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Activador de la proteina activada por monofosfato de adenina (de 5’ adenosine
monophosphate-activated protein kinase)

Proteina quinasa B (Protein Kinase B)
Quinasa activa por monofosfato de adenina (de AMP-activated protein kinase)

Factor activador de proteasas apoptdticas 1 (de apoptotic Peptidase Activating
Factor 1)

Gen supresor de tumores APC (de Adenomatosus polyposis coli)
Aminopeptidasa N (de Aminopeptidase N)

Axina

Proteina X asociada a Bcl-2 (de Bcl-2- associated X protein)
Linfoma de células B/leucemia - 2 (B-cell ymphoma 2)

Interaccién del dominio BH3 agonista de la muerte (de BH3- Interacting Domain
Death Agonist)

Suero bovino fetal

Inhibidor de Quinasas dependientes de ciclinas
inhibitor)

(de cyclin-dependent kinase

Quinasa dependiente de ciclinas (de Cyclin-Dependant Protein Kinase)
(de CDK interacting protein/Kinase inhibitpry protein)

Oncogen Jun (de Jun oncogene)

Ciclooxigenasa 2 (de Cyclooxygenase 2)

Gen de la beta catenina (de catenin (cadherin-associated protein beta 1))
(de Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12)
Dimetil Sulféxido (de Dimethyl Sulfoxide)

Dipeptidilpeptidasa IV (de Dipeptidilpeptidase IV)

Ditiotreitol
Acido etilendiaminotetraacético (de Ethylenediaminetetraacetic acid)
Superfamilia TNF miembro 6

Porteina quinasa (de Kinesin-like proteina FRA1)

Transportador de glucosa (de glucose transporter)
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Cotransportador de sodio y glucose (de Sodium-glucose cotransporter 1)
Factor de necrosis tumoral (de Tumor Necrosis Factor)
Gen de la proteina tumoral p53 (de Tumor protein p53)

Ligando de apoptosis inducida por el receptor de TNF (de TNF-related
Apoptosis Inducing Ligand)

Proteina tuberina (de tuberous sclerosis proteina 2)
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Introduccioén

1. TRACTO GASTROINTESTINAL

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL INTESTINO GRUESO

El intestino grueso es la parte final del tubo digestivo. Se extiende desde el ileon hasta el ano,
y tiene una longitud aproximada de 1,5 m. En él se distinguen tres partes: ciego, colon y recto. El
ciego normalmente se sitlia en la fosa iliaca derecha. En el colon, que continua al ciego, se
pueden diferenciar cuatro partes: el colon ascendente, que alcanza hasta la cara visceral del
higado, el colon transverso, que se dirige casi transversalmente de derecha a izquierda hasta el
extremo inferior del bazo, el colon descendente, que desciende verticalmente hasta la fosa iliaca
izquierda y el colon sigmoide, que discurre describiendo sinuosidades de forma y extension
variable. A continuacién del colon sigmoide se dispone el recto, que es el segmento final del tubo

digestivo.l

La funcién principal de la regién inferior del tracto gastrointestinal, es decir la parte
perteneciente al colon y recto, es la reabsorcion de iones y agua. Las células del epitelio colénico
juegan un papel fundamental en este proceso. La pared del colon, est4d formada por diferentes
capas: mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa. Una de las caracteristicas que
diferencia el epitelio colénico del intestino delgado es la poca representacion en este tejido de
células enteroendocrinas, su abundancia en células mucosecretoras y la ausencia de células de

Paneth que Uinicamente se pueden localizar en el colon ascendente.?

El epitelio de la mucosa del colon es un epitelio simple formado por un gran ntimero de
invaginaciones hacia el interior de la l1dmina propia, denominadas criptas de Lieberkiihn. Este
epitelio se remueva cada 3-4 dias aproximadamente, lo que supone un proceso constante de
regeneracion de las células que constituyen las criptas. Las células absortivas o enterociticas son,
junto con las células caliciformes, las mas abundantes en el epitelio coldnico. Estan polarizadas y
se caracterizan por la presencia en la membrana apical de microvellosidades que forman un
borde en cepillo en el que se localizan diferentes hidrolasas (Tabla 1) como la sacarasa-
isomaltasa, la lactasa, la aminopeptidasa N, la dipeptidilpeptidasa IV y la fosfatasa alcalina. Estas
enzimas son utilizadas con frecuencia como marcadores moleculares propios de este tipo de

células.3
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Tabla 1. Enzimas intestinales del borde en cepillo. Cuadro adaptado del libro Fisiologia Humana,
Stuart ira fox, Mc Graw Hill, 2003.

Enzimas intestinales del borde en cepillo unidas a la membrana celular

Disacaridasa Sacarasa Digiere la sacarosa a glucosa y fructosa
Maltasa Digiere la maltosa a glucosa
Lactasa Digiere la lactosa a glucosa y galactosa
Peptidasa Aminopeptidasa Produce aminoacidos libres
Enteroquinasas Activa la tripsina
Fosfatasa Ca 2+ Mg 2+, ATPasa Interfieren en la absorcién del calcio alimenticio
Fosfatasa alcalina Elimina grupos fosfato de las moléculas organicas

1.2 DIGESTION Y ABSORCION DE HIDRATOS DE CABONO Y PROTEINAS

Las enzimas intestinales juegan un papel muy importante en la digestién y absorcién de
hidratos de carbono y proteinas. El almidén y el glucégeno son los hidratos de carbono
complejos que podemos digerir. La amilasa es la enzima encargada de degradar sus largas
cadenas de glucosa convirtiéndolas en otras mas cortas y en el disacidrido maltosa. Los
disacaridos de la dieta, incluida la maltosa, son hidrolizados por las disacaridasas del borde en
cepillo intestinal (maltasa, sacarasa, y lactasa) (Tabla 1). La glucosa, galactosa y fructosa asi
producidas son los compuestos finalmente absorbidos en el duodeno y en la parte superior del

yeyuno en el intestino delgado.*

En el proceso de transporte de glucosa a través de las membranas celulares participan dos
familias de proteinas transportadoras: la familia de transportadores de glucosa asociados a
sodio (SGLT) y la de proteinas facilitadoras de transporte de glucosa (GLUT). Los
transportadores de la familia GLUT, que se expresan en todos los tejidos, forman el primer
mecanismo de entrada de glucosa en las células. Hasta la fecha se han identificado 14. Todos
ellos son glicoproteinas de entre 45 y 55 kDa de tamafio, que de acuerdo con su secuencia, lugar
de expresion y caracteristicas funcionales (especificidad por el sustrato, Km y respuesta a
bloqueantes especificos como la forskolina) se han dividido en tres subfamilias: transportadores
GLUT de clase I (GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 y GLUT14), de clase II (GLUT5, GLUT7, GLUT9 y
GLUT11) y de clase Il (GLUT6, GLUT8, GLUT10, GLUT12 y HMIT). A su vez, la familia SGLT
incluye a los transportadores intestinales y renales de glucosa (SGLT1, SGLT2 y SGLT3) junto
con los transportadores de inositol (SGLT4), de yodo (SGLT5) y de multivitaminas (SGLT6).>
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En la absorcidn intestinal de glucosa, galactosa y fructosa (Fig. 1) se utilizan transportadores
idénticos a los localizados en el tubulo proximal renal. Asi, mientras la fructosa se moviliza a
través de la membrana apical por difusion facilitada a través del transportador GLUT5 y a través
de la membrana basolateral por difusién facilitada a través del transportador GLUT25, la glucosa
y la galactosa se transportan en contra de gradiente de concentracién, en un proceso de
simporte con Na*. El gradiente electroquimico de Na*, mantenido por la Na*/K*-ATPasa que

bombea el Na+ a través de la membrana basolateral 5, impulsa el proceso.

Membrana Basolateral Membrana Apical

N\
Glucosa ‘%_G[Htﬂﬂ
C

Glucosa/Galactosa
Na® 2 Na®
GLUT 5
ATP /
ADP + PFi Fructosa

Figura 1. Transporte de glucosa a través del epitelio intestinal. Adaptada de Castrejon, 2007.
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Los transportadores de la familia SGLT constan de 14 dominios transmembrana, tienen un
sitio de glicosilacién entre los dominios 6 y 7 y sus extremos amino y carboxilo terminales son
extracelulares. Introducen en las células 2 iones de Na+* por molécula de hexosa. El transporte de
Na* se lleva a cabo en una region proxima al extremo amino. La interaccién con el Na* promueve
un cambio conformacional en la proteina que aumenta su afinidad por la hexosa, que entra en la
célula por una region cercana al extremo carboxilo. SGLT1 es el miembro principal de esta
familia. Codificado por un gen localizado en el cromosoma 22, se expresa principalmente en el
intestino delgado, corazén y rifién. Su deficiencia congénita provoca el sindrome de mala
absorcién de glucosa y galactosa. Esta enfermedad, autosdmica recesiva, que se manifiesta ya en

las primeras semanas de vida, provoca cuadros diarreicos severos.>

Las enzimas que participan en la digestion de proteinas se pueden clasificar en dos grupos
caracteristicos, él de endopeptidasas, también llamadas proteasas, y él de exopeptidasas. Las
endopeptidasas rompen los enlaces peptidicos en el interior de la cadena de aminoacidos y dan
lugar a fragmentos peptidicos mas pequefios. Pertenecen a este grupo enzimas como la pepsina,
la tripsina y la quimiotripsina.* Las exopeptidasas liberan aminoacidos a partir de los péptidos.
Las mas importantes son las aminopeptidasas y las dos isozimas de la carboxipeptidasa
secretadas por el pancreas. La digestion (Tabla 1) se inicia en el estdbmago por accidn de las
pepsinas, en particular la A y la C. Junto con la protedlisis llevada a cabo por las pepsinas, la alta
acidez del estémago también favorece la hidrélisis de las proteinas antes de que estas alcancen
el intestino para su posterior absorcién. En el lumen intestinal las endopeptidasas, prin-
cipalmente la tripsina, elastasa y quimiotripsina junto con exopeptidasas como las
carboxipeptidasas A y B, dan lugar a péptidos de dos a seis residuos aminoacidicos asi como

aminoacidos libres. 4

La absorcidén de aminoacidos tiene lugar por medio de sistemas transportadores especificos
para determinados grupos de aminodacidos (Fig. 2). Se emplea el término “sistema” para hacer
referencia al hecho de que se hayan identificado actividades transportadoras con funciones
similares en distintos tipos celulares®. En la membrana apical del epitelio intestinal se han
descrito un sistema transportador para aminodcidos neutros cuya deficiencia produce
enfermedad de Hartnup (sistema B?, también denominado B9AT1, producto del gen SLC6A19),
un sistema transportador para aminoacidos acidos cuya deficiencia produce aminoaciduria
dicarboxilica (sistema X-ag, también denominado EAATS3, producto del gen SLC1A1), un sistema
transportador para aminoacidos neutros acoplado a Na* (sistema ASC, también denominado
ASCT2, producto del gen SLC1A5), un sistema transportador para aminoacidos basicos y cisteina

cuya deficiencia produce cistinuria (sistema b%*, formado por el heterodimero rBAT/b0+AT,
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productos de los genes SLC3A1 y SLC7A9 respectivamente) y un sistema transportador para
iminoaminoacidos, aminoacidos pequefios y [B-aminoacidos acoplado a H+* cuya deficiencia
produce iminoglicinuria (sistema PAT, también denominado PAT1, producto del gen SLC36A1).
A su vez, en la membrana basolateral se han descrito un sistema transportador para
aminodacidos neutros excepto prolina (sistema L, formado por el heterodimero 4F2hc/LAT2,
productos de los genes SLC3A2 y SLC7A8 respectivamente), un sistema transportador para
aminoacidos neutros acoplado a H* (sistema A, también denominado SNAT2, producto del gen
SLC38A2), un sistema transportador para aminoacidos basicos cuya deficiencia produce lisinuria
(sistema y*L, formado por el heterodimero de 4F2hc, producto del gen SCL3A2, con y*LAT1 o
y*LAT2, productos de los genes SLC7A7 y SLC7A6 respectivamente) y un sistema transportador
para aminoacidos aromaticos cuya deficiencia produce el sindrome del pafal azul (sistema T,

también llamado TAT1, producto del gen SLC16A10).

La absorcion de los péptidos, que esta condicionada por su baja permeabilidad a través de
las membranas bioldgicas debido a su estructura hidrofilica y tamafio molecular, tiene lugar a
través de diferentes sistemas de transporte en los que repercuten las diferencias metabdlicas y
variaciones anatémicas, fisioldgicas y bioquimicas que se presentan en las diferentes partes del
tracto gastrointestinal. El paso de dipéptidos y tripéptidos a través de la membrana apical de las
células del epitelio intestinal por medio PEPT-1 constituye la principal forma de captacion de
aminoacidos. PEPT-1 tiene capacidad para absorber, de forma activa, los alrededor de 400
dipéptidos y 8000 tripéptidos distintos de la dieta. La absorcion de los dipéptidos y tripéptidos
se realiza junto con la de H*, de modo que PEPT-1 emplea un gradiente electroquimico de H*
como fuerza de transporte. El intercambiador Na*/H* mantiene el gradiente electroquimico de
H* y la Na*/K+-ATPasa proporciona la energia (Fig. 3). Diferentes sistemas transportadores de
aminoacidos y péptidos facilitan a continuacién la salida de estos compuestos desde el

enterocito hasta el torrente circundante.’-8
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Figura 2. Transporte de péptidos a través de la membrana. A) Transporte de péptidos mediante el
transportador PEPT-1, B) Transporte pasivo sin consumo de energia, C) Transporte a través de los
espacios intercelulares. Adaptada de Gilbert, 2008.

El gen que codifica PEPT-1, ubicado en el cromosoma 13q 33-q34, se denomina SLC15A1 y
pertenece a la familia SLC15 de transportadores de membrana. La proteina PEPT-1 estd formada
por 708 aminoacidos y reconoce a los péptidos en funciéon de su carga eléctrica. Aunque tiene
una baja afinidad por los péptidos, su capacidad de transporte es elevada®. PEPT-1 se expresa en
las células epiteliales intestinales y renales. El nivel de expresion de PEPT-1 en el epitelio
intestinal aumenta con la cantidad de proteina en la dieta y se ha descrito que diversas
hormonas, como la insulina y la leptina, inducen su expresién. La expresion de PEPT-1 también
se ha detectado a niveles reducidos en el colon y el epitelio ductal biliar. Diferentes estudios,
tanto en roedores como en humanos, han mostrado que en el caso del colon la expresion de
PEPT-1 se reduce al colon distall%, Ademas se ha descrito que en condiciones patoldgicas de
inflamacién de la mucosa colénica, como sucede en la enfermedad de Crohn y el cancer

colorrectal, la expresién de PEPT-1 esta incrementada.ll
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Figura 3. Transporte de aminoacidos a través del epitelio intestinal. Adaptada de Adibi, 2003.

Junto con el sistema de transporte activo mediado por PEPT-1, los péptidos también pueden
absorberse mediante difusiéon pasiva, bien a través de las uniones intercelulares (via
paracelular), bien por endocitosis mediada por péptidos penetradores capaces de transportar
otras sustancias. Esto implica el movimiento de péptidos de bajo peso molecular a favor de un
gradiente de concentraciéon sin consumo de energia ni sistema de transporte o portador

especifico(Fig. 2).12

Por ultimo, cabe resaltar que se ha observado que los procesos de digestion y de transporte
de azucares y péptidos pueden ser modulados mediante la dieta incluso en aquellas condiciones
patoldgicas de inflamacion en las que estos procesos estdn modificados!2. La ingesta de galacto-
oligosacaridos, por ejemplo, esta relacionada con un incremento en la actividad sacarasa en
ratones BALB/c y en cultivos de células de adenocarcinoma de colon Caco.213, mientras que el
tratamiento de cultivos de células Caco.2 con quercetina 50 uM durante 72 horas incrementa la

actividad fosfatasa alcalina y la actividad dipeptidilpeptidasa en estas células. 14
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1.3 PATOLOGIAS ASOCIADAS AL INTESTINO GRUESO

Entre las enfermedades asociadas al intestino grueso que afectan a la regién de colon y recto

destacan:1°

e La colitis isquémica, que es una enfermedad producida por una disminucién de la
circulacién sanguinea en el colon. Puede producirse por dificultades en la circulaciéon
sanguinea en todo el cuerpo o por disminucién sélo en los vasos del colon. Aparece
generalmente en personas de edad avanzada, es mas frecuente en mujeres y suele ir

asociada con otros factores de riesgo cardiovascular.

e La colitis ulcerosa una enfermedad inflamatoria cronica del intestino de causa
desconocida que afecta generalmente al recto y al colon. Es frecuente en personas

jovenes aunque puede aparecer también en cualquier otra edad.1®

e La enfermedad de Crohn, que se desarrolla en la zona del ano y del recto a partir de
lesiones tales como repliegues cutaneos, fisuras, fistulas y abscesos. La frecuencia con la
que aparecen estas lesiones, que varia entre el 15-45%, es mayor cuando afecta al colon
en vez de al intestino delgado. Estas lesiones suelen ir acompafiadas de sintomas

intestinales.16

e Los diverticulos, que son herniaciones de la mucosa de la pared del colon que salen a
través de su capa muscular dando lugar a pequefias dilataciones en la pared del intestino
grueso. E1 95% de los diverticulos se detectan en el sigma, porcién del colon anterior al

recto.

e Los polipos de colon, que son prominencias de tejido que sobresalen hacia la luz del
colon. Se consideran el tamafo y el nimero de pdlipos; cuando éste es superior a 100 se

habla de poliposis.1®

e El cancer colorrectal, que es el tumor maligno formado por células de la mucosa del
intestino grueso y de sus glandulas. La mayoria de los canceres colorrectales aparecen
sobre un polipo existente en la mucosa del colon que por circunstancias diversas

evoluciona a tumor maligno.
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2. CANCER COLORRECTAL

Las células del cuerpo se dividen de forma regular con el objetivo de reemplazar a las ya
envejecidas o muertas y mantener asi la integridad y el correcto funcionamiento del organismo.
El proceso de divisién esta estrictamente regulado. Cuando los mecanismos de control de la
division estan alterados en una célula, ésta y sus descendientes inician una division
incontrolada, que con el tiempo dara lugar a un tumor o nédulo. Cuando las células que forman
el tumor no poseen la capacidad de invadir y destruir otros 6rganos el tumor se considera
benigno. Pero cuando las células ademas de crecer sin control sufren nuevas alteraciones y
adquieren la capacidad de invadir tejidos y 6rganos adyacentes, y por tanto de trasladarse y

proliferar en otras partes del organismo, el tumor es un tumor maligno o cancer.1”

El cancer es una de las principales causas de mortalidad y su nimero de casos esta
aumentando en todo el mundo. Se prevé que a nivel mundial, la mortalidad por cancer
aumentara un 45% entre 2007 y 2030 debido en parte al crecimiento demografico y en parte al
envejecimiento de la poblacién. En la mayor parte de los paises desarrollados el cancer es la
segunda causa principal de mortalidad después de las enfermedades cardiovasculares, y segin
datos epidemioldgicos se empieza a ver esta tendencia en el mundo menos desarrollado como
América del Sur y Asia.18 Algunos tipos de cancer, como los de préstata, mama y colon, son mas
frecuentes en los paises desarrollados. Otros tipos de cancer, como los de higado, estdmago y

cuello uterino, son mas frecuentes en los paises en desarrollo.18

La aparicion de cancer se ha asociado a varios factores de riesgo relacionados con el estilo de
vida,1? como el consumo de tabaco, las dietas ricas en grasas, el consumo excesivo de alcohol, el
exceso de peso, la inactividad fisica, la exposicién a carcindgenos o la exposicién a radiaciones
ultravioletas o ionizantes. Una alimentacién saludable, acompafiada de ejercicio fisico puede
prevenir hasta un tercio de los casos de cancer:20 la actividad fisica, un peso adecuado y una
ingesta diaria de frutas y verduras frescas reducen, por ejemplo, el riesgo de desarrollar cancer
de mama, de colon, de cavidad bucal, de pulmén y de cuello uterino, mientras que en las
sociedades en las que se consumen mas alimentos salados o conservados en vinagre la
incidencia de cancer gastrico es mas elevada. El envejecimiento y algunas infecciones, como la
del virus de la hepatitis B o 1a del virus del papiloma humano, son otros factores importantes en

la aparicion del cancer. La incidencia de esta enfermedad aumenta muchisimo con la edad, muy

11
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probablemente porque se van acumulando factores de riesgo de determinados tipos de cancer al

tiempo que los mecanismos de reparacion celular pierden eficacia con la edad.

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL CANCER COLORECTAL

Se denomina cancer colorrectal al que se origina en el colon o el recto. La pared del colon y
del recto estd compuesta por varias capas (mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa).
El cancer colorrectal se origina en la mas interna y puede crecer a través de algunas o de todas
las demas capas. En la mayoria de los casos su desarrollo se produce lentamente, durante varios
afios. Habitualmente, antes de que se origine se forma un crecimiento de tejido (tumor o pélipo
no canceroso) en el revestimiento del colon o del recto. Estos polipos inicialmente son benignos
y tan sélo un 5-10% se malignizan.2! La probabilidad de transformarse en cancer depende de la
clase de poélipo. Asi, mientras que los polipos inflamatorios y los pdlipos hiperplasicos por lo
general no son precancerosos, los polipos adenomatosos son afecciones precancerosas. Como
resultado, mas del 95% de los canceres colorrectales son adenocarcinomas que se desarrollan
en las glandulas de la mucosa. El resto comprende otros tipos de tumores menos comunes que
también pueden comenzar en el colon o el recto e incluye tumores carcinoides, tumores del

estroma gastrointestinal, linfomas y sarcomas.

El cancer colorrectal supone, aproximadamente, el 10-15% de todos los canceres existentes.
En los paises occidentales ocupa, con un millén de casos nuevos cada afio, el segundo lugar en
incidencia tras el cancer de pulmén en el hombre y él de mama en la mujer. Su edad media de
aparicion es de unos 69 aiios y, aunque también puede aparecer en personas mas jovenes, la
mayoria de los pacientes tienen mas de 50 afios en el momento del diagndstico. Afecta a
hombres y mujeres casi por igual,2l del 5% al 10 % de los casos son hereditarios y el resto son

esporadicos.

2.2 GENETICA MOLECULAR DEL CANCER COLORECTAL

Los dos sindromes hereditarios mas comunes asociados con los canceres colorrectales son la
poliposis familiar adenomatosa (familial adenomatous polyposis, FAP) y el cancer colorrectal
hereditario no asociado con poliposis (hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC).
Aproximadamente un 1% de los canceres colorrectales se deben a la FAP. Las personas con FAP

presentan desde la adolescencia cientos o miles de pélipos en el colon y el recto y, por lo general,
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el cancer surge en uno o mas de estos polipos entre los 20 y los 40 afios. Los estudios
moleculares han relacionado la FAP con alteraciones con pérdida de funcion en el gen APC.2223
La presencia de tumores de tejidos blandos, tumores 6seos y ampulomas asociados a los pélipos
del colon caracterizan a una subclase de la FAP conocida como sindrome de Gardner, mientras
que la aparicién de tumores malignos del sistema nervioso central acompafiando a los pdlipos

define el sindrome de Turcot.

El HNPCC, también conocido como sindrome de Lynch, representa alrededor del 3% al 5%
de todos los canceres colorrectales. El HNPCC es causado por mutaciones en diversos genes
implicados en la reparacién del DNA como MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 o0 PMS2. Como la FAP, este
sindrome también se presenta cuando las personas son relativamente jévenes y aunque las
personas con HNPCC tienen pocos pdlipos el riesgo de que contraigan cancer colorrectal en el
transcurso de su vida es elevado. Ademas, las mujeres con esta afeccion también tienen un
riesgo muy alto de padecer cancer de endometrio. Otros canceres asociados con el HNPCC son

los de ovario, estémago, intestino delgado, pancreas, rifién, encéfalo, uréter y vias biliares.

El cancer colorrectal esporadico representa la mayor proporcién de casos y en su desarrollo
no existe implicacion genética hereditaria. Segin el modelo propuesto por Fearon y Vogelstein
en 1990,24 el cancer colorrectal esporadico se produce como consecuencia de una mutaciéon
somatica en células de la cripta intestinal. En la mayoria de las lesiones que podemos encontrar
en el colon se observan mutaciones de genes supresores de tumores, siendo el gen APC él que
aparece mutado con mayor frecuencia.22L.a mutacién somatica se localiza en el extremo 5 del
ex6n 15 del gen, una regiéon implicada en la interacciéon con la B-catenina, una proteina de

adhesion critica para el establecimiento y mantenimiento de capas epiteliales.

La interaccién con la B-catenina y la glucégeno sintetasa quinasa GSK-3 3 es una de las
interacciones mas estudiadas del gen APC. Estas proteinas son componentes de la via de
sefializacion Wnt. La via de senalizacién Wnt juega un papel importante en la renovacién y
desarrollo del epitelio colénico y su desregulacién es uno de los principales factores implicados
en la carcinogénesis del colon:2526 en el 90% de los tumores colorrectales se observan
alteraciones en la regulacion de la via Wnt27 y en el 85% de los casos de cancer colorrectal
esporadico, asi como en los casos de FAP, se observan alteraciones en el gen APC.22
Normalmente APC forma un complejo junto con la GSK-3 8 y la B-catenina en el citoplasma de las
células. En estas condiciones se produce una fosforilaciéon de la (-catenina que da lugar a su

degradacion por ubiquitinacién. Las mutaciones del gen APC impiden su unién con la -catenina
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y permiten que ésta quede libre en el citoplasma y se transloque al nicleo. En el ntcleo la $-
catenina enlaza con factores de transcripcion de las familias Tcf y Lef. El factor de células T 4
(Tcf-4), uno de los miembros de la familia Tcf, se expresa en el epitelio colénico y activa la
transcripcion de genes relacionados con la proliferacién celular, como los de c-Myc, c-Jun, Fra- 1
o la ciclina D1, sélo cuando esta unido a la 3-catenina. Por eso se acepta que las mutaciones en
APC promueven la carcinogénesis colorrectal al impedir la degradacion de la B-catenina.28 En los
casos en los que no esta afectado el gen APC, los genes que se ven afectados en mayor medida
son él de la B-catenina (CTNNB1) y él de la axina (AXIN).2° Las principales mutaciones

encontradas en CTNNB1 se localizan en los residuos susceptibles de fosforilacion por GSK-3 f.

Otros genes implicados en la carcinogénesis del cancer colorrectal y que estan relacionados
con el paso de polipo a adenoma, son K-RAS y TP53. El paso de pdlipo a adenoma se produce
como consecuencia del incremento en la proliferaciéon celular derivado de la activacién de
oncogenes, como K-RAS, unido a la inhibicién de genes supresores de tumores, como TP53. De
hecho, en el proceso de carcinogénesis la mutaciéon de APC suele ir seguida de inactivacién de
p53 mientras que en condiciones normales el aumento de -catenina se correlaciona con un
incremento en la expresion de p53, al parecer por inhibiciéon de su degradacion proteolitica, que

actiia como mecanismo compensador y preventivo de la formacién de tumores.3?

2.3 ESTADIFICACION

La estadificacion del cancer colorrectal emplea el sistema TNM, en él que la letra T describe
cuanto ha crecido el tumor primario hacia la pared del intestino y areas adyacentes, la letra N
describe la extension de la propagacién a los ganglios adyacentes y la letra M indica si se ha
producido metastasis. Estas letras se acompafian ademas de un nimero comprendido entre el 0
y el 4, que indica la gravedad en orden ascendente, o de la letra x, que indica que el estado del
tumor no puede ser evaluado por falta de informacién. Una vez que se han determinado las
categorias T, N y M esta informacién se combina en un proceso de agrupamiento por etapas que

distingue los siguientes estadios(Fig. 5):31
o Estadio 0 (Tis, NO, M0): El tumor se encuentra en su etapa mas temprana y se localiza

sélo en la capa interna (mucosa) del colon o del recto. En esta etapa el cancer colorrectal

también se conoce como carcinoma in situ.
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e Estadio I (T1-T2, NO, MO0): El tumor ha crecido a través de la pared interior del colon o
recto hasta las capas submucosa (T1) o muscular (T2), pero no se ha propagado a

ganglios linfaticos adyacentes ni a areas distantes.

e Estadio Il (T3-T4a-T4b, NO, M0): El tumor ha crecido a través de la pared del colon o
recto. Es posible que haya invadido tejido cercano, pero no se ha diseminado a los
ganglios linfaticos. En funcién del grado de penetracién se distinguen los subtipos 1A
(T3), IIB (T4a) y IIC (T4b).

e Estadio Ill (T1-T2- T3-T4a, N1-N2a-N2b, MO0): El tumor ha crecido a través de la pared
interior del colon o recto hasta las capas submucosa (T1), muscular (T2) o externas del
colon o del recto (T3), o a través del peritoneo visceral (T4a). Ademas se ha propagado a
ganglios linfaticos cercanos (N1 entre 1 y 3 ganglios, N2a entre 4 y 6 gangliosy N2ba 7 o
mas ganglios) pero no a partes distantes. En funcién del grado de penetraciéon se

distinguen los subtipos IIIA, IIIB y IIIC.

e Estadio IV: si se ha diseminado a uno (subtipo IVA) o mas (subtipo IVB) 6rganos

distantes.

e Cancer recurrente: si tras el tratamiento el tumor se reproduce en el colon, en el recto o

en otras partes del cuerpo.

_, Distribucidn al resto de érganos

(metastasis)

Figura 5. Diferentes grados de desarrollo de pdlipos en la mucosa del colon. Adaptada de National
Cancer Institute at the National Institute of Health. Winslow, 2005
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2.4 FACTORES DE RIESGO

Entre los factores de riesgo que inciden en el desarrollo del cancer colorrectal se pueden

considerar:32

La edad, ya que mas del 90% de los canceres colorrectales se diagnostican después de los

50 afios.

e Los antecedentes familiares y personales de poliposis o de cancer de colon.

e Los antecedentes de enfermedad inflamatoria intestinal, como enfermedad de Crohn o

colitis ulcerosa.

e La actividad fisica, ya que llevar una vida sedentaria aumenta el riesgo de padecer cancer

de colon.

e El consumo de tabaco o alcohol, que facilitan el desarrollo de pdlipos en la mucosa del

colon.

e La alimentacidn, ya que el cancer de colon suele ir asociado a dietas ricas en grasas
animales y pobres en fibra y existen evidencias que indican que una dieta equilibrada,
rica en vegetales y fibra disminuye el riesgo de padecer cancer colorrectal.3334 Estudios
recientes muestran que algunos de los compuestos que adquirimos a través de la dieta,
como los flavonoides, los oligosacaridos o la fibra intervienen en procesos como la
proliferacion celular, la apoptosis y la sintesis de proteinas relacionadas con la
carcinogénesis por lo que contribuyen a la prevencién del cdncer y a un mejor

prondstico.35

3. FLAVONOIDES

Los flavonoides forman parte del grupo de los polifenoles. Son pigmentos naturales
presentes en los vegetales que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes
como la polucién ambiental, los rayos ultravioleta o las sustancias quimicas presentes en los

alimentos.
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Los flavonoides fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, que en 1930 aislé de
la cascara del limén una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los
flavonoides se denominaron en un principio vitamina P, por su caracteristica de permeabilidad,
y también vitamina C; porque se observd que algunos flavonoides poseian propiedades
similares a la vitamina C. Dichas clasificaciones de los flavonoides no pudieron ser confirmadas y

ambas denominaciones se abandonaron en 1950.36

3.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que poseen una estructura comun
de difenil-pirano (C6-C3-C6), formada por dos anillos de fenilo (anillos A y B) unidos a través de
un anillo de pirano (anillo C) (figura 8). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran

del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6".37

Los flavonoides retinen tres caracteristicas estructurales importantes para su funcién:38
e Lapresencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi.
e Lapresencia de un doble enlace en posiciéon 2,3

e Lapresencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3y 5

De entre los principales flavonoides, la catequina presenta sdélo la caracteristica de poseer un
doble enlace en posicién 2,3 y la diosmetina posee solamente la estructura catecol u O-dihidroxi

en el anillo B. La quercetina sin embargo posee las tres.

3.2 TIPOS DE FLAVONOIDES

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, flores y semillas. También se pueden
obtener a partir del vino, cerveza, té verde y té negro y aparecen en algunas plantas como
arandanos, ginkgo biloba o cardo mariano.3? En estos casos, se suelen situar principalmente en
las hojas y en el exterior de las plantas apareciendo en pequefias cantidades solamente en las
partes de la planta por encima de la superficie del suelo. Una excepcién a esta norma son los
tubérculos de cebolla que contienen gran cantidad de quercetina 4’-D-glucésido.#? Debido a su
abundancia los flavonoides son facilmente adquiribles a través de la dieta, bien de forma

habitual bien por medio de suplementos nutricionales.
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El grupo de los flavonoides es muy amplio y diverso y en él se pueden identificar mas de

5.000 compuestos diferentes. Los mas destacados o estudiados son(Fig. 6):41
o (Citroflavonoides como la quercetina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno. La
quercetina es de color amarillo-verdoso y esta presente en cebollas, manzanas,
brécoles, cerveza y uvas. La hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y
limones. La naranjina es la responsable del sabor amargo de frutas como la naranja, el

limén y la toronja. El limoneno esta presente en los limones.

e Isoflavonoides como la genisteina y la daidzeina, Se encuentran en alimentos que

contienen soja.

e Proantocianidinas, que se encuentran presentes en las semillas de uva y en extractos de

corteza del pino marino.

e Antocianidinas, que son responsables de los colores rojo y rojo-azulado de las cerezas.

e Acido elagico, que se encuentra en frutas como la uva y en verduras.

e (Catequinas, como la epigallocatequina, que se encuentran en el té verde y té negro.

o Kaemferol, presente en puerros, rabanos, remolacha roja y endibias.

18



Introduccioén

T \..f'\i-‘ﬂ- 2

F]amano]es

“M.EJ‘ ™ g

pLot eretina
u;___,-:]_o.
o,
Re R I_ e _":!‘-”l"'
Flavonoides Regaliz Licoriciding § 4
H I||
Brocoli Soja n
e “jw “::f i
.-\'.’ I;J.- o ey
, ,m— Frutosrojos| ¥, Geniztina
N Pl
1 o oo, ,-.
‘ﬁ 'ﬁm CpiEt I]emstema T*—‘“"uu
e Daldzma

!mmnp_fero g‘- vj/q/ : J.-"-\,.—m
o k]
/Ei LKCY £ ol 53|

B I :{ I;I\,va Daidzeina -0

o
o ;ﬁ W G i G]ICItI'I'LE
ETCCInG Miricetina 1 i #
O o

Flavonoles e Isoflavonas
Gliciteina

Figura 6. Tipos y obtencidn de flavonoides. Adaptada de Weng, 2012.
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3.3 EFECTOS BIOLOGICOS

Los efectos bioldgicos de los flavonoides se evaluan a partir de su biodisponibilidad,
dependiente de su estructura quimica y sus mecanismos de absorcidn, distribucién y
eliminacién. La quercetina y la catequina constituyen un buen ejemplo de la diferencia de
biodisponibilidad que podemos encontrar entre dos flavonoides: la quercetina experimenta una
mayor metilacion en plasma que la catequina, y ademas los metabolitos de la catequina son
glucuronidados mientras que los metabolitos de la quercetina son también sulfatados. Estos
aspectos afectan a la solubilidad de los metabolitos en los fluidos organicos y son en parte

responsables de la via de eliminacién de ambos flavonoides.*2

El interés de los flavonoides ha ido creciendo con el paso de los afios debido a sus multiples y
variadas propiedades. En un principio, se describi6 su poder como agentes antioxidantes,
capaces de eliminar radicales libres e incluso capaces de evitar su formacién mediante la
quelacién de metales de transicion. Posteriormente, se descubrieron sus efectos como agentes
pro-oxidantes, capaces de provocar dafo oxidativo, y en la actualidad se acepta que la actividad
pro-oxidante podria ser de gran ayuda en casos como los de las células cancerosas, en las que
podrian inducir apoptosis. También se sabe que los flavonoides no sélo actian como pro-
oxidantes, antioxidantes o quelantes de metales de transicidn, sino que también son capaces de
actuar como moduladores de diversas rutas de senalizacién celular, actividndolas o inhibiéndolas
43, Cierto tipo de flavonoles como la quercetina, la miricetina, y el kaempferol, tienen efectos
antimutagénicos. Este efecto parece estar asociado con la presencia de un doble enlace en
posicion 2-3 y de un grupo 3-OH en la molécula del flavonoide. Por el contrario, la actividad
cancerigena de estos compuestos reside en los intermediarios quindnicos, generados durante la
oxidacién de los flavonoides, que interaccionan con las moléculas de DNA. Estas quinonas, por su
caracter electrofilo, son muy reactivas y pueden participar en la producciéon de radicales

superoxidos y peroxidos, lo que explicaria sus propiedades mutagénicas y cancerigenas.*3
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3.4 QUERCETINA

La quercetina (Fig. 7) es uno de los flavonoides mas frecuentes en nuestra dieta. Presente en
alimentos como la cebolla, el té, la manzana, el brocoli o el vino tinto es uno de los flavonoides
mas estudiado.** La quercetina posee acciones bioldgicas como antioxidante, antiinflamatorio,
antiarterioesclerdtico y antimutagénico. También se ha descrito que modula la actividad de
enzimas intestinales y transportadores de azdcares y aminodcidos en lineas celulares de
adenocarcinoma de colon, en las que incrementa la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina y
la dipeptidilpeptidasa IV.14 Durante los tdltimos afios se han comenzado a analizar sus acciones
frente a diferentes tipos de cancer con resultados prometedores que demuestran su poder

antiinvasivo.4>

Figura 7. Estructura de la quercetina

En ratones se ha observado que la quercetina es capaz de disminuir la aparicién de tumores
hepaticos en estadios iniciales de desarrollo. Este efecto esta asociado a aumentos tanto en los
niveles de glutation (GSH) como en la actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa, la
superoxido dismutasa o la glutation peroxidada.*® En células HepG2 (células humanas de
hepatocarcinoma) la quercetina también induce la expresion de la glutation peroxidasa y eleva
los niveles intracelulares de glutatién.#748 Ya que estos cambios, también inducidos por otros
polifenoles como la rutina, previenen el estrés oxidativo de las células, la actividad

anticancerigena de la quercetina a menudo se relaciona con su efecto antioxidante.*?
La quercetina, como otros polifenoles de la dieta, puede actuar también, en funcién del tipo

celular, de la dosis o del tiempo de exposicién, como pro-oxidante, ya que estimula la produccién

de especies reactivas de oxigeno (ROS). Como consecuencia tiene capacidad para inducir
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apoptosis y dar lugar a la prevencion o disminucién del desarrollo tumoral en diferentes tipos de
cancer. En células MDA-MB-468 de cancer de mama®? y H661 de adenocarinoma pulmonar, por
ejemplo, la quercetina induce apoptosis mediante un incremento de los niveles intracelulares de
ROS que conduce a la formacién de H,0,.51 También se ha descrito que la quercetina tiene
capacidad para inducir apoptosis, de forma dependiente de la dosis, en diversas lineas celulares
cancerigenas en las que se detectan alteraciones en la fragmentacion del DNA,5253 activacion de
proteinas proapoptdticas como Bax,>*53 disminucién de proteinas antiapoptdticas como Bcl-xL y

Bcl-253, activacion de las caspasas-3, 7,y 9 y liberacién del citocromo ¢.5556

En relacién al efecto de la quercetina sobre los procesos de proliferacion, supervivencia y
muerte celular, se ha descrito que este efecto esta estrechamente relacionado con la
concentraciéon utilizada en el tratamiento: concentraciones bajas de quercetina dan lugar a
mecanismos de supervivencia mediante la activacién de MAPKs (Proteinas quinasas activadas
por mitégenos)>? y el incremento en los niveles de fosforilacion de p-AKT.>8 Sin embargo,
concentraciones altas de quercetina, ejercen un efecto pro-apoptético mediante la activacién de
caspasas y la disminucién en los niveles de fosforilaciéon de AKT y ERKs ( Quinasas reguladas por
sefiales extracelulares).5>59 Estas modificaciones en la proliferacion celular suelen aparecer
asociadas a cambios en el ciclo celular. Asi, la quercetina inhibe la proliferacién e induce una
parada del ciclo celular en fase Go/G1, S y Gz/M en células de adenocarcinoma de colon HT-2960 y
en células de leucemia (MOLT-4)%! y reduce la inflamacioén de la mucosa del colon a través de la
inhibicién de COX.2 en ratones inducidos con azoximetano.®? También se ha descrito que la
quercetina reduce la proliferacion celular a la mitad en células LoVo de cancer de colon y MCF-7
de cancer de mama, en las que induce una parada del ciclo celular en G2 /M tras 24 horas de
tratamiento.®3 En la actualidad son diversos los grupos que estan analizando si la administracion
conjunta de varios polifenoles puede tener un efecto mayor sobre la proliferaciéon celular que su
administracion por separado. En este sentido se ha observado que la quercetina actiia de modo
sinérgico con el resveratrol en la induccién de apoptosis en células sanguineas de pacientes con
leucemia®! y sobre la proliferacion celular y activaciéon de caspasa 3 en células de cancer de
colon.®* Como consecuencia de todas estas acciones, se ha sugerido que existe una relacion
directa entre una dieta rica en quercetina y el riesgo de padecer cancer de colon, cancer de

estdmago,®566 enfermedades neurodegenerativas®’ y enfermedades cardiovasculares.®8
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4. PROBIOTICOS

El aparato digestivo del hombre esta colonizado por diversas especies bacterianas, donde
existen mas de 400 especies diferentes.®® Mas de la mitad del peso de la materia que esta en el
colon corresponde a células bacterianas. El estdémago contiene una pequefia cantidad de
bacterias, aproximadamente 103 ufc/mL de jugo gastrico, mientras que la concentracidon
bacteriana aumenta a lo largo del intestino hasta llegar a una concentracion final de 1012
bacterias/g en el colon. Las bacterias que forman la denominada microflora intestinal no suelen
tener efectos nocivos y se ha demostrado que algunas de estas cepas existentes en la microbiota

son necesarias para mantener el buen funcionamiento de su huésped.”?

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas tienen un efecto beneficioso en la salud del hospedador”. Estos
microorganismos deben estar correctamente identificados, carecer de factores de virulencia y de
la capacidad de producir metabolitos indeseables, deben ser tolerantes a las condiciones del
entorno donde ejercen el beneficio y su funcionalidad probiética debe haberse verificado en
ensayos con humanos. Entre las caracteristicas mas importantes que deben cumplir se
encuentra su viabilidad en el tracto digestivo, ya que cuando son ingeridos deben sobrevivir al
paso por el mismo y mantener su capacidad para interaccionar con el epitelio o la microbiota
intestinal.”! Para poder evaluar su eficacia en la salud humana se requiere su identificacién a
nivel de cepa, ya que los efectos saludables demostrados para una cepa microbiana especifica no
son extrapolables a otras cepas de la misma especie.”2 En la mayoria de los casos los probiéticos
son bacterias grampositivas que se clasifican fundamentalmente en dos géneros: Lactobacillus y

Bifidobacterium.”374 La tabla 2 recoge algunas de las especies identificadas.
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Tabla 2. Diferentes cepas probidticas. Adaptada de Holzapfel, 2001

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus Saccharomyces Others

sps. Sps. Sps. Sps.

L. acidophilus B. bifidum S. thermophilus S. boulardii Bacillus cereus

L. casei (rhamnosus) B. breve S. salivarius subsp. Escherichia coli

thermophilus

L. fermentum B. lactis Enterococcus

L. gasseri B. longum Propionibacterium
fretudenreichii

L. johnsonii B. infantis

L. lactis B. adolescentis

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. salivarius

L. bulgaricus

4.1 MECANISMOS DE ACCION

La integridad del epitelio intestinal juega un papel muy importante en los mecanismos de
defensa ya que protege al organismo de las agresiones. Una lesiéon o pérdida de la barrera
intestinal puede desencadenar el desarrollo de diferentes tipos de enfermedades inflamatorias
intestinales y de algunas enfermedades autoinmunes. Algunas cepas de probidticos son capaces
de contribuir al mantenimiento correcto de la barrera intestinal, asi como de prevenir y reparar
los dafios ocasionados en la mucosa intestinal. Como resultado los probidticos ejercen acciones
sobre la inmunidad innata y adquirida y protegen al hospedador frente a infecciones, procesos

de inflamacidn intestinal crénica’® y otro tipo de enfermedades como el cancer.”3

Los probidticos ejercen sus acciones a distintos niveles: interaccionan con la microbiota
intestinal ya existente, mejoran la funcién de integridad de la barrera intestinal y modulan la
respuesta inmune (Fig. 8).7¢ Las cepas probidticas modulan la microbiota intestinal inhibiendo
la colonizacién del tracto gastrointestinal por patégenos y favoreciendo la presencia de grupos
microbianos, como Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, considerados como
beneficiosos dentro de la microbiota intestinal.’” En la modulacién interviene la produccién por
parte de los probidticos de sustancias antimicrobianas, bacteriocinas y dcidos grasos de cadena

corta. Al mismo tiempo, las células epiteliales y las del sistema inmune innato poseen receptores

24

uph:



Introduccioén

celulares capaces de diferenciar entre la microbiota comensal y la patégena y de inducir la

sintesis de diferentes mediadores como citoquinas y moléculas de adhesion.”8

Produccion de * e
sustancias : 5

antimicrobianas E= PROBIGTICO

Competicion por

iy Produccion
puntos de unién 1 nutrientes
al epitelio ACIDOS GRASOS DE
CADEHA CORTA

In¢cremento funcion
barrera

e - -
el

B

Figura 8. Mecanismos de accion de los probidticos. Produccion de sustancias antimicrobianas, funcién
de barrera intestinal, activacion del sistema inmune, competiciéon por sitios de unién y produccion de
nuevos nutrientes o moléculas bioactivas.

4.1.1 Accion de los probidticos en procesos infecciosos

Alguna cepas probidticas como S. boulardii, L. casei y L. rhamnosus han demostrado poseer
un papel importante en el tratamiento de la diarrea infecciosa infantil, sobre todo en
gastroenteritis virales y en diarreas asociadas al tratamiento con antibi6ticos 798%. También se ha
observado que la combinaciéon de cepas de B. infantis, L. acidophilus y B. bifidum reduce el riesgo

de incidencia de enterocolitis necrotizante en neonatos prematuros y reduce su mortalidad.8!
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4.1.2 Acciones de los probioticos en procesos metabdlicos

Los probiéticos pueden intervenir en diferentes procesos metabdlicos que tienen lugar en el
organismo, bien mediante su accién a nivel enzimatico, bien actuando sobre la propia actividad
metabolica del individuo. En el metabolismo de carbohidratos, por ejemplo, tienen un papel
destacado ya que los acidos grasos de cadena corta producto de su degradacién, como el
propionico o el butirico, poseen capacidad antiinflamatoria, estimulan la proliferacion y
diferenciacion celular del epitelio y median en la resistencia a la insulina y la diabetes.82 Ademas
se ha demostrado que los sintomas de intolerancia a la lactosa se manifiestan en menor medida
cuando se consume yogur que cuando se consume leche. Este efecto se ha atribuido a las cepas
probidticas S. thermophilus y L. delbrueckii que suelen estar presentes en el cultivo del yogur y
favorecen la digestién de la lactosa al liberar la actividad [3-galactosidasa en el intestino
delgado.83 Por otro lado, la fermentaciéon de las proteinas por parte de la microbiota del
intestino puede dar lugar a metabolitos téxicos, entre los que se incluyen amoniaco, aminas,
fenoles, tioles e indoles, y se ha demostrado que algunas cepas probidticas como L. casei y B.
breve disminuyen significativamente el nivel de p-cresol excretado, un biomarcador empleado
en la insuficiencia renal crénica.84 Por ultimo, en relacion al metabolismo de los lipidos, algunos
estudios con animales han mostrado que el consumo de probidticos disminuye el nivel de

colesterol sérico y la concentracion de la fracciéon LDL colesterol en plasma.8>

4.1.3 Efecto de los probiéticos sobre las enfermedades inflamatorias
intestinales

Los dafios producidos en la funciéon de barrera de la mucosa intestinal dan lugar a
enfermedades como la colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. Estas enfermedades se
caracterizan por presentar periodos de recurrencia y de remision de los sintomas y por su
evolucidn a cronificarse. Se ha descrito que la cepa E. coli Nissle 1917 contribuye a la remision de
los sintomas en la colitis ulcerosa, y también que la combinacién de probiéticos con
fructooligosacaridos y el tratamiento combinado con varios probiéticos resultan eficaces frente
a este tipo de enfermedades.8¢ Sin embargo, aunque en pacientes con enfermedad de Crohn se
han realizado estudios con combinaciones de B. breve, B. longum y L. casei con
inmunomoduladores y corticosteroides, en la actualidad atin no hay evidencias suficientes de

que los probiodticos actien sobre la enfermedad de Crohn ya que ninguna de las cepas
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probidticas clinicamente evaluadas ha demostrado eficiencia en el mantenimiento en el tiempo

de los sintomas.87.88

4.1.4 Papel de los probioticos sobre el cancer colorrectal

Se ha observado que los probiéticos pueden jugar un papel preventivo en el desarrollo de
cancer colorrectal. Entre los diferentes mecanismos propuestos mediante los cuales los
probidticos ejercerian su efecto beneficioso se encuentran la modificacién de las poblaciones de
bacterias presentes en la microbiota intestinal con disminucién de la poblacién de bacterias
patégenas y aumento de la de bacterias beneficiosas, la modulacién de la respuesta inmune a
nivel gastrointestinal y la producciéon de moléculas bioactivas por fermentacidn de nutrientes
adquiridos a través de la dieta, como fibra, prebidticos y polifenoles.8? Es destacable la
produccién de acidos grasos de cadena corta, tales como acetato, propionato y butirato, ya que
se ha sugerido que estos compuestos modifican la expresién de genes relacionados con la
induccion de apoptosis y regulacion del ciclo celular.8? Por este motivo, puesto que en un alto
porcentaje de tumores se observa una desregulacion del ciclo celular como consecuencia de
alteraciones epigenéticas que podrian ser reversibles, la modificacién o modulacién de la
microbiota intestinal mediante el uso de probidticos se ha propuesto como un posible

mecanismo de prevencién del cancer colorrectal.8?

Se ha descrito que algunos probiéticos como B. adolescentis, B. lactis, B.bifidum o B. breve
intervienen en el proceso de adhesion en lineas celulares de adenocarcinoma de colon, como
Caco.2 y HT-29, y en procesos inflamatorios como la colitis ulcerosa.?® También se ha descrito
que L. reuteri secreta factores capaces de inducir apoptosis en células de leucemia mieloide.
Estas cepas inducirian la apoptosis de las células mediante la activacion del factor de
transcripcion NF-kB y la regulacion de la expresion de proteinas antiproliferativas y
antiapoptéticas.® Por ultimo, otros probiéticos como B. longum o L. gasseri afectan al desarrollo
del cancer colorrectal inducido con dimetilhidracina en ratones, en los que estimulan el sistema
inmune dando lugar a un aumento en la proliferaciéon de macré6fagos que se correlaciona con una

disminucion en la proliferaciéon de las células de la mucosa por bloqueo del ciclo celular en fase

S.92

27



up

Introduccioén

4.1.5 Accion combinada de probidticos

En la actualidad se sabe que el efecto de los probidticos es mayor cuando se administran de
forma conjunta con otras cepas probidticas, con prebidticos, como algunos carbohidratos, o con
polifenoles.?3 Por ejemplo, la combinacién de un fructooligosacarido como la inulina con cepas
de L. rhamnosus y B. lactis aumenta el numero de cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus
existentes en la microbiota intestinal y disminuye la poblacién de C. perfringens, dando lugar a
una menor incidencia de patologias del tracto gastrointestinal.?* A su vez, la combinacién de un
extracto de arandanos con B. infantis, o con una mezcla de L. crispatus, L. gasseri y L. plantarum,
produce un aumento en el peso de ratas Wistar y en él de su contenido fecal, que ademas
contiene una menor cantidad de enterobacterias. Como consecuencia de esta observacidn los
cambios en la microbiota intestinal se han asociados con una mejora en los procesos de

fermentacion y absorcién intestinal en modelos de ratas Wistar.?>

También se ha observado que las modificaciones en la microbiota intestinal (colonizacién
por bacterias beneficiosas, disminucién de la inflamacién de la mucosa del colon y produccién de
compuestos anticancerigenos) van acompafiadas en muchas ocasiones de alteraciones en la
actividad de diferentes disacaridasas intestinales, tales como la sacarasa, la lactasa o la
isomaltasa.?¢94 Como ejemplo podemos citar que se ha descrito que la alimentacion de ratas con
dietas suplementadas con un combinado de inulina y cepas probiéticas como L. acidophilus, L.
bulgaricus, B. bifidum, B. longum y S. thermophilus, incrementa la actividad de dichas enzimas

tras el tratamiento.%”

Por ultimo, se ha demostrado que la alimentaciéon con la combinacién de B. lactis y un
extracto de carbohidratos no digeribles reduce el nimero de lesiones preneoplasicas en ratas.
Sin embargo, esta reduccién no se observa cuando se alimentan los animales solamente con el
probiotico, lo que indica una accién sinérgica entre el extracto de carbohidratos no digerible y la

cepa B. lactis.?8
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5. APOPTOSIS

En todos los organismos multicelulares adultos debe existir un equilibrio entre la
proliferacion y muerte de las células, con el objetivo de mantener un tamafio constante. Cuando
este equilibrio se altera se desencadenan situaciones patolégicas como el cancer, en él que la
proliferacion de las células se encuentra aumentada, o las enfermedades degenerativas, en las
que los procesos de muerte celular estdn incrementados. Por lo tanto, la muerte celular
programada es parte de los procesos fisiolégicos que son necesarios para el correcto

funcionamiento del organismo.?° Atendiendo a sus caracteristicas morfologicas se distinguen al

menos 4 tipos de muerte celular: necrosis, apoptosis, autofagia y catastrofe mit6tica.100

Kerr, Wyllie y Curriel91 describieron en 1972 una forma de muerte celular sin inflamacién
asociada a la que denominaron apoptosis, que era diferente del proceso de muerte celular con
inflamacién asociada conocido hasta entonces y que se denominaba necrosis?. Los cambios
estructurales mas destacados en la muerte por apoptosis son (Fig. 9):102

e Las células se vuelven redondeadas y disminuyen de tamafio (picnosis).

e Se produce una retracciéon de los pseuddépodos.

e Lacromatina se condensa y se degradan los nucleos (cariorresis)

e En la superficie de la célula aparecen unas invaginaciones a modo de burbujas
(blebbing) aunque la membrana se mantiene integra hasta el final del proceso y los
organulos no cambian de tamafio.

e Las células se rompen en fragmentos, dando lugar a los cuerpos apoptéticos.

e [n vivo los cuerpos apoptoticos son fagocitados por macréfagos que segregan

citoquinas que inhiben la inflamaciéon.

Con frecuencia los términos apoptosis y muerte celular programada se han empleado
indistintamente. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que apoptosis y muerte celular
programada no son estrictamente sinénimos, ya que la muerte celular programada puede

ocurrir en ausencia de los cambios estructurales tipicos de la apoptosis.100
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Los cambios méas destacados en la muerte por necrosis son (Fig 9):103
e Lacapacidad de la membrana para controlar el paso de los iones y agua esta alterada,
por lo tanto las células ganan tamafio (oncosis) y sus organulos se hinchan.
e Las membranas de las células se rompen y su contenido se vierte al espacio
intercelular.

e Se produce la inflamacion de los tejidos adyacentes a las células.

La muerte celular por autofagia se caracteriza morfolégicamente porque ocurre sin
condensacion de la cromatina pero con secuestro del material citoplasmatico en vacuolas
(autofagosomas) que se fusionan con los lisosomas para formar autolisosomas cuyo contenido
se degrada.1l90 La vacuolizacion del citoplasma es por tanto la caracteristica principal de este

tipo de muerte celular programada.

La catastrofe mitotica es un tipo de muerte celular que se produce como consecuencia de la
segregacion anormal de cromosomas o fragmentos de cromosomas durante la metafase, lo que

provoca alteraciones morfoldgicas como la micronucleacién y multinucleacién de las células.100
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Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular por necrosis y apoptosis. Adaptada de
www.retina.umh.es
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5.1 LAS CASPASAS Y SU FUNCION EN LA APOPTOSIS

Las caspasas son enzimas proteoliticas pertenecientes a la familia de las cistein-proteasas
involucradas en la apoptosis y activacién de citoquinas proinflamatorias. Estas enzimas, que
atacan a sus proteinas diana cortandolas en secuencias especificas que contienen un residuo de
aspartato, son claves en la traduccidn y ejecucién de la sefial apoptética inducida por una
diversidad de estimulos.10% En situaciones normales son sintetizadas como precursores
inactivos, procaspasas, que necesitan ser cortadas para su activacion. Las procaspasas contienen
tres dominios estructurales que se separan por digestion proteolitica: uno N-terminal y otros
dos que dan origen a las subunidades grande (p20) y pequefia (p10) de la caspasa activa.195 De
acuerdo con la estructura del prodominio N-terminal se distinguen dos clases de procaspasas:106
las procaspasas de clase I o iniciadoras, que contienen un prodominio grande, y las de clase Il o
efectoras, con el prodominio pequefio o ausente. Las procaspasas 1, 2, 8, 9 y 10 pertenecen a la
clase 1 y las procaspasas 3, 6 y 7 a la clase II. Los prodominios N-terminales de las caspasas de
clase I contienen motivos de reclutamiento de caspasas (CARD) o efectores de muerte (DED) a
través de los que interaccionan con receptores de muerte, como en el caso de la caspasa 8, o con
proteinas reguladoras, como APAF-1 en el caso de la caspasa 9.107 Como resultado de estas
interacciones se produce la activaciéon de las caspasas iniciadoras, que a su vez activan por
digestion proteolitica las caspasas efectoras.198 Las caspasas efectoras tienen como sustrato a
numerosas proteinas entre las que se encuentran ICAD, un inhibidor de la nucleasa responsable
de la fragmentacion del DNA en la apoptosis, lamininas de la envoltura nuclear, proteinas del
citoesqueleto e inhibidores de apoptosis de la familia Bcl-2, porlo que su activacion conduce a la
condensaciéon de la cromatina, a la fragmentaciéon del DNA cromosémico, a la fragmentacién

nuclear y de organulos citoplasmaticos y a la formacion de cuerpos apoptdticos.109

5.2 ViAS DE INDUCCION DE APOPTOSIS

Existen dos vias principales por las cuales se activa la apoptosis:

Via intrinseca o mitocondrial: Esta via es activada por sefales procedentes del interior de
la célula, como el estrés oxidativo o el dafio en el DNA inducido por radiaciones o agentes
quimicos. Estas sefales del interior de la célula inician un proceso de muerte celular

programada que comienza con la salida del citocromo c de la mitocondria.110 En el citoplasma el
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citocromo c enlaza con Apafl y la caspasa 9 formando el apoptosoma. La formacién de este
complejo activa a la caspasa 9, que a su vez activa a las caspasas 3, 6 y 7 dando lugar a la
apoptosis110 (Fig 12). La familia de proteinas Bcl-2 regula la permeabilidad de la membrana
mitocondrial y, por tanto, la salida del citocromo c. Esta familia estd formada por varios
miembros, algunos antiapoptdticos como Bcl-2 y Bcl-XL y otros proapototicos como Bax, Bcl-Xs
o Bid. Estas proteinas, que promueven o inhiben la liberacién del citocromo c, pueden realizar

sus funciones de forma conjunta o independiente.

Via extrinseca o receptores de muerte: La activacion de la via apoptdtica extrinseca se
lleva a cabo por la unién de un ligando de la familia de los factores de necrosis tumoral (TNF) a
uno de los receptores de muerte en la superficie celular. En la familia TNF podemos encontrar
hasta 19 ligandos diferentes, entre los que podemos destacar el propio TNF-a, Fas-L y TRAIL.
Los receptores de estas moléculas son proteinas transmembrana que tras la unién con su
ligando trimerizan. La trimerizacidon del receptor permite el reclutamiento, a través de su
porcién intracelular, de un complejo proteico que contiene proteinas adaptadoras que contienen
dominios de muerte. Estas proteinas adaptadoras permiten la unién sobre el complejo de las
caspasas -8 y -10. Como resultado estas caspasas se activan y pueden a su vez activar a otras
caspasas efectoras.11! Junto con su capacidad para activar a otras caspasas efectoras, la caspasa-
8 puede también inducir la ruptura de Bid dando lugar a la forma truncada de Bid (t Bid). Esta
forma truncada interactia con otros miembros de la familia Bcl-2 e induce la liberacién del
citocromo c desde la mitocondria, conectando asi la via extrinseca con la intrinseca durante el

proceso de induccién de apoptosis (Fig 10).111

32



Introduccioén

Ruta Extrinseca Ligando L Ruta Intrinseca

'/ Radiacion
J{f' Quimioterapia

Daiio al ADN

£
(Bek
o

A

W7 Citocromolc
APOPTOSOMA A3

} o 8 gq _«*-f'\/f’Apam
Gl 3;

Caspasa-9
APOPTOSIS

—)-, Pro-caspasa-9

(1aps)

Figura 10. Via intrinseca y via extrinseca de la apoptosis. Adaptada deMom, 2006112

6. CICLO CELULAR

El ciclo celular es la secuencia ciclica de procesos que ocurren en la vida de una célula
eucariota que conserva la capacidad de dividirse. Es por tanto el mecanismo a través del cual los
seres vivos se reproducen. En los organismos unicelulares la division celular implica una
verdadera reproduccion, ya que a partir de una célula madre se obtienen dos células hijas que
maduran y se convierten en dos individuos distintos. En los organismos multicelulares se
requieren muchos mas ciclos de divisidn celular para el desarrollo de un individuo. Ademas, en
los organismos pluricelulares la divisién celular también es necesaria para reemplazar las
células perdidas por desgaste, mal funcionamiento o por muerte celular programada. Es
importante sefialar que en las células somaticas, las células generadas son genética, estructural y
funcionalmente idénticas tanto a la célula materna como entre si, a menos que hayan sufrido
mutaciones. Las células nuevas heredan un duplicado exacto de la informacidn genética de la
célula materna. Para que esto suceda es necesario que la célula lleve a cabo una serie de

procesos citoplasmaticos y nucleares.113
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6.1 FASES DEL CICLO

Durante el transcurso del ciclo celular, cuya duracién varia entre los diferentes tipos de
células eucariotas, pueden distinguirse dos grandes periodos: uno de divisidn, también llamado
fase M, y otro de interfase, que es el periodo de tiempo que transcurre entre dos divisiones.
Durante la interfase la célula crece en tamafio y duplica su contenido en DNA y proteinas,
preparandose para la siguiente division. Se subdivide en tres periodos: G1, que es el intervalo de
tiempo que transcurre entre el final de la fase M y el inicio de la sintesis de DNA, S, de sintesis de
DNA, y G2, que es el periodo que transcurre entre el final de la replicacion y el inicio de la
divisién. Durante la divisién tienen lugar la divisién nuclear, o mitosis, en la que se produce la
separacidn de los cromosomas homélogos previamente replicados, y la divisidn del citoplasma, o
citocinesis, en dos células hijas. Tras la citocinesis de la division anterior, una vez en G1, la nueva
célula es pequefia y posee poco ATP como consecuencia del gasto experimentado en la divisién
anterior, por lo que en este periodo las células crecen, sintetizan proteinas y acumulan ATP. Al
final de esta etapa existe un punto de control, conocido como punto de restricciéon (punto R o
Start), en él que las células pueden detener su crecimiento hasta que se encuentran en
condiciones de pasar a la siguiente fase. En este estadio las células pueden salir del ciclo celular y
entrar un estado de quiescencia, denominado GO, en él que pueden pasar toda su vida y del que
sblo ocasionalmente salen para proseguir el ciclo celular. Superado el punto de restriccion
comienza la fase S, en la que se duplica el material genético. Dado que el proceso de sintesis de
DNA consume una gran cantidad de energia, una vez finalizada la replicacion la célula entra
nuevamente en un proceso de crecimiento y adquisicion de ATP, la fase G2, observandose
cambios en la estructura celular que indican el comienzo de la divisién celular. Esta fase, que
finaliza cuando los cromosomas comienzan a condensarse al inicio de la mitosis, contiene otro
punto de control conocido como punto de control G2-M. Puede decirse por tanto que la
formacion de los dos genomas durante el ciclo celular se produce a nivel molecular durante la
fase S de sintesis del DNA y a nivel celular durante la mitosis. Para asegurar el correcto
funcionamiento del ciclo celular, es decir, que cada nueva célula hija reciba un genoma completo,
tanto el inicio y progresion de la fase S como la mitosis deben ser controladas de forma muy

precisa.l14
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6.2 REGULACION DEL CICLO CELULAR

El sistema de control del ciclo celular esta formado por ciclinas y quinasas dependientes de
ciclinas (CDKs). La familia de las CDKs incluye 26 genes (CDK1-CDK10, CDK11A, CDK11B,
CDK12-CDK20 y CDKL1-CDKL5). Todas las CDKs son serin-treonin quinasas cuya activacién se
ha relacionado en algunos casos con el control del ciclo celular, y en otros con él de la
transcripcion, de la diferenciacion o de la apoptosis. Excepto en el caso de las CDKLs que son
independientes de ciclina, su actividad se regula mediante su unién a ciclinas: mientras que la

union con las ciclinas activa a las CDKs115 e inicia una cascada de fosforilaciones que impulsa el

ciclo celular,116.117 en ausencia de ciclina las CDKs son inactivas.

Las ciclinas son proteinas sintetizadas durante la interfase y eliminadas al final de la mitosis
de cada ciclo celular. Actdan como reguladores de la actividad enzimatica de las CDKs y su
concentracion va variando a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular.118.119 Hay descritos
4 grandes tipos de ciclinas que se unen a las CDKs y actian en las diferentes fases del ciclo
celular: ciclinas de tipo D (D1, D2, D3), que actian en la fase G1 del ciclo celular, ciclinas de tipo E
(E1, E2), que actan al final de la fase G1 y en el progreso G1/S, ciclinas de tipo A (A, Az), que
actian en la fase S y principio de la fase G2, y ciclinas de tipo B (B1, B2), que actdan en la fase
G2120, Las ciclinas se unen preferentemente a una o dos CDKs concretas (Fig 14). Las ciclinas de
tipo D se unen a CDK4 y CDK®, las ciclinas de tipo E se unen a CDK2, las ciclinas de tipo A se unen
a CDK2 y CDK1 y las ciclinas de tipo B a se unen CDK1. El aumento o disminuciéon de de los
niveles de ciclinas es por tanto el determinante principal de la actividad de las CDKs durante el

progreso del ciclo celular.
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Figura 14. Regulacion del ciclo celular mediado por quinasas dependientes de ciclinas. Adaptada de
sciencewatch.com. Malumbres 2010.

Ademas de ser regulada mediante su union con ciclinas, la actividad de las CDKs también es
regulada mediante su unidén con otras proteinas: los inhibidores de quinasas dependientes de
ciclinas (CDKIs). Los CDKIs son proteinas inhibidoras de las CDKs implicadas en la parada del
ciclo celular en respuesta a sefiales antiproliferativas, como la ausencia de factores de
crecimiento, las citoquinas o el dafio en el DNA. Hay dos familias de CDKIs: la familia CIP/KIP y

la familia INK4.121

La familia CIP/KIP incluye tres proteinas estructuralmente relacionadas entre si: p21, p27 y
p57. Sus miembros inhiben la actividad quinasa de los complejos CDK2/ciclina E, CDK4/ciclina
D, CDK6/ciclina D, CDK2 /ciclina A y CDK1/ciclina B.122 La proteina p21 bloquea el ciclo celular
en G1/S, uniéndose a los complejos CDK4/ciclina D y CDK2/ciclina E. Esta parada del ciclo
celular permite a la célula reparar el DNA dafiado antes de replicarse. La proteina p21 tiene un
papel esencial en respuesta a diferentes situaciones de estrés celular y se incrementa en estas
situaciones, especialmente tras el dafio en el DNA, ya que su sintesis esta regulada por la
proteina supresora de tumores p53,123 cuya actividad aumenta cuando el DNA esta dafiado.124
Por otro lado la proteina p27 regula sefiales inhibidoras del crecimiento y la proteina p57 tiene
una ruta de expresion tejido-especifica, lo que indica su papel especializado en el control del

ciclo celular.123
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La familia INK4 esta formada por cinco proteinas: p14, p15, p16, p18 y p19. A diferencia de
las proteinas de la familia CIP/KIP, que se unen a complejos CDK/ciclina, la familia INK4 se une
s6lo a CDK en el sitio de unién de las ciclinas e inhiben a CDK4 y CDK6, implicadas en el control

del ciclo celular en la fase G1.125

6.3 VIA AMPK DE PROLIFERACION Y SUPERVIVENCIA CELULAR

La proteina AMPK forma parte de la subfamilia de proteina-quinasas activadas por
AMP/SNF1. Sus efectos mas estudiados son la inhibicién de rutas anabdlicas, la activacion de
rutas catabdlicas, la parada del ciclo celular y la induccién de apoptosis. Debido a estos efectos se

ha propuesto a la AMPK como marcador metabélico.

La AMPK es un complejo heterotrimérico que consta de una subunidad catalitica o y dos
subunidades reguladoras  y y. Existen dos isoformas conocidas de las subunidades a y §,
mientras que de la y se han descrito tres. Debido a las distintas combinaciones de las isoformas
se han descrito 12 complejos distintos que presentan diferencias en su actividad, regulacién y
localizacién celular.126127 1a AMPK se activa en situaciones que incrementan la relacion
AMP/ATP, como la hipoxia, los choques térmicos, el ejercicio y los niveles bajos de glucosa.
Desde un punto de vista molecular la AMPK se activa alostéricamente por unién con AMP. Su
fosforilacion por diferentes quinasas también incrementa su actividad.128 La activacién de la
AMPK regula distintos procesos metabolicos en la célula (Figl2), entre los que se incluyen la
sintesis de proteinas y el metabolismo de la glucosa y de los &cidos grasos. La activacion de la
AMPK en células tumorales suprime el crecimiento tumoral, mientras que su pérdida fomenta la
progresion del tumor. Este fenémeno se debe, al menos en parte, a la regulaciéon de las vias
metabolicas celulares,129 ya que la AMPK inhibe la glucélisis aerdbica y la sintesis de proteinas.
Ademas, tras la incubacion de las células tumorales con AICAR, un activador de la AMPK, se han
detectado alteraciones en SGLT-1 que estan relacionadas con la expresion de la AMPK.130 Por
otro lado, la proliferacion y el ciclo celular estan ampliamente relacionados con el metabolismo
de proteinas. Se ha propuesto que la activaciéon de la AMPK inhibe la sintesis de proteinas,
necesaria para la proliferacién y el progreso del ciclo celular, porque disminuye la actividad de
mTOR131 a través de sus acciones sobre TSC2 y Raptor.132.133 Sus efectos sobre el ciclo también
son debidos a su capacidad para fosforilar a p53 en la Ser15. En condiciones normales p53 es

ubiquitinado y degradado rapidamente, pero cuando se fosforila incrementa su estabilidad. Ello
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conlleva un aumento de los niveles de p21¢P1 con parada del ciclo celular!34135 y /o induccién de

apoptosis mediante la regulacion de distintos genes de la familia Bcl-2.136
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Figura 12. Activacion de la AMPK proteina quinasa en cancer. Adaptada de Wang, 2009
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La alimentacion y la nutricidn, junto con la actividad fisica, se encuentran entre los factores
mas determinantes para el desarrollo de enfermedades como el cancer colorrectal,®? que en un
90% de los casos esta asociado a una dieta alta en grasas y baja en fibra.l” Los alimentos ademas
de aportar nutrientes, contienen una serie de sustancias no nutritivas, conocidas como
fotoquimicos,37 que no son consideradas esenciales para la salud humana, pero que pueden
tener un efecto importante en el desarrollo de enfermedades.!38 Entre los fitoquimicos mas
estudiados se encuentra la quercetina, un flavonoide que disminuye la proliferacién celular en
cultivos de células de cancer de colon HT-29 con bloqueo del ciclo celular e induccién de
apoptosis dependiente de p53, efectos que se producen como consecuencia de la fosforilacién de

la AMPK en su subunidad o.139140

Los probiodticos son bacterias grampositivas que se clasifican fundamentalmente en dos
géneros: Lactobacillus y Bifidobacterium.”3 Entre los retos principales de la investigacion con
probidticos se encuentran la determinacién de los mecanismos responsables de su eficacia, la
definicién de las diferentes cepas probioticas con efectos beneficiosos?¢ y el andlisis de su
posible sinergia con compuestos fotoquimicos.141 Por ello en este trabajo nos proponemos
analizar el efecto de los probioticos B. bifidum42 y L. gasseri,°? y su posible sinergia con él de la
quercetina, sobre la viabilidad celular y la absorcién y transporte de azicares y péptidos en
células humanas de adenocarcinoma de colon. Este objetivo general se desglosa en los siguientes

objetivos especificos:

1. Analizar el efecto de la quercetina, de los probidticos B. bifidum y L. gasseri y de las
combinaciones de quercetina y probidticos sobre la actividad de enzimas con actividad
glucosidasa, como la sacarasa, o peptidasa, como la aminopeptidasa N y la
dipeptidilpeptidasa 1V, en cultivos de células humanas de adenocarcinoma de colon HT-
29y Caco.2.

2. Analizar el efecto de la quercetina, de los probioticos B. bifidum y L. gasseri y de las
combinaciones de quercetina y probidticos sobre la expresion del transportador de
azucares SGLT-1 y del transportador de péptidos PEPT-1 en cultivos de células humanas
de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2.

3. Analizar el posible efecto citotéxico de los probidticos B. bifidum y L. gasseri y de sus
combinaciones con quercetina en cultivos de células humanas de adenocarcinoma de

colon HT-29 y Caco.2.
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4. Analizar el efecto de los probidticos B. bifidum y L. gasseri y de sus combinaciones con
quercetina sobre la apoptosis, el ciclo celular y la expresién de proteinas relacionadas
con la carcinogénesis en cultivos de células humanas de adenocarcinoma de colon HT-29

y Caco.2.
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1. DISENO EXPERIMENTAL

Como se ha comentado con anterioridad, este estudio pretendia analizar el efecto que
ejercen dos cepas de bacterias lacticas, B. bifidum y L. gasseri, complementadas y sin
complementar con quercetina en células de adenocarcinoma de colon y comparar este efecto
con él de la quercetina en las mismas células. Todos los pardmetros cuya posible modificaciéon
se pretendia analizar estdn relacionados con la viabilidad celular y entre ellos se incluyen la
capacidad de proliferar, la capacidad de transportar nutrientes al interior de la célula, el tipo de
muerte celular inducida por los tratamientos, el efecto sobre el ciclo celular y, por ultimo, el
efecto sobre la expresion de algunas proteinas relacionadas con el control del ciclo y la muerte

de las células.

Como modelo para llevar a cabo los experimentos se escogieron dos lineas celulares
humanas de adenocarcinoma de colon, HT-29 y Caco.2. Las caracteristicas principales de estas
dos lineas celulares, que tienen diferente grado de diferenciacién, se describen en el apartado
2.1 de la seccion Material y Métodos. Durante el periodo de experimentacién los cultivos
celulares se mantuvieron en fase de crecimiento exponencial, en frascos de cultivo de 75 cm2de
superficie, con medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con suero bovino fetal al 10%
(Material y Métodos, apartado 2.2). Para garantizar el crecimiento exponencial las células se
subcultivaron cada vez que los cultivos alcanzaban el 80% de confluencia (Material y Métodos,

apartado 2.3).

Los ensayos de proliferacion celular se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos y el resto de
los experimentos se realizaron en frascos de cultivo de 25 cm?2 o en placas de 6 pocillos. Durante
los tratamientos experimentales, de 24 horas de duracidén, el medio de cultivo, DMEM/F12
suplementado con suero bovino fetal, se sustituyé por DMEM/F12 suplementado con ITS
(Material y Métodos, apartado 2.2). En todos los experimentos se sembraron seis grupos de
células: uno de células sin tratar (células control), uno de células tratadas con quercetina, uno de
células tratadas con B. bifidum, uno de células tratadas con L. gasseri, uno de células tratadas con
B.bifidum complementado con quercetina y otro de células tratadas con L. gasseri
complementado con quercetina. Trascurridas las 24 h de tratamiento se realizaron las

determinaciones apropiadas en todos y cada uno de los grupos de cultivo.

Para valorar el efecto de los tratamientos en la proliferaciéon celular se analiz6 la capacidad

de las células para reducir MTT (Material y Métodos, apartado 5.1). Para valorar la capacidad de
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transportar nutrientes al interior de la célula se determinaron en los cultivos las actividades
sacarasa (Material y Métodos, apartado 4.1), dipeptidildipeptidasa IV y aminopeptidasa N
(Material y Métodos, apartado 4.2) y el nivel de expresién de los transportadores de dipéptidos
PEPT-1 y de glicidos dependiente de sodio SGLT-1. La estimacion de los niveles de expresion de
los transportadores se realizé por western blot (Material y Métodos, apartado 7.2.1). Para
analizar si los tratamientos inducian la muerte de las células en los cultivos se cuantifico,
mediante TUNEL, el tanto por ciento de células apoptoéticas presentes en los cultivos (Material y
Métodos, apartado 5.2), mientras que para valorar la posible participacién de caspasas en el
proceso de muerte celular se repitié la cuantificaciéon en presencia del inhibidor universal de
caspasas Z-VAD-FMK (Material y Métodos, apartado 5.3). También se determiné en los cultivos,
por fluorimétria, la actividad caspasa 3 (Material y Métodos, apartado 5.4). Para analizar el
efecto de los tratamientos sobre el ciclo celular se determind el tanto por ciento de células que se
encontraban en cada una de las fases del ciclo celular. Esta determinaciéon se realiz6
cuantificando, por citometria de flujo con Ioduro de Propidio, el contenido en ADN de las células
(Material y Métodos, apartado 6). Finalmente, para profundizar en el efecto de los tratamientos
sobre el ciclo celular y sobre el mecanismo de inducciéon de muerte celular se determinaron por
western blot los niveles intracelulares de las proteinas p-AMPKa, p53, p21, Bcl-2 y Bax (Material
y Métodos, apartado 7.2.2)

2. CULTIVO CELULAR DE LINEAS HT-29 Y CACO.2

2.1 Descripcion de lineas celulares de adenocarcinoma de colon

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares tumorales de adenocarcinoma de colon HT-
29 y Caco.2. Estas lineas celulares se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC), y

fueron suministradas por LGC Standards S.L.U. (Barcelona, Espafia).

Fogh y Trempe en 1975 establecieron las lineas celulares de adenocarcinoma de colon
humano HT-29 y Caco.2.143 Las células HT-29 forman cultivos heterogéneos que contienen
subpoblaciones de células con diferente grado de diferenciacion. En condiciones estandar de
cultivo, la poblacién de células HT-29 contiene méas de un 95% de células morfolégicamente
indiferenciadas. Durante su crecimiento estas células se apilan formando multicapas sin
polarizacion ni expresion de los marcadores de diferenciacion, caracteristicos de las células

adultas del epitelio intestinal. Sin embargo, el resto de la poblaciéon (5-10%) desarrolla
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caracteristicas de células diferenciadas que expresan enzimas tales como la aminopeptidasa N
(APN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV), la glicoproteina de membrana MUC1 y otras mucinas.
Las células HT-29 presentan mutaciones en los genes APC (Adenomatous polyposis coli) y TP53
(gen supresor de tumores), con la consiguiente alteracion de sus funciones y amplificaciéon del

protooncogén MYC. 144

A nivel morfolégico, las células Caco.2 presentan propiedades de diferenciacién in vitro
similares a las poblaciones derivadas de las células HT-29 diferenciadas. Cuando se encuentran
en fase de crecimiento, préxima a la confluencia, dejan de proliferar y desarrollan una monocapa
de células polarizadas con un fenotipo absortivo. En estas condiciones destaca la presencia de un
borde en cepillo, mejor definido que el de las poblaciones diferenciadas de HT-29, en él que se
detectan niveles reducidos de lactasa y elevados de sacarasa-isomaltasa, aminopeptidasa y
dipeptidilpeptidasa IV o fosfatasa alcalina.l4> Las células Caco.2, como las células HT-29,

también presentan mutaciones en los genes APCy TP53.

2.2 Mantenimiento de los cultivos celulares

El cultivo de las células se realizo6 en frascos de 75 cm2 (Nunc, Thermo Scientific, IL, EE.UU.) y
en estufa a 37°C de temperatura con una atmosfera con un 5% de CO; y un 96% de humedad
relativa. Los cultivos se mantuvieron en Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-
12 (DMEM/F12) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) suplementado con suero bovino fetal al 10%
(Invitrogen), L-glutamina 2mM y penicilina/estreptomicina al 1% (Lonza Biologics Ins, EE.UU.).
Previamente a su utilizacion el suero bovino fetal (SFB) se descomplementé por incubacién a
56°C durante 30 minutos. Para mantener el crecimiento exponencial y el cultivo en monocapa
los medios se sustituyeron cada 48 horas y las células se subcultivaron por tripsinizacion al

alcanzar el 80% de confluencia.

Durante los tratamientos experimentales con quercetina, con los probidticos, B. bifidum o L.
gasseri, o con la combinacién de la quercetina y los probidticos, el medio de cultivo se sustituyé
por DMEM/F12 sin suero bovino fetal, que se suplementé con 0,01mg/mL de transferrina,
0,01mg/mL de insulina, 0,01ug/mL de selenio (ITS), piruvato sodico al 2% y L-glutamina 2mM
(Lonza Biologics Ins, EE.UU.).146
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2.3 Protocolo de subcultivo

El mantenimiento de los subcultivos se llevé acabo por tripsinizacién. Con este fin:

e Unavez que las células HT-29 o Caco.2 alcanzaron el 80% de confluencia en el frasco de
cultivo, se retiré el medio de cultivo por aspiraciéon con una pipeta Pasteur y se lavaron
las células con 10 mL de PBS.

e Se afadieron al frasco 3mL de una solucién de tripsina (0,05 Trypsin- EDTA (1X), Gibco
by life Technologies-Invitrogen) y se incubaron las células durante 5 minutos a 37°C, con
un 5% de CO; y un 96% de humedad relativa.

e Tras la incubacién con la tripsina se anadieron 7mL de medio DMEM/F12 suplementado
con suero bovino fetal al 10%, con el fin de inactivar la accién de la tripsina.

e Se transfirid la suspension celular a tubos tipo Falcon de 15mL y se recogieron las células
por centrifugaciéon a 300 g durante 5 minutos.

e Una vez obtenido el precipitado celular se resuspendi6 en 4mL de medio DMEM/F12
suplementado con suero bovino fetal al 10% y se contaron las células en una cdmara de

Neubauer.

3. PREPARACION DE LA QUERCETINA Y LOS PROBIOTICOS EN
ESTUDIO

3.1 Preparacion de la quercetina

El flavonoide quercetina (3, 3°, 4°, 5, 7-pentahidroxi-flavona dihidratada, > 99% pureza) se

obtuvo del laboratorio Sigma-Aldrich Quimica, S.A. (Alcobendas, Madrid, Espafia).

La quercetina se disolvid inicialmente en dimetil sulfé6xido (DMSO) (Sigma-Aldrich Quimica,
S.A) a una concentracion de 0,1 M. La solucién obtenida se esterilizo por filtracién a través de un
filtro de 0,22 micras (Milipore Ibérica S.A.U, Espafia). A partir de ésta soluciéon de stock, se
prepararon diluciones seriadas (103, 10-4, 5x10-4,10-5, 106 y 10-7’M) en el medio de cultivo
DMEM/F12 sin suplementar. Estas disoluciones se almacenaron a -20 °C hasta su posterior

utilizacion.
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3.2 Preparacion de los probiéticos

Los probiéticos B. bifidum CECT 870 y L. gasseri CECT 4479 se obtuvieron de la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), (Valencia).

La cepa L. gasseri se creci6 en agar MRS liquido (Scharlau Chemie S. A) a 37° C durante 48
horas. Los cultivos de B. bifidum también se crecieron en agar MRS liquido a 37° C durante 48
horas pero manteniéndolos en una atmoésfera con un 5% de CO2 y un 96% de humedad relativa.
Posteriormente las bacterias se recogieron por centrifugaciéon a 1200 g durante 10 minutos, se
lavaron con 5 mL de PBS y se resuspendieron en medio de cultivo DMEM/F12 sin suplementar.
La suspensién bacteriana se cuantificé por espectrofotometria de luz visible (600nm, UV-1630
UV-Visible Spectrophotometer de Shimazu Kyoto, Japon) de acuerdo a una curva estandar

previamente preparada (Mc Farland).147

4. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CELULAS DE
ADENOCARCINOMA DE COLON

4.1 Determinacion de la actividad sacarasa

La determinacion de la actividad sacarasa se realizé en extractos de células HT-29 y Caco.2.
La determinacion se llevé a cabo segin el método GOD-PAP descrito por Dahlqvist en 1964.148
Este método se basa en la medida de la cantidad de glucosa liberada a partir de la hidrdlisis del
disacarido sacarosa por la accién del complejo enzimdtico sacarasa-isomaltasa localizado en el
borde en cepillo del enterocito. La cuantificacion de la glucosa se realiza siguiendo
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 500 nm la oxidacién de la glucosa por

medio de la enzima glucosa oxidasa (Glucose GLUC-PAP, Randox Laboratories LTD) (Fig. 13).
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GOD ,
2 GLUCOSA » 2 Acido glucodnico
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Figura 13. Descripcion del método GOD-PAP. Este método consta de dos reacciones catalizadas por la
glucosa oxidasa y una peroxidada.

El andlisis de la actividad sacarasa se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente

procedimiento:

e Se incubaron las células HT-29 o Caco.2 en DMEM/F12 suplementado con ITS, piruvato
sédico al 2% y L-glutamina 2mM, en placas de 6 pocillos, a una concentracién de 10¢
células por pocillo, durante 24 horas.

e Tras las 24 horas se afiadieron al medio de cultivo la quercetina, a concentraciéon 100 pM,
los probidticos, a una concentracion de 107 ufc/mL o la combinaciéon de quercetina y
probidticos y se continu6 la incubacién durante 24 horas.

e Trascurridas las 24 horas de tratamiento, las células se lavaron con 1mL de PBS.

e Después de lavar las células con PBS se afiadieron 500 pL de Passive Lysis Buffer (1x)
(Promega Corporation, U.S.A) a cada pocillo y se continud la incubaciéon durante 15
minutos con agitacion (20 rpm, Vibromix Tehtnica) a temperatura ambiente con el fin de
soltar y lisar las células HT-29 y Caco.2 de la superficie de los pocillos.

e Tras la incubacién con el tampon de lisis, se centrifugd la suspension celular a 300 g,
durante 5 minutos a 4° C.

e Tras la centrifugacidn, se recogieron los sobrenadantes de las células y se cuantificé la
concentracion de proteina. La cuantificacion de proteina se realizé por el método
Bradford (Apartado 7.1).

e Las muestras se almacenaron a -80°C hasta el posterior andlisis de la actividad
enzimatica de la sacarasa.

e Las muestras se descongelaron en hielo durante aproximadamente 15 minutos.
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e Una vez descongeladas las muestras de las células HT-29 y Caco.2, se incubaron 100 pL
de la muestra de las células HT-29 o Caco.2 con 100 pL del tampdn disacarido (56mM
sacarosa) durante 1 horaa 37°C.

e Tras la incubacién con el tampén disacarido se afiadié6 1mL del reactivo GOD-PAP y se
continud la incubacion durante 15 minutos a 37° C.

e Finalmente, y una vez transcurrida la incubacion con el reactivo GOD-PAP, se pasé a la
lectura de las muestras con un espectrofotémetro a una longitud de onda de 500nm (UV-

1630 UV-Visible Spectrophotometer de Shimazu Kyoto, Japén).

Los valores obtenidos se expresaron como actividad especifica de la enzima sacarasa en las
células HT-29 y Caco.2, tras el tratamiento con quercetina, o con los probidticos, o con la

combinacién de la quercetina y los probiéticos.

4.2 Determinacion de la actividad de la aminopeptidasa N y la

dipeptidilpeptidasa IV

La determinacion de la actividad enzimatica de la aminopeptidasa N y de la
dipeptidilpeptidasa IV, enzimas ancladas en la membrana de borde en cepillo de los enterocitos,
se basa en la cuantificacidon por fluorimetria de la f-naftilamida, que se libera al hidrolizar las

dipeptidasas sus sustratos especificos (Fig. 14).14°

AMINOPEPTIDASA- N
L-alanil-B-naftilamida » [-naftilamida /

Aexcitacion: 340nm Aemision: 410nm

DIPEPTIDILPEPTIDASA IV

B-naftilamida  —===

Aexcitacion: 340nm Aemision: 410nm

L-glicilpropil-f-naftilamida

A 4

Figura 14. Determinacién de las actividades aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV.
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La determinacion de la actividad de las dipeptidasas se llevd a cabo mediante el siguiente

procedimiento:

e Se incubaron las células HT-29 o Caco.2 a una concentracién de 106 células por pocillo,
en placas de 6 pocillos durante 24 horas.

e Tras la incubacion durante 24 horas se paso a incubar las células con la quercetina a una
concentracién de 100 pM, o con los probioticos a una concentracién de 107 ufc/mL o con
la combinacién de la quercetina y los probidticos en placas de 6 pocillos durante 24
horas.

e Trascurridas 24 horas, de accion de los diferentes tratamientos, las células se lavaron
con 1mL de PBS.

e Después de lavar las células con PBS se afiadi6 500 pl. de Passive Lysis Buffer (1x)
(Promega Corporation, USA) a cada pocillo y se continué la incubacién durante 15
minutos con agitacion (20 rpm, Vibromix Tehtnica) a temperatura ambiente con el fin de
soltar y lisar las células HT-29 y Caco.2 de la superficie de los pocillos.

e Tras la incubacién con el tampon de lisis, se centrifugd la suspension celular a 300 g,
durante 5 minutos a 4° C.

e Tras la centrifugacidn, se recogieron los sobrenadantes de las células y se cuantificé la
concentracién de proteinas. La cuantificacion de proteina se realizé6 por el método
Bradford (Apartado 7.1).

e Se almacenaron a -80°C hasta el posterior analisis en los estudios de la actividad
enzimatica de la aminopeptidasa N y la dipeptidilpeptidasa IV.

e Las muestras se descongelaron en hielo durante aproximadamente 15 minutos.

e Los sustratos L-alanil-B-naftilamida y L-glicilprolil- B-naftilamida (Sigma-Aldrich
Quimica, S.A.) se diluyeron, a una concentracién de 3,6 mM, en dimetilformamida al 40%
y se almacenaron a -20° C hasta el posterior andlisis de la actividad de las enzimas
aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV.

e Una vez descongelados los extractos celulares, se incubaron 100 pL de cada uno de los
sustratos descritos anteriormente con 100 pL de tampdn fosfato (0,5 M de fosfato
potasico diacido y 0,5 M de fosfato potasico monoacido) durante 5 minutos a 37° C.

e Transcurrido este tiempo se afiadieron 100 pL del extracto celular de las células HT-29 o
Caco.2 que previamente habia sido descongelado en hielo y se continué la incubacién
durante 30 minutos a 37° C.

e Finalmente se afiadieron 1,5 mL de la solucién de Stop glicina (50mM glicina), se dejaron

enfriar las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente y se leyeron en un
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fluorimetro a una longitud de onda de 340nm de excitacion y 410mm de emision

(Spectofluorophotometer rf 1501, shimadzu).

Los valores obtenidos se expresaron como actividad especifica de las enzimas

aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV en células HT-29 y Caco.2.

5. ESTUDIOS DE PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

5.1Determinacion de la actividad citotéxica de la quercetina y las cepas

probioticas en las lineas celulares HT-29 y Caco.2

La actividad citotdxica de la quercetina y de los probidticos se analiz6 a través de un ensayo
colorimétrico in vitro basado en la reduccién del MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazoilo)) (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.) por la enzima succinato deshidrogenasa. En este
ensayo, las células metabdlicamente activas reducen el MTT, de color amarillo en solucién, a
formazan, compuesto insoluble que precipita en forma de cristales de color azul oscuro. La
cantidad de formazan formado en la reaccién puede cuantificarse por espectrofotometria, lo que

permite estimar el nimero de células vivas presentes en los cultivos de HT-29 y Caco.2.

La viabilidad de las células HT-29 y Caco.2 se estimé comparando el crecimiento de las
células sin tratar (control) y tratadas con quercetina o con los probiéticos o con la quercetina en
combinacidn con los probiéticos con respecto al nimero de células sembradas inicialmente. Los
ensayos se realizaron en placa de 96 pocillos de fondo plano, a una concentracién de 10.000
células por pocillo en el caso de la linea celular HT-29 y 20.000 células por pocillo en el caso de
la linea celular Caco.2. Los ensayos se realizaron en un volumen final de 200 pL (100 pL
suspension celular, 20 uL. del compuesto en estudio y 80 uL de medio de cultivo suplementado).
Se incubaron ambas lineas celulares en presencia de concentraciones crecientes de quercetina
(104, 5x10-5, 105, 106, 107 y 10-8 M), o de probioticos B. bifidum o L. gasseri (106, 5x106, 107,
5x107y 108 ufc/mL, medidas por espectrofotometria) o de una mezcla de ambos (107 ufc/mL de
B. bifidum o L. gasseri con concentraciones crecientes, 10-4, 5x10-5, 10-5, 106, 107 y 108 M de
quercetina). A las células no tratadas (control) se les afiadi6 el vehiculo en el que se habia
disuelto la quercetina (DMSO 1mL/L). En todos los experimentos se sembr6 una placa con
células sin tratar como control de tiempo cero (placa To). Las placas se incubaron en la estufa a

37°C, 5% COz y un 96% de humedad relativa durante 24 horas. Trascurrido el tiempo de
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incubacién se afiadieron 50 pL. de MTT (2mg/mL en PBS) por pocillo y las placas se incubaron
durante 4 horas adicionales. Transcurrido este tiempo se retiréd el medio por aspiracién, se
afiadieron 150 pL. de DMSO por pocillo y se midié la absorbancia a una longitud de onda de 550
nm en un lector de ELISA Bio-Kinetics Teader (BIO-TEK, Winooski, VT, EE.UU.), sustrayendo el

valor obtenido a 630 nm para reducir el ruido de fondo (Fig. 15).

Cultivo de Células HT-29 o Caco.2 Dilucion de la quercetina en DMSO Placa con la quercetina y los
probidticos
Incubacién a MTT
37° y 5% de Incubacion a
CO,, 24 h. 370y 5% de

CO,, 4h.

Homogenizar

Lectura a 550 nm Aspiracion del medio y afadir el DMSO

Figura 15. Esquema representativo de un ensayo de citotoxicidad. Las imagenes muestran los
diferentes pasos que se llevaron a cabo para realizar el andlisis de citotoxicidad de la quercetina, los
probidticos o la mezcla de la quercetina y los probiéticos.

Los datos, normalizados respecto a su control en cada experimento, se obtuvieron de al
menos tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. Los resultados se
expresan como porcentaje de crecimiento (Media + SEM) y se calcularon a partir de los datos de
absorbancia de acuerdo al siguiente calculo:

. [(A-Ao / (Ac- Ag)] x 100, cuando A = Ay
o [(A-Ao)/ Ao] x 100, cuando A< A

donde:
e A=absorbancia de las células tratadas con los compuestos

e Ao=absorbancia a tiempo cero

Ac = absorbancia de las células sin tratar (Control)
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Los parametros de citotoxicidad se obtuvieron por extrapolaciéon en curvas dosis/respuesta
y se expresan como Glso (concentraciéon que inhibe en un 50% el crecimiento de las células), TGI
(concentracién que inhibe totalmente el crecimiento de las células) y LDso (concentraciéon que

disminuye en un 50% el niimero de células iniciales).

5.2 Determinacion de apoptosis en cultivos celulares

El nivel de apoptosis en los cultivos de las lineas celulares HT-29 y Caco.2 se determind
mediante el sistema Apo-Direct™ (BD Pharmingen). Este sistema se basa en la técnica de TUNEL.
La técnica de TUNEL tiene como fundamento la incorporacién de un oligonucledtido marcado
con fluorescencia en los extremos de las cadenas de DNA en una reaccién catalizada por la
transferasa terminal (TdT). Esta técnica permite cuantificar el porcentaje de células apoptdticas
en un cultivo ya que la activaciéon de endonucleasas durante el programa apoptoético provoca la
degradacion de la cromatina y la fragmentacion del DNA. Con el sistema Apo-Direct™ se emplea
un método de un solo paso para marcar las roturas del DNA con dUTPs unidos al fluorocromo
isocianato de fluoresceina (FITC). Posteriormente se detectan las células apoptoéticas mediante

citometria de flujo.

TdT +
FITC-dUTP
e i

Figura 16. Fundamento del kit Apo-Direct™. Este método se basa en el marcaje de fragmentos de DNA
con FITC-dUTP.
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La capacidad de la quercetina, o los probidticos o la combinacién de quercetina y probioticos
para inducir apoptosis en células de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2 se determin6 tras
24 horas de tratamiento con quercetina, o con los probidticos o con la mezcla con
concentraciones de 100uM de quercetina y 107 ufc/mL de cada uno de los probiéticos por

separado.

Tras los tratamientos, las células se tripsinizaron (Apartado 2.3) y se recogieron por
centrifugacién. Posteriormente las células se incubaron con paraformaldehido (Sigma-Aldrich
Quimica, S.A.) al 1% (p/v) en PBS de pH 7,4 (D-PBS, Gibco), a una concentraciéon de 1x106

células/mL durante 30 minutos a 0°C.

Tras la incubacién de las células con el paraformaldehido, las células se recogieron por
centrifugacién durante 5 minutos a 300 g y se lavaron dos veces con 5 mL de PBS y se volvieron

arecoger las células por centrifugacion durante 5 minutos a 300 g.

Finalmente, las células recogidas por centrifugaciéon se fijaron en etanol al 70% a una
concentracién de 1x106 células/mL a 02C durante 30 minutos y se almacenaron a -20°C hasta su

posterior andlisis.

Para el marcado de las células éstas se mantuvieron en hielo y se recogieron por
centrifugaciéon durante 5 minutos a 300 g para eliminar el etanol residual. Tras realizar dos
lavados con 1 mL de Wash Buffer, se recogieron las células por centrifugaciéon a 300 g durante 5

minutos.

Las células se incubaron con la soluciéon de marcado, que contiene la enzima TdT, FITC-dUTP
y tampén de reaccién, durante una hora en un incubador a 37°C. A continuacidn se les afiadi6 1
mL de la solucién de aclarado Rinse Buffer y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos. Este
proceso se repitié tras retirar el sobrenadante por aspiracion. Por ultimo, el precipitado se
resuspendio en 0,5 mL de solucion de yoduro de propidio/RNasa y se incubé 30 minutos en

oscuridad a temperatura ambiente.

Las células marcadas se analizaron en un citémetro de flujo EPICS-XL-4CLR (Beckman-
Coulter, Miami, Florida, EE.UU.), equipado con un laser de argén (488 nm). La fluorescencia del
FITC se detecté a una longitud de onda de 520 nm. El calibrado del citometro se comprob6 en

cada experimento utilizando Flow-Check™ Fluorospheres (Beckman Coulter). Los datos en escala
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logaritmica, obtenidos a partir de 10.000 células por muestra, se analizaron con el programa

informatico EXPO32 ADC (Beckman-Coulter, Miami, Florida, EE.UU.).

Los resultados se expresan como tanto por ciento de células apoptdticas en el cultivo tras el
tratamiento con la quercetina, o con los probidticos o con la combinacién de quercetina y
probidticos. Para el calculo de los resultados se realizaron como minimo 3 experimentos

independientes por duplicado.

5.3  Analisis del efecto del inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK sobre las

muerte celular inducida por los tratamientos

Con el fin de analizar si la capacidad de la quercetina, o de los probiéticos B. bifidum y L.
gasseri o de la combinacién de quercetina y probiéticos para inducir apoptosis era dependiente
de la activacidn de caspasas, las células fueron preincubadas durante 1 hora con Z-VAD-FMK (BD
Pharmingen), un inhibidor universal de caspasas de amplio espectro que inhibe la accién de las
caspasas mediante unién irreversible al sitio catalitico de estas proteasas y por lo tanto
inhibicion de la apoptosis. La concentracion utilizada del inhibidor fue de 20 uM. Tras la
preincubacidn, las células se trataron con quercetina 100 uM, o con 107 ufc/mL de probidtico o
con la mezcla de ambos (quercetina 100 pM y probidtico 107 ufc/mL) durante 24 horas.
Transcurridas las 24 horas las células se analizaron con el sistema Apo-Direct™ tal y como se

describe en el apartado anterior.

5.4 Analisis de la actividad Caspasa 3

La determinacién de la actividad de la caspasa 3 se realizé con el kit ApoAlert Caspase Assay
Plates (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA). Este kit contiene el tetrapéptido DEVD, sustrato
especifico de la caspasa 3 unido a un fluorocromo inmovilizado en los pocillos de una placa de
96 pocillos. Cuando el lisado celular que contiene la caspasa 3 activa se aplica a los diferentes
pocillos, ésta degrada el tetrapéptido liberando el fluorocromo, que se puede detectar con un

lector de placas de fluorescencia estandar a una longitud de onda de 460 nm.
Los analisis se realizaron tras el tratamiento de las células con la quercetina a concentracion

100 pM, o con los probidticos a concentracion 107 ufc/mL o con la mezcla de ambos (quercetina

100 uM y probidtico 107 ufc/mL) durante 24 horas.
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A continuacién se describe brevemente el procedimiento:

e Una vez transcurrido el tiempo de incubaciéon con la quercetina, o los probidticos o la
combinacién de quercetina y probioéticos, las células se tripsinizaron (Apartado 2.3) y se
contaron.

e Se separaron 2 x 105 células/pocillo y la suspension celular se centrifugd a 300 g a 4° C
durante 5 minutos.

e Se retir6 el sobrenadante, se resuspendi6 el precipitado celular en 50 uL de solucién de
lisis 1x y se incubd durante 10 minutos a 0°C.

e Unavez transcurrido el tiempo de incubacién se centrifugé la suspensién celular a 300 g
a 4° C durante 5 minutos y se transfirid el sobrenadante a tubos tipo eppendorf
preenfriados y mantenidos en hielo hasta su posterior utilizacion.

e Se afiadieron 50 pL del Reaction Buffer/DTT a cada pocillo de una placa de 96 pocillos y
se incubd la placa durante 5 minutos en un incubador a 37° C.

e Tras la incubacién de la placa con el Reaction Buffer/DTT, se anadieron 50 pL de las
muestras celulares que estaban mantenidas en hielo, a cada uno de los pocillos y se
continud la incubacién durante 2 horas a 37° C.

e Finalmente, se midi6 la fluorescencia emitida por los extractos celulares en un
fluorimetro FLUOROSKAN ASCENT FL (Thermo Labsystems, Waltham, MA). Longitud de

onda de excitacion utilizada fue 380 nm y la de emisién fue de 460 nm).
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Induccién de apoptosis en células

Activacién de caspasa 3

Lisados celulares Aexcitacion: 380nm

DEVD-AMC > AMC = ‘

Aemision: 460nm

DEVD

Figura 17. Esquema del andlisis de deteccidon de caspasa 3 activa. Se muestran los pasos a realizar
para el analisis de la caspasa 3 y su posterior lectura en un fluorimetro.

6. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

El andlisis del ciclo celular se llev6 a cabo con el sistema Apo-Direct™. Este sistema contiene
el fluorocromo yoduro de propidio. Este fluorocromo, que emite fluorescencia a 623 nm, se une
al DNA total y proporciona informacion sobre el contenido en DNA de las células, por lo tanto
sobre el porcentaje de células del cultivo que se encuentran en cada una de las diferentes fases

del ciclo celular.

En cada experimento se analizaron 20.000 células que habian sido previamente fijadas con
paraformaldehido y marcadas con ioduro de propidio, tal como se describe en el apartado 4.1. La
fluorescencia emitida por el ioduro de propidio se detectd con un citometro de flujo EPICS-XL-
4CLR (Beckman-Coulter, Miami, Florida, EE.UU.), equipado con un laser de argén (488 nm) y se
registr6 en forma de histogramas. Los datos obtenidos se analizaron con el programa
informatico EXPO32 ADC (Beckman-Coulter, Miami, Florida, EE.UU.). Los resultados se expresan
en tanto por ciento de células en cada una de las fases del ciclo. Para el calculo de los resultados

se realizaron como minimo 3 experimentos independientes por duplicado.
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Figura 18. Fases del ciclo celular, en relacion a la cantidad de DNA. Adaptado de Molecular Biology of
the cell, 4th Edition.

7. CUANTIFICACION Y EXPRESION DE PROTEINAS

7.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Para determinar la cantidad de proteina en los extractos celulares se utiliz6 el método de
cuantificacién de proteina Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories Inc) basado en el método
colorimétrico de Bradford. En este método se emplea un colorante hidrofébico que tiene un
color pardo y que al unirse a la proteina, origina un color azul intenso que se puede medir
facilmente. Para determinar la concentracién de proteina total presente en una muestra se
requiere la preparacién de una curva de calibrado empleando una proteina patrén. Para obtener
la recta patrén se emplearon soluciones de concentraciéon conocida de seroalbimina bovina
(BSA), preparadas a partir de una solucién patrén de concentracién conocida (2mg/mL) (Pierce,
Thermo Scientific). A continuaciéon se mezclaron 20 pL de los estandares de seroalbimina, o 20
uL de los extractos celulares en los que se queria determinar la proteina, con 200 uL del
colorante (diluido 1/5 en agua destilada). La reaccidn colorimétrica se determiné en un

espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.
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7.2 Expresion de proteinas mediante la técnica de Western - blot

En este trabajo se ha analizado por western blot la expresion del transportador de glicidos
dependiente de sodio SGLT-1, del transportador de dipéptidos PEPT-1 y de distintas proteinas
implicadas en la induccién de apoptosis y el control del ciclo celular (p-AMPKa, Bcl-2, Bax, p53 y
p21). El western blot permite identificar, cuantificar y localizar proteinas en funcién de su
capacidad para enlazar con anticuerpos especificos. La técnica consta de una primera fase en la
que las proteinas se separan en un gel de poliacrilamida y posteriormente se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa. En una segunda etapa la membrana se incuba con un anticuerpo
especifico que reconoce la proteina de interés. Los anticuerpos utilizados se recogen en la Tabla

3.

7.2.1 Determinacion de transportadores de membrana PEPT-1 y SGLT-1

e Se incubaron las células HT-29 y Caco.2 a una concentracién de 106 células por pocillo
con la quercetina, o los probiético o la combinacién de la quercetina y los probidticos en
placas de 6 pocillos durante 24 horas.

e Traslaincubacién las células se lavaron con 1mL de PBS.

e Tras el tratamiento y lavado de las células, se afiadieron 500 pL de Passive Lysis Buffer
(1x) (Promega Corporation, U.S.A) a cada pocillo y se incubd la placa durante 15 minutos
en agitaciéon (20 rpm, Vibromix Tehtnica).

e Después de la incubacion con el tampén de Passive Lysis Buffer se recogio la suspension
celular y se centrifugé a 300 ga 4° C durante 5 minutos.

e Se recogieron los sobrenadantes y se determiné la concentracién de proteina por el
método de Bradford (Apartado 7.1).

e Se almacenaron a -80° C hasta su posterior analisis.

e Los extractos celulares, una vez descongelados, se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10%, cargando 12 pg del extracto celular. La electroforesis se llevé a
cabo a 20mA y 100V durante los primeros 30 minutos y 60mA y 200V durante los
siguientes 30 minutos, mediante el sistema Mini-PROTEAN ® 3 Electrophoresis Cell (Bio-
Rad).

e Una vez terminada la electroforesis las proteinas se transfirieron del gel de
poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa. La electrotransferencia se realizé durante

1 horaa400mAy 100V, mediante el sistema Mini Trans-Blot ® Cell (Bio-Rad).
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A continuacidn, con el fin de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, se bloque6
la membrana por incubacién con una solucién de leche desnatada al 1% en solucién
TBS-Tween (1x).

Tras la incubacién de bloqueo, las membranas se lavaron 2 veces durante 5 minutos con
TBS-Tween (1x).

Posteriormente se incubaron las membranas a 4° C con agitacién (20 rpm, Vibromix
Tehtnica) durante 16 horas con el anticuerpo primario PEPT-1(H-235) o SGLT-1 (H-235)
diluido 1:200 en solucién TBS-Tween (1x).

Tras la incubacion, las membranas se lavaron tres veces, una vez durante 10 minutos y 2
veces durante 5 minutos, con TBS-Tween (1x) con agitacion (20 rpm, Vibromix Tehtnica).
Una vez realizados los lavados, las membranas se incubaron con la solucién de
anticuerpo secundario peroxidado goat anti-rabbit IgG.HRP (dilucién 1:2000) durante 1
hora con agitacion (20 rpm, Vibromix Tehtnica) (Tabla 3).

Tras la incubacién con el anticuerpo secundario, se repitieron los lavados citados
anteriormente y se detectaron las proteinas por un método quimioluminiscente
(Amersham ECL Primer Western Blotting Detection Reagent, Amersham GE Healthcare,
UK), dejando en contacto la membrana de nitrocelulosa con el reactivo durante 1
minutos. Posteriormente se exponen las membranas en peliculas de radiografia
(Hyperfilm ™ MP, Amersham GE Healthcare, UK). Tras la exposicion de las membranas
con las peliculas radiograficas se revelaron en una maquina de revelado Curix 60

(AGFA).

7.2.2 Determinacioén de las proteinas p-AMPKaq, Bcl-2, Bax, p53 y p21

Se incubaron las células HT-29 y Caco.2 a una concentracion de 106 células por pocillo
con la quercetina, o los probidtico o la combinacién de la quercetina y los probidticos en
placas de 6 pocillos durante 24 horas

Tras los tratamientos las células se tripsinizaron (Apartado 2.3) y se recogieron por
centrifugacion a 300 g durante 5 minutos.

Los precipitados celulares se resuspendieron en 500 pL de tampén de lisis RIPA (Sigma-
Aldrich Quimica, S.A) suplementado con un coctel de inhibidor de proteasas (Protease
inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich Quimica, S.A), se afiadié 1mL del inhibidor de proteasas
por cada 10 mL del tampén de lisis RIPA, posteriormente se incubaron durante 30

minutos en hielo.
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Tras la lisis la suspension celular se centrifug6 a 300 gy 4° C durante 5 minutos.

Se recogieron los sobrenadantes y posteriormente se determind la concentracion de
proteina por el método de Bradford (Apartado 7.1).

Se almacenaron a -80° C hasta su posterior analisis.

Los extractos celulares se descongelaron en hielo y una vez descongelados, se separaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Se cargé 12 pg de cada uno de los
extractos celulares en el gel de poliacrilamida. La electroforesis se llevo a cabo a 20mA y
100V durante los primeros 30 minutos y 60mA y 200V durante los siguientes 30
minutos, mediante el sistema Mini-PROTEAN ® 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad).

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas se transfirieron del gel de
poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Se realizé la
electrotransferencia durante 1 hora a 400mA y 100V, mediante el sistema Mini Trans-
Blot ® Cell (Bio-Rad).

A continuacién, con el fin de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, se bloque6
la membrana por incubacidn con una solucién de leche desnatada al 1% en solucién TBS-
Tween (1x) para los anticuerpos Bcl-2, Bax, p53 y p21 y con una solucién de albiimina al
5 % (Albumin, Bovine, Sigma-Aldrich Quimica, S.) en solucién TBS-Tween (1x) para el
anticuerpo p-AMPKa, durante 1 hora con agitacién (20 rpm, Vibromix Tehtnica).

Tras la incubacién de bloqueo, las membranas se lavaron 2 veces durante 5 minutos con
TBS-Tween (1x).

Posteriormente se incubaron las membranas con el anticuerpo primario (p-AMPKa 1/2
(Thr 172), Bax (A 21), Bcl-2 (N-19), p21 (C-19) o p53 (FL-393)) diluido 1:200 en
solucidon TBS-Tween (1x), a 4° C con agitacién (20 rpm, Vibromix Tehtnica) durante 16
horas. Tabla 3

Tras la incubacioén, las membranas se lavaron tres veces con agitacion (20 rpm, Vibromix
Tehtnica). Una vez durante 10 minutos y 2 veces durante 5 minutos con TBS-Tween (1x)
para los anticuerpos Bax (A 21), Bcl-2 (N-19), p21 (C-19), p53 (FL-393), y una vez
durante 10 minutos y 2 veces durante 5 minutos con TBS-Tween (5x) para el anticuerpo
p-AMPKa.

Una vez realizados los lavados citados anteriormente, las membranas se incubaron con
la solucion de anticuerpo secundario goat anti-rabbit IgG.HRP peroxidado (dilucién
1:2000; (Tabla 3) durante 1 hora con agitacién (20 rpm, Vibromix Tehtnica).

Tras la incubacién con el anticuerpo secundario, se repitieron los lavados citados
anteriormente y se detectaron las proteinas por un método quimioluminiscente
(Amersham ECL Primer Western Blotting Detection Reagent, Amersham GE Healthcare,

UK), dejando en contacto la membrana de nitrocelulosa con el reactivo durante 1
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minutos. Posteriormente se exponen las membranas en peliculas de radiografia
(Hyperfilm ™ MP, Amersham GE Healthcare, UK). Tras la exposiciéon de las membranas
con las peliculas radiograficas se revelaron en una maquina de revelado Curix 60

(AGFA).

Se cuantificd la intensidad de la banda de las diferentes proteinas mediante el programa
Quantity One (Bio-Rad). Los datos se obtuvieron a partir de la cuantificacion por triplicado de al
menos 3 membranas distintas procedentes de 3 experimentos independientes. Para corregir las
posibles diferencias en la cantidad de proteina entre muestras se empleé la (- Actina
(anticuerpo B-Actin (PA1-21167) diluido 1:500) como control de carga. Los valores obtenidos
para cada proteina en estudio se expresan de forma relativa con respecto a la cantidad de f3-

Actina.

Tabla 3. Anticuerpos empleados para Western - blot

Anticuerpos Especie Casa .
comercial
PEPT-1 (H-235) Conejo Santa Cruz
SGLT-1 (H-85) Conejo Santa Cruz
p-AMPKa1/2 (Thr 172) Conejo Santa Cruz
Bax (421) Conejo Santa Cruz
Primarios
Bcl-2 (N-19) Conejo Santa Cruz
P21 (C-19) Conejo Santa Cruz
P53 (FL-393) Conejo Santa Cruz
B-actina (PA1-21167). Conejo Thermo
Secundario | Goat anti-rabbit 1gG.HRP Conejo Santa Cruz
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8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé con el programa SPSS 19.00 para Windows (IBM SPSS
Statistics for Windows, version 19.00 Armonk, NY: IBM Corp.). El estudio de la distribucién de
las muestras se realiz6 mediante las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks y Kolmogorov-
Smirnov. Las diferencias estadisticas entre las muestras en cada experimento se analizaron
mediante el test para comparaciones multiples de Kruskal-Wallis, seguido de las pruebas a
posteriori U de Mann-Whitney. Las diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente

significativas a un nivel de P<0.05.
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1. ACTIVIDAD ENZIMATICA Y TRANSPORTADORES DE MEMBRANA

La actividad enzimatica y el transporte de azlcares, aminoicidos y péptidos estan
modificados en el desarrollo del cancer colorrectal debido al proceso de proliferacion,
diferenciacion e inflamacién que se produce en el intestino. La expresion del transportador de
glucosa SGLT-1150 y del transportador de dipéptidos o tripéptidos PEPT-1,151 por ejemplo,
incrementa en el cancer colorrectal. Estas alteraciones en el transporte de glucosa y de péptidos
suelen estar asociadas con alteraciones en la actividad enzimatica intestinal de disacaridasas,

como la sacarasa, o peptidasas, como la aminopeptidasa N y la dipeptidilpeptidasa IV.152,153

Considerando estos antecedentes, decidimos analizar si el tratamiento con quercetina, con
los probioticos B. bifidum o L. gasseri o con la combinacidn de la quercetina y los probidticos
modificaba la actividad de estas enzimas, o la expresion de los transportadores de membrana
PEPT-1 y SGLT-1, en lineas celulares de adenocarcinoma de colon. Con este fin se trataron
cultivos de las lineas celulares HT-29 y Caco.2 con quercetina 100 uM, con 107 ufc/mL de B.
bifidum o L. gasseri o con la combinacién de quercetina 100 puM y 107 ufc/mL del probidtico
durante 24 horas, y posteriormente se determind la actividad sacarasa, dipeptidilpeptidasa [V y
aminopeptidasa N y la expresion de los transportadores PEPT-1 y SGLT-1 en los cultivos. La
determinacién de la actividad enzimatica de la sacarasa se llevé a cabo por el método GOD-PAP.
La determinacién de la actividad de la aminopeptidasa N y de la dipeptidilpeptidasa IV se llevé a
cabo mediante la cuantificacion por fluorimetria de la B-naftilamida liberada tras la hidrdlisis
por las dipeptidasas de la L-alanil-B-naftilamida y la L-glicilpropil-B-naftilamida
respectivamente. La expresion de los transportadores de membrana PEPT-1 y SGLT- 1 se
determino por western-blot con anticuerpos especificos. Los resultados obtenidos se muestran

en las Figuras 19 a 23.

Como se observa en la Figura 19, el tratamiento con quercetina 100 uM aumenta la actividad
sacarasa en ambas lineas celulares, tanto en presencia como en ausencia de los probidticos. Sin
embargo, los probiodticos por si mismos no tienen efecto sobre la actividad sacarasa en ninguna
de las dos lineas celulares. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la
actividad sacarasa entre los cultivos tratados con quercetina 100 pM y los tratados con la
combinacién de quercetina y probidticos (Fig. 19). Estos resultados sugieren que B. bifidum y L.
gasseri no modifican la actividad sacarasa en cultivos de lineas celulares de adenocarcinoma de

colon.

73



Resultados

HT-29

pmoles sacarosa/60min/mg
proteina

c Bf Ld Q Q+Bf Q+Ly

Tratamiento

E’ 25 4 .
£ Caco.2
£ 20 |
8 « )
® € 154
0 ‘E
[ B
E 2 10 4
] [=
W
g %
g
=- U T T T T T
c Bf Ly Q Q+Bf Q+lLg
Tratamiento

Figura 19. La quercetina aumenta la actividad sacarasa en células HT-29 y Caco.2. Las células se
cultivaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 pM, 107 ufc/mL de los
probioéticos B. bifidum o L. gasseri, o la mezcla de quercetina y probiético. Tras 24 horas de incubacidn se
lisaron las células y se determiné la actividad enzimatica mediante el método GOD-PAP. Los resultados se
expresan como media + SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05).
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La Figura 20 muestra los resultados de la actividad enzimatica de la aminopeptidasa N tras
los tratamientos. En la Figura 20 se manifiesta que el tratamiento con quercetina 100 pM
durante 24 horas disminuye la actividad aminopeptidasa N en ambas lineas celulares. Sin
embargo, el tratamiento con las cepas probidticas no tiene efecto sobre dicha actividad. El
tratamiento combinado con la quercetina y las cepas B. bifidum o L. gasseri también muestra que
los probiéticos no modifican el efecto de la quercetina sobre la actividad enzimatica

aminopeptidasa N en los cultivos celulares (Fig20).
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Figura 20. La quercetina disminuye la actividad aminopeptidasa N en células HT-29 y Caco.2. Las
células se cultivaron en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 uM, de 107 ufc/mL de los
probioéticos B. bifidum o L. gasseri o de la mezcla de quercetina y probidtico. Tras 24 horas de incubacion
se lisaron las células y se determin la actividad enzimatica en los extractos celulares. Los resultados se
expresan como media + SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05).
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La Figura 21 muestra los resultados obtenidos cuando se determind la actividad
dipeptidilpeptidasa IV tras los tratamientos. Se comprob6 que el tratamiento con quercetina 100
UM disminuye la actividad dipeptidilpeptidasa IV en ambas lineas celulares. Sin embargo, el
tratamiento de los cultivos de células HT-29 y Caco.2 con las cepas probiéticas B. bifidum o L.
gasseri no modificod dicha actividad. Tampoco se observaron diferencias significativas en la
actividad dipeptidilpeptidasa IV entre las células tratadas con quercetina y las células tratadas
con la combinacién de quercetina y probiéticos, lo que indica que en las condiciones de nuestro

trabajo los probioticos no afectan a la accion de la quercetina sobre dicha actividad.
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Figura 21. La quercetina disminuye la actividad dipeptidilpeptidasa IV en células HT-29 y Caco.2.
Las células se cultivaron en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 pM, de 107 ufc/mL de los
probioéticos B. bifidum o L. gasseri o de la mezcla de quercetina y probidtico. Tras 24 horas de incubacion
se lisaron las células y se determiné la actividad enzimatica en los extractos celulares. Los resultados se
expresan como media * SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05).
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Tras analizar el efecto de la quercetina y de los probidticos sobre la actividad sacarasa,
aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV, se continu6 con el estudio de los posibles efectos del
tratamiento en la expresion de los transportadores presentes en la membrana intestinal. Con
este fin los cultivos de células HT-29 y Caco.2 se trataron con quercetina 100 uM, con 107 ufc/ml
de las cepas probiéticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinacién de quercetina 100 pM y los
probidticos durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas de tratamiento, se lisaron las células y
se determin6 la expresiéon de los transportadores de membrana PEPT-1 y SGLT-1 en los
extractos celulares. La determinaciéon se llevd a cabo por western blot empleando los
anticuerpos especificos PEPT-1 (H-235) y SGLT-1 (H-85). Con el fin de corregir las posibles
diferencias en la cantidad de proteina entre muestras, los resultados obtenidos, que se muestran
en las Figuras 22 y 23, se expresan de forma relativa con respecto a la cantidad de 8- Actina

(anticuerpo B-Actin (PA1-21167)), proteina constitutiva empleada como control de carga.

La Figura 22 muestra que el tratamiento con quercetina 100 pM disminuye
aproximadamente un 40% la expresion del transportador de membrana PEPT-1 en ambas lineas
celulares. Por otro lado, también muestra que los probiéticos, aunque no tienen efecto por si
mismos sobre la expresidn de PEPT-1 en ninguna de las dos lineas celulares, potencian el efecto
de la quercetina, ya que existen diferencias significativas en la expresién de PEPT-1 entre los
cultivos tratados so6lo con quercetina 100 pM y los tratados con la combinacién de quercetina y

la cepa probiética L. gasseri en ambas lineas celulares.
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Figura 22. Los probidticos B. bifidum y L. gasseri aumentan el efecto de la quercetina sobre la
expresion del transportador PEPT-1 en células HT-29 y Caco.2. La expresion de PEPT-1 en células
tratadas durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 pM, de 107 ufc/mL de los
probidticos o de la mezcla de quercetina y probiotico se determin mediante western-blot. Los resultados,
normalizados con respecto a los de la (-actina, se expresan de forma relativa tomando como 1 los de las
células control. Los resultados se representan como media + SEM de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado. * indica diferencias significativas con respecto a los de las células control (p

0,05). # indica diferencias significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p
0,05).
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La Figura 23 muestra los resultados respecto a la expresion del transportador de membrana
SGLT-1 tras los tratamientos. La Figura muestra que el tratamiento con quercetina 100 pM
redujo aproximadamente un 40% la expresion de SGLT-1 en las dos lineas celulares. También
pone de manifiesto que los probidticos, aunque no tienen efecto por si mismos sobre la
expresion de SGLT-1 en ninguna de las dos lineas celulares, potencian el efecto de la quercetina,
ya que existen diferencias significativas en la expresion de SGLT-1 entre los cultivos tratados
sélo con quercetina 100 uM y los tratados con la combinacién de quercetina y probiéticos en
ambas lineas celulares. Ademas, este efecto es mas acusado en los cultivos de células Caco.2 y en
los tratamientos combinados en los que se emplea L. gasseri, lo que sugiere que depende del

tipo celular y la cepa probidtica empleados.
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Figura 23. Los probiéticos B. bifidum y L. gasseri aumentan el efecto de la quercetina sobre la
expresion del transportador SGLT-1 en células HT-29 y Caco.2. La expresion de SGLT-1 en células
tratadas durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 uM, de 107 ufc/mL de los
probidticos o de la mezcla de quercetina y probiotico se determin6 mediante western-blot. Los resultados,
normalizados con respecto a los de la B-actina, se expresan de forma relativa tomando como 1 los de las
células control. Los resultados se representan como media + SEM de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado. * indica diferencias significativas con respecto a los de las células control (p

0,05). # indica diferencias significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p
0,05).
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2. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

En la actualidad se estan llevando a cabo numerosos estudios cientificos relacionados con la
posible actividad anticancerigena de compuestos no nutricionales también llamados
fitoquimicos. Este grupo de compuestos, que pueden llegar a prevenir el desarrollo del cancer, es
muy amplio e incluye flavonoides como la quercetina. La quercetina es un componente
importante de la dieta humana ya que esta presente en alimentos de origen vegetal, por lo que
ha llegado incluso a despertar interés desde el punto de vista nutricional. En los tltimos afios, se
han atribuido a la quercetina efectos beneficiosos frente al desarrollo de diversas enfermedades
asociadas al estrés oxidativo como el cdncer y las enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas.1>* Debido a sus posibles efectos sobre la proliferacion celular, en este
trabajo hemos querido analizar el efecto citotéxico de la quercetina, de los probiéticos B. bifidum
o L. gasseri y de sus combinaciones en las lineas celulares de adenocarcinoma de colon HT-29 y
Caco.2. Los analisis se han llevado a cabo mediante el ensayo colorimétrico del MTT. La
actividad citotoxica se determiné a 6 concentraciones diferentes de quercetina y a 5
concentraciones diferentes de los probiéticos. En el caso de la combinacion de quercetina y
probidticos se emplearon mezclas formadas por 107 ufc/ml de probidticos y cada una de las
diferentes concentraciones de quercetina. Los resultados se obtuvieron a partir de 3
experimentos independientes realizados por cuadruplicado para cada una de las
concentraciones. Los resultados obtenidos se representan en curvas de dosis-respuesta (Fig. 24)
a partir de las cuales se obtuvieron por extrapolacién los parametros citotdxicos (Tabla 4) Glso
(concentracién del compuesto que provoca la inhibicion del 50% de las células), TGI
(concentracién del compuesto que provoca la inhibicién total del crecimiento) y LCso

(concentracién del compuesto que reduce en un 50% el ntimero de células iniciales).
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Figura 24. La quercetina, los probidticos B. bifidum o L. gasseri o la combinacion de quercetina y los
probioticos tienen actividad citotdxica en células HT-29 y Caco.2. A) Supervivencia de las células HT-29
tras el tratamiento durante 24 horas con las diferentes concentraciones de B. bifidum o L. gasseri B)
Supervivencia de las células Caco.2 tras el tratamiento durante 24 horas con las diferentes concentraciones
de B. bifidum o L. gasseri, C) Supervivencia de las células HT-29 tras el tratamiento durante 24 horas con las
diferentes concentraciones de quercetina y 107 ufc/mL B. bifidum o L. gasseri, D) Supervivencia de las células
Caco.2 tras el tratamiento durante 24 horas con las diferentes concentraciones quercetina y 107 ufc/mL B.
bifidum o L. gasseri. La actividad citotdxica se analizé6 mediante un ensayo colorimétrico in vitro basado en la
reduccion del MTT. Los datos se presentan como la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes
por cuadruplicado.
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Las Figuras 24C y 24D muestran que el tratamiento con quercetina 100 pM redujo la
supervivencia celular aproximadamente un 40% con respecto a la de las células sin tratar
(células control) en ambas lineas celulares. La Figura 24B muestra a su vez que el tratamiento
con 107 ufc/mL de B. bifidum redujo aproximadamente un 33% la supervivencia celular en
cultivos de células Caco.2, mientras que el tratamiento con 107 ufc/mL de L. gasseri la redujo un
49%. La Figura 24A muestra que el tratamiento con 107 ufc/mL de B. bifidum no modifica la
supervivencia celular en cultivos de células HT-29, mientras que el tratamiento con 107 ufc/mL
L. gasseri sélo la reduce ligeramente. Las Figuras 24C y 24D también muestran que cuando se
tratan los cultivos celulares con combinaciones de distintas concentraciones de quercetina y 107
ufc/ml de probiédticos el efecto de la quercetina sobre la supervivencia celular se potencioé en
ambas lineas celulares, con reducciones del crecimiento celular que en el caso de la combinacién
de quercetina y la cepa L. gasseri se sitlian en torno al 50% en células HT-29 y son practicamente
completas en células Caco.2. Especialmente interesante es el resultado que se obtuvo en células
Caco.2 con la combinacién de quercetina 100 uM y 107 ufc/ml de B. bifidum, ya que en este caso
se observo incluso una reduccién en el niimero inicial de células. Para facilitar la interpretacion
de este resultado, se representan en la Figura 25 los porcentajes de crecimiento de células sin
tratar (control) y tratadas con quercetina 100 pM, con 107 ufc/ml de B. bifidum o L. gasseri o con
la combinacién de quercetina 100 uM y 107 ufc/ml de B. bifidum o L. gasseri. En la figura se toma

como referencia el crecimiento de las células control (100% de crecimiento).
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Tabla 4. Parametros citotdxicos de la quercetina y los probidticos en células de adenocarcinoma
de colon. GIso, concentracion del compuesto que inhibe en un 50% el crecimiento de las células. TGI;
concentracion del compuesto que inhibe por completo el crecimiento de las células. LCso; concentracion
del compuesto que reduce en un 50% el ndmero de células iniciales. Las concentraciones se expresan en
ufc/ml en el caso de B. bifidum y L. gasseri y como concentracién pM en el caso de la quercetina.

HT-29 Caco.2
Gl g TGl LCg Gl g, TGl LC s
Quercetin >100 >100 >100 >100 >100 >100
Bifidobacterium bifidum (Bf) >108 >108 >108 >108 >108 >108
Lactobacillus gasseri (Lg) >100 > 100 » 100 1,9107 93107 >100
Quercetin + Bf >100 >100 >100 0,08 44 86 >100
Quercetina +Lg 265 > 100 > 100 0,03 > 100 =100

Estos resultados, junto con los parametros de citotoxicidad recogidos en la Tabla 4, ponen de
manifiesto que la quercetina reduce la viabilidad celular en lineas celulares de adenocarcinoma
de colon y que esta reducciéon es mayor cuando la quercetina se aplica junto con una cepa
probidtica. Los resultados también indican que la sensibilidad al tratamiento depende del tipo
celular y de la cepa probiética empleada. En general, podemos afirmar que las células Caco.2 son
mas sensibles al tratamiento que las células HT-29 y que la induccidén por la cepa probidtica del
efecto de la quercetina sobre la viabilidad celular es mas potente en el caso de B. bifidum en

células Caco.2 y en el caso de L. gasseri en células HT-29.
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Figura 25. Los probiéticos B. bifidum y L. gasseri (107 ufc/mL) potencian el efecto de la quercetina
(100 pM) sobre el crecimiento celular en cultivos de células HT-29 y Caco.2. Los resultados se
expresan como la media + SEM de 3 experimentos independientes realizados por cuadruplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias
significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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3. APOPTOSIS

3.1 Determinacion de Apoptosis

En todos los organismos multicelulares adultos debe existir un equilibrio entre la
proliferaciéon y muerte de las células que lo forman con el fin de mantener un tamafio constante
155, Debido a la importancia de la muerte celular programada o apoptosis, en la actualidad hay un
elevado niimero de estudios en la literatura cientifica en los que se analiza la relacién entre la
capacidad proliferativa de los tumores y el fenémeno apoptético. En todos ellos se demuestra
que existe una correlacion entre apoptosis y proliferacion, tanto en tejidos sanos como en tejidos
tumorales. Asi, una mayor tasa de proliferacién se ha asociado con un peor prondstico y una
peor respuesta a los tratamientos. El porcentaje basal de células apoptéticas o la capacidad de
inducir la muerte de las células tumorales por la accidon de diversos tratamientos también han
demostrado tener un papel muy importante en el prondstico del tumor y en la posible respuesta
al tratamiento.156 Por ello se analizé si el efecto de la quercetina y los probidticos sobre la
viabilidad celular detectado en los ensayos de citotoxicidad estaba relacionado con la capacidad
para inducir apoptosis. Con este fin se trataron durante 24 horas cultivos de células HT-29 y
Caco.2 con quercetina 100 pM, con 107 ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri o con la combinacion de
quercetina y los probidticos y tras los tratamientos se determind el porcentaje de células
apoptoticas en los cultivos. Las determinaciones se llevaron a cabo mediante citometria de flujo
por el método TUNEL, empleando el sistema Apo-Direct kit (Becton Dickinson). Las Figuras 26 y

27recogen los resultados obtenidos.

Como se observa en las Figuras 26 y 27, la proporcién de células apoptoticas en los cultivos
tratados con quercetina 100 puM (12,35% en el caso de la linea celular HT-29y 11,77% en el caso
de la linea celular Caco.2) es mayor que en los cultivos de células no tratados (6,14% en el caso
de la linea celular HT-29 y 5,15% en el caso de la linea celular Caco.2). Los resultados muestran
también que los probidticos por si mismos no modificaron significativamente la proporcion de
células apoptoticas en los cultivos de la linea celular HT-29 y que sdlo el tratamiento con 107
ufc/ml de L. gasseri incrementd ligeramente el porcentaje de células apoptéticas en la linea
celular Caco.2. Por otro lado, se muestra que el efecto de la quercetina se potencié cuando las
células se trataron junto a los probidticos (Fig. 26). Este efecto es mayor en la linea celular
Caco.2, en la que llegan a alcanzarse porcentajes de células apoptdticas de hasta un 17, 28% en
las células tratadas con la combinacion de quercetina y la cepa probidtica L. gasseri'y un 30,28%

en las células tratadas con la combinacién de quercetina y la cepa probidtica B. bifidum.
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Figura 26. La quercetina induce apoptosis en la linea celular HT-29. Las células se incubaron durante
24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 pM, 107 ufc/mL de los probiéticos o la
mezcla de ambos. La determinacién de la apoptosis se llevo a cabo por el método TUNEL. A) Resultado de
un experimento representativo; B) Porcentaje de células apoptdticas tras el tratamiento. Los resultados se
expresan como la media + SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias
significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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Figura 27. La quercetina induce apoptosis en la linea celular Caco.2. Las células se incubaron durante
24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 pM, 107 ufc/mL de los probiéticos o la
mezcla de ambos. La determinacidn de la apoptosis se llevo a cabo por el método TUNEL. A) Resultado de
un experimento representativo; B) Porcentaje de células apoptdticas tras el tratamiento. Los resultados se
expresan como la media + SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias
significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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Estos resultados indican que la quercetina induce muerte celular por apoptosis en cultivos
de células de adenocarcinoma de colon y que los probiéticos B. bifidum y L. gasseri potencian la

capacidad de la quercetina para inducir apoptosis en los cultivos.

3.2. Ensayos de inhibicion de apoptosis

La forma mas comun de generar apoptosis en la mayoria de las células es la via mitocondrial.
Este proceso se caracteriza por un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial.
La pérdida de la integridad mitocondrial, uno de los eventos mas caracteristicos que ocurren
durante la apoptosis, permite la salida del citocromo c de la mitocondria y su incorporacién en el
apoptosoma, lo que conduce a la activacién de caspasas y la muerte de la célula.l>7 Para analizar
si el proceso de muerte celular por apoptosis inducido por la quercetina y los probiéticos en
células de adenocarcinoma de colon era dependiente de la activaciéon de caspasas tratamos
durante 24 horas con quercetina 100 pM, con 107 ufc/ml de probiéticos o con la combinacion de
quercetina y probidtico células HT-29 y Caco.2 preincubadas durante 1 hora con el inhibidor
general de caspasas Z-VAD-FMK. Transcurridas las 24 horas de tratamiento se determiné el
porcentaje de células apoptdticas en los cultivos por citometria de fluyjo empleando el sistema

Apo-Direct kit. Los valores que se obtuvieron se representan en la Figura 28.

Como se observa en la Figura 28, el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK suprime, al menos
parcialmente, la apoptosis inducida por la quercetina, los probiéticos o la combinacién de la
quercetina y los probidticos en ambas lineas celulares. Este resultado confirma la dependencia,
al menos en parte, de la activacion de caspasas en el proceso de muerte celular inducido por la

quercetina y potenciado por los probioticos en lineas celulares de adenocarcinoma de colon.
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Figura 28. El inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK revierte el efecto de la quercetina en células HT.29 y
Caco.2. Se determind el porcentaje de células apoptéticas en cultivos de células HT-29 o Caco.2 pre-
incubadas en presencia o ausencia Z-VAD-FMK 20 pM durante 1 hora y tratadas durante 24 horas con
quercetina 100 pM, 107 ufc/mL de los probiéticos o con la combinacién de quercetina y probidtico. Los
resultados corresponden a la media + SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. *
indica diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). ** indica diferencias
significativas con respecto a los de las células tratadas sélo con quercetina (p < 0,05). # indica diferencias
significativas con respecto a las células tratadas con inhibidor.
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3.3 Actividad Caspasa 3

Ya que el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK inhibi6 el proceso de muerte celular inducido por
la quercetina y los probioticos en cultivos celulares de las lineas HT-29 y Caco.2, se procedi6 a
estudiar si estas sustancias inducian la actividad caspasa 3 en estas células. Con este fin, se
trataron durante 24 horas cultivos celulares de las lineas HT-29 y Caco.2 con quercetina 100 pM,
con 107 ufc/ml de los probidticos o con la combinacién de ambos. Tras las 24 horas de
tratamiento se lisaron las células y se determind la actividad caspasa 3 en los extractos celulares.
Los andlisis se realizaron por fluorimetria empleando el kit ApoAlert Caspase Assay Plates, que
contiene el tetrapéptido DEVD, sustrato especifico de la caspasa 3, unido a un fluorocromo. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 29. Se observé que tanto la quercetina como los
probidticos y las combinaciones de quercetina y probidticos aumentaron ligeramente la
actividad caspasa 3 en los extractos celulares. Sin embargo este aumento no resulté
estadisticamente significativo, lo que podria deberse, al menos en parte a la variabilidad entre

experimentos y el reducido niumero de los mismos.
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Figura 29. El tratamiento con la quercetina no modifica la actividad de la caspasa 3 en las lineas
celulares HT-29 y Caco.2. Las células se incubaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de
quercetina 100 uM, 107 ufc/mL de los probiéticos o la mezcla de ambos. La determinacion de la actividad
de la caspasa 3 se realiz6 con el kit ApoAlert Caspase Assay Plates. Los resultados se expresan como la
media * SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica diferencias significativas
con respecto a los de las células control (p < 0,05).

4. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular es un fendmeno universal, presente en el crecimiento y desarrollo de todos
los seres vivos y es el proceso por el cual las células se reproducen. Sus etapas mas importantes
son el proceso de replicaciéon del material hereditario durante la fase de sintesis, llamada fase S,
y el reparto de los cromosomas replicados durante la mitosis. Existen mecanismos de control
para regular estos procesos y reparar los posibles errores durante su ejecucidn. Los mecanismos
moleculares se encuentran muy conservados, existiendo procesos similares desde organismos
unicelulares hasta los vertebrados superiores y el hombre. La exactitud con la que se lleva a cabo

este proceso ha garantizado la supervivencia de los organismos, mientras que la pérdida de esta
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exactitud aumenta la inestabilidad gendmica, un factor importante en el desarrollo del cincer.114
Estos hechos nos indujeron a estudiar si la quercetina, los probidticos o sus combinaciones
tenfan efectos sobre la distribucién de las células entre las distintas fases del ciclo celular en
cultivos de lineas de adenocarcinoma de colon. Con este fin se incubaron las células HT-29 y
Caco.2 con quercetina 100 pM, con 107 ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri o con la combinacién de
ambos durante 24 horas y a continuacién se determiné el contenido en DNA de las células. La
determinacion se llevé a cabo por citometria de flujo con ioduro de propidio mediante el empleo
del Kit Apo-Direct. De este modo se puede determinar la cantidad de DNA en cada célula
individual y calcular el porcentaje de células que se encuentran en cada una de las diferentes
fases del ciclo celular (Sub-G1, GO/G1, S y G2/M). Los resultados obtenidos se muestran en las
Figuras 30 y 31. Para el calculo de los resultados se realizaron 3 experimentos independientes

por duplicado.

Como cabe esperar de compuestos con capacidad para inducir apoptosis, las Figuras 30 y 31
muestran que el tratamiento durante 24 horas con quercetina 100 pM incrementa de modo
significativo el porcentaje de células subdiploides en ambas lineas celulares. Asi, la poblacién de
células Sub-G1 aumenta desde el 4,97 % en las células control hasta el 8,79% en las células
tratadas en los cultivos de la linea HT-29 (Fig. 30), y desde el 5,18% en las células control hasta
el 7,95% en las células tratadas en los cultivos de la linea Caco.2 (Fig. 31). A este aumento en el
porcentaje de células Sub-G1 le acompaiia, en ambas lineas celulares, una disminucién del
porcentaje de células en fase GO/G1 y un aumento del porcentaje de células en fase S y fase
G2 /M. Asi, el porcentaje de células en fase GO/G1 en los cultivos de la linea HT-29 pasa desde el
67% en las células control hasta el 52,4% en las células tratadas, y en los cultivos de la linea
Caco.2 desde el 64% en las células control hasta el 57% en las células tratadas. A su vez, el
porcentaje de células en fase S pasa del 15,5% en las células control hasta el 22,4% en las células
tratadas en los cultivos de la linea HT-29 y del 18,5% en las células control hasta el 23,1% en las
células tratadas en los cultivos de la linea Caco.2 y el porcentaje de células en fase G2/M pasa del
13,2% en las células control hasta el 17,3% en las células tratadas en los cultivos de la linea HT-
29. Este resultado indica que el tratamiento con quercetina provoc6 un bloqueo del ciclo celular

en fase G2 /M.

Por otra parte, las figuras también muestran que los tratamientos con los probioticos B.
bifidum o L. gasseri no modificaron el porcentaje de células subdiploides en ninguna de las dos
lineas celulares, y s6lo provocaron un pequefio aumento en el porcentaje de células en fase
G2/M que se correlaciona con un descenso en el porcentaje de células en fase GO/G1. Este

resultado, confirma que el tratamiento de las células con los probidticos durante 24 horas no
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provoca la muerte de las células, aunque sugiere la existencia de un bloqueo del ciclo celular

coherente con su efecto inhibidor sobre la proliferacion celular (Fig. 24).

Por ultimo, las Figuras 30 y 31 también muestran que el tratamiento combinado con la
quercetina y los probidticos provocé los mismos efectos, aunque de forma mas manifiesta, que el
tratamiento con quercetina. De hecho, existen diferencias estadisticamente significativas entre
las células tratadas con la combinacién de quercetina y probiéticos y las células tratadas sélo con
quercetina. Asi, en los cultivos de la linea Caco.2 la poblacién de células Sub-G1 aumenta desde el
7,95% en las células tratadas con quercetina hasta el 18,4% en las células tratadas con la
combinaciéon de quercetina y B.bifidum, aunque no se encontraron diferencias significativas
entre estas poblaciones de células en los tratamientos con la combinacién de quercetina y L.
gasseri (Fig. 30). A este aumento en el porcentaje de células Sub-G1 le acompaifié, una
disminucion del porcentaje de células en fase G0/G1 y en fase S y un aumento en fase G2/M. Asi,
el porcentaje de células en fase GO/G1 disminuyé desde el 57% en las células tratadas con
quercetina hasta el 47,5% en las células tratadas con la combinacién de quercetina y la cepa
B.bifidum y hasta el 52% con la cepa L. gasseri, mientras que el porcentaje de células en fase S
disminuy6 del 23,1% en las células tratadas con quercetina hasta el 18,4% en las células
tratadas con la combinacién de quercetina y la cepa B.bifidum y no encontramos diferencias
significativas con la combinacién de quercetina y la cepa L. gasseri. Por ultimo, el porcentaje de
células en fase G2 /M pasa del 12,4% en las células tratadas con quercetina hasta el 16% tanto en
las células tratadas con la combinacién de quercetina y B.bifidum como en las tratadas con la
combinaciéon de quercetina y L. gasseri. Respecto a la linea celular HT-29, en la Figura 31 se
observa que, como en el caso de la linea Caco.2, los probidticos aumentaron el efecto de la
quercetina, aunque por hacerlo de forma mas moderada las diferencias no llegan a ser

estadisticamente significativas.
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Figura 30. La quercetina modifica la distribucién de las células HT-29en las diferentes fases del
ciclo celular. Las células se incubaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina
100 puM, 107 ufc/mL de los probidticos o la mezcla de ambos. A) Resultado de un experimento
representativo, B) Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular tras el tratamiento. Los resultados
se expresan como la media = SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias
significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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Figura 31. La quercetina modifica la distribucién de las celular Caco.2 en las diferentes fases del
ciclo celular. Las células se incubaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina
100 puM, 107 ufc/mL de los probidticos o la mezcla de ambos. A) Resultado de un experimento
representativo, B) Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular tras el tratamiento. Los resultados se
expresan como la media + SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. * indica
diferencias significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias
significativas con respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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5. EXPRESION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA REGULACION DE LA
APOPTOSIS Y CICLO CELULAR

Para analizar con mayor detalle el mecanismo molecular por el que la quercetina y los
probidticos bloquean el ciclo celular e inducen la muerte de las células se analiz6 el efecto de los
tratamientos sobre la expresion de diversas proteinas habitualmente relacionadas con estos
procesos, como AMPKa, p53, p21, Bcl-2 y Bax. Con este fin se compararon los patrones de
expresion de estas proteinas en cultivos de células de adenocarcinoma de colon sin tratar o
tratadas durante 24 horas con quercetina 100 pM, con 107 ufc/ml de B. bifidum o L. gasseri o con
una mezcla de ambos. La expresion de las proteinas se determindé por western blot con

anticuerpos especificos. Los resultados que se obtuvieron se detallan a continuacion.

5.1 La quercetina y las cepas probidticas modifican la expresion de Bcl-2 y Bax

Las proteinas de la familia Bcl-2 juegan un papel muy importante en la regulacién de la
apoptosis. Entre ellas se encuentran proteinas inductoras de la apoptosis como Bax y proteinas
inhibidoras de la apoptosis como Bcl-2.158 Con el fin de analizar si los tratamientos modifican la
expresion de Bcl-2 y Bax se incubaron las células HT-29 y Caco. 2 con quercetina 100 uM, con
107 ufc/mL de las cepas probiéticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinacién de quercetina y
probidticos durante 24 horas. Transcurridas 24 horas se lisaron las células y se analiz6 la
expresion de Bcl-2 y Bax en los extractos celulares. La cuantificacion se llevé a cabo por western
blot de forma relativa por comparacién con la de la proteina constitutiva -actina. En las
determinaciones se emplearon los anticuerpos Bcl-2 (N-19), especifico de Bcl-2, Bax (421),
especifico de Bax y f-actina (PA1-21167), especifico de la B-actina. Los resultados obtenidos se

muestran en las Figuras 32 y 33.

En la Figura 32 se observa que el tratamiento con quercetina redujo en un 70% la expresiéon
de Bcl-2 en células HT-29 y en un 50% en células Caco.2. Se observa también que los probidticos
no afectaron a la expresion de Bcl-2 en ninguna de las dos lineas celulares, excepto en el caso de
la cepa L. gasseriy HT-29 en él que se produjo una disminucion del 30% en la expresion de Bcl-
2. Por otra parte el tratamiento combinado con quercetina y los probiéticos disminuy6 la
expresion de Bcl-2 en mayor proporcidn que el tratamiento con quercetina solo. Este efecto es
mas acusado en el caso de la combinacidn de quercetina y L. gasseri, que reduce la expresion de

Bcl-2 en un 80% en células HT-29 y Caco.2. Sin embargo, el tratamiento con la combinacién de
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quercetina y B. bifidum en células HT-29 no produjo diferencias significativas en la expresion de
Bcl-2 con respecto a la detectada en las células tratadas sélo con quercetina. Estos resultados
ponen de manifiesto que los probiéticos potencian el efecto de la quercetina sobre la expresién
de Bcl-2 en lineas celulares de adenocarcinoma de colon, aunque este efecto es dependiente de

la cepa probiética y la linea celular.
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Figura 32. La quercetina disminuye la expresion de Bcl.2 en las lineas celulares HT-29 y Caco.2. Se
determin6é mediante western-blot la expresién de Bcl-2 en células HT-29 (A) o Caco.2 (B) incubadas
durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 pM, de 107 ufc/mL de los
probidticos o de la mezcla de ambos. Los resultados, normalizados con respecto a los de la -actina, se
expresan de forma relativa tomando como 1 los de las células control. Los resultados se representan como
media + SEM de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. * indica diferencias
significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias significativas con
respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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Los resultados del tratamiento con quercetina representados en la Figura 33 muestran que
la expresion de Bax aument6 en un 70% en células HT-29 y en un 97% en células Caco.2.
También muestra que el tratamiento con los probiéticos aument6 la expresion de Bax en la linea
celular Caco.2, en la que se produjo un aumento del 40% en el caso del tratamiento con la cepa B.
bifidumy del 70% en el caso del tratamiento con L. gasseri. Sin embargo, en la linea celular HT-
29 este aumento sdlo se observo con la cepa L. gasseri (46% de aumento). La figura también
muestra que el tratamiento combinado con quercetina y B. bifidum aumento6 la expresion de Bax
en mayor medida que el tratamiento con quercetina sola en ambas lineas celulares (incrementé
en 3 veces la expresion de Bax en Caco.2 y HT-29). Estos resultados indican que los probi6ticos
potencian el efecto de la quercetina sobre la expresion de Bax en lineas celulares de
adenocarcinoma de colon, si bien este efecto es dependiente de la linea celular y la cepa

probidtica, que es mas efectiva si se trata de B. bifidum que si se trata de L.gasseri.
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Figura 33. La quercetina aumenta la expresion de Bax en las lineas celulares HT-29 y Caco.2. Se
determind mediante western-blot la expresion de Bax en células HT-29 (A) o Caco.2 (B) incubadas
durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 puM, de 107 ufc/mL de los
probidticos o de la mezcla de ambos. Los resultados, normalizados con respecto a los de la B-actina, se
expresan de forma relativa tomando como 1 los de las células control. Los resultados se representan como
media + SEM de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. * indica diferencias
significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias significativas con
respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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5.2 La quercetina y las cepas probidticas aumentan la fosforilacion de la
AMPK

La proteina-quinasa AMPK forma parte de la subfamilia de proteinas-quinasas activadas por
AMP/SNF1. Esta proteina-quinasa, que se activa por fosforilacién, interviene en procesos
diversos entre los que se incluyen la activacion de rutas cataboélicas, la inhibicién de rutas
anabolicas, la parada del ciclo celular y la induccién de apoptosis. Por todo esto se ha propuesto

que la AMPK actia como marcador metabdlico e inhibidor de la carcinogénesis.1>°

Con el fin de analizar si los tratamientos de cultivos celulares de adenocarcinoma de colon
con quercetina, probidticos o sus combinaciones modifican la cantidad de AMPKa fosforilada en
los cultivos, se incubaron las células HT-29 y Caco. 2 con quercetina 100 uM, con 107 ufc/mL de
las cepas probioticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinaciéon de quercetina y probidticos
durante 24 horas. Tras 24 horas, se lisaron las células y se cuantificé la cantidad de AMPKa
fosforilada en los extractos celulares. La cuantificacién se llevé a cabo por western blot de forma
relativa por comparacién con la de la proteina constitutiva $-actina. En las determinaciones se
emplearon los anticuerpos p-AMPKal/2 (Thr 172), especifico de la forma fosforilada de la
AMPKa en la treonina 172, y f-actina (PA1-21167), especifico de la [-actina. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 34.

Como puede observarse en la Figura 34, el tratamiento con quercetina aumenta 3 veces la
cantidad de AMPKa fosforilada en células HT-29 y 2 veces en células Caco.2 (Fig. 34). Los
resultados también ponen de manifiesto que los probiéticos no modificaron la cantidad de
AMPKa fosforilada en la linea celular Caco.2. Sin embargo, en la linea celular HT-29 indujeron
un aumento en la fosforilacion de AMPKa, del 40% en el caso de B. bifidum y del 70% en él de L.
gasseri. Del mismo modo los tratamientos combinados con quercetina y los probidticos
incrementaron los niveles de la p-AMPKa en comparacion con el tratamiento con quercetina
sélo. Asi, en cultivos de la linea celular HT-29 la fosforilacion de AMPKa aument6 hasta 4 veces
en el caso del tratamiento con quercetina y la cepa B. bifidum y mas de 4 veces con la cepa L.
gasseri, mientras que en cultivos de la linea celular Caco.2 aument6 3 veces con ambos
tratamientos combinados de quercetina y probidtico. Estos resultados indican que los
probidticos potencian el efecto de la quercetina sobre la fosforilacion del AMPKa en lineas

celulares de adenocarcinoma de colon.
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Figura 34. La quercetina aumenta la expresion de AMPKa en las lineas celulares HT-29 y Caco.2. Se
determiné mediante western-blot la expresion de AMPKa en células HT-29 A) o Caco.2 B) incubadas
durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 uM, de 107 ufc/mL de los
probidticos o de la mezcla de ambos. Los resultados, normalizados con respecto a los de la -actina, se
expresan de forma relativa tomando como 1 los de las células control. Los resultados se representan como
media + SEM de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. * indica diferencias
significativas con respecto a los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias significativas con
respecto a los de las células tratadas con quercetina (p < 0,05).
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5.3 La quercetina y las cepas probidticas aumentan la expresion de p53 y p21

La proteina p21 es un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas, y por lo tanto funciona
como un regulador del ciclo celular, ejerciendo un papel primordial en el control de la transiciéon
G1/S. La expresidn de esta proteina esta estrechamente regulada por la proteina supresora de
tumores p53, por lo que el control del ciclo celular en G1 es dependiente de p53 y las células
detienen el ciclo celular como respuesta a un estimulo estresante.160 Las lineas celulares HT-29 y
Caco.2 de adenocarcinoma de colon poseen una forma mutada del gen p53, por lo que su

actividad en estas células es reducida.143

Con el fin de analizar si los tratamientos de cultivos de células HT-29 o Caco.2 con
quercetina, probidticos o sus combinaciones modifican la expresién de p53 y p21 en estas
células, se incubaron células HT-29 y Caco. 2 con quercetina 100 uM, con 107 ufc/mL de las cepas
probidticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinacién de quercetina y probidticos durante 24
horas. Transcurridas las 24 horas se lisaron las células y se analiz6 la expresion de p53 y p21 en
los extractos celulares. La cuantificaciéon se llevé a cabo por western blot de forma relativa por
comparacion con la de la proteina constitutiva 3-actina. En las determinaciones se emplearon los
anticuerpos P53 (FL-393), especifico de p53, P21 (C-19), especifico de p21 y B-actina (PA1-

21167), especifico de la -actina. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 35y 36.

Los resultados representados en la Figura 35 muestran que el tratamiento con quercetina
aument6 en 2 veces la expresion de p53 en células HT-29 y Caco.2. También muestran que los
probidticos no afectaron a la expresiéon de p53 en ninguna de las dos lineas celulares, mientras
que los tratamientos combinados con quercetina y los probidticos aumentaron la expresion de
p53 mas que el tratamiento con quercetina. Este efecto es mas acusado en el caso de la
combinacién de quercetina y L. gasseri, que aumenté la expresién de p53 en 3 veces tanto en
células HT-29 como Caco.2. Sin embargo, con la combinacién de quercetina y B. bifidum este
aumento s6lo se detectd en células HT-29, mientras que en el caso de células Caco.2 no se
observaron diferencias significativas en la expresion de p53 con respecto a los de las células
tratadas so6lo con quercetina. Estos resultados indican que los probiéticos potencian el efecto de
la quercetina sobre la expresion de p53 en lineas celulares de adenocarcinoma de colon de modo

dependiente de la cepa probidtica y la linea celular utilizada.
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Figura 35. La quercetina aumenta la expresion de p53 en las lineas celulares HT-29 y Caco.2. Se
determin6 mediante western-blot la expresion de p53 en células HT-29 A) o Caco.2 B) incubadas durante
24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 uM, de 107 ufc/mL de los probiéticos o de la
mezcla de ambos. Los resultados, normalizados con respecto a los de la B-actina, se expresan de forma
relativa tomando como 1 los de las células control. Los resultados se representan como media + SEM de 3
experimentos independientes realizados por triplicado. * indica diferencias significativas con respecto a

los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias significativas con respecto a los de las células
tratadas con quercetina (p < 0,05).
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Los resultados expresados en la Figura 36 muestran que el tratamiento con quercetina
aument6 2 veces la expresion de p21 en células HT-29 y Caco.2 (Fig. 36). También muestra que
los probidticos afectaron a la expresion de p21 en la linea HT-29, en la que se produjo un
aumento de un 40% en el caso de la cepa B. bifidum y de un 60% en el caso de la cepa L. gasseri,
aunque no lo hicieron en la linea celular Caco.2. Los resultados también muestran que el
tratamiento combinado con quercetina y los probioticos aumenté la expresion de p21 mas que
el tratamiento con quercetina sola. Este efecto es mas acusado en el caso del tratamiento con la
combinacién de quercetina y L. gasseri que aumento la expresion de p21 4 veces. Sin embargo
con la combinacién de quercetina y B. bifidum este efecto si se detecta en las células HT-29,
mientras que en el caso de las células Caco.2 no se observaron diferencias significativas en la
expresion de p21 con respecto a las células tratadas sélo con quercetina. Estos resultados
revelan que los probidticos potencian el efecto de la quercetina sobre la expresion de p21 en
lineas celulares de adenocarcinoma de colon aunque sea dependiente de la cepa probidtica y la

linea celular utilizada.
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Figura 36. La quercetina aumenta la expresion de p21 en las lineas celulares HT-29 y Caco.2. Se
determin6 mediante western-blot la expresion de p21 en células HT-29 A) o Caco.2 B) incubadas durante
24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 uM, de 107 ufc/mL de los probiéticos o de la
mezcla de ambos. Los resultados, normalizados con respecto a los de la -actina, se expresan de forma
relativa tomando como 1 los de las células control. Los resultados se representan como media + SEM de 3
experimentos independientes realizados por triplicado. * indica diferencias significativas con respecto a
los de las células control (p < 0,05). # indica diferencias significativas con respecto a los de las células
tratadas con quercetina (p < 0,05).
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Desde hace varias décadas se han realizado numerosos estudios cientificos relacionados con
la posible actividad de los compuestos no nutricionales que forman parte de nuestra dieta, ya
que se ha sugerido que estos compuestos pueden llegar a prevenir el desarrollo de
enfermedades como el cancer. Este grupo de moléculas, conocidas como fitoquimicos, es muy
heterogéneo e incluye vitaminas, polifenoles, acidos fenodlicos, compuestos sulfurados y
fitoalexinas.161.162 Se encuentran fundamentalmente en frutas y verduras. Debido a su
abundancia en la dieta, la quercetina es uno de los fitoquimicos que mas interés han despertado.
Mediante una dieta rica en quercetina se puede llegar a alcanzar una concentracién en plasma de
quercetina y de sus metabolitos secundarios de hasta 8 pmol/L, y se ha descrito que una dieta

rica en quercetina est asociada con un menor riesgo de desarrollar cancer.163

Entre los temas de investigacion de mayor actualidad se encuentra el andlisis de la posible
sinergia entre probidticos y fitoquimicos como la fibra, los oligosacaridos o los flavonoides. La
fermentacion de estos compuestos por cepas probiéticas, principalmente de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus, origina nuevas moléculas bioactivas con caracteristicas
antitumorales. Entre estos metabolitos secundarios obtenidos por fermentacién destacan los
acidos butirico, propiénico y acético, compuestos que actian en la reduccién de la inflamacién
gastrointestinal,164 la modulacién de la actividad enzimatica intestinal, 16> la reduccién de
adenomas en la mucosa col6nica, 166 la modulacién de la proliferacién y diferenciacion celular?8
y la mejora del transito intestinal.?> Todas estas evidencias sugieren que la quercetina es capaz
de actuar a diferentes niveles en el desarrollo del cancer y que los probiéticos podrian modificar
sus acciones al llevar a cabo procesos de fermentaciéon que originarian nuevas moléculas

bioactivas con posible actividad anticancerigena.

1. SINERGIA EN LA ACCION DE LA QUERCETINA Y B. BIFIDUM O L. GASSERI
SOBRE EL TRANSPORTE DE NUTRIENTES AL INTERIOR DE LA CELULA

La glucosa es el principal monosacarido que proporciona energia a las células del organismo.
Esto hace que el transporte de glucosa al interior de la célula constituya un proceso esencial
para el metabolismo energético y, en consecuencia, para los procesos que mantienen la vida. En
el ser humano los monosacaridos de la dieta se absorben principalmente en el intestino delgado.
En su absorcidn intervienen transportadores de glucosa dependientes de sodio de la familia

SGLT y también proteinas de la familia de facilitadores de glucosa GLUT. Ya que las células
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tumorales requieren un mayor aporte de los nutrientes, principalmente glucosa y aminoacidos,
necesarios para el desarrollo y la vascularizaciéon del tejido tumoral, y por tanto para su
proliferacién y diferenciacién, el metabolismo de la glucosa resulta de gran importancia en el
desarrollo del cancer colorrectal. Por ello no puede extrafiar que se haya sugerido que, junto con
el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), el transportador de glucosa SGLT-1, que
se sobreexpresa durante la carcinogénesis, podria ser un buen marcador para el diagnoéstico del
cancer colorrectal.150.167 Esta alteracion en la expresion de SGLT-1 podria ser debida a la mayor
demanda de glucosa por parte de las células tumorales para producir energia (Fig 38), resulta
interesante que en este trabajo hayamos detectado que el tratamiento de cultivos de las lineas
celulares de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2 con quercetina 100 uM durante 24 horas
(Fig 23) disminuye su expresion, indicando que la quercetina reduce las necesidades energéticas
de las células y sugiriendo, por tanto, que disminuye su capacidad proliferativa. También resulta
interesante que, a diferencia de la quercetina, la exposicion de las células a las cepas probioticas
B. bifidum o L. gasseri no modificara los niveles de expresiéon de SGLT-1 en los cultivos, pero que
el tratamiento de las células HT-29 y Caco.2 con la combinacién de quercetina 100 uM y 107
ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri disminuyera el nivel de expresion de SGLT-1 en los cultivos mas
que el tratamiento con la quercetina sola. Estos resultados indican que las cepas probiéticas no
afectan por si mismas a la expresion de SGLT-1 pero potencian el efecto de la quercetina sobre
la misma. En cualquier caso hay que resaltar que este efecto fue mas acusado en los cultivos de
células Caco.2 y en los tratamientos combinados en que se emple6 L. gasseri, lo que sugiere que

la sinergia entre el flavonoide y el probioético depende de la linea celular y la cepa probio6tica.

Se ha descrito que los receptores del factor de crecimiento epitelial (EGFR) se sobreexpresan
en el cancer de colon y que su sobreexpresion se correlaciona con estados avanzados de la
enfermedad e indiferenciacion de las células tumorales.168 Algunos estudios han mostrado que
en células de adenocarcinoma de colon HT-29 estos receptores son modulados por flavonoides
como la quercetina, por lo que se ha llegado a sugerir que las acciones de la quercetina en el
cancer colorrectal podrian estar relacionadas con su capacidad para suprimir la activaciéon por
fosforilacion de EGFR.169 Ademds, la inhibicion de la fosforilaciéon de EGFR en células HT-29 se
asocia con regulacion de la actividad de MAPKs como ERK1 y ERK2.169 Por ello es posible que la
regulaciéon del transporte de glucosa se produzca mediante interacciones proteina-proteina
entre el transportador SGLT-1 y el receptor EGFR. Esta interaccion, que es independiente de la
actividad tirosina quinasa de EGFR, conduciria a la estabilizaciéon de SGLT-1 e incrementaria la
actividad de transporte de glucosa a través de la membrana. Por tanto, puesto que la interaccién
del dominio extracelular del EGFR con el transportador de glucosa SGLT-1 conduce a la

sobreexpresion de SGLT-1 en procesos como el cancer de colon en los que la demanda de
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glucosa por parte de las células es mayor, la supresién por quercetina de la activacion de EGFR
es una posible explicacion para la disminucién de la expresién de SGLT-1 inducida por la

quercetina.

También se ha sugerido que las acciones de la quercetina en células de adenocarcinoma de
colon podrian deberse a sus efectos sobre la AMPK, cuya fosforilacion, y por tanto activacion,
induce.170 En este sentido, es importante tener en cuenta que se ha descrito que en células
Caco.2 la expresién de esta proteina se correlaciona de modo inverso con la actividad
transportadora de glucosal’0,171 y, también, que en este trabajo hemos confirmado que la
quercetina induce la fosforilacion de la subunidad a de la AMPK (Fig 34) y que los probiéticos B.
bifidum y L. gasseri actian de modo sinérgico con la quercetina en lo que a esta fosforilacion se
refiere. Nuestros resultados sugieren por tanto que la activaciéon de la via de sefializacién

mediada por la AMPK es la causa de la represion de la expresion de SGLT-1 por quercetina.

Las modificaciones en el transporte de monosacaridos como la glucosa suelen estar
asociadas frecuentemente con alteraciones en la actividad de enzimas intestinales con actividad
disacaridasa, como la sacarasa, la maltasa o la lactasa. La actividad de estas enzimas, encargadas
de llevar a cabo la hidrélisis de los disacaridos, esta modificada durante el desarrollo del cancer,
por lo que pueden ser utilizadas como marcadores de diferenciacién celular. De hecho, se ha
sugerido que existe una relacion entre el grado de diferenciacién de las células y el incremento
en la actividad de ciertas disacaridasas presentes en la membrana del borde en cepillo, que en el
cancer, debido al grado de indiferenciacién de las células, es muy baja.l>2 Por este motivo
conviene resaltar que en el presente trabajo hemos detectado que el tratamiento de cultivos de
las lineas celulares de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2 con quercetina 100 uM durante
24 horas incrementa la actividad sacarasa en los cultivos. Esto sugiere que el tratamiento afecta
al grado de diferenciacién de las células. En el mismo sentido, otros autores han encontrado que
una dieta suplementada en un 5% con un galacto-oligosacarido incrementa la actividad sacarasa
en cultivos de la linea celular Caco.2 de adenocarcinoma de colon!3 y también se ha demostrado
que esta misma dieta incrementa la actividad sacarasa en ratones BALB/c con respecto a

ratones que no han sido alimentados con el galacto-oligosacarido.13

Por otro lado, otros trabajos también han descrito que dosis altas de inulina en combinacién
con varias cepas probiodticas como L. acidophilus, L. bulgaricus, B. bifidum, B. longum o S.
thermophilus producen cambios en la microbiota intestinal de ratas, dando lugar a un aumento
de la poblacién de bacterias beneficiosas en el intestino que se correlaciona con un aumento en

la actividad enzimadtica sacarasa, isomaltasa, lipasa y lactasa tras el tratamiento.?’ Sin embargo
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los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el tratamiento de los cultivos de células
HT-29 y Caco.2 con B. bifidum o L. gasseri no modifica la actividad sacarasa en los cultivos. Mas
aun, el tratamiento de los cultivos con la combinacién de quercetina 100 uM y 107 ufc/mL de B.
bifidum o L. gasseri tampoco afecta a la accion de la quercetina sobre esta actividad enzimatica.
Estos resultados indican por tanto que estas dos cepas probiéticas ni tienen efecto sobre la
actividad sacarasa en lineas celulares de adenocarcinoma de colon, ni afectan a la accién de la
quercetina sobre esta actividad. En definitiva, nuestros resultados sugieren que el aumento en
la actividad sacarasa y la disminucién en la expresiéon de SGLT-1 inducidos por la quercetina en
los cultivos de células HT-29 y Caco.2, y potenciados por los probidticos en el caso del
transportador, podrian ser debidos a que tras el tratamiento las células presentan un mayor

grado de diferenciacién y una menor capacidad de proliferacion.152

Junto con el transporte de monosacaridos, otro factor importante en el desarrollo del cancer
colorrectal es el transporte de péptidos a través del epitelio intestinal. Aunque existen diferentes
rutas a través de las cuales los péptidos pueden ser absorbidos, el tamafio de los péptidos y su
hidrofobicidad son factores fundamentales que influyen en el tipo de transporte seleccionado:
pasivo, a través de las uniones celulares o activo.l’2 Los oligopéptidos producidos por accion de
las enzimas gastricas y pancreaticas durante el proceso de digestién de proteinas son
hidrolizados adicionalmente por endopeptidasas de la membrana intestinal, lo que da lugar a
dipéptidos y tripéptidos que pueden ser captados de forma activa mediante el transportador
PEPT-1.173 Este proceso de absorcién activa mediado por PEPT-1 se produce con consumo de un
gradiente electroquimico transmembrana y constituye la forma principal de captaciéon de
péptidos.1747 Durante los dltimos afios se ha descrito que la expresiéon de PEPT-1, y por tanto el
transporte de oligopéptidos a través del epitelio intestinal, estd incrementada en patologias
como el cancer o las enfermedades inflamatorias intestinales. Se ha sugerido que este aumento
podria ser debido bien a la inflamacidon del intestino provocada por la enfermedad, bien al
incremento en la demanda de péptidos por parte de las células, derivado de su alta tasa de
proliferacion.10 Por eso resulta interesante que en este trabajo hayamos detectado que el
tratamiento de cultivos de las lineas celulares de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2 con
quercetina 100 puM durante 24 horas (Fig 22) disminuye la expresiéon de PEPT-1 en los cultivos,

lo que nuevamente sugiere que la quercetina disminuye la capacidad proliferativa de las células.

Nuestros resultados también muestran que, a diferencia del tratamiento con quercetina, el
tratamiento de las células HT-29 y Caco.2 con las cepas probidticas B. bifidum o L. gasseri no
modifica los niveles de expresion de PEPT-1 en los cultivos. Sin embargo, el tratamiento con la

combinacién de quercetina 100 uM y 107 ufc/mL de L. gasseri, pero no con la combinacién de

114



up

Discusion

quercetina 100 uM y 107 ufc/mL de B. bifidum, los disminuye mas que el tratamiento con la
quercetina sola. Estos resultados indican que las cepas probiéticas no afectan por si mismas a la
expresion de PEPT-1, pero potencian el efecto de la quercetina sobre la misma. En cualquier
caso hay que resaltar que este efecto es mas acusado en los cultivos de células Caco.2 y con la
combinacién de quercetina y L. gasseri, lo que confirma que la sinergia entre el flavonoide y el
probidtico depende de la linea celular y de la cepa probidtica empleadas. Tampoco podemos
olvidar que las acciones de la quercetina y los probidticos en células de adenocarcinoma de
colon podrian deberse a sus efectos sobre la AMPKa, cuya fosforilacién y activacién inducen (Fig
34), ya que la activacion de la AMPK inhibe la sintesis de proteinas porque disminuye la
actividad de mTOR.131 En el mismo sentido, diversos trabajos con teoflavinas han mostrado que
la activacién de la AMPK por fosforilaciéon de su subunidad a inhibe la expresiéon de PEPT-1, y
por tanto la captacion de péptidos, en cultivos de células Caco.2.175 Este mismo resultado
también se ha observado tras el tratamiento de células Caco.2 con AICAR, un inductor de la

activacion de AMPK.176

Los cambios en el transporte de péptidos podrian estar asociadas con modificaciones en la
actividad de enzimas intestinales con actividad peptidasa, como la aminopeptidasa N y la
dipeptidilpeptidasa IV.177 Por eso resulta interesante que de modo reciente se haya observado
que el tratamiento con un extracto de uva es capaz de disminuir la actividad de la
dipeptidilpeptidasa IV en animales sanos, en animales alimentados con una dieta rica en grasas y
en células Caco.2, y que diversos estudios tanto in vivo como in vitro hayan puesto de manifiesto
el efecto de la curcumina sobre la actividad de la aminopeptidasa N. A pesar de ello en la
actualidad no existen evidencias claras de los mecanismos de accién de los flavonoides sobre la
actividad enzimatica de la aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV.153 Por eso resulta
prometedor que en este trabajo hayamos observado que el tratamiento de cultivos de células
HT-29 y Caco.2 durante 24 horas con quercetina 100 pM disminuye estas actividades en los
cultivos ya que, como hemos comentado anteriormente con respecto a la actividad sacarasa, este
resultado indica que tras el tratamiento las células presentan una menor capacidad de
proliferaciéon. Nuestros resultados también muestran que el tratamiento de los cultivos de
células HT-29 y Caco.2 con B. bifidum o L. gasseri no modifica las actividades aminopeptidasa N y
dipeptidilpeptidasa IV en los cultivos y que el tratamiento de los cultivos con la combinaciéon de
quercetina 100 uM y 107 ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri tampoco afecta a la accién de la
quercetina sobre estas actividades enzimaticas. Estos resultados indican por tanto que estas dos
cepas probidticas ni tienen efecto sobre las actividades aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa
IV en lineas celulares de adenocarcinoma de colon, ni afectan a la acciéon de la quercetina sobre

estas actividades.
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2. MODULACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

La proliferaciéon descontrolada de las células tumorales es uno de los aspectos a tener en
cuenta en el cancer de colon, ya que activa la sintesis de acidos nucleicos y aumenta la demanda
energética de las células. Debido a ello durante los ultimos afios se han llevado a cabo
numerosos estudios en los que se ha analizado, y comprobado, la actividad antiproliferativa de la
quercetina frente a lineas celulares tumorales, entre las que se incluyen diversas lineas de
glioma,178 de cancer de pulmon,>> de pancreas,>® de melanoma,>* de hematomal’° y de colon.140
Por eso no debe extranar que en este trabajo hayamos observado que a concentraciones
comprendidas entre 0,01 y 100 puM la quercetina se haya comportado como un agente citostatico
que, aunque no disminuye el nimero inicial de células, reduce la proliferacién celular en cultivos
de células de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2. La induccién de apoptosis (Fig. 26 y 27)
y el bloqueo del ciclo celular (Fig. 30 y 31) que se producen como consecuencia de la activacion

de p53 mediada por la quercetina (Fig. 35) son una posible explicacién para esta observacion.

El papel de los probiéticos en la proliferacidn celular, con resultados que varian en funcién
de la cepa probidtica y el tipo celular, también ha comenzado a analizarse durante los ultimos
anos.180 En este trabajo mostramos que, como en el caso de la quercetina, el tratamiento de
cultivos de células HT-29 o Caco.2 con 107 ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri reduce ligeramente,
aunque con pequefias diferencias entre ambas lineas celulares y cepas probioticas, el
crecimiento celular en los cultivos (Fig. 24). Mas interesante que este dato, que indica que
ambas cepas probidticas poseen una pequefia capacidad citostatica, resulta el hecho de que la
administracién combinada de quercetina y probidtico llegue a suprimir por completo el
crecimiento celular, e incluso a reducir el numero inicial de células en los cultivos. Esta sinergia
entre las actividades citostaticas de quercetina y probiéticos, que es mas acusada en los cultivos
de células Caco.2 y en los tratamientos con B. Bifidum, se acompafia con un mayor aumento en
los niveles de apoptosis (Fig. 27) y en los niveles de expresion de p53 en los cultivos (Fig. 35)
que el observado en los tratamientos con el flavonoide solo. La actividad citotoxica de las
combinaciones de quercetina y B.Bifidum o L. gasseri, y la induccién de muerte celular con
activacion de p53 que provocan estas combinaciones, sugiere que podrian utilizarse no sélo con
fines preventivos, sino quiza también con fines terapéuticos, lo que obligard a hacer estudios

adicionales sobre su efectividad y mecanismos de accidn tanto in vitro como in vivo.
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3. INDUCCION DE APOPTOSIS Y CICLO CELULAR

El efecto de la quercetina sobre los procesos de proliferacion, supervivencia y muerte celular
depende de la concentracién utilizada: concentraciones elevadas de quercetina tienen un efecto
proapotdtico,>>59 mientras que a concentraciones reducidas la quercetina activa mecanismos de
supervivencia.57-58 Con frecuencia las modificaciones en la proliferacion celular se producen con
cambios en el ciclo celular, lo que en el caso de la quercetina esta bien documentado. Asi se ha
descrito que la quercetina bloquea, en funcién del tipo celular, el ciclo en fase Go/G1, S 0 Gz/M.60.
61, 63 De acuerdo con resultados descritos previamente por otros autores4? en este trabajo
hemos observado que el tratamiento de células de adenocarcinoma de colon HT-29 con
quercetina 100 uM durante 24 horas induce la expresion de los genes TP53 y CDKN1A (Fig. 35y
36). Cabe afiadir que en este trabajo también hemos observado el mismo resultado en cultivos
de células Caco.2 (Fig. 35 y 36), por lo que posiblemente éste sea un efecto generalizable a otras
lineas celulares de adenocarcinoma de colon. El gen supresor de tumores TP53 esta localizado
en el brazo corto del cromosoma 17 y codifica una fosfoproteina nuclear de 53 Kd que le da su
nombre. La proteina p53 es un factor clave en el balance entre la supervivencia y muerte de las
células en respuesta al dafio en el DNA,124 ya que regula las transiciones Go/S y G2/M.181 El
bloqueo del ciclo celular en estos puntos de control depende de la capacidad de p53 para
inducir, entre otras, la expresion del gen CDKN1A,182 cuyo producto, la proteina p21¢P1, reprime
a su vez la transcripcion de otras proteinas necesarias para la progresion del ciclo del ciclo
celular, como CDK1 o la ciclina B1.181 Junto con estos datos, tampoco podemos olvidar que se ha
descrito que la pérdida de la funcién de p53 se acompaifia de la pérdida, al menos parcial, de la
capacidad para bloquear la transicion G1/S, mientras que su capacidad para bloquear la
transicion G2/M depende de su capacidad para inducir la transcripcion de p21¢iP1,183 Por eso no
debe extrafiar que, junto con los aumentos en la expresion de p53 y p21€P1, en este trabajo se
haya observado que el tratamiento de cultivos de células HT-29 y Caco.2 con quercetina 100 pM
bloquea el ciclo en fase G2/M (Fig. 30 y 31), ya que estos dos tipos celulares expresan formas
mutadas de p53 con capacidad funcional reducida.143.144 Este resultado difiere, al menos en
parte, del descrito por Kim y colaboradores en células HT-29,140 ya que tras 48 horas de
tratamiento de las células con quercetina 100 uM estos autores observaron, junto con los
aumentos en la expresion de p53 y p21¢P1, un bloqueo del ciclo en fase G1/S. El diferente
tiempo de tratamiento y las distintas formas de analizar la viabilidad de las células y la
distribucion del ciclo celular en los cultivos, método TUNEL en nuestro caso y marcaje con

Anexina Vy yoduro de propidio en el suyo, son dos posibles explicaciones para esta diferencia.
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De forma coherente con lo observado en el caso de la quercetina, nuestros resultados
también muestran que el tratamiento de los cultivos de células HT-29 y Caco.2 con 107 ufc/mL
de B. bifidum o L. gasseri induce la expresion de p21¢iFt (Fig. 36), bloquea el ciclo celular en fase
G2/M (Fig. 30 y 31) y reduce la proliferaciéon celular (Fig. 25). Ademads, puesto que en este
trabajo no hemos detectado modificaciones en los niveles de expresiéon de p53 en los cultivos
tras los tratamientos con B. bifidum o L. gasseri (Fig. 35), nuestros datos sugieren que la
actividad citostatica de los probiéticos podria derivar de su capacidad para inducir la expresién
de p21¢IP1 de forma directa. Todavia mas interesante que este dato resulta que el tratamiento de
los cultivos con las combinaciones de quercetina y probidticos aumente la expresion de p53 y
p21¢P1 m3s que el tratamiento con la quercetina sola (Fig. 35 y 36), ya que esta sinergia en la
accion de quercetina y probidticos sobre la expresion de p53 y p21€P1 conduce a un bloqueo del
ciclo celular en fase G2/M adn mas manifiesto (Fig. 30 y 31). Este bloqueo en fase G2/M se
acompafia, especialmente en células Caco.2 y en el tratamiento con la combinacién de quercetina
y B. Bifidum, con una elevacidn en el porcentaje de células subdiploides, que se correlaciona con
su actividad citotoxica y confirma la capacidad de esta combinacién para inducir la muerte de las

células.

Debido a su importancia, la apoptosis es uno de los procesos celulares mas estudiados.1>> El
programa apoptdtico puede iniciarse bien por la via extrinseca, o de receptores de muerte,156
bien por la via intrinseca.184 La via extrinseca activa directamente a la caspasa 8.111 La pérdida
de la integridad de la membrana mitocondrial y la subsiguiente liberacién del citocromo c y
formacién del apotosoma con activacion de la caspasa 9 son eventos clave en el inicio de la via
intrinseca.l10 La caspasas iniciadoras 8 y 9 activan a su vez a caspasas efectoras, como las
caspasas 3, 6 y 7, dando lugar a la apoptosis.}10 La familia de proteinas Bcl-2 regula la
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Esta familia esta formada por proteinas
proapoptoticas, como Bax, Bak, Bad y Bid, y antiapoptoéticas, como Bcl-XL, Mcl-1 o el propio Bcl-
2.158 Por eso resulta interesante que en este trabajo hayamos observado que el tratamiento de
cultivos de células de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2 con quercetina 100 pM durante
24 horas aumenta la expresién de Bax (Fig. 33), reduce la de Bcl-2 (Fig. 32) e induce apoptosis
en los cultivos (Fig. 26 y 27). Ya que en la relaciéon Bax/Bcl-2 facilita la apertura del poro
mitocondrial, y por tanto la liberacién de proteinas mitocondriales con activacién de la caspasa 9
y muerte celular, este resultado sugiere que la inducciéon de apoptosis mediada por la quercetina
en los cultivos se produce por la via mitocondrial. Que se haya descrito que la quercetina induce
apoptosis con activacion de la via mitocondrial en células BGC-823 de cancer gastricol®3 y en

células HeLa de cancer cervical,>3 que otros flavonoides, como la curcumina, induzcan apoptosis

118



up

Discusion

con activacion de proteinas apoptéticas como Bax e inhibicién de proteinas anti-apoptoéticas
como Bcl-XL,185 o que la administraciéon combinada de varios polifenoles como la quercetina y el
acido elagico induzca apoptosis y modifique la distribuciéon del ciclo celular en células
sanguineas de pacientes con leucemia®! apoya esta idea. La induccién por quercetina de la
expresion de p53 (Fig. 35) es otro dato adicional que corrobora esta idea, ya que p53 contribuye
a la permeabilizacion de la de la membrana externa de la mitocondria tanto de modo directo, al
formar complejos con Bcl-2 y Bcl-XL que inhiben su actividad protectora,18¢ como indirecto, al
inducir la transcripcién de Bax.187 Por ultimo, a pesar de que en las condiciones de este trabajo
no hayamos podido detectar un incremento estadisticamente significativo en la actividad de la
caspasa 3, el hecho de que el pretratamiento de los cultivos con z-VAD-fmk, un inhibidor
universal de caspasas, suprima el proceso de muerte celular inducido por la quercetina en los
cultivos (Fig. 28) también corrobora esta hipdtesis, ya que las caspasas juegan un papel crucial
en la ejecucion del programa de muerte celular iniciado con la pérdida de la integridad de la

membrana mitocondrial.

Los resultados obtenidos en este trabajo también muestran que el tratamiento de cultivos
de células HT-29 o Caco.2 con las combinaciones de quercetina 100 uM y 107 ufc/mL de B.
bifidum o L. gasseri durante 24 horas disminuye la expresion e Bcl-2 (Fig. 32), aumenta la de Bax
(Fig. 33) y p53 (Fig. 35) e incrementa la proporcién de células apoptoticas en los cultivos mas
que el tratamiento con la quercetina sola (Fig. 26 y 27). Ademas este resultado se produce sin
que los probioticos afecten por si mismos a la expresiéon de p53 (Fig. 35) o Bcl-2 (Fig. 32), ni
modifiquen la proporcion de células apoptéticas en los cultivos (Fig. 26 y 27) a pesar de que
incrementan la expresion de Bax (Fig. 33). En resumen, podemos decir que la quercetina en
combinacién con B. bifidum o L. gasseri induce apoptosis en las lineas celulares de
adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2 y que este efecto implica la activacion de moléculas
clave de la ruta apoptoética mitocondrial, asi como la modulacién a lo largo del tiempo de

diferentes sefales relacionadas con las vias de proliferacion y viabilidad celular.
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4. ACTIVACION DE AMPK

El crecimiento y el ciclo celular, estdn estrechamente relacionados con el metabolismo de
proteinas. La funcién de la AMPK en el control del metabolismo de proteinas y ciclo celular esta
relacionada, por un lado con la regulacién de la sintesis y degradacion de proteinas mediante
regulacion de la via TSC2/TOR y por otro, con la regulaciéon del supresor tumoral p53 y los
inhibidores de ciclinas dependientes de quinasas p21 y p27.15%134 Cuando la AMPK se activa,
actiia sobre p53 y la fosforila en la Serl5 incrementando su estabilidad. Ello conlleva un
aumento de los niveles celulares de p21¢P1 e induce una parada en el ciclo y/o la muerte
celular.188189 13 proteina p53 juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad
del genoma debido a que la pérdida por mutacién de la funcién de p53 permite la supervivencia
de elementos celulares genéticamente dafiados que conducen a una transformacion celular
tumoral. Asimismo la inhibicién del ciclo celular también se ha relacionado con la inhibicién de
mTOR mediada por AMPK.190 Por eso es interesante que en este trabajo hayamos detectado
que el tratamiento de cultivos de células HT-29 o Caco.2 con quercetina 100 pM induce la
activacion de la AMPK por fosforilacién de su subunidad o (Fig. 34), y también que esta
activacion se acompafie con una disminucién en el grado de proliferacion de los cultivos, una
disminucion en la expresion de los transportadores de azicares SGLT-1 y péptidos PEPT-1 y un
aumento en la expresion de p53 (Fig. 35) y de sus genes diana p21¢I?1 (Fig 36) y Bax (Fig. 33), ya
que este resultado sugiere que todas las acciones de la quercetina sobre la proliferacidn, el ciclo
celular y la apoptosis se producen como consecuencia de su efecto sobre la AMPK y apunta, por
tanto, la posibilidad de que la AMPK sea una nueva diana terapeutica en el tratamiento del
cancer de colon. Este resultado es todavia mas interesante si consideramos que B. bifidum y L.
gasseri inducen también la fosforilaciéon de la AMPKa, al menos en la linea celular HT-29, y que
esta fosforilacion se produce de forma mucho mas acentuada cuando se tratan los cultivos con
las combinaciones de quercetina y probiético, ya que este resultado sugiere que las
combinaciones de quercetina y probidticos podrian utilizarse con fines preventivos y/o

terapéuticos frente al desarrollo de cancer colorrectal.

En definitiva, nuestros resultados muestran que los probiéticos B. bifidum y L. gasseri
potencian las acciones de la quercetina mediante la activacién de la via de sefializacion de la
AMPK por fosforilacién de su subunidad a. Esta activaciéon provoca cambios tanto metabélicos
como celulares que se resumen graficamente en la figura 37. Los cambios metabdlicos
relacionados con la disminuciéon de la proliferaciéon celular, y por tanto de la necesidades
energéticas y de aminoacidos, se manifiestan con un descenso en la expresion de los

transportadores de azucares SGLT-1 y péptidos PEPT-1. Los cambios celulares incluyen el
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bloqueo en el ciclo celular y la induccién de apoptosis y se manifiestan con aumentos en la
expresion de p53, p21¢P1 y cambios en la relacién Bax /Bcl-2. Por todo ello, y aunque hay que
prestar especial atencién a la concentracién de quercetina y al tipo de cepa probidtica empleada,
y a pesar de que se requieren numerosas investigaciones que contribuyan a aclarar el
mecanismo de accion de los probiéticos, podemos afirmar que la quercetina en sinergia con una
cepa prebiética como B. bifidum o L. gasseri podria considerarse un potencial agente preventivo

y terapéutico en el desarrollo del cancer colorrectal.

Quercetina + B. bifidum y L. gasseri

Membrana Apical

PROLIFERACION APOPTOSIS
CELULAR

Membrana Basolateral

Figura 37. Efecto de los probiéticos B.bifudum y L.gasseri sobre las acciones de la quercetina en cultivos
de lineas celulares HT-29 y Caco. 2 de adenocarcinoma de colon.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo “Efecto de los probiéticos Bifidobacterium

bifidum y Lactobacillus gasseri sobre las acciones de la quercetina en cultivos de lineas celulares

HT-29 y Caco.2 de cancer de colon” se obtienen las siguientes conclusiones:

Actividad enzimatica y transporte a través de la membrana intestinal

1.

La quercetina aumenta la actividad sacarasa y disminuye la actividad aminopeptidasa N
y dipeptildipetidasa IV en cultivos de células humanas de adenocarcinoma de colon HT-
29y Caco.2. B. bifidum y L. gasseri no modifican dichas actividades y tampoco afectan a la

accién de la quercetina sobre las mismas.

La quercetina disminuye la expresion del transportador de azucares SGLT-1 y del
transportador de péptidos PEPT-1 en cultivos de células humanas de adenocarcinoma de
colon HT-29 y Caco.2. B. bifidum y L. gasseri, aunque no modifican por si mismos dichas

expresiones, potencian el efecto represor de la quercetina sobre las mismas.

Proliferacion celular

3.

La quercetina, B. bifidum o L. gasseri disminuyen la proliferaciéon en cultivos de células
humanas de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2. Esta disminuciéon es mayor
cuando la quercetina y las cepas probidticas se administran de forma conjunta, aunque la
sensibilidad de los cultivos al tratamiento varia con el tipo celular y la cepa probidtica

empleada.

Apoptosis

4,

B. bifidum y L. gasseri potencian la capacidad de la quercetina para inducir apoptosis de
modo dependiente de la activaciéon de caspasas en cultivos de células humanas de
adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2. La inducciéon de apoptosis mediada por la
quercetina se produce por la via mitocondrial ya que el tratamiento de los cultivos con
este compuesto disminuye la expresion de Bcl-2 y aumenta la de Bax. Ademas, B. bifidum

y L. gasseri potencian el efecto de la quercetina sobre la expresion de Bcl-2 y Bax.

Ciclo celular

5.

El tratamiento de cultivos de células humanas de adenocarcinoma de colon HT-29 y
Caco.2 con querceting, B. bifidum o L. gasseri bloquea el ciclo celular en fase G2/M. El
tratamiento de los cultivos con la combinacién de quercetina y probiético provoca el

mismo efecto, aunque de forma mas manifiesta que los tratamientos por separado.
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6. El bloqueo del ciclo celular inducido por la quercetina en cultivos de células humanas de
adenocarcinoma de colon se produce con aumentos en la expresién de p53 y p21. B.
bifidum y L. gasseri no afectan a la expresion de p53 en estos cultivos, aunque inducen la

expresion de p21 y potencian el efecto de la quercetina sobre la expresion de p53 y p21.

AMPKa

7. La quercetina, B. bifidum o L. gasseri inducen la fosforilacién de la AMPKa en cultivos de
células humanas de adenocarcinoma de colon HT-29 y Caco.2, aunque en el caso de los
probioticos este efecto depende del tipo celular. A pesar de ello, B. bifidum y L. gasseri
incrementan el efecto de la quercetina sobre la fosforilacién de la AMPKa en ambos tipos

celulares.

CONCLUSION FINAL

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las cepas probiéticas B. bifidum y L.
gasseri aumentan la capacidad de la quercetina para inducir la fosforilacion de la subunidad o de
la AMPK en células de adenocarcina de colon. Puesto que la AMPK es un sensor metabdlico cuya
activacion por fosforilaciéon reduce la capacidad proliferativa de las células ya que bloquea el
ciclo celular, induce apoptosis e inhibe la sintesis de proteinas y la glucélisis aerdbica, estos
resultados sugieren que las combinaciones de quercetina y B. bifidum o L. gasseri podrian
utilizarse con fines preventivos y/o terapéuticos frente al desarrollo de cancer colorrectal. A
pesar de ello es preciso recalcar que nuestros resultados también indican que los efectos
observados son mas o menos acusados en funcion del tipo celular y de la cepa probidtica
empleados, lo que pone de manifiesto la necesidad de seguir analizando las acciones de la

quercetina en combinacion con éstas u otras cepas probiéticas.
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