proceso de division celular hasta que la maquinaria de reparacion sea capaz de
corregir los dafios y la célula pueda replicarse sin errores tras desbloquearse el
proceso de division celular. También bloquea la angiogénesis, posible favorecedora
del desarrollo y la diseminacion tumoral, a través de la secreciéon de
tromboespondina-1 (TSP-1) por parte de los fibroblastos; de esta forma, en las
células transformadas, la ausencia de p53 favoreceria la induccién de la
angiogénesis mediante una disminucion de la secrecion de TSP-1 (Vera Sempere
1997).

La pérdida de la funcién de p53 permite a una célula con ADN dafiado, sobrevivir y
acumular mutaciones adicionales cuyo efecto combinado genera la enfermedad
(Halazonetis, Gorgoulis et al. 2008). Su alteracién no es la Unica causa, sin embargo
tienen un efecto claro sobre la progresion neoplasica.

A partir de este gen se sintetiza una proteina, que lleva el mismo nombre y que se
activa cuando las células se disponen a dividirse, para vigilar la secuencia normal de
eventos genéticos que permitan la proliferaciéon celular. En el bloqueo del ciclo,
interviene la proteina p53 fosforilada como un factor de transcripcién, que induce la
expresion de algunos genes y reprime las de otro. Durante este proceso interviene
la proteina p21, que inhibe la actividad quinasa del complejo Cdk2-ciclina E,
necesario para superar la fase G1/S del ciclo celular.

Si el material genético resulta dafiado, o si algun sistema de control se desajusta, la
proteina p53 lo detecta e intenta restaurarlo (figura 2) (Croce 2008).
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Figura 2: Via de respuesta de p53 al daiio del ADN (Publishing 2010)

El gen TP53 se localiza en el cromosoma 17p13, contiene 11 exones y codifica para
un factor de transcripcion (p53) compuesto de un dominio de trans-activacion NH2
terminal, un dominio central de unidén a ADN y un dominio de oligomerizacién COOH
terminal. Ademas de estos dominios, p53 contiene tres zonas de localizacién nuclear
pues es en el nucleo donde ejerce su funcion como factor de transcripcion. La forma
activa de p53 en el nucleo funciona como tetramero y reconoce y se une a
secuencias especificas (secuencias consenso) dentro de las regiones promotoras de
los genes diana (Rodriguez, Desterro et al. 2000).

Se ha visto que aproximadamente el 50% de los canceres llevan mutaciones en el
gen TP53 (Werness, Levine et al. 1990). Debido a que en p53 el dominio de unién a
ADN se encuentra ligado a su actividad proapoptética, la integridad gendmica de la
secuencia que codifica para ese dominio (exones 5-8) es particularmente
importante. De todas las mutaciones que sufre TP53, el 95% de ellas ocurre dentro
de la region gendmica que codifica para el dominio de unién al ADN (Walker, Bond
et al. 1999).

Gen Retinoblastoma (RB)

El Retinoblastoma es una enfermedad humana infantil en la cual se forma un tumor
en la retina. Es causada por la pérdida de ambas copias del gen RB en la banda
gl4.2. del cromosoma 13. El 5% de los casos de afectados con retinoblastoma
presentan la pérdida de esta regidon cromosdémica. (Yunis and Ramsay 1978).

El producto del gen supresor de tumores RB, ejerce su efecto durante la primera
parte de la fase G1 del ciclo celular. En este periodo o en las células quiescentes,
esta proteina es unida al factor de la transcripcién E2F. Este complejo tiene 2
funciones, en primer lugar, muchos de los genes cuyos productos son esenciales
para la fase S de dicho ciclo dependen de la actividad del factor E2F. Por tanto el RB,
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mediante el secuestro de este factor de la transcripcién garantiza que la fase S no
pueda ser iniciada. En segundo lugar, el complejo E2F-RB reprime la transcripcién
de otros genes: timidina cinasa, myc, myb, reductasa de ribonucledtido, reductasa
del hidrofolato y ADN polimerasa a, los cuales estan involucrados en la progresiéon
del ciclo celular hacia la fase S (Cobrinik 1992, Grana 1995).

En el punto de restriccidon de la fase G1 del ciclo celular o cerca del mismo, la pRB
es fosforilada por el complejo quinasa/dependiente de ciclinas y esta fosforilacién
causa la liberacién del factor E2F, el cual entonces activa los genes cuyas funciones
son requeridas para la fase S. (Johnson, Cress et al. 1994). Si falta la proteina Rb o
si una mutacion altera su capacidad, el freno molecular del ciclo celular
desaparecera y la célula avanzara despreocupadamente hacia la fase S (Saiz
Rodriguez 2001).

Sobre esta base, alteraciones epigenéticas se suman al proceso de diversificacion de
la poblacién celular tumoral, creando un sinfin de oportunidades para la seleccién de
células adaptables a diversos entornos.

5.1.2. Caracteristicas del cancer

Segun Hanahan y Weinberg, 2011 existen 10 caracteristicas o “sellos distintivos”
(figura 3) que definen al cancer: mantenimiento de sefiales proliferativas y
supresion de las antiproliferativas, evasién de la muerte celular y el sistema
inmune, reprogramacion del metabolismo energético

celular e inmortalidad replicativa. Lo que confiere la caracteristica de malignidad a
esta proliferacion es la capacidad angiogénica, la invasion y la metastasis
provocando disfuncionalidades graves en el organismo. La inestabilidad genética
genera la diversidad genética que promueve la adquisicion de estas caracteristicas,
asi como también es potenciada por los procesos inflamatorios (Hanahan and
Weinberg 2011).
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Figura 3: Las caracteristicas del cancer (Hanahan and Weinberg 2011).

A continuacion se detallard cada una de estas caracteristicas o hallmarks de las
células cancerigenas.

Mantencioén de la seAalizacion de proliferacion

Para la mantencion de la homeostasis y arquitectura de un tejido, las células
poseen una serie de controles en la produccion de sefiales promotoras de
crecimiento, de tal forma que éstas entren y progresen a través del ciclo de
crecimiento y division celular. De este modo se asegura la homeostasis en cuanto al
nimero de células, la mantencion de la arquitectura y funciones de los tejidos
normales (Hanahan and Weinberg 2011). Estas sefales

pueden ser factores de crecimiento, componentes de la matriz extracelular o
moléculas de interaccion/adhesién célula-célula que se unen a receptores
transmembrana, los cuales activan vias de sefalizacion que culminan en la
expresion de genes implicados en la proliferacion (Hanahan and Weinberg 2000).
Las células normales dependen de estas sefales para proliferar. Sin embargo, las
células cancerosas pueden sobreexpresar especies moleculares que dan lugar a la
sobreactivacion de rutas de sefales proliferativas. La sobreexpresion de factores de
crecimiento es un evento muy frecuente en células cancerosas actuando de forma
auto y paracrina para promover la proliferaciéon celular y su propio crecimiento
(Zhang, Beeghly-Fadiel et al. 2011). Ademas del propio estimulo con sefiales
proliferativas, las células cancerosas desarrollan otras estrategias para obtener
autonomia de crecimiento, como la sobreexpresion de receptores hormonales y
factores de crecimiento, aumentando la sensibilidad de la célula al estimulo
proliferativo (Selvaggi 2004, Schrevel, Gorter et al. 2011).

Las células cancerosas también pueden presentar alteraciones en la expresidén de
receptores de la matriz extracelular (integrinas), favoreciendo la transmision de
sefiales de crecimiento (Lukashev and Werb 1998).

Otros mecanismos mas complejos que confieren autonomia en senales de
crecimiento son las alteraciones de los circuitos intracelulares activados por estas
sefiales. Un ejemplo cldsico es la via de SOS-RAS-RAF-MAPK, donde Ras es una
proteina frecuentemente mutada (mayoritariamente Kras) en canceres de colon vy
pancreas (Rogosnitzky and Danks 2010) que permite la activacion de sefales
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mitogénicas sin necesidad de que se produzca la activacién previa de los receptores
celulares (Agbunag and Bar-Sagi 2004). Actualmente se sabe que la funciéon de Ras
se requiere en al menos tres puntos diferentes de control del ciclo celular (salida de
GO, salida de G1 y entrada a S, y salida del ciclo para la diferenciacién). Incluso
existen evidencias que indican que también participa en el punto de control G2/M.
Los modelos actuales suponen que las proteinas Ras transducen sus sefiales
independientemente de la hidrélisis del GTP. Es decir, que dado que el flujo de
sefiales no requiere de la hidrélisis de GTP, las formas oncogénicas de Ras, que no
hidrolizan GTP y por ello estan permanentemente activas, transducen sefiales de
manera continua. Las formas mutadas de éstas estarian incapacitadas para modular
de forma correcta el flujo de sefiales y por ello no podrian controlar adecuadamente
el ciclo celular, lo que desembocaria en un crecimiento descontrolado, propio de los
tumores malignos (Barbacid 1987, Michaloglou, Vredeveld et al. 2005).

De igual modo, se han encontrado mutaciones que activan la quinasa citosdlica
BRAF, un miembro de la familia RAF quinasa que contiene residuos serina/treonina
gue participan en las vias de sefializacidon que regulan la proliferacion, diferenciaciéon
y la apoptosis (Rajagopalan, Bardelli et al. 2002, Govender and Chetty 2012). Hasta
el momento, todas las mutaciones de BRAF han sido reportadas dentro de los dos
dominios de quinasas y sobre 90% corresponden a una transversion de timina a
adenina en la posicién nucleotidica 1796, que convierte a la valina en glutamato
(Cantwell-Dorris, O'Leary et al. 2011, Dienstmann 2011).

Estudios en melanoma cutdneo maligno han determinado que la presencia de una
mutacion a nivel del gen BRAF lleva a la sobreactivacion de la via MAPK que a su
vez lleva a la ausencia de apoptosis e induce el avance de los melanocitos en el ciclo
celular (Michaloglou, Vredeveld et al. 2005). La activaciéon de la via MAPK también
tiene lugar como consecuencia de las mutaciones somaticas de otros oncogenes,
como N-RAS, sin embargo, las mutaciones de N-RAS, a diferencia de las de BRAF, se
han descrito en menor proporcién (Jakob 2011, Jakob 2011).

Finalmente, otro mecanismo por el que las células cancerosas consiguen una alta
capacidad proliferativa se basa en bloquear los sistemas de retroalimentacion
negativa que atenuan las sefales proliferativas. Un ejemplo es la fosfatasa PTEN,
gue contrarresta los efectos de PI3K defosforilando su producto PIP3.

Mutaciones inactivantes en PTEN, deleciones o cambios epigenéticos que le hacen
perder su expresidén, provocan un aumento de la sefalizacién por PI3K promoviendo
la tumorogénesis, tal y como se demuestra en una amplia variedad de modelos
experimentales de cancer (Jiang and Liu 2009).
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Supresion de sefales inhibidoras de proliferacion

En el tejido normal hay sefiales antiproliferativas que regulan la homeostasis tisular
manteniendo las células en estado quiescente. Estas sefales pueden ser inhibidores
del crecimiento, solubles o inmovilizados en la matriz extracelular y/o en la
superficie de células vecinas (Hanahan and Weinberg 2000). La proliferacion se
puede bloquear por dos vias: por un desactivacion transitoria que fuerza a las
células a entrar en fase GO, o por una desactivacién permanente que introduce a la
célula en estados postmitéticos como la diferenciacion celular. La mayoria de los
programas regulan

negativamente la accién de los ya mencionados genes supresores tumorales RB vy
TP53 (Hanahan and Weinberg 2011).

Las células cancerosas son capaces de evadir las sefiales antiproliferativas. Un claro
ejemplo de insensibilizacion a sefiales de crecimiento es la desregulacién de la via
de la proteina del Retinoblastoma. En estado hipofosforilado, RB bloquea la
proliferacidon al interaccionar con los factores de transcripcion E2F, inactivandolo e
impidiendo la expresidon de numerosos genes implicados en la progresion de la fase
G1 a S del ciclo celular (Seville, Shah et al. 2005, Gordon and Du 2011). Por lo
tanto, las células cancerosas con defectos en la via RB sufren una pérdida del
control de la progresion en el ciclo celular, permitiendo una proliferacion persistente.

Otro caso frecuente de evasidn de sefales inhibidoras involucra al factor de
transcripcion TP53. TP53 es el guardidan del genoma porque en él converge la
maquinaria de reparacion del ADN con el control de genes antiproliferativos vy
también apoptoéticos que llevan al suicidio de la célula cuando la reparacién del ADN
no es factible. Es por ello que es muy frecuente encontrar mutado a TP53 en células
cancerosas (Goh, Coffill et al. 2011). Por lo mismo se han disefnado diversas
estrategias terapéuticas anticancerosas para reactivar la via de TP53 (Brown, Lain et
al. 2009).

La proliferacién celular también se detiene cuando se produce la diferenciacién
terminal de una célula. Sin embargo, la fisiologia de la célula cancerosa es capaz de
inhibir la diferenciacién terminal, permitiendo asi que pueda seguir proliferando. Una
estrategia para evitar la diferenciacidn terminal involucra directamente al factor de
transcripcion c-Myc que promueve la proliferacién celular y ayuda a mantener la
pluripotencialidad de las células progenitoras manteniéndolas indiferenciadas
(Cartwright, McLean et al. 2005, Takahashi 2007). c-Myc se encuentra
sobreexpresado en diversos tipos de canceres y estd asociado con tumores
agresivos y poco diferenciados, siendo su sobreexpresidn un evento oncogénico
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temprano dentro de la evolucion progresiva del tumor (Vita 2006).

Invasion y Metastasis

Para progresar, las metdstasis necesitan que las células tumorales tengan la
habilidad de reiniciar el crecimiento tumoral una vez han accedido, en pequefo
numero, a un tejido distinto. No todas las células en un tumor son capaces de
dividirse infinitamente, asi que tampoco todas las que han

accedido al lugar de metastasis son capaces de reiniciar el tumor. Aun asi, por un
mecanismo u otro, un subgrupo de células tumorales tiene la capacidad de actuar
como células propagadoras del tumor (Clarke and Fuller 2006). Esta capacidad las
define como células madre tumorales o células de propagacién tumoral, que
ayudaran al mantenimiento de los tumores primarios y seran esenciales para el
establecimiento de colonias metastasicas.

Para diseminarse, las células tumorales deben ser capaces de romper los lazos con
la estructura cohesiva del tejido de origen (figura 4). La adhesion entre células se
reduce por la pérdida de proteinas de anclaje que las une, por ejemplo,
E-cadherina. La pérdida de esta proteina en tumores puede darse por varios
mecanismos, incluyendo mutaciones genéticas o silenciamiento epigenético del gen
que la codifica (Perl, Wilgenbus et al. 1998, Thiery 2002).
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Figura 4: Cambios de adhesion durante la metastasis tumoral (Guo and Giancotti
2004).

La pérdida de accién de E-cadherina también ocurre como parte de la
transformacion de células cancerosas de un estado epitelial a un estado de mayor
movilidad; un cambio conocido como “epitelial- mesenchymal transition” o EMT
(Cano, Perez-Moreno et al. 2000). Las células normales se mantienen en su lugar
gracias a la accion de la matriz extracelular, una estructura formada por colageno y
otras proteinas que forman fibras a las que las células se unen a través de
receptores denominados integrinas. Estos contactos pueden retener a las células en
su lugar, pero también pueden estimularlas a formar extensiones para el
movimiento migratorio (Lopez-Otin and Matrisian 2007). Varias proteinas
involucradas en cambios de forma de las células, como RhoC y NEDD9, estan
implicadas en la invasion de células cancerigenas que llevan a la metastasis (Clark,
Golub et al. 2000).

Las células cancerosas se pueden diseminar desde estadios muy tempranos, cuando
el tumor es pequefio y todavia no ha sido diagnosticado. Efectivamente, se han
detectado células tumorales en la médula dsea de pacientes a los que se les
diagnosticé cancer de mama con tumores pequefos (Klein, Blankenstein et al.
2002). Esto no quiere decir que las primeras células en salir sean las que progresen
hacia una metdastasis manifiesta, pero si indica que la diseminacién no es propiedad
exclusiva de tumores crecidos o avanzados. Al contrario, bastantes pacientes
operados de un tumor pequeno presentan metdastasis, lo cual indica que antes de
ser extraido dicho tumor ya habia sembrado células malignas en drganos vitales.

Los huesos, los pulmones, el higado y el cerebro son los 6rganos donde las
metdstasis ocurren mas a menudo. Sin embargo, distintos canceres tienen
preferencias distintas para propagarse a estos érganos (Billingsley, Burt et al. 1999,
Leiter, Meier et al. 2004).

La compatibilidad entre las células cancerosas diseminadas (la “semilla”) y ciertos
organos distantes (el “terreno”), fue ya adelantada por Stephen Paget en el siglo
XIX, quien promulgé la teoria de la “semilla y el terreno”. Por ejemplo, el cancer de
mamas puede propagarse a cuatro lugares: huesos, pulmones, higado y cerebro,
siendo los dos primeros los mas frecuentemente afectados.

Desde el punto de vista evolutivo, el cancer no es un proceso nuevo. En tumores

esta heterogeneidad le proporciona la inestabilidad gendmica propia de las células
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cancerosas, aumentando la posibilidad de que algunas células de un tumor
adquieran las competencias metastasicas. Las distintas

etapas de metastasis no necesariamente representan la adquisicidn individual de
mutaciones especializadas, pero si un cumulo al azar de rasgos que proporcionan la
ventaja necesaria para adaptarse al microambiente de un érgano distinto al del que
provienen (Nowell 1976).

Evasion de la muerte celular

La muerte celular programada es un proceso celular esencial para el desarrollo y el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos. Su mision, ademas de la
implicada en el desarrollo embrionario, es eliminar las células dafiadas, infectadas o
transformadas. Numerosos estudios han establecido que la muerte celular
programada por apoptosis sirve como barrera natural contra el desarrollo del cancer
(Adams and Cory 2007), por este motivo, la evasién de la apoptosis es un evento
frecuente en células cancerosas.

Las células que sufren apoptosis muestran unos cambios morfoldgicos
caracteristicos como:

e Aumento brusco de la densidad intracelular. El reticulo endopldasmico se
dilata, formando vesiculas y fusionandose con la membrana plasmatica,
eliminando asi su contenido al medio extracelular. Esta rapida, pero selectiva
salida de fluidos y de iones intracelulares se encuentra mediada por
transportadores idnicos.

e Incremento moderado, pero sostenido de la concentracién de calcio libre
citoplasmatico, diferencia clara frente a procesos de necrosis, donde su
aumento es drastico.

e Cambios en la composicidon de la membrana celular. Translocacion de grupos
glicanos a la superficie celular que van a actuar como sefal de
reconocimiento, permitiendo la uniéon de fagocitos y, de esta manera,
evitando la liberacion del contenido celular y la posible reaccién de
inflamacion.

e Alteracion en la conformacién de elementos del citoesqueleto. Como
consecuencia aparece una deformacion, resultado de la actividad de las
proteasas, modificandose el transporte intracelular retrégrado de factores de
crecimiento y de proteinas.

e Aumento y activacion de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en
las rutas metabdlicas de los procesos de muerte celular.

e Condensacion y fragmentacion de la cromatina, por accion de endonucleasas
enddgenas, en fragmentos denominados oligonucleosomas (Van Cruchten and

Van Den Broeck 2002).
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La apoptosis estd sefalizada por dos clases de proteasas especializadas: las
caspasas iniciadoras y las caspasas efectoras. Las caspasas son cisteina proteasas
que se expresan como zimogenos inactivos y se procesan al estado activo por
protedlisis. La actividad de las caspasas conduce a la degradacidén de proteinas
especificas, dando lugar a procesos tales como: cortar los contactos con células
vecinas, reorganizar el citoesqueleto, activar las endonucleasas para fragmentar el
ADN, desmantelar las laminas nucleares, expresar sefales de fagocitosis y activar
proteinas especificas que preparan a la célula para el cese de las funciones
metabdlicas (Cascales 2003).

Se han descrito dos vias que desencadenan la apoptosis: la via extrinseca, a través
de receptores de muerte y la intrinseca o mitocondrial (figura 5). Ambas vias no son
totalmente independientes y existe una sefalizacion reciproca y cruzada entre
intermediarios de ambas rutas (Igney and Krammer 2002).
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Figura 5: Representacion esquematica de vias moleculares que conducen a la
apoptosis (Favaloro, Allocati et al. 2012)
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Finalmente, ambas vias culminan en la activacion de proteasas que se encuentran
normalmente latentes (caspasas 8 y 9 respectivamente), las cuales inician la
cascada proteolitica llevada a cabo por las caspasas efectoras responsables de la
ejecucion de la fase de apoptosis (Igney and Krammer 2002).

La via intrinseca es desencadenada en respuesta a una amplia variedad de
estimulos que son generados dentro de la célula, tales como activacién de
oncogenes o dafo del ADN. Es mediada en la mitocondria y en respuesta a
estimulos apoptoéticos, diversas proteinas son liberadas del espacio intermembranal
de la mitocondria hacia el citoplasma.

Algunas de las proteinas mejor caracterizadas son: citocromo ¢, SMAC/DIABLO, AIF
(factor inductor de apoptosis), EndoG (endonucleasa G) y Omi/HTRA2 (proteina A2
requerida para las altas temperaturas).

Quizas la mas importante de estas proteinas proapoptéticas sea citocromo c, el cual
se une a APAF-1, lo que promueve que esta ultima se una a ATP/dATP y forme el
apoptosoma que induce la activacion de caspasa-9 (Danial and Korsmeyer 2004) y
la consecuente activacion de la cascada de caspasas (Garrido, Galluzzi et al. 2006,
Adams and Cory 2007).

Por otro lado, SMAC/DIABLO, una proteina localizada en el espacio intermembranal
de la mitocondria, se une y neutraliza al inhibidor de las proteinas apoptéticas (IAP),
que actia normalmente inhibiendo a las caspasas. De este modo IAP es
antagonizando y permite asi, la activacién de las caspasas (Garrido, Galluzzi et al.
2006).

Los mecanismos antes mencionados estan regulados por las proteinas de la familia
Bcl-2. Esta familia estd formada por una red de proteinas caracterizadas por
contener hasta 4 dominios distintos de hélice-a. Se encuentran localizadas en la
mitocondria, reticulo endoplasmico y citosol, donde regulan la apoptosis frente a
diferentes situaciones de estrés (Elkholi 2011).

La familia de proteinas se encuentra dividida en 3 clases:

e las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 ( por ejemplo: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Al y
Mcl-1)

e los efectores proapoptoticos Bcl-2 (por ejemplo: Bak, Bax)
las proteinas proapoptéticas BH3-only (por ejemplo: BID, BIM, BAD, BMF,
HRK, Noxa, PUMA) (Petros, Olejniczak et al. 2004)
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Las proteinas Bcl-2 antiapoptoticas se encargan de mantener la integridad de la
membrana mitocondrial externa. Dicha accidn la ejercen uniéndose directamente a
las proteinas Bcl-2 proapoptoéticas e impidiendo su acciéon. Sin embargo, tras el
estimulo apoptoético o por estrés acumulado, las proteinas Bcl-2 antiapoptoéticas son
funcionalmente inhibidas, liberandose las Bcl-2 proapoptéticas que permeabilizan la
membrana mitocondrial externa y permiten la liberacién del citocromo c y de
SMAC/DIABLO al citosol (Elkholi 2011).

No se conoce exactamente como el citocromo c cruza la membrana mitocondrial,
pero una de las mejores hipotesis sugiere que los miembros de la familia Bcl-2
forman canales que facilitan el transporte de estas proteinas; basados en la
similitud estructural de Bcl-XL a la subunidad formadora de poros de la toxina
diftérica, se ha sugerido que las proteinas Bcl-2 podrian actuar en la membrana
mitocondrial externa por insercidén, seguido de un cambio conformacional dentro de
la membrana mitocondrial externa, donde podrian formar canales o incluso largos
agujeros. Los miembros de la familia Bcl-2 necesitan poder insertarse dentro de la
bicapa lipidica sintética, oligomerizar y formar canales con una conductancia
discreta, aunque se desconoce si tienen el tamafio necesario para el paso de las
proteinas. Se cree que los miembros de Bcl-2 interactian con otras proteinas para
formar canales. Una posibilidad es que los miembros proapoptéticos recluten otras
proteinas de la membrana mitocondrial externas, formando un gran canal. Un
candidato atractivo es el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC), ya que
diversos miembros pueden unirse a éste y regular su actividad como canal
(Hengartner 2000, Suen, Norris et al. 2008). También es posible que los miembros
de Bcl-2 controlen la homeostasis de la mitocondria. En este modelo, las sefiales
apoptéticas actuarian alterando la fisiologia de la mitocondria, por ejemplo, por
intercambio idnico o fosforilacion oxidativa, de tal modo que el organelo se hinche
resultando en la ruptura fisica de la membrana externa y liberacidon de las proteinas
intermembranales hacia el citosol (Hengartner 2000, Danial and Korsmeyer 2004).

La inactivacion de esta via es generalmente llevada a cabo como un sello del cancer
(Conradt and Xue 2005).

La via extrinseca se inicia por unién de un ligando con su receptor transmembrana
(FAS, TNFR, TRAIL) para activar a las caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 10), que a
su vez activan por protedlisis a las caspasas efectoras (caspasas 3y 7) tal y como
ocurre en la via intrinseca (Adams and Cory 2007). Esta via puede ser regulada por
diferentes factores, entre ellos

el inhibidor de las proteinas apoptoticas (IAP), que afecta tanto a caspasas
iniciadoras como a efectoras.
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La resistencia a apoptosis en células cancerosas puede ser adquirida mediante
diferentes estrategias. Cualquier inactivacion de vias proapotéticas o activacion de
vias antiapoptdticas, ya sea por mutaciones somaticas o alteracién en la expresion,
genera fallas en la apoptosis, y por lo tanto, promueve la supervivencia de las
células tumorales (figura 6).

Una via que suele estar activada es la de PI3K/AKT, crucial en numerosos aspectos
de crecimiento y supervivencia celular (Hiles, Otsu et al. 1992). La via de la PI3K es
estimulada fisiolégicamente como consecuencia de la activacién de receptores de
membrana tirosina kinasa, los cuales autofosforilan y fosforilan el sustrato receptor
de insulina (IRS); éste ultimo, a la vez, fosforila la subunidad p85 de la PI3K. La
fosforilacion de la subunidad p85 conduce a un cambio conformacional de dicha
proteina que conduce a la unién de la subunidad catalitica p110. La PI3K activa,
fosforila al fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en el segundo
mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual conduce a la activacion
de la proteina AKT. La AKT tiene multiples blancos, responsables de los efectos de la
activacién de la via (Hiles, Otsu et al. 1992, Jimenez, Jones et al. 1998). La
activacién anormal de esta via conduce a una respuesta proliferativa y
antiapoptética que se relaciona con el desarrollo de multiples tipos de cancer.

La sefalizacion por AKT inactiva varios factores proapoptéticos como BAD,
procaspass-9 y factores de transcripcion FKHR (Forkhead) (Chen 2001, Wang, Wang
et al. 2002). Otros factores de transcripcién que incrementan la expresidon de genes
antiapoptéticos son activados por AKT, incluyendo CREB (proteina de unién a
elementos de respuesta a AMP-ciclico), mediante fosforilacion directa.

Otro efecto de AKT, para favorecer la supervivencia celular, es la inactivacién del gen
supresor de tumor Tp53; lo cual se da por la habilidad de AKT para fosforilar y
activar directamente a MDM2, una proteina que regula negativamente a Tp53.
MDm?2 se encuentra usualmente en el citoplasma y tiene dominios NSL (sefializacion
de localizacién nuclear) y de unién a Tp53. Cuando MDm2 es activado por AKT, se
transloca al nucleo para unirse a Tp53, impidiendo su actividad como factor de
transcripcion de genes proapoptoticos; posteriormente, sale otra vez al citoplasma
donde media los procesos de ubiquitilacidon y degradacidon proteosémica de p53,

disminuyendo sus niveles. Cuando la via PI3K/AKT se encuentra en un estado de
activacién permanente, el anterior mecanismo permite que una célula, aun en malas
condiciones, resista a la apoptosis, sobreviva y prolifere, contribuyendo a la
inestabilidad cromosdmica, caracteristica de la carcinogénesis (Brunet, Bonni et al.
1999, Carroll 1999).
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Figura 6: Mecanismos que llevan a la evasion de apoptosis y carcinogénesis (Wong
2011)

Inmortalidad replicativa

Las células de mamiferos poseen un programa de autonomia celular que limita su
capacidad replicativa de forma independiente a las vias de sefalizacion existentes
para este mismo fin. Es asi como los organismos con tejidos renovables tuvieron
que evolucionar mecanismos que le permitieran prevenir el desarrollo de tumores.
Esta limitacion ha sido asociada basicamente a dos barreras de la proliferacion:
senescencia y crisis (Hanahan and Weinberg 2011).

En 1961, L Hayflick y PS Moorhead descubrieron que las células en cultivo se
dividian un numero finito de veces. Ellos intentaron aislar virus causantes de cancer
por exposicion de las células humanas normales a extractos de células con cancer,
pero nunca pudieron pasar del primer paso de sus experimentos, pues sus células
dejaban de dividirse después de 50 6 60 duplicaciones poblacionales, las cuales se

43
Resveratrol como coadyuvante en el tratamiento del cancer



calculan como el numero de veces que la poblacidon celular duplica su nimero
durante el curso del cultivo; y concluyeron que las células normales en cultivo se
dividian en un numero finito de veces. Actualmente esto se conoce como limite de
Hayflick (Hayflick and Moorhead 1961) y al proceso que frena la division celular,
senescencia.

La senescencia replicativa se observa en las células que tienen potencial para el
recambio y en los organismos pluricelulares y no en las células postmitéticas como
las neuronas maduras o las células musculares (Campisi 2000).

Las células senescentes permanecen vivas por largos periodos de tiempo.
Metabolizan ARN y proteinas, responden a senales del medio ambiente y retienen
muchas caracteristicas de las células pre-senescentes, ya que ambas expresan
muchos genes en comun, algunos de los cuales siguen inducibles por estimulos
externos a lo largo de todo su tiempo de vida (Campisi 2000).

Hay tres caracteristicas que diferencian a las células senescentes de las otras
células: son incapaces de proliferar en respuesta a estimulos mitogénicos, ya que se
encuentran arrestadas en la fase GO/G1 del ciclo celular, y esta detencién es
irreversible. En segundo lugar las células senescentes presentan cambios fenotipicos
en su aspecto general y alteraciones en sus funciones diferenciadas.
Morfolégicamente se observan como células grandes y aplanadas (figura 7), con una
gran cantidad de vacuolas. Incrementan su biogénesis de lisosomas y reducen su
velocidad de sintesis y degradaciéon de proteinas (Campisi 2000). Por ultimo
presentan cambios en la regulacién y expresion de genes especificos y son
resistentes a estimulos que inducen la muerte por apoptosis. EI mecanismo por el
cual se lleva a cabo esta resistencia o los factores que la promueve aun se
desconocen, pero este hecho podria explicar porque las células senescentes, a pesar
de estar metabdlica y fisioldgicamente alteradas, se acumulan in vivo (Wang 1995).
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Figura
7: Células normales (izquierda) y células aplanadas senescentes (derecha)
(Adrados, Larrasa-Alonso et al. 2015)

Recientemente se ha establecido que el mecanismo que cuenta las divisiones
celulares son los telédmeros, tal como se habia propuesto en los afios 70 (Rhyu
1995).

Los teldomeros en mamiferos, al igual que en todos los vertebrados, estan
constituidos por la secuencia 5 -TTAGGG-3 ", repetida cientos y miles de veces al
final de cada cromosoma (Kim Sh, Kaminker et al. 2002). Tanto ellos como sus
proteinas especializadas asociadas (TRF1, TRF2, POT1, TIN2, hRAP1) son esenciales
para la integridad de los cromosomas (Broccoli, Smogorzewska et al. 1997).

Por mecanismos bioquimicos propios de la replicacion del ADN, de 50 a 200 pares
de bases del ADN telomérico dejan de ser replicados durante cada fase S. Debido a
esto y a que la enzima responsable de la sintesis de “novo” del ADN telomérico no
se expresa en la mayoria de las células humanas, los teldémeros se acortan en cada
ciclo celular, perdiéndose de 50 a 100 pares de bases. La erosién sucesiva de los
teldmeros en cada divisién celular finalmente resulta en la pérdida de su capacidad
para proteger los extremos de los cromosomas y en pérdida de material genético.

Sélidas evidencias demuestran que las células expresan el fenotipo senescente
cuando uno o mas de sus teldmeros alcanzan una longitud critica (Bodnar 1998,
Campisi 2000). Asi, por ejemplo, en células humanas donde la longitud del
fragmento telomérico de restriccion terminal promedia de 15 a 200.000 pares de
bases, la senescencia replicativa se produce cuando dicho fragmento adquiere una
longitud promedio de 5 a 7.000 pares de bases (Wrigth 1996). Tal longitud puede
comprometer la integridad del
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cromosoma (Campisi 2000). Esta inestabilidad produce fusiones entre las
terminaciones de diferentes cromosomas y genera cromosomas dicéntricos
inestables que conducen a la inviabilidad celular (Greider and Blackburn 1989).

La enzima encargada de anadir las repeticiones de hexanucleétido en los telémeros
es la telomerasa. Esta es una enzima reverso transcriptasa que sintetiza secuencia
teloméricas de “novo”. Estd formada por una subunidad catalitica con actividad
reversotranscriptasa, Tert (telomerase reverse transcriptase) (Lingner, Hughes et al.
1997, Martin-Rivera, Herrera et al. 1998) y por una molécula de ARN, Terc
(Telomerase RNA Component) usado por la enzima como molde para la sintesis de
nuevas secuencias teloméricas (Greider and Blackburn 1989) asi como proteinas
asociadas.

La telomerasa se expresa en mayor medida en las células madre y durante las
primeras fases de desarrollo embrionario. La actividad telomerasa también esta
presente en las células madre de adultos, pero su actividad no es suficiente para
prevenir el constante acortamiento de los teldmeros tras cada divisidn celular
(Blasco 2005).

La actividad de la telomerasa estd sobreexpresada en la mayoria de los tumores
humanos (Shay and Bacchetti 1997). Se ha demostrado que la introduccion de Tert
en células humanas en cultivo, es suficiente para reconstituir la actividad de la
telomerasa y para permitir el crecimiento inmortal de estas células (Bodnar 1998).
La telomerasa, entonces, mantendria las longitudes teloméricas del ADN suficientes,
evitando asi, la entrada en senescencia y muerte celular. A si mismo, cooperaria con
oncogenes en el proceso de transformacidon de células normales en tumorales
(Hahn, Counter et al. 1999).

Otros estudios muestran que muchas células cancerosas son capaces de reactivar la
telomerasa para mantener la longitud de los teldmeros y seguir proliferando
(Artandi and DePinho 2010). Sin embargo también hay casos en los que es
importante una disminucién transitoria de la actividad telomerasa para facilitar la
progresién maligna. Se ha observado en lesiones preneopldsicas que los telémeros
pueden llegar a ser tanto largos como muy cortos (Raynaud, Hernandez et al.
2010). Por otra parte, aunque de manera menos frecuente, la inmortalizacidon de
una célula puede ocurrir por una via alternativa basada en la recombinacién,
permitiendo el mantenimiento de los telémeros (Hanahan and Weinberg 2011). La
recombinacion de los teldmeros es la elongacidn del teldmero a partir de la
combinacidén con otro

teldmero. Esto se produce debido a que las terminaciones de los cromosomas son

muy repetitivas e idénticas en todos los telémeros. Esto permite que la terminacion
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3'de un cromosoma pueda invadir a un segundo cromosoma Yy usar su secuencia
como plantilla para la elongacién del teldmero por la ADN polimerasa (Nabetani
2011).

Angiogénesis

El aporte de nutrientes y de oxigeno a las células es esencial para su buen
funcionamiento y su supervivencia. Tanto es asi que ya en el dia 18 de desarrollo de
un embridn humano, los vasos sanguineos comienzan su desarrollo a partir de
células del mesodermo esplacnopléurico. La accién inductora de sustancias
secretadas por el endodermo subyacente causa que algunas células se diferencien
en angioblastos, de los cuales se desarrollan células endoteliales planas que se unen
para formar largos tubos o vasos llamados cordones angioblasticos que luego
formaran una red que sera la configuracidn inicial del sistema circulatorio (Larsen
1993).

El término angiogénesis significa literalmente formacién de vasos sanguineos.
Durante ésta se distinguen 2 procesos: vasculogénesis, que implica la formacién de
vasos sanguineos provenientes de células endoteliales diferenciadas, que proliferan
a la par del crecimiento de cuerpo y la angiogénesis, dada por la formacién de
nuevos vasos sanguineos que parten de capilares ya existentes y es un mecanismo
que puede ocurrir durante toda la vida (Larsen 1993).

La angiogénesis ocurre como un proceso fisioldgico en el endometrio, durante el
ciclo reproductivo de la mujer fértil; en el ovario, durante el crecimiento de la red
capilar folicular y en la formacién de la placenta. Es fundamental para la actividad
reproductiva y la reparacion de tejidos (Larsen 1993, Barillari 1998).

La formacion y el crecimiento de los vasos es un fendmeno estrictamente regulado.
Cuando se ha completado el crecimiento vascular, la angiogénesis se convierte en
un proceso patoldgico que acompana a la aparicion de enfermedades neoplasicas y
no neoplasicas (Larsen 1993).

La angiogénesis tumoral consiste en una serie de complejos pasos consecutivos que
llevan en Ultimo lugar a la formacidn de neovasos que suministran sangre y
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nutrientes a la masa tumoral. Por tanto, se trata de un proceso esencial tanto para
el crecimiento propio del tumor como para el desarrollo de metastasis a distancia.
Las células neoplasicas, asi como las células inmunes y/o las células de los tejidos
sanos son capaces de secretar sustancias con actividad angiogénica. Cuando estos
factores de crecimiento se unen a sus receptores especificos presentes en las
células endoteliales, se favorece la proliferacion, migracién e invasion de las células
endoteliales, con la consiguiente formacién de los capilares sanguineos.

En general esta aceptado que ningun tumor sélido puede crecer por encima de un
tamafio de 1-2 mm o mas de 10 millones de células sin un aporte vascular
adecuado.

En la angiogénesis tumoral se dan dos fases separadas por el llamado “cambio
angiogénico”. Este proceso se produce cuando aparece un desequilibrio entre los
factores pro y antiangiogénicos, a favor de los factores proangiogénicos. La primera
es una fase avascular, en la que los tumores alcanzan un didmetro inferior a 1-2
mm. Estos tumores permanecen latentes, ya que se encuentran en un estado de
equilibrio entre la proliferacién celular y la apoptosis. Algunos de estos pequefios
tumores conseguirdn pasar a una segunda fase, la fase vascular, en la que el tumor
crece de forma exponencial (figura 8) (Bergers and Benjamin 2003).

Son multiples los procesos que regulan la angiogénesis, sin embargo se considera
que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) tiene un papel central en la
angiogénesis tumoral (Ferrara, Gerber et al. 2003). Existen al menos cuatro
miembros en la familia de VEGF (tabla 2).

SUBTIPOS DE VEGF ¥ SUS FUNCIOMES

Subtipo de VEGF  Mecanismo de accidn

VEGF-A Angiogénesis tumoral y fisiologica

VEGF-B Vasculogénesis y activacion de enzimas
invasivas en células endoteliales

VEGF-C Linfangiogénesis y angiogénesis tumoral
VEGF-D Angiogeénesis
VEGF-E Mitosis  de  células  endoteliales vy

angiogenesis
MOTA: VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular

Tabla 2: Subtipos de VEGF y sus funciones

El mas importante de ellos es el VEGF-A, que consiste en una glicoproteina
homodimérica basica de unidon a la heparina de 45 KDa. El VEGF-A esta formado por

dos subunidades idénticas. Esta actua como molécula clave en la angiogénesis,
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puesto que estimula el crecimiento de las células endoteliales vasculares (Veikkola,
Karkkainen et al. 2000)

La expresién del gen VEGF-A humano tiene como resultado la generacién de cuatro
especies moleculares que tienen 121, 165, 189 y 206 aminoacidos,
respectivamente. El VEGF165 es la especie molecular predominante y es producida
por una variedad de células normales y transformadas. Esta glicoproteina es capaz
de unirse a receptores especificos como VEGFR-1 (estimulando la angiogénesis) y
VEGFR-2. Ademas estd relacionada con otras moléculas como VEGF-B, Cy D y PIGF
(Veikkola, Karkkainen et al. 2000).

El VEGF-B tiene un papel importante en la vasculogénesis, pero podria tener otras
funciones como la activacién de las enzimas que facilitan la invasién de las células
endoteliales. El VEGF-C interviene en la linfaangiogénesis, y mas recientemente se
le ha relacionado con la angiogénesis tumoral. La funcion de VEGF-D es menos
conocida, pero esta molécula es capaz de inducir la angiogénesis in vitro (Veikkola,
Karkkainen et al. 2000).

La expresion de VEGF por los tumores estd impulsada por muchos factores
caracteristicos, incluyendo la expresién de oncogenes y la hipoxia (Harris 2002).

Varios oncogenes son capaces de estimular la expresién de VEGF, como K-Ras,
H-Ras y HER2. El gen supresor de tumor Tp53, disminuye la transcripcién génica de
VEGF en estados normales y de esta manera tiende a inhibir el crecimiento
neoplasico, sin embargo la proteina p53 mutada tiene una capacidad reducida de
regular la transcripcion de VEGF, lo que da lugar a que las células tumorales
respondan menos a los agentes antiangiogénicos (Kerbel and Folkman 2002). Por
otra parte, la hipoxia resulta esencial en el proceso de la angiogénesis tumoral,
puesto que la expresion del ARNm del VEGF se estimula rapida y reversiblemente
por la exposicidon a una presion parcial de oxigeno baja, tanto en células normales
como transformadas (Pugh and Ratcliffe 2003).
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Figura 8: Angiogénesis tumoral (Cherry-Bohannan, Baker et al. 2012)

Evasion del control del sistema inmune

En la respuesta del huésped contra los antigenos se ponen en marcha mecanismos
innatos y adaptativos de defensa. Desde el punto de vista filogenético, los primeros
son mas antiguos y estan presentes al momento de nacer, operan en forma rapida e
inespecifica. Aunque no dejan memoria inmunoldgica, pueden eliminar o controlar
infecciones hasta la intervencidon de los mecanismos adaptativos que, a pesar de
que se tardan mas en manifestarse, ofrecen como ventajas la memoria
inmunoldgica, la actividad autorregulada eficaz y una especificidad y diversidad que
se expresa por la capacidad de responder a los antigenos que originaron su
activacién. A su vez, interactUan con éstos a través de una red de receptores
especificos que se disponen sobre la superficie de células inmunocompetentes. Sin
embargo, aun falta mucho por conocer del papel que desempefia cada uno de estos
mecanismos en el cancer vy, al parecer, tanto los innatos como los adaptativos se
relacionan estrechamente con la manifestacién y evolucién ulterior de la
enfermedad (Janeway 1994).
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Las investigaciones sobre el papel del sistema inmune en el desarrollo del cancer
datan de la segunda mitad del siglo XIX, cuando en 1863 Rudolf Virchow planted
que en los sitios de inflamacion la presencia de un infiltrado linforreticular era
sugestivo del cancer (Balkwill and Mantovani 2001).

Este postulado, aunque adelantado a su tiempo, quedd en el olvido hasta la
actualidad donde ha resurgido como la “teoria de la inflamacion” una de las mas
completas para explicar la participacién del sistema inmune en el desarrollo del
cancer (Zitvogel, Kepp et al. 2012). En 1893, William Coley, un cirujano de New
York, utilizd bacterias vivas para tratar el cancer y posteriormente en 1900, Paul
Ehrlich planted que en el cuerpo existian moléculas que eran capaces de reconocer y
destruir tumores. En este ultimo aporte se fundamenta la hipotesis de la “vigilancia
inmunoldgica” postulada por Marcfarlane Burnet y Lewis Thomas a mediado del siglo
XX (Blankenstein, Coulie et al. 2012, Chowa 2012).

Las células tumorales son reconocidas por las células inmunes dado que expresan
un patrén proteico distinto al expresado por células normales, debido a mutaciones,
infecciones por virus oncogénicos o por su desregulacién y expresidon aberrante.
Estas proteinas pueden actuar como ligandos que activan células del sistema
inmune innato o como antigenos, activando a las células del sistema inmune
adaptativo (Schreiber, Old et al. 2011).

El reconocimiento de las células tumorales no es sencillo, ya que por ser células del
mismo individuo, existe cierto grado de inmuno- tolerancia. Ademas, debido a la
inestabilidad gendmica, las células tumorales cambian constantemente su perfil
antigénico, lo que también se acompafia con la sobreexpresidon de ciertas proteinas,
tales como citoquinas y quimioguinas que actlan como inmunomoduladores,
regulando su microambiente y favoreciendo el reclutamiento de monocitos,
macrofagos y células inflamatorias altamente supresoras, como los linfocitos T
reguladores y células supresoras derivadas de la linea mieloide (MDSCs),
suprimiendo la actividad del sistema inmune y regulando la neovascularizacién
(Hanahan and Weinberg 2011, Eljaszewicz, Wiese et al. 2013).

Algunas células tumorales logran escapar de la eliminacién y entran a una fase de
equilibrio, en la que son mantenidas en una dormancia funcional de duracion
indefinida por el sistema inmune adaptativo, hasta que producto de la constante
presion de seleccion, o fallas en la inmunidad, emergen clones que no son
reconocidos, escapan del control y contintan proliferando,

proceso conocido como inmunoedicién (Schreiber, Old et al. 2011).
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La presencia de células del sistema inmune adaptativo dentro del tumor en algunos
tipos de cancer es un indicador prondstico. En tumores de colon y ovario, la
presencia de linfocitos T citotdxicos y células NK tiene mejor prondstico que aquellos
sin la presencia de linfocitos citotoxicos (Hanahan and Weinberg 2011).

Reprogramacion del metabolismo energético

En condiciones normales aerdbicas, las células procesan glucosa hasta su
degradacion completa a didxido de carbono en la mitocondria. En células tumorales,
ciertas mutaciones y la presencia de un medio pobre en oxigeno conducen al efecto
Warburg, una reprogramacion del metabolismo energético hacia la glicélisis a pesar
de tener oxigeno disponible (figura 9).
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Figura 9: El Efecto Warburg, principal alteraciéon metabdlica observada en las
células del cancer (Gonzalez, Gonzalez et al. 2007)

La sobreexpresion de transportadores de glucosa, principalmente GLUT 1, aumenta
su disponibilidad dentro de la célula (Hanahan and Weinberg 2011).
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Se cree que los tumores requieren una modificacién en su metabolismo para cumplir
las demandas bioenergéticas y biosintéticas del rapido crecimiento. Ademas, se
propone que este estatus protegeria a la célula de los estados fluctuantes de
hipoxia-normoxia que derivan del crecimiento y la reorganizacién de la nueva
vasculatura tumoral (Hanahan and Weinberg 2011, DeBerardinis 2012).

Inestabilidad genomica

La presencia y acumulacion de las mutaciones responsables de la progresién
tumoral estd favorecida por un estado de inestabilidad gendmica en las células
tumorales. Esta es una caracteristica comun de la gran mayoria de los tumores que
acelera la acumulacién de cambios genéticos. Comunmente, la inestabilidad
gendmica se manifiesta como grandes aberraciones cromosdmicas y cambios en la
ploidia, aunque también pueden observarse pequefios cambios a nivel nucleotidico,
con inserciones, deleciones o sustituciones de nucledtidos. Las aberraciones
cromosdmicas ocurren temprano durante la transformacion maligna, mientras que
la inestabilidad gendmica promueve la adquisicion de capacidades que favorecen la
progresién tumoral (Martinez and Blasco 2011).

A pesar de que las mutaciones varian entre distintos tipos de tumores, su cantidad y
presencia en el genoma tumoral ha demostrado que la inestabilidad gendmica es
inherente a los tumores.

Inflamacion tumorigénica

Los tejidos normales del organismo estan compuestos por distintos tipos de células.
En el caso de los tumores interactian con las células cancerosas un conjunto de
células que colaboran al crecimiento tumoral, dando el soporte funcional y
nutricional, estableciendo lo que se ha denominado el microambiente tumoral.
Dentro de éstas se encuentran fibroblastos anormales, células endoteliales y del
sistema inmune adaptativo (Holzel, Bovier et al. 2013).

Las células del sistema inmune son las principales responsables de Ila
inmunovigilancia tumoral y la eliminacién de los clones tumorales. Sin embargo
durante este proceso se produce un estado de inflamacién créonica mediado
principalmente por macréfagos y mastocitos que infiltran el tumor y que producen
factores que promueve el crecimiento tumoral en todas sus etapas (Pages 2010).
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Por una parte, la inflamacién promueve la iniciacion tumoral al generar un estrés
genotdxico que favorece nuevas mutaciones, participa en la promocién al inducir la
proliferacion tumoral y a la progresiéon tumoral al incrementar la producciéon de
nuevos vasos sanguineos alrededor del tumor y la invasidn tisular al favorecer la
extravasaciéon celular, lo que facilita el desarrollo de metastasis (Qian and Pollard
2010, Schreiber, Old et al. 2011). Los factores generados por las células inmunes
como factores proangiogénicos y de crecimiento, enzimas modificadoras de la
matriz extracelular y otras sefales son capaces de inducir los procesos necesarios
para adquirir las caracteristicas de las células tumorales (Qian and Pollard 2010,
Hanahan and Weinberg 2011).

5.1.4. Tumorogénesis

La iniciacion o activacién del tumor comienza cuando el ADN de la célula o de una
poblacion de células se dafa por la exposicién a factores carcinogénicos, tanto
endoégenos como exdgenos, la sensibilidad de las células mutadas respecto a su
microambiente puede alterarse e iniciarse un crecimiento mas rapido que en las
célula no alteradas (Vera Sempere 1997).

La promocidon tumoral se caracteriza por un expansion clonal selectiva de las células
iniciantes, como resultado de la expresion alterada de los genes. Los productos de
dichas células se asocian a una hiperproliferaciéon, inflamacién y remodelacion tisular
(Vera Sempere 1997).

La progresion tumoral se producira cuando coincidan los factores implicados en la
iniciacion y promocion del mismo. Parece ser que el cancer se desarrolla de forma
gradual, a partir de células ligeramente aberrantes y se caracteriza por una
acumulacion de alteraciones en los genes encargados de la regulacién de la
homeostasis celular, como los oncogenes, genes supresores de tumores y los genes
reparadores de ADN (Vera Sempere 1997).

5.1.5. Heterogeneidad tumoral

Aunque los tumores se originen a partir de una Unica célula transformada, las
células presentes en un tumor poseen distintos fenotipos. De hecho, se ha
demostrado la existencia de diversos tipos celulares en un mismo tumor, incluyendo
desde células cancerosas hasta células normales infiltradas, como células
endoteliales o pericitos, que contribuyen al crecimiento del mismo. Se piensa que la
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heterogeneidad celular presente en los tumores puede ser atribuida a la
inestabilidad gendmica y a la seleccién de las células con capacidad de adaptarse al
microambiente y a los procesos tumorales especificos (Heng, Bremer et al. 2006).
Debido a estos nuevos conocimientos, los tumores son reconocidos en la actualidad
como organos, cuya complejidad es similar a la de un tejido sano. Como
consecuencia, se ha hecho necesario el estudio tanto de las células presentes en un
tumor de forma individual como del microambiente tumoral que se forma durante el
proceso de tumorogénesis.

La presencia de distintas subpoblaciones en un tumor con distintos fenotipos (figura
10), derivadas de combinaciones de alteraciones genéticas y epigenéticas,
determina la predisposicion de cada una para contribuir en el crecimiento, la
supervivencia, la capacidad metastasica y la dominancia en el microambiente
tumoral..

Cancer Stem Cell (CSC)

Immune
: Inflammatary Cells
(ICs)

Local & Bone marrow-
derived Stromal Stem
& Progenitor Celis

800

5]

Invasive Cancer Cell

Figura 10: Distintos tipos celulares presentes en el microambiente de un tumor
(Hanahan and Weinberg 2011) .

Ademas, la existencia de una subpoblacién de células en el tumor con propiedades
de célula madre representa una nueva dimension de complejidad en la
heterogeneidad intratumoral y abre un nuevo campo de investigacion (Bonnet
1997).
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5.2. Alimentacion y cancer

Como ya se ha mencionado, la dieta es un factor considerado como precursor del
cancer. Los diferentes estudios han demostrado de manera global que dietas ricas
en carnes y grasas han sido calificadas como promotores del cancer, asi como
también que algunas vitaminas y micronutrientes son protectores de esta
enfermedad.

El primer informe global sobre dieta y cancer, publicado en septiembre de 1997 por
el Fondo Internacional para la investigacion del Cdancer, junto con el Instituto
Americano para la Investigacién del Cancer, no deja lugar a dudas sobre la intima
relaciéon existente entre cancer y dieta. Alimentos, Nutricion y Prevencién del
Cancer: Una Perspectiva Global es un informe de 650 paginas elaborado por un
equipo internacional de 15 cientificos de nueve paises, apoyados por mas de 100
criticos, que evaluaron mas de 4000 estudios sobre la dieta y el cancer. Este estima
que un cambio en la dieta puede reducir la incidencia global de cancer entre un 30 y
un 40%, lo que equivale a entre tres y cuatro millones de casos anuales en todo el
mundo.

Debido a lo anterior es fundamental reevaluar los conocimientos acerca de los
alimentos y sus componentes, ahora desde el punto de vista del cancer, como
también conocer a aquellos que pueden resultar “aliados” en la prevencién de este
mal.

La nutricion es un proceso complejo que sigue a la alimentacidon y consiste en la
incorporacion de los componentes o nutrientes contenidos en los alimentos para
mantener la homeostasis del organismo. La malnutricion o desequilibrio nutricional,
puede ser por exceso o por defecto de los contenidos caldricos y/o de nutrientes
especificos, pero cualquiera de sus variantes resulta negativa para el equilibrio del
organismo y dafiina para la salud.

Dentro de los nutrientes se encuentran los carbohidratos, lipidos, proteinas,
minerales, vitaminas y agua. Ademas hay componentes vegetales que no se
absorben, como la fibra vegetal, pero que juegan un papel importante en el transito
intestinal (Martinez, Marshall et al. 2008).

Existen numerosos estudios que asocian la nutricién adecuada con la prevencion del
cancer y la malnutricidon se vincula con los procesos de carcinogénesis. El balance
energético positivo, que puede deberse a una ingesta excesiva de calorias, un
consumo reducido de las mismas o ambas, favorece la aparicidon de varios tipos de
cancer, como los de colon, mama, eséfago, pancreas, higado y estdmago, entre
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otros (Calle and Kaaks 2004, Pollak 2012). Lo anterior puede explicarse debido a
varios mecanismos generados como consecuencia del sobrepeso o la obesidad, los
cuales promueven la liberacién de péptidos, hormonas esteroideas, acidos grasos
libres e inflamacion croénica (Pollak 2012).

Los factores directamente relacionados con el desarrollo del cancer en personas con
mal nutricidon por exceso son, por ejemplo, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina
y aumento de la liberacién de leptina, TNF-a e Inteleucina 6 (Calle and Kaaks 2004).
La insulina promueve la proliferacién celular en células preneoplasicas, favorece la
sintesis del factor de crecimiento similar a la insulina 1, que también induce a la
proliferacion celular e inhibe la apoptosis. La hiperinsulinemia incrementa la
activacion del receptor de insulina en células neoplasicas. TNF-a y la IL-6
promueven la inflamacion crénica, la cual esta involucrada en la génesis del cancer
(Calle and Kaaks 2004, Pollak 2012).

En el caso de la malnutricidon por defecto o balance energético negativo, asociado a
la ingesta insuficiente de calorias, gasto incrementado de las mismas, o ambas, se
plantea un efecto beneficioso en la prevencidén del cancer, dado que se da un efecto
inverso a lo dicho anteriormente (Pollak 2012). No obstante, la malnutricion por
defecto generalmente va acompafiada de déficit de nutrientes basicos como
aminoacidos, acidos grasos esenciales, minerales y vitaminas. Estos déficits no son
beneficiosos para el sistema inmune en su accion preventiva contra el cancer y, por
otro lado, disminuyen los mecanismos reguladores de la expresién génica y del
metabolismo, repercutiendo negativamente en la reparacién del ADN, entre otros
aspectos (Lis 2012).

Hay reportes que indican que un numero considerable de sustancias

componentes de la dieta poseen actividades antimutagénicas y/o anticarcinogénicas
significativas. Se encuentran principalmente en frutas, verduras y granos integrales
(Barcelo, Gardiner et al. 1996, Smith-Warner 1999) y en las plantas poseen una
variedad de funciones. A estos componentes se les llama Fitoquimicos.

5.2.1. Fitoquimicos

Los fitoquimicos son sustancias presentes en vegetales y también producidas por
bacterias acido lacticas, presentes en productos como lacteos obtenidos por
fermentacion lactica como el yogurt. No son nutrientes, pero intervienen en el
metabolismo secundario de los vegetales y cumplen funciones como reguladores de
crecimiento, protectores naturales frente a parasitos y pigmentos. No son
considerados esenciales para la nutricion humana, pero pueden ser muy
importantes frente a determinadas enfermedades.
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Pueden ser clasificados en tres grandes grupos: terpenoides, compuestos fendlicos y

compuestos azufrados.

La siguiente tabla muestra estos tres grandes grupos, asi como también una
subclasificacion y ejemplos de fuentes donde encontrarlos.

Componentes Fuente dietética

Terpenoides

1. Carotenoides (de los mas de 700 identificados,
solo unos 50 estan en la dieta y de estos los
siguientes representan el 95% de los carotenoides
en sangre):

eCarotenos:
a-caroteno, B-caroteno (precursores de vitamina
A). Licopeno

eXantofilas:
B-criptoxantina(provitaminaA).Luteina, zeaxantina

2. Fitoesteroles (>250)

Esteroles y estanoles

B-caroteno: hortalizas y frutas de color naranja
(por ejemplo, zanahoria, mango, albaricoque,
melon, melocotdn, fruta de la pasion, ciruela);
verduras de hoja verde oscuro (por ejemplo,
espinacas); tomate y derivados.

Licopeno: tomates, sandia, pimiento rojo,
pomelo rosado.

B-criptoxantina: naranjas, papaya.

Luteina y zeaxantina: verduras de hoja verde
(por ejemplo, acelgas, espinacas, lechuga,
apio), naranjas, patatas, tomates, pimientos
rojos, maiz, aguacate, meldn.

Aceites vegetales (maiz, girasol, soja, oliva),
cereales, legumbres, frutos secos, hortalizas.

Compuestos fendlicos (>8.000)

1. Alcoholes y acidos fendlicos simples (tirosol,
hidroxitirosol, acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos [eldgico, galico, vanilinico,
capsaicina, cumarico, cafeico, ferulico,
clorogénico, etc.]).

2. Polifenoles
e Flavonoides (> 5.000):

Flavonoles (quercetina, kamferol, miricetina,
rutina.

Flavanoles (flavan-3-oles): Catequinas (catequina,
epicatequina)

Pro(anto)cianidinas o taninos condensados.

Flavanonas (naringenina, hesperitina, naringina,
hesperidina)

Antocianinas (con azucar en posicién 3) y
antocianidinas (antocianinas sin azucar)
(cianidina)

Flavonas (apigenina, luteolina)

Isoflavonas (genisteina, daidzeina.
[fitoestrogenos]).

Citricos, aceitunas, aceite de oliva virgen, otras
frutas, hortalizas, avena, soja, frutos secos,
vino, cerveza, té, etc.

Quercetina, kamferol, miricetina y
antocianidinas: cebollas, puerros, lechuga,
brécol, tomates, uvas, naranjas (pulpa),
manzanas, cerezas, moras, frambuesas,
arandanos, aceitunas, vino tinto, té, orégano y
otras hierbas aromaticas.

Catequinas y proantocianidinas: manzanas,
peras, cerezas, uvas, albaricoque, melocoton,
frutos secos, legumbres, cacao, chocolate negro,
vino, sidra, cerveza, té.

Hesperitina, naringenina: citricos, zumo de uva.

Apigenina, luteolina: perejil, apio, pimiento,
tomillo, aceitunas.
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. Estilbenos (resveratrol) Resveratrol: piel de la uva, vino, zumo de uva,
arandanos.
o Curcuminoides (curcumina)

e Lignanos (principal fuente fitoestrégenos en

occidente) Fitoestrogenos: isoflavonas (genisteina,
daidzeina) y lignanos: soja y derivados, otras
legumbres, cereales integrales, frutos secos,
frutos del bosque, brécol, ajo, zanahorias, etc.

Compuestos azufrados

1. De aliaceas (aliina, alicina, ajoeno, dialilsulfuro, Aliina, dialilsulfuro: cebolla, cebollino, cebolleta,

etc.). puerro, ajo. Isotiocinato, sulforafano.

2. Glucosinolatos (> 120) (isotiocinato, I3C: repollo, coliflor, brécol, berza, coles de

sulforafano, Indol-3-carbinol). Bruselas, lombarda, ajo, cebollas, nabo,
mostaza.

Tabla 3: Algunos componentes bioactivos de los alimentos de origen vegetal y
principales fuentes dietéticas (Granado, Blazquez et al. 2007, Holst and Williamson
2008, Saura-Calixto and Goni 2009).

Bioldgicamente, nuestro organismo no requiere de los fitoquimicos para el
metabolismo, pero, desde el punto de vista de la salud, serian indispensables a
largo plazo, pues intervienen ejerciendo un efecto protector del sistema
cardiocirculatorio, reductor de la presién sanguinea, regulador de la glicemia y la
colesterolemia, mejorador de la respuesta inmunitaria y reductor del riesgo de
cancer (Dwyer 1996).

En los siguientes parrafos se describiran evidencias de comportamiento terapéutico
de los terpenoides y compuestos azufrados, para luego, en la siguiente seccion
extenderse con los compuestos polifendlicos, por ser éstos componentes del tema
central de esta revision.
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5.2.2. Clasificacion de los Fitoquimicos

5.2.2.1.Terpenoides

Con el nombre de terpenoides o isoprenoides se conoce a un conjunto de sustancias
que conforman uno de los grupos de fitoquimicos mas difundido. Estos compuestos
tienen un origen biosintético comun y, aunque con estructuras quimicas muy
distintas, todos ellos proceden de Ila condensacion del isopreno
(2-metil-1,3-butadieno), un hidrocarburo de 5 atomos de carbono. Los terpenoides
se encuentran principalmente en los alimentos de color verde, en productos
derivados de la soja y en los cereales.

Dentro de la familia de los terpenoides se encuentran dos subgrupos, los
carotenoides y fitoesteroles.

Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenoides que se encuentran en la naturaleza como
pigmentos naturales liposolubles de numerosas frutas y verduras y se caracterizan
por poseer una larga cadena poli-isoprénica.

El consumo de wuna dieta rica en carotenoides se ha correlacionado
epidemiolégicamente con un menor riesgo de varias enfermedades, lo cual ha dado
lugar a un creciente interés en el estudio de su biodisponibilidad (Stahl and Sies
2005, O  Sullivan 2007).

Luteina y zeaxantina son los carotenoides predominantes de la retina que actian
como fotoprotectores previniendo la degeneracién retiniana. La distribucién Unica, la
localizacidn y los altos niveles de ambos carotenoides en la macula lUtea, asi como
sus propiedades fisico-quimicas los hace candidatos adecuados para la
fotoproteccién (Stahl and Sies 2005).

El B- caroteno se utiliza como protector solar oral para la prevencién de quemaduras
de sol y resulté ser eficaz, ya sea solo o en combinaciéon con otros carotenoides y
vitaminas antioxidantes. Los efectos protectores se logran también con una dieta
rica en licopenos (Stahl and Sies 2005).
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El licopeno es un carotenoide bien estudiado. Da inicio a la sintesis de otros
compuestos, constituyendo la base molecular de este grupo de terpenos. Esta
presente en abundancia en el tomate (Lycopersicum spp) y sus derivados y le
otorga el color caracteristico a este fruto. Hay evidencias de sus efectos contra el
cancer, entre ellos el de prostata. En un estudio realizado por Konijeti et al, se
comparé el efecto de la ingesta de licopenos en ratones sometidos a una
alimentacién con pasta de tomate y perlas de licopeno. Como resultado se llego a la
conclusién de que los ratones alimentados con perlas de licopeno puro presentaban
menor incidencia de este cancer y menor dafio oxidativo al ADN que el grupo control
(Konijeti 2011).

Fitoesteroles

Pertenecen a la familia de los fitoestrégenos. Son moléculas de origen vegetal con
una estructura quimica similar a los estrégenos.

Algunos de ellos son metabolizados por la microbiota coldénica dando lugar a
enterolactona y enterodiol, también conocidos como enterolignanos, con mayor
actividad bioldgica que sus precursores (Sok, Cui et al. 2009).

Mas alld de estos beneficios, el efecto mejor caracterizado y cientificamente
demostrado es el efecto hipocolesteriolemiante no solo a nivel de colesterol sérico
total, sino también respecto del colesterol LDL (Blasco 2001).

Se encuentran naturalmente en cereales, frutas, verduras y aceites vegetales.

5.2.2.2. Compuestos azufrados

Aliaceas
a. Aliinas

Son compuestos sulfurados, solubles en agua y con potente actividad antioxidante.
Destacan S-alilcisteina (SAC) y S-alilmercaptocisteina (SAMC). SAC y SAMC son los
compuestos mas abundantes de extractos envejecidos de ajo. La absorcién
intestinal eficiente de SAC le permite distribuirse rapidamente en el plasma e higado
(Borek 2001).

En cuanto a sus funciones, son capaces de inhibir el dafio ocasionado por reacciones
oxidativas generadas por la vejez o enfermedades, reducen los niveles de LDL
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sanguineo, tienen un efecto antinflamatorio, antiatrogénico y antitrombdtico,
relacionado con su capacidad de inhibir prostanoides (Borek 2001).

b. Alicinas

La alicina es un compuesto organo sulfurado, citotdxico, liposoluble, altamente
inestable y volatil. A diferencia de SAC, la alicina estd ausente en extractos
envejecidos de ajo y aunque su concentracién en ajo macerado fresco es alta, se
descompone rapidamente para generar otros derivados organo sulfurado como son
el ajoene y diitinas (Amagase, Petesch et al. 2001). Después de varios estudios se
llegd a concluir que la alicina no contribuye a los efectos farmacolégicos in vivo de
los otros componentes organo sulfurados presentes en el ajo.

Glucosinolatos
Isotiocianatos

Son compuestos organo sulfurados presentes en el berro, calabaza y brécoli.
Cuando estos vegetales son macerados, cortados o0 masticados, la enzima
mirocinasa se activa e hidroliza conjugados tioglucésidos para generar los
isotiocianatos. Algunos isotiocianatos inhiben a las enzimas de fase I del
metabolismo como el complejo citocromo oxidasa p450. Este complejo favorece la
conversién metabdlica de carcindgenos para transformarlos en derivados capaces de
unirse covalentemente a macromoléculas para formar aductos de ADN o de
proteinas (Hecht 1999).

Otros isotiocianatos incrementan la actividad de las enzimas de la fase II del
metabolismo como la glutatién S-transferasa, UDP- glucuronosil transferasa y
sulfotransferasas que inactivan y detoxifican a los carcindgenos mediante su
conversidén a derivados oxigenados que son eliminados rapidamente (Munday and
Munday 2002). Ademas inducen apoptosis en células derivadas de lineas tumorales
y exhiben actividad antimicrobiana sobre Helicobacter pylori (Haristoy 2005).
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5.2.2.3. Compuestos Fendlicos

Alcoholes y Acidos fenélicos simples

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

Representantes de este grupo son el acido galico, presente en el té; &acido
p-cumarico, presente en el aceite de oliva virgen; el acido fellrico, en los granos de
los cereales; el acido cafeico, que se encuentra en muchas frutas como la manzana,
la ciruela, el tomate y la uva; y la curcumina, un pigmento amarillo que se
encuentra fundamentalmente en la clircuma, una especia que da lugar al curry y
que se extrae del rizoma de la planta Curcuma longa (Yang, Landau et al. 2001,
Manach, Scalbert et al. 2004, Goel and Aggarwal 2010)

Polifenoles

Las sustancias fendlicas o polifenoles constituyen un grupo muy numeroso dentro de
los cuales se han descrito mas de 8000 compuestos diferentes. Bajo esta
denominacién se agrupan grandes polimeros como los taninos (Tome-Carneiro,
Gonzalvez et al. 2013).

De acuerdo a su estructura basica, los polifenoles pueden ser divididos en varios
subgrupos: los flavonoides, con estructura basica C6-C3-C6, incluyen a las
antocianinas, los flavonoles y flavonas, las flavanonas, chalconas, dihidrochalconas,
isoflavonas vy los flavan-3-oles (figura 11). También tienen importancia los estilbenos
como el resveratrol, curcuminoides como la circuma y lignanos.

Muchos compuestos fendlicos son en parte responsables de las propiedades
organolépticas de los alimentos de origen vegetal, por tanto tienen importancias en
la calidad de los mismos. Asi, entre éstos hay pigmentos como las antocianinas,
responsables de los tonos rojos, azules y violaceos caracteristicos de muchas frutas
(fresas, ciruelas, uvas), hortalizas (berenjenas, rabano) y del vino tinto, o los
flavonoles, de tonalidad crema-amarillenta, que estan presentes principalmente en
las partes externas de frutas y hortalizas (Tomas-Barberan 2000).
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Figura 11: Estructura quimica Polifenoles

Desde el punto de vista de su actividad biolégica, muchos polifenoles tienen
propiedades captadoras de radicales libres, lo que les confiere actividad
antioxidante, sin embargo sus efectos beneficiosos para la salud no llamaron la
atencion hasta la década del 90. El principal factor responsable de esta
caracteristica es la variedad y complejidad de sus estructuras quimicas (D" Archivio,
Filesi et al. 2007).

Debido a dichas propiedades antioxidantes, los polifenoles tienen efectos
beneficiosos en la prevencién y tratamiento de enfermedades relacionadas

con el dafio oxidativo tales como enfermedades crdénicas neurodegenerativas y
cardiovasculares, el sindrome metabdlico, la diabetes, distintas patologias
inflamatorias, el envejecimiento y en la prevencion y (Scalbert, Manach et al. 2005)
tratamiento del cancer (D Archivio, Filesi et al. 2007).

Adicionalmente a lo anterior, nuevos estudios sugieren que ademas de su capacidad
antioxidante, los polifenoles actian a través de una gran variedad de mecanismos
de accidon independiente de ésta (D Archivio, Filesi et al. 2007). Entre ellos se
encuentran: la inhibicion de diversas enzimas como la telomerasa (Naasani,
Oh-Hashi et al. 2003), la ciclooxigenasa (Hussain 2005) y la lipooxigenasa (Schewe,
Sadik et al. 2001, Sadik, Sies et al. 2003); la modulacién de vias de sefalizacién
(Hou, Lambert et al. 2004); la interaccidén con receptores celulares (Chalopin 2010);
la alteracion de la regulacién del ciclo celular (Gokbulut, Apohan et al. 2013) y de la
funcion plaquetaria (Murphy 2013).

Debido a esta variedad de efectos bioldgicos, los polifenoles han recibido una
especial atencién en la ultima década como potenciales agentes terapéuticos
(D" Archivio, Filesi et al. 2007). Por otro lado, debido a la amplia variedad de
modelos experimentales y concentraciones utilizadas, se han descrito tanto efectos
protectores como antioxidantes, como efectos pro-oxidantes con capacidad para dar
potencial lugar a procesos de muerte celular, lo cual es de gran interés en
patologias como el cancer (Elbling, Weiss et al. 2005, Lambert, Hong et al. 2005).

Hay evidencias epidemioldgicas que demuestran que una dieta con un alto consumo
de frutas y verduras ricas en polifenoles parece asociarse a una disminucién de la
incidencia de los canceres humanos mas frecuentes: pulmén, colon, melanoma y
mama. Esto sugiere que pueden ser compuestos efectivos y prometedores en la
prevencion y tratamiento del cancer debido a su seguridad, baja toxicidad vy
aceptacion general (Neuhouser 2004).
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El interés por el estudio de los polifenoles como compuestos anticancerigenos radica
tanto en su potente accion antioxidante, como en la accién que ejercen sobre gran
variedad de funciones bioldgicas relacionadas con la modulacion de la oncogénesis y
la progresién tumoral (Fresco, Borges et al. 2006). Por ello, en los ultimos afos, se
han desarrollado una serie de estudios in vitro e in vivo para determinar la
capacidad anticarcinogénica y anticancerigena de los polifenoles (Dai 2010).

Diabetes
Cancer Edad

Proteccion de los
Asma ECV

Polifenoles

Infeccidn Otros
HTA

Figura 12: Proteccion de Polifenoles frente a enfermedades crdonicas

Estilbenos

Los estilbenos se caracterizan quimicamente por contener dos anillos fendlicos
unidos por un enlace etileno, siendo la configuracion trans la mas comun (Riviere,
Pawlus et al. 2012).
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En las plantas, los estilbenos actlian como fitoalexinas antifingicas, es decir como
compuestos antimicrobianos sintetizados en respuesta a infecciones bacterianas o a
la luz ultravioleta (Pandey and Rizvi 2009).

En la dieta humana los estilbenos se encuentran en baja cantidad.

El compuesto fendlico mas representativo de este grupo es el resveratrol,
fitoquimico sobre el cual se ahondara en las siguientes paginas.

5.2.3. Resveratrol

Origen y Caracteristicas

El resveratrol o 3,4°,5 trihidroxi- trans- estilbeno, es un polifenol descubierto en
1940 en la raiz del eléboro blanco (Veratrum grandiflurum O. Loes) y mas tarde en
raices secas de Polygonum cuspidatum o centinodia de japon, siendo ésta una de
las fuentes mas ricas y la mas usada en la medicina tradicional china y japonesa en
el tratamiento de enfermedades como la dermatitis supurativa, tifa, gonorrea y pie
de atleta (Takaoka 1940, Lee, Mbwambo et al. 1998, Vastano, Chen et al. 2000).

Su nombre estd formado por la combinacién del prefijo del latin res, que significa
“que proviene de”, veratr, de la planta “Veratrum” y el sufijo o/, que indica que
contiene un grupo “alcohol” en su estructura quimica (Lanz, Tropf et al. 1991).

Esta presente en al menos 72 especies de plantas, algunas de ellas consumidas por
humanos, tales como mani, mora, uva y sus derivados como el vino tinto, siendo
estos dos ultimos los alimentos que mas contribuyen al aporte de resveratrol a la
dieta humana (Celotti 1996).

Con respecto a la localizacién del resveratrol en uvas, se encuentra principalmente
en las pepas y la piel y, por tanto, en el zumo de uva (mosto) y el vino su
concentracion no es muy alta. La piel de una uva fresca tiene de 50 a 100 ug/g de
resveratrol (Hendler 2001).

En 1977 los ingleses Langcake y Pryce describieron su estructura quimica: las
formas cis y trans, siendo el isémero trans el que presenta mayor actividad bioldgica
(figura 13). Es una molécula fotosensible que, por exposicidon a la luz o a otras
radiaciones se transforma irreversiblemente a isémero cis.

OH
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Figura 13: Estructura quimica del resveratrol

En las plantas, resveratrol actia como una fitoalexina, un metabolito secundario
antimicrobiano sintetizado en respuesta al ataque de un patégeno con el fin de
cesar su invasién (Osbourn 1999). Entre los efectos desencadenantes de la
produccion de resveratrol en plantas se puede

mencionar: infecciones fungicas por Botrytis cinerea (Stein 1984), Plasmopara
viticola (Dercks 1989), Phomopsis viticola (Hoos 1990), dano de la planta,
tratamiento de sales como tricloruro de aluminio (Adrian 1996) y tratamiento con
ozono (Schubert, Fischer et al. 1997).

Propiedades beneficiosas de resveratrol para la salud

El resveratrol es uno de los polifenoles mas estudiados en los ultimos afios debido al
creciente interés por sus multiples propiedades beneficiosas para la salud debido a
su amplia gama de propiedades farmacoldgicas y a la falta de efectos nocivos
(LD50: 23.2 pM (Bechmann, Zahn et al. 2009)). Este polifenol es bien conocido por
su accion antioxidante, antinflamatoria, analgésica, cardioprotectora,
neuroprotectora y contra el envejecimiento (Baur and Sinclair 2006).

Se ha demostrado que este estilbeno tiene una gran capacidad antioxidante in vitro
(Espin 2000) y en cultivos celulares, donde actua como un potente inhibidor de la
formacién de radicales implicados en enfermedades cardiovasculares, carcindgenas
y degenerativas (Jang and Pezzuto 1999, Martinez and Moreno 2000).

Especificamente puede inducir a enzimas celulares como la enzima glutation
peroxidasa, hemoxigenasa o superéxido dismutasa, en células de vasos sanguineos
y el corazdn, con la consecuente disminucién del estrés oxidativo. Ademas regula la
expresion vascular y cardiaca de TNF-a e inhibe las NADPH oxidasas en los vasos
sanguineos. Importante también es la capacidad del resveratrol para inhibir la
produccion mitocondrial de especies reactivas de oxigeno en el tejido vascular
(Csiszar 2011).
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Con respecto a sus propiedades antinflamatorias, resveratrol ha demostrado accion
in vivo e in vitro, entre los que se incluye la activaciéon de NF-kB, la expresién de
genes inflamatorios y la atenuacidon de la adhesividad de los monocitos en el
endotelio, contribuyendo todo ello a su accién cardioprotectora contra el
envejecimiento (Csiszar 2011).

También se ha demostrado que el resveratrol mejora la resistencia del organismo
frente al estrés, tiene efecto antienvejecimiento y prolonga el tiempo de vida en
numerosos organismos, desde levaduras (Howitz, Bitterman et al. 2003) a
vertebrados (Valenzano 2006). Investigaciones han demostrado que ratones obesos
cuya dieta es suplementada con resveratrol no solo son mas longevos, sino que
ademas mas activos, presentando en

menor medida los efectos adversos de una dieta hipercaldrica (Baur and Sinclair
2006).

Resveratrol también ha evidenciado un caracter cardioprotector, el cual surge a
partir de un estudio llevado a cabo en 1992 en el que se compard la tasa de
mortalidad por enfermedad cardiovascular y el nivel de colesterol sérico en distintas
poblaciones del mundo (Renaud and de Lorgeril 1992). Este estudio mostré
resultados positivos para las poblaciones analizadas, excepto una, en la cual se
observé una discrepancia, pues mostraba valores de colesterol altos, pero menos
muertes por enfermedades cardiovasculares. A esta discrepancia se le llamo la
“paradoja francesa”. Indagando en las posibles explicaciones a este hecho se
descubrié que habia un alto consumo de vino tinto en los individuos de la poblacidn
“discrepante”. Ahora sabemos que el elevado contenido de polifenoles del vino tinto,
le confiere caracter cardioprotector (de Gaetano, Cerletti et al. 2001, Wollin and
Jones 2001, de Gaetano, De Curtis et al. 2002) y otros muchos sefalan al
resveratrol como principal agente responsable (Renaud and de Lorgeril 1992,
Renaud and Gueguen 1998, Wang 2005, Vidavalur, Otani et al. 2006, Das and Das
2007).

Como quimiopreventivo y debido a su accion a distintos niveles en el organismo (de
Gaetano, De Curtis et al. 2002), el resveratrol inhibe la apoptosis celular a dosis
muy bajas, previniendo enfermedades como dafio miocardico por isquemia,
aterosclerosis y arritmias ventriculares. A dosis altas es capaz de inducir apoptosis
(Das and Das 2007).
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Rol de resveratrol como coadyuvante en el tratamiento del cancer

Al igual que otros polifenoles, resveratrol puede ser considerado un coadyuvante en
el tratamiento de varias enfermedades como las ya mencionadas y en particular del
cancer. Antes de indicar las propiedades del resveratrol como coadyuvante es
necesario definir este concepto. Un coadyuvante, segun la RAE, es definido: “que
coadyuva o contribuye en la realizacion de algo o en el logro de alguna cosa”.

Se puede decir entonces, que resveratrol es un coadyuvante en el cancer pues
participa como quimioprotector en todos los niveles de la carcinogénesis: iniciacion,
promocion y progresion del tumor y ademas es un quimiosensibilizante en células
tumorales que han adquirido resistencia.

Accion coadyuvante quimioprotectora del resveratrol

Catalogar a resveratrol como quimioprotector estd referido a que éste realiza
acciones que tienen que ver con el arresto o regresion de procesos cancerigenos.
Acciones especificas quimioprotectoras de resveratrol incluyen: a) inhibicion de las
actividades de la ribonucledtido reductasa (Fontecave, Lepoivre et al. 1998), ADN
polimerasa (Sun, Cunningham et al. 1998), proteina quinasa C (Stewart 1999) y
ciclooxigenasa-2 (Martin 2004); b) inhibicién de la proliferacion celular (Sauer 2001)
y de la carcinogénesis inducida por radicales libres (Jang 1997) e c¢) induccién de la
apoptosis (Martin 2004).

Procarcinogen Fig ura
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de resveratrol en distintas fases de la carcinogénesis (Delmas, Solary et al. 2011).

Como se ha mencionado, resveratrol presenta una amplia y variada accién
protectora, por lo que se detallard a continuacién, las evidencias que avalan esta
propiedad.

Efectos antioxidantes

ROS y otros radicales libres son capaces de interactuar con el ADN induciendo a
mutaciones o modificaciones de las bases nitrogenadas de esta molécula. Este dafio
oxidativo representa el paso inicial de la carcinogénesis y resulta, en la modulacién
de la expresién de genes a través de efectos epigenéticos o en mutaciones
somaticas permanentes y reordenamientos cromosomales (Dreher and Junod 1996,
Valko, Izakovic et al. 2004).

La actividad antioxidante del resveratrol es la responsable de la supresion del inicio
del cancer porque previene la interaccidon de los radicales libres con el ADN. Por
ejemplo, en un estudio realizado con células de leucemia HL-60, resveratrol ha
mostrado anticiparse a la formacion de radicales libres inducidos por
12-O-tetradecanoilforbol-13 acetato (TPA) (Jang 1997).

Jang et al, en 1999, entregaron evidencia de que el resveratrol inhibe
poderosamente la produccién de ROS en monocitos y neutréfilos humanos (Jang,
Kang et al. 1999). Burkitt y Duncan describieron la gran acciéon antioxidante de
resveratrol en el sistema ascorbato y glutation. Sus resultados revelan que este
estilbeno protege a las células del dafio del ADN de los radicales hidroxilos a través
de un mecanismo relacionado con la inhibicidon de la formacién de glutation disulfuro
(Burkitt and Duncan 2000).

Inhibicion de Enzimas de Fase I

Los agentes quimicos pueden inducir la formacién de aductos en el ADN. Resveratrol
es capaz de reducir el numero de aductos inducidos por agentes quimicos como el
benzo(a)pireno en las células epiteliales bronquiales humanas (Berge, Ovrebo et al.
2004). Este efecto esta relacionado con la disminucién de productos metabdlicos
derivados de benzo(a)pireno y con la inhibicion de la expresion de los genes que
codifican para los citocromos P450 1A1 y P450 1B1 (Berge, Ovrebo et al. 2004).
Parece ser que resveratrol puede prevenir la activacion metabdlica de
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procarcinogénesis por la inhibicion competitiva del receptor AhR, Aril hidrocarburo
(Ciolino, Daschner et al. 1998).

Apoptosis

Resveratrol actla sobre las dos vias mediadoras de este proceso: aumentando la
expresion en la membrana celular de receptores de muerte como Fas (Nagata 1997)
y facilitando la via mitocondrial al disminuir la expresién de Bcl-2 y aumento de
proteinas como Bax (Green and Reed 1998).

Ademas regula la expresién de GRP78 en la via del reticulo endopldasmico, una
nueva via descubierta que también regula la apoptosis (Rao, Ellerby et al. 2004).
Todo estos procesos conducen a la activacion de caspasas que concluyen con la
fragmentacion del ADN y la muerte celular (Green and Reed 1998).

En el mismo ambito, hay numerosos reportes de los efectos de este estilbeno sobre
p53. Huang et al encontraron que la apoptosis ocurria cuando resveratrol era
administrado en células wild type que expresaban p53 y no en las células deficientes
en éste (Huang, Ma et al. 1999). Este fue el primer reporte que demostré que
resveratrol induce la apoptosis a través de la activacién de p53.

Luego, Hsieh et al, en 1999 demostraron cdmo resveratrol inhibe la proliferacion en
células endoteliales de arteria pulmonar, a través de la inhibicidn del avance de la
célula de la fase S a la G2 del ciclo celular por un aumento de la expresién de p53 y
aumento del nivel de p21 (Cip1/WAF1) (Hsieh, Juan et al. 1999).

El modo en que resveratrol activaria a p53 e induciria la apoptosis seria a través de
la activacion de ERK1/2, INK y P38 MAPK vy la induccién de la fosforilacién de p53 en
el residuo aminoacidico serina-15 (She, Bode et al. 2001).

Ciclo celular

Numerosos reportes indican que resveratrol suprime la proliferacion celular por
inhibicion de la progresién del ciclo celular en diferentes estados de éste (Estrov,
Shishodia et al. 2003).

La maquinaria de progresion del ciclo celular se inicia por induccion de ciclinas D,
siguiendo con la induccidén de ciclina E. Estos eventos son necesarios para la
activacion de cdks, cdk4 y cdk6, las cuales son fundamentales para la progresién a
través de la fase G1.

El complejo ciclina D/cdk4 es el mediador de la progresiéon de la fase G1 e inactiva a
la proteina del retinoblastoma (Buchkovich, Duffy et al. 1989, Sherr 1993, Awad,

Burr et al. 2005).
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El complejo ciclina E/cdk2 controla la transicidon de la célula desde fase G1 a fase S
a través de la fosforilacion de la proteina pRb.

De acuerdo a lo antes mencionado, resveratrol puede:

e bloquear la transicién del ciclo celular de G1/S (Awad, Burr et al. 2005)
(Atten, Attar et al. 2001, Adhami, Afaq et al. 2003). Es capaz de actuar en
este punto por disminucién de la expresion de ciclina D1, D2, Ey de cdk2, 4y
6 en varias lineas celulares tumorales (Adhami, Afag et al. 2001, Ahmad,
Adhami et al. 2001, Takada, Bhardwaj et al. 2004).

e inducir el arresto en G2 de células HT-29 de cancer de colon, a través de la
inhibicion de Cdk7 y Cdc2 quinasa (Liang, Tsai et al. 2003).

Accion coadyuvante quimiosensibilizadora de resveratrol

Desde hace un tiempo se conocen estudios que sugieren que los polifenoles como
resveratrol pueden ser utilizados como agentes coadyuvantes o sensibilizantes a la
quimioterapia y a la radioterapia.

El tratamiento del cdncer con agentes quimioterapéuticos y radioterapia tiene dos
problemas principales: por un lado el desarrollo de resistencia con el tiempo y, por
otro, la toxicidad inespecifica que se produce en las células normales.

Resveratrol ejerce su accién sensibilizadora sobre uno o mas mecanismos de
quimiorresistencia, entre los cuales: modula las vias apoptoéticas, disminuye la
expresion de transportadores de farmacos y disminuye la accién de proteinas
relacionadas con la proliferacion celular. Ademas ha sido demostrado que puede
superar la resistencia producto de la inhibicion de las vias de NFkB y STAT3 (Gupta
2010).

Se ha demostrado que resveratrol sensibiliza lineas celulares de cancer humano
(neuroblastoma, glioblastoma, carcinoma de mama, carcinoma de prostata,
leucemia y carcinoma pancredtico) a ciertos agentes quimioterapéuticos como
doxorrubicina, citarabina, actinomicina D, taxol, y

metotrexato, por una down regulacion de la proteina survivina, una proteina
relacionada con resistencia a la apoptosis. En consecuencia los investigadores
observaron un aumento de la apoptosis en estas lineas celulares tumorales (Fulda
and Debatin 2006). En otro estudio y de manera similar, resveratrol potenci6 la
apoptosis inducida por agentes quimioterapicos como cisplatino, gefitinib, y

72
Resveratrol como coadyuvante en el tratamiento del cancer



paclitaxel en células multirresistentes de cancer de pulmdn no microcitico por
disminucidon de la expresién de survivina (Zhao, Bao et al. 2010).

La reduccién en la acumulacion intracelular de los farmacos es uno de los
mecanismos mas frecuentes de resistencia a los antineopldsicos. Esto puede
producirse por su expulsidon a través de la membrana celular (Bradshaw and Arceci
1998), por secuestro en vesiculas citoplasmaticas (Nishio, Nakamura et al. 1999),
por variaciones en el transporte entre nucleo y citoplasma o por alteracion en el
metabolismo intracelular del farmaco (Ishikawa and Ali-Osman 1993).

En el caso de la expulsion del farmaco, los transportadores de farmacos mas
importantes asociados a quimiorresistencia son las proteinas resistentes a multiples
drogas o MDR-proteinas como la glicoproteina P (Pgp) (Endicott and Ling 1989),
MRP1 (Multidrug resistance-associated protein) (Deeley and Cole 1997), LRP (lung
resistance-related protein) (Izquierdo, van der Zee et al. 1995) y BRCP (breast
cancer resistance protein) (Lee 1997).

En algunos tumores, resveratrol ha favorecido la eliminacion de Ila
quimiorresistencia por disminucion de la actividad de transportadores de membrana
como Pgp y MRP. Un estudio realizado en carcinoma humano KB-C2 resistente,
muestra que resveratrol induce la acumulacion de daunorrubicina por disminucién
de transportadores Pgp (Nabekura, Kamiyama et al. 2005). Otros estudios, usando
farmacos como vincristina, adriamicina y paclitaxel en carcinoma oral KBv200,
resveratrol supera la quimiorresistencia de estas células, revirtiendo el fenotipo de
éstas también por una disminucién de la expresion de Pgp (Quan, Pan et al. 2008).

Kweon et al, 2010 estudiaron el potencial de resveratrol de revertir el fenotipo
resistente de células de leucemia mieloide aguda a doxorrubicina. Ellos encontraron
que en estas células el gen MRP1 estaba sobrexpresado. Cuando el resveratrol fue
administrado la expresion de MRP1 disminuyd, aumentando la captacion de
doxorrubicina e incrementando sus niveles dentro de las células tumorales (Kweon,

Song et al. 2010).

NFkB un factor de transcripcidon, estd relacionado con varios procesos celulares,
entre ellos la regulacion del crecimiento y la apoptosis celular (Gupta 2010).
Estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que la activacidon constitutiva
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de este factor inhibe la apoptosis inducida por quimioterapia en algunos tipos de
tumores (Bharti and Aggarwal 2002). Por otro lado, STAT3, otro factor de
transcripcion, también ha sido identificado como agente que genera resistencia en
algunas células tumorales (Bharti 2004), pues presenta efectos antiapoptéticos y
proliferativos en las células tumorales. Resveratrol demostré inhibir la proliferacién,
inducir la apoptosis y superar la quimiorresistencia en células humanas de mieloma
multiple, al disminuir la activacion de los factores de transcripciéon NFkB y STAT3
(Bhardwaj, Sethi et al. 2007), disminuyendo los efectos de las vias de sefializacién
gue estos factores controlan en las células tumorales.

Resveratrol también ha demostrado mejorar el arresto de células tumorales en
diferentes etapas del ciclo celular por down regulacién de genes involucrados en la
proliferacion celular. Por ejemplo, en células de melanoma B16 quimiorresistente,
resveratrol mejora la citotoxicidad inducida por doxorrubicina, la que se acompafa
por una down regulacion de ciclina D1 (Gatouillat, Balasse et al. 2010), aumentando
el numero de células tumorales arrestadas en fase G1-S, evitando asi la

proliferacion.

Otro estudio muestra que resveratrol es capaz de mejorar el potencial
antiproliferativo del farmaco paclitaxel usado en células de pulmén (A549, EBC-1,
Lu65). En esta investigaciéon se concluyd que resveratrol induce la expresién de
p21/wafl lo que conlleva a una supresion del crecimiento tumoral por inhibicion de
los complejos ciclina/CDK responsables del avance de las células en el ciclo celular

(Kubota, Uemura et al. 2003).

TRAIL-R (receptor del ligando inductor de apoptosis, relacionado con TNF) es un
receptor que unido a su ligando TRAIL induce apoptosis mediada por caspasas
(Marsters, Pitti et al. 1999) y que se encuentra alterado o truncado en células

74
Resveratrol como coadyuvante en el tratamiento del cancer



tumorales resistentes (Keane, Ettenberg et al. 1999). En un trabajo en el cual se
usd células tumorales de préstata PC3 y DU-145, resveratrol sensibilizo a las células
al tratamiento con TRAIL. El mecanismo molecular por el cual logra inducir la
apoptosis incluye la disminucién de la

expresion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, Bcl-xl y survivina y el aumento
de la expresion de las proteinas proapoptéticas Bax, Bak, PUMA, Noxa, Bim, asi
como de receptores de muerte celular TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5. Ademas
induce la produccidon de radicales libres que promoveran la apoptosis (Shankar,
Siddiqui et al. 2007).

Por otro lado, en células de carcinoma de colon, la administracién conjunta de
resveratrol, TNF, anticuerpos anti-CD95 y TRAIL activan la muerte celular por
apoptosis evitando la inhibicién de ésta por la proteina antiapoptdtica Bcl-2
(Delmas, Solary et al. 2011). Sin embargo se ha observado que la combinacién de
resveratrol con TRAIL puede ser ineficaz en el tratamiento de los tumores que
presentan sobreexpresién de Bcl-2 y defectos en la activacion de los receptores de
muerte (Fulda and Debatin 2005). También se ha observado un aumento de la
sensibilizacion de las células de cancer de colon a la apoptosis inducida por TRAIL al
ser éste administrado con quercitina (Psahoulia, Drosopoulos et al. 2007).

5.3. Farmacos anticancerigenos

El tratamiento basico del cancer se basa en tres pilares fundamentales: la cirugia,
guimioterapia y la radioterapia, que pueden ser administrados solos o en asociacion.
Ademas se pueden utilizar otros tratamientos como el trasplante de médula ésea, la
inmunoterapia o la terapia génica (www.cancer.net).

La contribucion de la investigacion farmacoldgica a la lucha contra el cancer
empieza ya en el siglo XIX, cuando se produjeron dos grandes aportes a la cirugia:
la introduccién de los anestésicos, en 1846, por William Morton y la introduccion de
los principios de antisepsia por Joseph Lister, en 1867. Durante el siglo XX y gracias
a la inversién en investigacién comenzé la incorporacion de nuevos medicamentos
(quimioterapia y hormonoterapia), los que cambiaron profundamente el abordaje
del cancer y el pronéstico de la enfermedad.
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En 1898, Paul Elrich aislé el primer agente alquilante y con él acund la palabra
quimioterapia para referirse a la accién de este tipo de medicamento sobre el
cancer. Sin embargo, el tratamiento farmacoldgico realmente eficaz

se inici6 en 1941 con Huooins, quien tratd con éxito el carcinoma de prostata
administrando estrégenos. Los primeros citostaticos propiamente dichos utilizados
en el tratamiento del cancer fueron las mostazas nitrogenadas que en 1943 fueron
empleadas en el tratamiento de un paciente con linfosarcoma. En 1947, Farber
introdujo la aminopterina en el tratamiento de la leucemia linfoide aguda infantil.
Con este farmaco se abrid el campo, realmente fecundo, de los llamados
antimetabolitos, los cuales constituyen en el momento actual uno de los grupos de
agentes mas numerosos y Utiles en la terapéutica antitumoral. Otros hitos también
importantes fueron la utilizacion clinica del primer agente antibidtico y de los
alcaloides de las plantas (Cuevas Torres and Santos Miranda 1985).

La quimioterapia se usa para tratar muchos tipos de cancer. En la actualidad se usan
mas de 100 medicamentos de quimioterapia, ya sea solos o en combinaciéon con
otros medicamentos o tratamientos. Estos medicamentos varian ampliamente en su
composicidon quimica, la manera en que se administran, su utilidad en el tratamiento
de formas especificas de cancer y sus efectos secundarios.

Una clasificacidon general de los fdrmacos antineoplasicos se muestra en la tabla 4.
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GRUPO TERAPEUTICO SUBGRUPO TERAPEUTICO |FARMACOS
Ciclofosfamida
. Ifosfamida
Agentes alquilantes Mostazas nitrogenadas Molfalan

Clorambucilo

Alquilantes atipicos

Dacarbazina

Antimetabolitos

Antifolicos

Metotrexato

Antipirimidinicos

5-fluorouracilo

Citarabina (Ara —C)

Capecitabina

Gemcitabina

Antraciclinas

Doxorrubicina

Antibiéticos Epirrubicina
Otros antibioticos Mitomicina C
Bleomicina
Vincristina
Alcaloides de la vinca | Yinblastina
., . Vinorelbina
Farmacos que se fijan a la Inhibidores de
tubulina topoisomerasa ll Etoposido
Paclitaxel
Taxanos Docetaxel

Clasificacion de los quimioterapicos antineoplasicos
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GRUPO TERAPEUTICO

SUBGRUPO TERAPEUTICO

FARMACOS

Compuestos varios

Cisplatino
Derivados del Platino Ca'"b?p'a_t'no
Oxaliplatino

Bifosfonatos

Acido zoledronico

Ibandronato

Otros

Imatinib

Talidomina

Hormonas

Antiestrégenos

Tamoxifeno

Fulvestrant

Modificadores de la
respuesta biolagica

Letrozol
Inhibidores de la aromatasa Anastrozol
Antiandrogenicos Bilutamida
AndlogoS sintéticoS de la
hormona natural LHRH Goserelina
(hormona liberadora de
hormona luteinizante)
Agentes citostaticos Interferones
Rituximab
Trastuzumab
. Celuximab
Anticuerpos monoclonales :
Bevacizumab
Tocilizumab

(continuacién): Clasificacion de los quimioterapicos antineoplasicos

En las siguientes

lineas se hara

Tabla

referencia a dos grupos de farmacos

antineoplasicos, los antimetabolitos y los compuestos de platino, por ser los grupos
de los farmacos centrales de esta revision.

5.3.1. Clasificacion de los Quimioterapicos
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5.3.1.1. Antimetabolitos

Se denomina antimetabolito a los analogos funcionales de los metabolitos normales
que ejercen accién farmacoldgica opuesta. El antimetabolito actia ocupando lugares
enzimaticos que no son afectados por el metabolito natural. Un farmaco analogo
puede seguir los mismos pasos metabdlicos que el metabolito natural, hasta un
punto en que altera una funcién (falso metabolito). En otros casos, el analogo no se
metaboliza, pero se une al sitio activo de la enzima compitiendo con la molécula
fisioldgica. A veces la afinidad del antimetabolito por el sustrato es varias veces
superior a las del metabolito (Cuevas Torres and Santos Miranda 1985).

Existen dos modalidades generales de actuacidon: suplantando en el punto catalitico
del sustrato normal, o uniéndose al regulador accesorio del sustrato y produciendo
una regulacion alostérica al afectar por un mecanismo de retroinhibicidn fases de la
via sintética del metabolito natural. Segun que el metabolito actie acoplandose al
punto catalitico o al regulador de la enzima (sustrato), se producen metabolitos
anormales o inhibicidon de la sintesis de los metabolitos normales, respectivamente
(Cuevas Torres and Santos Miranda 1985).

Dentro de los antimetabolitos se destacan farmacos tales como los antifélicos, de
los cuales el mas utilizado es el metotrexato; analogos de pirimidinas, como el
5-FU; andlogos de purinas, como la mercaptopurina y depletores de nutrientes
esenciales como la L-asparaginasa.

5-Fluorouracilo

El 5- Fluorouracilo (5-FU) es un andlogo del uracilo descubierto por Heidelberger en
la década del 50 (figura 15).

Su citotoxicidad se explica a través de dos mecanismos: inhibicion potente y
competitiva de Ila enzima timidilato sintetasa por parte del metabolito
5-fluoro-2" -desoxiuridina monofosfato (FAUMP). Esta enzima es responsable de la
sintesis de la base nitrogenada timina y su bloqueo provoca un grado de deplecion
de esta base que frena la replicacion del ADN y por lo tanto el ciclo celular en las
células cancerigenas (Longley, Harkin et al. 2003).

NH O

T .
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Figura 15: T & TN Estructura quimica de
5-FU NH2 O

Por otro lado, la incorporacion al ARN del metabolito FUTP, afectaria directamente a
la transcripcion y la incorporaciéon de FAUTP a la molécula de ADN propiamente tal
(Longley, Harkin et al. 2003). Ambos fendmenos desestabilizarian de tal forma a la
célula tumoral que provocarian su muerte.

5.3.1.2. Compuestos de Platino

Los compuestos de platino son farmacos antineopldsicos que ejercen su accidn
sobre el ADN de las células tumorales, uniéndose a éste (Gelasco and Lippard
1999). Estos eventos conducen a la célula tumoral a muerte por apoptosis o
necrosis (Gonzalez, Fuertes et al. 2001).

Cisplatino

Cisplatino es un compuesto inorganico denominado guimicamente
cis-diaminodicloroplatino, formado por un complejo en el cual un atomo de platino
se rodea por dos iones de cloro y dos grupos NH3 (figura 16). Tiene la capacidad
para reaccionar con las moléculas nucleofilicas que se encuentran en las células
(Cuevas Torres and Santos Miranda 1985).

El cisplatino es un citostatico de amplio espectro frente a neoplasias experimentales
y humanas, destacando su actividad frente a tumores germinales, carcinoma
epitelial de ovario, carcinomas escamosos, sobre todo de cabeza y cuello, cancer
microcitico de pulmédn, sarcomas y cancer de vejiga (Sleijfer, Meijer et al. 1985).
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Figura 16: Estructura quimica de Cisplatino

Actla de manera preferente sobre las bases del ADN, en particular en el nitrégeno
7 de guanina debido a su gran nucleofilia, al igual que lo hacen los agentes
alquilantes. Se comporta como un agente bifuncional, produciendo enlaces o
puentes cruzados entre las dos hebras del ADN, lo cual implica una profunda
modificacion en la estructura y funciéon de esta molécula. También forma enlaces
cruzados entre las bases nitrogenadas guanina pertenecientes a la misma hebra e
incluso, entrecruzamientos entre ADN y proteinas. Como consecuencia se produce
una fuerte inhibicién en la sintesis de ADN (Gonzalez, Fuertes et al. 2001).

Cisplatino ha demostrado ser ototdxico, nefrotdxico, y neurotdxico acumulativo. La
toxicidad causada por cisplatino puede incrementarse por el uso combinado con
otros farmacos que son téxicos para dichos érganos o sistemas.

La nefrotoxicidad se explicaria porque este farmaco se elimina en abundancia por
filtracion glomerular o por secrecion tubular y una vez en las células se une al ADN,
lo que obviamente resulta téxico para una célula en divisién como las tumorales y
también para las células en reposo como las de los tubulos en el rifdn (Zhang and
Hanigan 2003).

La neuropatia por cisplatino es una polineuropatia simétrica y distal (Trugman,
Hogenkamp et al. 1985). Ademas, con dosis por lo comun superiores a 600 mg/m2,
y sobre todo si concurren factores como edad avanzada o tratamiento con
aminoglucésidos, el cisplatino provoca una pérdida auditiva por lesidon coclear, con
afectacién de tonos agudos y a

veces de las frecuencias del sonido de una conversacién normal (Schaefer, Post et
al. 1985). Al parecer, el dafo coclear por cisplatino se debe a la inhibicién de una
enzima transportadora de iones ATP-dependiente (Schweitzer, Dolan et al. 1986).
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Oxaliplatino

El oxaliplatino o cis-diamino-dicloro-platino, es un tipo de analogo de platino que
presenta una estructura quimica en la cual un atomo central de platino es rodeado
por un grupo oxalato y un 1,2-diaminociclohexano en posicion trans (figura 17).
Presenta mayor citotoxicidad que cisplatino y carboplatino.

El mecanismo de accidén se basa en su biotransformacion en un derivado hidratado
que tiene capacidad de interaccionar con el nitrégeno 7 de la base guanina en el
ADN, formando puentes intracatenarios que interrumpen la sintesis de esta
biomolécula y también su transcripcién, lo cual determina la muerte celular (Faivre,
Chan et al. 2003).

Otro mecanismo de accién propuesto se relaciona con el arresto en la fase S del
ciclo celular de las células tumorales. oxaliplatino, en sinergia con 5-FU, inhibe la
accion de la enzima timidilato sintetasa, evitando la incorporaciéon de timina en la
sintesis del ADN (Fischel, Formento et al. 2002).

“NH, 0 g

Figura 17: Estructura quimica de oxaliplatino

A pesar del éxito en el tratamiento contra el cancer, oxaliplatino produce efectos
toxicos a lo largo del tratamiento. Hay registros de alteraciéon del sistema
hematopoyético, problemas gastrointestinales e inducciéon de neurotoxicidad en los
pacientes. Con respecto a la hematopoyesis, oxaliplatino afectaria las células
progenitoras en la médula ésea de los

huesos (Koutras, Makatsoris et al. 2004) y provocaria anemia hemolitica y
trombocitopenia (Koutras, Makatsoris et al. 2004, Pieck, Drescher et al. 2008). Los
problemas gastrointestinales serian nduseas, vomitos y diarrea (Zafar, Marcello et
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al. 2010). Con respecto a la neurotoxicidad, es uno de los efectos mas comunes y
segun el tiempo y dosis de utilizacidon, puede provocar neuropatia aguda o cronica.
La primera se caracteriza por parastesia, disestesia o alodinia, afectando las
extremidades, los labios y el tracto orofaringeo.

Es por esta razédn que las investigaciones actuales se centran en encontrar
sustancias coadyuvantes que disminuyan este efecto en las personas en
tratamiento. Dentro de este grupo estan muy bien valorados los fitoquimicos por las
numerosos efectos beneficiosos para la salud que presentan y las evidencias en
cuanto a su efecto sinérgico con farmacos anticancerigenos convencionales, como
las mencionadas anteriormente.

5.3.2. Mecanismos de Resistencia a la Quimioterapia

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los problemas mas comunes en el
tratamiento del cancer es el fenotipo de resistencia a los diferentes farmacos de las
células tumorales, lo que conduce a una pérdida de eficacia de los mismos.

La resistencia puede ser debida a varios factores, entre ellos:

*Resistencia intrinseca de las células tumorales: puede explicarse por factores
farmacocinéticos (mala absorcion, insuficiente distribucién, por ejemplo) o a
propiedades de la propia célula tumoral (Plasencia, Taron et al. 2000).

*Resistencia adquirida: durante el transcurso del tratamiento, las células tumorales
escapan de la terapia inicial mediante la adquisicién de nuevas caracteristicas que
las hacen resistentes al tratamiento. Esto ocurre por una variedad de mecanismos
citocinéticos que incluyen alteraciones en los mecanismos de transporte de el
farmaco (por ejemplo del transportador glicoproteina P), ya sea por incorporacion
y/0 expulsidon, cambios en los procesos metabdlicos intracelulares, alteracion en las
dianas terapéuticas, alteracién en los genes involucrados en la regulacién del ciclo
celular y en las vias de respuesta del dano inducido al ADN (Plasencia, Taron et al.
2000).

Ademas de lo ya dicho se debe tener en cuenta la heterogeneidad de las células
tumorales dentro del propio tumor. Los tumores estdn compuestos por
subpoblaciones celulares con diferentes caracteristicas morfoldgicas y funcionales,
observandose divergencia en cuanto al tamafio, cariotipo, capacidad de invasion y la
proliferacion de las subpoblaciones. Esta heterogeneidad tumoral presenta
implicaciones a nivel del tratamiento, permitiendo explicar por qué tumores de la

misma histologia responden de manera diferente en distintos pacientes e incluso
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dentro del mismo paciente. De acuerdo a la teoria de Goldie y Coldman (1979)
basada en las resistencias bacterianas, la probabilidad de que un tumor albergue
células resistentes en su interior depende del tamafio del tumor y de la frecuencia
de mutacidon. A pesar del éxito del tratamiento inicialmente, la expansion de los
clones resistentes origina pérdida de sensibilidad al tratamiento, por lo tanto los
farmacos estarian actuando como agentes seleccionadores destruyendo a la
poblacidon sensible y favoreciendo a la resistente.

5.3.3. Actividad Sinérgica

La actividad en conjunto de dos sustancias quimicas se ha denominado sinergia y en
muchos casos se ha demostrado un efecto potenciador de los efectos de ambas. En
el caso del cancer, las nuevas investigaciones estan orientadas a descubrir las
sinergias de farmacos antitumorales convencionales con fitoquimicos con probada
accién antitumoral, lo que se considera como una de las promesas de nuevas
alternativas para el tratamiento y manejo de diferentes tipos de cancer, asi como
también de las ya descritas sinergias.

Como resveratrol es un polifenol que ha demostrado ser un buen coadyuvante en el
tratamiento del cancer, a continuacién se expone evidencia acerca de este rol con
farmacos antineoplasicos usados ampliamente en varios tipos de cancer, pero que a
su vez generan efectos secundarios importantes a los pacientes, me refiero a
cisplatino, oxaliplatino y 5-FU.

5.3.3.1. Resveratrol como coadyuvante del 5-FU

Estrés oxidativo en cancer colorrectal

Segun la Globocan de 2012, el cancer colorrectal afecta a regiones industrializadas,
ocupando el tercer lugar en incidencia en hombres y el segundo lugar en la mujer, el
60 % de los casos ocurre en paises desarrollados .

En el tratamiento del cancer colorrectal y tras el empleo de multiples farmacos y
combinaciones, el 5-FU se situd en la década de los 70 como el farmaco mas activo
y hoy en dia sigue siendo el citostatico de eleccion en primera linea de tratamiento.

La combinacidn de ambos quimicos, resveratrol y 5-FU, promueve un desequilibrio

entre la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) y la enzima glutation
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peroxidasa (GPx). Altos niveles de actividad de SOD y bajos niveles de la GPx
probablemente contribuyen a la acumulacion de ROS intracelular y estrés oxidativo,
observado en las células tumorales investigadas (Park, Ramnath et al. 2007). En el
estudio de Santandreu et al, del 2011, se concluydé que resveratrol sensibiliza a las
células cancerigenas de colon y en conjunto con 5-FU, mejora la susceptibilidad al
dafo oxidativo por inhibicion de la actividad de enzimas antioxidantes. El estrés
oxidativo provocado después de la aplicacién de 5-FU se manifesté a través de un
incremento en la peroxidacion lipidica, proceso que fue altamente potenciado por la
combinacion del tratamiento con resveratrol (Santandreu, Valle et al. 2011).

El factor de transcripcién STAT3 y la proteina quinasa AKT son moléculas que se
encuentran sobreexpresadas o activadas en varios tipos de tumores (Van Meter,
Broaddus et al. 2006). La inactivacidon de estos factores estaria asociada al estrés
oxidativo citotéxico en las células de cancer colorrectal. En el trabajo de Santandreu
et al del 2011, el analisis de los efectos de 5-FU combinado con resveratrol en estas
vias, mostré una completa inactivacion de ambos factores de transcripcién,
situacion que es parcial con el uso de 5-FU por si solo, demostrandose entonces, el
rol coadyuvante del resveratrol (Santandreu, Valle et al. 2011).
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Arresto celular

En el trabajo realizado por Wu et al, en 2004, en el cual se utilizaron células de
hepatoma H22, se observd que resveratrol induce en las células tumorales el
arresto en fase S y mejora los efectos antitumorales cuando es usado en conjunto
con 5-FU en hepatoma murino, por lo que podria ser potencialmente beneficioso en
quimioterapia.

Ademas redujo el tamafio del tumor significativamente con cada dosis usada, siendo
la dosis mas alta la mas efectiva (Wu, Sun et al. 2004).

Apoptosis

En otro estudio realizado con células de cancer de colon humano HCT116 wild-type
(p53+/+) y knockout (p53-/-) para p53; usando también una combinacién de
resveratrol y 5-FU; se observd la activacién de caspasa 6 en la apoptosis. El efecto
combinado es dependiente de la dosis: usando altas dosis (200uM) en células
HCT116 wild-type, se observa la sinergia entre resveratrol y 5-FU en ambos tipos
celulares, mientras que dosis menores (25 o 50 pM) producen un efecto inhibitorio
(Chan, Phoo et al. 2008).
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El grupo de Kumazaki et al, en el afio 2013, investigd el efecto de la combinacién de
resveratrol y 5-FU en células tumorales de colon humanas y también pudieron
determinar que resveratrol induce a la apoptosis y que reduce consistentemente el
numero de células cancerigenas viables (Kumazaki and al. 2013).

Angiogénesis

Como ya se ha mencionado, la angiogenesis tumoral es esencial para el crecimiento
y la metastasis cancerigena (Wu, Sun et al. 2004) y depende de factores de
crecimiento especifico (Emmett, Dewing et al. 2011).

La inhibicion de factores de crecimiento es una de las estrategias mejor
consideradas para la eficiente supresidon de la célula tumoral. Un gen clave
relacionado con el crecimiento tumoral es COX-2, el cual es necesario para la
angiogenesis, la migracién y la invasion celular. Este se encuentra sobreexpresado
en varias células tumorales (Xiao, Shi et al. 2011).

VEGF es otro factor proangiogénico, el cual promueve la progresién tumoral, la
metastasis y la diseminacién del cancer (Kumar, Chile et al. 2011).

VASP, una proteina relacionada con la angiogénesis, actla regulando las
interacciones célula-célula y célula- matriz por regulacidn de la red de filamentos de
actina y la fosforilacién de pAMPK (Blume, Benz et al. 2007).

Resveratrol combinado con 5-FU ha demostrado importantes efectos sobre la
inhibicion del crecimiento y angiogénesis de células tumorales B16 por la regulacién
de los niveles de expresion de COX-2, VEGF, VASP y pAMPK, promoviendo aumento
de la expression de COX-2, VEGF y VASP y disminuyedo los niveles de pAMPK (Lee,
Koo et al. 2015).

Adhesion celular

Los mecanismos por los cuales resveratrol actuaria en la adhesién molécular y los
componentes de la adhesion célula- célula no han sido aun explorados. Mas aun, la
comunicacién mediada por complejos de uniones intercelulares, incluyendo a la
adhesion molecular, desmosomas, uniones comunicantes y uniones estrechas, las
cuales permiten la adhesiéon y la comunicacién entre

células individuales, suprimiendo la metastasis tumoral y manteniendo la integridad
de los tejidos, son todavia desconocidos (Nicolson, Dulski et al. 1988, Ren, Hamada

et al. 1990, Schneeberger and Lynch 2004).
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Trabajos con células de cancer colorrectal han determinado que las células
tumorales requieren de cambios ultraestructurales para un rapido crecimiento y
metastasis. Ademas las uniones estrechas han demostrado ser altamente
dinamicas, multimolecular y multifuncionalmente. (Schneeberger and Lynch 2004).

Los estudios de la sinergia de ambos quimicos mostraron una supresion de NF-kB y
el gen regulador de los productos finales de NFkB, caspasa 3 y MMP-9, que estan
relacionados con el crecimiento, proliferacion, invasion y apoptosis en células de
cancer colorectal. Ademas se demostrd que la down regulacién de la sefalizacion
via NFkP seria a través de la supresion de IKBa quinasa (Shakibaei, Harikumar et al.
2009, Busch, Mobasheri et al. 2012).

5.3.3.2. Resveratrol como coadyuvante de farmacos de Platino

La combinacidn de farmacos platinados con resveratrol ha demostrado un gran
efecto sinérgico, ya sea potenciando la muerte celular, compensando los efectos
adversos del uso del farmaco y/o disminuyendo la toxicidad de la quimioterapia,
pues se necesitan dosis muy bajas para el tratamiento (Sarkar and Li 2006).

Cisplatino
Glicoproteina P

En estudios con células EAC se observé un mejoramiento de la actividad citotdxica
de cisplatino en combinacién con resveratrol. Si bien resveratrol no mostré actividad
antitumoral por si mismo, mejord la actividad de cisplatino, pues actua inhibiendo al
transportador de membrana, la glicoproteina P e incrementando los niveles
intracelulares del farmaco en células EAC (Osman, Telity et al. 2015).

Hay otros reportes que responsabilizan al resveratrol de la inhibicién de la accién de
la glicoproteina P (Al-Abd, Mahmoud et al. 2011, Gupta, Kannappan et al. 2011),
contribuyendo asi a la mantencion de antitumorales como doxorrubicina al interior
de las células y por consiguiente, favoreciendo su accién anticancerigena (Kweon,
Song et al. 2010).

El mecanismo que explica el efecto inhibidor de resveratrol fue propuesto por Kweon
et al, en 2010, el cual se relaciona con la down regulacion del gen MRP 1 en células
AML (leucemia mieloide aguda) , el cual estd sobrexpresado en el tipo celular

resistente a doxorrubicina.
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Contrariamente a lo descrito en el parrafo anterior, Yang et al (2012) han
demostrado que resveratrol favorece la actividad de la glicoproteina P en lineas
celulares de cancer de colon (Yang, Tsai et al. 2012).

La contradiccion anterior se puede explicar desde el punto de vista del desarrollo de
la MDR, la que puede ser adquirida después de la exposicion al farmaco (Chaudhary
1993). También hay que considerar las diferencias existentes entre las células
tratadas por cada investigador (células EAC y células tumorales de colon), y que hay
diferencias entre células cancerigenas, incluso dentro de un mismo tumor.

Activacion de proteinas proapoptéticas

Otro efecto de la accién combinada de resveratrol con cisplatino es que la actividad
citotoxica de esta farmaco se ve aumentada gracias a la propiedad del resveratrol
para inducir la muerte celular a través de la activacion de proteinas de la familia de
proteinas proapoptéticas (Osman, Al-Harthi et al. 2013). Esto explica lo evidenciado
en el trabajo de Osman et al de 2015, en el cual se realizd un tratamiento de
resveratrol con cisplatino en células EAC, el que mostré una acumulacion importante
de células en fase G1 y arresto celular en el check point G1/G0 (Osman, Telity et al.
2015).

Nefrotoxicidad

Una de las dificultades del tratamiento con cisplatino es la toxicidad de esta
farmaco, la que puede provocar disminucidn de la funcidén renal, especificamente
una tasa decreciente de filtracion glomerular y aclaramiento de creatinina (Groth,
Nielsen et al. 1986).

Segun Do Amaral y colegas (2008) la nefrotoxicidad se debe a que cisplatino induce
un proceso inflamatorio, por infiltracion de células T y macréfagos, ademas de un
desequilibrio oxidativo por generacion de ROS. En este ambito, resveratrol ha
demostrado una actividad coadyuvante quimioprotectora, pues previene la
infiltracion de células inflamatorias como los macréfagos y disminuye la generacién
de radicales libres. Estos procesos serian los responsables de la accidon de
resveratrol como quimioprotector frente a la nefrotoxicidad inducida por cisplatino
(Do Amaral, Francescato et al. 2008).

Por otro lado, el grupo de Valentovic en el afio 2013, propuso que resveratrol usado
como pretratamiento al uso de cisplatino en células de la corteza renal de ratas,
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previene la disminucién de la actividad de las enzimas GSH-Px y MnSOD, que este
farmaco produce. Estas enzimas estan relacionadas con la regulacién del estrés
oxidativo celular, manteniendo asi la homeostasis en las células renales (Valentovic,
Ball et al. 2014).

De manera similar, Cigremis et al (2015) estudiaron la accidén protectora de
resveratrol frente a la nefrotoxicidad de cisplatino en células de rifiones de conejos.
La accion quimioprotectora puede explicarse porque este estilbeno aumenta
significativamente los niveles de glutation peroxidasa, superdoxido dismutasa y
catalasa, que cisplatino redujo como efecto secundario de su accién. Este seria el
efecto preventivo de resveratrol cuando se combina con cisplatino: aminorar la
lesidon oxidativa provocada por este farmaco (Cigremis, Akgoz et al. 2015).

Trombosis

Otro de los efectos no deseados de la administracién de cisplatino en el organismo
es la alteracion de las plaquetas sanguineas. Como sabemos, las plaquetas no solo
juegan un papel central en el proceso de trombogénesis, sino que también en la
hemostasia en el cancer (Goad and Gralnick 1996).

Observaciones clinicas sugieren que los farmacos anticancerigenos contribuyen a
complicaciones trombdticas en los pacientes. Durante la quimioterapia, estos
farmacos; entre las que se incluye cisplatino; pueden cambiar las funciones
bioldgicas de las plaquetas (Wachowicz and Olas 1995).

En este proceso, cisplatino reduce la actividad de las enzimas antioxidantes tales
como las enzimas superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa, lo que
causa un desequilibrio oxidativo y ademas contribuye a la peroxidacion lipidica
plaquetaria (Olas, Wachowicz et al. 2000).

La activacién plaquetaria inducida por algunos activadores, incluyendo la trombina,
colageno o ADP, se asocia con un aumento de ROS, que puede ser producido por
diferentes vias, entre ellas: ruta del acido araquidénico, ciclo de glutatién, oxidasas
de membrana y el metabolismo de fosfoinositidos (Blockmans, Deckmyn et al.
1995, Pignatelli, Pulcinelli et al. 1998, Wachowicz, Olas et al. 2002).

Resveratrol modula la via del acido araquiddnico en varios tipos celulares (células
cancerigenas, plaquetas, macrofagos). Reduce la actividad de COX y lipooxigenasa y
reduce la produccidon de ROS (Olas and Wachowicz 2004).
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Ototoxicidad

De las complicaciones del tratamiento con cisplatino, y una de las menos
estudiadas, es el efecto sobre el funcionamiento auditivo-vestibular o el efecto
ototdxico (Takeno, Harrison et al. 1994, Rybak and Kelly 2003, Rybak 2007).

La ototoxicidad esta referida a la pérdida permanente y progresiva de la audicién
por la accién de cisplatino, farmaco que causaria la muerte de las células ciliares del
organo de Corti (Takeno, Harrison et al. 1994; (Wake, Takeno et al. 1994). Ademas
cisplatino induce ototoxicidad por generacion de ROS y deplecién de las enzimas
antioxidantes (Lee, Nakagawa et al. 2004).

En el estudio de Lee et al de 2015, resveratrol redujo significativamente la
formacién de ROS inducida por cisplatino e inhibié la ototoxicidad en las células
HEI-OC1 (Lee, Kim et al. 2015);(Im, Chang et al. 2010), mejorando de este modo
otro de los efectos secundarios de este farmaco.

Afecciones neuroldgicas

Como ya se ha dicho, cisplatino posee efectos adversos en los pacientes, que les
provocan principalmente afecciones neuroldgicas (James, Burden et al. 2008). Una
region del cerebro, el hipocampo, es especialmente sensible a la acciéon de este
farmaco, provocando en las neuronas inhibicion de la proliferacion, de la
diferenciacion y de la neurogénesis (Dietrich, Han et al. 2006).

El hipocampo estd relacionado con funciones de adquisicién, consolidacidon vy
recuperacion de la memoria (Eichenbaum, H 2001). Esta zona del cerebro ademas
fabrica una proteina Ilamada BDNF que juega un importante rol en

el aprendizaje y la memoria (Eichenbaum, H 2001) y también en la neurogénesis, la
plasticidad sinaptica y la sobrevivencia de las células (Hu, Y and Russek, SJ 2008).

Los hallazgos de Maha y Mohamed (2015), mostraron que la exposicidn a cisplatino
induciria a alteraciones en la actividad exploratoria y motora de ratas, mientras que
con resveratrol los cambios en el sistema nervioso central fueron moderados.
Cuando se administrd cisplatino y resveratrol en concomitancia las ratas
recuperaron significativamente la capacidad de reconocimiento (Maha and
Mohamed).
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Hepatoxicidad

Muy altas dosis de cisplatino pueden causar hepatotoxicidad (Liu, Liu et al. 1998).
Esta establecido que la peroxidacién lipidica puede ser la responsable de este
fendmeno, a pesar de la activacion de enzimas antioxidantes (Christova, Gorneva et
al. 2003). Se ha sugerido que las enzimas antioxidantes representan la respuesta
protectora frente a la toxicidad de cisplatino en tumores de higado en animales (Liu,
Liu et al. 1998).

Cisplatino conduce a una mayor actividad de la enzima xantina oxidasa (XO),
posiblemente a través de la reaccidn de conversion de la xantina deshidrogenasa a
XO (McManaman and Bain 2002). El aumento de la actividad de la enzima XO es un
factor de riesgo importante para la concentracidon de oxidantes en el tejido hepatico,
ya que ésta produce radicales superéxido (Linder, Rapola et al. 1999). Si a lo
anterior se le suma la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes como
glutation peroxidasa (GSH-Px) y catalasa (CAT), se crea un estrés oxidante
considerable que conduce a peroxidacion celular y dafio de los tejidos. Al combinar
resveratrol con cisplatino, Avci et al (2008), determinaron que los niveles de
malondialdehido, producido en la peroxidacion lipidica, se reducen, mientras que
aumentan los de GSH-Px y CAT, lo cual es atribuible al resveratrol (Avci, Cetin et al.
2008).

Transicion epitelio- mesénquima

La transicidon epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso fisiolégico que ocurre
durante el desarrollo embrionario y ocasionalmente en los adultos,

por ejemplo durante la reparacion de una herida (Thiery 2002). EMT es un
fendomeno durante el cual las células pasaran de un fenotipo epitelial a uno con mas
movilidad e invasividad, el fenotipo mesenquimal. Esta Ultima caracteristica le da la
habilidad para invadir tejidos.

En el estudio de Baribeau et al, de 2014, se sugieren dos mecansimos que podrian
ser los responsables de la inhibicion de EMT por resveratrol. La combinacion de
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resveratrol y cisplatino reduciria la via Erk en las células de cancer de ovario A2780
y A2780CP, inhibiendo asi la expresion de Snail, un factor de transcripcidon que
reprime la expresién de marcadores epiteliales como caderina E y claudina 1 e
incrementa la expresion de marcadores mesenquimales ZEB1 y MMP-9, evitando asi
que las células puedan migrar a otros tejidos. Ademads resveratrol induce
significativamente la senecencia en ambas lineas celulares, evitando la propagacion
de células tumorales.

Oxaliplatino

Otro farmaco de platino extensamente usada es el oxaliplatino, de la que también
existe evidencia de sinergia con resveratrol, pero en mucha menor proporcién. Los
siguientes son evidencias de sus acciones combinadas.

Glicoproteina P y quimiorresistencia

En estudios con células de cancer de ovario, Nessa et al en 2011, comprobaron que
la administracion de resveratrol 2 horas antes de la aplicacion de oxaliplatino,
producia mayor muerte celular que a la inversa. (Nessa, Beale et al. 2011).

La combinacién de resveratrol y oxaliplatino favorece la disminucién de Ia
quimiorresistencia, que en el caso de este farmaco se observa en una reduccion de
su concentracién dentro de la célula producto de la accidén de la glicoproteina P.
resveratrol, a través de la inhibicién de la funcién de la glicoproteina P, aumenta la
acumulacion de oxaliplatino y por lo tanto, también su accién antineoplasica (Nessa,
Beale et al. 2012).

NF-kB y quimiorresistencia

La combinacion de cisplatino y oxaliplatino con resveratrol también parece estar
relacionada con NF-kB. Este es un factor de transcripcién que participa entre otros

eventos en la formacién, progresion y apoptosis de tumores (Hayden and Ghosh
2004). El NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma inactiva unido a proteinas
inhibidoras (IKK), las cuales después de un estimulo adecuado son fosforiladas,
ubiquitinizadas y degradadas por el proteosoma, permitiendo asi la liberacién de
NF-kB que se transloca al nucleo donde regula la transcripcién de genes diana

(Beinke and Ley 2004), tales como los proangiogénicos y antiapoptoéticos (Keifer,
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Guttridge et al. 2001). Al ser una via ligada a la inflamacion, los factores que
influyen sobre ésta también lo hacen en la vida de las diferentes células. Como
resultado, la inflamacién crénica y la sobrestimulacién de NF-kB logran causar
desarrollo y crecimiento celular incontrolado.

Considerando que la resistencia a los farmacos de platino se asocia con la
sobreactivacion de NF-kB , se ha demostrado que resveratrol puede mejorar la
activacion a bajas dosis (10-1 uM) (Nessa, Beale et al. 2012), pues este estilbeno
actuaria inhibiendo al NF-kB (Solomon, Ali et al. 2008). De acuerdo a estos
antecedentes, Nessa et al (2012) demostraron que con una incubacion previa de las
células de cancer de ovario; usando resveratrol, se reduciria la expresion de NF-kB y
por lo tanto disminuir la resistencia a los farmacos de platino (Nessa, Beale et al.
2012).
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6. CONCLUSIONES

El cédncer es un problema de salud publica y a la fecha no existe un tratamiento
adecuado para esta enfermedad. Sin embargo, los productos naturales aislados de
plantas terrestres han ayudado a combatirlo.

Las investigaciones cientificas parecen demostrar que el consumo de frutas y
hortalizas se ha asociado con una menor incidencia de muchas formas de cancer.
Estos alimentos contienen sustancias fitoquimicas, como los polifenoles que pueden
modular la expresién génica e inhibir la carcinogénesis mediante muchos
mecanismos.

Resveratrol es un polifenol de la familia de los estilbenos que ha demostrado
numerosas propiedades favorables para la salud y también para el tratamiento del
cancer, actuando en cualquiera de sus tres fases: inicio, progresién y promocion
tumoral. Puede prevenir la activacion metabdlica, la produccion de ROS, la
formacién de aductos en el ADN y estimular la inactivacién metabdlica en las células
cancerigenas; actuando como quimioprotector y como quimiopreventivo.

Multiples estudios cientificos avalan las propiedades beneficiosas del resveratrol
cuando se combina con farmacos de uso convencional en el tratamiento del cancer,
por lo que es considerado como un buen candidato para su utilizacién con farmacos
como 5-FU, cisplatino y oxaliplatino.
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