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RESUMEN

El cancer de colon es la cuarta causa de muerte en Chile, afectando tanto a
mujeres como hombres, especialmente, mayores de 50 afios (Aravena 2010). Los signos y
sintomas mas frecuentes de neoplasias de ciego y dngulo esplécnico (proximales)
incluyen dolor abdominal indefinido, pérdida de peso y sangrado oculto; las neoplasias
distales pueden presentar alteraciones en habitos intestinales, disminucién del calibre de
la deposicion y/o hematoquezia (Galiano de Sanchez 2005). La mayoria de estos
sintomas son poco especificos, por lo que el descubrimiento de esta enfermedad se
realiza en estados tardios, aumentando la mortalidad. La secuencias adenoma-carcinoma
es el evento mas comun, ya que el 98% de los casos de cancer de colon corresponden a
adenocarcinomas, existiendo una progresion desde la mucosa normal a adenoma y de
este a un tumor maligno, esto se produce por una acumulacién de mutaciones en genes

supresores, protooncogenes y genes reparadores del DNA.

Desde hace algunos afios, ha despertado un gran interés la prevencién vy
proteccion del cancer a través de la planificacion de la dieta alimenticia, ya que, debido a
sus caracteristicas de enfermedad poligénica, los factores ambientales influyen
notablemente en su aparicién y desarrollo. Se ha descrito que el aumento de vegetales
con alto contenido en fitoquimicos en la dieta, especialmente polifenoles, interfieren en
etapas especificas del proceso carcinogénico (Weng 2011). Estos compuestos no sdlo han
mostrado un importante potencial quimioprotector, sino también terapéutico pudiendo
actuar en diferentes fases del desarrollo tumoral, tales como la iniciacidon, proliferacion

celular y la apoptosis (Van der Logt 2003, Cruz- Bustillo 2004, Weng 2011). En este estudio



se analizan las causas moleculares del cancer, los genes, proteinas involucradas y se
revisan trabajos realizados con compuestos vegetales, especialmente aquellos presentes
en la granada (Punica granatum), sobre los procesos de viabilidad, migracién e invasion
celular en céncer de colon recopilando y analizando informacidn sobre metodologia de la
investigacion, resultados, y aplicaciones reales de la fitoterapia especialmente del
extracto de granada, con algunos de sus componentes, fundamentalmente el acido
eldgico y sus metabolitos intestinales la urolitina A y la urolitina B en la quimioprevencion,

guimioproteccién y en terapias de cancer de colon (Larrosa 2006).

ABSTRACT

Colon Cancer has been diagnosed as the fourth cause of death in Chile, it affects
both women and men especially that population over 50 years old (Aravena 2010). The
most typical symptoms and signs of the Cecum and splenic flexure (proximal colon)
include undefined abdominal pain, weight-loss, and hidden bleeding. Distal neoplasia can
cause a change in bowel habits, thinning in the width of the stool and/or hematochezia
(Galiano de Sanchez 2005). Most of these symptoms are not very specific, leading to the
discovery of this disease usually in the later stages, increasing mortality. The adenoma-
carcinoma sequence is the most common event, since 98% of colon cancer cases are
adenocarcinomas, there is a progression from normal mucosa to adenoma and from
adenoma into a malignant tumor, and this is caused by an accumulation of mutations in

suppressor genes, proto-oncogenes and DNA repair genes.

In the last years, the cancer protection and prevention has aroused great interest
through diet planning, due to its characteristics as a polygenic disease. Environmental
factors significantly influence its appearance and development. It has been described that

an increase of vegetables with high content of phytonutrients used in diet, especially



polyphenols, interfere with specific stages of the carcinogenic process (Weng 2011). These
compounds have not only shown a significant chemo preventive potential, but also a
therapeutic one. They may act at different stages of tumor development, including
initiation, cell proliferation and apoptosis (Van der Logt 2003, Cruz- Bustillo 2004, Weng
2011).

This research analyzes the molecular causes of cancer, the genes and the proteins
involved and, the work done with vegetal compounds, especially those with
phytochemicals existing in the pomegranate (Punica granatum),related to the processes
of viability, migration, and cell invasion in colon cancer. This has been acomplished by
collecting and analyzing information on the methodology of the investigation, results, and
actual application of phytotherapy, especially the extract of pomegranate, some of its
compounds, mainly the ellagic acid and its intestinal metabolites the urolithins A and B in

chemoprevention, and chemo protection of colon cancer therapies.

Palabras claves: Colon Cancer, phytochemical, ellagic acid, pomegranate (Punica

granatum)
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1. INTRODUCCION

El cdncer de colon es una de las patologias mas frecuentes hoy en dia, siendo la
segunda causa de muerte en los paises desarrollados (Jemal 2005) después del cancer de
pulmoén en hombres y del cdncer de mama en mujeres (llyas 1999),representando
aproximadamente de 20 a 30 fallecimientos por 100.000 habitantes. Cada afio, alrededor
de 10 millones de personas en el mundo son diagnosticadas con cdancer vy
aproximadamente 6,2 millones mueren por esta enfermedad. El cancer de colon es el
segundo tipo de cdncer con mas alta mortalidad, 492.000 personas por afio y la tercera
mas diagnosticada 945.000 personas por afio en hombres y mujeres americanos (Jemal
2005). El cdncer de colon es mas prevalente en América del Norte, Argentina, Australia,
Nueva Zelanda, partes de Europa, Japén e Israel, siendo considerada como una
enfermedad del estilo de vida. En los EEUU, es la segunda enfermedad mds maligna y la
cuarta causa de muerte (Chen 2003), Aproximadamente el 75% de los pacientes con
cancer de colon representan riesgo leve y se incluye a las personas mayores de 50 afios
sin ningun otro factor de riesgo. El riesgo-paciente moderado representa entre el 15% al
20% del cancer de colon, incluyendo a aquellos con una historia familiar positiva de
poliposis colorectal adenomatosa o de céncer, y los pacientes de alto riesgo representan
entre el 5% y el 15% de padecer cancer de colon y son aquellos con poliposis
adenomatosa familiar(PAF), cdncer de colon hereditario no polipésico (CCHNP) o

inflamatorio de larga data (Young 2005).

Dentro de los diferentes tipos de cdncer, la neoplasia maligna de colon es una
patologia de suma importancia en Chile, ocupando el segundo lugar entre los canceres
del aparato digestivo después del gastrico y el de vesicula biliar. Cada afio mueren en Chile

mil personas a consecuencia de ésta enfermedad con una tasa de 6.2/100.000, afectando
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a hombres y mujeres, siendo la poblacién mayor de 50 afos, donde se concentra mas de
90% de la mortalidad (Aravena 2010). Existen factores de riesgo de gran importancia que
dependen del estilo de vida y que predisponen a la aparicion del cancer de colon, como
por ejemplo, la obesidad, la vida sedentaria y el tabaquismo (Robles-Agudo 2005, Anand

2008, Slattery 2011).

El cdncer de Colon parece estar asociado principalmente a dietas ricas en grasas
y pobres en fibra (Van der Logt 2003). Las grasas en la dieta inducen la excrecion de acidos
biliares primarios, (cdlico, quenodesoxicélico) los cuales pueden ser convertidos por las
bacterias del colon a 4acidos biliares secundarios (desoxicolato y litocolato y, en menor
proporciéon ursodesoxicélico). Algunos de estos componentes podrian afectar la
mitogénesis epitelial, concentraciones de insulina sérica, niveles de prostaglandinas E2, y
la inmunocompetencia del huésped, factores que pueden promover el cancer de colon
(Vargas 1992, Galiano de Sanchez 2005). En contraposicion, una dieta rica en vegetales,
calcio, fibra, vitamina C o E, disminuyen la concentracién de mutagenos de la materia

fecal y enlentecen la duplicacién celular en el epitelio intestinal.

Se sugiere que el consumo del calcio,(que se une tanto a las grasas como a los
acidos biliares formando compuestos insolubles, facilitando su eliminacion) (Vargas 1992),
y ademas, una gran carga en polifenoles, podria tener una excelente accién protectora
frente al cancer de colon, ya que interfieren en etapas especificas del proceso
carcinogénico (Gryfe 1997, Norman 2003, Surh 2003). Estos fitoquimicos, no sélo han
mostrado un importante potencial quimioprotector, sino también terapéutico pudiendo
actuar en diferentes fases del desarrollo tumoral, tales como la iniciacién, proliferacién
celular y la apoptosis (Gryfe 1997, Norman 2003, Cruz- Bustillo 2004). En este dmbito, los
trabajos realizados en los componentes de la granada y sus elementos bioactivos como
las punicalaginas , el 4acido elagico, y otros componentes como flavonoides,

antocianidinas, acidos grasos poliinsaturados, fitoesteroides, triterpenoides, varias
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vitaminas y microelementos tales como el hierro, selenio, cobre, calcio y otros (Khan
2007), han demostrado actividades biolégicas muy importantes para la salud humana,
tales como: un alto poder antioxidante, modulacién de las respuestas inflamatorias,
regulacion de la homeostasis lipidica, prevencién frente a varios tipos de cancer (Syed
2007, Adhami 2009), como el de prdstata (Malik 2006, Pantuck 2006, Seeram 2007), de
mama (Adams 2006), de piel (Johanningsmeier 2011), y de colon (Norman 2003, Kohno
2004, Adams 2006, Mertens-Talcott 2006, Whitley 2006, Saruwatari 2008, Gonzalez-
Sarrias 2009, Kasimsetty 2009, Khan 2009, Umesalma 2009, Kasimsetty 2010, Araujo 2011,
Weng 2011).

En este trabajo, abordaremos las vias moleculares que participan en el
desarrollo y la progresién del cadncer de colon, las acciones del acido eldgico presente en
la granada (Punica granatum) y sus derivados, en la prevencién y tratamiento del cdncer
de colon, reuniendo y citando las referencias que evidencian que el consumo de los
componentes bioactivos de la granada disminuye la morbilidad y la mortalidad de esta

enfermedad asi como también aquellos que presenten discrepancias al respecto.
2.- METODOLOGIA

Se recopilard informacidn cientifica retrospectiva, de investigaciones tanto in
vivo como in vitro. Para obtener de los trabajos se utilizaran buscadores, tales como:
www.google.com; http:// scholar google.es/, www.pubmed.org ; www.Scielo.cl,http//csi-
hub.org/, usando palabras claves tales como : Acido eldgico, cancer, cancer de colon,
aspectos moleculares del céncer, vias de sefializacién, procesos de angiogénesis,
metastasis celular, vias moleculares de cancer de colon, genes y proteinas involucradas
en el cancer de colon, polifenoles de la granada( Punica granatum) proteccion vy
prevencion del cancer de colon a través de fitoquimicos, especialmente del acido elagico.

Se usé también conectores entre diferentes temas tales como: Cancer de colon y acido



13

eldgico. Los idiomas seleccionados de las investigaciones fueron inglés y espafiol. Se
descartaron aquellas investigaciones relacionadas con otros tipos de canceres (pulmén,
vejiga, mama, piel) y aquellas relacionadas con polifenoles presentes en grandes

cantidades en otros vegetales, tales como el resveratrol en la uva.

3.- OBJETIVO GENERAL.

Recopilar, extraer y analizar informacion cientifica sobre los mecanismos moleculares de
desarrollo y progresién del cancer de colon y los efectos del 4cido eldgico presente en la

granada ( Punica granatum) en la prevencion y proteccion de esta enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Generar una visién integral del cancer, especificamente del cancer de colon.
- Generar una base de referencias cientificas sobre el consumo del fruto de Punica

granatum, vy su incidencia en la prevencién y proteccién del cancer de colon.

4.- Aspectos Generales del Cancer

Neoplasia o tumor es un crecimiento excesivo e incontrolado de las células que
forman los tejidos. Las neoplasias benignas muestran una semejanza morfoldgica con su
tejido de origen, crecen lento en forma expansiva y en forma circunscrita y, generalmente,
en asas encapsuladas, e incluso pueden dejar de crecer y entrar en retroceso. Los tumores
benignos no se infiltran a través de los tejidos locales y no producen metdstasis (Yasui

2009).

El cancer se define como el crecimiento tisular anormal donde la proliferacién
celular es relativamente auténoma e incontrolada, conduciendo a un aumento progresivo

del niumero de células en divisidon y la posterior invasion de otros tejidos, sobrepasando
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los mecanismos de control y perdiendo la homeostasis celular del organismo. La pérdida
del balance entre la apoptosis y la proliferacién celular, puede eventualmente promover
el desarrollo tumoral (Young 2005). Esta transformacién de una célula normal en tumoral,
implica una pérdida del control de la proliferacién, es decir, las células tumorales se
multiplican independientemente del anclaje a la matriz extracelular y de factores de
crecimiento, perdiendo la capacidad de responder a factores inhibitorios de crecimiento
(Hanahan 2000). La mayoria de los tumores provienen de un reducido nimero de células
progenitoras que adquieren caracteristicas bdasicas que las transforman en malignas. En
condiciones normales, este proceso es inducido desde la propia célula, gracias a
mecanismos de control que actuan regulando la normalidad de la progresidon del ciclo
celular (Aratjo 2011). En estos puntos destacan la presencia de proteinas supresoras de
tumores como la p53, que en condiciones normales actia deteniendo el ciclo y activa
mecanismos de reparacién de ADN y sélo cuando se completa la reparacién permiten la
reiniciacion del ciclo celular. Las células tumorales tienen defectos en sus sistemas de
reparacion del ADN (Catalan 2003) lo que aumenta la posibilidad de acumulacién de
mutaciones en el material genético, esto podria conferirle a las células mutadas, ventaja
de crecimiento lo que permitiria la progresion tumoral, por su replicacién ilimitada (Hahn
1999). Ademds, tienen la capacidad de inducir fendmenos de angiogénesis (formacién de
nuevos vasos sanguineos) lo que facilitaria la llegada de nutrientes y oxigeno vy, con ello, el
crecimiento de la masa tumoral de forma sostenida y la capacidad de invadir otros tejidos,

formando metastasis y tumores secundarios (Johnson 2007).

La regulacidon anormal de la proliferacién en las células cancerosas se origina por la
acumulacién de mutaciones en los genes de procesos claves. Estos cambios genéticos en
la secuencia de ADN se pueden producir por translocaciones cromosdémicas,
eliminaciones, inserciones, amplificaciones o mutaciones puntuales. Los cambios

epigenéticos, consisten en la incorporacién de grupos metilo o acetilo a residuos de
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aminodcidos presentes en las histonas, o directamente al ADN , pudiendo afectar la
expresion de los genes de reparacion del ADN, de control del ciclo celular o de induccién

de muerte celular pero no modifican la secuencia del ADN (Hanahan 2000).

Como se indicaba anteriormente, en Chile, el cdncer es la segunda causa de muerte
y s6lo un 5 a 10 % de estas, estan asociadas a factores genéticos hereditarios (Aravena
2010). La gran mayoria, se debe a factores ambientales generalmente asociados a las
dietas alimenticias y la exposicion a cancerigenos tales como medicamentos, rayos

ultravioletas, consumo de alcohol, cigarrillos y otros (Anand 2008).

Para disminuir la mortalidad, se utilizan dos estrategias, la primera se refiere a
seguir con un tratamiento que va desde la cirugia hasta la radio o quimioterapia. La cirugia
persigue extirpar parte del drgano afectado o la totalidad de éste, y aunque la reseccion
quirargica es beneficiosa, falla en la eliminacion de las metdstasis aisladas para algunos
pacientes, por lo que el 50% de los pacientes tratados con cirugia presenta una
reincidencia (Catalan 2003) o la muerte (Bright-Thomas 2002). Los tratamientos con
radioterapia o quimioterapia, son poco especificos y altamente tdxicos con las células
sanas y en muchos de los casos sélo reactivan otros procesos carcinogénicos. En la
actualidad, la eficacia global de la cirugia, la quimioterapia o la radioterapia es muy

limitada (Chin 2005).

La segunda posibilidad se plantea desde el punto de vista de la prevencién y
proteccion contra el cancer, en los Ultimos afos se han incrementado las investigaciones
al respecto, asociadas fundamentalmente a compuestos naturales que podrian ser
utilizados con caracter preventivo. La organizacion mundial de la salud (OMS) indica que
mas del 30% de las especies de plantas en el mundo se usan con fines
médicos(Farnsworth 1996). De las 250.000 especies de plantas mayores sobre la tierra,

mas de 80.000 son medicinales. El 50% de las drogas antitumorales aprobadas por la
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administraciéon de drogas y alimentos de los Estados Unidos(FDA),son originarias de
fuentes naturales (Vandebroeck 2004).La investigacién sobre la asociacidn entre
productos naturales, especialmente las acciones de los 8.000 polifenoles presentes en la
dieta y la prevencién de enfermedades en humanos continda siendo intensamente

estudiada (Ito 2005).

Las propiedades de los polifenoles, se asocian no sélo a sus capacidades
antioxidantes, antiproliferativas, o antiinflamatorias, sino también a sus propiedades de
induccion de la apoptosis, de arresto del ciclo celular, de inhibicién de proliferacién y
supervivencia, y supresion de la angiogénesis y metdstasis (Van der Logt 2003, Cruz-
Bustillo 2004, Larrosa 2006, Weng 2011). Estos compuestos ofrecen una buena
oportunidad para posibles terapias para la prevencién y/o tratamiento del cancer (Chin

2005, Ramos 2008).

Los estudios sobre las acciones del acido eldgico un metabolito obtenido del polifenol
punicalagina el mas abundante en la granada (Punica granatum), sus acciones
antioxidantes y anticancerigenas, demuestran que mejoran el ambiente celular
neutralizando especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS,RNS) evitando la generacién
de células cancerosas, e impidiendo que las células que ya tienen un dafio genético se
multipliquen al inducir en ellas apoptosis, evitando la progresién de los tumores (Khan

2007).
5.- ASPECTOS MOLECULARES DEL CANCER DE COLON

En el intestino delgado las criptas y vellosidades confieren suficiente superficie
para la absorcion de nutrientes. En el caso del intestino delgado, la mucosa estd formada
por una monocapa de células epiteliales y el tejido conectivo subyacente. Este, a su vez,
comprende la membrana basal, sintetizada conjuntamente por los enterocitos y los

miofibroblastos, la matriz extracelular y las células propias del tejido conectivo (Figura.1).
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Este dltimo, incluye ademas, células del sistema nervioso autdnomo y sus prolongaciones,
células musculares lisas, elementos vasculares y del sistema inmune local y otras células

que solo residen en él transitoriamente (Verbeke 2001, Cabrera 2005).

Figura 1. Representacion esquematica de
la relacion entre los enterocitos, su
membrana basal, a la que estan anclados
a través de integrinas, los miofibroblastos
y la matriz del tejido conectivo.Modificada
de (Verbeke 2001)

<«— Enterocito

——— Membrana basal

o <— Miofibroblasto

P «— Malriz del tejido coneclive

El colon estd organizado en compartimentos de células que constituyen las
denominadas criptas coldnicas (Figura 2), que tienen una profundidad de alrededor de 50
células, ya que no es necesaria una gran area, porque la absorcién se restringe solamente

al agua y algunas vitaminas (Cruz- Bustillo 2004, Yasui 2009).

En el epitelio sano del colon hay una renovacidn casi constante y normal del epitelio
superficial aproximadamente cada seis dias mediante proliferacion celular y diferenciacion
de las células madres de la cripta (Bach 2000). Ademas de renovar el revestimiento del
intestino, elaboran moco, que tiene por funcién lubricar las heces en su camino al recto,
ya que a medida que avanzan, contienen menos agua. Estd ampliamente aceptado que las
lesiones adenomatosas se desarrollan a partir de las células stem o células madre
localizadas en la base de las criptas por esto el analisis de las aberraciones de la fosa de la
cripta puede facilitar la deteccién temprana de los cambios moleculares que preceden al

adenoma (Pretlow 1992).
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Figura 2. Modelo propuesto del papel de la via de Wnt, mediada por B-catenina-TCF, en

los primeros estadios de la tumorogénesis colorrectal. A) representacién esquematica de
la cripta y la formacion de pdlipos. B) Expresion de CD44, uno de los genes blanco de la
actividad B-catenina-TCF en criptas coldnicas normales y tumorales. Modificada de (Van

de Wetering 2002).

La proliferacidn de los colonocitos se lleva a cabo en la porcidon inferior de la
cripta luego de lo cual, las células del colon migran hacia la parte superior de la cripta
alejandose de las células madre (Lipkin 1962, Van de Wetering 2002). En este camino se
produce La diferenciacién y la maduraciéon de las células recién nacidas. Las células
maduras pierden su capacidad de dividirse y finalmente mueren por apoptosis
exfolidandose a la luz intestinal (Cruz- Bustillo 2004). Normalmente, la tasa de nacimiento
de células epiteliales coldnicas iguala a la tasa de pérdida, pero cuando la tasa de
nacimiento aumenta o la de pérdida disminuye entonces se origina un desequilibrio que

puede ocasionar un proceso neopldsico (Cabrera 2005).

Los tumores malignos como el cdncer de colon crecen rapidamente, ( Figura 3)
extendiéndose progresivamente a través de los tejidos adyacentes produciendo metastasis

a lugares distantes (Deschner 1975, Yasui 2009).
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Mucosa epitelio
normal hiperproliferado adenoma carcinoma Metastasis

Figura 3: Esquema de la secuencia adenoma , carcinoma, en cancer de colon. Modificada

de (Kinzle 1996)

Este fenotipo invasivo se caracteriza por la expresidn de varias clases de moléculas
incluyendo receptores de adhesion celular como cadherinas e integrinas,
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), otras proteasas, o factores de crecimiento y sus
receptores (Cairns 2003, Albini 2004). Estas moléculas pueden influenciar en la
composicion de la matriz extracelular circundante y pueden modular la expresién génica
en células vecinas no neoplasicas, lo que a su vez puede facilitar la salida de las células
neoplasicas a través de vasos sanguineos (Albini 2004). Los tumores de colon constituyen
un excelente sistema para estudiar la carcinogénesis y algunas alteraciones genéticas

involucradas en el desarrollo de un tumor (Figura 4) (Hahn 1999, Cruz- Bustillo 2004).

En las células cancerosas hay dos categorias generales de genes mutados o que se
expresan incorrectamente, los protooncogenes y los genes supresores de tumores. Los
protooncogenes son genes cuyos productos promueven el crecimiento y la divisidon
celular, codifican factores de transcripcidn, estimulan la expresion de otros genes, y
moléculas de transduccion de sefiales que estimulan la division celular y reguladores del

ciclo celular que hacen que la célula progrese en este ciclo (Markowitz 2009)( Figura 4).
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Figura 4. Secuencia Adenoma-carcinoma con los genes involucrados en el desarrollo del

cancer de colon. Modificada de (Yasui 2009)

Los productos de los protooncogenes pueden localizarse en la membrana, el
citoplasma y el nucleo y sus actividades se controlan de diversas maneras, incluyendo la

regulacién a nivel transcripcional, traduccional y posttraduccional.

Cuando las células se convierten en quiescentes y dejan de dividirse (reposo
proliferativo) reprimen la expresion de la mayor parte de los productos de los
protooncogenes (Ciclina D1, ¢ myc, factores de transcripcion, CDK). En las células
cancerosas uno o mas de estos productos estan alterados de manera que su actividad no
puede ser controlada de manera normal. En otros casos el protooncogen puede codificar
productos proteicos normales pero el gen esta sobre-expresado y no pueden ser
transcripcionalmente reprimidos en el momento correcto, lo que estimula a la célula a
dividirse continuamente, en este momento el protooncogen pasa a denominarse
oncogen, ya que han sufrido una alteracién que le confiere una ganancia de funcion. En

consecuencia un solo alelo mutado o expresado de manera incorrecta es suficiente para
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estimular un crecimiento incontrolado, por esto los oncogenes confieren un fenotipo

canceroso dominante (Klug 2006).

Los genes supresores de tumores son aquellos, cuyos productos regulan en
condiciones normales, los puntos de control del ciclo celular, e inician el proceso de
apoptosis. En las células normales las proteinas codificadas por los genes supresores, (p53,
p21) detienen la progresién del ciclo celular en respuesta al daifio en el ADN o seiales de
supresién del crecimiento provenientes del medio extracelular. Cuando los genes
supresores de tumores estdn mutados o son inactivos, las células no pueden responder
normalmente a los puntos de control del ciclo celular, o son incapaces de inducir la
muerte celular programada si el dafio del ADN es demasiado importante (Markowitz
2009), esto conduce a un incremento en las mutaciones y a la incapacidad de la célula de
dejar el ciclo celular cuando deberia convertirse en quiescente. Cuando al menos uno de
los dos alelos de un gen supresor de tumores son inactivos, y hay otros cambios en la
célula que la mantienen creciendo y dividiéndose, las células pueden convertirse en
tumorigénicas (Klug 2006). La inactivacion del gen reparador se puede detectar por
analisis inmunohistoquimico, pudiendo observar la pérdida de una o mds proteinas
reparadoras (Markowitz 2009). Las mutaciones criticas ocurren en genes supresores de
tumores, asociados con genes reparadores y protooncogenes que alteran el balance entre

la proliferacién celular y la apoptosis (Hahn 1999).

De acuerdo a la expresion de estos genes, y si sus mutaciones son heredables o no,
se ha clasificado desde el punto de vista genético, al cancer de colon en tres formas
fundamentales: espordadica, familiar y hereditaria (Giarnieri 2003, Cruz- Bustillo 2004,
Kargozaran 2008), mientras las formas familiares y hereditarias siguen un patron de
herencia en la predisposicion familiar a padecer cancer (Cruz- Bustillo 2004, Benito 2006,
Kargozaran 2008), algunos genes factibles de ser heredados en el cancer hereditario,

también juegan un rol importante en el cancer esporadico (Castellvi-Bel 2005).
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Los canceres de colon hereditarios se desarrollan mediante etapas definidas que van
desde lesiones en la cripta del colon a través de adenomas hasta manifestar el cancer
(Takayama 1998, Worthley 2010) se caracterizan por la acumulacién de multiples
mutaciones (Finlay 1993), en genes supresores de tumores (Su 1993) y oncogenes que
afectan el balance entre la proliferacion celular y la apoptosis (Figura 4). La via del cancer
de colon no es una sola y probablemente existan varios caminos para que se produzca, el

inicio, desarrollo y progresién de un tumor en el colon (Cruz- Bustillo 2004).

Otros investigadores clasifican el cancer de colon en forma esporadicas,
hereditarias, y enfermedades inflamatorias del intestino (Deschner 1975, Young 2005). Si
bien la proporcién de cada uno de ellos en la poblacién varia, la forma hereditaria es la
menos comun. Hay un porcentaje de 10 a 30% de casos con riesgo familiar y el resto estd

representado por el cancer de colon espordadico (Cruz- Bustillo 2004).

En cambio otros autores plantean que el 75% de los casos de cancer son esporadicos
(Kitisin 2006, Kargozaran 2008), y el resto son enfermedades familiares, sin embargo, las
mutaciones genéticas que han sido identificadas representan sélo un 5 - 6% de los casos
heredados. Las dos vias principales por las cuales se producen mutaciones en los genes
involucrados en el cancer de colon ocurren por inestabilidad cromosdmica y microsatelital
(llyas 1999, Catalan 2003, Cabrera 2005, Kitisin 2006). El término esporadico se utiliza a
veces para diferenciar los cdnceres que ocurren en personas que no portan una mutacion
heredada que les confiera susceptibilidad al tumor, de aquellos cdnceres que si ocurren
en personas que portan una mutacidn conocida y asociada a la enfermedad. Esta
diferencia no es absoluta, ya que el factor genético parece influir en la probabilidad de
aparicién del cancer aln en ausencia de una mutacién especifica heredada (Potter 1999).
El término esporadico en otras ocasiones se usa para describir el cancer que tiene lugar en
individuos que no tienen historia familiar de canceres. La gran mayoria de los casos de

cancer de colon se consideran esporadicos (Cruz- Bustillo 2004).
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Estudios poblacionales arrojan un riesgo de dos a tres veces mayor de adquirir un
cancer de colon cuando los familiares de primera consanguinidad han padecido un cédncer
esporadico de colon. Se han estudiado multiples familias que indican que este riesgo
familiar es el resultado probable de una susceptibilidad hereditaria con penetracion

parcial a padecer adenomas y cancer de colon (Potter 1999).

Los factores hereditarios pueden determinar la susceptibilidad del individuo a
padecer de adenomas y cdncer de colon, mientras que los factores ambientales
probablemente determinan quiénes de los individuos predispuestos genéticamente
desarrollaran adenomas pequefios, adenomas grandes y finalmente, cancer de colon. Las
formas hereditarias de cancer de colon mas conocidas son FAP (Familial Adenomatous
Polyposis) y HNPCC( Hereditary nonpolyposis colorectal cancer) aunque existen otros

sindromes asociados a la predisposicidn a padecerlo (Cruz- Bustillo 2004).

La FAP es una enfermedad autosémica dominante en la que se desarrollan multiples
polipos adenomatosos en el colon durante la segunda o tercera década de la vida (Kinzle
1996). Estos podlipos son histoldégicamente idénticos a los que se desarrollan en el cancer
de colon esporadico y aunque poseen un bajo riesgo de malignizacion, su elevado niumero
aumenta el riesgo de padecer la enfermedad sobre los 40 anos (Deschner 1975), el gen
responsable de FAP es APC (adenomatous polyposis coli) (Kinzler 1991), este gen fue
caracterizado en el aflo 1991 (Groden 1991) y codifica una proteina citoplasmatica de
300kDa. La mayoria de las mutaciones truncan la proteina APC que es supresora de
tumores (Fearnhead 2001). Para el desarrollo de FAP sélo se necesita un alelo mutado, lo

gue sugiere el efecto dominante negativo de la proteina mutada (Kinzle 1996).

El cdncer de colon hereditario no polipdsico (HNPCC), se describe como una
predisposicion autosémica dominante al cancer de colon que carece de la elevada

poliposis caracteristica de FAP. Como caracteristicas clinicas de HNPCC se incluyen la
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asociacién con otros tumores, la predisposicién por el lado derecho del colon y una alta
frecuencia de tumores mucinosos poco diferenciados con alta probabilidad de invasion
(Worthley 2010). Se han identificados como los responsables de HNPCC a los genes de
reparacién de ADN. Mutaciones en el gen hMSH-2 originan el 60% de los casos de HNPCC,
el hMLH-1 el 30% vy el hPMS-1 el 5% (Fishel 1993).

El cancer de colon es uno de los tumores soélidos mejor caracterizados gracias a la
ventaja de poder disponer de piezas correspondientes a todos los estadios de la
enfermedad (secuencia desde la lesidn pre-maligna al cancer invasivo)(Figura 3) lo que ha
permitido el estudio de los eventos patoldgicos y moleculares involucrados (Figura 5),

permitiendo establecer un modelo molecular de la carcinogénesis (Catalan 2003).

(a) (b) ©

Figura 5. Lesiones precursoras en cancer de colon. (a) Histopatologia de las aberraciones
de la fosa de la cripta coldnica, (b) acumulacién de B-catenina en las criptas.(c) pérdida de

mucina en las fosas .Modificado de (Yasui 2009).

6.-VIAS MOLECULARES DE ONCOGENESIS COLORECTAL

El cadncer de colon es el resultado de una progresién y acumulacidon de diversas
alteraciones genéticas (Cabrera 2005). Se consideran varios genes, incluidos oncogenes
(reguladores positivos del ciclo celular), genes supresores tumorales (reguladores
negativos del ciclo celular) (Hahn 1998), y genes asociados a los mecanismos de

reparacion del ADN (Catalan 2003, Young 2005). En concreto, el estudio de las neoplasias.
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hereditarias, ha permitido establecer actualmente, dos vias moleculares por las que se

produce el cancer de colon, la via supresora de tumores y la via mutadora (Gryfe 1997,

Catalan 2003, Surh 2003, Young 2005). ( tabla 1)

Tabla 1. GENES RELACIONADOS CON CARCINOGENESIS DE CANCER DE COLON.

Modificada de (Catalan 2003)

GEN FUNCION LOCUS

ONCOGENES

K-Ras Transduccion de seiales 12p12.1

CTNNB1 Adhesidn celular, transduccidn de sefiales 3p21

SRC Unidn de proteinas, transduccidn de sefiales. 20912-q13

Neu/her2 Receptor factor de crecimiento 17911.2-q12

Myc Regulacidn del ciclo celular 8024.12-q24.13

SUPRESORES TUMORALES

APC Adhesidn celular 5921

p53 Detiene el ciclo celular en G1 17p12

DCC Adhesidn celular 18g21.3

MCC Transduccion de seiales 5921

SMAD4 Control de la proliferacion (supresor de | 18qg21
tumores), comun a todas las vias

SMAD2 Receptor de TGF 18921

TGF-BRII Transduccion de sefiales 22p11.2

REPARACION

hMSH-2 Reparacién del ADN 2pl6

hMLH-1 Reparacién del ADN 3p21

hPMS-1 Reparacién del ADN 2qg31-33

hPMS-2 Reparacién del ADN 7p22

hMSH6 Reparacién del ADN 2p21
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7.- VIA SUPRESORA DE TUMORES. En el caso del cancer de colon, los genes supresores
tumorales son APC, p53, p21, DCC, MCC, SMAD 4, SMAD 2 estos aparecen mutados
frecuentemente en la mayor parte de los tumores esporadicos de colon (>80%) y los

asociados a FAP (Fearon 2004, Markowitz 2009).

La carcinogénesis en el colon se podria iniciar, por medio de la inactivacién del gen
APC (Fearon 1990). Las mutaciones generalmente ocurren en la region implicada en la
interaccion con B-catenina (Su 1993) y con una glicdgeno sintetasa quinasa (GSK-3B) como
componente de la via Wnt. Con esta unién B-catenina, sufre fosforilacién, siendo
degradada en proteasoma (Rubinfeld 1996, Aberle 1997, Jiang 1998), si esto no ocurre se
acumula en el citoplasma y luego migra hacia al nucleo celular donde puede formar un
complejo con el factor de transcripcidon celular (TCF), el que activa la expresion de
oncogenes cMyc y ciclina D1 (Tetsu 1999), asi como c-jun, fra-1, PPARS , MMP-7,uPA
(Fodde 2001). Como resultado, se produce inhibicién de la apoptosis, y pérdida del
control de la proliferacidn celular (Rubinfeld 1993, Kawasaki 2000), por lo que no habra
diferenciacién ni maduracién de los colonocitos , provocando que las células madre que
estan proliferando en la base de la cripta, suban al apice sin madurar (Potter 1999,
Fearnhead 2001). Otra interaccion del gen APC, es con la proteina antiapoptoética
survivina. La funcién de survivina en la base de la cripta, es inhibir la apoptosis de las
células madres y asi regenerar todas las células necesarias que sustituyan aquellas que
seran eliminadas en el dpice y que después se exfoliardn a la luz intestinal, (Tanaka 2009).
Se postula entonces, que la mayor actividad de APC estd asociada a la supresién de la
survivina (Mita 2008), esto es coherente con la gran actividad que se ha encontrado en la
porcion superior de la cripta, de la proteina APC y los bajos o inexistentes niveles de
survivina en esta regién (Cruz- Bustillo 2004). Cuando APC muta, da lugar a la acumulacion
anormal de células en el apice de la cripta que formardn adenomas y después tumores

(Ambrosini 1997). También se ha planteado que el gen de survivina podria estar reprimido
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transcripcionalmente por p53 y se puede desregular por varios mecanismos tales como la
amplificaciéon de genes, la hipometilaciéon y/o la pérdida de la funcién de la p53 (Mita
2008). En el cancer de colon aparece sobre-expresada (Bao 2002). Se ha planteado la
posibilidad de que survivina, pueda participar en la regulacién de la divisién celular,
especificamente en la mitosis, y pueda jugar un papel fundamental en la funcién de los
microtubulos (Altieri 1999, Fodde 2003). Ademds se ha descrito la participacién de

survivina en la promocién de la angiogénesis y la quimioresistencia (Mita 2008).

El oncogen de la via supresora de tumores, es K-Ras, las mutaciones activantes de K-
Ras evitan que la actividad intrinseca de Ras funcione hidrolizando correctamente el GTP a
GDP, esto consigue que la proteina permanezca en una activacidn constante,
independiente del estimulo de su receptor EGFR. Esta independencia de las senales
exogenas del crecimiento confiere a las células modificadas una autonomia respecto al
control correcto de la proliferacion celular. A su vez, las proteinas Ras activan multiples
rutas de seiales, siendo las de Raf-MEK-MAPK y fosfoinositido (Pl) 3-quinasa las mas

conocidas y relevantes en los procesos tumorales (Fearon 2004).

8.- VIA MUTADORA. Esta se caracteriza por la presencia de mutaciones en los genes
reparadores del ADN,(hMLH1 y hPMS-1 principalmente) lo que se manifiesta por la
acumulacién de errores y la formacion de lazos durante la replicacidon. Los tumores
formados por esta via son en su mayoria diploides o pseudodiploides. Se observa en ellos,
ademads, una ausencia de mutaciones en los genes tumorales habituales de la via
supresora. Pertenecen a ésta via una parte de los tumores esporddicos de colon (20%) y la
mayor parte (80%) de los tumores hereditarios no polipoides (Fearon 2004). Estas dos vias
de carcinogénesis manifiestan diferencias claras en su fenotipo no sélo a nivel celular, sino
también en sus manifestaciones clinicas. La transformacién tumoral se inicia en la mucosa
del colon a nivel de las criptas y durante la progresién tumoral, las células neoplasicas

atraviesan la membrana basal e infiltran la capa muscular propia y la serosa, pudiendo
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identificar etapas bien definidas a nivel histolégico, que van desde lesiones en la cripta del
colon a través de la formacién de pdlipos o adenomas hasta manifestar el cancer (Kinzle
1996).

9.- MARCADORES MOLECULARES DEL CANCER DE COLON.

El estudio de aberraciones de las criptas del colon en roedores y humanos han
permitido identificar tempranamente precursores en el desarrollo del cancer de colon, y
los cambios que estos tienen previo al desarrollo del cédncer, siendo una potencial
herramienta para la quimioprevencion (Pretlow 1992), por ejemplo la acumulacién de B-
catenina en las criptas, asi como el agotamiento de mucina en la fosa (Tabla 2), sin
embargo, la deteccidon de estas lesiones en humanos no es simple en laboratorio (Mori
2005). Diversas estrategias de quimioprevencidon se pueden ver beneficiadas de las
observaciones vinculadas a la identificacion de compuestos intermedios y de
biomarcadores o de diversos nutrientes y/o drogas, con blancos moleculares especificos
implicadas en el desarrollo del cdncer, actualmente, la informacién genética, la
sefializacion molecular y las vias metabdlicas sobre el cancer, se han usado en ciertas

terapias dirigidas a moléculas especificas para la prevencion del cancer (Ebert 2007).

Tabla 2. Patrones de diferentes biomarcadores de carcinogénesis de colon expresados en

roedores y humanos. Modificada de (Yasui 2009).

Lesiones Biomarcadores expresados
B-catenina COX-2 iNOS HMG-CoA RXR-a ER-B 5-LOX STAT-3 | NF-kB
reductasa
Colon en Normal * 1+ - - 1+ 4+ 1+ +/- 1+ 1+
roedores ACF 2+ +/- +/- 1+ 2+ 2+ 2+ - 2+
AD 3+ 3+ 2+ 3+ 1+ 3+ 3+ 3+ 3+
ADC 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ 4+ 4+ 4+
Colon en Normal * 1+ - - 1+ 4+ 1+ +/- 1+ ?
Humanos ACF 2+ ? ? 1+ ? - ? - ?
AD 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 3+ 3+ 3+ ?
ADC A+ 4+ - 3+ - 4+ 4+ 4+ ?

Normal *( sin lesiones en las criptas) (?) aiin no determinado,(-)negativo o nula sobre-expresion ;(+/-) muy
débil sobre expresidn ; (1+) débil sobre expresién; (2+)fuertemente sobre-expresado;(3+) muy fuertemente

sobre-expresado y (4+) intensamente sobre-expresado.
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Los principales estudios moleculares sobre marcadores bioldgicos involucrados en
las vias de sefializaciéon son: Poliaminas (ornitina decarboxilasa) (Wallace 2003);
ciclooxigenasa (COX-2) (Eberhart 1994, Williams 1999, Prescott 2000, Takahashi 2000),
oxidonitrosintetasa inducible (iNOS) (Crowell 2003, Rao 2004); 3-hidroxi-3 metilglutatil
coenzima A (HMG-CoA) (Goldstein 1990, Crisby 2003); receptor reductasa retinoide X
(RXR-a) (Charla 2001, Shulman 2005); receptor de estrégeno (ER-B) (Deroo 2006); B
catenina;5-lipooxigenasa (5-LOX) (Ghosh 1999); sefiales transductoras y activadoras de la
transcripcion (STAT 3) (Ramos 2008); factor nuclear Kappa B (NF-K B) y la hemoxigenasa
(HO-1)(Li Volti 2005).La participacion de algunos de estos marcadores bioldgicos y las vias

en que se encuentran involucradas, se pueden apreciar en las figuras 6, 7.

Especies reactivas de nitrogens
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Figura 6. Via iNOS .Modificada de (Yasui 2009).
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Figura 7.Pasos en la metastasis, mecanismos de invasiéon tumoral. Regulacién en la formacién de
redes vasculares en tumores a través de STAT. Modificada de (Ramos 2008)

Otro de los marcadores biolégicos del cdncer nombrado anteriormente son las
poliaminas, moléculas de naturaleza policatiénica presentes en plantas, animales vy
microorganismos. Ejemplos de estas son: putrescina, espermidina y espermina. Debido a
su naturaleza policatidnica, y alcalinizante son requeridas por las células eucariontes para
su crecimiento, frecuentemente su expresién estd desregulada en el cdncer (Huang 2005),
proporcionando una buena posibilidad para detectarlo e iniciar tempranamente la terapia

quimiopreventiva (Wallace 2003).

Las poliaminas pueden unirse y estabilizar a polimeros ricos en cargas
negativas como el DNA , fosfolipidos y proteinas. Cuando la sintesis de poliaminas esta

inhibida, el ciclo celular se detiene o se retarda, por esto la mayoria de las células
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eucariontes poseen un sistema de transporte ubicado en la membrana plasmatica que

facilita la captacién de las poliaminas exégenas (Wallace 2001, Wallace 2003).

En mamiferos, los ejemplos mas importantes de poliaminas son sin duda la
espermina (cuatro grupos amino) y la espermidina (tres grupos amino), ambas formadas a
partir de la descarboxilacién de la ornitina, esta reaccidén se produce por la enzima ornitina
descarboxilasa (ODC) que es la enzima que limita la velocidad de la biosintesis de
poliaminas( figura 8), y que estd sobreregulada en células preneoplasicas (Wallace 2003),
tales como adenocarcinomas, leucemias, linfomas y melanomas (Jane 1978, Suzanne
2008). El aumento de las poliaminas en el cancer y su facil identificacién en el suero y la
orina, podrian ser un excelente método para detectar las neoplasias, sin embargo, es
decepcionante el poco uso que se da a este descubrimiento (Jane 1978, Wallace 2001). En
este ambito varios modelos han demostrado que la inhibicion de la actividad de ODC es
una estrategia para la quimioprevencion y la quimioterapia (Morgan 1998). Algunos de los
inhibidores especificos de ODC mds notables como la 2-difluorometilornitina (DFMQ) han
sido usados experimentalmente y validados en la estrategia antineopldsica, sin embargo,
multiples limitaciones bioquimicas y clinicas minimizan su valor como herramienta
terapéutica, esto incluye la biodisponibilidad del inhibidor, el aumento del metabolismo
de las poliaminas y de sus transportadores que permiten que la célula escape a los

inhibidores especificos del crecimiento (Seiler 2003).
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Figura 8. Via metabdlica de poliaminas en mamiferos:

MAT: metionina adenosiltransferasa; SAMDC: S-adenosilmetionina descarboxilasa, ODC: ornitina decarboxilasa;
DFMO: difluorometilornitina; MTA: 5’ metiltioadenosina, SSAT: espermidina/espermina acetyltransferasa;
PAO: poliamina oxidasa;SMO, espermina oxidasa, AZ: antizima. Modificada de (Yasui 2009).

Otros biomarcadores para la carcinogénesis son los RNA no codificantes (Tomari 2005),
como microRNA (miRNA) (Taylor 2008), que pueden servir de base para el desarrollo de
nuevos agentes quimiopreventivos o terapias anticancer (Kumar 2005, Vasques-Ortiz
2006, Melo 2010). Recientemente se ha descrito un defecto en el trafico de miRNA en
tumores murinos y células tumorales humanas, de colon, estémago, y endometrio que
afecta a la exportina -5 (XPO5) proteina clave en el transporte de miRNAs, este hallazgo

podria tener aplicaciones terapéuticas que deberian ser exploradas(Melo 2010).
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10.- GENES QUE PARTICIPAN EN EL CANCER DE COLON.

Un gen importante es el DCC (del inglés deleted in colorectal Cancer) ubicado en el
cromosoma 18q, la pérdida de esta regidn contribuye a la inactivacidon de este gen, cuyo
producto proteico, posee la estructura de un receptor de superficie de la membrana
celular que reconoce algunos componentes no identificados de la matriz extracelular, el
contacto con estos compuestos parece representar una sefial que comunica a las células
normales del colon la detencidn de la proliferacién. Como las células tumorales de colon
pierden este receptor, se vuelven insensibles al contacto con los componentes de la
matriz, y continuardn proliferando, formando un tumor, por esto el gen DCC es
considerado un gen supresor de tumores (Catalan 2003), la pérdida alélica en el

cromosoma 18q, también inactiva a otros genes supresores como el DPC4 y MADR2.

Otro gen importante es el gen supresor de tumores p53, como producto de este gen
se genera la proteina p53 que controla el paso G1/S en el ciclo celular, esta proteina actua
en respuesta al dafio del ADN intensificando la produccién de la proteina P21 que inhibe al
complejo quinasa dependiente de ciclina G1/S frenando el paso hacia S, y estimulando la
apoptosis. La mutacidn de este gen ubicado en el cromosoma 17p parece ser un
fenédmeno tardio en la carcinogénesis colorrectal, permitiendo que el tumor siga
creciendo con multiples alteraciones genéticas y a la vez pueda evadir la detencidn del

ciclo celular y la apoptosis (Bright-Thomas 2002).

Recientemente, se han implicado en el cancer de colon, una tercera clase de genes,
denominados genes de reparacion del ADN, cuya funcién normal es reparar las
mutaciones producidas especialmente por apareamiento incorrecto de bases, que pueden
ocurrir durante el periodo S del ciclo celular previo a la mitosis (Galiano de Sanchez 2005).
La deficiencia o inactivaciéon de los genes de reparacién conducen a la mutacion e

inactivacion de los genes del receptor tipo Il TGF-B, (que actua como inhibidor del
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crecimiento) , del receptores del factor de crecimiento insulina tipo Il (Souza 1996) y de
BCL 2 asociado a proteina X (BAX) (Markowitz 2009). Otra alteracion genética que permite
a las células tumorales evadir la apoptosis se produce por un aumento de la actividad de
la telomerasa, esta enzima esta presente en casi todos los canceres incluyendo el cancer
de colon, pero rara vez en las lesiones benignas tales como los pdlipos adenomatosos o
los tejidos normales. Ademas, mecanismos epigenéticos tales como La metilacion del ADN
(Gryfe 1997), esta es una modificacion caracterizada por la incorporacidon de grupos
metilos en la citosina dentro de los islotes de dinucledtidos CpG. La regulacién epigenética
de la funciéon génica juega un rol relevante en el desarrollo y la metilacion es el
mecanismo que asegura la expresion especifica de tipos celulares de un limitado grupo o
espectro de genes. Diferentes enfermedades, entre ellas el cancer, presenta patrones
alterados de metilacion que cambian el balance perfecto epigenético que existe en las
células normales (Bird 1986). En las células tumorales, el patrén aberrante de metilacion
estd caracterizado por una hipometilacién global del ADN gendmico que conduce a una
inestabilidad gendmica y por hipermetilacién de las areas promotoras, que conducen a
silenciamiento génico (Esteller 2002). La represidn transcripcional asociada a metilacion
aberrante de los islotes CpG en areas promotoras es la consecuencia de intensos cambios
de la estructura de la cromatina, producida por la interaccion de metilcitosinas con
diferente complejos proteicos que reclutan enzimas que modifican histonas, como las

acetilasas y metilasas de histonas (Esteller 2006).

Pero sin lugar a dudas, uno de los genes fundamentales en la proliferacién del
epitelio de colon es APC ( adenomatous polyposis coli) (Thliveris 1996), que se localiza en
el cromosoma 5¢21-g22 (Groden 1991, Nishisho 1991, Thibodeau 1993) y estd formado
por 8535 pares de bases distribuidos en 15 exones, aunque posteriormente fue descrito
como un gen dividido en 21 exones (Fearnhead 2001). En mas del 60% de los casos de

cancer colorrectales esporadicos existen mutaciones inactivadoras del gen APC. También
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se han descrito una frecuencia menor (12.5% en adenomas esporadicos pequefios) de
mutaciones en B-catenina, que impiden la fosforilacién de esta en los residuos Ser/Thr
(Figura 9), y por tanto, su degradacion en proteosoma (Bright-Thomas 2002). Se han
descrito también mutaciones en la axina y otros componentes de la via de sefializacion de
Whnt (Figura 10), mediada por B-catenina-TCF ,que es esencial para el mantenimiento del

estado proliferativo/no diferenciado de las células del epitelio de colon (Wong 2002).

Dominio RGS

Region de
Mutaciones

Current Biology

Figura 9. Interaccion de B cateninay el gen APC. Modificado de (Hart 1998).

El exceso de B- catenina implica la unién de esta con el factor TCF4 que es el miembro
predominante de esta familia de factores de transcripcion en células epiteliales de colon;
mediante la activacién de esta via se aumenta la expresién de oncogenes como c-Myc y
ciclina D1 (Rubinfeld 1996, Tetsu 1999), como también ciclooxigenasa COX-2, MMP-7,
proteina CD44 (Wong 2002). Ademads produce proliferacién y transformacién de las
células epiteliales colénicas (Wong 2002, Catalan 2003, Cruz- Bustillo 2004). En este
contexto es importante recalcar que las mutaciones que producen ganancia de funcién
génica de B -catenina han sido identificadas en una gran cantidad de tumores de colon en
los cuales el gen APC no se encuentra mutado, pudiendo actuar, por lo tanto, B -catenina

como un oncogen (Cabrera 2005).
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Figura 10. Via WNT, comparacion entre APC normal y mutado. Modificado de
(Catalan 2003).

La proteina APC se encuentra en diferentes tejidos epiteliales, normalmente en
células que experimentan procesos post-mitoticos, se distribuye difusamente en el
citoplasma celular, aunque también se ha encontrado en las regiones apicales y laterales
de las células epiteliales sanas. APC participa en diversos procesos celulares que incluyen
proliferaciéon, diferenciacién, apoptosis, adhesidn, migracién y segregacidn cromosdmica
(van Es 2001), ademas se postula en cancer de colon la inhibicién de la angiogénesis vy la

disminucion de la quimioresistencia a través de su accion sobre survivina (Mita 2008).
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10.1.-ROL DE LA PROTEINA APC EN LA ADHESION INTERCELULAR

APC en unién a B-catenina también participa en la adhesion celular epitelial. Ya que
se asocian con las cadherinas, proteinas de membrana dependientes de calcio generando
adhesién y comunicacion intercelular (Yagi 2000). E-cadherina sirve también de anclaje al
citoesqueleto de actina siendo por esto considerada supresora de la invasividad (Bracke
1996) . La interaccion de la E-cadherina y la B-catenina esta regulada por la fosforilacién
de esta ultima, proceso que sélo se pude realizar luego de formado el complejo con el
homodimero de la proteina APC (Rubinfeld 1993, Su 1993, Rubinfeld 1996) . Por otra
parte, APC contribuye a la migraciéon ordenada de las células intestinales dentro de la

cripta donde R-catenina juega un papel fundamental en esta funciéon (Fearnhead 2001).

En el extremo amino-terminal (N), APC presenta la regién conservada de
repeticiones armadillo, que interacciona con la subunidad reguladora B56 de la proteina
fosfatasa-2A y con el factor intercambiador de guanina (Kawasaki 2000). Estas dos
proteinas estan implicadas en la via de sefializacion Wnt (Rubinfeld 1993, Huelsken 2001).
Igualmente la proteina APC presenta sitios de unién con axina y conductina, dos proteinas

inhibidoras de la ruta de sefializaciéon Wnt (Kinzle 1996).

Otros estudios han demostrado que el extremo carboxi-terminal (C) de la proteina
APC esta implicado en el mantenimiento de la estabilidad cromosémica durante el
proceso de mitosis (Green 2003), APC se localiza en los cinetocoros de los cromosomas en
metafase, y participa en la unién a microtubulos esta localizacién y funcién depende de su
interaccion con la proteina EB1 (Su 1995, Fodde 2003, Cabrera 2005). Debido a esto,
aquellas células mutantes para APC tienen una gran abundancia de microtubulos que son
incapaces de unirse al cinetocoro (Green 2003) y por lo tanto son responsables del
fenotipo de inestabilidad cromosémica (CIN) observado en estas células (Su 1995). La via

CIN, no sdlo se asocia con la mutacidon de APC o la pérdida del cromosoma 5q que incluye
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el gen APC, sino también la mutacién de KRAS o la pérdida del cromosoma 18q y la
supresion del cromosoma 17p que contiene el gen TP53, se requiere sélo una de estas

anormalidades moleculares para el desarrollo del cancer colorrectal (Worthley 2010).

10.2.-PAPEL DE LA INESTABILIDAD GENOMICA EN EL INICIO DEL PROCESO TUMORAL

Existen dos tipos fundamentales de inestabilidad gendmica en el cancer de colon:

la inestabilidad en microsatélites (MSI) y la inestabilidad cromosémica (CIN).

Una de las causas de la MSI es el sistema de reparacion MMR (del inglés, mismatch
repair ) la funcidn de este sistema es eliminar errores en el apareamiento entre bases,
especialmente en el ADN no repetitivo asi como los lazos de insercidn-deleccién que
afectan al ADN repetitivo, estos lazos surgen como consecuencia de que la ADN
polimerasa posee poca procesividad durante la replicacidon (Peltomaki 2001) estas fallas
traen como consecuencias ganancias o pérdidas de unidades cortas repetitivas dentro de
los microsatelites , lo que se conoce como MSI (Levitt 2002). Tanto en tumores
colorrectales esporadicos como hereditarios (HNPCC), se puede encontrar MSI, pero es
una caracteristica distintiva de tumores colorrectales HNPCC (Benito 2006). La mayoria de
los tumores que presentan MSI es producto de la inactivacidon de uno de los genes MMR,
hMLH1, hMSH2, hMSh3, hMSH6, hPMS1 o genes hPMS2 que contribuyen al desarrollo de
cancer de colon hereditario no polipdsico (Kinzle 1996, Gryfe 1997, Peltomaki 2001). La
inactivacion de hMLH1, es resultado mayoritariamente de la hipermetilacién y no de
mutaciones somaticas o pérdida de heterocigosis, lo que actualmente conocemos como
epigenética (Markowitz 2009). La imposibilidad de reparar el ADN produce que la mayoria
de los tumores de céancer de colon presenten inestabilidad de microsatélites, también
conocida como error de replicacion fenotipo positivo (Thibodeau 1993, Peltoméaki 2001,

Levitt 2002). La carcinogénesis por esta via, provoca un aumento de 100 a 1.000 veces la
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velocidad de mutaciéon en comparacién con una célula normal. Ademas, las mutaciones en
los microsatélites recaen sobre genes que regulan la proliferacién celular, especialmente
aquellos que contienen secuencias repetitivas como diana de mutacién (Levitt 2002). En
HNPCC ademas de la mutacién heredada en los genes MMR, se requiere de otra mutacién
somatica para que se inactiven ambas copias del gen. Debido al error en el sistema MMR
las fallas que ocurren normalmente durante la replicacion del ADN permanecen sin
corregirse y de esta manera se acumulan mutaciones provocando alteraciones del
genoma, que pueden desencadenar el cancer colorectal y otros tipos de cancer, por esto,
la iniciacion de dicho tumor estd seguida de una rapida progresion gracias a la aceleracién
de la velocidad de mutaciéon (Hahn 1999). La probabilidad de que un individuo con un
defecto en el sistema MMR desarrolle un adenoma pudiera no ser mayor que el de la
poblacién general, sin embargo, una vez que se origine el adenoma, su progresién a
cancer sera mas rapida (Cruz- Bustillo 2004). MSI conduce a una alta velocidad de
mutaciones puntuales, mientras que la CIN se refiere a un aumento de la velocidad en Ila
acumulacién de desérdenes cromosomicos (Peltomaki 2001, Cruz- Bustillo 2005, Michor

2005).

En concreto, se han detectado mutaciones heterocigotas del gen regulador hBUB1
en una pequefia porcion de tumores colorrectales con fenotipo de inestabilidad
cromosémica, tanto en ratén como en células humanas (Cahill 1998). Estos resultados se
han confirmado igualmente, mediante estudios de fusidon celular que indican que el
fenotipo CIN tiene un efecto dominante que requeriria un Unico evento mutacional o "hit"

para producir un fenotipo CIN (Cahill 1998).

En estudios realizados en el modelo de ratén APC®%8

gue presenta una mutacién sin
sentido del coddn 1628 del gen APC, pero que retiene la region de regulacion
dependiente de [-catenina, se aislaron células madres, que presentaron inestabilidad

cromosémica (Fodde 2001), sin embargo, los ratones que se desarrollaron fueron viables y
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no presentaron tumores. En contraposicion, en el modelo clasico APCV™"

qgue lleva una
mutacion sin sentido en el codén 850 que trunca la regién amino-terminal necesaria para
la funcién dependiente de B-catenina, los animales heterocigotos APC+/Min desarrollan
numerosos adenomas en el intestino. Estas observaciones ponen de manifiesto la ventaja
selectiva que presentan las células tumorales de colon cuando pierden la funcidn
dependiente de B -catenina, por lo tanto, la inestabilidad cromosdmica resultante es una
consecuencia de esta pérdida y no el proceso desencadenante del tumor. Otros autores,
realizan un estudio sistematico del espectro de mutaciones especificas en series de la Via
APC ( APC, B catenina, y Axina), de la Via (p53, Mdm 2 y Bax) como de la Via RAS (Kras y
Braf) ,concluyendo que 1/3 de los cédnceres con Inestabilidad de microsatelites, contiene

mutaciones en B catenina y no en el APC. Esto sugiere que CIN se produce antes que la

inactivacion de APC (Michor 2005).

10.3.- LA ViA DE SENALIZACION Wnt Y SU RELACION CON LA PROLIFERACION CELULAR

El desarrollo de tejidos y 6rganos en embriones estd controlado por varias vias de
sefializacion que interactlan para ofrecer informacién e inducir la especificacion del
destino celular. Uno de los sistema principales de senalizacion es la via Wnt (Huelsken
2001). Las proteinas Wnt dirigen la diferenciacién de varios tipos de célula desde
embriones de insectos hasta vertebrados (Cruz- Bustillo 2004). También se ha demostrado
gue esta via es esencial para mantener el compartimiento de las células madre en las
criptas intestinales, y que estan implicados en el cancer de colon (Liu 1992, Wielenga
1999, Polakis 2000, Boon 2002). Las proteinas de Wnt, provenientes probablemente de
células mesenquimales o epiteliales de la parte inferior de la mucosa (debajo de la cripta)
son las encargadas de mantener el potencial proliferativo (Huelsken 2001), garantizando
por una parte la supervivencia y/o mantenimiento del nicho de células madres, y frenando

por otra, la transicidn de proliferacion a diferenciacién. Asi pues, los genes activados por la
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via de Wnt (Figura 11), se expresan en el compartimento proliferativo de la criptay en la
mayoria de los casos se encuentran sobre-expresados en tumores colorrectales (Wielenga
1999), mientras que los genes reprimidos por esta via estan restringidos al compartimento

terminalmente diferenciado (Van de Wetering 2002).

Figura 11. Los oncogenes Yy
supresores de tumor en la via
de sefializacion de Wnt. Lineas
gue terminan con flechas o
barras indican efectos
activadores 0 inhibidores,
respectivamente. Verde y rojo
indican  protooncogénica Yy
actividad supresora de tumores,
respectivamente, en el cancer
humano y animales
transgénicos. Modificada de
(Polakis 2000).

Todas estas alteraciones contribuyen a la activacidn constitutiva del complejo B-catenina-
TCF en las criptas, un bloqueo de la migracidon/diferenciacion asi como la proliferacién
descontrolada que contribuyen a la formacién de pdlipos, una de las primeras alteraciones

neoplasicas durante la carcinogénesis del colon.

La expresién de algunos de los genes diana de B-catenina-TCF se encuentra alterada
en tumores colorrectales. Por ejemplo: C-myc que contribuye a la supresién de la salida

del ciclo celular al reprimir la expresién de p21 (Rubinfeld 1993, Corzo 2003).

Se han descrito niveles elevados de Ciclina D1, tanto en adenocarcinomas humanos
como en podlipos adenomatosos (Tetsu 1999, Wong 2002). CD44, es otro mediador

importante de la interaccidon célula-matriz extracelular y cuya sobreexpresién conduce a
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un incremento en la movilidad celular, progresién tumoral y metdastasis. Otra proteina, la
Matrilisina (MMP-7), metaloproteinasa se encuentra sobre-expresada en mas del 90% de
tumores colorrectales, y aunque se ha asociado su expresién a la invasion estromal y
metdastasis, también se piensa que pueda tener un papel importante en etapas tempranas

de la carcinogénesis (Adachi 1999).

Otro de los oncogenes relacionados con la proliferacién del cancer colorrectal es el
c-Src, que codifica una proteina tyrosina Kinasa que esta asociada a receptores de
superficie celular, el aumento de su actividad sugiere progresidon del cancer ya que
promueve otras sefiales proliferativas (Liu 1992, Boon 2002). Para estudiar las
consecuencias de los aumentos en los niveles de c-Src y la actividad con el crecimiento de
las células de cancer de colon, en etapas posteriores de carcinogénesis de colon humano,
se han desarrollado lineas celulares de cancer de colon en las que los niveles y la actividad
c-Src podria ser inducible, aumentando el control en una expresién salvaje cSrc o de los
mutantes constitutivamente activos (Welman 2006). Los resultados indican que, en etapas
mas avanzadas de carcinogénesis de colon, los aumentos en los niveles y actividad de c-
Src es probable que tengan funciones distintas de la promocion directa del crecimiento
del tumor (Welman 2006). Los niveles y la actividad de c-Src en las células de cancer
colorrectal aumentan de manera uniforme durante el curso de carcinogénesis colorrectal

y son mas elevados en enfermedad metastasica avanzada.

11.- PROCESOS GENERALES DE MIGRACION CELULAR.

En algunos tumores, las células malignas se mezclan con las normales o las
pueden reemplazar en un espesor de varios milimetros sin romper la membrana basal ni
pasar al tejido adyacente. Estos tumores se denominan carcinomas in situ, pero que con el
tiempo, y de no diagnosticarse ni tratarse, pueden romper la membrana basal y crecer en

el estroma que los rodea, transformandose en carcinomas infiltrantes (Liotta 1977, Liotta
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1986). De esta manera, el cancer de colon progresa, desde una lesion simple en la cripta
hasta producir metdstasis (Michor 2005), una de las caracteristicas mas indeseadas del
cancer (Liotta 1991, Powell 1996, Chin 2005). Sin embargo, el proceso de metdstasis es
ineficiente, y sélo una pequefa proporcion de células progresan en nuevos sitios
amenazando la vida, el descubrir las razones de esta ineficiencia podria ser importante en

el disefio de una terapia antimetastasica (MacDonald 2002).

La invasién tumoral es un proceso mediado por proteasas, que degradan la matriz
extracelular y facilitan la progresion tumoral, entre ellas las MMPs (Chambers 1997,
Sardinha 2000). Particularmente, MMP-2 y MMP-9 presentan actividad proteolitica contra
proteinas de la membrana basal tales como coldgeno tipo 1V, contribuyendo al desarrollo

del tumor (Bjorklund 2005).

La metastasis es un proceso de varias etapas en una cascada, donde se
relacionan varios pasos incluyendo invasién, migracién, adhesién, infiltracion, colonizacién
de nuevos sitios distantes y la formacion de nuevos capilares (Liotta 1986, Liotta 1991,
Woodhouse 1997, Weng 2011). Por esto la activaciéon de las MMPs es un factor clave en el
proceso metastasico, y los agentes con actividad inhibitoria tienen un gran potencial en el

tratamiento y prevencion del cancer (Chambers 1997, Ko 2005)

El potencial invasivo de las células malignas depende de tres fendmenos:
Alteracién en la adhesion celular; degradacién proteolitica localizada en la matriz
extracelular y ; movilidad de las células tumorales (Liotta 1977, Liotta 1986). De ahi que
en la metastasis, las células malignas de un tumor primario deben atravesar e invadir a
través de las células de los tejidos del huésped y la matriz extracelular (MEC), entrar a la
circulacion, llegar a un lecho vascular distante, extravasar y penetrar la MEC para pasar a

los intersticios de un d6rgano blanco, proliferar como una nueva colonia e inducir la
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formacién de nuevos vasos que hagan posible mantener su crecimiento (Chambers 1997,

Weng 2011).
11.1.- DEGRADACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.

La superacidon de esta barrera por las células invasivas implica la degradacion
localizada de los distintos componentes de la matriz extracelular, tales como laminina,
fibronectina, vitronectina y colageno, asi como la modulacién de las enzimas proteoliticas
de vias intracelulares que regulan la organizacion de su esqueleto y la expresidon de genes
(Weng 2011). El incremento de la actividad proteolitica puede ser debido al aumento en
la produccidon de las proteasas, la estimulacidon de los mecanismos de activacién de las
mismas o a una disminucidon de los niveles de sus inhibidores (Chambers 1997, Balbin

1999, Brew 2000).

Las proteasas pueden clasificarse en 5 grupos:
1.-aspartil-proteasas (como la catepsina D o el pepsinogeno C),
2.-cistein-proteasas (como las calpainas y las catepsinas del tipo B, C,H,K,L,0,S o Z
3.- Serin- proteasas, ( como la tripsina, quimiotripsina y subtilisina)
4.-treonin-proteasas ( como proteasoma, MAPK (ERK))
5.-metaloproteasas, ( como la matrilisina MMP-7)

Los grupos 1,2, 3y 4 segun el elemento esencial de su centro activo son un residuo
de 4cido aspértico, cisteina, serina, treonina y en el grupo 5 un catién Zn*? (Powell 1996).
En la degradacion proteolitica de la matriz extracelular participan fundamentalmente
proteasas pertenecientes a los grupos: metaloproteasas (MMP, matrix metaloproteasas) y
serin-proteasas (Cadifianos 2009). Dentro de las primeras se encuentra la matrilisina
(MMP-7) que juega un rol en la invasion celular (Chambers 1997) y esta sobreexpresada en

el cancer gastrointestinal (Adachi 1999). La degradacién de la membrana basal y la matriz
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extracelular aumenta la morbilidad del cancer, la invasion y la metastasis (Powell 1996,

Chambers 1997, Bjorklund 2005, Weng 2011).

11.2.- METALOPROTEASAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.

Estas proteasas son sintetizadas como precursores inactivos que requieren la
eliminacidn proteolitica de un propéptido para su activacion. Su pH dptimo es neutro y
son inhibidas por agentes quelantes, como por un grupo de proteasas denominadas TIMPs
("tissue inhibitors of metallo-proteinases"”) (Powell 1996, Chambers 1997). Dentro de las
metaloproteinasas de la matriz celular, se encuentran, colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, matrilisinas y metaloproteasas de membrana o MT-MMPs. Se han
descrito tres grupos de colagenasas humanas, la colagenasa-1 o colagenasa intersticial de
fibroblastos (MMP-1), la colagenasa-2 o de neutréfilos (MMP-8) y la colagenasa-3 (MMP-
13). Estas enzimas degradan los colagenos fibrilares, generando fragmentos de 3/4y 1/4
del tamafio original de la molécula, estos fragmentos se desnaturalizan a la temperatura
corporal, convirtiéndose en gelatina (Knduper 1996). La expresion tumoral de la

colagenasa-3 se ha asociado con la invasividad local de los tumores (Bjorklund 2005).

El grupo de las gelatinasas esta integrado por dos enzimas, la gelatinasa A ( MMP-
2) y la gelatinasa B (MMP-9), ambas enzimas son capaces de degradar el coldgeno tipo IV
gue forma parte de las membranas basales de los epitelios (Chambers 1997), esto sugiere
un papel decisivo en la capacidad de las células tumorales de origen epitelial para
atravesar dichas membranas basales e invadir el estroma de los tejidos circundantes
(Adachi 1999). Las primeras evidencias de la participacion de gelatinasas y estromelisinas
en la invasidon tumoral derivaron del aumento de su expresion en las células tumorales
mas agresivas. Posteriormente, han sido estudiadas mediante el analisis de cohortes de

tumores, transfecciones de lineas celulares tumorales, ensayos de invasion in vitro, y
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finalmente, mediante el desarrollo de modelos animales transgénicos y "knock-out”
(Powell 1996). Las matrilisinas son las MMPs mds simples estructuralmente, y presentan
una potente actividad frente a diversos componentes de la matriz extracelular (Uria 2000,

Bjorklund 2005).

Durante el proceso de invasidén tumoral la degradacién de la matriz extracelular
debe ser de manera controlada, tanto temporal como espacialmente, de forma que el
estroma no sea una barrera que impida el avance de las células tumorales (Brew 2000),
pero que al mismo tiempo le proporcione los puntos de apoyo necesarios para su
locomocién (Chambers 1997). En algunos casos las proteasas no son secretadas por las
células tumorales, sino por las células estromales localizadas en sus cercanias, quienes las
sintetizan en respuesta a factores expresados por las células tumorales, como parece ser
el caso de la colagenasa-3 (Uria 1997). actualmente se sabe que desempefan un papel
significativamente mds complejo, que sélo destruir la matriz extracelular, participando
también en el crecimiento de las tumores primarios y de sus metastasis (Chambers 1997,

Cairns 2003).

La funcién de las MMPs , especialmente la MMP 7 o matrilisina en la invasion
tumoral de cancer de colon, sugiere como alternativa terapéutica, la posibilidad de
controlar su expresién o su actividad (Friedl 2003). Se han obtenidos resultados
prometedores utilizando inhibidores sintéticos de metaloproteasas, algunos de estos
compuestos se encuentran actualmente en ensayos clinicos de fase Il y lll, y los resultados
publicados indican que pueden ser de utilidad como terapia adyuvante en pacientes con

metastasis (Brown 1999).



47

12.- INVASION CELULAR

12.1.- SERIN-PROTEASAS IMPLICADAS EN INVASION CELULAR.

Ademads de las MMPs, también se ha observado que las serin- proteasas, constituyen
el sistema activador de plasmindgeno-plasmina , participando en la invasién tumoral (Brew
2000). Se han descrito dos tipos de estos activadores, tipo tisular(tPA) y tipo uroquinasa (uPA)
que procesan plasmindgeno para generar plasmina, una serin-proteasa capaz de degradar
fibrina y componentes de la matriz extracelular como fibronectinas, laminina y proteoglicanos
(Weng 2011). Ademads, la plasmina puede activar los precursores de diversas
metaloproteasas iniciando asi una cascada proteolitica, de tal manera que la activacion de
pequefias cantidades de Plasmina conduce a la obtencién de elevadas concentraciones de
proteasas activas (Weng 2011). El sistema estd regulado por inhibidores especificos, como
los denominados PAI- 1 y PAI-2. La activacién de las MMP se inicia con la activacion de
uPA, a través de Ila unién con el receptor del activador uroquinasa (UPAR) (Andreasen
1997), uPA fue la primera proteasa a la que se le asignd utilidad como marcador de mal
prondstico en carcinomas humanos (Weng 2011). Se ha observado, los activadores del
plasmindgeno también participan en la degradacidn de la matriz extracelular perivascular,
facilitando asi la invasidn de las células endoteliales y promoviendo la angiogénesis

(Andreasen 1997).

12.2.-ENDOGLICOSIDASAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DE METASTASIS.

Ademas de las proteinas, cuya degradacién es llevada a cabo por las MMPs vy las
serin-proteasas, hay que considerar que la matriz extracelular estd formada por otros
compuestos tales como los glicosaminoglicanos, y principalmente los proteoglicanos como
heparan sulfato (Eccles 1999). Debido a esto, las enzimas que los degradan, desempefian
un papel similar y complementario al que tienen las MMPs y los activadores del

plasminégeno en la progresién tumoral. La sobreexpresién del gen que codifica esta
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enzima es suficiente para aumentar el potencial metastasico de las células tumorales
(Hulett 1999, Vlodavsky 1999). La heparanasa, junto con las MMPs y los activadores del
plasmindgeno, son capaces de eliminar la barrera fisica que las [dminas basales de los
epitelios y la matriz extracelular suponen para la diseminacién de las células tumorales,
ademas participan en la regulacién de los niveles de factores de crecimiento y citoquinas.
Los heparan sulfatos mantienen secuestrados a factores de crecimiento como el bFGF, de
donde pueden ser liberados por accion de la heparanasa. Esta enzima también puede
liberar tPA y uPA de reservorios similares, incrementando una cascada proteolitica y

mitogénica (Eccles 1999).

El fenotipo invasivo de las células tumorales implica la capacidad de moverse
activamente, correlacionando este movimiento con su potencial metastdsico (VolK 1984).
Las células invasivas pueden moverse en respuesta a factores extracelulares solubles de
una manera direccional (quimiotaxis), aleatoria (quimiocinesis), o en respuesta a
componentes inmovilizados en la matriz extracelular (haptotaxis) (Lauffenburger 1996).
Este movimiento es de tipo ameboide, e implica constantes reordenaciones del
citoesqueleto y continuas modificaciones en los puntos de unién con la matriz
extracelular (Bottaro 1991). Este proceso esta regulado por las proteinas G monoméricas,
Cdc42, Rac y Rho, todas ellas pertenecientes a la superfamilia de proteinas Ras
(Lauffenburger 1996), que participan en cascadas comunes de seiializacién intracelular,
ademas en los puntos de unidon participan las integrinas presentes en la membrana
plasmatica de las células tumorales con sus ligandos de la matriz extracelular,
proporcionando la fijacién para el desplazamiento de la célula (Keely 1997). Las moléculas
que regulan estos mecanismos podrian actuar como promotores o como supresores de
metadstasis, segun estimulen o inhiban la movilidad celular (Gémez 1997). Otra proteina
Nm23 ha sido identificada como supresora de metdstasis en diversos tipos celulares, ya

gue su sobreexpresidon es capaz de suprimir la movilidad de células de melanoma y de
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cancer de mama (Freije 1996). Su mecanismo de accidn, podria estar relacionado con su
capacidad de fosforilar a proteinas de la cascada de sefalizacién intracelular en residuos

de histidina (Kantor 1993, Freije 1996).

Los factores extracelulares capaces de estimular la movilidad de las células
tumorales se clasifican generalmente en tres grupos: (1) factores autocrinos, secretados
por las propias células tumorales;(2) factores paracrinos, secretados por las células del
huésped, (3) proteinas de la matriz extracelular. Los factores autocrinos son los principales

responsables de la capacidad invasivas de las células tumorales (Bottaro 1991).

Los tres factores de movilidad autocrinos mejor caracterizados son: el factor de
crecimiento de hepatocitos, también conocido como "scatter factor" (HGF/SF), la
autotaxina (ATX) y el IGF-II (factor de crecimiento tipo insulina). El HGF/SF es el ligando
del protooncogen c-Met, una tirosina quinasa (Bottaro 1991), y posee capacidad de
inducir la separacién de las células epiteliales (Stracke 1992). La autotaxina (ATX) es una
fosfodiesterasa, potente estimulador de la movilidad celular, que parece actuar a través
de un receptor de membrana acoplado a proteinas G (Murata 1994). El segundo grupo de
factores de movilidad solubles, los factores paracrinos, son secretados por las células del
huésped, y se conocen también como "homing factors" porque estimulan la migracion de
las células invasivas hacia los drganos que los producen facilitando asi el establecimiento
de metadstasis en los mismos. Entre estos factores se pueden incluir moléculas como el
IGF-1, la interleuquina-8 o la histamina. Ademas, diversos componentes de la matriz
extracelular pueden estimular la movilidad de las células cancerosas, como por ejemplo,
fibronectina, laminina, o el coldgeno tipo IV, ya sea cuando estan inmovilizadas en la

matriz o luego de ser solubilizadas por proteasas de los tumores (Klominek 1993).
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13.- ANGIOGENESIS

La formacién de nuevos vasos sanguineos es indispensable para el crecimiento de
un tumor maligno, demostrandose una correlacion entre el incremento del nimero de
vasos sanguineos y la prognosis del tumor (Aradjo 2011), esto se debe a que el tumor no
puede crecer mas de 2mm debido a la falta de oxigeno y otros nutrientes esenciales, de
ahi que la angiogénesis es fundamental para el paso de un tumor latente a uno maligno

(Weng 2011).

Se han identificado y caracterizados reguladores positivos (promotores) de la
angiogénesis, incluyendo factores de crecimiento tales como VEGF (factor de crecimiento
de endotelio vascular), FGF a, FGF B (factor de crecimiento de fibroblastos), EGF (factor de
crecimiento epidérmico), TGF -a, TGF B, SDF1/CXCL12 (factor derivado del estroma), TNF-
o, angiopoyetina, angionina, interleuquina-8, entre otros. Estos activan cascadas de
transduccion de senales que convergen a nivel de las GTPasas de la familia Rho (Dvorak
1995, Weng 2011) . Estos procesos, representan blancos terapéuticos potenciales para el

desarrollo de agentes anticancerigenos (Dvorak 1995, Slattery 2011).

El factor inducible de hipoxia (HIF) 1A y 2A también estd involucrado en |la
induccion del fenotipo invasivo y metdstasis. El HIF1A es degradado por una ligasa de
ubiquitina E3 en condiciones normoxicas, sin embargo, este factor se acumula debido a un
aumento de estabilidad de la proteina durante la hipoxia, el HIF1A regula numerosos
genes blanco que estan involucrados en la angiogénesis (Weng 2011). En contraste varias
proteinas incluyendo a la trombospondina 1, endostatina, y tumstatina tienen una
actividad que previenen la angiogénesis y por lo tanto se clasifican como inhibidores de la
angiogénesis (Weng 2011). La inactivacién de P53 en las células tumorales bloquea la

expresion de la trombospondina facilitando la angiogénesis (Hanahan 1996).
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Se ha visto que compuestos que se encuentran en alimentos de origen vegetal como
polifenoles de la dieta actuan en diferentes fases del desarrollo tumoral, especificamente
en los procesos de migracidn, invasidén y angiogénesis, no solo mostrando un importante
potencial quimioprotector, sino también terapéutico (Surh 2003, Azios 2005, Lu 2008,
Adhami 2009).

14.- ALIMENTOS Y CANCER

La funcién del colon es principalmente, absorber agua, las sales de las heces (Potter
1999) y propulsarlas al recto previo a la defecacién (Tanaka 2009). A medida que las
heces avanzan por el colon se van deshidratando por lo que el moco producido por las
glandulas intestinales adquiere gran importancia en la lubricacién, esta produccién es de
aproximadamente 3 litros al dia (Tanaka 2009). Junto con los compuestos no degradados,
las heces también contienen sustancias toxicas en algunos casos, derivadas del
metabolismo de los pigmentos biliares primarios, por la microbiota intestinal, esos
pigmentos biliares secundarios pueden actuar como procarcinégenos desencadenando
desarrollo tumoral (Vifies 2003), de ahi que el cadncer de colon parece estar asociados a
dietas ricas en grasas y pobres en fibra (Van der Logt 2003). También se piensa que una
baja periodicidad de la evacuacién intestinal podria ser una variable que aumenta el
tiempo de exposicion del epitelio a los téxicos y por lo tanto la probabilidad de cancer de

colon.

La suma de diferentes conductas aumenta el riesgo de padecer cancer. Esta
enfermedad multifactorial o poligénica cuenta con muchos factores que influyen en su
inicio y desarrollo. El consumo de alcohol, cigarros y otros (Anand 2008), junto a una mala

dieta generan el ambiente propicio para el cancer (Robles-Agudo 2005).

Los alimentos incluidos en la dieta ayudan a prevenir o proteger del cancer, ya

gue segun datos epidemioldgicos el riesgo de cancer, es menor en aquellas poblaciones
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con un alto consumo de frutas y hortalizas (Davis 2009), sin embargo, otros alimentos
generan las condiciones para el desarrollo tumoral, en estos casos hablamos de alimentos
gue contienen sustancias carcinégenas como los hongos que producen Micotoxinas,
durante el proceso de almacenamiento del maiz, o las aflotoxinas que atacan
principalmente al higado (Hardisson 1998), como también los compuestos N-Nitrosos
(nitrosaminas y nitrosamidas), que aunque no estan en forma natural en los alimentos, se

forman como una reaccidn entre las aminas y el nitrito sédico.

Los alimentos que han sido cultivados en zonas con elevada contaminacion
ambiental presentan hidrocarburos aromaticos policiclicos debido a la combustién de
derivados del petrdleo y, también, los encontramos en alimentos preparados a las brasas
o ahumados, esto es debido a que las temperaturas muy altas en la preparacién de los
alimentos producen sustancias inductoras del cdncer por pirdlisis de los hidratos de
carbono vy las grasas (Who 2003 ). También durante el cocinado de carnes y pescados se
forman aminas aromadticas heterociclicas debido a la reaccidon entre proteinas y los

azucares (Robles-Agudo 2005).

Ademads se asocia el consumo elevado de carnes rojas y cancer de pulmédn, de
alimentos ahumados y adobados con cancer de esdfago y estomago, y del consumo
elevado de conservas de carnes y pescados con el cancer colorrectal (Who 2003 ). Por el
contrario la asociacidn seria inversa con el consumo de productos lacteos (Breslow 2000).
El consumo de alimentos vegetales trae consigo una gran cantidad de compuestos
protectores del cancer y se ha asociado el consumo de algunos de ellos con la prevencién
especifica del cancer (Bingham 2003, Kaur 2006, Adhami 2007, De Kok 2008, Davis 2009,
Lea 2010). Sin lugar a dudas la presencia de los polifenoles en la dieta genera un punto de
estudio importante en la proteccion de varias enfermedades incluyendo el cancer (Weng

2011), sin embargo, la forma de consumo es fundamental, ya que el consumo de frutas y
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vegetales sometidos a altas temperaturas disminuye el efecto quimioprotector (Robles-

Agudo 2005).
15.- FENOLES

Quimicamente, los compuestos fendlicos poseen diversas estructuras pero
pueden ser definidos como sustancias que poseen un anillo aromatico con uno o varios
grupos hidroxilos ,pudiendo ser categorizados como 4acidos fendlicos, monofenoles,

polifenoles (Ramos 2008).

Los polifenoles son fitoquimicos derivados de la fenilalanina y contienen anillos
aromaticos con grupos reactivos hidroxilos (Signorelli 2005), pueden ser divididos en
diferentes clases, dentro de los cuales estan los flavonoides y los acidos fendlicos
(Signorelli 2005, Weng 2011). Como agentes quimiopreventivos restauran el crecimiento
celular anormal por modulacién de la proliferacidn, apoptosis, angiogénesis, metastasis,
antiinflamacion y la modulacién de blancos moleculares tales como ciclina D1,CDK 4,
receptores de estrogeno, TNFa, proteinas antiapoptoéticas etc. Ademas modulan vias
bioguimicas implicadas en la motilidad, diferenciacién y viabilidad, obteniendo un efecto

final tanto preventivo como terapéutico del cancer de colon (Ramos 2008).

El resto de grupos incluye a: fenoles simples, fenilpropanoides, derivados del acido
benzoico y estilbenos. Estos poseen una fuerte actividad antioxidante y, actualmente, se
sugiere una efectiva inhibicién del cdncer tanto en la invasién y la metastasis (Weng

2011). Los diferentes grupos de polifenoles extraibles se muestran en la tabla 3.



Tabla 3.Polifenoles extraibles. Modificada de (Arranz 2010).

POLIFENOLES EXTRAIBLES (PE)

ESTRUCTURA

ACIDOS BENZOICOS

Acido p-hidroxibenzoico
Acido galico

Acido protocatéquico
Acido vanilico

Acido siringico

Acido elagico

Acido tanico

Acido gentisico

OH

ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Acido clorogénico
Acido cafeico
Acido ferilico
Acido sindpico

Acido rrans-cinamico

Glicosidos de querecetina

ESTILVENOS Resveratrol
PROANTOCIANIDINAS Dimeros A, B

EXTRAIBLES Oligémeros (GP 3-10)
Polimeros
Rutina ;,ﬂ'l
Quercetina 0

FLAVONOLES Miricetina m; ::
Kaemferol HO
OoH

54
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Catequina
Epicatequina

Galocatequina

FLAVANOLES . , '»,CEOH
Epicatequin galato
Epigalocatequin galato OH

Galocatequin galato

Daicina

Genistina

ISOFLAVONAS Daicei
aiceina

Genisteina HO

Naringenina
Naringina

FLAVANONAS Hesperetina
Hesperidina

Floridcina

Malvidina
Cianidina
ANTOCIANIDINAS Delfinidina
Petunidina

Glicosidos de antocianidinas

16.- EFECTOS DE LOS POLIFENOLES.

Diferentes estudios han demostrado que los polifenoles tienen efectos antiproliferativos
in vitro y especificamente, en células de cancer de colon (Seeram 2004). También hay
pruebas que los polifenoles presentes en la fruta y verduras pueden prevenir
enfermedades como el cancer y otras (Kaur 2006, De Kok 2008, Davis 2009,

Johanningsmeier 2011).

Los Flavonoides se originan a partir de la fenilalanina y la tirosina en muchas

clases de plantas (Figura 12) y sus derivados o metabolitos secundarios son ampliamente
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conocidos por sus propiedades farmacoldgicas (Weng 2011).
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Figura 12. Produccién de flavonoides y estilbenos a partir de cumaril CoA y malonil CoA .
Modificada de (Naczk 2004).

También, poseen virtudes protectoras contra los sintomas del envejecimiento y
disminuyen la incidencia de infecciones (Weng 2011). Catequinas o catecoles son
derivados polihidroxilados incoloros de la flavona. Las mas comunes son los ésteres
galicos, llamados epicatequina (EC), galato de epicatequina (GEC) y galato de
epigalocatequina (EGCG), la principal aplicacion clinica es suprimir la activacién de
carcinégenos , detoxificar y atrapar a los agentes causantes del cancer (Khan 2007).
Ademas, diferentes estudios demuestran que EGCG presentes en el jugo y la cascara de
granada, inhibe la actividad de B-catenina/TCF y reduce niveles de expresién de -
catenina aumentados en el cancer de colon, también se han demostrado efectos
antiangiogénicos de EGCG vy antocianinas inhibiendo VEGF (factor de crecimiento

endotelial vascular) y metaloproteasas (MMPs) (Annabi 2002). El uso combinado de
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diferentes sustancias tanto de origen natural en los alimentos y de productos sintéticos no

carcinogénicos, pueden prevenir el desarrollo de tumores (Rao 1991).

Otros compuestos importantes en la proteccidon del cdncer y otras enfermedades
son los taninos estos se clasifican en taninos complejos, taninos condensados,
galotaninos y elagitaninos. Dentro de los taninos condensados encontramos:

Proantocianidinas (PACs) y oligdmeros procianiddlicos ( OPCs) (Khanbabaee 2001).

En general, el conocimiento sobre la proteccidon y/o prevencion del cancer,
especialmente de colon a través del uso de fitoquimicos como los polifenoles, es aun
limitado, aunque existe muchos estudios in vitro y un interés creciente en estudios
enfocados en las diferentes vias moleculares y, cdmo el consumo de estos polifenoles, ya
sea a través de extractos o consumo de vegetales y frutas, interfieren en la iniciacién,

promocion y progresion tumoral (Adhami 2007, Ramos 2008, Lea 2010).
17.-FITOQUIMICOS DE LA GRANADA.

La Granada (Punica granatum) es un arbusto de hoja caduca, originario de Iran,
crece en toda la region del Mediterraneo y los Estados Unidos (Khan 2007, Lansky 2007,
Bell 2008, Jurenka 2008). Se trata de una planta de hojas alargadas estrechas, de aspecto
brillante, que produce flores de color rojo brillante. Los frutos redondeados son de gran
tamafio (5-12 cm) y tiene una gruesa cascara (piel) rojiza que encapsula cientos de
pequefias semillas ( figura 13).Cuando las semillas se secan y trituran producen un aceite

Unico, el 80% del cual, es acido punicico, un raro acido graso de 18 carbonos.
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Este aceite también contiene la isoflavona genisteina, presente también en los frijoles de
soya vy el fitoestrégeno coumestrol (Surh 2003, Bell 2008). La granada es una de las pocas
plantas en la naturaleza que contienen estrégenos, que son esteroides sexuales, siendo
denominada como una farmacia en si misma (Pantuck 2006). Ademas, es considerada una
superfruta por sus propiedades superiores como antioxidante (Bell 2008). El fruto de la
granada es una fuente rica en polifenoles ya que posee compuestos, como las
antocianinas (que dan el color rojo al jugo y semillas) y taninos hidrolizables, tales como
acido elagico y punicalagina, compuestos que le dan a la mayoria de los frutos la actividad

antioxidante (Adhami 2006, Khan 2007).

17.1.-COMPONENTES POLIFENOLICOS DE LA GRANADA.

Se ha demostrado que las granadas contienen 124 fitoquimicos diferentes y
algunos de ellos actian en sinergia para ejercer efectos antioxidantes y anti-
inflamatorios, e inducir apoptosis sobre las células cancerosas (Khan 2007). Los
elagitaninos son polifenoles bioactivos presentes en la granada. El jugo de granada
obtenido exprimiendo la fruta entera, tiene la concentracidn mas alta de elagitaninos que
cualquier jugo de consumo habitual y contiene elagitaninos, y punicalagina. El extracto de
granada obtenido en 70% de acetona y un 30% de agua destilada contiene antocianinas

tales como cianidina, pelarganidinas y taninos hidrolizables como el acido eldgico ,
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punicalagina y pedunculaginina, acido galico, pelargonidina, delfinidina entre otros (Khan

2007). (Tabla 4)

TABLA 4 : Fruta de la granada partes y constituyentes: Modificada de (Jurenka

2008).

COMPONENTES DE LA PLANTA

CONSTITUYENTES

JUGO DE GRANADA

Antocianinas, glucosa, acido ascérbico, acido elagico, acido galico, cafeina,
catenina, EGCG, quercitina, rutina, numerosos minerales, y aminoécidos

ACEITE DE SEMILLA DE

GRANADA

95% de acido punicico, y otros constituyentes incluyendo acido elagico,
otros acidos grasos, y esteroles.

PERICARPO,PIEL ,CASCARA

Fenoles, punicalaginas, acidos galicos y otros acidos grasos, catequina,
EGCG, quercitina, rutina y otros flavonoles, flavones, flavonones,
antocianidinas

HOJAS DE GRANADA

Taninos, (punicalaginas y punicafolinas), glicésidos flavones incluyendo
luteolina y epigenina

FLORES DE GRANADA

Acido galico, acido ursdlico, triterpenoides. y acido asidtico y otros
constituyentes no identificados

RAICES Y CORTEZA DE

GRANADA

Ellagitaninos, incluyendo punicalagina y punicalina y numerosos alcaloides
piperidina

Tabla 5. Composicién quimica del fruto de la granada. Modificada de (De la Cruz 2011)

Analisis proximal Cantidad por 275 g de muestra
Agua (%) 82.3
Proteina (g) 0.8
Grasa (g) 05
Carbohidratos (g) P53
Semillas y piel (%) 440
Energia (Kcal) 82.3
Calcio 5.0
Fosforo 12.0
Hierro 0.5
Sodio 5.0
Potasio 399.0
Acido ascorbico 6.0
Tiamina 0.05
Rivoflavina 0.05
Niacina 0.5
Vitamina A Traza
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de las semillas y cascara de la granada.
Modificada de (De la Cruz 2011).
Cantidad por 100 g de muestra
Andlisis en base seca Semilla (g) Cascara (g)
Materia seca 74.33 £0.09 9445 £1.25
Humedad 25.66 £0.09 55+125
Cenizas 362 +013 3.59 £0.08
Grasa cruda 10.33 £ 0.17 3.57 £0.38
Proteina total 1042 £2.61 1.26 £0.17
Fibra cruda 1212 £2.10 17.75 £ 1.61
Aziicares totales 10.13 £0.33 16.08 + 0.61
Azicares reductores 467 £0.02 434 +0.01
Fenoles hidrolizables totales 0.002 +0.00015 6.11 +1.83
Acido elagico 0.0048 + 0.00002 0.26 +0.08
Indice de absorcion de agua (WAI) 1.62 +0.020 4.84 +0.006
Punto critico de humedad (CHP) 64.55 +2.170 22.08 £ 0.630
pH 5.37 £0.354 5.70 £ 0.420
Actividad de agua (aw) 0.156 £ 0.015 0.189 £ 0.018

Los elagitaninos son los polifenoles de peso molecular mas grandes conocidos, son
hidrolizables con componentes de acido hidroxibenzoico. El elagitanino mas abundante en
la fruta de la granada es punicalagina y, durante el procesamiento que se extrae en el jugo
de granada, alcanza niveles de mdas de 2 gramos por litro de jugo (Seeram 2005). Los
elagitaninos de la granada no se absorben intactos en el torrente sanguineo, sino que se
hidrolizan a acido elagico a lo largo de varias horas en el intestino (Figura 17), aunque la

bacteria responsable de esta transformacién aln no estd caracterizada (Davis 2009).
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Figura 17. Estructura quimica de
isémeros de punicalagina, presentes en
el jugo de granada y sus metabolitos
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En particular, los elagitaninos corresponden a ésteres de acido elagico y un poliol,
generalmente, glucosa. Se forman a partir de los galotaninos por el acoplamiento
oxidativo de al menos 2 unidades galoil, originando el grupo acido hexahidroxidifénico
(HHDP), el cual es caracteristico de los elagitaninos. Estas unidades HHDP se pueden
acoplar en las posiciones 4-6 o la posiciéon 2-3 de la unidad D-glucopiranosa, y tienen la
conformaciéon (S), mientras que el acoplamiento en las posiciones 3-6 conduce
Unicamente a la formacién (R) de las unidades HHDP. Los acoplamientos en 1-6 son raros
en la naturaleza (Cruz-Atonio 2010). Los elagitaninos se pueden clasificar de acuerdo al
numero de grupos HHDP en la molécula, debido a que los monémeros de elagitaninos
pueden ser oxidados en las plantas y formar dimeros, trimeros y tetrdmeros, oligdmeros y
polimeros, con pesos moleculares de 4000 a 20000 Dalton (Khanbabaee 2001). Mediante
hidrdlisis, punicalagina (Figura 14), produce acido eldgico por lactonizacién espontanea del
acido hexahidroxidifénico (Larrosa 2006), liberando el grupo HHDP (figura 18). Este
grupo sufre una lactonizacidn espontanea que da origen a la molécula conocida como
acido elagico (Aguilera-Carbo 2008, Cruz-Atonio 2010). Posteriormente, el acido eldgico
es metabolizado por la microbiota humana a urolitina Ay B, que se conjugan en el higado

y se excretan en la orina (Heber 2008)



62

T" Hidrolisis
G"\._\_ _//‘:}..\
“ | D\ Ovo:t
w” N\

Elagitanino Acido Hexahidroxidifénico (HHDP) Acido elagico

Fig. 14. Formacion del acido elagico. Modificada de (De la Cruz 2011)

17.2.- PROPIEDADES DEL ACIDO ELAGICO.
PROPIEDADES DEL ACIDO ELAGICO.

El acido eldgico es una molécula termodindmicamente estable, su punto de
fusion es de 362° C, tiene un peso molecular de 302.2 g/mol, ademas es insoluble en agua
y ligeramente soluble en solventes organicos. Esta propiedad se debe a que el anillo
aromatico le confiere propiedades lipofilicas y los 4 grupos hidroxilo y las dos lactonas le
confieren propiedades hidrofilicas, ya que funcionan con aceptores de electrones
formando puentes de hidrégeno (Bala 2006). Por su naturaleza fendlica, el acido elagico
tiende a reaccionar formando complejos con otras moléculas como proteinas, alcaloides y
polisacaridos. Debido a estas propiedades, se han realizado distintos trabajos de
investigacion sobre su produccién por procesos biotecnolégicos como la utilizacidon de
hongos para la extraccién desde las cdscaras de granada (Aguilera-Carbo 2008), que es

una fuente barata y abundante de acido elagico (Seeram 2005).
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17.3.- FUENTES DE OBTENCION DE ELAGITANINOS Y ACIDO ELAGICO

Existen mas de 500 estructuras diferentes de elagitaninos reportadas. La fuente
mas importante de obtencidn de elagitaninos y acido elagico es la vegetal, principalmente
en hojas, ramas, raices, tallos, frutos y cortezas de la granada (Pantuck 2006). Se sabe
también que los arbustos o arboles de bayas son una fuente importante de elagitaninos y
acido eldgico, por ejemplo el arandano, la frambuesa y la granada (Seeram 2005). El 4cido
eldgico es consumido por el hombre de manera comun en frutas, semillas y en los
alimentos o bebidas elaborados a partir de ellos, como jugos de frutas, mermeladas y
otros. También se pueden obtener polifenoles a partir de la cdscara que es rica en
elagitaninos tales como la punicalagina (15.7%) y sus isdmeros, asi como de pequeias
cantidades de punicalina (2%), acido galico, acido eldgico (3%) y oligdmeros (77%). Los
residuos de granada, que se obtienen luego de producir el jugo, también puede ser una

fuente rica en polifenoles (Aguilar 2008).

El 4cido eldgico libre de la granada es relativamente bajo, pero el contenido se
puede incrementar como resultado de la hidrdlisis de los elagitaninos (De la Cruz 2011).
Los elagitaninos son extraidos en niveles significativos en el jugo durante el proceso
industrial de todo el fruto. El jugo de granada comercial exhibe una potente actividad
antioxidante que ha sido atribuida a su alto contenido de polifenoles, incluida la
punicalagina, que pueden llegar a niveles mayores a 2 g/L de jugo, dependiendo del fruto

y del método de procesamiento (De la Cruz 2011).

En 1999, investigadores israelies demostraron la capacidad antioxidante del acido
eldgico (Bell 2008), asi los efectos bioldgicos del jugo de granada se pueden relacionar con
la salud tras indicar la disminucién el efecto de radicales libres, responsables de procesos

como la oxidacién que promueve el envejecimiento de las células del organismo y que
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aumentan el riesgo en la formacién de distintas formas de cdncer. Por esto el acido

eldgico se ha reportado como un efectivo producto antitumoral (Adhami 2006).

Los estudios de Machado et al. (2002) identificaron dos sustancias como los
elagitaninos de mayor presencia en Punica granatum, estas sustancias son denominados
punicalagina, siendo el principal ingrediente de los compuestos fendlicos de la granada,
con 82.4 mg g'1 en la cascara de granada, y la punicalina. Ambos compuestos son
considerados especificos de este fruto (Machado 2002). Posteriormente se identificaron
otros dos elagitaninos , el dacido dieldgico ramnosil (1,4) glucopiranosido, y el
galoilpunicacorteina, ademas de los ya conocidos como la punicacorteina, punicalina,
punicalagina y 2-O-galoilpunicalina (De la Cruz 2011). La potente actividad de los
elagitaninos puede ser explicada por su habilidad para hidrolizarse a nivel intestinal y

liberar acido eldgico, aumentando de este modo sus efectos benéficos (Lu 2008).

El 4cido elagico es capaz de reaccionar quimicamente con metabolitos del BPDE (
Benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epoxido) un potente carcindgeno previniendo la unién
covalente del BPDE al ADN (Huetz 2005). Esta reaccién coordinada prueba al 4cido elagico
como agente quimioprotector contra algunos tipos de cdncer causados por compuestos
aromaticos policiclicos PAHs (Huetz 2005), inhibiendo la mutacién de células sanas. Se
han reportado investigaciones sobre la inhibicién de la proliferacién de células malignas
de cancer de piel (melanoma), cancer de mama, de estémago, esdfago, higado y otros

(Clifford 2000, Seeram 2005).

Los elagitaninos y el acido eldgico han sido empleados de manera artesanal en
medicina tradicional, para aliviar enfermedades gastrointestinales, Ulceras gastricas,
guemaduras e infecciones bucales al ser ingeridos en infusiones de plantas que los
contienen. A partir de estas observaciones, los investigadores han desarrollado técnicas

de aislamiento y caracterizacion de los principios activos de las mismas, descubriendo que



65

los elagitaninos y el acido elagico son los responsables de estos beneficios para la salud. La
capacidad de los elagitaninos y sobre todo del acido eldgico de reaccionar con otras
moléculas, es lo que le confiere un alto poder antioxidante (Cruz-Atonio 2010). Estas
interacciones ocurren a nivel de receptores de membrana, citoplasmaticos o nucleares y

modulando diferentes vias de proliferacion, ciclo celular, diferenciacion y apoptosis.

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar, inhibir o prevenir la
oxidacién de compuestos oxidables, atrapando radicales libres y disminuyendo el estrés
oxidativo (Khan 2007). El mecanismo del acido elagico, en particular, es muy complicado
ya que interactia en diversos mecanismos. Experimentos in vivo indican que el acido
eldgico posee gran actividad contra especies reactivas (ROO’, OH, cu® y 0%), por lo tanto
representa una forma natural de eliminar radicales libres del cuerpo humano (Khan 2007).
Dentro de las capacidades medicinales de los componentes quimicos de la granada se
incluyen las antioxidantes, antiinflamatoria, antivirales, antibacteriana, antiflngica,
proteccion cardiovascular, diabetes, sintomas de la menopausia, balance hormonal,
incremento de la libido en ambos géneros, virilidad y ereccidn masculina
(Johanningsmeier 2011), incluyendo, ademas, efecto antiarrugas , nutricién de la piel
(Hora 2003) vy anticancer (Surh 2003, Notka 2004, Huetz 2005, Seeram 2005, Adhami
2006, Khan 2007, Johanningsmeier 2011).

Los extractos de granada (que contiene gran cantidad de acido eldgico) han
demostrado tener capacidad para incrementar las enzimas de detoxificacidon de la fase |l
(glutatiéon-S-transferasas) en el higado (Wintersdk 1993) protegiéndolo frente a la
toxicidad inducida por agentes quimicos y ayudarle a restablecer sus funciones
caracteristicas, ademas parece reducir los niveles de colesterol total y tener actividad
antifungica (Johanningsmeier 2011), el acido eldgico al unirse al ADN lo protege del
ataque de cancerigenos como el benzopireno , e inhibe las ADN topoisomerasas con esto

impide la replicacién y las células cancerigenas sufren apoptosis.
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18.- ACCIONES DE POLIFENOLES DE GRANADA SOBRE PROLIFERACION, CICLO CELULAR Y
APOPTOSIS.

En general, los polifenoles de la granada han demostrado actuar en
multiples e importantes procesos y vias de transduccidon relacionadas con la
carcinogénesis como la proliferacidn, diferenciacién, apoptosis, inflamacion, angiogénesis,

y metastasis (Van Lieshout 1998, Agarwal 2002, Adams 2006, Adhami 2009).

La inhibicion de la proliferacién celular se vio mediada por la detencidn del ciclo
celular en las fases del ciclo celular GO/G1 y G2/M seguido por la induccién de apoptosis.
Esto indica que el acido elagico y urolitina, liberados en el colon a partir del consumo de
jugo o extracto de granada en cantidades considerables podrian reducir el riesgo de
desarrollar cancer de colon (Kasimsetty 2010) ya que a concentraciones entre 1-100 um/I,
mostré una fuerte actividad anti-proliferativa contra células cancerigenas de colon,
pulmén y prostata (Losso 2004), uno de los mecanismos de accion, probablemente sea, la
interferencia en el ciclo celular (Surh 2003), también la granada posee &acidos grasos
poliinsaturados , como el acido punicico y el acido alfa-eleostedrico, que actian como
moduladores selectivos de receptores de estrégenos y antagonistas de estrégenos en
concentraciones inferiores al resveratrol en células tumorales MCF-7 y MDA-MB-231

inhibiendo su proliferacion (Jo 2007, Sturgeon 2010 ).

Un significativo numero de flavonoides, solos y en combinacién, muestran la capacidad
de inducir el arresto del ciclo celular en G2/M en células de carcinomas humano SW 480
y CaCo-2 (Wang 2000). La actividad de estos polifenoles en estas vias, le otorga las
propiedades antiproliferativa, proapoptodtica, antiinflamatoria y antimetastasica, alterando
la ruta de senalizacion bioquimica de la proteina NF-kB y suprimiendo la expresion de las
proteinas RhoA y RhoC (Khan 2009). El acido elagico ayuda a contrarrestar el cancer de

colon, ya que en diferentes estudios se ha demostrado que reduce el tamaio y el nimero
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de tumores en cancer de colon en animales, a través de la modulacidon de factores de
transcripciéon y de sefiales proteicas (Van der Logt 2003, Kohno 2004, Adams 2006,
Johanningsmeier 2011). Otro estudio evalud un extracto crudo de fruta de la granada,
que contiene dacido eldgico, entre otros, por sus propiedades anti-proliferativa y pro-
apoptodticos, encontrando que se produjo tanto la inhibicién del crecimiento celular
como la induccién de la apoptosis de una manera dosis-dependiente en la linea celular
insensible a andrégenos PC3 , mediante la induccién de Bax y Bak, la disminucién de Bcl-
XLy Bcl-2 y de las ciclinas D1, D2, E vy de las quinasas dependientes de ciclina (CDK) 2, 4y
6 (Malik 2005). De la misma forma, Larrosa et al 2006 indica que luego del consumo de
polifenoles, (como los presentes en la granada) se produce una disminucidn de la ciclina
D, ciclina E, quinasa dependiente de ciclina CDK1, CDK2, CDK4 , asi como también la
detencidn del ciclo celular en la fase S en células Caco 2. Ademas de la disminucién de la
ciclina Ay B1, se observa la induccién de la apoptosis por aumento de las caspasas 3y 9,
aumento del citocromo Cy disminucion de Bcl-XL (Larrosa 2006). El acido elagico también
disminuye la proliferacién en células tumorales dependientes de estrogenos
sobrerregulando la proteina C fos y pS2. En la linea celular de cdncer de mama no
dependientes de estrégenos MDA-MB-231, el acido elagico altera la expresion de las
proteinas Bcl-XL, survivina y citocromo C (Khan 2009). Se ha descrito también el acido
eldgico por su capacidad de modular la carcinogénesis por medio de la inhibicién de las
enzimas de la fase | del citocromo P450 y la induccidn de las enzimas de la fase Il que

estan involucradas en la detoxificacidn carcinogénica (Wintersdk 1993).

Se ha reportado que todos los componentes de la granada inducen apoptosis en las
células de cancer de colon HT-29 (Seeram 2006). Los elagitaninos, y sus metabolitos
urolitina, inhiben la proliferacion e inducen la apoptosis en células HT29 de cancer de
colon (Kasimsetty 2009). Los polifenoles de la dieta también puede actuar como pro-

oxidantes, segun en el tipo celular, segin la dosis y /o el tiempo de tratamiento, ya que
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pueden aumentar la produccion de ROS y, por tanto, inducir la apoptdsis. En este sentido,
se ha visto en el cancer de Colon, especificamente, en células HT-29, que los flavonoides
aumentan la absorcién de piruvato o lactato, lo que incrementa la produccién de radicales

superoéxido dando lugar a incremento en la apoptosis (Wenzel 2005).

Los resultados de los estudios realizados en cancer de colon encontraron que la
punicalagina podria ser considerada un precursor de apoptosis, ya que su hidrélisis libera
al medio un compuesto derivado denominado dacido eldgico, que provoca apoptosis en las

células cancerosas Caco-2, pero no en células normales del colon (Larrosa 2006).

Otra sustancia obtenida de la granada, el aceite de sus semillas, compuesto con mas
de un 70% de acido linolénico conjugado, mostré la supresiéon de la carcinogénesis
coldnica (Kohno 2004). Ademas puede inducir apoptosis en varios tipos de lineas

celulares de cancer y también inhibir la invasidn celular.

Al analizar los efectos del jugo de granada en la linea celular humana HT-29 de
cancer de colon, a través de la expresién de proteinas que participan en sefiales
inflamatorias, a una concentracion de 50 Mg/L, el jugo de granada suprimid de forma
significativa la expresion de la proteina TNFa inducida por (COX 2) en un 79% vy, también,
redujo la fosforilacion de la subunidad p65 de NF-kB y su unién al DNA (Adams 2006). La
liberacion de TNF-a produce activacion local del endotelio vascular, liberaciéon de 6xido
nitrico con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, lo que conduce al
reclutamiento de las células inflamatorias, inmunoglobulinas y proteinas de complemento,
provocando la activacion de los linfocitos T y B. Aunque localmente los efectos del TNF-a
son beneficiosos, cuando el TNF actlda en todo el organismo tales efectos son desastrosos,
provocando sindromes como el shock séptico y la coagulacién intravascular diseminada
(Heber 2008). El jugo de granada también suprimid la activacion de AKT inducida por

TNFa, necesario para la actividad de NF-kB. Estos datos sugieren que los constituyentes
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polifenélicos en la granada puede jugar un papel importante en la modulacién de las

sefiales inflamatorias en células de cancer de colon (Khan 2007, Adhami 2009).

Narayanan en el 2001 demuestra que el dacido eldgico, cuando se administra en
concentraciones 10° M, durante 48 horas a células del cancer de colon (SW 480),

wafi/Picl - ediando un efecto

inducidas por el factor de crecimiento IGF-Il, activan a p21
inhibidor sobre la fase de transicion G1/S causando muerte celular por apoptosis. Las
células SW480 aumentaron significativamente los niveles de ARNm del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-Il). Colectivamente, estas observaciones sugieren que
la inhibicién del crecimiento por acido eldgico esta mediada por sefiales que median dafo

en su ADN, induciendo la produccién de la proteina p53 y p21, y al mismo tiempo

alterando la regulacion de IGF-1l (Narayanan 2001).

En estudios in vitro varios extractos de la granada, (zumo, cdscara, semillas) han mostrado
su efectividad para inhibir el crecimiento y la invasividad de diferentes tipos de cancer (

prostata, mama, colon, pulmén y leucemia) (Malik 2006, Jurenka 2008).
19.- EFECTOS HORMONALES DE LOS POLIFENOLES DE LA GRANADA.

El 4cido elagico se absorbe parcialmente en el estomago y el resto que llega al
intestino es degradado por la microbiota hasta urolitina que tiene una actividad
blogueadora de la biosintesis enddgena de estrégenos, por inhibiciéon de la enzima
aromatasa que convierte los andrégenos en estrégenos, disminuyendo la proliferacion
inducida por esta hormona. Ademds, bloquea la absorcion de colesterol (Chasquibol
2003), por esto una dieta rica en polifenoles especialmente acido elagico posee un
potencial preventivo y terapéutico para el tratamiento de varios tipos de cancer
especialmente, de mama, colon, proéstata y de piel en seres humanos (Agarwal 2002,

Hirose 2002, Hora 2003, Umesalma 2010).
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20.- ESTUDIOS IN VIVO SOBRE LOS EFECTOS DE LOS POLIFENOLES DE LA GRANADA.

Ademas de todos los estudios in vitro, se han realizado multiples investigaciones in
vivo de los efectos de los diferentes preparados de granada, comprobando en ratas que el
acido elagico disminuye la actividad tumorigénica de varios tipos de cancer incluyendo el

de colon. (Seeram 2007).

Se investigd el efecto del aceite de granada en la dieta, sobre el desarrollo de
tumores malignos del colon inducidos por azoximetano (AOM) en ratas y se compard con
el dcido linoleico conjugado (CLA). Para inducir tumores de colon, se utilizaron
inyecciones subcutaneas de AOM (20 mg / kg peso corporal) una vez a la semana a ratas
F344 machos de 6 semanas de edad, durante 2 semanas. Una semana antes del
tratamiento de la AOM se inicidé una dieta que contenia 0.01%, 0.1%, o 1% PGO o 1% de
CLA durante 32 semanas. Al terminar el bioensayo (32 semanas) los tumores de colon
fueron evaluados histopatolégicamente. La exposicién AOM produce adenocarcinoma de
colon con una incidencia de 81% y la multiplicidad de 1,88 + / - 1,54. Luego de las 32
semanas se comprobd que la administracién de PGO en la dieta inhibe significativamente
la incidencia de tumores inducidos por AOM. Tal como se aprecia en la tabla 7, no se

observé una clara relacién dosis respuesta en estos niveles de dosis.

Tabla 7. Relacién entre incidencia tumoral y multiplicidad tumoral, en exposicién a AOM y

diferentes concentraciones de PGO.

EXPOSICION INCIDENCIA TUMORAL % MULTIPLICIDAD TUMORAL
AOM 81 1,88+/-1,54

AOM + 0,01 PGO 42 0,56 +/- 0,73

AOM + 0,1 PGO 38 0,50 +/- 0,73

AOM +1 % PGO 56 0,88 +/-0,96




71

La inhibicién de tumores de colon por el aceite de granada se asocié con un aumento en el
contenido de CLA, en la fraccién lipidica de la mucosa del colon y el higado (Kohno 2004).
También se ha asociado la inhibicién de la incidencia de tumores con una inhibicién de
PPAR , y como el acido eldgico inhibe la expresidon de PPAR, se sugiere que los efectos
beneficiosos de la granada contra el desarrollo de tumores de colon en ratas estarian
asociados a este compuesto (Adhami 2009). El interés de los investigadores para PPAR
aumentd cuando se demostré que estos receptores pueden ser activados directamente
por un numero de compuestos médicamente relevantes. Estos compuestos incluyen a
compuestos sensibilizantes a la insulina utilizados como agentes antidiabéticos oralmente
activos, ciertos farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE), y moléculas de acidos
grasos derivados de origen natural. Rapidamente, se demostré que los PPAR son
reguladores clave de la homeostasis de los lipidos y proporcionan un enlace molecular
entre la nutricidn y la regulacion de genes, participando en el control de la inflamacién y la

proliferacién celular (Gelman 1999).

Otro estudio en vivo, se realizd para evaluar el potencial quimiopreventivo del acido
eldgico contra la 1,2-dimetilhidrazina (DMH) en carcinogénesis de colon inducida en ratas.
Estas fueron tratadas con DMH (20mg/kg peso corporal) por inyeccién subcutanea una
vez a la semana durante 15 semanas y se complementaron con AE (60 mg/kg peso
corporal / dia por via oral). En este estudio, se mide la eficacia del acido elagico sobre la
formacioén de focos de criptas aberrantes (ACF), evaludndose los niveles de peroxidacién
lipidica (LPO) y actividades de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos inducidos por
DMH en cancer de colon en ratas portadoras. Tras el periodo experimental, se
observaron aumentos en la frecuencia de la ACF y los niveles de LPO y una disminucion
significativa en las actividades de los antioxidantes enzimaticos (superdxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutatién reductasa y glutation-S-transferasa) y de

antioxidantes no-enzimaticos (glutatién reducido, vitamina C y vitamina E). La
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suplementacién con acido eldgico reduce todas estas alteraciones a niveles casi normales,
lo que indica la eficacia anticancerigena del acido elagico. Este efecto fue confirmado por
estudios histopatoldgicos. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren al acido
eldgico como un agente quimioprotector frente a la carcinogénesis inducida en ratas por
DMH (Umesalma 2009). En un estudio anterior, con ratas Sprague-Dawley que recibieron
la misma dosis de azoximetano, el dcido elagico no produjo una disminucidn significativa

de las aberraciones de las criptas (Pereira 1991).

Por otra parte, se investigaron los efectos del dacido elagico en cancer de colon en
ratas albinos machos Wistar inducidas por 1,2-dimetilhidracina (DMH), dividiéndose las
ratas en cuatro grupos de los cuales el (1) control; (2) administracién oral (disuelto en
agua) 60mg/Kg peso corporal de acido elagico durante 32 dias, (3 y 4) administracion de
via endovenosa 20 mg/Kg peso corporal de DMH, una vez a la semana durante las
primeras 15 semanas. Las ratas del grupo 4 recibieron después de la ultima inyeccién de
DMH, la misma dosis de acido elagico que el grupo 2, durante las 15 semanas restantes.
Las ratas inducidas del grupo 3 vieron alterados marcadores tumorales de cancer tales
como antigeno carcinogénico embrionario, alfa fetoproteina, catepsina, fosfatasa alcalina.
La administracidn de acido eldgico en el grupo 4 logrd restaurar los niveles de estos
marcadores bioldgicos. Con este trabajo se pudo concluir que el acido eladgico demuestra
propiedades antiinflamatorias ya que inhibe la expresiéon de NF KB (Edderkaoui 2008) y a
la vez reduce la transcripcion de iNOX, COX 2, TNF-a y IL-6, ejerciendo un efecto

quimiopreventivo del cancer de colon en ratas (Maihofner 2003, Umesalma 2010).

Otra enzima establecida como un blanco en la quimioprevencién es la enzima
citocromo P450 (Orellana 2004). Las investigaciones muestran que las dietas ricas en
acido eldgico y sus metabolitos urolitina A y urolitina B, modulan las enzimas
detoxificadoras de la fase | y la fase Il en células Caco-2 de cancer de colon (Larrosa 2006,

Gonzalez-Sarrias 2009). La fase |, catalizada principalmente por el sistema de
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monooxigenasas dependiente del citocromo P450, y la fase Il, en la que participan una
serie de transferasas que catalizan reacciones de conjugacion de los xenobidticos con
diversas moléculas de naturaleza endégena como acido glucordnico, sulfatos, acetato, el
tripéptido glutation o algunos aminodacidos, con el objetivo final de aumentar la
solubilidad en agua de los compuestos y asi facilitar su excrecién del organismo a través

de la orina o la bilis (Wintersdk 1993).

Acido elagico y urolitina en concentraciones micromolares alcanzables en el colon,
inducen la expresion y actividad de CYP (otra forma de denominar a P450) e inhiben varias
sulfotransferasas. Como resultado, la sintesis de glucurénidos se vio favorecida en las
células tratadas. In situ la exposicién a estos compuestos disueltos en tampdon también
condujo a la induccion del CYP1A en el colon de la rata. Sin embargo, in situ, la exposicion
a los compuestos disueltos en aceite a suplementos orales de los compuestos aislados, a
extracto de granada (PE) o los alimentos no han logrado inducir CYP en la mucosa del
colon (Gonzalez-Sarrias 2009). Estos resultados sugieren que el acido eldgico y la urolitina
pueden ejercer ciertos efectos preventivos en el colon, pero estos efectos son afectados
de manera critica por factores que interfieren, tales como la naturaleza de la matriz
alimentaria (Gonzalez-Sarrias 2009). Sin embargo, CYP también es capaz de activar
procarcinégenos como hidrocarburos policiclicos aromaticos tales como el benzantreno y
el benzopireno en compuestos mutagénicos, que se unen al ADN celular y ocasionan
mutaciones en diferentes protooncogenes como el myc y el gen supresor p53, lo que
puede provocar el desarrollo del cancer. CYP se localiza a nivel del reticulo
endoplasmatico liso, en especial en la mucosa respiratoria y su expresion es inducida por
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), presentes entre otras sustancias en el humo
del tabaco, ademas participa en el metabolismo de sustratos endégenos de importancia
bioldgica como colesterol, acidos biliares, hormonas esteroidales y acidos grasos (Orellana

2004). Uno de los sustratos de CYP , es la etoxiresorufina, por lo tanto la medicién de



74

etoxiresorufina O- deetilasa (EROD) proporciona un método mas directo para la deteccién
de la enzima CYP 1A. Los compuestos que inhiben la actividad de CYP1B1 se piensa que
pueden ejercer efectos beneficiosos en las etapas de desarrollo del céncer, es decir, la
iniciacion y progresion de la patologia, y durante el desarrollo de resistencia a las drogas
antitumorales (Kasimsetty 2009). Los elagitaninos de la granada y sus metabolitos
microbianos fueron examinados por su actividad inhibitoria sobre CYP1B1 mediada por
EROD. La Urolitina A, un metabolito microbiano, derivado de acido eldgico era el mas
potente inhibidor competitivo mas potente de la actividad de CYP1B1 mediada por EROD,
exhibiendo una doble selectividad de CYP1A1, mientras urolitina B fue un inhibidor no
competitivo con triple selectividad. Por esto se sugiere que la colonia de microbiota en
presencia de acido eldgico y otros componentes de la dieta, cumple un rol critico en la
mantenciéon de un colon saludable incluyendo la disminucién del riesgo de desarrollar
cancer de colon (Davis 2009, Kasimsetty 2009, Kasimsetty 2010).Los metabolitos

producidos por accién de la microbiota se puede apreciar en la tabla 8.

Tabla 8. Metabolitos bacterianos obtenidos de componentes de la dieta con propiedades

preventivas del cdncer. Modificada de (Davis 2009).

Componentes en la dieta | Alimentos Metabolitos bacterianos
Fibra Productos de grano Butirato
Acido linoleico Aceites vegetales CLA
Daidzeina Soya Equol
Secoisolariciresinol Sésamo, linaza Enterolactona, enterodiol
Isoxanthohumol Cerveza, lupulo 8-PN
Acido elagico Fresas, frambuesas, | Urolitina Ay B.
nueces, granadas
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Los mecanismos de proteccion de diversos compuestos polifenélicos pueden
ser multifactoriales y resultan en la mejora del funcionamiento de enzimas involucradas
en el metabolismo de xenobidticos y carcinogénicos. Un particular interés en este
respecto son las enzimas GST(glutation S transferasas) que participan en la fase Il de
biotransformacién. En mamiferos son cuatro las principales clases (isoenzimas) de GST
citosdlicas, estas son (alfa, mu, pi y teta). Estas catalizan la conjugacion del glutation a una
variedad de compuestos incluyendo algunos carcinégenos (Van Lieshout 1998). Se ha
investigado la aplicacién de varios componentes de los alimentos naturales en
combinacidon con antiinflamatorios no esteroideos (AINES) indicando que pueden
disminuir los indices de cancer gastrointestinal. Recientemente se ha demostrado que la
administracion antiinflamatorios no esteroidales tales como piroxicam mejora la actividad
de las enzimas (GST) y los niveles de sus isoenzimas (alfa, mu, pi, teta y zeta) en el tracto
gastrointestinal de la rata (Nijhoff 1993). La elevacién de los niveles de enzimas GSTs, con
funciones tales como la detoxificacion de los agentes carcindgenos, podria ser uno de los
mecanismos que conducen a la prevencion del cancer. Por consiguiente, se investigd si las
sustancias antitumorales alfa-angelicalactona, alfa-tocoferol, beta-caroteno, cumarina,
acido elagico, flavona, indol-3-carbinol, d-limoneno oltipraz, fenetilisotiocianato (PEITC) y
el sulforafano (Surh 2003), afectan los niveles de proteina rGSTT1-1 en ratas Wistar (Van
Lieshout 1998). Los niveles de proteina GSTT1-1 se determinaron en fracciones citosoélica
de higado, esdéfago, estdmago, intestino delgado y mucosa coldnica por western blot y
analisis densitométrico, posterior a la inmunodeteccion con un anticuerpo humano
monoclonal anti GSTT1-1, que reacciona de forma cruzada con rGSTT1- 1. En ratas control,
los niveles de la proteina gastrointestinal rGSTT1- 1 fueron mas altos en el higado. Los
niveles de la proteina rGSTT1-1 fueron elevados por alfa angelicalactona, alfa tocoferol,
cumarina, acido eldgico, oltipraz, PEITC y sulforano. Los niveles de la proteina rGSTT1-1
esofdgica fueron elevados por angelicalactona y cumarina, mientras que los niveles de

rGSTT1-1 a nivel de colon fueron elevados por cumarina. Este estudio concluye que los
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anticancerigenos dietéticos son capaces de inducir aumento de los niveles de la proteina
rGSTT1-1 en el tracto intestinal de rata siendo mds pronunciado en el estdmago, y que el
aumento de estos niveles podrian contribuir a la prevencion de la carcinogénesis (Van

Lieshout 1998).

En estudio in vivo en humanos, once sujetos completaron un ensayo clinico
para determinar la seguridad y tolerabilidad de liofilizados de frambuesas negras (BRB) y
medir, en plasma y orina, antocianinas especificas tales como la cianidina-3-glucésido,
cianidina-3-sambubiosido, cianidina-3-rutindsido, y cianidina-3-xilosilrutindsido, asi como
acido elagico. Los sujetos fueron alimentados con 45 g de liofilizado BRB al dia durante 7
dias. Las muestras de sangre se recogieron antes de las dosis y entre los dias 1y 7 y en 10
puntos de tiempo después de la dosis. Se recogio la orina durante 12 horas antes de la
dosis entre los dias 1 y 7 y en tres intervalos de 4 horas después de la dosis. Las
concentraciones maximas de antocianinas y acido elagico en el plasma se produjeron
entre 1y 2 horas, y en la orina aparecieron de 0 a 4 horas. En general, menos de 1% de
estos compuestos se absorbe y se excreta en la orina. Ninguno de los pardmetros
farmacocinéticos cambio significativamente entre los dias 1 y 7. Este trabajo concluye que,
45 gr de BRB liofilizado diarios al menos por 6 meses son bien tolerados, resultando
concentraciones cuantificables de antocianinas y acido elagico en el plasma menores al
1% de la dosis administrada, siendo también detectado en la orina (Stoner 2009). Este
trabajo mas que indicar las acciones beneficiosas del acido elagico a nivel molecular, ya
analizadas y citadas en esta tesis, comprueba que la presencia de acido eldgico en la
sangre en las dosis sefialadas no es tdxica para el organismo y que el uso de liofilizado
presenta algunas ventajas en su aplicacién, tales como su disponibilidad durante todo el
afo y la disminucién de las molestias de las semillas, el aumento de la concentracién de
acido eldgico y otros componentes aproximadamente 10 veces en relacion al jugo, lo que

permitiria generar una dosis mas controlada de los compuestos activos de acuerdo a los
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gramos aplicados por peso corporal de cada individuo (Stoner 2009). El mismo autor llevo
a cabo una serie de ensayos clinicos "piloto" en las personas en riesgo mas alto de lo
normal para el cédncer, con el fin de determinar si BRBS tienen un potencial para la
quimioprevencion en los seres humanos. Estos ensayos se controlaron internamente (es
decir, cada paciente sirve como su propio control), y se involucran pocos pacientes (15 a
30), para determinar los efectos de BRBS en lesiones displasicas y el andlisis de
biomarcadores relevantes después de un plazo relativamente corto (1 a 9 meses) de
tratamiento. A través de estos estudios se quiere evaluar el efecto de las BRB en la
inhibicién en cohortes especificas, con el fin de realizar un examen controlado con
placebo fase Il y lll de ensayos clinicos. Los resultados de los ensayos piloto en pacientes
con eséfago de Barrett o displasia oral (Kresty 2006, Mallery 2008), muestran claramente
gue BRB tdpica en un gel bioadhesivo fue 10% mas eficaz contra displasia oral, que el
polvo BRB oral contra el eséfago de Barrett, presumiblemente debido a que el
tratamiento tdpico facilita la absorcion de las antocianinas y otros compuestos en las
lesiones orales (Shumway 2008). Los ensayos en curso también estan examinando los
efectos de pastillas de BRB en la expresion del factor nuclear kappa B (NF-kB) en los
tejidos tumorales de pacientes con el carcinoma oral de células escamosas y de
recurrencia en pacientes tratados clinicamente con carcinoma bucal de células escamosas
(Knobloch 2007, Ferguson 2008). Los recientes resultados de dos ensayos piloto en el
cancer colorrectal FAP, sugieren que las bayas pueden ser Utiles para la quimioprevencién
del cancer de colon. La administracion oral de BRB polvo (20 g / 3x / dia) en agua por un
corto plazo (2 a 4 semanas), produce una tendencia positiva para los cambios en la
expresion de Ki-67 (marcador de proliferacion celular), TUNEL (apoptosis), CD105
(angiogénesis) y los genes asociados con la via Wnt (R-catenina, E-cadherina, c-Myc, ciclina
D1) en tumores colorrectales y no en el colon normal (Wang 2008). La reduccién en la
celda Ki-67 de las tasas de proliferacién, fue significativa (P <0,05). Esta modulacién

positiva de un biomarcador clave del desarrollo tumoral, como Ki-67, después del
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tratamiento a corto plazo con BRBS es alentador. La recuperacidon de antocianinas BRB de
los tejidos del colon normales obtenidos de los pacientes tratados con bayas indicaron
gue las antocianinas alcanzaron el tejido diana y eran absorbidas localmente. Los
resultados del ensayo piloto sugieren que hay datos positivos suficientes para iniciar la
primera fase Il de ensayos clinicos de BRBS en el colon ademas sugieren incrementar los

estudios de la cavidad oral (Stoner 2009).

Varios estudios se han concentrado en el efecto quimioprotector de polifenoles
especificos (Heber 2008). En estos estudios se utilizan los compuestos en forma individual
a altas concentraciones durante un largo tiempo de exposicidon (hasta 72 horas) (Zhao
2004). La actividad quimioprotectora de los polifenoles esta ligada a una serie de vias de
sefializacion que conducen a un efecto quimioprotector. Los polifenoles como
antioxidantes pueden prevenir el dafio al ADN causado por radicales libres o agentes
cancerigenos a través de la captura directa de los radicales, quelando cationes divalentes
gue participan en la reaccidon de Fenton y modulando enzimas relacionadas con el estrés
oxidativo (Ramos 2008). Existe evidencia que la dieta abundante en vegetales y frutas
reduce el riesgo de varios canceres, especialmente, el gastrointestinal. Vegetales y frutas
contienen una gran cantidad de compuestos que inhiben la carcinogénesis en ratas,
dentro de estos compuestos encontramos fitoquimicos, como bioflavonoides,
proantocianidinas, fitoestrégenos, que han mostrado un efecto quimioprotector contra el
cancer en diversos lineas celulares y modelos animales (Surh 2003) y en humanos (Kresty
2006, Ferguson 2008, Mallery 2008, Shumway 2008, Stoner 2009) . En un estudio se mide
la eficacia del piroxicam DFMO ( D,L-a diflurometilornitina) ,DHEA (16a-fluoro-5-
androsten-17-ona) y de acido eldgico, tanto en forma individual como combinados
demuestran la inhibicién del cancer de colon. Los resultados indican que la administracion

de esta combinacidon no es toxica ,ademas este trabajo dice ser uno de los primeros en



79

demostrar la accién quimiopreventiva de DHEA (Dehidroepiandrosterona) sobre el cancer

de colon (Rao 1991).

Son diversos los estudios que sugieren que las causas de enfermedades
degenerativas, son el resultado de dafio celular a través de la exposicién a especies
reactivas de oxigeno ( ROS) y que incluyen no sdlo al cancer y el envejecimiento, sino que
otras, tales como enfermedades autoinmunes, inflamatorias, cardiovasculares vy
neurodegenerativas como el Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiples, sindrome de
Down etc. (Surh 2003). De ahi el considerable interés en quimicos que nos puedan
proteger de estos compuestos y una gran cantidad de estos pueden ser identificado in
vitro por ensayos de varios tipos, sin embargo, los estudios definitivos de materiales y
pruebas de eficacia han tenido dificultad en parte por la metodologia y por problemas

asociados con la evaluacion de las acciones antioxidantes in vivo (Surh 2003).

21.-BIODISPONIBILIDAD, BIOEQUIVALENCIA EN HUMANOS.

La gran capacidad antioxidante de los productos de la granada ha sido
atribuida principalmente al alto contenido en polifenoles, especificamente, de
elagitaninos, sin embargo, la bioequivalencia o la biodisponibilidad debe ser estudiada
profundamente para proporcionar una relacién confiable entre los efectos relatados de
la actividad antioxidante en vivo. En estudios de biodisponibilidad de elagitaninos en
humanos, el 4cido eldgico y sus metabolitos fueron detectados en el plasma de individuos
después de haber consumido jugo de granada (Seeram 2004, Seeram 2006), no
encontrandose diferencias de biodisponibilidad de acido elagico y sus metabolitos en el
plasma entre el consumo de jugos y extractos en polvo concentrados (Seeram 2008). En
contraste, un segundo estudio reporta que no existe presencia de acido eldgico,

punicalagina ,antocianinas y otros productos bioldgicos en el plasma después del consumo
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de 1 litro de extracto de granada, distribuido en 5 vasos de 200 ml cada uno. Sin embargo,
si fue descrita la presencia de urolitina, creando la hipdtesis de la contribucién de la
microbiota intestinal en la degradacién del jugo de granada, basada en el tiempo en que

aparecieron estos metabolitos en el plasma vy la orina (Cerda 2003).

Una dificultad en la prevencidon del cancer, a través de fitoquimicos, es la
necesidad de obtener formulaciones estandarizadas que produzcan efectos
guimiopreventivos reproducibles ya que el contenido de acido eldgico y antocianinas varia
significativamente entre los diferentes frutos y entre los diferentes productores (Stoner
2009). La mayor eficacia se consiguié cuando los frutos se consumian antes, durante y
después del tratamiento con carcinégenos , lo que siguiere que el consumo de granada
durante la vida maximizaria los efectos como quimiopreventivo , asi como el consumo de
otras frutas rojas tales como las frambuesas (Stoner 2009). Las mdximas concentraciones
de acido elagico en el plasma se lograron entre una y dos horas después del consumo y
se detectaba en la orina entre media y cuatro horas después (Stoner 2005). En tres
pequeiios ensayos Yy en estudio de caso en humanos, se observé que el consumo de 180
ml de jugo de granada, arrojo niveles plasmaticos de 31,9 ng/mL de acido eldgico, una
hora después de su consumo y desaparecia luego de cuatro horas, siendo esta la primera
evidencia que el acido elagico se absorbia en humanos (Seeram 2004). En otro estudio de
los mismos investigadores sobre 18 voluntarios humanos, se confirmo la rapida absorcion
y eliminacién del plasma de elagitaninos, como también que los metabolitos urolitina Ay
B permanecian por 48 horas en el cuerpo después del consumo del jugo de granada,
pudiendo ser esta la causa de los beneficios a largo plazo que tiene el consumo de jugo de

granada (Jurenka 2008).
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22- Conclusiones.

La recopilacién y analisis de informacién muestra que el cancer de colon es una
patologia importante y recurrente en Chile, sobretodo en hombres y mujeres mayores de
50 afios, cada afio mueren en promedio mil personas por esta enfermedad y en los paises

desarrollados es la segunda causa de muerte.

La carcinogénesis colorectal se dispara principalmente con las mutaciones o la
incorrecta expresion de protooncogenes, genes supresores de tumores o genes que

participan en la reparacién del ADN y la apoptosis.

Las células en un tumor canceroso incluyendo el de colon, son de origen
monoclonal lo que se ha argumentado preferentemente en pacientes con linfoma de

Burkitt, o con los patrones de inactivacién del cromosoma X.

En el cancer colorrectales no se acumulan las mismas mutaciones, ni cualitativa ni
cuantitativamente, lo que genera una gran heterogeneidad genética dentro del tumor, lo

gue dificulta mas la lucha contra esta patologia.

Molecularmente se han estudiado los patrones de expresién de diferentes
biomarcadores de carcinogénesis de colon en roedores y humanos con el fin de encontrar
similitudes y poder correlacionar los efectos de los compuestos aplicados a ratas a los
humanos. Dentro de los analizados se pueden nombrar B-catenina, COX2, iNOS, HMG-

CoA, RXR-a, ER-B, 5-LOX, STAT-3, NF-kp.

Sélo una pequefa porcidn de las muertes por cancer estan asociadas a factores
genéticos hereditarios, mientras que la gran mayoria se debe a factores ambientales,
como la dieta alimenticia, la exposicidon a cancerigenos como los presentes en el alcohol,
el tabaco, hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) producidos por incendios, dioxinas

presentes en las grasas y biolégicamente acumulables por biomagnificacién, etc.
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Los principales tratamientos usados para disminuir las consecuencias del cancer
(reseccion quirdrgica, radio y quimioterapia) poseen respectivamente una alta

reincidencia y una gran toxicidad para las células sanas.

Las causales de cancer se observan potencialmente modificables y eso asegura la
posibilidad de prevencién. El poco conocimiento de la poblacién respecto a las conductas

de riesgo es un obstaculo para los cuidados preventivos.

Creemos indispensable la prevencién primaria de la salud, a través de charlas y
programas nutricionales dirigidos a la poblaciéon en general, tal como se realizan en la

prevencion del cancer de piel, con el uso del bloqueador solar.

El cadncer de colon se asocia, en general, con una dieta pobre en vegetales y rica
en grasas. Las investigaciones estudiadas muestran por el contrario que una dieta rica en
vegetales ayudan en la proteccién y prevencion del cancer, principalmente por el

potencial quimioprotector de los fitoquimicos.

Dentro de los compuestos vegetales, el estudio de los polifenoles ha permitido
comprobar su accidn quimiopreventiva, porque restauran el crecimiento normal por
modulacion de la proliferacidén, apoptosis, angiogénesis, metastasis, y antiinflamacién a
través de multiples blancos moleculares y vias bioquimicas implicadas en el desarrollo

tumoral, obteniendo un efecto tanto preventivo como terapéutico.

El estudio de la Punica granatum, granada, ha mostrado que es uno de los
vegetales mas ricos en polifenoles, ademas es una de las pocas plantas en la naturaleza

que contiene fitoestrégenos (esteroides sexuales), pudiendo utilizar frutos, hojas y flores.

El consumo de estos polifenoles se puede realizar a través de jugos del fruto, aceite de
semillas, extractos obtenidos en base a acetona y agua, infusiones de sus cascaras,

ademas, la granada puede ser utilizada practicamente en un 100%, aprovechando los
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residuos de la industria de jugos, tales como las cdscaras y restos de semillas, para

producir este compuesto gracias a la biotecnologia.

El consumo periddico de esta fruta, durante la vida, podria influir positivamente

en la prevencién vy proteccion del cancer.

Existe evidencia cientifica que comprueba que el acido eldgico, no es téxico para
el consumo diario en humanos y que posee accidn protectora en contra de diferentes

enfermedades degenerativas incluyendo el cancer de colon.

El acido eldgico y otros fitoquimicos pueden ser empleados en conjunto con otros tipos
de medicamentos, por ejemplo con antiinflamatorios no esteroidales, como el piroxicam,

mejoran los niveles de GST en el tracto intestinal de ratas.

A nivel molecular el acido eldgico ha demostrado la capacidad de reducir todos los
cambios producidos en ratas tratadas con DMH, hasta niveles casi normales, como por
ejemplo disminuye la frecuencia de focos aberrantes en las criptas, los niveles de
peroxidacién lipidica, aumenta los antioxidantes enzimaticos como superdxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation transferasa, como también
aumenta los antioxidantes no enzimdaticos como el glutatién reducido, vitamina C y
vitamina E. También disminuye la expresidn de NF KB, iNOS, COX 2, TNF-a, e iL 6, todas
estas respuestas sugieren que el acido eldgico es un fitoquimico importante en la

prevencion del cancer en ratas inducido por DMH.

Todos los polifenoles pueden actuar contra el cadncer y otras enfermedades, pero su
eficacia aumenta por sinergia, lo que indica que el consumo de una variedad de éstos,

tendria un mejor efecto positivo sobre la salud.
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Algunas de las principales acciones de los fitoquimicos, se encuentran en:

- El fortalecimiento de las uniones entre las moléculas del colageno, disminuyendo
la migracion y la invasidn celular, inhibiendo la formacién de nitrosaminas y
suprimiendo la activaciéon de carcindégenos.

- A nivel molecular demuestran su accion en el arresto del ciclo celular en G1,
regulando las kinasas dependientes de ciclina ( CDK). Induccién de apoptosis en
células cancerosas, induciendo arresto del ciclo celular, suprime la expresion de
TNF a , disminuye la fosforilacion de la subunidad p65 y su unién al NF-KB,
disminuye la activacién de AKT inducida por TNF a, activan la proteina p21,
activan vias de sefializacion de la proteina p53.

- Previenen el dafio causado al ADN por radicales libres o agentes cancerigenos,
regulando enzimas relacionadas con el estrés oxidativo y quelan cationes
divalentes, que participan en la reaccién de Fenton, disminuye la actividad
cancerigena del benzopireno, inhibe a la ADN topoisomerasa impidiendo la
replicacion de las células cancerigenas.

- Un metabolito del acido eldgico, la urolitina inhibe a la enzima aromatasa,
disminuyendo la sintesis de estrégenos, y la proliferacion inducida por
testosterona en células tumorales, aumenta la expresién de PPAR, induce la
actividad de CYP 1A1, inhibe sulfotransferasas, mejora la actividad de GST y mejora

la desintoxicacion de sustancias cancerigenas.

Mantener la microbiota intestinal en condiciones normales es una excelente forma de
prevencion del cdncer de colon, ya que son fundamentales en la produccién de

metabolitos como la urolitina.

Evidentemente la via de carcinogénesis de colon no es una sola y probablemente

existan varios caminos para el inicio, desarrollo y progresién del cancer de colon adn no
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descritos, pero, cada paso que se dé, en el desarrollo de las investigaciones sobre la
carcinogénesis de colon, serd un avance en el conocimiento de sus mecanismos y en la
manera de poder evitar los efectos de esta enfermedad. En este dmbito, el aumento de
los estudios cientificos sobre los polifenoles, y el acido elagico presente en la granada (
Punica granatum) y sus metabolitos, tanto en lineas celulares como en ratas y humanos,
generan expectativas para nuevas terapias complementarias, en la prevencién vy
proteccion del cancer de colon, este seria uno de los caminos, para evitar los efectos de

esta cruel enfermedad.

Cualquiera sea la evaluacién de la contribucion general de las dietas ricas en frutas y
verduras en la proteccidon y prevencidon del cancer de colon, es indiscutible que la
presencia de fitoquimicos es importante en su accién sobre las células humanas, en
especial los presentes en la granada como el acido eldgico y sus metabolitos, pero sin
lugar a dudas, existen algunas debilidades que impiden el éxito generalizado de estas
dietas fitoprotectoras. Es importante mencionar, por ejemplo, que la mayoria de los
estudios se realizan in vitro utilizando lineas celulares aplicando directamente sobre
estas los compuesto vegetales, a través de extractos o compuestos activos aislados y no
consideran todos los procesos que se realizan para que estos compuesto puedan llegar a
los 6rganos blancos, tales como, la degradacién microbiana, accidon de enzimas digestivas,
las condiciones especificas de cada individuo o las diferencias de concentraciones de los
compuestos activos dentro de cada fruta o verdura. Sin embargo, los estudios realizados
directamente en humanos, aunque sean una minoria, han generado datos importantes
para validar las acciones de los fitoquimicos sobre el cancer de colon vy otras

enfermedades.
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