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probióticos Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus gasseri sobre las acciones de la quercetina en 
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La  realización de esta Tesis  se ha  llevado a  cabo en el  Laboratorio de biología,  fisiología y 

nutrición animal de la Universidad Pública de Navarra en el marco del proyecto del Ministerio de 

Educación  y  Ciencia,  “MODULACION NUTRICIONAL DEL  CANCER DE  COLON MEDIANTE UNA 

BEBIDA  LACTEA  ENRIQUECIDA  CON  UN  SIMBIOTICO”  (AGL2006‐10296‐C02‐01).  Durante  la 

realización  de  este  trabajo  Dña.  María  Alfaro  Larraya  ha  disfrutado  de  una  Beca  para  la 

Formación de Tecnólogos del Departamento de Innovación, Empresa y Empleo del Gobierno de 

Navarra y un Contrato de Ayudante en la Universidad Pública de Navarra.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Bueno, ha llegado el momento después de todos estos años de dar las GRACIAS. Aunque 
a muchos de vosotros ya os he dicho lo mucho que me habéis ayudado a lo largo de este tiempo. 

 

En primer  lugar, dar  las gracias a  la Universidad Pública de Navarra y al Departamento de 

Ciencias  del  Medio  Natural,  por  permitirme  realizar  esta  Tesis  y  en  especial  al  Dr.  Florencio 

Marzo  porque  realmente  me  dio  la  oportunidad  de  comenzar  un  camino  en  el  mundo  de  la 

investigación  en  algo  que  el  llamaba  “probióticos”  y  “flavonoides”  y  que  yo muy  atentamente 

escuchaba. Esto fue hace ya 7 años, parece mentira, ¿verdad?. Siempre estaré agradecida al Dr. 

Florencio Marzo por confiar en mi, gracias. 

 

A todos mis compañeros que compartieron el  inicio en el camino de la  investigación: Patri, 

Jaio e Iván. Bueno que voy a decir de vosotr@s; “mami jaio” realmente fuiste la primera persona 

en enseñarme a como moverme en un laboratorio, así que muchas gracias. Patri, hay patri, patri, 

cuantas horas de laboratorio y cervecitas hemos compartido juntas y realmente comprobé que 

en  los momentos difíciles  también estabas ahí, que no eras una  simple  compañera de  trabajo, 

gracias. Uffff Iván, llega tu momento, bueno, aunque en muchas situaciones somos como el perro 

y el gato, realmente has sido mi apoyo, mi ayuda en muchísimos momentos y a lo largo de estos 

años  he  conseguido  sacarte  de  tu  “mundo  paralelo”,  aunque  fuese  por  unos  día  y  pudimos 

disfrutar de dos congresos maravillosos, que siempre se quedarán en mi recuerdo, gracias. 

 

Al departamento de Ciencias de la Salud y en especial al Dr. Ignacio Encio, por su apoyo, su 

comprensión  y  porque  cuando  llamaba  a  tu  puerta  siempre  estaba  dispuesto  a  ayudarme, 

gracias.  

 

Chic@s de Ciencias de la Salud; bueno, voy a empezar por partes, porque realmente sois una 

parte muy importante de mi vida tanto dentro como fuera del labo. Todo comenzó un día que el 

Dr.  Florencio Marzo me  comentó  que  llamase  a  un  número  de  teléfono  y  que me  pusiese  en 

contacto con un tal Jon Celay, ahí estaba yo con un post‐it con el número de teléfono y poco más. 

La  verdad no apostaba mucho por  él,  pero  todo  cambió desde el momento que descolgué  ese 

teléfono.   Gracias  Jon, porque creo que no eres consciente de  todo  lo que me has ayudado. Yo 

venía de un mundo de ratoncillos y eso de cultivos celulares, Citometría…. no tenía ni idea y la 

verdad, me sorprendiste mucho, ya que siempre estabas dispuesto ayudarme con una sonrisa, 

gracias.  Como  he  comentado  todo  cambió  a  partir  de  esa  llamada,  empecé  a  conocer  a  un 

montón de gente. Mis rubias, Idoia y Mirja mis chicas de risas, lloros, juergas…gracias por estar 

ahí. Irantzu S, Mª José, Ronces, Ainara, Irantzu L, Esther y Dani gracias por vuestro apoyo y como 



no,  por  alegrar  esas  veladas  tan  divertidas  que  hemos  pasado  y  espero  que  el  día  que  esto 

termine lo celebremos por todo lo alto. Bueno, espero no tener que apuntaros en la “lista negra”.  

 

Nerea,  aunque  has  sido  una  de  las  últimas  en  llegar  a  mi  vida,  no  por  eso  eres  menos 

importante, “mi diseñadora gráfica”, gracias por tu ayuda y apoyo. 

 

Teacher Manu, gracias por aguantarme, porque realmente sé que en algunos momentos me 

hubieras matado, pero aun así, ahí estabas cada semana para ayudarme con el inglés, gracias. 

 

A mis amigas y primos: Josune, María, Gabri, mis amigas de Arguedas, Rosa, Sandra, gracias 

por  estar  ahí  por  darme  vuestro  apoyo  durante  todos  estos  años  y  espero  que  sigáis.  Rizos, 

Primo, gracias por compartir conmigo momentos tan especiales. 

 

A mi abuela, por sus rezos y apoyo. 

 

Hermana, que te voy a decir, que desde los 6 años estás formando parte de mi vida, y aunque 

en muchos momentos no te lo exprese, eres mis preocupaciones, mis alegrías, mi compañera de 

cañitas. Que eres todo para mí y espero que sigas siéndolo SIEMPRE, gracias. 

 

Por  último  a mis  padres,  que  por  supuesto  SIN  ELLOS  nada  de  esto  hubiera  sido  posible, 

gracias por apoyarme en TODO, tanto en los momentos buenos como malos, tanto cuando tenía 

razón como cuando no la tenía, porque siempre habéis respetado mis decisiones sin imponerme 

las  vuestras,  por  todos  esos  viajes maravillosos que me habéis  brindado,  en definitiva  gracias 

por compartir conmigo el camino de la vida. 
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ABREVIATURAS 



 



 

 
AICAR   Activador de    la proteína activada por monofosfato de adenina (de 5' adenosine 

monophosphate­activated protein kinase)   
 
AKT    Proteina quinasa B (Protein Kinase B) 
 
AMPK   Quinasa activa por monofosfato de adenina (de AMP­activated protein kinase) 
 
Apaf1   Factor  activador  de  proteasas  apoptóticas  1  (de  apoptotic  Peptidase Activating  

Factor 1) 
 
APC     Gen supresor de tumores APC (de Adenomatosus polyposis coli)  
 
APN    Aminopeptidasa N (de Aminopeptidase N) 
 
AXIN    Axina 
 
Bax     Proteína X asociada a Bcl‐2 (de Bcl‐2­ associated X protein) 
 
Bcl‐2    Linfoma de células  B/leucemia – 2 (B­cell lymphoma 2) 
 
Bid   Interacción del dominio BH3 agonista de la muerte (de BH3‐ Interacting Domain 

Death Agonist) 
 
BSA    Suero bovino fetal 
 
CDKI   Inhibidor  de  Quinasas  dependientes  de  ciclinas    (de  cyclin­dependent  kinase 

inhibitor) 
 
CDK    Quinasa dependiente de ciclinas (de Cyclin­Dependant Protein Kinase) 
 
CIP/KIP   (de CDK interacting protein/Kinase inhibitpry protein) 
 
Jun    Oncogen Jun (de Jun oncogene) 
 
COX‐2    Ciclooxigenasa 2 (de Cyclooxygenase 2) 
 
CTNNB1   Gen de la beta catenina (de catenin (cadherin­associated protein beta 1)) 
 
DMEM/F12   (de Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F‐12) 
 
DMSO    Dimetil Sulfóxido (de Dimethyl Sulfoxide) 
 
DPPIV    Dipeptidilpeptidasa IV (de Dipeptidilpeptidase IV) 
 
DTT    Ditiotreitol 
 
EDTA    Ácido etilendiaminotetraacético (de Ethylenediaminetetraacetic acid) 
 
Fas‐L    Superfamilia TNF miembro 6 
 
FRA 1     Porteína quinasa (de Kinesin­like proteína FRA1) 
 
GLUT    Transportador de glucosa (de glucose transporter) 



 

 
GSK‐3β   Proteína glucógeno sintasa quinasa 3(de Glycogen Synthase kinase β)  
 
K‐RAS    Proteína Ras (de Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)   
 
MAPKs   Proteinas  quinasas  activadas  por  mitógenos  (de  Mitogen­activated  protein 

kinases) 
 
MLH1    Proteína del sistema reparador del DNA (de mutL homolog 1) 
 
MSH2    Proteína del sistema reparador del DNA (de mutS homolog 2) 
 
MSH6     Proteína del sistema reparador del DNA (de mutS homolog 6) 
 
mTOR    Proteína quinasa serina/treonina ( de Serine/threonine protein kinase) 
 
MTT   Bromuro  de  3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐iol)‐2,5‐difeniltetrazol  (de  3‐(4,5‐

Dimethylthiazol‐2‐YI)‐2,5‐Diphenyltetrazolium Bromide) 
 
MUC1    Mucina 1 (de mucin 1) 
 
MYC    Protooncogenes (de myelocytomatosis encogen) 
 
NF‐KB    Factor nuclear k‐B (de Nuclear Factor k­B) 
 
PEPT‐1   Transportador  de  peptidos  1  (de Peptide  transporter 1,  solote  carrier  family 15 

member 1) 
 
SGLT‐1   Cotransportador de sodio y glucose (de Sodium­glucose cotransporter 1) 
  
TNF    Factor de necrosis tumoral (de Tumor Necrosis Factor) 
 
TP53    Gen de la proteína tumoral p53 (de Tumor protein p53) 
 
TRAIL   Ligando de apoptosis inducida por el receptor de TNF (de TNF­related  
  Apoptosis Inducing Ligand) 
 
TSC2    Proteína tuberína (de tuberous sclerosis proteína 2) 
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Introducción 

3 

 

1. TRACTO GASTROINTESTINAL 
 

1.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL INTESTINO GRUESO 

 

El intestino grueso es la parte final del tubo digestivo. Se extiende desde el íleon 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  sitúa  en  la  fosa  ilíaca  derecha.    En  el  colon,  que  continua  al  ciego,  se 

pueden  diferenciar  cuatro  partes:  el  colon  ascendente,  que  alcanza  hasta  la  cara  visceral  del 

hígado, 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 ilíaca 

izquierda  y  el  colon  sigmoide,  que  discurre  describiendo  sinuosidades  de  forma  y  extensión 

variable. A continuación del colon sigmoide se dispone el recto, que es el segmento final del tubo 

digestivo.1 
 

La  función  principal  de  la  región  inferior  del  tracto  gastrointestinal,  es  decir  la  parte 

perteneciente al colon y recto, es la reabsorción de iones y agua. Las células del epitelio colónico 

juegan un papel  fundamental en este proceso. La pared del colon, está  formada por diferentes 

capas:  mucosa,  submucosa,  muscular,  subserosa  y  serosa.  Una  de  las  características  que 

diferencia el epitelio colónico del  intestino delgado es  la poca representación en este  tejido de 

células enteroendocrinas, su abundancia en células mucosecretoras y  la ausencia de células de 

Paneth que únicamente se pueden localizar en el colon ascendente.2 

 

El  epitelio  de  la mucosa  del  colon  es  un  epitelio  simple  formado  por  un  gran  número  de 

invaginaciones  hacia  el  interior  de  la  lámina  propia,  denominadas  criptas  de Lieberkühn. Este 

epitelio  se  remueva  cada  3‐4  días  aproximadamente,  lo  que  supone  un  proceso  constante  de 

regeneración de las células que constituyen las criptas. Las células absortivas o enterocíticas son, 

junto con las células caliciformes, las más abundantes en el epitelio colónico. Están 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 

 



Introducción 

4 

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

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1.2  DIGESTIÓN Y ABSORCIÓN DE HIDRATOS DE CABONO Y PROTEÍNAS 

 

Las  enzimas  intestinales  juegan  un  papel  muy  importante  en  la  digestión  y  absorción  de 

hidratos  de  carbono  y  proteínas.  El  almidón  y  el  glucógeno  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  más  cortas  y  en  el  disacárido  maltosa.  Los 

disacáridos 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  así 

producidas son los compuestos finalmente absorbidos en el duodeno y en la parte superior del 

yeyuno en el intestino delgado.4 

 

En el proceso de transporte de glucosa a través de las membranas celulares  participan dos 

familias  de  proteínas  transportadoras:  la  familia  de    transportadores  de  glucosa  asociados  a 

sodio  (SGLT)  y  la  de  proteínas  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 glicoproteínas de entre 45 y 55 kDa de tamaño, que de acuerdo con su secuencia, lugar 

de  expresión  y  características  funcionales  (especificidad  por  el  sustrato,  Km  y  respuesta  a 

bloqueantes específicos 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  III  (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).5 

 
 
 
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 aminoácidos libres 
      Enteroquinasas    Activa la tripsina 
 
 
Fosfatasa    Ca 2+, Mg 2+, ATPasa  Interfieren en la absorción del calcio alimenticio 
      Fosfatasa alcalina    Elimina grupos fosfato de las moléculas orgánicas 

Enzimas intestinales del borde en cepillo unidas a la membrana celular 
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En la absorción intestinal de glucosa, galactosa y fructosa (Fig. 1) se utilizan transportadores 

idénticos  a  los  localizados  en  el  túbulo  proximal  renal.  Así, mientras  la  fructosa  se moviliza  a 

través de la membrana apical por difusión facilitada a través del transportador GLUT5 y a través 

de la membrana basolateral por difusión facilitada a través del transportador GLUT25, la glucosa 

y  la  galactosa  se  transportan  en  contra  de  gradiente  de  concentración,  en  un  proceso  de 

simporte  con  Na+.  El  gradiente  electroquímico  de  Na+,  mantenido  por  la  Na+/K+‐ATPasa  que 

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

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Transporte de glucosa a través del epitelio intestinal. Adaptada de Castrejón, 2007. 

Membrana Apical Membrana Basolateral 
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Los transportadores de  la  familia SGLT constan de 14 dominios  transmembrana,  tienen un 

sitio de glicosilación 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 región próxima al extremo amino. La interacción con el Na+ promueve 

un cambio conformacional en la proteína que aumenta su afinidad por la hexosa, que entra en la 

célula  por  una  región  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,  corazón  y  riñón.  Su  deficiencia  congénita  provoca  el  síndrome  de  mala 

absorción de glucosa y galactosa. Esta enfermedad, autosómica recesiva, que se manifiesta ya  en 

las primeras semanas de vida, provoca cuadros diarreicos severos.5 

 

Las enzimas que participan en la digestión de proteínas se pueden clasificar en dos grupos 

característicos,  él  de  endopeptidasas,  también  llamadas  proteasas,  y  él  de  exopeptidasas.  Las 

endopeptidasas rompen los enlaces peptídicos en el interior de la cadena de aminoácidos y dan 

lugar a  fragmentos peptídicos más pequeños. Pertenecen a este grupo enzimas como la pepsina, 

la tripsina y la quimiotripsina.4 Las exopeptidasas liberan aminoácidos a partir de los péptidos. 

Las  más  importantes  son  las  aminopeptidasas  y  las  dos  isozimas  de  la  carboxipeptidasa 

secretadas  por  el  páncreas.  La  digestión  (Tabla  1)  se  inicia  en  el  estómago  por  acción  de  las 

pepsinas, en particular la A y la C. Junto con la proteólisis llevada a cabo por las pepsinas, la alta 

acidez del estómago también favorece la hidrólisis de las proteínas antes de que estas alcancen 

el  intestino  para  su  posterior  absorción.  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  aminoacídicos  así  como 

aminoácidos libres. 4 

 

La absorción de aminoácidos tiene lugar por medio de sistemas transportadores específicos 

para determinados grupos de aminoácidos (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  celulares6.  En  la  membrana  apical  del  epitelio  intestinal  se  han 

descrito  un  sistema  transportador  para  aminoácidos  neutros  cuya  deficiencia  produce 

enfermedad de Hartnup (sistema B0,  también denominado B0AT1, producto del gen SLC6A19), 

un  sistema  transportador  para  aminoácidos  ácidos  cuya  deficiencia  produce  aminoaciduria 

dicarboxílica (sistema X‐AG, también denominado EAAT3, producto del gen SLC1A1), un sistema 

transportador  para  aminoácidos  neutros  acoplado  a  Na+  (sistema  ASC,  también  denominado 

ASCT2, producto del gen SLC1A5), un sistema transportador para aminoácidos básicos y cisteína 

cuya  deficiencia  produce  cistinuria  (sistema  b0,+,  formado  por  el  heterodímero  rBAT/b0,+AT, 
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productos  de  los  genes  SLC3A1  y  SLC7A9  respectivamente)  y  un  sistema  transportador  para 

iminoaminoácidos,  aminoácidos  pequeños  y  β‐aminoácidos  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 

aminoácidos  neutros  excepto  prolina  (sistema  L,  formado  por  el  heterodímero  4F2hc/LAT2, 

productos  de  los  genes  SLC3A2  y  SLC7A8  respectivamente),  un  sistema  transportador  para 

aminoácidos neutros acoplado a H+  (sistema A,  también denominado SNAT2, producto del gen 

SLC38A2), un sistema transportador para aminoácidos básicos cuya deficiencia produce lisinuria 

(sistema y+L,  formado por el heterodímero 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  aminoácidos  aromáticos  cuya deficiencia  produce  el  síndrome del  pañal  azul  (sistema T, 

también llamado TAT1, producto del gen SLC16A10). 

 

La absorción de los péptidos, que está condicionada por su  baja permeabilidad a través de 

las membranas biológicas debido a  su estructura hidrofílica y  tamaño molecular,  tiene  lugar a 

través de diferentes sistemas de transporte en los que repercuten las diferencias metabólicas y 

variaciones anatómicas, fisiológicas y bioquímicas 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  captación de 

aminoácidos.  PEPT‐1  tiene  capacidad  para  absorber,  de  forma  activa,  los  alrededor  de  400 

dipéptidos y 8000 tripéptidos distintos de la dieta. La absorción de los dipéptidos y tripéptidos 

se  realiza  junto  con  la de H+,  de modo que PEPT‐1 emplea un gradiente  electroquímico de H+ 

como fuerza de transporte. El  intercambiador Na+/H+ mantiene el gradiente electroquímico de 

H+ y  la Na+/K+‐ATPasa proporciona  la energía  (Fig. 3). Diferentes sistemas  transportadores de 

aminoácidos  y  péptidos  facilitan  a  continuación  la  salida  de  estos  compuestos  desde  el 

enterocito hasta el torrente circundante.7,8 
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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  energía,  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 proteína PEPT‐1 está formada 

por 708 aminoácidos y reconoce a  los péptidos en  función de su  carga eléctrica. Aunque  tiene 

una baja afinidad por los péptidos, su capacidad de transporte es elevada9. PEPT‐1 se expresa en 

las  células  epiteliales  intestinales  y  renales.  El  nivel  de  expresión  de  PEPT‐1  en  el  epitelio 

intestinal  aumenta  con  la  cantidad  de  proteína  en  la  dieta  y  se  ha  descrito  que  diversas 

hormonas, como la insulina y la leptina, inducen su expresión. La expresión 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  expresión  de 

PEPT‐1  se  reduce  al  colon distal10.    Además  se  ha descrito  que  en  condiciones patológicas de 

inflamación  de    la  mucosa  colónica,  como  sucede  en  la  enfermedad  de  Crohn  y  el  cáncer 

colorrectal, la expresión de  PEPT‐1 esta incrementada.11 
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Figura 3. Transporte de aminoácidos 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  difusión  pasiva,  bien  a  través  de  las  uniones  intercelulares  (vía 

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  concentración  sin  consumo  de  energía  ni  sistema  de  transporte  o  portador 

específico(Fig. 2).12  

 

Por último, cabe resaltar que se ha observado que los procesos de digestión y de transporte 

de azúcares y péptidos pueden ser modulados mediante la dieta incluso en aquellas condiciones 

patológicas de inflamación en las que estos procesos están modificados12. La ingesta de galacto‐

oligosacáridos,  por  ejemplo,    está  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 µM durante 72 horas incrementa la 

actividad fosfatasa alcalina y la actividad dipeptidilpeptidasa en estas células. 14 

Membrana Apical  Membrana Basolateral 
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1.3  PATOLOGÍAS ASOCIADAS AL INTESTINO GRUESO 

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

destacan:15 

 

• La  colitis  isquémica,  que  es  una  enfermedad  producida  por  una  disminución  de  la 

circulación  sanguínea  en  el  colon.  Puede  producirse  por  dificultades  en  la  circulación 

sanguínea  en  todo  el  cuerpo  o  por  disminución  sólo  en  los  vasos  del  colon.  Aparece 

generalmente  en  personas  de  edad  avanzada,  es  más  frecuente  en  mujeres  y  suele  ir 

asociada con otros factores de riesgo cardiovascular.  

 

• La  colitis  ulcerosa  una  enfermedad  inflamatoria  crónica  del  intestino  de  causa 

desconocida  que  afecta  generalmente  al  recto  y  al  colon.  Es  frecuente  en  personas  

jóvenes aunque puede aparecer también en cualquier otra edad.16 

 

• La  enfermedad  de  Crohn,  que  se  desarrolla  en  la  zona  del  ano  y  del  recto  a  partir  de 

lesiones tales como repliegues cutáneos, fisuras, fístulas y abscesos. La frecuencia con la 

que aparecen estas lesiones, que varía entre el 15‐45%, es mayor cuando afecta al colon 

en  vez  de  al  intestino  delgado.  Estas  lesiones  suelen  ir  acompañadas  de  síntomas 

intestinales.16 

 

• Los divertículos,  que  son herniaciones  de  la mucosa de  la  pared del  colon que  salen  a 

través de su capa muscular dando lugar a pequeñas dilataciones en la pared del intestino 

grueso. El 95% de los divertículos se detectan en el sigma, porción del colon anterior al 

recto. 

 

• Los  pólipos  de  colon,  que  son  prominencias  de  tejido  que  sobresalen  hacia  la  luz  del 

colon. Se consideran el tamaño y el número de pólipos; cuando éste es superior a 100 se 

habla de poliposis.16 

 

• El  cáncer  colorrectal,  que  es  el  tumor  maligno  formado  por  células  de  la  mucosa  del 

intestino grueso y de sus glándulas. La mayoría de  los cánceres colorrectales aparecen 

sobre  un  pólipo  existente  en  la  mucosa  del  colon  que  por  circunstancias  diversas 

evoluciona a tumor maligno. 
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2. CÁNCER COLORRECTAL 

 

Las  células  del  cuerpo  se  dividen  de  forma  regular  con  el  objetivo  de  reemplazar  a  las  ya 

envejecidas o muertas y mantener así la integridad y el correcto funcionamiento del organismo. 

El  proceso  de  división  está  estrictamente  regulado.  Cuando  los  mecanismos  de  control  de  la 

división  están  alterados  en  una  célula,  ésta  y  sus  descendientes  inician  una  división 

incontrolada, que con el tiempo dará lugar a un tumor o nódulo.  Cuando las células que forman 

el  tumor  no  poseen  la  capacidad  de  invadir  y  destruir  otros  órganos  el  tumor  se  considera 

benigno.  Pero  cuando  las  células  además  de  crecer  sin  control  sufren  nuevas  alteraciones  y 

adquieren  la  capacidad  de  invadir  tejidos  y  órganos  adyacentes,  y  por  tanto  de  trasladarse  y 

proliferar en otras partes del organismo, el tumor es un  tumor maligno o cáncer.17 

 

El  cáncer  es  una  de  las  principales  causas  de  mortalidad  y  su  número  de  casos  está 

aumentando  en  todo  el  mundo.  Se  prevé  que  a  nivel  mundial,  la  mortalidad  por  cáncer 

aumentará un 45% entre 2007 y 2030 debido en parte al crecimiento demográfico y en parte al 

envejecimiento  de  la  población.  En  la mayor  parte  de  los  países  desarrollados  el  cáncer  es  la 

segunda causa principal de mortalidad después de las enfermedades cardiovasculares, y según 

datos epidemiológicos se empieza a ver esta tendencia en el mundo menos desarrollado como 

América del Sur y Asia.18 Algunos tipos de cáncer, como los de próstata, mama y colon, son más 

frecuentes  en  los países desarrollados. Otros  tipos de  cáncer,  como  los de hígado,  estómago y 

cuello uterino, son más frecuentes en los países en desarrollo.18 

 

La aparición de cáncer se ha asociado a varios factores de riesgo relacionados con el estilo de 

vida,19 como el consumo de tabaco, las dietas ricas en grasas, el consumo excesivo de  alcohol, el 

exceso de peso,  la  inactividad física,  la exposición a carcinógenos o  la exposición a radiaciones 

ultravioletas  o  ionizantes.  Una  alimentación  saludable,  acompañada  de  ejercicio  físico  puede 

prevenir  hasta  un  tercio  de  los  casos  de  cáncer:20  la  actividad  física,  un peso  adecuado  y  una 

ingesta diaria de frutas y verduras frescas reducen, por ejemplo, el riesgo de desarrollar cáncer 

de  mama,  de  colon,  de  cavidad  bucal,  de  pulmón  y  de  cuello  uterino,  mientras  que  en  las 

sociedades  en  las  que  se  consumen  más  alimentos  salados  o  conservados  en  vinagre  la 

incidencia de cáncer gástrico es más elevada. El envejecimiento  y algunas infecciones,  como la 

del virus de la hepatitis B o la del virus del papiloma humano, son otros factores importantes en 

la aparición del cáncer. La incidencia de esta enfermedad aumenta muchísimo con la edad, muy 
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probablemente porque se van acumulando factores de riesgo de determinados tipos de cáncer al 

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

 

 
 2.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL CÁNCER COLORECTAL 

 

Se denomina cáncer colorrectal al que se origina en el colon o el recto. La pared del colon y 

del recto está compuesta por varias capas (mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa). 

El cáncer colorrectal se origina en la más interna y puede crecer a través de algunas o de todas 

las demás capas. En la mayoría de los casos su desarrollo se produce lentamente, durante varios 

años. Habitualmente, antes de que se origine se forma un crecimiento de tejido (tumor o pólipo 

no canceroso) en el revestimiento del colon o del recto. Estos pólipos inicialmente son benignos 

y tan sólo un 5‐10% se malignizan.21 La probabilidad de transformarse en cáncer depende de la 

clase  de  pólipo.  Así, mientras  que  los  pólipos  inflamatorios  y  los  pólipos  hiperplásicos  por  lo 

general  no  son  precancerosos,  los  pólipos  adenomatosos  son  afecciones  precancerosas.  Como 

resultado, más del 95% de  los cánceres colorrectales son adenocarcinomas que se desarrollan 

en las glándulas 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 cáncer colorrectal supone, aproximadamente, el 10‐15% de todos los cánceres existentes. 

En los países occidentales ocupa, con un millón de casos nuevos cada año, el segundo lugar en 

incidencia tras el cáncer de pulmón en el hombre y él de mama en la mujer. Su edad media de 

aparición  es  de  unos  69  años  y,  aunque  también puede  aparecer  en personas más  jóvenes,  la 

mayoría  de  los  pacientes  tienen  más  de  50  años  en  el  momento  del  diagnóstico.  Afecta  a 

hombres y mujeres casi por igual,21 del 5% al 10 % de los casos son hereditarios y el resto son 

esporádicos. 

  

 
2.2 GENÉTICA MOLECULAR DEL CÁNCER COLORECTAL 

 
Los dos síndromes hereditarios más comunes asociados con los cánceres colorrectales son la 

poliposis  familiar  adenomatosa  (familial  adenomatous  polyposis,  FAP)  y  el  cáncer  colorrectal 

hereditario  no  asociado  con  poliposis  (hereditary  non‐polyposis  colorectal  cancer,  HNPCC). 

Aproximadamente un 1% de los cánceres colorrectales se deben a la FAP. Las personas con FAP 

presentan desde la adolescencia cientos o miles de pólipos en el colon y el recto y, por lo general, 
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el  cáncer  surge  en  uno  o  más  de  estos  pólipos  entre  los  20  y  los  40  años.  Los  estudios 

moleculares han relacionado la FAP con alteraciones con pérdida de función en el gen APC.22,23 

La presencia de tumores de tejidos blandos, tumores óseos y ampulomas asociados a los pólipos 

del colon caracterizan a una subclase de la FAP conocida como síndrome de Gardner, mientras 

que  la aparición de tumores malignos del sistema nervioso central acompañando a  los pólipos 

define el síndrome de Turcot. 

 

El HNPCC,  también conocido como síndrome de Lynch, representa alrededor del 3% al 5% 

de  todos  los  cánceres  colorrectales.  El  HNPCC  es  causado  por  mutaciones  en  diversos  genes 

implicados en la reparación del DNA como MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 o PMS2. Como la FAP, este 

síndrome  también  se  presenta  cuando  las  personas  son  relativamente  jóvenes  y  aunque  las 

personas con HNPCC tienen pocos pólipos el riesgo de que contraigan cáncer colorrectal en el 

transcurso  de  su  vida  es  elevado.  Además,  las  mujeres  con  esta  afección  también  tienen  un 

riesgo muy alto de padecer cáncer de endometrio. Otros cánceres asociados con el HNPCC son 

los de ovario, estómago, intestino delgado, páncreas, riñón, encéfalo, uréter y vías biliares. 

 

El cáncer colorrectal esporádico representa la mayor proporción de casos y en su desarrollo 

no existe implicación genética hereditaria. Según el modelo propuesto por Fearon y Vogelstein 

en  1990,24  el  cáncer  colorrectal  esporádico  se  produce  como  consecuencia  de  una  mutación 

somática en células de la cripta intestinal. En la mayoría 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.22La mutación somática se  localiza en el extremo 5´ del 

exón  15  del  gen,  una  región  implicada  en  la  interacción  con  la  β‐catenina,  una  proteína  de 

adhesión crítica para el establecimiento y mantenimiento de capas epiteliales.  

 

La  interacción  con  la  β‐catenina  y  la  glucógeno  sintetasa  quinasa  GSK‐3  β  es  una  de  las 

interacciones  más  estudiadas  del  gen  APC.  Estas  proteínas  son    componentes  de  la  vía  de 

señalización  Wnt.  La  vía  de  señalización  Wnt  juega  un  papel  importante  en  la  renovación  y 

desarrollo del epitelio colónico y su desregulación es uno de los principales factores implicados 

en  la  carcinogénesis  del  colon:25,26  en  el  90%  de  los  tumores  colorrectales  se  observan 

alteraciones  en  la  regulación  de  la  vía Wnt27  y  en  el  85%  de  los  casos  de  cáncer  colorrectal 

esporádico,  así  como  en  los  casos  de  FAP,  se  observan  alteraciones  en  el  gen  APC.22 

Normalmente APC forma un complejo junto con la GSK‐3 β y la β‐catenina en el citoplasma de las 

células.  En  estas  condiciones  se  produce  una  fosforilación  de  la  β‐catenina  que  da  lugar  a  su 

degradación por ubiquitinación. Las mutaciones del gen APC impiden su unión con la β‐catenina 
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y permiten que ésta quede  libre en el citoplasma y se  transloque al núcleo. En el núcleo  la   β‐

catenina enlaza con  factores de  transcripción 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  colónico  y  activa  la 

transcripción de genes relacionados con la proliferación celular, como los de c‐Myc, c‐Jun,  Fra‐ 1 

o la ciclina D1, sólo cuando está unido a la β‐catenina. Por eso se acepta que las mutaciones en 

APC promueven la carcinogénesis colorrectal al impedir la degradación de la β‐catenina.28 En los 

casos en los que  no está afectado el gen APC, los genes que se ven afectados en mayor medida 

son  él  de  la  β‐catenina  (CTNNB1)  y  él  de  la  axina  (AXIN).29  Las  principales  mutaciones 

encontradas en CTNNB1 se localizan en los residuos susceptibles de fosforilación por GSK‐3 β.  

 

Otros genes implicados en la carcinogénesis del cáncer colorrectal y que están relacionados 

con el paso de pólipo a adenoma, son K‐RAS y TP53. El paso de pólipo a adenoma se produce 

como  consecuencia  del  incremento  en  la  proliferación  celular  derivado  de  la  activación  de 

oncogenes, como K‐RAS, unido a la inhibición de genes supresores de tumores, como TP53. De 

hecho, en el proceso de carcinogénesis  la mutación de APC suele  ir seguida de  inactivación de 

p53   mientras  que  en  condiciones  normales  el  aumento de  β‐catenina  se  correlaciona  con un 

incremento en la expresión de p53, al parecer por inhibición de su degradación proteolítica, que 

actúa como mecanismo compensador y preventivo de la formación de tumores.30 

 

 

2.3 ESTADIFICACIÓN 
 

La estadificación del cáncer colorrectal emplea el sistema TNM, en  él que la letra T describe 

cuanto ha crecido el  tumor primario hacia  la pared del  intestino y áreas adyacentes,  la  letra N 

describe  la  extensión  de  la  propagación  a  los  ganglios  adyacentes  y  la  letra M  indica  si  se  ha 

producido metástasis. Estas letras se acompañan además de un número 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  información.  Una  vez  que  se  han  determinado  las 

categorías T, N y M esta información se combina en un proceso de agrupamiento por etapas que 

distingue los siguientes estadios(Fig. 5):31  

 

• Estadio 0  (Tis, N0, M0): El  tumor se encuentra en su etapa más  temprana y se  localiza 

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

también se conoce como carcinoma in situ. 
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• Estadio I (T1‐T2, N0, M0): 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 linfáticos adyacentes ni a áreas distantes.  

• Estadio  II  (T3‐T4a‐T4b, N0, 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  linfáticos.  En  función  del  grado  de  penetración  se  distinguen  los  subtipos  IIA 

(T3), IIB (T4a) y IIC (T4b). 

• Estadio III (T1‐T2‐ T3‐T4a, N1‐N2a‐N2b, M0): 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). Además se ha propagado a 

ganglios linfáticos cercanos (N1 entre 1 y 3 ganglios, N2a entre 4 y 6 ganglios y N2b a 7 o 

más  ganglios)  pero  no  a  partes  distantes.  En  función  del  grado  de  penetración  se 

distinguen los subtipos IIIA, IIIB y IIIC. 

• Estadio  IV:  si  se  ha  diseminado  a  uno  (subtipo  IVA)  o  más  (subtipo  IVB)  órganos 

distantes.  

• Cáncer recurrente: si tras el tratamiento el tumor se reproduce en el colon, en el recto o 

en otras partes del cuerpo.  

 
Figura 5. Diferentes grados de desarrollo de pólipos 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  cáncer  colorrectal  se  pueden 

considerar:32 

• La edad, ya que más del 90% de los cánceres colorrectales se diagnostican después de los 

50 años.   

• Los antecedentes familiares y personales de poliposis o de cáncer de colon. 

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

colitis ulcerosa. 

• La actividad física, ya que llevar una vida sedentaria aumenta el riesgo de padecer cáncer 

de colon. 

• El consumo de tabaco o alcohol, que  facilitan el desarrollo de  pólipos en  la mucosa del 

colon. 

• La  alimentación,  ya  que  el  cáncer  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 cáncer colorrectal.33,34 Estudios 

recientes muestran que algunos de los compuestos que adquirimos a través de la dieta, 

como  los  flavonoides,    los  oligosacáridos  o  la  fibra  intervienen  en  procesos  como  la 

proliferación  celular,  la  apoptosis  y  la  síntesis  de  proteínas  relacionadas  con  la 

carcinogénesis  por  lo  que  contribuyen  a  la  prevención  del  cáncer  y  a  un  mejor 

pronóstico.35  

 

 

3. FLAVONOIDES 

 

Los  flavonoides  forman  parte  del  grupo  de  los  polifenoles.  Son  pigmentos  naturales 

presentes en los vegetales que protegen al organismo del daño producido por agentes oxidantes 

como  la polución  ambiental,  los  rayos ultravioleta  o  las    sustancias químicas presentes  en  los 

alimentos. 
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Los flavonoides fueron descubiertos por el premio Nobel Szent‐György, que en 1930 aisló de 

la cáscara del limón una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los 

flavonoides se denominaron en un principio vitamina P, por su característica de permeabilidad, 

y  también  vitamina  C2,  porque  se  observó  que  algunos  flavonoides  poseían  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 QUÍMICA 

 

Los  flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que poseen una estructura común 

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 átomos 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 reúnen tres características estructurales importantes para su función:38 

• La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O‐dihidroxi. 

• La presencia de un doble enlace en posición 2,3  

• La presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5        

 

De entre los principales flavonoides, la catequina presenta sólo la característica de poseer un 

doble enlace en posición 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 

arándanos, ginkgo biloba o cardo mariano.39 En estos casos, se suelen situar principalmente en 

las hojas y en el exterior de  las plantas apareciendo en pequeñas cantidades solamente en  las 

partes de  la planta por  encima de  la  superficie del  suelo. Una  excepción  a  esta norma  son  los 

tubérculos de cebolla que contienen gran cantidad de quercetina 4´‐D‐glucósido.40 Debido a su 

abundancia  los  flavonoides  son  fácilmente  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 más de 

5.000 compuestos diferentes. Los más destacados o estudiados son(Fig. 6):41 

 

• Citroflavonoides  como  la  quercetina,  hesperidina,  rutina,  naranjina  y  limoneno.  La 

quercetina  es  de  color  amarillo‐verdoso  y  está  presente  en  cebollas,  manzanas, 

brócoles,  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 

limón y la toronja. El limoneno está presente en los limones. 

 

• Isoflavonoides  como  la  genisteína  y  la  daidzeina,  Se  encuentran  en  alimentos  que 

contienen soja.  

 

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

corteza del pino marino. 

 

• Antocianidinas, que son  responsables de los colores rojo y rojo‐azulado de las cerezas. 

 

• Ácido elágico, que se encuentra en frutas como la uva y en verduras. 

 

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

 

• Kaemferol, presente en puerros, rábanos, remolacha roja y endibias. 
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              Figura 6. Tipos y obtención de flavonoides. Adaptada de Weng, 2012. 
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3.3 EFECTOS BIOLÓGICOS 

 
Los  efectos  biológicos  de  los  flavonoides  se  evalúan  a  partir  de  su  biodisponibilidad, 

dependiente  de  su  estructura  química  y  sus  mecanismos  de  absorción,  distribución  y 

eliminación.  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 metilación  en  plasma  que  la  catequina,  y  además  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  orgánicos  y  son  en  parte 

responsables de la vía de eliminación de ambos flavonoides.42 

 

El interés de los flavonoides ha ido creciendo con el paso de los años debido a sus múltiples y 

variadas  propiedades.  En  un  principio,  se  describió  su    poder  como  agentes  antioxidantes, 

capaces  de  eliminar  radicales  libres  e  incluso  capaces  de  evitar  su  formación  mediante  la 

quelación de metales de  transición. Posteriormente,  se descubrieron sus efectos como agentes 

pro‐oxidantes, capaces de provocar daño oxidativo, y en la actualidad se acepta que la actividad 

pro‐oxidante podría ser de gran ayuda en casos como los de  las  células cancerosas, en  las que 

podrían  inducir  apoptosis.  También  se  sabe  que  los  flavonoides  no  sólo  actúan  como  pro‐

oxidantes, antioxidantes o quelantes de metales de transición, sino que también son capaces de 

actuar como moduladores de diversas rutas de señalización celular, activándolas 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 

posición  2‐3  y  de  un  grupo  3‐OH  en  la molécula  del  flavonoide.  Por  el  contrario,  la  actividad 

cancerígena de estos compuestos reside en los intermediarios quinónicos, generados durante la 

oxidación de los flavonoides, que interaccionan con las moléculas de DNA. Estas quinonas, por su 

carácter  electrófilo,  son  muy  reactivas  y  pueden  participar  en  la  producción  de  radicales 

superóxidos y peróxidos, lo que explicaría sus propiedades mutagénicas y cancerígenas.43 
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3.4 QUERCETINA 

 
La quercetina (Fig. 7) es uno de los flavonoides más frecuentes en nuestra dieta. Presente en 

alimentos como la cebolla, el té, la manzana, el brócoli o el vino tinto es uno de los flavonoides 

más estudiado.44 La quercetina posee acciones biológicas  como antioxidante,  antiinflamatorio, 

antiarterioesclerótico  y  antimutagénico.  También  se  ha  descrito  que  modula  la  actividad  de 

enzimas  intestinales  y  transportadores  de  azúcares  y  aminoácidos  en  líneas  celulares  de 

adenocarcinoma de colon, en las que incrementa la actividad enzimática de la fosfatasa alcalina y 

la dipeptidilpeptidasa IV.14 Durante los últimos años se han comenzado a analizar sus acciones 

frente  a  diferentes  tipos  de  cáncer  con    resultados  prometedores  que  demuestran  su  poder 

antiinvasivo.45 

 
 
        Figura 7. Estructura de la quercetina 

 

En ratones se ha observado que la quercetina es capaz de disminuir la aparición de tumores 

hepáticos en estadios iniciales de desarrollo. Este efecto está asociado a aumentos tanto en los 

niveles de  glutatión  (GSH)  como en  la  actividad de enzimas  antioxidantes  como  la  catalasa,  la 

superóxido  dismutasa  o  la  glutatión  peroxidada.46  En  células  HepG2  (células  humanas  de 

hepatocarcinoma) la quercetina también induce la expresión de la glutatión peroxidasa y eleva 

los niveles  intracelulares de glutatión.47,48 Ya que estos  cambios,  también  inducidos por otros 

polifenoles  como  la  rutina,  previenen  el  estrés  oxidativo  de  las  células,  la  actividad 

anticancerígena de la quercetina a menudo se relaciona con su efecto antioxidante.49  

 

La quercetina, como otros polifenoles de la dieta, puede actuar también, en función del tipo 

celular, de la dosis o del tiempo de exposición, como pro‐oxidante, ya que estimula la producción 

de  especies  reactivas  de  oxigeno  (ROS).  Como  consecuencia    tiene  capacidad  para    inducir 
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apoptosis y dar lugar a la prevención o disminución del desarrollo tumoral en diferentes tipos de 

cáncer. En células MDA‐MB‐468 de cáncer de mama50 y H661 de adenocarinoma pulmonar, por 

ejemplo, la quercetina induce apoptosis  mediante un incremento de los niveles intracelulares de 

ROS  que  conduce  a  la  formación  de  H2O2.51  También  se  ha  descrito  que  la  quercetina  tiene 

capacidad para inducir apoptosis, de forma dependiente de la dosis, en diversas líneas celulares 

cancerígenas en las que se detectan alteraciones en la fragmentación del DNA,52,53 activación de 

proteínas proapoptóticas como Bax,54,53 disminución de proteínas antiapoptóticas como Bcl‐xL y 

Bcl‐253, activación de las caspasas‐3, 7, y 9 y liberación del citocromo c.55,56 

 

En  relación  al  efecto  de  la  quercetina  sobre  los  procesos  de  proliferación,  supervivencia  y 

muerte  celular,  se  ha  descrito  que  este  efecto  está  estrechamente  relacionado  con  la 

concentración  utilizada  en  el  tratamiento:  concentraciones  bajas  de  quercetina  dan  lugar  a 

mecanismos de  supervivencia mediante  la activación de MAPKs  (Proteínas quinasas  activadas 

por  mitógenos)57  y  el  incremento  en  los  niveles  de  fosforilación  de  p‐AKT.58  Sin  embargo, 

concentraciones altas de quercetina, ejercen un efecto pro‐apoptótico mediante la activación de 

caspasas y la disminución en los niveles de fosforilación de AKT y ERKs ( Quinasas reguladas por 

señales  extracelulares).55,59  Estas  modificaciones  en  la  proliferación  celular  suelen  aparecer 

asociadas  a  cambios  en  el  ciclo  celular.  Así,  la  quercetina  inhibe  la  proliferación  e  induce una 

parada del ciclo celular en fase G0/G1, S y G2/M en células de adenocarcinoma de colon HT‐2960 y 

en células de leucemia (MOLT‐4)61 y reduce la inflamación de la mucosa del colon a través de la 

inhibición  de  COX.2  en  ratones  inducidos  con  azoximetano.62  También  se  ha  descrito  que  la 

quercetina reduce la proliferación celular a la mitad en células LoVo de cáncer de colon y MCF‐7 

de  cáncer de mama,  en  las que  induce una parada del  ciclo  celular  en G2  /M  tras 24 horas de 

tratamiento.63 En la actualidad son diversos los grupos que están analizando si la administración 

conjunta de varios polifenoles puede tener un efecto mayor sobre la proliferación celular que su 

administración por separado. En este sentido se ha observado que la quercetina actúa de modo 

sinérgico con el resveratrol en la inducción de apoptosis en células sanguíneas de pacientes con 

leucemia61  y  sobre  la  proliferación  celular  y  activación  de  caspasa  3  en  células  de  cáncer  de 

colon.64  Como  consecuencia  de  todas  estas  acciones,  se  ha  sugerido  que  existe  una  relación 

directa  entre  una  dieta  rica  en  quercetina  y  el  riesgo  de  padecer  cáncer  de  colon,  cáncer  de 

estómago,65,66 enfermedades neurodegenerativas67 y enfermedades cardiovasculares.68 
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4. PROBIÓTICOS 

 

El  aparato  digestivo  del  hombre  está  colonizado  por  diversas  especies  bacterianas,  donde 

existen más de 400 especies diferentes.69 Más de la mitad del peso de la materia que está en el 

colon  corresponde  a  células  bacterianas.  El  estómago  contiene  una  pequeña  cantidad  de 

bacterias,  aproximadamente  103  ufc/mL  de  jugo  gástrico,  mientras  que  la  concentración 

bacteriana  aumenta  a  lo  largo  del  intestino  hasta  llegar  a  una  concentración  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.70 

 

Los  probióticos  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  probiótica  debe  haberse  verificado  en 

ensayos  con  humanos.  Entre  las  características  más  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.71 Para poder  evaluar  su  eficacia  en  la  salud humana  se  requiere  su  identificación  a 

nivel de cepa, ya que los efectos saludables demostrados para una cepa microbiana específica no 

son extrapolables a otras cepas de la misma especie.72 En la mayoría de los casos los probióticos 

son bacterias grampositivas que se clasifican fundamentalmente en dos géneros: Lactobacillus y 

Bifidobacterium.73,74 La tabla 2 recoge algunas de las especies identificadas.  
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Tabla 2. Diferentes cepas probióticas. Adaptada de Holzapfel, 2001 

 
 

4.1 MECANISMOS DE ACCIÓN 

 

La  integridad del  epitelio  intestinal  juega un papel muy  importante  en  los mecanismos de 

defensa  ya  que  protege  al  organismo  de  las  agresiones.  Una  lesión  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 probióticos son capaces 

de contribuir al mantenimiento correcto de la barrera intestinal, así como de prevenir y reparar 

los daños ocasionados en la mucosa intestinal. Como resultado los probióticos ejercen acciones 

sobre la inmunidad innata y adquirida y protegen al hospedador  frente a infecciones, procesos 

de inflamación intestinal crónica75 y otro tipo de enfermedades como el cáncer.73 

 

Los  probióticos  ejercen  sus  acciones  a  distintos  niveles:  interaccionan  con  la  microbiota 

intestinal  ya  existente, mejoran  la  función de  integridad de  la  barrera  intestinal  y modulan  la 

respuesta inmune (Fig. 8).76 Las cepas probióticas modulan la microbiota intestinal  inhibiendo 

la colonización del tracto gastrointestinal por patógenos y favoreciendo la presencia de grupos 

microbianos,  como  Lactobacillus,  Bifidobacterium  y  Streptococcus,  considerados  como 

beneficiosos dentro de la microbiota intestinal.77 En la modulación interviene la producción por 
parte de los probióticos de sustancias antimicrobianas, bacteriocinas y ácidos  grasos de cadena 

corta. Al mismo tiempo, las células epiteliales y las del sistema inmune innato poseen receptores 
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celulares  capaces  de  diferenciar  entre  la  microbiota  comensal  y  la  patógena  y  de  inducir  la 

síntesis de diferentes mediadores como citoquinas y moléculas de adhesión.78 

 

 

 
 

 
 

Figura 8. Mecanismos de acción de los probióticos. Producción de sustancias antimicrobianas, función 
de  barrera  intestinal,  activación  del  sistema  inmune,  competición  por  sitios  de  unión  y  producción  de 
nuevos nutrientes o moléculas bioactivas.  

 
 

   

4.1.1 Acción de los probióticos en procesos infecciosos 

 

Alguna cepas probióticas 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 antibióticos 79,80. También se ha 

observado que la combinación 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.81    
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4.1.2 Acciones de los probióticos en procesos metabólicos 

 

Los probióticos pueden intervenir en diferentes procesos metabólicos que tienen lugar en el 

organismo, bien mediante su acción a nivel enzimático, bien actuando sobre la propia actividad 

metabólica  del  individuo.  En  el  metabolismo  de  carbohidratos,  por  ejemplo,  tienen  un  papel 

destacado  ya  que  los  ácidos  grasos  de  cadena  corta  producto  de  su  degradación,  como  el 

propiónico  o  el  butírico,  poseen  capacidad  antiinflamatoria,  estimulan  la  proliferación  y 

diferenciación celular del epitelio y median en la resistencia a la insulina y la diabetes.82 Además 

se ha demostrado que los síntomas 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 

probióticas S. thermophilus y L. delbrueckii que suelen estar presentes en el cultivo del yogur y 

favorecen    la  digestión  de  la  lactosa  al  liberar  la  actividad  β‐galactosidasa  en  el  intestino 

delgado.83  Por  otro  lado,  la  fermentación  de  las  proteínas  por  parte  de  la  microbiota  del 

intestino  puede  dar  lugar  a metabolitos  tóxicos,  entre  los  que  se  incluyen  amoniaco,  aminas, 

fenoles,  tioles  e  índoles,  y  se  ha  demostrado que  algunas  cepas  probióticas  como L.  casei y B. 

breve  disminuyen significativamente el nivel de p‐cresol  excretado,  un biomarcador empleado 

en la insuficiencia renal crónica.84 Por último, en relación al metabolismo de los lípidos, algunos 

estudios  con  animales  han  mostrado  que  el  consumo  de  probióticos  disminuye  el  nivel  de 

colesterol sérico y la concentración de la fracción LDL colesterol en plasma.85 

 

    

4.1.3 Efecto  de  los  probióticos  sobre  las  enfermedades  inflamatorias 
intestinales 

 
Los  daños  producidos  en  la  función  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  remisión  de  los  síntomas  y  por  su 

evolución a cronificarse. Se ha descrito que la cepa E. coli Nissle 1917 contribuye a la remisión de 

los  síntomas  en  la  colitis  ulcerosa,  y  también  que  la  combinación  de  probióticos  con 

fructooligosacáridos y el tratamiento combinado con varios probióticos resultan eficaces  frente 

a este tipo de enfermedades.86 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  aún  no  hay  evidencias  suficientes  de 

que  los  probióticos  actúen  sobre  la  enfermedad  de  Crohn  ya  que  ninguna  de  las  cepas 
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probióticas clínicamente evaluadas ha demostrado eficiencia en el mantenimiento en el tiempo 

de los síntomas.87,88 

 

 

4.1.4 Papel de los probióticos sobre el cáncer colorrectal 

 
Se ha observado que  los probióticos pueden  jugar un papel preventivo en el desarrollo de 

cáncer  colorrectal.  Entre  los  diferentes  mecanismos  propuestos  mediante  los  cuales  los 

probióticos ejercerían su efecto beneficioso se encuentran la modificación de las poblaciones de 

bacterias  presentes  en  la  microbiota  intestinal  con  disminución  de  la  población  de  bacterias 

patógenas y  aumento de  la de bacterias beneficiosas,  la modulación de  la  respuesta  inmune a 

nivel  gastrointestinal  y  la  producción de moléculas  bioactivas  por  fermentación de nutrientes 

adquiridos  a  través  de  la  dieta,  como  fibra,  prebióticos  y  polifenoles.89  Es  destacable  la 

producción de ácidos grasos de cadena corta, tales como acetato, propionato y butirato, ya que 

se  ha  sugerido  que  estos  compuestos  modifican  la  expresión  de  genes  relacionados  con  la 

inducción de apoptosis y regulación del ciclo celular.89 Por este motivo, puesto que en un alto 

porcentaje  de  tumores  se  observa  una  desregulación  del  ciclo  celular  como  consecuencia  de 

alteraciones  epigenéticas  que  podrían  ser  reversibles,  la  modificación  o  modulación  de  la 

microbiota  intestinal  mediante  el  uso  de  probióticos  se  ha  propuesto  como  un  posible 

mecanismo de prevención del cáncer colorrectal.89 

 

Se  ha  descrito  que  algunos  probióticos  como B. adolescentis, B.  lactis, B.bifidum o B. breve 

intervienen en    el proceso de adhesión en  líneas  celulares de adenocarcinoma de colon,  como 

Caco.2 y HT‐29,  y en procesos inflamatorios como la colitis ulcerosa.90 También se ha descrito 

que  L.  reuteri  secreta  factores  capaces  de  inducir  apoptosis  en  células  de  leucemia  mieloide. 

Estas  cepas  inducirían  la  apoptosis  de  las  células  mediante  la  activación  del  factor  de 

transcripción  NF‐kB  y  la  regulación  de  la  expresión  de  proteínas  antiproliferativas  y 

antiapoptóticas.91 Por último, otros probióticos como B. longum o L. gasseri afectan al desarrollo 

del cáncer colorrectal inducido con dimetilhidracina en ratones, en los que estimulan el sistema 

inmune dando lugar a un aumento en la proliferación de macrófagos que se correlaciona con una 

disminución en la proliferación  de las células de la mucosa por bloqueo del ciclo celular en fase 

S.92 
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4.1.5 Acción combinada de probióticos  

 
En la actualidad se sabe que el efecto de los probióticos es mayor cuando se administran de 

forma conjunta con otras cepas probióticas, con prebióticos,  como algunos carbohidratos, o con 

polifenoles.93  Por ejemplo, la combinación de un fructooligosacárido como la inulina con cepas 

de  L.  rhamnosus  y  B.  lactis  aumenta  el  número  de  cepas  de  Bifidobacterium  y  Lactobacillus 

existentes en la microbiota intestinal y disminuye la población de C. perfringens, dando lugar a 

una menor incidencia de patologías del tracto gastrointestinal.94 A su vez, la combinación de un 

extracto de arándanos 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  además 

contiene  una  menor cantidad de  enterobacterias. Como consecuencia de esta observación los 

cambios  en  la  microbiota  intestinal  se  han  asociados  con  una  mejora  en  los  procesos  de 

fermentación y  absorción intestinal en modelos de ratas Wistar.95 

 

También  se  ha  observado  que  las modificaciones  en  la microbiota  intestinal  (colonización 

por bacterias beneficiosas, disminución de la inflamación de la mucosa del colon y producción de 

compuestos  anticancerígenos)  van  acompañadas  en  muchas  ocasiones  de  alteraciones  en  la 

actividad  de  diferentes  disacaridasas  intestinales,  tales  como  la  sacarasa,  la  lactasa  o  la 

isomaltasa.96,94 Como ejemplo podemos citar que se ha descrito que la alimentación de ratas con 

dietas suplementadas con un combinado de  inulina y cepas probióticas como L. acidophilus, L. 

bulgaricus, B. bifidum, B.  longum y S.  thermophilus,  incrementa  la  actividad de dichas  enzimas 

tras el tratamiento.97 

 

Por  último,  se  ha  demostrado  que  la  alimentación  con  la  combinación  de  B.  lactis  y  un 

extracto de carbohidratos no digeribles reduce el número de  lesiones preneoplásicas en ratas. 

Sin embargo, esta reducción no se observa cuando se alimentan los animales solamente con el 

probiótico, lo que indica una acción sinérgica entre el extracto de carbohidratos no digerible y la 

cepa B. lactis.98 
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5. APOPTOSIS 

 

En  todos  los  organismos  multicelulares  adultos  debe  existir  un  equilibrio  entre  la 

proliferación y muerte de las células, con el objetivo de mantener un tamaño constante. Cuando 

este  equilibrio  se  altera  se  desencadenan  situaciones  patológicas  como  el  cáncer,  en  él  que  la 

proliferación de  las células  se  encuentra aumentada, o  las enfermedades degenerativas, en  las 

que  los  procesos  de  muerte  celular  están  incrementados.  Por  lo  tanto,  la  muerte  celular 

programada  es  parte  de  los  procesos  fisiológicos  que  son  necesarios  para  el  correcto 

funcionamiento del organismo.99 Atendiendo a sus características morfológicas se distinguen al 

menos 4 tipos de muerte celular: necrosis, apoptosis, autofagia y catástrofe mitótica.100 

 

Kerr, Wyllie y Currie101 describieron en 1972 una  forma de muerte celular sin  inflamación 

asociada a  la que denominaron apoptosis, que era diferente del proceso de muerte celular con 

inflamación  asociada  conocido  hasta  entonces  y  que  se  denominaba  necrosis99.  Los  cambios 

estructurales más destacados en la muerte por apoptosis son (Fig. 9):102  

• Las células se vuelven redondeadas y disminuyen de tamaño (picnosis). 

• Se produce una retracción de los pseudópodos.  

• La cromatina se condensa y se degradan los núcleos (cariorresis) 

• 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 

orgánulos no cambian de tamaño. 

• Las células se rompen en fragmentos, dando lugar a los cuerpos apoptóticos. 

• In  vivo  los  cuerpos  apoptóticos  son  fagocitados  por  macrófagos  que  segregan 

citoquinas que inhiben la inflamación. 

 

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  sinónimos,  ya  que  la  muerte  celular  programada  puede 

ocurrir en ausencia de los cambios estructurales típicos de la apoptosis.100 
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Los cambios más destacados en la muerte por necrosis son (Fig 9):103  

• La capacidad de la membrana para controlar el paso de los iones y agua esta alterada, 

por lo tanto las células ganan tamaño (oncosis) y sus orgánulos se hinchan. 

• Las  membranas  de  las  células  se  rompen  y  su  contenido  se  vierte  al  espacio 

intercelular. 

• Se produce la inflamación de los tejidos adyacentes a las células. 

 

La  muerte  celular  por  autofagia  se  caracteriza  morfológicamente  porque  ocurre  sin 

condensación  de  la  cromatina  pero  con  secuestro  del  material  citoplasmático  en  vacuolas 

(autofagosomas) que se  fusionan con  los  lisosomas para formar autolisosomas cuyo contenido 

se  degrada.100  La  vacuolización  del  citoplasma  es  por  tanto  la  característica  principal  de  este 

tipo de muerte celular programada. 

 

La catástrofe mitótica es un tipo de muerte celular que se produce como consecuencia de la 

segregación anormal de cromosomas o fragmentos de cromosomas durante la metafase, lo que 

provoca alteraciones morfológicas como la micronucleación y multinucleación de las células.100 

 

 
 

 Figura 9. Características morfológicas de la muerte celular por necrosis y apoptosis. Adaptada de 
www.retina.umh.es  
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  5.1 LAS CASPASAS Y SU FUNCIÓN EN LA APOPTOSIS 

 
Las  caspasas  son  enzimas  proteolíticas  pertenecientes  a  la  familia  de  las  cisteín‐proteasas 

involucradas  en  la  apoptosis  y  activación  de  citoquinas  proinflamatorias.  Estas  enzimas,  que 

atacan a sus proteínas diana cortándolas en secuencias específicas que contienen un residuo de 

aspartato,  son  claves  en  la  traducción  y  ejecución  de  la  señal  apoptótica  inducida  por  una 

diversidad  de  estímulos.104  En  situaciones  normales  son  sintetizadas  como  precursores 

inactivos, procaspasas, que necesitan ser cortadas para su activación. Las procaspasas contienen 

tres  dominios  estructurales  que  se  separan por  digestión proteolítica:  uno N‐terminal  y  otros 

dos que dan origen a las subunidades grande (p20) y pequeña (p10) de la caspasa activa.105 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 II o 

efectoras,  con el prodominio pequeño o ausente. Las procaspasas 1, 2, 8, 9 y 10 pertenecen a la 

clase I 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 

proteínas  reguladoras,  como  APAF‐1  en  el  caso  de  la  caspasa  9.107  Como  resultado  de  estas 

interacciones  se  produce  la  activación  de  las  caspasas  iniciadoras,  que  a  su  vez  activan  por 

digestión proteolítica  las caspasas efectoras.108   Las caspasas efectoras  tienen como sustrato a 

numerosas proteínas entre las que se encuentran ICAD, un inhibidor de la nucleasa responsable 

de  la  fragmentación del DNA en  la  apoptosis,  lamininas de  la  envoltura nuclear,  proteínas del 

citoesqueleto e inhibidores de apoptosis de la familia Bcl‐2,  por lo que su activación conduce a la 

condensación  de  la  cromatina,  a  la  fragmentación  del  DNA  cromosómico,  a  la  fragmentación 

nuclear y de orgánulos citoplasmáticos y a la formación de cuerpos apoptóticos.109 

 

 

5.2 VÍAS DE INDUCCIÓN DE APOPTOSIS 

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

 

Vía intrínseca o mitocondrial: Esta vía es activada por señales procedentes del interior de 

la  célula,  como  el  estrés  oxidativo  o  el  daño  en  el  DNA  inducido  por  radiaciones  o  agentes 

químicos.  Estas  señales  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  Apaf1  y  la  caspasa  9  formando  el  apoptosoma.  La  formación  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  proteínas  Bcl‐2  regula  la  permeabilidad  de  la membrana 

mitocondrial  y,  por  tanto,  la  salida  del  citocromo  c.  Esta  familia  está  formada  por  varios 

miembros, algunos antiapoptóticos como Bcl‐2 y Bcl‐XL y otros proapotóticos como Bax, Bcl‐Xs 

o Bid. Estas proteínas, que promueven o inhiben la  liberación del citocromo c, pueden realizar 

sus funciones de forma conjunta o independiente.  

 

Vía extrínseca o  receptores de muerte: La  activación  de  la  vía  apoptótica  extrínseca  se 

lleva a cabo por la unión 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‐α, Fas‐L y TRAIL. 

Los  receptores  de  estas  moléculas  son  proteínas  transmembrana  que  tras  la  unión  con  su 

ligando  trimerizan.  La  trimerización  del  receptor  permite  el  reclutamiento,  a  través  de  su 

porción intracelular, de un complejo proteico que contiene proteínas adaptadoras que contienen 

dominios  de muerte.  Estas  proteínas  adaptadoras  permiten  la  unión  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.111 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  interactúa  con  otros  miembros  de  la  familia  Bcl‐2  e  induce  la  liberación  del 

citocromo c desde  la mitocondria, conectando así  la vía extrínseca con  la  intrínseca durante el 

proceso de inducción de apoptosis (Fig 10).111  
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Figura 10. Vía intrínseca y vía extrínseca de la apoptosis. Adaptada deMom, 2006112 

 
 

 

 

6. CICLO CELULAR 

 

El  ciclo  celular  es  la  secuencia  cíclica  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  división  celular  implica  una 

verdadera reproducción, 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 más ciclos de división celular para el desarrollo de un individuo. Además, en 

los  organismos  pluricelulares  la  división  celular  también  es  necesaria  para  reemplazar  las  

células  perdidas  por  desgaste,  mal  funcionamiento  o  por  muerte  celular  programada.  Es 

importante señalar que en las células somáticas, las células generadas son genética, estructural y 

funcionalmente  idénticas  tanto  a  la  célula materna  como  entre  sí,  a menos  que hayan  sufrido 

mutaciones.  Las  células  nuevas  heredan un duplicado  exacto  de  la  información  genética  de  la 

célula  materna.  Para  que  esto  suceda  es  necesario  que  la  célula  lleve  a  cabo    una  serie  de 

procesos citoplasmáticos y nucleares.113 
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6.1 FASES DEL CICLO   

Durante  el  transcurso  del  ciclo  celular,  cuya  duración  varía  entre  los  diferentes  tipos  de 

células eucariotas, pueden distinguirse dos grandes periodos: uno de división, 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  tamaño  y  duplica  su  contenido  en  DNA  y  proteínas, 

preparándose para la siguiente división. Se subdivide en tres períodos: G1, que es el intervalo de 

tiempo que transcurre entre el final de la fase M y el inicio de la síntesis de DNA, S, de síntesis de 

DNA,  y  G2,  que  es  el  periodo  que  transcurre  entre  el  final  de  la  replicación  y  el  inicio  de  la 

división. Durante la división tienen lugar  la división nuclear, o mitosis, en la que se produce la 

separación de los cromosomas homólogos previamente replicados, y la división del citoplasma, o 

citocinesis, en dos células hijas. Tras la citocinesis de la división anterior, una vez en G1, la nueva 

célula es pequeña y posee poco ATP como consecuencia del gasto experimentado en la división 

anterior, por lo que en este periodo las células crecen, sintetizan proteínas y acumulan ATP. Al 

final de esta etapa existe un punto de control,  conocido como punto de restricción (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 G0, en él que pueden pasar toda su vida y del que 

sólo  ocasionalmente  salen  para    proseguir  el  ciclo  celular.  Superado  el  punto  de  restricción 

comienza la fase S, en la que se duplica el material genético. Dado que el proceso de síntesis de 

DNA  consume  una  gran  cantidad  de  energía,  una  vez  finalizada  la  replicación  la  célula  entra 

nuevamente  en  un  proceso  de  crecimiento  y  adquisición  de  ATP,  la  fase  G2,  observándose 

cambios  en  la  estructura  celular que  indican  el  comienzo de  la  división  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 

formación de  los dos genomas durante el ciclo celular se produce a nivel molecular durante  la 

fase  S  de  síntesis  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 progresión de  la  fase S como  la mitosis deben ser controladas   de  forma muy 

precisa.114 
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6.2 REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR 

El sistema de control del ciclo celular está 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 activación se 

ha  relacionado  en  algunos  casos  con  el  control  del  ciclo  celular,  y  en  otros  con  él  de  la 

transcripción, de  la diferenciación o de  la  apoptosis. Excepto  en el  caso de  las CDKLs que  son 

independientes de ciclina, su actividad se regula mediante su unión a ciclinas: mientras que  la 

unión 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 proteínas sintetizadas durante la interfase y eliminadas al final de la mitosis 

de  cada  ciclo  celular.  Actúan  como  reguladores  de  la  actividad  enzimática  de  las  CDKs  y  su 

concentración 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  actúan  en  las  diferentes  fases  del  ciclo 

celular: ciclinas de tipo D (D1, D2, D3), que actúan en la fase G1 del ciclo celular, ciclinas de tipo E 

(E1, E2), que actúan al  final de  la  fase G1 y en el progreso G1/S, ciclinas de tipo A (A1, A2), que 

actúan en  la  fase S y principio de  la  fase G2, y ciclinas de tipo B (B1, B2), que actúan 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 CDK6, 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  disminución  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. Regulación del ciclo celular mediado por quinasas dependientes de ciclinas. Adaptada de 
sciencewatch.com. Malumbres 2010. 

 

Además de ser regulada mediante su unión con ciclinas, la actividad de las CDKs también es 

regulada mediante su unión   con otras proteínas:  los  inhibidores de quinasas dependientes de 

ciclinas  (CDKIs). Los CDKIs son proteínas  inhibidoras de  las CDKs  implicadas en  la parada del 

ciclo  celular  en  respuesta  a  señales  antiproliferativas,  como  la  ausencia  de  factores  de 

crecimiento, las citoquinas o el daño en el DNA. Hay dos familias de CDKIs: la familia  CIP/KIP y 

la familia INK4.121 

 

La familia CIP/KIP incluye tres proteínas estructuralmente relacionadas entre sí: 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 proteína 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 dañado antes de replicarse. La proteína p21 tiene un 

papel esencial en respuesta a diferentes situaciones de estrés  celular y se  incrementa en estas 

situaciones,  especialmente  tras  el  daño  en  el  DNA,  ya  que  su  síntesis  está  regulada  por  la 

proteína  supresora de tumores p53,123 cuya actividad aumenta cuando el DNA esta dañado.124 

Por otro lado la proteína p27 regula señales inhibidoras del crecimiento y la proteína p57 tiene 

una  ruta  de  expresión  tejido‐específica,  lo  que  indica  su  papel  especializado  en  el  control  del 

ciclo celular.123  
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La familia INK4 está formada por cinco proteínas: p14, p15, p16, p18 y p19. A diferencia de 

las proteínas de la familia CIP/KIP, que se unen a complejos CDK/ciclina, la familia INK4 se une 

sólo a CDK en el sitio de unión de las ciclinas e inhiben a CDK4 y CDK6, implicadas en el control 

del ciclo celular en la fase G1.125 

 

 
 

6.3 VÍA AMPK DE PROLIFERACIÓN Y SUPERVIVENCIA CELULAR 

 
La  proteína  AMPK  forma  parte  de  la  subfamilia  de  proteína‐quinasas  activadas  por 

AMP/SNF1.  Sus  efectos más  estudiados  son  la  inhibición  de  rutas  anabólicas,  la  activación  de 

rutas catabólicas, la parada del ciclo celular y la inducción de apoptosis. Debido a estos efectos se 

ha propuesto a la AMPK como marcador metabólico.  

 

La  AMPK  es  un  complejo  heterotrimérico  que  consta  de  una  subunidad  catalítica  α  y  dos 

subunidades  reguladoras  β  y  γ.  Existen  dos  isoformas  conocidas  de  las  subunidades  α  y   β, 
mientras que de la γ se han descrito tres. Debido a las distintas combinaciones de las isoformas 

se han descrito 12 complejos distintos que presentan diferencias en su actividad,  regulación y 

localización  celular.126,127  La  AMPK  se  activa  en  situaciones    que  incrementan  la  relación 

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 unión con AMP. Su 

fosforilación  por  diferentes  quinasas  también  incrementa  su  actividad.128  La  activación  de  la 

AMPK  regula  distintos  procesos metabólicos  en  la  célula  (Fig12),  entre  los  que  se  incluyen  la 

síntesis de proteínas y el metabolismo de la glucosa y de los  ácidos grasos. La activación de la 

AMPK en células tumorales suprime el crecimiento tumoral, mientras que su pérdida fomenta la 

progresión  del  tumor.  Este  fenómeno  se  debe,  al  menos  en  parte,  a  la  regulación  de  las  vías 

metabólicas celulares,129 ya que la AMPK inhibe la glucólisis aeróbica y la síntesis de proteínas. 
Además, tras la incubación de las células tumorales con AICAR, un activador de la AMPK, se han 

detectado alteraciones en SGLT‐1 que están  relacionadas  con  la  expresión de  la AMPK.130 Por 

otro lado, la proliferación y el ciclo celular están ampliamente relacionados con el metabolismo 

de  proteínas.  Se  ha  propuesto  que  la  activación  de  la  AMPK  inhibe  la  síntesis  de  proteínas, 

necesaria para la proliferación 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 rápidamente, pero cuando se  fosforila incrementa su estabilidad. Ello 
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conlleva un aumento de los niveles de p21CIP1 con parada del ciclo celular134,135 y/o inducción de  

apoptosis mediante la regulación de distintos genes de la familia Bcl‐2.136  

 

 

 

Figura 12. Activación de la AMPK proteína quinasa en cáncer. Adaptada de Wang, 2009 
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La alimentación y la nutrición, junto con la actividad física, se encuentran entre los factores 

más determinantes para el desarrollo de enfermedades como el cáncer colorrectal,92 que en un 

90% de los casos está asociado a una dieta alta en grasas y baja en fibra.17 Los alimentos además 

de  aportar  nutrientes,  contienen  una  serie  de  sustancias  no  nutritivas,  conocidas  como 

fotoquímicos,137  que  no  son  consideradas  esenciales  para  la  salud  humana,  pero  que  pueden 

tener  un  efecto  importante  en  el  desarrollo  de  enfermedades.138  Entre  los  fitoquímicos  más 
estudiados se encuentra  la quercetina, un flavonoide que disminuye  la proliferación celular en 

cultivos  de  células  de  cáncer  de  colon  HT‐29  con  bloqueo  del  ciclo  celular  e  inducción  de 

apoptosis dependiente de p53, efectos que se producen como consecuencia de la fosforilación de 

la AMPK en su subunidad α.139,140 

 

Los  probióticos  son  bacterias  grampositivas  que  se  clasifican  fundamentalmente  en  dos 

géneros:  Lactobacillus  y Bifidobacterium.73  Entre  los  retos  principales  de  la  investigación  con 

probióticos  se  encuentran  la determinación de  los mecanismos  responsables de  su  eficacia,  la 

definición  de  las  diferentes  cepas  probióticas  con  efectos  beneficiosos96  y  el  análisis  de  su 

posible  sinergia  con  compuestos  fotoquímicos.141  Por  ello  en  este  trabajo  nos  proponemos 

analizar el efecto de los probióticos B. bifidum142 y L. gasseri,92  y su posible sinergia con él de la 

quercetina,  sobre  la  viabilidad  celular  y  la  absorción  y  transporte  de  azúcares  y  péptidos  en 

células humanas de adenocarcinoma de colon. Este objetivo general se desglosa en los siguientes 

objetivos específicos: 

 
1. Analizar  el  efecto  de  la  quercetina,  de  los  probióticos  B.  bifidum  y  L.  gasseri  y  de  las 

combinaciones de quercetina y probióticos sobre  la actividad de enzimas con actividad 

glucosidasa,  como  la  sacarasa,  o  peptidasa,  como  la  aminopeptidasa  N  y  la 

dipeptidilpeptidasa IV, en cultivos de células humanas de  adenocarcinoma de colon HT‐

29 y Caco.2. 

2. Analizar  el  efecto  de  la  quercetina,  de  los  probióticos  B.  bifidum  y  L.  gasseri  y  de  las 

combinaciones  de  quercetina  y  probióticos  sobre  la  expresión  del  transportador  de 

azúcares 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  citotóxico  de  los probióticos 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. 



Objetivos 

44 

4.  Analizar el efecto de los probióticos B. bifidum y L. gasseri y de sus combinaciones con 
quercetina  sobre  la  apoptosis,  el  ciclo  celular  y  la  expresión  de proteínas  relacionadas 

con la carcinogénesis en cultivos de células humanas de adenocarcinoma de colon HT‐29 

y Caco.2.  
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1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Como  se  ha  comentado  con  anterioridad,  este  estudio  pretendía    analizar  el  efecto  que 

ejercen  dos  cepas  de  bacterias  lácticas,  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 parámetros cuya posible modificación 

se  pretendía    analizar  están  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  último,  el 

efecto sobre la expresión de algunas proteínas relacionadas con el control del ciclo y la muerte 

de las células. 

 

Como  modelo  para  llevar  a  cabo  los  experimentos  se  escogieron  dos  líneas  celulares 

humanas de adenocarcinoma de colon, HT‐29 y Caco.2. Las características principales de estas 

dos líneas celulares, que tienen   diferente grado de diferenciación, se describen en el apartado 

2.1  de  la  sección  Material  y  Métodos.    Durante  el  periodo  de  experimentación  los  cultivos 

celulares se  mantuvieron en fase de crecimiento exponencial, en frascos de cultivo de 75 cm2 de 

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 proliferación celular se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos y el resto de 

los experimentos se realizaron en frascos de cultivo de 25 cm2 o en placas de 6 pocillos. Durante 

los  tratamientos  experimentales,  de  24  horas  de  duración,  el  medio  de  cultivo,  DMEM/F12 

suplementado  con  suero  bovino  fetal,  se  sustituyó  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 proliferación celular se analizó 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 expresión de los transportadores de dipéptidos 

PEPT‐1 y de glúcidos dependiente de sodio SGLT‐1. La estimación de los niveles de expresión de 

los  transportadores  se  realizó  por western  blot      (Material  y  Métodos,  apartado  7.2.1).  Para 

analizar  si  los  tratamientos  inducían  la  muerte  de  las  células  en  los  cultivos  se  cuantificó, 

mediante TUNEL, el tanto por ciento de células apoptóticas presentes en los cultivos (Material y 

Métodos,  apartado  5.2),  mientras  que  para  valorar  la  posible  participación  de  caspasas  en  el 

proceso  de muerte  celular  se  repitió  la  cuantificación  en  presencia  del  inhibidor  universal  de 

caspasas Z‐VAD‐FMK (Material y Métodos, apartado 5.3). También se determinó en  los cultivos, 

por  fluorimétría,  la  actividad  caspasa  3  (Material  y  Métodos,  apartado  5.4).  Para  analizar  el 

efecto de los tratamientos sobre el ciclo celular se determinó el tanto por ciento de células que se 

encontraban  en  cada  una  de  las  fases  del  ciclo  celular.  Esta  determinación  se  realizó 

cuantificando, por citometría 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 inducción de muerte celular se determinaron por 

western blot los niveles intracelulares de las proteínas p‐AMPKα, p53, p21, Bcl‐2 y Bax (Material 

y Métodos, apartado 7.2.2) 

 

 

2. CULTIVO CELULAR DE LÍNEAS HT­29 Y CACO.2 

2.1 Descripción de líneas celulares de adenocarcinoma de colon 
 
 

En este trabajo se utilizaron las líneas celulares tumorales de adenocarcinoma de colon HT‐

29 y Caco.2. Estas líneas celulares se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC), y 

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

  

Fogh  y  Trempe  en  1975  establecieron  las  líneas  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  diferenciación.  En  condiciones  estándar  de 

cultivo,  la  población  de  células  HT‐29  contiene más  de  un  95%  de  células morfológicamente 

indiferenciadas.  Durante  su  crecimiento  estas  células  se  apilan  formando  multicapas  sin 

polarización  ni  expresión  de  los  marcadores  de  diferenciación,  característicos  de  las  células 

adultas  del  epitelio  intestinal.  Sin  embargo,  el  resto  de  la  población  (5‐10%)  desarrolla 
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características de células diferenciadas que expresan enzimas  tales como  la aminopeptidasa N 

(APN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV), la glicoproteína 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 alteración de sus  funciones y amplificación del 

protooncogén MYC. 144 

 

A  nivel  morfológico,  las  células  Caco.2  presentan  propiedades  de  diferenciación  in  vitro 

similares a las poblaciones derivadas de las células HT‐29 diferenciadas. Cuando se encuentran 

en fase de crecimiento, próxima 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.145  Las  células  Caco.2,  como  las  células    HT‐29, 

también presentan mutaciones en los genes APC y TP53. 

 

2.2 Mantenimiento de los cultivos celulares 

 

El cultivo de las células se realizó en frascos de 75 cm2  (Nunc, Thermo Scientific, IL, EE.UU.) y 

en estufa a 37ºC de  temperatura con una atmosfera con un 5% de CO2 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 utilización  el  suero bovino  fetal  (SFB)  se descomplementó por  incubación  a 

56ºC 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  tripsinización  al 

alcanzar el 80% de confluencia.  

 

Durante los tratamientos experimentales con quercetina, con los probióticos, B. bifidum o L. 

gasseri, o con la combinación de la quercetina y los probióticos, el medio de cultivo se sustituyó 

por  DMEM/F12  sin  suero  bovino  fetal,  que  se  suplementó  con  0,01mg/mL  de  transferrina, 

0,01mg/mL de insulina, 0,01µg/mL de selenio (ITS), piruvato sódico 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 llevó acabo por tripsinización. Con este fin: 

 

• Una vez que las células HT‐29 o Caco.2 alcanzaron el 80% de confluencia en el frasco de 

cultivo, se retiró el medio de cultivo por aspiración con una pipeta Pasteur y se lavaron 

las células con 10 mL de PBS. 

• Se añadieron al frasco 3mL de una solución de tripsina (0,05 Trypsin­ EDTA (1X),  Gibco 

by life Technologies‐Invitrogen) y se incubaron las células durante 5 minutos a 37ºC, con 

un 5% de CO2 y un 96% de humedad relativa.  

• Tras la incubación con la tripsina se añadieron 7mL de medio DMEM/F12 suplementado 

con suero bovino fetal al 10%, con el fin de inactivar la acción de la tripsina.  

• Se transfirió la suspensión celular a tubos tipo Falcon de 15mL y se recogieron las células 

por centrifugación a 300 g durante 5 minutos.  

• Una  vez  obtenido  el  precipitado  celular  se  resuspendió  en  4mL  de medio  DMEM/F12 

suplementado con suero bovino fetal al 10% y se contaron las células en una cámara de 

Neubauer.   

 

 

3. PREPARACIÓN  DE  LA  QUERCETINA  Y  LOS  PROBIÓTICOS  EN 

ESTUDIO 

 

3.1  Preparación de la quercetina  

 

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

obtuvo del laboratorio Sigma‐Aldrich Química, S.A. (Alcobendas, Madrid, España).  

 

La quercetina se disolvió inicialmente en dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma‐Aldrich Química, 

S.A) a una concentración de 0,1 M. La solución obtenida se esterilizó por filtración a través de un 

filtro  de  0,22  micras  (Milipore  Ibérica  S.A.U,  España).  A  partir  de  ésta  solución  de  stock,  se 

prepararon  diluciones  seriadas  (10‐3,  10‐4,  5x10‐4  ,10‐5,  10‐6  y  10‐7M)  en  el  medio  de  cultivo 

DMEM/F12  sin  suplementar.  Estas  disoluciones  se    almacenaron  a  ‐20  ºC  hasta  su  posterior 

utilización.  
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3.2  Preparación de los probióticos 

 

Los probióticos B. bifidum  CECT 870 y L. gasseri  CECT 4479  se obtuvieron de  la Colección 

Española  de Cultivos Tipo (CECT), (Valencia).  

 

La cepa L. gasseri se creció en agar MRS líquido (Scharlau Chemie S. A) a 37º C durante 48 

horas. Los cultivos de B. bifidum  también se crecieron en agar MRS líquido a 37º C durante 48 

horas pero manteniéndolos en una atmósfera con un 5% de CO2  y un 96% de humedad relativa. 

Posteriormente las bacterias se recogieron por centrifugación 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 suspensión bacteriana se cuantificó por espectrofotometría de  luz visible (600nm, UV‐1630 

UV‐Visible  Spectrophotometer  de  Shimazu  Kyoto,  Japón)  de  acuerdo  a  una  curva  estándar 

previamente preparada (Mc Farland).147 

 

 

4. ANÁLISIS  DE  LA  ACTIVIDAD  ENZIMÁTICA  EN  CÉLULAS  DE 

ADENOCARCINOMA DE COLON  

 

4.1   Determinación de la actividad sacarasa  

 

La determinación de la actividad sacarasa se realizó en extractos de células HT‐29 y Caco.2. 

La determinación se llevó a cabo según 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 hidrólisis del 

disacárido sacarosa por  la acción del complejo enzimático sacarasa‐isomaltasa  localizado en el 

borde  en  cepillo  del  enterocito.  La  cuantificación  de  la  glucosa  se  realiza  siguiendo 

espectrofotométricamente    a  una  longitud  de  onda  de  500  nm  la  oxidación  de  la  glucosa  por 

medio de la enzima glucosa oxidasa (Glucose GLUC‐PAP, Randox Laboratories LTD) (Fig. 13). 
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Figura 13. Descripción del método GOD­PAP. Este método consta de dos reacciones catalizadas por la 
glucosa oxidasa y una peroxidada. 

 

 

El  análisis  de  la  actividad  sacarasa  se  llevó  a  cabo  de  acuerdo  con    el  siguiente 

procedimiento:  

 

• Se incubaron las células HT‐29 o Caco.2  en DMEM/F12 suplementado con ITS, piruvato 

sódico al 2% y   L‐glutamina 2mM, en placas de 6 pocillos,  a una concentración de 106 

células por pocillo, durante 24 horas. 

• Tras las 24 horas se añadieron al medio de cultivo la quercetina, a concentración 100 µM, 

los  probióticos,  a  una  concentración  de  107  ufc/mL  o  la  combinación  de  quercetina  y 

probióticos y se continuó la incubación durante 24 horas. 

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

• Después  de  lavar  las  células  con PBS  se  añadieron 500 µL de Passive Lysis Buffer  (1x) 

(Promega  Corporation,  U.S.A)  a  cada  pocillo  y  se  continuó  la  incubación  durante  15 

minutos con agitación (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. 

• Tras  la  incubación  con  el  tampón de  lisis,  se  centrifugó  la  suspensión  celular  a  300  g, 

durante 5 minutos a 4º C. 

•  Tras  la centrifugación, se recogieron los sobrenadantes de las células y se cuantificó  la 

concentración  de  proteína.  La  cuantificación  de  proteína  se  realizó  por  el  método 

Bradford (Apartado 7.1). 

•  Las  muestras  se  almacenaron  a  ‐80ºC  hasta  el  posterior  análisis  de  la  actividad 

enzimática de  la sacarasa. 

• Las muestras se descongelaron en hielo durante aproximadamente 15 minutos.  
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DIPEPTIDILPEPTIDASA IV  

L‐alanil‐β‐naftilamida  

L‐glicilpropil‐β‐naftilamida   

β‐naftilamida 

β‐naftilamida 

λexcitación: 340nm

 AMINOPEPTIDASA­ N 

λemisión: 410nm 

λexcitación: 340nm λemisión: 410nm 

• Una vez descongeladas las muestras de las células HT‐29 y Caco.2, se incubaron 100 µL 

de  la muestra de  las células HT‐29 o Caco.2 con 100 µL del  tampón disacárido (56mM 

sacarosa) durante 1 hora a 37º C. 

• Tras  la  incubación con el  tampón disacárido  se añadió 1mL del  reactivo GOD­PAP  y  se 

continuó la incubación durante 15 minutos a 37º C. 

• Finalmente, y una vez transcurrida  la  incubación con el reactivo GOD‐PAP, se pasó a  la 

lectura de las muestras con un espectrofotómetro a una longitud de onda de 500nm (UV‐

1630 UV‐Visible Spectrophotometer de Shimazu Kyoto, Japón). 

 

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  probióticos,  o  con  la 

combinación de la quercetina y los probióticos. 

 

 

 

4.2 Determinación  de  la  actividad  de  la  aminopeptidasa  N  y  la 

dipeptidilpeptidasa IV 

 

La  determinación  de  la  actividad  enzimática  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 cuantificación por  fluorimetría de  la β‐naftilamida, que se  libera al hidrolizar  las 

dipeptidasas sus sustratos específicos (Fig. 14).149 

 

 

 

    
 

 

 

 

 

 

  Figura 14. Determinación de las actividades aminopeptidasa N  y dipeptidilpeptidasa IV. 
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La determinación de  la  actividad de  las dipeptidasas  se  llevó a  cabo mediante  el  siguiente 

procedimiento:  

 

• Se incubaron las células HT‐29 o Caco.2 a una concentración de 106 células por pocillo, 

en placas de 6 pocillos durante 24 horas.  

• Tras la incubación durante 24 horas se paso a incubar las células con la quercetina a una 

concentración de 100 µM, o con los probióticos a una concentración de 107 ufc/mL o con 

la  combinación  de  la  quercetina  y  los  probióticos  en  placas  de  6  pocillos  durante  24 

horas. 

• Trascurridas  24  horas,  de  acción  de  los  diferentes  tratamientos,  las  células  se  lavaron 

con 1mL de PBS. 

• Después  de  lavar  las  células  con  PBS  se  añadió  500  µL  de  Passive  Lysis  Buffer  (1x) 

(Promega  Corporation,  USA)  a  cada  pocillo  y  se  continuó  la  incubación  durante  15 

minutos con agitación (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. 

• Tras  la  incubación  con  el  tampón de  lisis,  se  centrifugó  la  suspensión  celular  a  300  g, 

durante 5 minutos a 4º C. 

•  Tras  la centrifugación, se recogieron los sobrenadantes de las células y se cuantificó  la 

concentración  de  proteínas.  La  cuantificación  de  proteína  se  realizó  por  el  método 

Bradford (Apartado 7.1). 

•  Se  almacenaron  a  ‐80ºC  hasta  el  posterior  análisis  en  los  estudios  de  la  actividad 

enzimática de  la aminopeptidasa N y la dipeptidilpeptidasa IV. 

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

• Los  sustratos  L‐alanil‐β‐naftilamida  y  L‐glicilprolil‐  β‐naftilamida  (Sigma‐Aldrich 

Química, S.A.) se diluyeron, a una concentración de 3,6 mM, en dimetilformamida al 40% 

y  se  almacenaron  a  ‐20º  C  hasta  el  posterior  análisis  de  la  actividad  de  las  enzimas 

aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV.  

• Una vez descongelados los extractos celulares, se  incubaron 100 µL de cada uno de los 

sustratos  descritos  anteriormente  con  100  µL  de  tampón  fosfato  (0,5  M  de  fosfato 

potásico diácido y 0,5 M de fosfato potásico monoácido) durante 5 minutos a 37º C. 

• Transcurrido este tiempo se añadieron 100 µL del extracto celular de las células HT‐29 o 

Caco.2  que  previamente  había  sido  descongelado  en  hielo  y  se  continuó  la  incubación 

durante 30 minutos a 37º C.  

• Finalmente se añadieron 1,5 mL de la solución 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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fluorímetro    a  una  longitud  de  onda  de  340nm  de  excitación  y  410mm  de  emisión 

(Spectofluorophotometer rf 1501, shimadzu). 

 

Los  valores  obtenidos  se  expresaron  como  actividad  específica  de  las  enzimas 

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

 

 

5. ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN Y MUERTE CELULAR 
 

5.1 Determinación  de  la  actividad  citotóxica  de  la  quercetina  y  las  cepas 

probióticas en las líneas celulares HT­29 y Caco.2 

 
La actividad citotóxica de la quercetina y de los probióticos se analizó a través de un ensayo 

colorimétrico  in  vitro  basado  en  la  reducción  del  MTT  (3‐(4,5‐dimetil‐2‐tiazolil)‐2,5‐

difeniltetrazoilo)) (Sigma‐Aldrich Química, S.A.) por la enzima succinato deshidrogenasa. En este 

ensayo,  las  células metabólicamente  activas  reducen  el MTT,  de  color  amarillo  en  solución,  a 

formazán,  compuesto  insoluble  que  precipita  en  forma  de  cristales  de  color  azul  oscuro.  La 

cantidad de formazán formado en la reacción puede cuantificarse por espectrofotometría, lo que 

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

 

La  viabilidad  de  las  células  HT‐29  y  Caco.2  se  estimó  comparando  el  crecimiento  de  las 

células sin tratar (control) y tratadas con quercetina o con los probióticos o con la quercetina en 

combinación con los probióticos con respecto al número de células sembradas inicialmente. Los 

ensayos  se  realizaron  en  placa  de  96  pocillos  de  fondo  plano,  a  una  concentración  de  10.000 

células por pocillo en el caso de la línea celular HT‐29 y 20.000 células por pocillo en el caso de 

la  línea  celular  Caco.2.  Los  ensayos  se  realizaron  en  un  volumen  final  de  200  µL  (100  µL 

suspensión celular, 20 µL del compuesto en estudio y 80 µL de medio de cultivo suplementado). 

Se  incubaron ambas  líneas celulares en presencia de concentraciones crecientes de quercetina 

(10‐4, 5x10‐5, 10‐5, 10‐6, 10‐7 y 10‐8 M), o de probióticos B. bifidum o L. gasseri  (106  , 5x106, 107, 

5x107 y 108 ufc/mL, medidas por espectrofotometría) o de una mezcla de ambos (107 ufc/mL de 

B. bifidum  o L. gasseri  con  concentraciones  crecientes,  10‐4,  5x10‐5,  10‐5,  10‐6,  10‐7  y  10‐8 M de 

quercetina).  A  las  células  no  tratadas  (control)  se  les  añadió  el  vehículo  en  el  que  se  había 

disuelto  la  quercetina  (DMSO  1mL/L).  En  todos  los  experimentos  se  sembró  una  placa  con 

células sin tratar como control de tiempo cero (placa T0). Las placas se incubaron en la estufa a 

37ºC,  5%  CO2  y  un  96%  de  humedad  relativa  durante  24  horas.  Trascurrido  el  tiempo  de 
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incubación se añadieron 50 µL de MTT (2mg/mL en PBS) por pocillo y las placas se incubaron 

durante  4  horas  adicionales.  Transcurrido  este  tiempo  se  retiró  el  medio  por  aspiración,    se 

añadieron 150 µL de DMSO por pocillo y se midió 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). 

 

 

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

 

 

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 cálculo:  

• [(A‐A0  / (AC ‐ A0)] x 100,  cuando A ≥ A0  

• [(A ‐A0)/ A0] x 100, cuando A< A0  
 

donde: 

• A = absorbancia de las células tratadas con los compuestos 

• A0 = absorbancia a tiempo cero  

• AC = absorbancia de las células sin tratar (Control) 
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Los parámetros de citotoxicidad se obtuvieron por extrapolación en curvas dosis/respuesta 

y se expresan como GI50 (concentración que inhibe en un 50% el crecimiento de las células), TGI 

(concentración que  inhibe  totalmente el  crecimiento de  las  células) y LD50  (concentración que 

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

 

 

5.2  Determinación de apoptosis en cultivos celulares 

 

El  nivel  de  apoptosis  en  los  cultivos  de  las  líneas  celulares  HT‐29  y  Caco.2  se  determinó 

mediante el sistema Apo­DirectTM (BD Pharmingen). Este sistema se basa en la técnica de TUNEL. 

La  técnica de TUNEL  tiene como  fundamento  la  incorporación de un oligonucleótido marcado 

con  fluorescencia  en  los  extremos  de  las  cadenas  de  DNA  en  una  reacción  catalizada  por  la 

transferasa terminal (TdT). Esta técnica permite cuantificar el porcentaje de células apoptóticas 

en un cultivo ya que la activación de endonucleasas durante el programa apoptótico provoca la 

degradación de la cromatina y la fragmentación del DNA. Con el sistema Apo­DirectTM se emplea 

un método de un solo paso para marcar las roturas del DNA con dUTPs unidos al  fluorocromo 

isocianato de fluoresceína (FITC). Posteriormente se detectan  las células apoptóticas mediante 

citometría de flujo.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Fundamento del kit Apo­DirectTM. 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 probióticos o la combinación de quercetina y probióticos 

para inducir apoptosis en células de adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2 se determinó tras 

24  horas  de  tratamiento  con  quercetina,  o  con  los  probióticos  o  con  la  mezcla  con 

concentraciones  de  100µM  de  quercetina  y  107  ufc/mL  de  cada  uno  de  los  probióticos  por 

separado.  

 

Tras  los  tratamientos,  las  células  se  tripsinizaron  (Apartado  2.3)  y  se  recogieron  por 

centrifugación.  Posteriormente  las  células  se  incubaron  con  paraformaldehido  (Sigma‐Aldrich 

Química,  S.A.)  al  1%  (p/v)  en  PBS  de  pH  7,4  (D‐PBS,  Gibco),  a  una  concentración  de  1x106 

células/mL durante 30 minutos a 0ºC.  

 

Tras  la  incubación  de  las  células  con  el  paraformaldehido,  las  células  se  recogieron  por 

centrifugación durante 5 minutos a 300 g y se lavaron dos veces con 5 mL de PBS y se volvieron 

a recoger las células por centrifugación durante 5 minutos a 300 g.  

 

Finalmente,  las  células  recogidas  por  centrifugación  se  fijaron  en  etanol  al  70%  a  una 

concentración de  1x106 células/mL a 0ºC durante 30 minutos y se almacenaron a ‐20ºC hasta su 

posterior análisis.  

 

Para  el  marcado  de  las  células  éstas  se  mantuvieron  en  hielo  y  se  recogieron  por 

centrifugación  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 centrifugación a 300 g durante 5 

minutos. 

 

 Las células se incubaron con la solución de marcado, que contiene la enzima TdT, FITC–dUTP 

y tampón de reacción, durante una hora en un incubador a 37ºC. A continuación se les añadió 1 

mL de  la solución de aclarado Rinse Buffer y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos. Este 

proceso  se  repitió  tras  retirar  el  sobrenadante  por  aspiración.  Por  último,  el  precipitado  se 

resuspendió  en  0,5 mL  de  solución  de  yoduro  de  propidio/RNasa  y  se  incubó  30 minutos  en 

oscuridad a temperatura ambiente. 

 

Las  células  marcadas  se  analizaron  en  un  citómetro  de  flujo  EPICS–XL–4CLR  (Beckman–

Coulter, Miami, Florida, EE.UU.), equipado con un láser de argón (488 nm). La fluorescencia del 

FITC se detectó a una longitud de onda de 520 nm. El calibrado del citómetro se comprobó en 

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

informático EXPO32 ADC (Beckman–Coulter, Miami, Florida, EE.UU.).  

 

Los resultados se expresan como tanto por ciento de células apoptóticas en el cultivo tras el 

tratamiento  con  la  quercetina,  o  con  los  probióticos  o  con  la  combinación  de  quercetina  y 

probióticos.  Para  el  cálculo  de  los  resultados  se  realizaron  como  mínimo  3  experimentos 

independientes por duplicado. 

 

 
5.3 Análisis  del  efecto  del  inhibidor  de  caspasas    Z­VAD­FMK  sobre  las  

muerte celular inducida por los tratamientos 

 
Con  el  fin  de  analizar  si  la  capacidad de  la  quercetina,  o  de  los  probióticos B. bifidum  y L. 

gasseri o de la combinación de quercetina y probióticos para inducir apoptosis era dependiente 

de la activación de caspasas, las células fueron preincubadas durante 1 hora con Z­VAD­FMK (BD 

Pharmingen),  un inhibidor universal de caspasas de amplio espectro que inhibe la acción de las 

caspasas  mediante  unión  irreversible  al  sitio  catalítico  de  estas  proteasas  y  por  lo  tanto 

inhibición  de  la  apoptosis.  La  concentración  utilizada  del  inhibidor  fue  de  20  µM.  Tras  la 

preincubación, las células se trataron con quercetina 100 µM, o con 107 ufc/mL de probiótico o 

con  la  mezcla  de  ambos  (quercetina  100  µM  y  probiótico  107  ufc/mL)  durante  24  horas. 

Transcurridas  las 24 horas  las células se analizaron con el sistema Apo­DirectTM    tal y como se 

describe en el apartado anterior.  

 

5.4  Análisis de la actividad Caspasa 3 

 

La determinación de la actividad de la caspasa 3 se realizó con el kit ApoAlert Caspase Assay 

Plates  (Clontech  Laboratories,  Palo  Alto,  CA).  Este  kit  contiene  el  tetrapéptido DEVD,  sustrato 

específico 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 estándar a una longitud de onda de 460 nm.  

 

Los análisis se realizaron tras el tratamiento de las células con la quercetina a concentración 

100 µM, o con los probióticos a concentración 107 ufc/mL o con la mezcla de ambos (quercetina 

100 µM y probiótico 107 ufc/mL) durante 24 horas.  
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A continuación  se describe brevemente el procedimiento: 

 

• Una vez  transcurrido  el  tiempo de  incubación  con  la  quercetina,  o  los probióticos  o  la 

combinación de quercetina y probióticos, las células se tripsinizaron (Apartado 2.3) y se 

contaron.  

• Se separaron 2 x 105 células/pocillo y la suspensión celular se centrifugó a 300 g a 4º C 

durante 5 minutos. 

• Se retiró el sobrenadante, se resuspendió el precipitado celular en 50 µL de solución de 

lisis 1x y se incubó durante 10 minutos a 0ºC. 

• Una vez transcurrido el tiempo de incubación se centrifugó la suspensión celular a 300 g 

a  4º  C  durante  5  minutos  y  se  transfirió  el  sobrenadante  a  tubos  tipo  eppendorf  

preenfriados y mantenidos en hielo hasta su posterior utilización. 

• Se añadieron 50 µL del Reaction Buffer/DTT a cada pocillo de una placa de 96 pocillos  y 

se incubó la placa durante 5 minutos en un incubador a 37º C. 

• Tras  la  incubación  de  la  placa  con  el  Reaction Buffer/DTT,  se  añadieron  50  µL  de  las 

muestras  celulares  que  estaban  mantenidas  en  hielo,  a  cada  uno  de  los  pocillos  y  se 

continuó la incubación durante 2 horas a 37º C. 

• Finalmente,  se  midió  la  fluorescencia  emitida  por  los  extractos  celulares  en  un 

fluorímetro FLUOROSKAN ASCENT FL (Thermo Labsystems, Waltham, MA).  Longitud de 

onda de excitación utilizada fue 380 nm y la de emisión fue de 460 nm). 
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Figura 17. Esquema del análisis de detección de caspasa 3 activa. Se muestran  los pasos a realizar 
para el análisis de la caspasa 3 y su posterior lectura en un fluorímetro. 

 
 

 

6. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 
 

El análisis del ciclo celular se llevó a cabo con el sistema Apo­DirectTM. Este sistema contiene 

el fluorocromo yoduro de propidio. Este fluorocromo, que emite fluorescencia a 623 nm, se une 

al DNA total y proporciona información 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 habían 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 detectó con un citómetro de flujo EPICS–XL–

4CLR (Beckman–Coulter, Miami, Florida, EE.UU.), equipado con un láser de argón (488 nm) y se 

registró  en  forma  de  histogramas.  Los  datos  obtenidos  se  analizaron  con  el  programa 

informático 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 cálculo de los resultados 

se realizaron como mínimo 3 experimentos independientes por duplicado. 

Inducción de apoptosis en células

Activación de caspasa 3

Lisados celulares

AMCDEVD‐AMC 

DEVD
λemisión: 460nm 

λexcitación: 380nm 
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Figura 18. Fases del ciclo celular, en relación a la cantidad de DNA. Adaptado de Molecular Biology of 
the cell, 4th Edition.  

 
 
 
 

7. CUANTIFICACIÓN Y EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 
 

7.1 Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

 

Para determinar  la  cantidad de proteína  en  los  extractos  celulares  se  utilizó  el método de 

cuantificación de proteína Bio­Rad Protein Assay (Bio­Rad Laboratories Inc) basado en el método 

colorimétrico  de  Bradford.  En  este  método  se  emplea  un  colorante  hidrofóbico  que  tiene  un 

color  pardo  y  que  al  unirse  a  la  proteína,  origina  un  color  azul  intenso  que  se  puede  medir 

fácilmente.  Para  determinar  la  concentración  de  proteína  total  presente  en  una  muestra  se 

requiere la preparación de una curva de calibrado empleando una proteína patrón. Para obtener 

la  recta  patrón  se  emplearon  soluciones  de  concentración  conocida  de  seroalbúmina  bovina 

(BSA), preparadas a partir de una solución patrón de concentración conocida (2mg/mL) (Pierce, 

Thermo Scientific). A continuación se mezclaron 20 µL de los estándares de seroalbúmina, o 20 

µL  de  los  extractos  celulares    en  los  que  se  quería  determinar  la  proteína,  con  200  µL  del 

colorante  (diluido  1/5  en  agua  destilada).  La  reacción  colorimétrica  se  determinó  en  un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 nm. 
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7.2 Expresión de proteínas mediante la técnica de Western ­ blot 

 
En este trabajo se ha analizado por western blot  la expresión del transportador de glúcidos 

dependiente de sodio SGLT‐1, del transportador de dipéptidos PEPT‐1 y de distintas proteínas 

implicadas en la inducción de apoptosis y el control del ciclo celular (p‐AMPKα, Bcl‐2, Bax, p53 y 

p21).  El  western  blot  permite  identificar,  cuantificar  y  localizar  proteínas  en  función  de  su 

capacidad para enlazar con anticuerpos específicos. La técnica consta de una primera fase en la 

que las proteínas 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 

específico que reconoce la proteína de interés. Los anticuerpos utilizados se recogen en la Tabla 

3.   

 

7.2.1 Determinación de transportadores de membrana PEPT‐1 y SGLT‐1  

 

• Se  incubaron  las células HT‐29 y Caco.2 a una concentración de 106 células por pocillo 

con la quercetina, o los probiótico o la combinación de la quercetina y los probióticos en 

placas de 6 pocillos durante 24 horas. 

• Tras la incubación las células se lavaron con  1mL de PBS.  

• Tras el  tratamiento y  lavado de  las células, se añadieron 500 µL de Passive Lysis Buffer 

(1x) (Promega Corporation, U.S.A) a cada pocillo y se incubó la placa durante 15 minutos 

en agitación (20 rpm, Vibromix Tehtnica). 

• Después de la incubación con el tampón de Passive Lysis Buffer se recogió la suspensión 

celular y se centrifugó a  300 g a  4º C durante 5 minutos. 

• Se  recogieron  los  sobrenadantes  y  se  determinó  la  concentración  de  proteína  por  el 

método de Bradford (Apartado 7.1). 

• Se almacenaron a ‐80º C hasta su posterior análisis. 

• Los extractos celulares, una vez descongelados, se separaron por electroforesis en geles 

de poliacrilamida al 10%, cargando 12 µg del extracto celular. La electroforesis se llevó a 

cabo    a  20mA  y  100V  durante  los  primeros  30  minutos  y  60mA  y  200V  durante  los 

siguientes 30 minutos, mediante el sistema Mini­PROTEAN ® 3 Electrophoresis Cell (Bio‐

Rad). 

• Una  vez  terminada  la  electroforesis  las  proteínas  se  transfirieron  del  gel  de 

poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa. La electrotransferencia se realizó durante 

1 hora a 400mA y  100V, mediante el sistema Mini Trans­Blot ® Cell (Bio‐Rad).  
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• A continuación, con el fin de evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos, se bloqueó 

la membrana  por  incubación  con  una  solución  de  leche    desnatada  al  1%  en  solución 

TBS­Tween (1x). 

• Tras la incubación de bloqueo, las membranas se lavaron 2 veces durante 5 minutos con 

TBS­Tween (1x). 

• Posteriormente  se  incubaron  las  membranas  a  4º  C  con  agitación  (20  rpm,  Vibromix 

Tehtnica) durante 16 horas con el anticuerpo primario PEPT‐1(H‐235) o SGLT‐1 (H‐235) 

diluido 1:200 en solución TBS­Tween (1x).  

• Tras la incubación, las membranas se lavaron tres veces, una vez durante 10 minutos y 2 

veces durante 5 minutos, con TBS­Tween (1x) con agitación (20 rpm, Vibromix Tehtnica). 

• Una  vez  realizados  los  lavados,  las  membranas  se  incubaron  con  la  solución  de 

anticuerpo secundario peroxidado goat anti­rabbit IgG.HRP (dilución 1:2000) durante 1 

hora con agitación (20 rpm, Vibromix Tehtnica) (Tabla 3). 

• Tras  la  incubación  con  el  anticuerpo  secundario,  se  repitieron  los  lavados  citados 

anteriormente  y  se  detectaron  las  proteínas  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  películas  de  radiografía 

(Hyperfilm TM MP, Amersham GE Healthcare, UK). Tras  la exposición de las membranas 

con  las  películas  radiográficas  se    revelaron  en  una  máquina  de  revelado  Curix  60 

(AGFA). 

 

 

7.2.2 Determinación de las proteínas p‐AMPKα, Bcl‐2, Bax, p53 y p21  

 

• Se  incubaron  las células HT‐29 y Caco.2 a una concentración de 106 células por pocillo 

con la quercetina,  o los probiótico o la combinación de la quercetina y los probióticos en 

placas de 6 pocillos durante 24 horas 

• Tras  los  tratamientos    las  células  se  tripsinizaron  (Apartado  2.3)  y  se  recogieron  por 

centrifugación a 300 g durante 5 minutos. 

• Los precipitados celulares se resuspendieron en 500 µL de tampón de lisis RIPA (Sigma‐

Aldrich Química,  S.A)  suplementado  con un  cóctel de  inhibidor de proteasas  (Protease 

inhibitor cocktail, Sigma‐Aldrich Química, S.A), se añadió 1mL del inhibidor de proteasas 

por  cada  10  mL  del  tampón  de  lisis  RIPA,  posteriormente  se  incubaron    durante  30 

minutos en hielo.  
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• Tras la lisis la suspensión celular se centrifugó a 300 g y  4º C durante 5 minutos. 

• Se  recogieron  los  sobrenadantes  y  posteriormente  se  determinó  la  concentración  de 

proteína por el método de Bradford (Apartado 7.1).  

• Se almacenaron a ‐80º C hasta su posterior análisis.  

• Los extractos celulares se descongelaron en hielo y  una vez descongelados, se separaron 

por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Se cargó 12 µg de cada uno de los 

extractos celulares en el gel de poliacrilamida. La electroforesis se llevó a cabo  a 20mA y 

100V  durante  los  primeros  30  minutos  y  60mA  y  200V  durante  los  siguientes  30 

minutos, mediante el sistema Mini­PROTEAN ® 3 Electrophoresis Cell (Bio‐Rad). 

• Una  vez  finalizada  la  electroforesis  las  proteínas  se  transfirieron  del  gel  de 

poliacrilamida  a  membranas  de  nitrocelulosa  (Bio‐Rad).  Se  realizó  la 

electrotransferencia durante 1 hora a 400mA y   100V, mediante el sistema Mini Trans­

Blot ® Cell (Bio‐Rad).  

• A continuación, con el fin de evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos, se bloqueó 

la membrana por incubación con una solución de leche desnatada al 1% en solución TBS­

Tween (1x) para los anticuerpos Bcl‐2, Bax, p53 y p21 y con una solución de albúmina al 

5 %  (Albumin, Bovine,  Sigma‐Aldrich Química,  S.)  en  solución TBS­Tween  (1x)    para  el 

anticuerpo p‐AMPKα, durante 1 hora con agitación (20 rpm, Vibromix Tehtnica). 

• Tras la incubación de bloqueo, las membranas se lavaron 2 veces durante 5 minutos con 

TBS­Tween (1x). 

• Posteriormente se incubaron las membranas con el anticuerpo primario (p‐AMPKα 1/2 

(Thr  172),  Bax  (Δ  21),  Bcl‐2  (N‐19),  p21  (C‐19)  o  p53  (FL‐393))  diluido  1:200  en 

solución TBS­Tween (1x), a 4º C con agitación (20 rpm, Vibromix Tehtnica)   durante 16 

horas. Tabla 3 

• Tras la incubación, las membranas se lavaron tres veces con agitación (20 rpm, Vibromix 

Tehtnica). Una vez durante 10 minutos y 2 veces durante 5 minutos con TBS­Tween (1x) 

para  los  anticuerpos  Bax  (Δ  21),  Bcl‐2  (N‐19),  p21  (C‐19),  p53  (FL‐393),  y  una  vez 

durante 10 minutos y 2 veces durante 5 minutos con TBS­Tween (5x) para el anticuerpo 

p‐AMPKα. 

• Una vez realizados los lavados citados anteriormente,  las membranas se incubaron con 

la  solución  de  anticuerpo  secundario  goat  anti­rabbit  IgG.HRP  peroxidado    (dilución 

1:2000;  (Tabla 3) durante 1 hora con agitación (20 rpm, Vibromix Tehtnica). 

• Tras  la  incubación  con  el  anticuerpo  secundario,  se  repitieron  los  lavados  citados 

anteriormente  y  se  detectaron  las  proteínas  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  películas  de  radiografía 

(Hyperfilm TM MP, Amersham GE Healthcare, UK). Tras  la exposición de las membranas 

con  las  películas  radiográficas  se    revelaron  en  una  máquina  de  revelado  Curix  60 

(AGFA). 

 

Se  cuantificó  la  intensidad  de  la  banda  de  las  diferentes  proteínas mediante  el  programa 

Quantity One (Bio‐Rad). Los datos se obtuvieron a partir de la cuantificación por triplicado de al 

menos 3 membranas distintas procedentes de 3 experimentos independientes. Para corregir las 

posibles  diferencias  en  la  cantidad  de  proteína  entre  muestras  se  empleó  la  β‐  Actina 

(anticuerpo B‐Actin (PA1‐21167) diluido 1:500)  como control de carga. Los valores obtenidos 

para cada proteína en estudio se expresan de  forma relativa  con respecto a  la  cantidad de   β‐ 

Actina.  

 
      Tabla 3. Anticuerpos empleados  para Western ­ blot 

  Anticuerpos  Especie 
Casa 

comercial 

PEPT­1 (H­235)  Conejo  Santa Cruz 

SGLT­1 (H­85)  Conejo  Santa Cruz 

p­AMPKα1/2 (Thr 172)  Conejo  Santa Cruz 

Bax (Δ21)  Conejo  Santa Cruz 

Bcl­2 (N­19)  Conejo  Santa Cruz 

P21 (C­19)  Conejo  Santa Cruz 

P53 (FL­393)  Conejo  Santa Cruz 

Primarios 

β­actina (PA1­21167).  Conejo  Thermo 

Secundario  Goat anti­rabbit IgG.HRP  Conejo  Santa Cruz 
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8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

El  análisis  estadístico  se  realizó  con  el  programa  SPSS  19.00  para  Windows  (IBM  SPSS 

Statistics for Windows, versión 19.00 Armonk, NY: IBM Corp.). El estudio de la distribución de 

las  muestras  se  realizó  mediante  las  pruebas  de  normalidad  de  Shapiro­Wilks  y Kolmogorov­

Smirnov.  Las  diferencias  estadísticas  entre  las  muestras  en  cada  experimento  se  analizaron 

mediante  el  test  para  comparaciones  múltiples  de  Kruskal­Wallis,  seguido  de  las  pruebas  a 

posteriori  U  de  Mann‐Whitney.   Las diferencias entre grupos se consideraron estadísticamente 

significativas a un nivel de P<0.05. 

 

 



 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTADOS 
 

 

 



 

 

 

 



Resultados  

73 

 

1. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA Y TRANSPORTADORES DE MEMBRANA  

   

La  actividad  enzimática  y  el  transporte  de  azúcares,  aminoácidos  y  péptidos  están 

modificados  en  el  desarrollo  del  cáncer  colorrectal  debido  al  proceso  de  proliferación, 

diferenciación e  inflamación que se produce en el  intestino. La expresión del  transportador de 

glucosa  SGLT‐1150  y  del  transportador  de  dipéptidos  o  tripéptidos  PEPT‐1,151    por  ejemplo, 

incrementa en el cáncer colorrectal. Estas alteraciones en el transporte de glucosa y de péptidos 

suelen  estar  asociadas  con  alteraciones  en  la  actividad  enzimática  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 probióticos B. bifidum  o L. gasseri  o  con  la  combinación de  la  quercetina  y  los probióticos 

modificaba  la actividad de estas enzimas, o  la  expresión de  los  transportadores de membrana 

PEPT‐1  y  SGLT‐1,  en  líneas  celulares  de  adenocarcinoma  de  colon.  Con  este  fin  se  trataron 

cultivos  de  las  líneas  celulares HT‐29  y  Caco.2  con  quercetina  100  µM,  con  107  ufc/mL  de B. 

bifidum  o  L.  gasseri  o  con  la  combinación  de  quercetina  100  µM  y  107  ufc/mL  del  probiótico 

durante 24 horas, y posteriormente se determinó la actividad sacarasa, dipeptidilpeptidasa IV y 

aminopeptidasa  N  y  la  expresión  de  los  transportadores  PEPT‐1  y  SGLT‐1  en  los  cultivos.  La 

determinación de la actividad enzimática de la sacarasa se llevó a cabo por el método GOD‐PAP. 

La determinación de la actividad de la aminopeptidasa N y de la dipeptidilpeptidasa IV se llevó a 

cabo mediante  la  cuantificación  por  fluorimetría  de  la  β‐naftilamida  liberada  tras  la  hidrólisis 

por  las  dipeptidasas  de  la  L‐alanil‐β‐naftilamida  y  la  L‐glicilpropil‐β‐naftilamida 

respectivamente.  La  expresión  de  los  transportadores  de  membrana  PEPT‐1  y  SGLT‐  1  se 

determino por western‐blot con anticuerpos específicos. Los resultados obtenidos se muestran 

en las Figuras 19 a 23. 

 

Como se observa en la Figura 19, el tratamiento con quercetina 100 µM aumenta la actividad 

sacarasa en ambas líneas celulares, tanto en presencia como en ausencia de los probióticos. Sin 

embargo, los probióticos por si mismos no tienen efecto sobre la actividad sacarasa en ninguna 

de  las  dos  líneas  celulares.  Por  otro  lado,  no  se  encontraron  diferencias  significativas  en  la 

actividad  sacarasa  entre  los  cultivos  tratados  con  quercetina  100  µM  y  los  tratados  con  la 

combinación de quercetina y probióticos (Fig. 19). Estos resultados sugieren que B. bifidum y L. 

gasseri no modifican la actividad sacarasa en cultivos de líneas celulares de adenocarcinoma de 
colon.  
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Figura 19. La quercetina aumenta  la actividad  sacarasa en  células HT­29 y Caco.2. Las  células  se 
cultivaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 µM, 107 ufc/mL de los 
probióticos B. bifidum o L. gasseri, o la mezcla de quercetina y probiótico. Tras 24 horas de incubación se 
lisaron las células y se determinó la actividad enzimática 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 enzimática de la aminopeptidasa N tras 

los  tratamientos.  En  la  Figura  20  se  manifiesta  que  el  tratamiento  con  quercetina  100  μM 

durante  24  horas  disminuye  la  actividad  aminopeptidasa  N  en  ambas  líneas  celulares.  Sin 

embargo,  el  tratamiento  con  las  cepas  probióticas  no  tiene  efecto  sobre  dicha  actividad.  El 

tratamiento combinado con la quercetina y las cepas B. bifidum o L. gasseri también muestra que 

los  probióticos  no  modifican  el  efecto  de  la  quercetina  sobre  la  actividad  enzimática 

aminopeptidasa N en los cultivos celulares (Fig20).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. La quercetina disminuye la actividad aminopeptidasa N en células HT­29 y Caco.2. Las 
células  se  cultivaron  en  ausencia  (control)  o  presencia  de  quercetina  100  µM,  de  107  ufc/mL  de  los 
probióticos B. bifidum o L. gasseri o de la mezcla de quercetina y probiótico. Tras 24 horas de incubación 
se lisaron las células y se determinó la actividad enzimática 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  determinó  la  actividad 

dipeptidilpeptidasa IV tras los tratamientos. Se comprobó que el tratamiento con quercetina 100 

µM  disminuye  la  actividad  dipeptidilpeptidasa  IV  en  ambas  líneas  celulares.  Sin  embargo,  el 

tratamiento de  los cultivos de células HT‐29 y Caco.2 con  las cepas probióticas B. bifidum  o L. 

gasseri  no  modificó  dicha  actividad.  Tampoco  se  observaron  diferencias  significativas  en  la 

actividad dipeptidilpeptidasa IV entre  las células  tratadas con quercetina y  las células tratadas 

con la combinación de quercetina y probióticos, lo que indica que en las condiciones de nuestro 

trabajo los probióticos no afectan a la acción de la quercetina sobre dicha actividad.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. La quercetina disminuye la actividad dipeptidilpeptidasa IV en células HT­29 y Caco.2. 
Las células se cultivaron en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 µM, de 107 ufc/mL de  los 
probióticos B. bifidum o L. gasseri o de la mezcla de quercetina y probiótico. Tras 24 horas de incubación 
se lisaron las células y se determinó la actividad enzimática 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  probióticos  sobre  la  actividad  sacarasa, 

aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa IV,  se continuó con el estudio de los posibles efectos del 

tratamiento  en  la  expresión  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 µM, con 107 ufc/ml 

de las cepas probióticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinación de quercetina 100 µM y los 

probióticos durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas de tratamiento, se lisaron las células y 

se  determinó  la  expresión  de  los  transportadores  de  membrana  PEPT‐1  y  SGLT‐1  en  los 

extractos  celulares.  La  determinación  se  llevó  a  cabo  por  western  blot  empleando  los 

anticuerpos  específicos  PEPT­1  (H­235)  y  SGLT­1  (H­85).  Con  el  fin  de  corregir  las  posibles 

diferencias en la cantidad de proteína 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 β‐ Actina 

(anticuerpo β‐Actin (PA1‐21167)), proteína constitutiva empleada como control de carga.  

 

La  Figura  22  muestra  que  el  tratamiento  con  quercetina  100  µM  disminuye 

aproximadamente un 40% la expresión del transportador de membrana PEPT‐1 en ambas líneas 

celulares.  Por  otro  lado,  también muestra  que  los  probióticos,  aunque  no  tienen  efecto  por  si 

mismos sobre la expresión de PEPT‐1 en ninguna de las dos líneas celulares, potencian el efecto 

de  la  quercetina,  ya que  existen diferencias  significativas  en  la  expresión de PEPT‐1  entre  los 

cultivos tratados sólo con quercetina 100 µM y los tratados con la combinación de quercetina y 

la cepa probiótica L.  gasseri en ambas líneas celulares.   
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Figura  22.  Los  probióticos B.  bifidum  y  L.  gasseri  aumentan  el  efecto  de  la  quercetina  sobre  la 
expresión del  transportador PEPT­1 en células HT­29 y Caco.2. La  expresión de PEPT‐1  en  células 
tratadas durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 µM, de 107 ufc/mL de los 
probióticos o de la mezcla de quercetina y probiótico se determinó mediante western‐blot. Los resultados, 
normalizados con respecto a los de la β‐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).  

A) 

B) 
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La Figura 23 muestra los resultados respecto a la expresión del transportador de membrana 

SGLT‐1  tras  los  tratamientos.  La  Figura  muestra  que  el  tratamiento  con  quercetina  100  µM 

redujo aproximadamente un 40% la expresión de SGLT‐1 en  las dos  líneas celulares. También 

pone  de  manifiesto  que  los  probióticos,  aunque  no  tienen  efecto  por  si  mismos  sobre  la 

expresión de SGLT‐1 en ninguna de las dos líneas celulares, potencian el efecto de la quercetina, 

ya  que  existen diferencias  significativas  en  la  expresión de  SGLT‐1  entre  los  cultivos  tratados 

sólo  con quercetina 100 µM y  los  tratados  con  la  combinación de quercetina y probióticos  en 

ambas líneas celulares. Además, este efecto es más 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 probiótica empleados.  
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Figura  23.  Los  probióticos B.  bifidum  y  L.  gasseri  aumentan  el  efecto  de  la  quercetina  sobre  la 
expresión del  transportador SGLT­1 en  células HT­29 y Caco.2. La  expresión  de  SGLT‐1  en  células 
tratadas durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 µM, de 107 ufc/mL de los 
probióticos o de la mezcla de quercetina y probiótico se determinó mediante western‐blot. Los resultados, 
normalizados con respecto a los de la β‐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).  

A) 

B) 
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2. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD CITOTÓXICA 

 

En la actualidad se están llevando a cabo numerosos estudios científicos relacionados con la 

posible  actividad  anticancerígena  de  compuestos  no  nutricionales  también  llamados 

fitoquímicos. Este grupo de compuestos, que pueden llegar a prevenir el desarrollo del cáncer, es 

muy  amplio  e  incluye  flavonoides  como  la  quercetina.  La  quercetina  es  un  componente 

importante de la dieta humana ya que está presente en alimentos de origen vegetal, por lo que 

ha llegado incluso a despertar interés desde el punto de vista nutricional. En los últimos años, se 

han atribuido a la quercetina efectos beneficiosos frente al desarrollo de diversas enfermedades 

asociadas  al  estrés  oxidativo  como  el  cáncer  y  las  enfermedades  cardiovasculares  y 

neurodegenerativas.154  Debido  a  sus  posibles  efectos  sobre  la  proliferación  celular,  en  este 
trabajo hemos querido analizar el efecto citotóxico de la quercetina, de los probióticos B. bifidum 

o L. gasseri y de sus combinaciones en las líneas celulares de adenocarcinoma de colon HT‐29 y 

Caco.2.    Los  análisis  se  han  llevado  a  cabo  mediante  el  ensayo  colorimétrico  del  MTT.  La 

actividad  citotóxica  se  determinó  a  6  concentraciones  diferentes  de  quercetina  y  a  5 

concentraciones  diferentes  de  los  probióticos.  En  el  caso  de  la  combinación  de  quercetina    y 

probióticos  se  emplearon mezclas  formadas  por  107  ufc/ml  de  probióticos  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 extrapolación los parámetros citotóxicos (Tabla 4) GI50 
(concentración  del  compuesto  que  provoca  la  inhibición  del  50%  de  las  células),  TGI 

(concentración  del  compuesto  que  provoca  la  inhibición  total  del  crecimiento)  y  LC50 

(concentración del compuesto que reduce en un 50% el número de células iniciales). 
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Figura 24. La quercetina, los probióticos B. bifidum o L. gasseri o la combinación de quercetina y los 
probióticos tienen actividad citotóxica en células HT­29 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 citotóxica se analizó mediante un ensayo colorimétrico in vitro basado en la 
reducción 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  µM  redujo  la 

supervivencia  celular  aproximadamente  un  40%  con  respecto  a  la  de  las  células  sin  tratar 

(células control) en ambas líneas 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  sólo  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 probióticos  el  efecto  de  la  quercetina  sobre  la  supervivencia  celular  se potenció  en 

ambas líneas celulares, con reducciones del crecimiento celular que en el caso de la combinación 

de quercetina y la cepa L. gasseri se sitúan en torno al 50% en células HT‐29 y son prácticamente 

completas en células Caco.2. Especialmente interesante es el resultado que se obtuvo en células 

Caco.2 con la combinación de quercetina 100 µM y 107 ufc/ml de B. bifidum, ya que en este caso 

se observó incluso una reducción en el número inicial de células. Para facilitar la interpretación 

de este resultado, se representan en  la Figura 25  los porcentajes de crecimiento de células sin 

tratar (control) y tratadas con quercetina 100 µM, con 107 ufc/ml de B. bifidum o L. gasseri o con 

la combinación de quercetina 100 µM 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. Parámetros citotóxicos de la quercetina y los probióticos en células de adenocarcinoma 
de colon. GI50;  concentración  del  compuesto  que  inhibe  en  un  50% el  crecimiento de  las  células. TGI; 
concentración del compuesto que inhibe por completo el crecimiento de las células. LC50; concentración 
del compuesto que reduce en un 50% el número de células iniciales. Las  concentraciones se expresan en 
ufc/ml en el caso de B. bifidum y L. gasseri y como concentración μM en el caso de la quercetina. 
 

 
 
 
 
 

Estos resultados, junto con los parámetros de citotoxicidad recogidos en la Tabla 4, ponen de 

manifiesto que la quercetina reduce la viabilidad celular en líneas celulares de adenocarcinoma 

de  colon  y  que  esta  reducción  es  mayor  cuando  la  quercetina  se  aplica  junto  con  una  cepa 

probiótica. Los resultados también  indican que  la sensibilidad al  tratamiento depende del  tipo 

celular y de la cepa probiótica empleada. En general, podemos afirmar que las células Caco.2 son 

más sensibles al tratamiento que las células HT‐29 y  que la inducción por la cepa probiótica del 

efecto  de  la  quercetina  sobre  la  viabilidad  celular  es más  potente  en  el  caso  de B. bífidum  en 

células Caco.2 y en el caso de L. gasseri en células HT‐29. 
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Figura 25. Los probióticos B. bifidum y L. gasseri (107 ufc/mL) potencian el efecto de la quercetina 
(100  µM)  sobre  el  crecimiento  celular  en  cultivos  de  células  HT­29  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 Determinación de Apoptosis 

En  todos  los  organismos  multicelulares  adultos  debe  existir  un  equilibrio  entre  la 

proliferación y muerte de las células que lo forman con el fin de mantener un tamaño constante 
155. Debido a la importancia de la muerte celular programada o apoptosis, en la actualidad hay un 

elevado número de estudios en la literatura científica en los que se analiza  la relación entre la 

capacidad proliferativa de  los  tumores y el  fenómeno apoptótico. En  todos ellos  se demuestra 

que existe una correlación entre apoptosis y proliferación, tanto en tejidos sanos como en tejidos 

tumorales.  Así,  una mayor  tasa  de  proliferación  se  ha  asociado  con  un  peor  pronóstico  y  una 

peor respuesta a  los tratamientos. El porcentaje basal de células apoptóticas o  la capacidad de 

inducir  la muerte de  las células tumorales por  la acción de diversos tratamientos también han 

demostrado tener un papel muy importante en el pronóstico del tumor y en la posible respuesta 

al  tratamiento.156  Por  ello  se  analizó  si  el  efecto  de  la  quercetina  y  los  probióticos  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 µM, con 107 ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri o con la combinación de 

quercetina  y  los  probióticos  y  tras  los  tratamientos  se  determinó  el  porcentaje  de  células 

apoptóticas en los cultivos. Las determinaciones se llevaron a cabo mediante citometría de flujo 

por el método TUNEL, empleando el sistema Apo­Direct kit (Becton Dickinson). Las Figuras 26 y 

27recogen los resultados obtenidos. 

 

Como se observa en las Figuras 26 y 27, la proporción de células apoptóticas en los cultivos 

tratados con quercetina 100 µM (12,35% en el caso de la línea celular HT‐29 y 11,77% en el caso 

de la línea celular Caco.2) es mayor que en los cultivos de células no tratados (6,14% en el caso 

de la línea celular HT‐29  y 5,15% en el caso de la línea celular Caco.2). Los resultados muestran 

también que los probióticos por si mismos no modificaron significativamente la proporción de 

células  apoptóticas  en  los  cultivos de  la  línea  celular HT‐29 y que  sólo  el  tratamiento  con 107 

ufc/ml  de  L.  gasseri  incrementó  ligeramente  el  porcentaje  de  células  apoptóticas  en  la  línea 

celular Caco.2. Por otro  lado,  se muestra que el efecto de  la quercetina se potenció cuando  las 

células  se  trataron  junto  a  los  probióticos  (Fig.  26).  Este  efecto  es  mayor  en  la  línea  celular 

Caco.2, en la que llegan a alcanzarse porcentajes de células apoptóticas de hasta un 17, 28% en 

las células tratadas con la combinación de quercetina y la cepa probiótica L. gasseri y un 30,28% 

en las células tratadas con la combinación de quercetina y la cepa probiótica B. bifidum. 
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Figura 26. La quercetina induce apoptosis en la línea celular HT­29. Las células se incubaron durante 
24  horas  en  ausencia  (control)  o  presencia  de  quercetina  100  µM,  107  ufc/mL  de  los  probióticos  o  la 
mezcla de ambos. La determinación de la apoptosis se llevó a cabo por el método TUNEL. A) Resultado de 
un experimento representativo; B) Porcentaje de células apoptóticas 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).  

B) 

A) 
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Figura 27. La quercetina induce apoptosis en la línea celular Caco.2. Las células se incubaron durante 
24  horas  en  ausencia  (control)  o  presencia  de  quercetina  100  µM,  107  ufc/mL  de  los  probióticos  o  la 
mezcla de ambos. La determinación de la apoptosis se llevó a cabo por el método TUNEL. A) Resultado de 
un experimento representativo; B) Porcentaje de células apoptóticas 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).  
 

A) 

B) 
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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 probióticos B. bifidum y L. gasseri  potencian la 

capacidad de la quercetina para inducir apoptosis en los cultivos.  

 

 

3.2. Ensayos de inhibición de apoptosis 

La forma más común de generar apoptosis en la mayoría de las células es la vía 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 más  característicos  que  ocurren 

durante la apoptosis, permite la salida del citocromo c de la mitocondria y su incorporación en el 

apoptosoma, lo que conduce a la activación de caspasas  y la muerte de la célula.157 Para analizar 

si  el  proceso  de muerte  celular  por  apoptosis  inducido  por  la  quercetina  y  los  probióticos  en 

células  de  adenocarcinoma  de  colon  era  dependiente  de  la  activación  de  caspasas  tratamos 

durante 24 horas con quercetina 100 µM, con 107 ufc/ml de probióticos o con la combinación de 

quercetina  y  probiótico  células  HT‐29  y  Caco.2  preincubadas  durante  1  hora  con  el  inhibidor 

general  de  caspasas  Z­VAD­FMK.  Transcurridas  las  24  horas  de  tratamiento  se  determinó  el 

porcentaje de  células apoptóticas en  los  cultivos por  citometría de  flujo empleando el  sistema 

Apo­Direct kit. Los valores que se obtuvieron se representan en la Figura 28. 

 

Como  se  observa  en  la  Figura  28,  el  inhibidor  de  caspasas  Z­VAD­FMK  suprime,  al menos 

parcialmente,  la  apoptosis  inducida  por  la  quercetina,  los  probióticos  o  la  combinación  de  la 

quercetina y los probióticos en ambas líneas celulares. Este resultado confirma la dependencia, 

al menos en parte, de la activación de caspasas en el proceso de muerte celular inducido por la 

quercetina y potenciado por los probióticos en líneas celulares de adenocarcinoma de colon.  
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Figura 28. El inhibidor de caspasas Z­VAD­FMK revierte el efecto de la quercetina en células HT.29 y 
Caco.2.  Se  determinó  el  porcentaje  de  células  apoptóticas  en  cultivos  de  células  HT‐29  o  Caco.2  pre‐
incubadas  en presencia o  ausencia Z‐VAD‐FMK 20 µM durante 1 hora y  tratadas durante 24 horas  con 
quercetina 100 µM, 107 ufc/mL de  los probióticos o con  la combinación de quercetina y  probiótico. 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 sólo 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 Z­VAD­FMK inhibió el proceso de muerte celular inducido por 

la quercetina y los probióticos en cultivos celulares de las líneas HT‐29 y Caco.2, se procedió a 

estudiar  si  estas  sustancias  inducían  la  actividad  caspasa  3  en  estas  células.  Con  este  fin,  se 

trataron durante 24 horas cultivos celulares de las líneas HT‐29 y Caco.2 con quercetina 100 µM, 

con  107  ufc/ml  de  los  probióticos  o  con  la  combinación  de  ambos.  Tras  las  24  horas  de 

tratamiento se lisaron las células y se determinó la actividad caspasa 3 en los extractos celulares. 

Los análisis se realizaron por  fluorimetría empleando el kit ApoAlert Caspase Assay Plates, que 

contiene el tetrapéptido DEVD, sustrato específico de la caspasa 3, unido a un fluorocromo. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 29. Se observó que tanto la quercetina como los 

probióticos  y  las  combinaciones  de  quercetina  y  probióticos  aumentaron  ligeramente  la 

actividad  caspasa  3  en  los  extractos  celulares.  Sin  embargo  este  aumento  no  resultó 

estadísticamente significativo,  lo que podría deberse, al menos en parte a  la variabilidad entre 

experimentos y el reducido número de los mismos. 
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Figura 29. El tratamiento con  la quercetina no modifica  la actividad de  la caspasa 3 en  las  líneas 
celulares HT­29 y Caco.2. Las células se incubaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de 
quercetina 100 µM, 107 ufc/mL de los probióticos o la mezcla de ambos. La determinación de la actividad 
de  la  caspasa 3  se  realizó  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. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 

 

El ciclo celular es un  fenómeno 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 más importantes 

son el proceso de replicación del material hereditario durante la fase de síntesis, 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 ejecución. 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 genómica, un factor importante en el desarrollo del cáncer.114 

Estos  hechos  nos  indujeron  a  estudiar  si  la  quercetina,  los  probióticos  o  sus  combinaciones 

tenían  efectos  sobre  la  distribución  de  las  células  entre  las  distintas  fases  del  ciclo  celular  en 

cultivos  de  líneas  de  adenocarcinoma  de  colon.  Con  este  fin  se  incubaron  las  células HT‐29  y 

Caco.2 con quercetina 100 µM, con 107 ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri o con la combinación de 

ambos durante 24 horas y a continuación se determinó el contenido en DNA de  las células. La 

determinación se llevó a cabo por citometría de flujo con ioduro de propidio mediante el empleo 

del  Kit  Apo­Direct.  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, G0/G1, S y G2/M). Los resultados obtenidos se muestran en las 

Figuras 30 y 31. Para el cálculo 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  μM  incrementa  de modo 

significativo el porcentaje de células subdiploides en ambas líneas celulares. Así, la población 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 línea 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 línea Caco.2 (Fig. 31). A este aumento en el 

porcentaje  de  células  Sub‐G1  le  acompaña,  en  ambas  líneas  celulares,  una  disminución  del 

porcentaje  de  células  en  fase  G0/G1  y  un  aumento  del  porcentaje  de  células  en  fase  S  y  fase 

G2/M. Así, el porcentaje de células en fase G0/G1 en los cultivos de la línea HT‐29 pasa desde el 

67% en  las  células  control hasta  el  52,4% en  las  células  tratadas,  y  en  los  cultivos de  la  línea 

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 línea HT‐29 y del 18,5% en las células control hasta el 23,1% en las 

células tratadas en los cultivos de la línea 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 línea HT‐

29. Este resultado indica que el tratamiento con quercetina provocó un bloqueo del ciclo celular 

en fase G2/M. 

 

Por  otra  parte,  las  figuras  también  muestran  que  los  tratamientos  con  los  probióticos  B. 

bifidum o L. gasseri no modificaron el porcentaje de células subdiploides en ninguna de las dos 

líneas  celulares,  y  sólo  provocaron  un  pequeño  aumento  en  el  porcentaje  de  células  en  fase 

G2/M  que  se  correlaciona  con  un  descenso  en  el  porcentaje  de  células  en  fase  G0/G1.  Este 

resultado,  confirma que  el  tratamiento de  las  células  con  los probióticos 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 proliferación celular (Fig. 24).  

 

Por  último,  las  Figuras  30  y  31  también  muestran  que  el  tratamiento  combinado  con  la 

quercetina y los probióticos provocó los mismos efectos, aunque de forma más manifiesta, que el 

tratamiento  con quercetina. De hecho, existen diferencias estadísticamente significativas entre 

las células tratadas con la combinación de quercetina y probióticos y las células tratadas sólo con 

quercetina. Así, en los cultivos de la línea Caco.2 la población 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 

combinación  de  quercetina  y  B.bifidum,  aunque  no  se  encontraron  diferencias  significativas 

entre  estas  poblaciones  de  células  en  los  tratamientos  con  la  combinación  de  quercetina  y  L. 

gasseri  (Fig.  30).  A  este  aumento  en  el  porcentaje  de  células  Sub‐G1  le  acompañó,  una 

disminución del porcentaje de células en fase G0/G1 y en fase S y un aumento en fase G2/M. Así, 

el  porcentaje  de  células  en  fase  G0/G1  disminuyó  desde  el  57%  en  las  células  tratadas  con 

quercetina  hasta  el  47,5%  en  las  células  tratadas  con  la  combinación  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 

disminuyó  del  23,1%  en  las  células  tratadas  con  quercetina  hasta  el  18,4%  en  las  células 

tratadas  con  la  combinación  de  quercetina  y  la  cepa B.bifidum  y  no  encontramos  diferencias 

significativas con la combinación de quercetina  y  la cepa L. gasseri. Por último, 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  combinación de quercetina  y B.bifidum  como en  las  tratadas  con  la 

combinación  de  quercetina  y  L.  gasseri.  Respecto  a  la  línea  celular  HT‐29,  en  la  Figura  31  se 

observa  que,  como  en  el  caso  de  la  línea  Caco.2,    los  probióticos  aumentaron  el  efecto  de  la 

quercetina,  aunque  por  hacerlo  de  forma  más  moderada  las  diferencias  no  llegan  a  ser 

estadísticamente significativas.  
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Figura 30. La quercetina modifica  la distribución de  las células HT­29en  las diferentes  fases del 
ciclo celular. Las células se incubaron durante 24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 
100  µM,  107  ufc/mL  de  los  probióticos  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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B) 



Resultados  

96 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. La quercetina modifica  la distribución 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  µM,  107  ufc/mL  de  los  probióticos  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).  

A) 

B) 
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5. EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS IMPLICADAS EN LA REGULACIÓN DE LA 

APOPTOSIS Y CICLO CELULAR 

   

Para  analizar  con  mayor  detalle  el  mecanismo  molecular  por  el  que  la  quercetina  y  los 

probióticos bloquean el ciclo celular e inducen la muerte de las células se analizó el efecto de los 

tratamientos  sobre  la  expresión  de  diversas  proteínas  habitualmente  relacionadas  con  estos 

procesos,  como  AMPKα,  p53,  p21,  Bcl‐2  y  Bax.  Con  este  fin  se  compararon  los    patrones  de 

expresión  de  estas  proteínas  en  cultivos  de  células  de  adenocarcinoma  de  colon  sin  tratar  o 

tratadas durante 24 horas con quercetina 100 μM, con 107 ufc/ml de B. bifidum o L. gasseri o con 

una  mezcla  de  ambos.  La  expresión  de  las  proteínas  se  determinó  por  western  blot  con 

anticuerpos específicos. Los resultados que se obtuvieron se detallan a continuación. 

 

5.1  La quercetina y las cepas probióticas modifican la expresión de Bcl­2 y Bax 

 

Las  proteínas  de  la  familia  Bcl‐2  juegan  un  papel  muy  importante  en  la  regulación  de  la 

apoptosis. Entre ellas se encuentran  proteínas inductoras de la apoptosis como Bax y proteínas 

inhibidoras de la apoptosis como Bcl‐2.158 Con el fin de analizar si los tratamientos modifican la 

expresión de Bcl‐2 y Bax se  incubaron  las células HT‐29 y Caco. 2 con quercetina 100 µM, con 

107 ufc/mL de las cepas probióticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinación de quercetina y 

probióticos  durante  24  horas.  Transcurridas  24  horas  se  lisaron  las  células  y  se  analizó  la 

expresión de Bcl‐2 y Bax en los extractos celulares. La cuantificación se llevó a cabo por western 

blot    de  forma  relativa  por  comparación  con  la  de  la  proteína  constitutiva  β‐actina.  En  las 

determinaciones  se  emplearon  los  anticuerpos  Bcl­2  (N­19),  específico  de  Bcl‐2,  Bax  (Δ21), 

específico de Bax y β­actina (PA1­21167), específico de la  β‐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 expresión 

de Bcl‐2 en células HT‐29 y en un 50% en células Caco.2. Se observa también que los probióticos 

no afectaron a la expresión de Bcl‐2 en ninguna de las dos líneas celulares, excepto en el caso de 

la cepa L.  gasseri y HT‐29 en él que se produjo una disminución del 30% en la expresión de Bcl‐

2.  Por  otra  parte  el  tratamiento  combinado  con  quercetina  y  los  probióticos  disminuyó  la 

expresión de Bcl‐2 en mayor proporción que el tratamiento con quercetina solo. Este efecto es 

más acusado en el caso de la combinación de quercetina y L. gasseri, que reduce la expresión de 

Bcl‐2 en un 80% en células HT‐29 y  Caco.2. Sin embargo, el tratamiento con la combinación de 
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quercetina y B. bifidum en células HT‐29 no produjo diferencias significativas en la expresión de 

Bcl‐2  con  respecto a  la detectada en  las  células  tratadas  sólo  con quercetina. Estos  resultados 

ponen de manifiesto que los probióticos potencian el efecto de la quercetina sobre la expresión 

de Bcl‐2 en líneas celulares de adenocarcinoma de colon, aunque este efecto es dependiente de 

la cepa probiótica y la línea celular. 
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Figura 32. La quercetina disminuye la expresión de Bcl.2 en las líneas celulares HT­29 y Caco.2. Se 
determinó  mediante  western‐blot  la  expresión  de  Bcl‐2  en  células  HT‐29  (A)  o  Caco.2  (B)  incubadas 
durante  24  horas  en  ausencia  (control)  o  presencia  de  quercetina  100  µM,  de  107  ufc/mL  de  los 
probióticos o de  la mezcla de ambos. Los  resultados, normalizados con respecto a  los de  la β‐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).  

Caco.2 

HT­29 
A) 

B) 
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Los resultados del tratamiento con quercetina representados en  la Figura 33  muestran que 

la  expresión  de  Bax  aumentó  en  un  70%  en  células  HT‐29  y  en  un  97%  en  células  Caco.2. 

También muestra que el tratamiento con los probióticos aumentó la expresión de Bax en la línea 

celular Caco.2, en la que se produjo un aumento del 40% en el caso del tratamiento con la cepa B. 

bifidum y  del 70% en el caso del tratamiento con L. gasseri. Sin embargo, en la línea celular HT‐

29   este aumento sólo se observó con  la cepa L. gasseri    (46% de aumento). La  figura también 

muestra que el tratamiento combinado con quercetina y B. bifidum aumentó la expresión de Bax 

en mayor medida que el tratamiento con quercetina sola en ambas líneas celulares (incrementó 

en 3 veces la expresión de Bax en Caco.2 y HT‐29). Estos resultados indican que los probióticos 

potencian  el  efecto  de  la  quercetina  sobre  la  expresión  de  Bax  en  líneas  celulares  de 

adenocarcinoma  de  colon,  si  bien  este  efecto  es  dependiente  de  la  línea  celular  y  la  cepa 

probiótica, que es más efectiva si se trata de B. bifidum que si se trata de L.gasseri.  
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Figura 33. La quercetina aumenta  la expresión de Bax en  las  líneas celulares HT­29 y Caco.2.  Se 
determinó  mediante  western‐blot  la  expresión  de  Bax  en  células  HT‐29  (A)  o  Caco.2  (B)  incubadas 
durante  24  horas  en  ausencia  (control)  o  presencia  de  quercetina  100  µM,  de  107  ufc/mL  de  los 
probióticos o de  la mezcla de ambos. Los  resultados, normalizados con respecto a  los de  la β‐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).  

HT­29 

Caco.2 

A) 

B) 
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5.2   La quercetina y  las  cepas probióticas aumentan  la  fosforilación de  la 
AMPK 
 

La proteína‐quinasa AMPK forma parte de la subfamilia de proteínas‐quinasas activadas por 

AMP/SNF1.  Esta  proteína‐quinasa,  que  se  activa  por  fosforilación,  interviene  en  procesos 

diversos  entre  los  que  se  incluyen  la  activación  de  rutas  catabólicas,  la  inhibición  de  rutas 

anabólicas, la parada del ciclo celular y la inducción de apoptosis. Por todo esto se ha propuesto 

que  la AMPK actúa como marcador metabólico e inhibidor de la carcinogénesis.159 

 

Con el  fin de analizar si  los tratamientos de cultivos celulares de adenocarcinoma de colon 

con quercetina, probióticos o sus combinaciones modifican la cantidad de AMPKα fosforilada en 

los cultivos, se incubaron las células HT‐29 y Caco. 2 con quercetina 100 µM, con 107 ufc/mL de 

las  cepas  probióticas B. bifidum  o L. gasseri  o  con  la  combinación de  quercetina  y  probióticos 

durante  24  horas.  Tras  24  horas,  se  lisaron  las  células  y  se  cuantificó  la  cantidad  de  AMPKα 

fosforilada en los extractos celulares. La cuantificación se llevó a cabo por western blot  de forma 

relativa por comparación con la de la proteína constitutiva β‐actina. En las determinaciones se 

emplearon  los  anticuerpos  p­AMPKα1/2  (Thr  172),  específico  de  la  forma  fosforilada  de  la 

AMPKα  en  la  treonina  172,  y  β­actina  (PA1­21167),  específico  de  la    β‐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  AMPKα  fosforilada  en  células  HT‐29  y  2  veces  en  células  Caco.2  (Fig.  34).    Los 

resultados  también  ponen  de  manifiesto  que  los  probióticos  no  modificaron  la  cantidad  de 

AMPKα  fosforilada en  la  línea celular Caco.2. Sin embargo, en  la  línea celular HT‐29  indujeron  

un aumento en la fosforilación de AMPKα, 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  probióticos 

incrementaron  los  niveles  de  la  p‐AMPKα  en  comparación  con  el  tratamiento  con  quercetina 

sólo. Así, en cultivos de la línea celular HT‐29 la fosforilación de AMPKα aumentó hasta 4 veces 

en el caso del tratamiento con quercetina y  la cepa B. bifidum y más de 4 veces   con la cepa L. 

gasseri,  mientras  que  en  cultivos  de  la  línea  celular  Caco.2  aumentó  3  veces  con  ambos 

tratamientos  combinados  de  quercetina  y  probiótico.  Estos  resultados  indican  que  los 

probióticos  potencian  el  efecto  de  la  quercetina  sobre  la  fosforilación  del  AMPKα  en  líneas 

celulares de adenocarcinoma de colon. 
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Figura 34. La quercetina aumenta la expresión de AMPKα en las líneas celulares HT­29 y Caco.2. Se 
determinó mediante  western‐blot  la  expresión  de  AMPKα  en  células  HT‐29 A)  o  Caco.2 B)  incubadas 
durante  24  horas  en  ausencia  (control)  o  presencia  de  quercetina  100  µM,  de  107  ufc/mL  de  los 
probióticos o de  la mezcla de ambos. Los  resultados, normalizados con respecto a  los de  la β‐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 probióticas aumentan la expresión de p53 y p21 

 

La proteína 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 transición 

G1/S. La expresión de esta proteína está estrechamente regulada por  la proteína 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 estímulo estresante.160 Las líneas 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,  probióticos  o  sus  combinaciones  modifican  la  expresión  de  p53  y  p21  en  estas 

células, se incubaron células HT‐29 y Caco. 2 con quercetina 100 µM, con 107 ufc/mL de las cepas 

probióticas B. bifidum o L. gasseri o con la combinación de quercetina y probióticos durante 24 

horas. Transcurridas las 24 horas se lisaron las células y se analizó la expresión de p53 y p21 en 

los extractos celulares. La cuantificación se llevó a cabo por western blot  de forma relativa por 

comparación con la de la proteína constitutiva β‐actina. En las determinaciones se emplearon los 

anticuerpos  P53  (FL­393),  específico  de  p53,  P21  (C­19),  específico  de  p21  y  β­actina  (PA1­

21167), específico de la  β‐actina. Los resultados obtenidos se muestran en las  Figuras 35 y 36. 

 

Los  resultados  representados  en  la  Figura 35 muestran que  el  tratamiento  con quercetina 

aumentó en 2 veces  la expresión de p53 en células HT‐29 y Caco.2. También muestran que los 

probióticos no afectaron a la expresión de p53 en ninguna de las dos líneas celulares, mientras 

que los tratamientos combinados con quercetina y los probióticos aumentaron la expresión de 

p53  más  que  el  tratamiento  con  quercetina.  Este  efecto  es  más  acusado  en  el  caso  de  la 

combinación de quercetina y L. gasseri,  que aumentó  la expresión de p53 en 3 veces  tanto en 

células  HT‐29  como  Caco.2.  Sin  embargo,  con  la  combinación  de  quercetina  y B.  bifidum  este 

aumento  sólo  se  detectó  en  células  HT‐29,  mientras  que  en  el  caso  de  células  Caco.2  no  se 

observaron  diferencias  significativas  en  la  expresión  de  p53  con  respecto  a  los  de  las  células 

tratadas sólo con quercetina. Estos resultados indican que los probióticos potencian el efecto de 

la quercetina sobre la expresión de p53 en líneas celulares de adenocarcinoma de colon de modo 

dependiente de la cepa probiótica y la línea celular utilizada. 
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Figura 35. La quercetina aumenta  la expresión de p53 en  las  líneas celulares HT­29 y Caco.2.  Se 
determinó mediante western‐blot la expresión de p53 en células HT‐29 A) o Caco.2 B) incubadas durante 
24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 µM, de 107 ufc/mL de los probióticos o de la 
mezcla de ambos. Los  resultados, normalizados con respecto a  los de  la β‐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 

aumentó 2 veces la expresión de p21 en células HT‐29 y Caco.2 (Fig. 36). También muestra que 

los  probióticos  afectaron  a  la  expresión  de  p21  en  la  línea  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  línea  celular  Caco.2.  Los  resultados  también  muestran  que  el 

tratamiento combinado con quercetina y los probióticos aumentó  la expresión de p21 más que 

el tratamiento con quercetina sola. Este efecto es más acusado en el caso del tratamiento con la 

combinación de quercetina y L. gasseri que aumentó la expresión de p21 4 veces. Sin embargo 

con  la  combinación  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 

expresión  de  p21  con  respecto  a  las  células  tratadas  sólo  con  quercetina.  Estos  resultados 

revelan que  los probióticos potencian  el  efecto de  la  quercetina  sobre  la  expresión de p21  en 

líneas celulares de adenocarcinoma de colon aunque sea dependiente de la cepa probiótica y la 

línea celular utilizada. 
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Figura 36. La quercetina aumenta  la expresión de p21 en  las  líneas celulares HT­29 y Caco.2.  Se 
determinó mediante western‐blot la expresión de p21 en células HT‐29 A) o Caco.2 B) incubadas durante 
24 horas en ausencia (control) o presencia de quercetina 100 µM, de 107 ufc/mL de los probióticos o de la 
mezcla de ambos. Los  resultados, normalizados con respecto a  los de  la β‐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 científicos 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 cáncer. Este grupo de moléculas,   conocidas como fitoquímicos, es muy 

heterogéneo  e  incluye  vitaminas,  polifenoles,  ácidos  fenólicos,  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 fitoquímicos que más interés han despertado. 

Mediante una dieta rica en quercetina se puede llegar a alcanzar una concentración en plasma de 

quercetina y de sus metabolitos secundarios de hasta 8 µmol/L, y se ha descrito que una dieta 

rica en quercetina está asociada con un menor riesgo de desarrollar cáncer.163  

 
 
Entre  los temas de  investigación de mayor actualidad se encuentra el análisis de  la posible 

sinergia entre probióticos y  fitoquímicos como  la  fibra,  los oligosacáridos o  los  flavonoides. La 

fermentación  de  estos  compuestos  por  cepas  probióticas,  principalmente  de  los  géneros 

Bifidobacterium  y  Lactobacillus,  origina  nuevas  moléculas  bioactivas  con  características 

antitumorales.  Entre  estos  metabolitos  secundarios  obtenidos  por  fermentación  destacan  los 

ácidos butírico, propiónico y acético, compuestos que actúan en la reducción de la  inflamación 

gastrointestinal,164  la  modulación  de  la  actividad  enzimática  intestinal,165  la  reducción  de 

adenomas en la mucosa colónica,166 la modulación de la proliferación y diferenciación celular98  

y la mejora del tránsito intestinal.95 Todas estas evidencias sugieren que la quercetina es capaz 

de actuar a diferentes niveles en el desarrollo del cáncer y que los probióticos podrían modificar 

sus  acciones  al  llevar  a  cabo  procesos  de  fermentación  que  originarían  nuevas  moléculas 

bioactivas con posible actividad anticancerígena.  

 
 
 

1. SINÉRGIA  EN  LA  ACCIÓN  DE  LA  QUERCETINA  Y  B.  BIFIDUM  O  L.  GASSERI 

SOBRE EL TRANSPORTE DE NUTRIENTES AL INTERIOR DE LA CÉLULA 

 

La glucosa es el principal monosacárido que proporciona energía 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 monosácaridos de la dieta se absorben principalmente en el intestino delgado. 

En  su  absorción  intervienen  transportadores  de  glucosa  dependientes  de  sodio  de  la  familia 

SGLT  y  también  proteínas  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 aminoácidos, 

necesarios  para  el  desarrollo  y  la  vascularización  del  tejido  tumoral,  y  por  tanto  para  su 

proliferación y diferenciación,  el metabolismo de  la  glucosa  resulta de  gran  importancia  en  el 

desarrollo del cáncer colorrectal. Por ello no puede extrañar 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, podría ser un buen marcador para el diagnóstico del 

cáncer colorrectal.150,167 Esta alteración en la expresión de SGLT‐1 podría ser debida a la mayor 

demanda de glucosa por parte de  las células tumorales para producir energía (Fig 38), resulta 

interesante que en este trabajo hayamos detectado que el tratamiento de cultivos de las líneas 

celulares de adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2 con quercetina 100 μM durante 24 horas 

(Fig 23) disminuye su expresión, 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 exposición de las células a las cepas probióticas 

B. bifidum o L. gasseri no modificara los niveles de expresión de SGLT‐1 en los cultivos, pero que  

el  tratamiento  de  las  células HT‐29  y  Caco.2  con  la  combinación  de  quercetina  100  µM  y  107 

ufc/mL de B. bifidum o L. gasseri disminuyera el nivel de expresión de SGLT‐1 en los cultivos más 

que el tratamiento con la quercetina sola. Estos resultados indican que las cepas probióticas no 

afectan por si mismas a la expresión  de SGLT‐1 pero potencian el efecto de la quercetina sobre 

la misma. En cualquier caso hay que resaltar que este efecto fue más acusado en los cultivos de 

células Caco.2 y en los tratamientos combinados en que se empleó L. gasseri,  lo que sugiere que 

la sinergia entre  el flavonoide y el probiótico depende de la línea celular y la cepa probiótica.  

 

Se ha descrito que los receptores del factor de crecimiento epitelial (EGFR) se sobreexpresan 

en  el  cáncer  de  colon  y  que  su  sobreexpresión  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 

cáncer colorrectal podrían estar relacionadas con su capacidad para suprimir la activación por 

fosforilación de EGFR.169 Además, la inhibición de la fosforilación de EGFR en células HT‐29 se 

asocia con regulación de la actividad de MAPKs como ERK1 y ERK2.169 Por ello es posible que la 

regulación  del  transporte  de  glucosa  se  produzca  mediante  interacciones  proteína‐proteína 

entre el transportador SGLT‐1 y el receptor EGFR. Esta interacción, que  es independiente de la 

actividad tirosina quinasa de EGFR, conduciría a la estabilización de SGLT‐1 e incrementaría la 

actividad de transporte de glucosa a través de la membrana. Por tanto, puesto que la interacción 

del  dominio  extracelular  del  EGFR  con  el  transportador  de  glucosa  SGLT‐1  conduce  a  la 

sobreexpresión  de  SGLT‐1  en  procesos  como  el  cáncer  de  colon  en  los  que    la  demanda  de 
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glucosa por parte de las células es mayor, la supresión por quercetina de la activación de EGFR 

es  una  posible  explicación  para  la  disminución  de  la  expresión  de  SGLT‐1  inducida  por  la 

quercetina.   

 

También se ha sugerido que las acciones de la quercetina en células de adenocarcinoma de 

colon podrían deberse a  sus  efectos  sobre  la AMPK,  cuya  fosforilación,  y  por  tanto activación, 

induce.170  En  este  sentido,  es  importante  tener  en  cuenta    que  se  ha  descrito  que  en  células 

Caco.2  la  expresión  de  esta  proteína  se  correlaciona  de  modo  inverso  con  la  actividad 

transportadora  de  glucosa170,171  y,  también,  que  en  este  trabajo  hemos  confirmado  que  la 

quercetina induce la fosforilación de la subunidad α de la AMPK (Fig 34) y que los probióticos B. 

bifidum y L. gasseri actúan de modo sinérgico con la quercetina en lo que a esta fosforilación se 

refiere.    Nuestros  resultados  sugieren  por  tanto  que  la  activación  de  la  vía  de  señalización 

mediada por la AMPK es la causa de la represión de la expresión de SGLT‐1 por quercetina.  

 

Las  modificaciones  en  el  transporte  de  monosacáridos  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 hidrólisis de los disacáridos, está modificada durante el desarrollo del cáncer, 

por  lo  que  pueden  ser  utilizadas  como marcadores  de  diferenciación  celular.  De  hecho,  se  ha 

sugerido que existe una relación entre el grado de diferenciación de las células y el incremento 

en la actividad de ciertas disacaridasas presentes en la membrana del borde en cepillo, que en el 

cáncer,  debido  al  grado  de  indiferenciación  de  las  células,  es  muy  baja.152  Por  este  motivo 

conviene resaltar que en el presente trabajo hemos detectado que el  tratamiento de cultivos de 

las líneas celulares de adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2 con quercetina 100 µM durante 

24 horas incrementa la actividad sacarasa en los cultivos. Esto sugiere que el tratamiento afecta 

al grado de diferenciación de las células. En el mismo sentido, otros autores han encontrado que 

una dieta suplementada en un 5% con un galacto‐oligosacárido incrementa la actividad sacarasa 

en cultivos de la línea celular Caco.2 de adenocarcinoma de colon13 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‐oligosacárido.13  

 

Por otro lado, otros trabajos también han descrito que dosis altas de inulina en combinación 

con  varias  cepas  probióticas  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 población de bacterias beneficiosas en el intestino que se correlaciona con un aumento en 

la actividad enzimática sacarasa, isomaltasa, lipasa y lactasa tras el tratamiento.97 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. Más 

aún, el tratamiento de los cultivos con la combinación de quercetina 100 µM y 107 ufc/mL de B. 

bifidum o L. gasseri tampoco afecta a la acción de la quercetina sobre esta actividad enzimática. 

Estos  resultados  indican  por  tanto  que  estas  dos  cepas  probióticas  ni  tienen  efecto  sobre  la 

actividad sacarasa en  líneas celulares de adenocarcinoma de colon, ni afectan a  la acción de  la 

quercetina sobre esta actividad.  En definitiva, nuestros resultados sugieren que el aumento en 

la actividad sacarasa y la disminución en la expresión de SGLT‐1 inducidos por la quercetina en 

los  cultivos  de  células  HT‐29  y  Caco.2,  y  potenciados  por  los  probióticos  en  el  caso  del 

transportador,  podrían  ser  debidos  a  que  tras  el  tratamiento  las  células  presentan  un mayor 

grado de diferenciación y una menor capacidad de proliferación.152 

 

Junto con el transporte de monosacáridos, otro factor importante en el desarrollo del cáncer 

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 tamaño 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.172  Los oligopéptidos producidos por acción de 

las  enzimas  gástricas  y  pancreáticas  durante  el  proceso  de  digestión  de  proteínas  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 absorción activa mediado por PEPT‐1 se produce con consumo de un 

gradiente  electroquímico  transmembrana  y  constituye  la  forma  principal  de  captación  de 

péptidos.174,7  Durante los últimos años se ha descrito que la expresión de PEPT‐1, y por tanto el 

transporte  de  oligopéptidos  a  través  del  epitelio  intestinal,  está  incrementada  en  patologías 

como el cáncer o las enfermedades inflamatorias intestinales. Se ha sugerido que  este aumento 

podría  ser  debido  bien  a  la  inflamación  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 

proliferación.10  Por  eso  resulta  interesante  que  en  este  trabajo  hayamos  detectado  que  el 
tratamiento de cultivos de las líneas celulares de adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2 con 

quercetina 100 μM durante 24 horas (Fig 22) disminuye la  expresión 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  probióticas B. bifidum o L. gasseri  no 

modifica los niveles de expresión de PEPT‐1 en los cultivos. Sin embargo,  el tratamiento con la 

combinación de quercetina 100 µM y 107 ufc/mL de L. gasseri, pero no con  la combinación de 
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quercetina  100  µM  y  107  ufc/mL  de B.  bifidum,  los  disminuye más  que  el  tratamiento  con  la 

quercetina sola. Estos resultados indican que las cepas probióticas no afectan por si mismas a la 

expresión    de PEPT‐1,  pero potencian  el  efecto de  la  quercetina  sobre  la misma. En  cualquier 

caso hay que resaltar que este efecto es más acusado en los cultivos de células Caco.2 y con la 

combinación de quercetina y L. gasseri, lo que confirma que la sinergia entre  el flavonoide y el 

probiótico  depende  de  la  línea  celular  y  de  la  cepa  probiótica  empleadas.  Tampoco  podemos 

olvidar  que  las  acciones  de  la  quercetina  y  los  probióticos  en  células  de  adenocarcinoma  de 

colon podrían deberse a sus efectos sobre la AMPKα, cuya fosforilación y activación inducen (Fig 

34),  ya  que  la  activación  de  la  AMPK  inhibe  la  síntesis  de  proteínas  porque  disminuye  la 

actividad de mTOR.131 En el mismo sentido, diversos trabajos con teoflavinas  han mostrado que 

la activación de la AMPK por fosforilación de su subunidad α  inhibe la expresión de PEPT‐1, y 

por  tanto  la  captación  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 

activación de AMPK.176 

 

Los cambios en el transporte de péptidos podrían 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 acción de los flavonoides sobre la 

actividad  enzimática  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  µM  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 

proliferación.    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 combinación de 

quercetina  100  µM  y  107  ufc/mL  de  B.  bifidum  o  L.  gasseri  tampoco  afecta  a  la  acción  de  la 

quercetina sobre estas actividades enzimáticas. Estos resultados indican por tanto que estas dos 

cepas probióticas ni tienen efecto sobre las actividades aminopeptidasa N y dipeptidilpeptidasa 

IV en líneas celulares de adenocarcinoma de colon, ni afectan a la acción de la quercetina sobre 

estas actividades. 
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2. MODULACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR  
 

La  proliferación  descontrolada  de  las  células  tumorales  es  uno  de  los  aspectos  a  tener  en 

cuenta en el cáncer de colon, ya que activa  la síntesis de ácidos nucleicos y aumenta la demanda 

energética  de  las  células.  Debido  a  ello  durante  los  últimos  años  se  han  llevado  a  cabo 

numerosos estudios en los que se ha analizado, y comprobado, la actividad antiproliferativa de la 

quercetina  frente  a  líneas  celulares  tumorales,  entre  las  que  se  incluyen  diversas  líneas  de 

glioma,178 de cáncer de pulmón,55 de páncreas,56 de melanoma,54 de hematoma179 y de colon.140 

Por  eso  no  debe  extrañar  que  en  este  trabajo  hayamos  observado  que  a  concentraciones 

comprendidas entre 0,01 y 100 μM la quercetina se haya comportado como un agente citostático 

que, aunque no disminuye el número inicial de células, reduce la proliferación celular en cultivos 

de células de adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2. La inducción de apoptosis (Fig. 26 y 27) 

y el bloqueo del ciclo celular (Fig. 30 y 31)  que se producen como consecuencia de la activación 

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

 

El papel de los probióticos en la proliferación celular, con resultados que varían en función 

de  la cepa probiótica y el  tipo celular,  también ha comenzado a analizarse durante  los últimos 

años.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  pequeñas  diferencias  entre  ambas  líneas  celulares  y  cepas  probióticas,  el 

crecimiento  celular  en  los    cultivos  (Fig.  24).  Más  interesante  que  este  dato,  que  indica  que 

ambas cepas probióticas poseen una pequeña capacidad citostática,  resulta el hecho de que  la 

administración  combinada  de  quercetina  y  probiótico  llegue  a  suprimir  por  completo  el 

crecimiento celular, e incluso a reducir el número inicial de células en los cultivos. Esta sinergia 

entre las actividades citostáticas de quercetina y probióticos, que es más acusada en los cultivos 

de células Caco.2 y en los tratamientos con B. Bifidum, se acompaña con un mayor aumento en 

los niveles de apoptosis (Fig. 27) y en los niveles de expresión de p53 en  los cultivos (Fig. 35) 

que  el  observado  en  los  tratamientos  con  el  flavonoide  solo.  La  actividad  citotóxica  de  las 

combinaciones  de  quercetina  y  B.Bifidum  o  L.  gasseri,  y  la  inducción  de  muerte  celular  con 

activación de p53 que provocan estas combinaciones, sugiere que podrían utilizarse no sólo con 

fines  preventivos,  sino  quizá  también  con  fines  terapéuticos,  lo  que  obligará  a  hacer  estudios 

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

 

El efecto de la quercetina sobre los procesos de proliferación, supervivencia y muerte celular 

depende de la concentración utilizada: concentraciones elevadas de quercetina tienen un efecto 

proapotótico,55,59 mientras que a concentraciones reducidas la quercetina activa mecanismos de 

supervivencia.57,58 Con frecuencia las modificaciones en la proliferación celular se producen con 

cambios en el ciclo celular, lo que en el caso de la quercetina está bien documentado. Así se ha 

descrito que la quercetina bloquea, en función del tipo celular, el ciclo en fase G0/G1, S o G2/M.60, 

61,  63  De  acuerdo  con  resultados  descritos  previamente  por  otros  autores140  en  este  trabajo 

hemos  observado  que  el  tratamiento  de  células  de  adenocarcinoma  de  colon  HT‐29  con 

quercetina 100 μM durante 24 horas induce la expresión de los genes TP53 y CDKN1A (Fig. 35 y 

36). Cabe añadir 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 

líneas celulares de adenocarcinoma de colon. El gen supresor de tumores TP53 está  localizado 

en el brazo corto del cromosoma 17 y codifica una fosfoproteína nuclear de 53 Kd que le da su 

nombre. La proteína p53 es un factor clave en el balance entre la supervivencia y muerte de las 

células  en  respuesta  al  daño  en  el  DNA,124    ya  que  regula  las  transiciones  G0/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 expresión del gen CDKN1A,182 cuyo producto, la proteína p21CIP1, reprime 

a  su  vez    la  transcripción  de  otras  proteínas  necesarias  para  la  progresión  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 función de p53 se acompaña de la pérdida, al menos parcial, de la 

capacidad  para  bloquear  la  transición  G1/S,  mientras  que  su  capacidad  para  bloquear  la 

transición G2/M depende de su capacidad para inducir la transcripción de p21CIP1.183 Por eso no 

debe extrañar que,  junto con los aumentos en la expresión de p53 y p21CIP1, en este trabajo se 

haya observado que el tratamiento de cultivos de células HT‐29 y Caco.2 con quercetina 100 μM 

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  μM  estos  autores  observaron,  junto  con  los 

aumentos  en  la  expresión  de  p53  y  p21CIP1,  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 

distribución  del  ciclo  celular  en  los  cultivos,  método  TUNEL  en  nuestro  caso  y  marcaje  con 

Anexina V y 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 expresión de p21CIP1 (Fig. 36), bloquea el ciclo celular en fase 

G2/M  (Fig.  30  y  31)  y  reduce  la  proliferación  celular  (Fig.  25).  Además,  puesto  que  en  este 

trabajo no hemos detectado modificaciones en  los niveles de expresión de p53 en  los cultivos 

tras  los  tratamientos  con  B.  bifidum  o  L.  gasseri  (Fig.  35),    nuestros  datos    sugieren  que  la 

actividad citostática de los probióticos podría derivar de su capacidad para inducir la expresión 

de p21CIP1 de forma directa. Todavía más interesante que este dato resulta que el tratamiento de 

los cultivos con  las combinaciones de quercetina y probióticos  aumente  la expresión de p53 y 

p21CIP1 más que el  tratamiento con  la quercetina sola (Fig. 35 y 36),  ya que esta sinergia en  la 

acción de quercetina y probióticos sobre la expresión de p53 y p21CIP1 conduce a un bloqueo del 

ciclo  celular  en  fase  G2/M  aún   más manifiesto  (Fig.  30  y  31).  Este  bloqueo  en  fase  G2/M  se 

acompaña, especialmente en células Caco.2 y en el tratamiento con la combinación de quercetina 

y B. Bifidum, con una elevación en el porcentaje de células subdiploides, que se correlaciona con 

su actividad citotóxica y confirma la capacidad de esta combinación para inducir la muerte de las 

células. 

 

Debido a su importancia, la apoptosis es uno de los procesos celulares más estudiados.155 El 

programa apoptótico puede  iniciarse bien por  la  vía extrínseca, o de  receptores de muerte,156 

bien por la vía intrínseca.184 La vía extrínseca activa directamente a la caspasa 8.111 La pérdida 

de  la  integridad  de  la membrana mitocondrial  y  la  subsiguiente  liberación  del  citocromo  c  y 

formación del apotosoma con activación de la caspasa 9 son eventos clave en el inicio de la vía 

intrínseca.110  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.110  La  familia  de  proteínas  Bcl‐2  regula  la 

permeabilidad  de  la  membrana  mitocondrial.  Esta  familia  está  formada  por  proteínas 

proapoptóticas, como Bax, Bak, Bad y Bid, y antiapoptóticas, 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 μM durante 

24 horas aumenta la expresión 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  relación  Bax/Bcl‐2  facilita  la  apertura  del  poro 

mitocondrial, y por tanto la liberación de proteínas mitocondriales con activación de la caspasa 9 

y muerte celular, este resultado sugiere que la inducción de apoptosis mediada por la quercetina 

en los cultivos se produce por la vía mitocondrial. Que se haya descrito que la quercetina induce 

apoptosis con activación de  la vía mitocondrial en células BGC‐823 de cáncer gástrico163   y en 

células HeLa de cáncer cervical,53 que otros flavonoides, como la  curcumina, induzcan apoptosis 
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con  activación  de  proteínas  apoptóticas  como  Bax  e  inhibición  de  proteínas  anti‐apoptóticas 

como Bcl‐XL,185 o que la administración combinada de varios polifenoles como la quercetina y el 

ácido  elágico  induzca  apoptosis  y  modifique  la  distribución  del  ciclo  celular  en  células 

sanguíneas  de  pacientes  con  leucemia61  apoya  esta  idea.  La  inducción  por  quercetina  de  la 

expresión de p53 (Fig. 35) es otro dato adicional que corrobora esta idea, ya que p53 contribuye 

a la permeabilización 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,186 como indirecto, al 

inducir la transcripción de Bax.187 Por último, a pesar de que en las condiciones de este trabajo 

no hayamos podido detectar un  incremento estadísticamente 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 hipótesis, ya que las caspasas juegan un papel crucial 

en  la  ejecución 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  μM  y  107  ufc/mL  de  B. 

bifidum o L. gasseri durante 24 horas disminuye la expresión e Bcl‐2 (Fig. 32), aumenta la de Bax 

(Fig. 33) y p53 (Fig. 35) e  incrementa  la proporción de células apoptóticas en los cultivos más 

que el tratamiento con la quercetina sola (Fig. 26 y 27).   Además este resultado se produce sin 

que  los probióticos  afecten por  si mismos a  la  expresión de p53  (Fig.  35)  o Bcl‐2  (Fig.  32),  ni 

modifiquen  la  proporción de  células  apoptóticas  en  los  cultivos  (Fig.  26  y  27)  a  pesar  de  que 

incrementan  la  expresión  de  Bax  (Fig.  33).  En  resumen,  podemos  decir  que  la  quercetina  en 

combinación  con  B.  bifidum  o  L.  gasseri  induce  apoptosis  en  las  líneas  celulares  de 

adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2 y que este efecto  implica  la activación de moléculas 

clave  de  la  ruta  apoptótica  mitocondrial,  así  como  la  modulación  a  lo  largo  del  tiempo  de 

diferentes señales relacionadas con las vías de proliferación y viabilidad celular.  
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4.    ACTIVACIÓN DE AMPK 

 
El  crecimiento  y  el  ciclo  celular,  están  estrechamente  relacionados  con  el metabolismo  de 

proteínas. La función de la AMPK en el control del metabolismo de proteínas y ciclo celular está 

relacionada, por un  lado  con  la  regulación de  la  síntesis  y degradación de proteínas mediante 

regulación  de  la  vía  TSC2/TOR  y  por  otro,  con  la  regulación  del  supresor  tumoral  p53  y  los 

inhibidores  de  ciclinas  dependientes  de  quinasas  p21  y  p27.159,134  Cuando  la AMPK  se  activa, 

actúa  sobre  p53  y  la  fosforila  en  la  Ser15  incrementando  su  estabilidad.  Ello  conlleva  un 

aumento  de  los  niveles  celulares  de  p21CIP1  e  induce  una  parada  en  el  ciclo  y/o  la  muerte 

celular.188,189  La proteína p53 juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad 

del genoma debido a que la pérdida por mutación de la función de p53 permite la supervivencia 

de  elementos  celulares  genéticamente  dañados  que  conducen  a  una  transformación  celular 

tumoral. Asimismo la inhibición del ciclo celular también se ha relacionado con la inhibición 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  μM  induce  la 

activación  de  la  AMPK  por  fosforilación  de  su  subunidad  α  (Fig.  34),  y  también  que  esta 

activación  se  acompañe  con una disminución  en  el  grado de proliferación de  los  cultivos,  una 

disminución en la expresión de los transportadores de azúcares SGLT‐1 y péptidos PEPT‐1 y un 

aumento en la expresión de p53 (Fig. 35) y de sus genes diana p21CIP1 (Fig 36) y Bax (Fig. 33), ya 

que este resultado sugiere que todas las acciones de la quercetina sobre la proliferación, 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  terapeútica  en  el  tratamiento  del 

cáncer de colon. Este resultado es todavía más interesante si consideramos que B. bifidum y L. 

gasseri  inducen también la fosforilación de la AMPKα, al menos en la línea celular HT‐29, y que 

esta fosforilación se produce de forma mucho más acentuada cuando se tratan los cultivos con 

las  combinaciones  de  quercetina  y  probiótico,  ya  que  este  resultado  sugiere  que  las 

combinaciones  de  quercetina  y  probióticos  podrían  utilizarse  con  fines  preventivos  y/o 

terapéuticos frente al desarrollo de cáncer colorrectal. 

 

En  definitiva,  nuestros  resultados  muestran  que  los  probióticos  B.  bifidum  y  L.  gasseri 

potencian  las  acciones  de  la  quercetina mediante  la  activación  de  la  vía  de  señalización  de  la 

AMPK por  fosforilación de su subunidad α. Esta activación provoca cambios tanto metabólicos 

como  celulares  que  se  resumen  gráficamente  en  la  figura  37.  Los  cambios  metabólicos 

relacionados  con  la  disminución  de  la  proliferación  celular,  y  por  tanto  de  la  necesidades 

energéticas  y  de  aminoácidos,  se  manifiestan  con  un  descenso  en  la  expresión  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  inducción  de  apoptosis  y  se  manifiestan  con  aumentos  en  la 

expresión de p53, p21CIP1 y cambios en la relación Bax /Bcl‐2. Por todo ello, y aunque hay que 

prestar especial atención a la concentración de quercetina y al tipo de cepa probiótica empleada, 

y  a  pesar  de  que  se  requieren  numerosas  investigaciones  que  contribuyan  a  aclarar  el 

mecanismo de acción de los probióticos, podemos afirmar que la quercetina en sinergia con una 

cepa prebiótica como B. bifidum o L. gasseri podría considerarse un potencial agente preventivo 

y terapéutico en el desarrollo del cáncer colorrectal.  

 

 

 

 

 
Figura 37. Efecto de los probióticos B.bifudum y L.gasseri sobre las acciones de la quercetina en cultivos 
de líneas celulares HT‐29 y Caco. 2 de adenocarcinoma de colon. 
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo “Efecto de los probióticos Bifidobacterium 

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

HT‐29 y Caco.2 de cáncer de colon”  se obtienen las siguientes conclusiones: 
 

Actividad enzimática 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‐

29 y Caco.2. B. bifidum y L. gasseri no modifican dichas actividades y tampoco afectan a la 

acción de la quercetina sobre las mismas.  

 

2.  La  quercetina  disminuye  la  expresión  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.  

 

Proliferación celular 

3. La quercetina, B. bifidum o L. gasseri disminuyen  la proliferación en cultivos de células 

humanas  de  adenocarcinoma  de  colon  HT‐29  y  Caco.2.  Esta  disminución  es  mayor 

cuando la quercetina y las cepas probióticas se administran de forma conjunta, aunque la 

sensibilidad de los cultivos al tratamiento varía con el tipo celular y la   cepa probiótica 

empleada. 

 

Apoptosis  

4. B. bifidum y L. gasseri potencian la capacidad de la quercetina para inducir apoptosis de 

modo  dependiente  de  la  activación  de  caspasas  en  cultivos  de  células  humanas  de 

adenocarcinoma  de  colon  HT‐29  y  Caco.2.  La  inducción  de  apoptosis  mediada  por  la 

quercetina se produce por la vía mitocondrial ya que el tratamiento de los cultivos con 

este compuesto disminuye la expresión de Bcl‐2 y aumenta la de Bax. Además, B. bifidum 
y L. gasseri potencian el efecto de la quercetina sobre la expresión 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 quercetina, B. bifidum  o L. gasseri bloquea  el  ciclo  celular  en  fase G2/M. El 

tratamiento  de  los  cultivos  con  la  combinación  de  quercetina  y  probiótico  provoca  el 

mismo efecto, aunque de forma más 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  expresión  de  p53  y  p21. B. 

bifidum y L. gasseri no afectan a la expresión de p53 en estos cultivos, aunque inducen la 

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

 

AMPKα 

7. La quercetina, B. bifidum o L. gasseri inducen la fosforilación de la AMPKα en cultivos de 

células humanas de adenocarcinoma de colon HT‐29 y Caco.2, aunque en el caso de los 

probióticos este efecto depende del  tipo celular. A pesar de ello, B. bifidum y L. gasseri 

incrementan el efecto de la quercetina sobre la fosforilación de la AMPKα en ambos tipos 

celulares. 

 

 
CONCLUSIÓN FINAL 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las cepas probióticas B. bifidum y L. 

gasseri aumentan la capacidad de la quercetina para inducir la fosforilación de la subunidad α de 

la AMPK en células de adenocarcina de colon. Puesto que la AMPK es un sensor metabólico cuya 

activación  por  fosforilación  reduce  la  capacidad  proliferativa  de  las  células  ya  que  bloquea  el 

ciclo  celular,  induce  apoptosis  e  inhibe  la  síntesis  de  proteínas  y  la  glucólisis  aeróbica,  estos 

resultados  sugieren  que  las  combinaciones  de  quercetina  y  B.  bifidum  o  L.  gasseri  podrían 

utilizarse  con  fines  preventivos  y/o  terapéuticos  frente  al  desarrollo  de  cáncer  colorrectal.  A 

pesar  de  ello  es  preciso  recalcar  que  nuestros  resultados  también  indican  que  los  efectos 

observados  son  más  o  menos  acusados  en  función  del  tipo  celular  y  de  la  cepa  probiótica 

empleados,  lo  que  pone  de  manifiesto  la  necesidad  de  seguir  analizando  las  acciones  de  la 

quercetina en combinación con éstas u otras cepas probióticas.  
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