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1. Resumen.

El cancer escamoso de cabeza y cuello es el sexto cancer mas comun a nivel
mundial representando el 3% de todos los tipos de cancer. El carcinoma escamoso
se origina en multiples sitios anatomicos en la region de la cabeza y cuello; los
factores de riesgo incluyen exposicion al tabaco, dependencia al alcohol, asi como
la infeccidn con virus oncogénicos. En México, los carcinomas escamosos del tracto
aerodigestivo superior representan el 12% del total de las neoplasias malignas en
cabeza y cuello. Aun con los avances en el tratamiento, el indice de supervivencia
sigue manteniéndose estatico. Componentes de alimentos presentes en la dieta
tienen un papel fundamental en la prevencion y en el desarrollo de varias
enfermedades incluido el cancer. Dentro de estos compuestos estan incluidos los
flavonoides, polifenoles naturales producidos como metabolitos secundarios. A nivel
celular y molecular tienen la capacidad de interactuar con receptores, enzimas y
cinasas, lo cual contribuye a su actividad anti carcinogénica, anti proliferativa y
quimiopreventiva. Nobiletina es una flavona polimetoxilada abundante en la cascara
de frutas citricas; exhibe actividad antiinflamatoria, antitumoral, anti-metastica, anti-
angiogénica, anti proliferativa y neuroprotectora. Muchas de estas actividades son
mediadas por vias de sefalizacion como Akt/PI3K, la cual es un participante central
en la transduccion de sefiales activadas en respuesta a factores de crecimiento
contribuyendo a una gran diversidad de funciones celulares como el metabolismo de
nutrientes, regulacion transcripcional, crecimiento y supervivencia celular. La
sefalizacion aberrante de Akt contribuye a la malignidad del cancer, por si sola o en
cooperacion con otras alteraciones genéticas. La migracion celular es un proceso
fundamental que controla la morfogénesis; su desregulacion es la causa de muchas
enfermedades, incluido el cancer y es un proceso que requiere de la activacion de
vias de sefializacién. En el presente trabajo evaluamos el efecto del flavonoide
nobiletina en la viabilidad celular, migracién, y expresion de algunos componentes
de la via de sefializacion Akt/PI3K en la linea celular de cancer de faringe FaDu. En
conclusion, encontramos que este flavonoide presenta tanto un efecto citotoxico
como inhibitorio en la migracion de estas células a tiempos cortos, por medio de la
regulacion de las proteinas Akt, PI3K, y GSK3-B y no mediante la regulacién de la
expresion de VEGF lo que lo posiciona como un candidato para posteriores estudios

en su uso terapéutico.




2. Introduccion.
2.1 Cancer.

En un estado fisioloégico normal, las células se dividen y diferencian con la finalidad
de repoblar érganos y tejidos; sin embargo, debe existir un control en la multiplicidad
celular, el cual se logra mediante una red de mecanismos moleculares, los cuales
incluyen proliferacion celular por un lado, y muerte celular programada (apoptosis)
por el otro. No obstante, existen factores que alteran este balance [1]; el cancer es
una enfermedad que involucra cambios dinamicos en el genoma; estos cambios
genéticos confieren ciertas ventajas en el crecimiento celular, las cuales llevan a la
conversion progresiva de células normales en células cancerigenas [2]. Estas
células poseen modificaciones a nivel genético (mutaciones) que tienen dos
funciones basicas; una es incrementar la actividad de las proteinas para las cuales
codifican los oncogenes y la otra, inactivar la funcion de los genes supresores de

tumores [1].

Las células que tienen la capacidad de dividirse y reabastecerse son denominadas
células madre; estas células se dividen aproximadamente 10" veces diariamente.
Sin embargo, en una condicion fisica normal, la multiplicidad celular es controlada
por una compleja red de mecanismos moleculares que controlan la proliferacion

celular por un lado y la muerte celular programada por el otro [3].

Cualquier factor que altere el balance de la division y muerte celular tiene la
capacidad de alterar el numero total de células de un 6rgano o tejido si es que no
funciona de manera adecuada. Después de muchas generaciones celulares, un
aumento en la multiplicidad celular se detecta clinicamente como neoplasia, que
significa nuevo crecimiento. Los genes son los encargados de alterar el indice de
division y muerte de células individuales y son los implicados en el proceso de
generacion de cancer [3]. Las mutaciones al azar en los genes encargados de

controlar la proliferacion o la apoptosis son los responsables de esta patologia [4].

La gran mayoria de mutaciones que dan origen al cancer no son heredadas, sino
que surgen de manera espontanea y son la consecuencia de dafio quimico al DNA,

lo cual resulta en una alteracién de la funcién de genes cruciales en esta patologia.
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Las mutaciones mas comunes son las puntuales (las cuales provocan la sustitucion
de aminoacidos); de cambio del marco de lectura y mutaciones en el codon de paro
(estas dos ultimas truncan la proteina). También puede suscitarse la inestabilidad
cromosomal (lo que resulta en la sobreexpresion, amplificacion o la expresion
inadecuada de un gen en especifico) y la pérdida de un gen o la fusion del mismo
con otro (resultado del rompimiento cromosomal o rearreglo) lo que da como
consecuencia una proteina con funcion alterada. Ademas las modificaciones
epigenéticas al DNA, dentro de las cuales la mas comun es la metilacion de citosina
en las islas CpG, tienen como consecuencia el silenciamiento del gen involucrado
[3,4].

Lo mas importante de todo esto, es el hecho de que las células cancerigenas
seleccionan aquellas mutaciones que aumentan la actividad de oncogenes y

mutaciones que inactivan la funcidén de genes supresores de tumores [3,4].

La principal anormalidad que da como lugar el cancer, es la generacién y
acumulacion de mutaciones que da lugar a la proliferacion desregulada de células
cancerigenas de forma continua [3]. Una célula cancerigena es aquella que funciona
de manera no adecuada, en otras palabras, son células que ya no responden de
forma correcta a las senales celulares que controlan el comportamiento celular
normal, incluyendo el control del crecimiento celular y muerte; estas células se
originan dentro de tejidos, y crecen y se dividen de manera descontrolada ya que se
vuelven resistentes a los controles que mantienen un tejido en estado normal,
invadiendo de esta manera otros 6rganos asi como tejidos y esparciéndose a todo
el cuerpo eventualmente. La pérdida de control en el crecimiento celular que
presenta este tipo de células es el resultado de anormalidades acumuladas
presentes en muchos sistemas regulatorios y se refleja en muchos aspectos del
comportamiento celular que distinguen a las células cancerigenas de las células
normales. Los progenitores de las células cancerigenas son menos independientes
de la sefializacién dada por otras células; también, las células cancerigenas son
capaces de evadir la muerte celular programada. En las etapas finales del cancer,
las células cancerigenas son capaces de atravesar y romper el tejido normal y

hacer metastasis (esparcirse) a nuevos sitios del cuerpo [1,3].




Existen mas de 100 tipos de cancer debido a que es el resultado de la proliferacion
anormal de cualquiera de los distintos tipos celulares en el cuerpo; estos varian en
su comportamiento asi como en la respuesta al tratamiento. La cuestion mas
importante en la patologia del cancer es el distinguir entre un tumor benigno y uno

maligno [3].

El proceso de tumorogénesis esta conformado por muchos pasos y estos reflejan
alteraciones de tipo genético que conducen a la transformacion progresiva de
células normales a células altamente malignas [1]. Los cambios genéticos
consecutivos (cada uno confiriendo uno u otro tipo de ventaja en el crecimiento
celular) da como consecuencia el cambio progresivo de célula normal a célula
cancerigena [1]. Un tumor es cualquier proliferaciéon anormal de células, el cual
como se menciono anteriormente, puede ser benigno o maligno. Un tumor benigno
es aquel que se mantiene contenido o confinado en el sitio inicial de origen, sin
invadir el tejido normal circundante y sin esparcirse a sitios distantes del cuerpo,
como una verruga comun y corriente. Un tumor maligno es aquel el cual es capaz
tanto de invadir el tejido sano de alrededor, asi como de expandirse en todo el
cuerpo por medio de la circulacion o del sistema linfatico (metastasis) [3].La
metastasis significa nuevo lugar, y es una de las etapas terminales del cancer. Aqui
las células colonizan un nuevo sitio en el cuerpo, donde se dividen y da inicio la
formacion de tumores secundarios. Es importante recalcar que no todos los
canceres tienen la capacidad de hacer metastasis; esto es porque las células deben
tener la habilidad de penetrar o atravesar las barreras normales y de esta manera
pueden tanto entrar como salir de la sangre y sistema linfatico [4]. Los tumores
malignos son los que se denominan tumores cancerigenos, y lo que los hace tan
peligrosos es precisamente su habilidad para invadir y generar metastasis. Aun
cuando los tumores benignos pueden ser removidos facilmente (por medio de
cirugia), el esparcimiento de tumores malignos a sitios distantes hace que sean

resistentes a tratamiento localizado [3].

Las células cancerigenas invasivas secretan proteasas que les permiten degradar la
matriz extracelular en la barrera que separa a los diferentes tejidos. Estas moléculas

(proteasas) también le confieren a las células cancerigenas la capacidad de formar




caminos o canales dentro de los tejidos, permitiendo que tengan acceso a nuevos

territorios [4].

Los tumores malignos y benignos se clasifican de acuerdo al tipo de células del cual
fueron originados en tres grupos principales: carcinomas, leucemias o linfomas vy
sarcomas. Los carcinomas abarcan los canceres en células epiteliales y representan
aproximadamente el 90% de los canceres en seres humanos; las leucemias y
linfomas con un porcentaje del 8% de los canceres, se originan en las células que
dan origen a la sangre y células del sistema inmunoldgico, respectivamente; los
sarcomas son tumores solidos originados en tejidos conectivos, como el musculo,
cartilago, hueso y tejido fibroso. Cabe mencionar que los sarcomas son raros en los
seres humanos. Los canceres estan clasificados de acuerdo al tejido de origen y el

tipo de células involucradas [3].

A principios del afio 2000 se reportd que existen 6 eventos cruciales presentes en
las células cancerigenas los cuales son capacidades vy caracteristicas
complementarias que permiten el crecimiento tumoral y la diseminacién
metastasica: la autosuficiencia respecto a sefiales de crecimiento, insensibilidad de
sefales inhibitorias de crecimiento, evasion de muerte celular programada
(apoptosis), potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, y por ultimo
invasion de tejidos y metastasis; estos son eventos en comun presentes en casi
todos (si no es que todos) los tumores cancerigenos [2]. Sin embargo, en el 2011
se reportaron 2 nuevas caracteristicas de células cancerigenas: la reprogramacion
de la energia metabdlica y la evasion de la destruccion mediada por el sistema

inmune [5].

Las sustancias que generan cancer son denominadas carcindogenos; debido a que
esta patologia es un proceso muy complejo que involucra muchos pasos, existen
muchos factores los cuales generan cancer y no se puede hablar de una sola causa
[3]. Debido a que el DNA también esta sujeto a dafos provenientes de agentes

exogenos (fisicos y quimicos) estos son agrupados como carcindgenos ambientales

[1].




Existen agentes que actuan dafando el DNA e induciendo mutaciones. Estos dos
carcinégenos son denominados agentes de iniciacion, ya que como se menciono
anteriormente, la induccion de mutaciones en los genes clave es el evento inicial
que da lugar al desarrollo del cancer. Algunos de estos agentes de iniciacion son la
radiacion ultravioleta (la causa principal de cancer de piel) y quimicos presentes en
el tabaco (benzo(a)pireno, dimetilnitrosamina, compuestos derivados del niquel,
entre otros). Fumar es la causa del 80-90% de cancer de pulmén y también esta
involucrado en canceres de la cavidad oral: laringe, eso6fago, faringe, entre otros.
También esta la aflatoxina, presente en maiz o cacahuates (carcinégeno de
higado), dimetilnitrosamina, por mencionar algunos [3]. Los agentes
quimioterapéuticos también han sido reportados como causantes del cancer, como
agentes alquilantes (ciclofosfamida), o antibiéticos como la doxorrubicina [1]. En la

Figura 1 se muestran algunos agentes quimicos carcindégenos.
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Figura 1. Estructura de algunos agentes carcindgenos quimicos.
Imagen adaptada de Geoffrey M Cooper, The Cell: A molecular approach, Boston University.

La angiogénesis es el crecimiento de nuevos vasos sanguineos el cual es un
proceso de suma importancia en la patogénesis de enfermedades malignas,
inflamatorias e infecciosas [6]. Sin el suministro vascular adecuado, los tumores
soélidos crecen unicamente a un tamafo de 1 a 2 mm; esto es debido a la falta de
nutrientes y oxigeno [7]. Los tumores permanecen en un estado latente o de
dormancia, en un estado avascular, en el que mantienen un estado de equilibrio
entre la apoptosis y la proliferacion celular antes de poder convertir su fenotipo a
angiogénico. Esta conversion (cambio angiogénico) es el producto de una alteracion

precisamente del balance de factores inhibitorios y estimulatorios de tal forma que la




estimulacién del crecimiento es favorecida [8].Los principales pasos de la
angiogénesis son los siguientes: permeabilidad vascular, proliferaciéon celular
endotelial, migracion celular endotelial o invasién a los tejidos circundantes y
finalmente, la formacién de tubos capilares [6]. La habilidad de las células
endoteliales de migrar y formar estructuras capilares es un proceso esencial para la

angiogénesis in vivo [9].

2.1.1 Carcinoma escamoso de cabeza y cuello.

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello (HNSCC, Head and neck squamous cell
carcinoma por sus siglas en inglés) es el sexto cancer mas comun a nivel mundial
[10], y surge en multiples sitios anatomicos de la region de la cabeza y cuello [11]
como cavidad oral, orofaringe, laringe, hipofaringe o nasofaringe [12]. La exposicién
constante al tabaco, productos relacionados con el mismo, dependencia al alcohol,
asi como infecciones con virus oncogénicos, como el virus del papiloma humano
(VPH) particularmente en cancer de orofaringe, son algunos de los principales
factores de riesgo [11,12]. En Estados Unidos, aproximadamente 11 mil personas
mueren anualmente debido a HNSCC [13] y en México las neoplasias malignas de
vias aero-digestivas superiores representan aproximadamente 12% de las lesiones
malignas en cabeza y cuello [14]; aun cuando existen avances en el tratamiento de
este tipo de cancer, el porcentaje de supervivencia se mantiene estatico, ya que los
pacientes siguen desarrollando frecuentemente recurrencias locorregionales,
metastasis en sitios distantes y la reaparicion de tumores primarios [12,13]. La
presentacion clinica varia dependiendo el sitio de origen; el diagndstico difiere con
base en el sitio en el que se encuentra el tumor, el tejido del tumor, la extension del
tumor, asi como la presencia de metastasis en nodos linfaticos [11,12]. Alguno de
los tratamientos contra este cancer son la cirugia, radiacién y quimioterapia en
varias combinaciones, dependiendo del estado del tumor y el sitio primario [11]. En
México, la letalidad estimada de este cancer en vias aerodigestivas es de 62.4% en
cavidad bucal, 93% en laringe, cerca del 100% en bucofaringe, 94% en hipofaringe

y 83% en nasofaringe [14].

Por todas estas razones, es urgente el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.




2.2 Vias de senalizacion.

La célula es altamente sensible a estimulos o sustancias especificas como las
hormonas. Las cascadas de transduccion de sefales median la deteccion y
procesamiento de un estimulo. Estos circuitos moleculares detectan, amplifican e
integran una serie de sefiales externas diversas para generar respuestas, como
cambios en la actividad enzimatica, actividad de canales idnicos, o expresion
génica. Los receptores de membrana transfieren informacién que proviene del
ambiente al interior de la célula. Es decir, una sefal quimica entra a la célula y altera
directamente patrones de expresion génica. Un receptor asociado a membrana tiene
como funcion transferir la informacion a través de esta barrera; y es una proteina
intrinseca de membrana que tiene dominios intracelulares y extracelulares. El sitio
de unidn localizado en el dominio extracelular reconoce especificamente la molécula

sefal (ligando) [15].

La interaccion ligando-receptor modifica la estructura terciaria o cuaternaria de
dicho receptor, incluyendo el dominio intracelular. La informacién generada por la
presencia del ligando, llamado frecuentemente primer mensajero, debe ser
traducida a otras formas, para poder modificar la bioquimica de la célula. Los
segundos mensajeros se encargan de transmitir la informacién del complejo ligando-
receptor a otros organelos, y son liberados para poder ser difundidos a otros
compartimentos celulares como el nucleo, donde pueden influenciar la expresién
génica y otros procesos. Cambios en la concentracion de estas moléculas pequefas

constituyen el siguiente paso en el circuito de informacién molecular [15].

Es importante mencionar que son las enzimas o canales de membrana los que son
siempre activados cuando se generan los segundos mensajeros, y estos pueden
estimular macromoléculas, lo que lleva a la generacion de muchos segundos
mensajeros dentro de la célula. Por lo tanto, una sefial en el ambiente celular, aun
cuando sea a una concentracion tan pequefia como una molécula, puede generar

una sefal y respuesta intracelular muy amplia [15].

La fosforilacién de proteinas es un medio de transferencia de informacién muy

comun. Muchos segundos mensajeros generan respuestas por medio de la




activacion de proteinas cinasas. Estas enzimas se encargan de transferir grupos
fosforilo a partir del ATP a residuos especificos de serina, treonina y tirosina en
diversas proteinas. Una vez que el proceso de sefalizacidon ha comenzado, la
informacion transducida con la finalidad de afectar algun proceso celular debe
terminar. Si es que no termina, la célula involucrada pierde la capacidad de
responder a nuevas sefales ya que los procesos de sefalizacion que no son
terminados de manera adecuada pueden llevar a un crecimiento celular incontrolado
y la posibilidad de desarrollar cancer [15]. La Figura 2 explica de manera muy

general como funciona una via de sefalizacion.
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celular

Citoplasma

Transduccion de
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Terminacion
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Figura 2. Mecanismo general de las vias de transduccion de sefales.
Imagen adaptada de Asati V, et al.Eur J Med Chem. 2016

2.2.1 Via de senalizacion Akt/PI3K.

Akt fue descubierto como un oncogen transducido por el retrovirus acute
transforming retrovirus (Akt-8), el cual fue aislado de un raton AKR (el cual es un
raton con una predisposicién del 60-90% de leucemia) con linfoma de células T;
posteriormente se encontré que este gen codifica una serina/treonina proteina
cinasa. [16,17].



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asati%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26807863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PI3K%2FAkt%2FmTOR+and+Ras%2FRaf%2FMEK%2FERK+signaling+pathways+inhibitors+as+anticancer+agents%3A+Structural+and+pharmacological+perspectives

Por lo tanto, Akt/PKB es una proteina, especificamente una serina/treonina cinasa la
cual pertenece a la familia de proteina cinasa A/G/C (AGC), las cuales son cAMP
dependientes. Estas cinasas comparten una homologia estructural dentro de su sitio
catalitico y tienen un mecanismo de activacion muy parecido [18]. Akt tiene tres
isoformas, las cuales son altamente conservadas y estan muy relacionadas: Akt1,
Akt2 y Akt 3 [17] localizadas en los cromosomas 14932, 19913, and 1qg44,
respectivamente [18]. Estas serina/treonina cinasas (Akt 1, Akt 2 y Akt 3)
pertenecientes a la familia proteina cinasa B (PKB) también son referidas como PKB

a, PKB B y PKB vy, respectivamente [17].

Las cinasas Akt/PKB son intermediarios indispensables de vias de sefalizacion que
regulan procesos celulares los cuales controlan el crecimiento/tamafio celular,
proliferacion, supervivencia, metabolismo de glucosa, estabilidad gendomica y
neovascularizacion [19]. Se ha reportado la hiperactivacion frecuente de las Akt
cinasas en una amplia variedad de tumores so6lidos de origen humano y también
en patologias hematoldgicas; ademas se han utilizado ratones genéticamente
modificados como modelos in vivo con la finalidad de demostrar que la sefalizacion
aberrante de Akt puede contribuir al desarrollo de neoplasias malignas ya sea por si

solo o en cooperacién con otras alteraciones genéticas [19].

Las tres isoformas de Akt/PKB consisten en un dominio altamente conservado, el
cual tiene la siguiente estructura: un dominio homaélogo a la pleckstrina (PH), un
dominio central cinasa y un dominio regulatorio C- terminal que contiene el motivo

(motif) hidrofébico [18]; La estructura de estas isoformas se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Estructura de los dominios de las distintas isoformas de Akt/PKB, asi como de la variante
(producto de splicing alternativo) ,PKBy1.
Imagen adaptada de Song G et al. T J Cell Mol Med. 2005

g Regulador

Akt/PKB se encuentra rio abajo de PI3K y es activada por esta cinasa [16];
Fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3Ks, Phosphoinositide 3-kinases) es una familia de
proteinas la cual esta involucrada en la regulacion de una serie de eventos, como:
crecimiento celular, metabolismo, proliferacion, trafico vesicular y homeostasis de
glucosa. La mayoria de los miembros de esta familia estan unidos a subunidades
reguladoras, las cuales se encargan de determinar las sefales que modulan su
actividad [20].

Existen 3 clases de PI3K, dentro de las cuales la clase | se divide en dos: Clase
1A, la cual es activada por receptores tirosina cinasa, y la Clase 1B, que se activa
por medio de receptores acoplados a proteinas G. Una vez que estos receptores
presentes en la membrana plasmatica han sido activados y sufren un cambio
conformacional, PI3K se activa y afiade un grupo fosfato en la posicion 3-OH de la
molécula PIP2 (Fosfatidilinositol 3,4-bifosfato), generando el segundo mensajero
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). Este ultimo se une al dominio PH de Akt/PKB
con gran afinidad y permite su reclutamiento en la membrana plasmatica. Es
importante mencionar que PIP3 de ninguna manera activa directamente a Akt/PKB,
sino que la recluta a la membrana plasmatica y también altera su conformacion con

la finalidad de permitir su subsecuente fosforilacién llevada a cabo por la cinasa
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dependiente de fosfoinositol-1  (PDK1, phosphoinositide- dependent kinase-1)
[16,18].

Por otro lado, PI3K clase Il no requiere de una subunidad regulatoria para poder
funcionar, y tiene 3 isoformas (alfa, beta y gamma) las cuales difieren en su
estructura; esta clase esta involucrada en el trafico membranal y en la
internalizacion de receptores. Puede ser activada en respuesta a receptores tirosina
cinasa (RTKSs), receptores de citocina e integrinas. La clase lll de esta cinasa
también estd envuelta en el trafico vesicular y en la sefalizacion cruzada con la
clase | de PI3K [20].

Asimismo, PI3K de clase | esta compuesta por una subunidad reguladora (p85) y
una subunidad catalitica ( p110). La subunidad p85 se une y regula negativamente a
la subunidad p110 hasta que el complejo es comprometido y activado por la
sefalizacion dada por algun factor de crecimiento. Después de la activacion, la
subunidad p85 permanece unida a la subunidad catalitica, pero cambia su
conformacion para poder colocar a la cinasa en la posiciéon adecuada y permitir que

entre en su estado activo [21].

Por lo tanto, la activacion de Akt involucra a PI3K y depende de dos factores: la
integridad del dominio PH, el cual media la translocacion a la membrana de esta
cinasa, y de la fosforilacion de dos sitios de regulacion: Thr308, en el loop de
activacion, dicha fosforilacion mediada por PDK1 activa parcialmente a Akt/PKB y la
fosforilacion de Ser473, activa completamente a Akt [16,18]. La activacién total de
Akt estad asociada con la fosforilacién de Ser473 dentro del motivo hidrofébico C-
terminal caracteristico de la familia AGC. El mecanismo de fosforilacion de Thr308
esta bien estudiado, sin embargo la fosforilacion de Ser473 es controversial. Se cree
que hay ciertas enzimas responsables de la fosforilacién en el residuo de Ser,
incluyendo una cinasa ligada a integrina, el mismo Akt por medio de

autofosforilacion, entre otros [16].

Los niveles de PIP3 estan altamente regulados por la accion de algunas fosfatasas,
como PTEN; esta proteina remueve un fosfato de la posicion 3-OH, por lo tanto

funciona como un regulador negativo de esta via de senalizacion [18]. En la figura 4
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se muestra como se da la activacion de Aki/PKB por medio de PI3K.
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Figura 4. Mecanismo de activacién de la via de sefalizacion Akt/PKB.
Imagen adaptada de Fresno Vara JA et al.Cancer Treat Rev. 2004

2.2.1.1 Akt en cancer.

La mayoria de los cambios genéticos/epigenéticos que estan relacionados al
fenotipo de los tumores, son representativos de una sucesion de perturbaciones
fisiologicas, las cuales en conjunto generan que la célula se vuelva maligna. La via
de sefalizacion de Akt tiene un papel muy importante en numerosos procesos que

son conocidos por ser caracteristicos de la patologia del cancer [8].

Akt es el nodo central en una via de sefalizacion que se compone de muchos
componentes; estos estan involucrados en el proceso de tumorogénesis incluyendo
las moléculas rio arriba PI3K, homodlogo de la fosfatasa y tensina (PTEN), Forkhead
Box Class O (FOXO) y factor de iniciacion eucariota 4E (elF4E). Algunas de estas
moléculas actuan como oncoproteinas (elF4E, PI3K, etc.) cuando se encuentran
activadas o sobreexpresadas, mientras que existen otras (PTEN, FOXO) que fungen
el papel de supresores de tumores, los cuales se encuentran inactivados [17,19].
Estos mecanismos estan presentes en una amplia variedad de canceres [17].
Algunos de los sustratos sobre los que actua Akt y el efecto que provocan se

muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Sustratos de PKB/Akt y los procesos celulares regulados por esta cinasa.

prevencion de su

Sustrato Akt/PKB Sitio de fosforilacion Efecto Referencias

Supervivencia

CREB Ser133 Aumento en la [8]
transcripcion de los
genes de
supervivencia
regulados por CREB.

IKK Thr23 Induccién de la [8,22]
actividad
transcripcional de NF-
kB; activacion de la
transcripcion de genes
de supervivencia.

BAD Ser136 Supresion de la [8,22]
actividad pro-
apoptética de BAD.

Forkhead family Thr24, Ser256, Ser319 | Exclusion nuclear e [18,8]

(FKHR, FKHRL1, AFX) | (FKHR). inhibicion de la

Thr32, Ser253, Ser315 | transcripcion de genes
(FKHRL1). pro-apoptoéticos.
Thr28, Ser193, Ser258

(AFX).

Pro-caspasa 9 Ser196 Supresion de la [8]
muerte celular
inducida por caspasa
9.

ASK1 Ser83 Inhibicion de cinasas | [8,22]
activadas por estrés.

Mdm2 Ser166, Ser186 Induccién de su [18,22]
importe nuclear o
sobrerregulacion de su
actividad de ubiquitina
ligasa; inhibicion de
procesos regulados
por p53.

YAP Ser127 Actua como supresor [18]
de apoptosis.

Crecimiento y progresion del ciclo celular.

GSK-3-a,-B8 Ser21 (a), Ser9 (B) Inhibicion de la [8,22]
actividad catalitica de
GSKa3.

p21, p27 Thr145 Exclusién nuclear; [8,22]
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actividad anti-
proliferativa;
progresion del ciclo
celular.

mTOR Thr2446, Ser2448 Modulacién de la [8,22]
traduccion de mRNA.

TSC2 Ser-939 and Thr-1462 | Modulacién de la [22]
actividad de mTOR.

AFX, Factor de transcripcion de la familia Forkhead Box O4; ASK1, Cinasa reguladora de sefial apoptotica 1; BAD, Promotor de muerte asociado a Bcl-2; CREB,
proteina que responde al elemento que se une al AMP ciclico; eNOS, Oxido nitrico sintasa endotelial; FKHRL1, Factor de transcripcién Forkhead en
rabdomiosarcoma tipo 1; GSK3-B, Cinasa glucdgeno sintasa 3; IKK, Cinasa kB; Mdm2, Murino doble minuto 2; mTOR, Blanco mamario de rapamicina;

NF-kB. Factor Nuclear kB. Ser, Serina; Thr, Treonina; TSC2, Proteina de esclerosis tuberosa 2; YAP, Proteina asociada a YES.

Como se menciond anteriormente, varios mecanismos contribuyen a la activacion
de esta via de sefalizacion en tumores de origen humano, incluyendo la
perturbacion de las proteinas rio arriba PTEN y PI3K [19]; PI3K es activada como
resultado de la estimulacidon ligando-dependiente de receptores tirosina cinasa,
receptores acoplados a proteinas G o integrinas. En cancer, muchos de estos
receptores de superficie estdn comunmente sobreexpresados o activados
constitutivamente, por lo que en respuesta, diferentes vias de sefializacion rio abajo

son comunmente activadas [22].

Algunos otros mecanismos incluyen la sobreexpresion de receptores de factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento epidermal en glioblastoma multiforme o
cancer de seno. En algunos casos, la activacion de Akt puede resultar de la
sobreexpresion de un receptor de factores de crecimiento wild type. En estos casos,
la abundancia de algun receptor puede permitirle a una célula tumoral volverse
hipersensible a ciertos niveles de factores de crecimiento en el ambiente. Por otro
lado, los receptores mutados pueden aumentar la activacion constitutiva de la via de

senalizacion Akt [19].

La mayor alteracion descrita que ocurre en el gen de PI3K es la amplificacién. Como
ejemplo, el gen PI3KC, el cual codifica la subunidad catalitica p110a de PI3K, esta
localizado en el cromosoma 326 y es una region que se encuentra frecuentemente
amplificada en muchos tipos de cancer. Se ha encontrado en estudios recientes la
amplificacion de PI3KC en cancer de ovario y cérvix. [8]. También se ha encontrado
la amplificacion del propio gen Akt, particularmente de Akt2 en distintos tipos de

cancer [8, 22].
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El rol tan importante que juega Akt en la transformacion y el cancer fue reforzado
con la clonacién del gen Akt 2 en 1992, y el descubrimiento de que esta isoforma se
encuentra frecuentemente amplificada y sobreexpresada en canceres de origen
humano [22]. Por lo tanto, debido a que la cascada de sefializacién de Akt se
encuentra frecuentemente desregulada en muchos tipos de cancer y en algunas
otras enfermedades, se sabe que tiene implicaciones en relacion a la agresividad de

los tumores [19].

2.2.1.2 PTEN.

Homdlogo de la fosfatasa y tensina (PTEN), también conocido como MMAC1/TEP1
(Mutated in Multiple Advanced Cancers), [23,24] fue identificado como un gen
supresor de tumores el cual ejerce una regulacién en la proliferacion y supervivencia
celular, particularmente en tejidos que son propensos a desarrollar tumores, como el
endometrio y los senos [23,24]; esta localizado en el cromosoma diez, en el locus
10923 [23], el cual se encuentra mutado [23] y en algunos casos perdido en distintos
canceres como proéstata, cerebro, y endometrio [20,24], asi como en multiples tipos
de tumores [23]. La amplia red que involucra a PTEN va desde sefales inducidas
por receptores de factores de crecimiento en la superficie celular, hasta factores de
transcripcion que actuan a nivel nuclear; esta red también interactua con otros
supresores de tumores asi como con otras vias de sefalizacion oncogénicas (como

p53), por lo que no trabaja de manera aislada, sino todo lo contrario [21].

PTEN es una fosfatasa que tiene una especificidad dual, la cual le permite
desfosforilar PIP3 para formar PIP2 [24]; ha sido caracterizada como una proteina
citosdlica la cual es reclutada en la membrana, donde desfosforila a PIP3 [26]; sin
embargo, existen resultados que demuestran que la localizacién de dicho gen esta
distribuida entre compartimentos nucleares y citoplasmaticos, o bien, en alguno de
los dos compartimentos exclusivamente. La variacién en su localizacion puede que

sea debido al tipo celular, mutaciones, entre otros [26].

La regulacion de la supervivencia celular mediada por este supresor de tumores, es
llevada a cabo a través de la via de senalizacion PI3K/Akt [24], por lo tanto la

funcion principal de PTEN es controlar la sefalizacion de PI3K [20]; En la membrana
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plasmatica, los receptores de factores de crecimiento tirosina cinasa, asi como
otras moléculas pueden activar a PI3K, la cual como se ha mencionado
anteriormente, fosforila PIP2 para generar PIP3, antagonizando de esta manera a
PTEN; el segundo mensajero PIP3 se une a moléculas las cuales contienen un
dominio PH (como Akt), permitiendo su reclutamiento a la membrana y la
subsecuente activacion de distintas proteinas. Cuando se sufre la pérdida de PTEN,
en la membrana plasmatica se acumula de manera excesiva PIP3, lo que da como
resultado el reclutamiento y activacion de proteinas de la familia de AKT y PDK1;
que como ya mencionamos, regulan muchos procesos criticos involucrados en
cancer, como la progresion celular, apoptosis, transcripcion y crecimiento celular
[21,23].

Una representacion esquematica sencilla de la via PTEN/PI3K se muestra en la

Figura 5.
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Figura5. Lared PTEN/ PI3Ky la patologia del cancer.
Imagen adaptada de M Keniry, R Parsons; Oncogene (2008).

La pérdida asi como la mutacion de este gen en distintos canceres da como lugar

una senfalizacion hiperreactiva de PI3K [20]. Por ejemplo, PTEN se encuentra
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mutado frecuentemente en el dominio fosfatasa [20]. Por lo tanto, la induccion de
PIP3 da como consecuencia progresion del ciclo celular y un aumento en la
supervivencia asi como en el tamafo celular. En el caso contrario, la sobreexpresion
de PTEN genera un arresto en el ciclo celular, una disminucién en el tamafo de las
células y apoptosis [21]. Se puede concluir entonces, que si PTEN desfosforila a
PIP3 in vivo, este gen actua como un regulador negativo de la via de sefalizacion
PI3K/Akt [25].

La mutacion de un alelo de PTEN vy la pérdida del segundo, es el mecanismo mas
frecuente en la pérdida de funcion de este gen en tumores; sin embargo se han

encontrado otros mecanismos como la metilacion del promotor de PTEN [24].

Es importante mencionar, que en estudios recientes ha sido demostrado que la via
de sefalizacion PTEN/PI3K se encarga del desarrollo normal de la vasculatura, asi
como de la angiogénesis [24]. En un reporte se encontré que, en células de cancer
de pancreas, el bloqueo especifico de PTEN incremento la secrecion de VEGF, y
moduld la migracion y proliferacion de células vasculares endoteliales por medio de
un incremento en la angiogénesis. De esta manera, PTEN es capaz de modular la
sefalizacion mediada por VEGF, asi como la angiogénesis a través de la via
PI3K/Akt/VEGF/eNOS [24].

La vasta cantidad de mutaciones asociadas a tumores las cuales ocurren en todos
los dominios de PTEN, hablan de que cada regidén estructural de este gen es
relevante fisiologicamente a la tumorogénesis asociada a este supresor de tumores
[24].

2.2.1.2.1 Regulacién de PTEN.

PTEN se encuentra expresado constitutivamente en tejidos normales; sin embargo

esta expresion se ve alterada de manera importante en diversas patologias [23].

Este supresor de tumores puede ser regulado por medio de diversos mecanismos
los cuales incluyen modificacién transcripcional y post-transcripcional, mutaciones,

patrones de unidén, localizacion subcelular , silenciamiento epigenético, entre otros.
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Todos estos contribuyen en los niveles y funciéon de esta proteina asi como en su
regulacion positiva o negativa [23,26]. Cabe mencionar que aun con mutaciones en
este gen, se retiene la funcion catalitica de PTEN parcial o totalmente, lo que
sugiere que existen mecanismos alternos que llevan a la inactivacion completa de
dicho gen [23].

PTEN también puede sufrir de silenciamiento epigenético; la metilacion del promotor
de PTEN esta presente en distintos tipos de cancer. A nivel transcripcional, PTEN
puede ser regulado por el factor de transcripcion SNAIL (o SNAI1), asi como por el
factor inhibidor de unién al DNA 1, el cual es oncogénico. Ambos inhiben su
transcripcion, ya que compiten con p53 (el cual es un activador transcripcional de
PTEN) por el promotor de PTEN. También es inhibido por NF-kB, o activado por

algunos factores como PPARYy y la proteina de crecimiento temprano (EGR1) [23].

PTEN es regulado por numerosas modificaciones post-transcripcionales que
incluyen: miRNAs, fosforilacidén, acetilacion, oxidacion y ubiquitinacion [23]. Se ha
demostrado que distintos miRNAs tienen la capacidad de promover la
tumorogénesis, asi como desoérdenes metabodlicos por medio de una baja en la
regulacion de PTEN; actualmente se estan identificando los mecanismos
moleculares por medio de los cuales los miRNAs controlan la expresion de este

supresor de tumores [23].

La estabilidad de PTEN es regulada por medio de la ubiquitinacidon [23]; esto a
través de su localizacidon subcelular. En algunos tumores, la localizacién subcelular
de esta proteina media su actividad; la exclusion de PTEN del nucleo se
correlaciona con el grado de transformacidn neoplasica, lo que sugiere que la
localizacion nuclear de PTEN ejerce cierta funcidén en la supresién tumoral [26], ya
que la ausencia de PTEN nuclear esta asociado a enfermedades mas agresivas
[23].

PTEN también se regula a través de interacciones proteina-proteina [23] por
ejemplo, algunos estudios han encontrado la interaccién entre PTEN vy la subunidad
regulatoria de PI3K,p85, como una forma de regular a la baja la via de sefializacion

PI3K/Akt , lo que evidencia que p85 puede regular dicha via de sefalizacion de
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manera positiva y negativa: por medio de la union directa a la subunidad catalitica

de PI3K, p110 y por medio de PTEN respectivamente.

2.2.1.2.2 PTEN y cancer.

La via de supresion de tumores PTEN esta comprometida en casi todos los tipos de
cancer. Hay puntos especificos dentro de la via que son blancos de alteraciones
dentro de las que se encuentran cambios en el estado de la regulacién de PTEN y
PI3K. Rio arriba de la sefializacién PI3K/PTEN, la activacion de algunos receptores
de factores de crecimiento es amplificada y activada por mutaciones; de manera
adicional, ciertos efectores de PI3K y PTEN sufren modificaciones en tipos

particulares de cancer, aunque no con tanta frecuencia [21].

La pérdida de funcién de PTEN se da en muchos tipos de tumores mediante los
mecanismos antes mencionados: mutaciones, deleciones, silenciamiento
transcripcional, inestabilidad proteica entre otros [21]. Aun cuando este gen tiene
actividad de fosfatasa en residuos de serina, treonina y tirosina, su funciéon sobre
lipidos es la que juega el papel mas importante en la supresion de tumores [26].
Estas alteraciones suceden en el desarrollo temprano o tardio de dicho tumor,
dependiendo del tejido afectado, y pueden ocurrir a través de inactivacién genética o

bien, por medio de la regulacion de la expresién de PTEN [27].

Las mutaciones somaticas en PTEN se dan en un alto porcentaje en distintos tipos

de cancer, principalmente en endometrio, piel, SNC y préstata [26].

2.2.2. Glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3).

Glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK-3, por sus siglas en inglés), es una serina
treonina cinasa que fue aislada y purificada inicialmente del musculo esquelético de
rata [28], y se encuentra expresada en tejidos de mamiferos; al inicio se le atribuyd
como unica funcion la fosforilacién y por lo tanto la inactivacion de la glucégeno
sintasa (GS), ultima enzima en la biosintesis del glucogeno, frenando de esta
manera la sintesis de glucogeno a partir de glucosa; por lo que se consideré que
esta cinasa desempenaba un papel importante en el metabolismo [28,29]. Hoy en

dia, se conoce que tiene multiples funciones como la division celular, renovaciéon de

20




células madre, apoptosis, diferenciacion celular, supervivencia celular, motilidad,
transcripcion, accion sobre la insulina, entre otros [29], gracias a que regula la
actividad de factores de transcripcion y la produccion de mediadores de la

inflamacion [30].

GSK-3 es una importante enzima regulatoria en muchas patologias y desérdenes,
como cancer y envejecimiento celular (células madre cancerigenas, control de
pluripotencia y diferenciacién celular); desérdenes metabdlicos (patologias del
corazén, aterosclerosis, diabetes); desdrdenes inmunoldgicos y neuroldgicos
(desorden bipolar, Alzheimer, esquizofrenia, trastornos de estado de &nimo,
Parkinson, esclerosis amiotréfica lateral (ALS)), entre otros [28]. Se encuentra
abundantemente en el sistema nervioso central (SNC), particularmente en el
hipocampo, y juega un papel importante en canceres resistentes a radio, quimio o

terapias dirigidas [29].

Existen principalmente, dos isoformas de GSK3, las cuales son codificadas por dos
genes diferentes en humanos: GSK3A, que codifica a GSK-3a, (51 kDa) y GSK3B,
el cual codifica a GSK-3B (47 kDa); estos genes estan localizados en los
cromosomas 19g13.2 y 3q13.3 respectivamente. Existe una tercer isoforma,
producto del splicing alternativo de GSK-33, y que lleva por nombre GSK-3[32; esta

isoforma contiene un inserto de 13 aminoacidos en el dominio catalitico [29,31].

GSK-3a y GSK-3B comparten 98% de la secuencia en sus dominios cinasa, pero
36% de identidad en el extremo carboxilo. Se considera que tanto GSK-3a como
GSK-3pB estan activas en células no estimuladas vy tienen preferencia por sustratos
que han sido previamente fosforilados (por otras cinasas) primed substrates [28] y
actuan sobre una serina o treonina localizada alrededor de una secuencia consenso
de 5 aminoacidos de la forma “serina/treonina-X-X-X-serina/treonina-P”; la primer
serina o treonina en este motivo es el residuo que puede ser fosforilado por GSK3,
X puede ser cualquier aminoacido y la ultima serina o treonina-P es el residuo
previamente fosforilado [30] . Las cinasas GSK-3 fosforilan mas de 40 proteinas

incluyendo aproximadamente 12 factores de transcripcion [28].
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A pesar de que estas isoformas son similares respecto a estructura y comparten
algunas moléculas blanco, presentan diferentes funciones fisiolégicas tejido-
especificas, asi como distintos patrones de expresién, especificidad y preferencia
por ciertos sustratos [28,31]. Ambas isoformas se asocian con diferentes
compartimentos celulares o complejos proteicos con la finalidad de desempefiar
distintas funciones por medio de la integracién de estimulos rio arriba con sustratos

especificos que varian en el sitio o la via de sefalizacién a la que pertenecen [31].

Cabe recalcar que una isoforma no puede compensar la pérdida de la otra, ya que
ratones a los cuales se les hizo un knock-out de la isoforma GSK3-B murieron
aproximadamente al dia 15 del desarrollo embrional debido a apoptosis hepatica;
los ratones con un knock-out en la isoforma GSK3-a vivieron pero presentaron un
aumento en la glucosa y también en la sensibilidad a insulina, asi como

anormalidades en el desarrollo metabdlico y neuronal [28].

2.2.2.1 Funciones bioquimicas/ procesos regulados por GSK-3.

GSK-3 se encarga de fosforilar una gran variedad de proteinas que estan
involucradas en distintos procesos celulares [32], a continuacién se mencionan
algunos. Ademas de inhibir a la glucégeno sintasa (GS), GSK-3 también inhibe la
sefializacion de insulina por medio de la fosforilacion de proteinas sustrato del

receptor de insulina 1y 2 (IRS-1, IRS-2 por sus siglas en inglés) [29].

La actividad apoptética o pro-apoptética de diversas moléculas también se ve
influenciada por GSK3, ya que estabiliza la expresién de varios miembros de la
familia antiapoptética de Bcl-2. Por ejemplo, la expresién de Bcl-2 es inhibida de

forma indirecta por GSK3- por medio de la fosforilacion [28].

También controla la diferenciacion celular y la reproduccion mediante su accién
sobre la via de senalizacion Wnt [29] por medio de la regulacién de los niveles de -
catenina (molécula envuelta en el desarrollo normal asi como en la progresion del
cancer) mediante su fosforilacion [28] lo cual limita la translocacion nuclear y por
consiguiente su actividad promoviendo su degeneracién por medio de la protedlisis
dependiente de proteasoma [29,33]. GSK3 actua como supresora de tumor

conteniendo la sefalizacion Wnt—3-catenina [29,33].
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GSK-3 también tiene efectos de forma tanto directa como indirecta sobre la
proliferacion celular por medio de la regulacién de la actividad de distintos factores
de transcripcion, lo que lleva a un control en el crecimiento celular. Muchas veces
estos factores de transcripcion estan involucrados en cancer, incluyendo la proteina
activadora 1 (AP1), y c-Myc [28]. GSK-3 fosforila a c-Myc en residuos de serina y
treonina [28], o que causa la degradacion de dicha proteina y la consecuente
disminucién en la transformacion y crecimiento celular. Myc es una familia de
factores de transcripcién encargados de regular el crecimiento y diferenciacion
celular, incluyendo al integrante c-Myc. Estas proteinas se unen al DNA para poder
modificar la transcripcion de genes, un proceso que cuando se encuentra
desregulado lleva al desarrollo de cancer [32]. GSK3 también regula la actividad de
otros factores de transcripcion, como Snail (que también participa en la via de
sefalizacion Wnt) y NF-kB, entre otros. GSK3-f tiene la habilidad de fosforilar a NF-
kB promoviendo su degradacion proteosolica [28].

GSK3 puede también modificar la actividad de proteinas relacionadas con la
traduccion de RNA. Debido a estos procesos y a muchos otros, GSK3 tiene la
capacidad de actuar sobre muchas moléculas envueltas en una amplia variedad de
eventos de regulacion. En la mayoria de los casos, como se puede observar, GSK3
actua como un inhibidor de la activacion transcripcional [32]. Un breve resumen de
la senalizacion GSK3 se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Representacion de GSK-38 y las proteinas que provocan su inhibicion.
Imagen adaptada de Atkins, et al.Journal of Clinical Neuroscience ,2013.
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2.2.2.2 Regulacion de GSK-3.

GSK-3 alfa y beta son altamente conservadas y estan expresadas constitutivamente
en condiciones basales; su fosforilacibn da como lugar una disminucion en su
actividad [28,30]. Las isoformas de esta cinasa son reguladas por diversos
estimulos y vias de sefalizacion [28] a través de: 1) multiples modificaciones post-
traduccionales que incluyen fosforilaciones, y 2) su localizacion e interaccion con
proteinas reguladoras asi como con complejos multiproteicos [30,31]. Como
ejemplos se puede mencionar la fosforilacion de la serina N-terminal (a-21/3-9), la
cual lleva a la inactivacion de la cinasa o la fosforilacion en tirosina (a-279/3-216)
dentro del dominio catalitico protagonizada por si misma, que lleva a la activacion
de esta molécula [31]; dichas fosforilaciones pueden ser mediadas por cinasas
como Akt, PKA y PKC [29].

Por ejemplo, la sefalizacion generada por la insulina da como resultado la
activacion de Akt y como consecuencia la fosforilacion e inactivacion de GSK-33

(S9) y GSK-3a (S21) [29]. También otros factores de crecimiento, como el factor de
crecimiento epidermal (EGF), y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), entre otros, inducen la fosforilacion de ambas isoformas; por lo tanto, la
actividad de GSK3 suele ser bloqueada después de la exposicién a factores de
crecimiento o mitdbgenos, asi como receptores de interleucinas [28,30]. Es
importante mencionar que la fosforilacién de GSK3-f en el residuo S9 esta asociada

con muchas condiciones patoldgicas, incluido el cancer [28].

La mayoria de los estudios se han centrado en GSK3-B, sin embargo algunos
estudios han demostrado el papel que juega la isoforma GSK3-a en la resistencia a

farmacos y en células madre cancerigenas [28].

2.2.2.3 GSK3 y el cancer.

GSK3 es un punto de convergencia en muchas vias de sefializacién las cuales
participan en procesos fisioldgicos tales como ciclo celular, desarrollo,
diferenciacion, motilidad, adhesion, inflamacion celular y funcién microtubular. Se

ha demostrado que esta habilidad de afectar directa o indirectamente estos
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procesos es debida a la capacidad de modificar post-transcripcionalmente a ciertos
factores de transcripcién por medio de la fosforilacién de sitios especificos de
consenso en residuos de treonina o serina; Por lo que la desregulacion de esta
proteina esta involucrada en la iniciacion y progresién de muchos tipos de cancer
[30].

Con base en una gran cantidad de evidencia, se sugiere que la actividad alternada
de factores de transcripcion y la expresion de una gran cantidad de mediadores de
la inflamacién, juega un papel crucial en la transformacién neoplasica y en la
tumorogénesis de varios tipos de cancer; ya que la activacién de diversos factores
de transcripcion tiene como consecuencia la expresion de genes anti o pro-
tumorogénesis que estan involucrados en las distintas etapas del desarrollo del
cancer, estos genes controlan el ciclo celular y la apoptosis. Los mediadores de la
inflamacion pueden ejercer sus efectos en la tumorogénesis de manera directa o por

medio de la modificacién de la actividad de factores de transcripcion [30].

Debido a que GSK-3 tiene participacion en la via de senalizacion de Wnt, tiene un
efecto directo en el control de la regulacion del ciclo celular y por lo tanto de la

proliferacion celular [29].

Aun cuando GSK-3 tiene un papel importante en el desarrollo del cancer, después
de muchos afios de investigacion, la participacion de esta cinasa en dicha patologia
sigue siendo controversial y compleja [28]. Existe evidencia de que GSK3- tiene un
papel ambiguo, ya que puede promover y también suprimir el desarrollo de tumores
[29].

GSK-3 puede tener efectos positivos en la proliferacion celular y puede encontrarse
sobreexpresada en tumores de distintos canceres, como colon, pancreas, ovarios e
higado [28]; por ejemplo, GSK-3} esta altamente expresada en cancer colorrectal y
también esta involucrada en la supervivencia celular mediada por NF-kR en cancer
de pancreas. Cuando la expresién de esta cinasa se inhibe, se observa una
supresion en la angiogénesis y el crecimiento celular, asi como una disminucion en
los niveles de Bcl-2 y de VEGF en células a las cuales se les indujo un knock-down
de GSK3-f [28].
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Sin embargo, GSK-3 también puede ser supresor de tumores. Esto debido a que,
como se menciond anteriormente, puede suprimir la via de senalizacion Wnt-3
catenina por medio de la fosforilacion de dicha catenina, dando como resultado su
degradacion proteica. Se ha demostrado que la sobreexpresion de GSKS3-R
aumenta la quimiosensibilidad, promueve el arresto del ciclo celular y reduce la
tumorigenicidad de cancer de seno [28]. En algunos estudios de cancer de prostata,
se observd una disminucién de tumores debido a que esta cinasa fue capaz de
inhibir el receptor de andrégeno, el cual se encarga de estimular el crecimiento
celular en dicho cancer [29]. Con toda esta evidencia, se cree que debe existir un
delicado equilibrio de GSK-3, el cual le permite funcionar como supresor o inductor

de tumores [28].

Recordemos que GSK3 puede influir en el proceso de inflamacion. La inflamacion
es un proceso fisiolégico fundamental que consiste en una respuesta primaria del
hospedero frente a agentes estresores, como una infeccién o dafo a tejidos con la
finalidad de mantener la homeostasis. Una larga cantidad de estudios han
comprobado la relacion que existe entre la inflamaciéon y la tumorogénesis,
reiterando la participacion de la inflamacion en la iniciacion, el crecimiento y la

metastasis de tumores [30].

La inflamacion cronica es capaz de: 1) iniciar cancer gracias a la generacioén de
estrés genotdxico; 2) promover el cancer por medio de la induccion de proliferacion
celular; y 3) acelerar el desarrollo del cancer al aumentar la invasion de tejidos y
angiogénesis. Aproximadamente, mas del 25% de los canceres en humanos son
causados por inflamacién; enfermedades inflamatorias dependiendo los 6rganos
pueden predisponer a la iniciacidén y desarrollo de distintos tipos de cancer [30]. Esta
asociacion entre carcinogénesis e inflamacién ha sido observada en pulmon,
ovarios, prostata, higado, y especialmente en érganos gastroenterolégicos, como el

cancer de esoéfago [28,30].

GSK3 juega un papel importante en la regulacién de las respuestas inmunitarias
innata y adaptativa; la inhibicion de GSK3-R es capaz de suprimir la respuesta

inmunoldgica innata por medio de: a) la reduccion en la produccion de IL-1R3, IL-6,
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factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-12; y b) el aumento de IL-10, receptor
antagonista de IL 1 (IL-1Ra), interferon 3 (IFN-B), entre otras. Respecto a la
inmunidad adaptativa, GSK3 tiene la capacidad de regular la proliferacién de
células T [30].

Las citocinas, producidas por células inmunolégicas que son estimuladas y
activadas, son componentes importantes en la relacion que existe entre el desarrollo
del cancer y la inflamacion, ya que estos compuestos pueden activar una serie de
cinasas intracelulares; en consecuencia se activan diferentes factores de

transcripcion (como NF-kB3, AP-1), lo cual promueve el desarrollo de tumores [30].

Es importante mencionar, que todas estas citocinas inflamatorias pueden actuar ya
sea para promover la iniciacion de tumores, o bien para suprimir el crecimiento del
tumor. Este fendmeno puede que se deba al tipo de células que generan las
citocinas, el estimulo que esta recibiendo la célula, y el tiempo de produccion de

dichas sustancias respecto a la progresion del tumor [30].

Un ejemplo es el factor necrético tumoral (TNF). Esta citocina es capaz de inducir la
produccion de otras moléculas (como IL-8, IL-1) y factores citotoxicos (como NO,
ROS), las cuales pueden mediar la supresion de tumores; en contraste, también se
ha reportado que TNF puede tener efectos de promociéon de tumores [30].
Diferentes estudios han reportado que la supresion de GSK-3 inhibe la transcripcion
mediada por NFKR. Ya que después de la estimulacion del TNFa, GSK3-R es
necesaria para la respuesta de supervivencia mediada por dicho factor de
transcripcion; en este caso, GSK3 aumenta la produccibn de moléculas
inflamatorias y promueve la migracion celular [29]. La concentracién y el tiempo en
el que se produce TNF durante el desarrollo del tumor, altera de manera crucial las
propiedades de dicha citocina, para poder presentar un efecto pro- o anti-
tumorogénesis [30]. Un resumen del efecto de GSK3 en la inflamaciéon se muestra

en la Figura 7.
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Figura 7. La activacién de GSK3f induce una respuesta inflamatoria.
Imagen adaptada de Gao S, et al. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2014

1.3 Factores de crecimiento en carcinogénesis.

Los factores de crecimiento son polipéptidos de bajo peso molecular los cuales no
sbélo promueven la proliferaciéon celular, sino también funcionan como reguladores
de la diferenciacion y division celular asi como del desarrollo embrional [34,35] y la
homeostasis de distintos tejidos por medio de mecanismos paracrinos y/o
autocrinos. Sin embargo, también estan involucrados en diferentes condiciones
patolégicas, como algunas infecciones, inflamacion y tumorogénesis. La expresion
de estos factores puede dar como consecuencia la progresion tumoral y metastasis
a través de diversos mecanismos, en los cuales esta incluida la proliferacion celular,

supervivencia e invasion [35].

Estas moléculas son producidas por aparentemente todas las células y se unen a

distintos receptores expresados en las mismas. La union altamente especifica de
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estos factores a receptores de membrana determinados (y en algunas ocasiones
receptores nucleares) dispara la activacion de numerosas senales de transduccion
complejas que dan como lugar la transcripcion génica y la modulacion de funciones
celulares; debido a que son importantes reguladores del crecimiento y proliferacion
celular por medio de la activacion de distintas vias de sefalizacion, también son

promotores del crecimiento tumoral [34].

Las células tumorales pueden liberar una variedad de factores de crecimiento,
incluidos aquellos que promueven el crecimiento masivo, la proliferacion, inducen la

migracion celular, aumentan la transformacion, etcétera [36].

De manera muy general, los factores de crecimiento los cuales actuan como
ligandos, se unen a receptores de membrana que normalmente tienen actividad de
tirosina cinasa en su dominio intracitoplasmatico; una vez unidos, los receptores
forman homo y heterodimeros, lo que lleva a la activacion de los dominios tirosina
cinasa y a la autofosforilacién de residuos especificos en la porcion citoplasmatica
del receptor, lo que da lugar a la activacion de diferentes componentes de vias de

sefalizacion para llevar a cabo funciones celulares especificas [34].

A continuacion se enlistan en la siguiente tabla algunos de los factores de

crecimiento involucrados en el proceso de cancer (Tabla 2):

Tabla 2. Factores de crecimiento, receptores, funciones generales y ocurrencia en tumores. Tabla
adaptada de Halper J.Vet Pathol. 2010 [34]

Familia Factor de Receptor Tipo de Algunas Tumores*
crecimiento receptor funciones
EGF EGF EGF-R, Tirosina proliferacion Sobreexpresio
erbB2, cinasa celular, n de EGF-R
HER2/neu angiogénesis. | en carcinomas
TGFa Tirosina Promotor de
cinasa tumores,
proliferacion
celular y
desarrollo
embrional.
TGFB TGFB1-3. Serina- Mitégenos, Sarcomas,
treonina promotor de | carcinomas, la
TBR-1a lll cinasa, apoptosis mayoria  de
Sistema (dependiendo | los tumores
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Smad.

el tejido),
inmunosupres
or, formacion
ECM.

BMPs Desarrollo de
hueso.
Inhibina, Pituitaria,desa
activina rrollo genital.
IGF IGF-I IGF-IR,  ros, | Tirosina Mitégeno, Tumores de
BPs. cinasa agente anti | seno, colon,
apoptotico. cerebro.
IGF-II IGF-IR, IGF-
2R.
Granulinas progranulina. | aun no | Desconocido. | Mitdégeno Carcinomas.
definido. epitelial,
reparacion de
tejidos,
funcién
cerebral.
FGF FGF1, FGF2. | FGF-R1-4 Mitégenos, Carcinomas.
(transmembra | Tirosina potentes
nales), FGF- | cinasa, sitios | inductores de
FGF7. R5 (soluble). | nucleares. angiogénesis,
desarrollo
embrional.
PDGF/VEGF PDGF-AB,- PDGF-Ra, Tirosina Reparacion Leucemias,
AA, -BB, C y | PDGF-RB. cinasa. del  sistema | sarcomas,
D. vascular, gliomas.
mitégeno.
VEGFA-E, VEGFR1,2,3. | Tirosina Angiogénesis. | Angiogénesis
PIGF. cinasa . tumoral.

EGF, factor de crecimiento epidermal; TGF, factor de crecimiento transformante, ECM, matriz extracelular; BMP, proteina morfogenética de hueso;tor de crecimiento derivado de plaquetas; IGF, factor de

crecimiento tipo insulina; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; BPs, proteinas de unién; PIGF,
factor de crecimiento de placenta; *Tumores por familia, no por factor de crecimiento.

2.3.1. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

La angiogénesis, es el proceso por medio del cual los capilares surgen de vasos

sanguineos preexistentes; dicho proceso esta altamente regulado por un gran

numero de factores pro y anti apoptoticos. Las células tumorales requieren

necesariamente del suministro de nuevos vasos sanguineos para promover su

crecimiento y de esta manera, facilitar el proceso de metastasis [37].

La molécula pro-angiogénica mejor caracterizada es el Factor de crecimiento

endotelial vascular, o VEGF (por sus siglas en inglés); el cual fue identificado y

aislado como un mitégeno especifico de células endoteliales que tiene la capacidad
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de inducir angiogénesis fisiologica y patolégica [38]. VEGF es una glicoproteina
homodimérica con un peso molecular de 45 kDa. La familia de VEGF’s esta
compuesta de 5 integrantes: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD vy el factor de
crecimiento de placenta (PGF) [39]. Estos son secretados como proteinas
glicodiméricas [37], y difieren en su patron de expresion, en la especificidad del
receptor y en sus funciones biolégicas. VEGFA, también llamado simplemente
VEGF, tiene multiples variantes, producto del splicing alternativo, y son distintos en

la especificidad del receptor y en su funcion [38].

VEGF-A es considerada la isoforma de VEGF mas relevante fisiolégicamente en
términos de angiogénesis y biologia endotelial [40]. Los efectos fisiologicos de
VEGF pueden darse gracias a la unién de este factor a dos receptores homadlogos:
receptor VEGFR-1 ( también llamado Flt-1) y receptor VEGRF-2 (KDR); estos

receptores son expresados en células vasculares endoteliales [7].

VEGF-B se une principalmente al receptor VEGFR1. Esta isoforma produce
angiogénesis de forma muy leve en la mayoria de los tejidos, excepto en el corazon,
donde tiene un papel importante en angiogénesis miocardica. VEGF-B también tiene
gran participacion en la regulacion de la captura de acido graso endotelial, y como
resultado puede ser un buen blanco terapéutico para el tratamiento de la diabetes.
Las isoformas VEGF-C y VEGF-D se unen al receptor VEGFRS3 y juegan un papel
importante en la linfangiogénesis; VEGF-D puede también unirse al receptor
VEGFR2 vy activar las vias de sefializaciéon ERK y Akt para inducir angiogénesis.
PGF activa al receptor VEGFR1, aunque todavia existen dudas de que esta
isoforma pueda estimular la angiogénesis, existen estudios que muestran que PGF
puede regular la efectividad de VEGF-A [40].

2.3.1.1 Receptores de VEGF y su internalizacion.

El hecho de que la sefalizacién generada por VEGF contribuye a las funciones de
las células tumorales implica que dichas células expresan receptores de VEGF
especificos que median dicha senalizacion. Los receptores clasicos de este factor
de crecimiento son los receptores tirosina cinasa VEGFR1, VEGFR2 y VEGFRS3.
Anteriormente se creia que la expresion de estos receptores era exclusiva de

células endoteliales, sin embargo hoy en dia se sabe que la mayoria de estos
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receptores estan expresados en muchos tipos de tumores y que su expresion esta
relacionada con parametros clinicos. No obstante, es importante mencionar que
VEGFR2 es el principal receptor que media la sefalizacion de VEGF en células

endoteliales y que genera angiogénesis [38].

Los receptores VEGF experimentan dimerizacion inducida por ligando; esto dispara
la transduccion de senales debido a la fosforilacion de dicho receptor y el
subsecuente reclutamiento de mediadores especificos rio abajo de esta via de
transduccion [7]. Los tres receptores poseen un dominio extracelular (ECD) el cual
esta conformado por 7 dominios tipo inmunoglobulina, un unico dominio hidrofébico
membranal (TM) y un dominio citoplasmatico el cual consta de un dominio catalitico;
este ultimo es interrumpido por una regién no catalitica, llamada “inserto cinasa”

(KI), como se muestra en la Figura 8 [41].
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Figura 8. VEGF, ligandos y receptores.
Imagen adaptada de Zachary I, Gliki G.Cardiovasc Res. 2001.
Es importante mencionar que existe una forma alternativa del receptor VEGFR1
producto del splicing alternativo; dicho receptor se encuentra en forma soluble, y se
sabe que es capaz de aislar VEGF y evitar que este se una a VEGFR2, regulando

de esta manera la senalizacion del receptor VEGFR2 [38].

Debido a que algunas células tumorales carecen de la expresiéon de uno o mas
receptores tirosina cinasa (RTK’s) pero responden a sefales paracrinas o

autocrinas, puede hacerse la suposicion de que existen otros tipos de receptores
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que de alguna manera contribuyen o medien la sefalizacion de VEGF en éstas
células. Esto se sabe, porque se ha encontrado que la sefalizacion rio abajo de
VEGF en células tumorales es mediada tanto por receptores RTK’s como por
neutrofilinas (NRPs) [38].

La razdn por la cual las NRP’s juegan un papel tan importante, es porque tienen la
habilidad de interactuar con los RTK’s y por lo tanto pueden influenciar la funcion de
estos receptores. Las neutrofilinas son glicoproteinas transmembranales que
pueden funcionar como receptores de VEGF, las cuales son expresadas en células
tumorales. Estas glicoproteinas forman complejos con los RTK's de VEGF
(principalmente con VEGFR1 y VEGFR2) aumentando su afinidad por VEGF [38],
y funcionando como co-receptores ya que carecen de la capacidad de generar una
sefializacion intrinseca. Las neutrofilinas fueron identificadas inicialmente como
receptores neuronales, participando en el desarrollo del sistema nervioso. En afos
recientes, se ha confirmado que las NRPs tienen un papel importante en la

iniciacion y progreso de un tumor [38].

Una vez que ha sido estimulado por VEGF, el receptor VEGFR2 se internaliza. Se
cree que este acontecimiento sucede con la finalidad de terminar la senalizaciéon de
dicho receptor; no obstante, recientes estudios sugieren que este es un proceso
altamente controlado, el cual no solamente determina la sensibilidad de las células
endoteliales a VEGF sino que también puede tener un impacto en la via de
sefalizacion que sea activada. Los mecanismos encargados de regular la
internalizacion de este receptor son ampliamente estudiados, pero aun siguen sin
entenderse del todo, ya que el efecto que presenta VEGF respecto a la estabilidad
del receptor sigue sin resolverse. Sin embargo, varios estudios han propuesto que la
estimulacién por un periodo largo (2h) con VEGF resulta principalmente en la
degradacion de la mayor parte del receptor VEGFR2. Se tiene reportado que la
activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt dada por VEGFR2 ocurre

principalmente en la membrana celular [40].

33




2.3.1.2 VEGF y sefalizacion autocrina.

En la mayoria de estudios que han evaluado la sefalizacién de VEGF en células
tumorales, han catalogado esta sefializacidn como autocrina (la célula responde a
sustancias que ella misma libera), aun cuando la sefializacién paracrina (las
moléculas de sefializacion liberadas por una célula afectan Unicamente a células
blanco que estan a una proximidad cercana) esta presente. Este es uno de los
descubrimientos mas importantes de VEGF, ya que este tipo de sefalizaciéon
contribuye en muchos aspectos de la tumorogénesis, principalmente en la funcion

de las células cancerigenas, independientemente de la angiogénesis [38].

Esta afirmacion esta basada en que VEGF y sus receptores son expresados en
células tumorales; de esta manera VEGF puede funcionar como un factor tanto
paracrino como autocrino, dando como resultado una retroalimentacion positiva para
un efecto directo en las células tumorales (Figura 9) [7]. Dichas células dependen de
este tipo de senalizacion para mantener la autosuficiencia o la autonomia, ya que
promueve la de-diferenciacion con un aumento en la invasién y supervivencia
tumoral, facilitando también las funciones de células cancerigenas, lo cual es de
gran relevancia en canceres que son bastante agresivos y en la biologia de dichas
células. De hecho, la sefnalizacion autocrina de VEGF es caracteristica de los
canceres mas agresivos incluyendo aquellos carcinomas que estan pobremente

diferenciados [38].
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Figura 9. Células que secretan VEGF y su funcién en tumores.
Goel HL, Mercurio AM. VEGF targets the tumour cell. Nat Rev Cancer. 2013.
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2.3.1.3 VEGF en angiogénesis.

La expresion del gen de VEGF es regulada positivamente por una serie de factores,
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento epidermal (EGF), el
factor de crecimiento tumoral (TNF), el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) y la interleucina 1 (IL-1) [7].

Otro inductor importante de VEGF es la hipoxia [7]; la cual induce la dimerizacion
del factor de transcripcion “factor inducible por hipoxia subunidad alfa (HIF-a) y su
union al elemento de respuesta a hipoxia en el promotor del gen VEGF, estimulando
la produccion de dicho factor y consecuentemente la angiogénesis [7,41]. El
fendmeno de hipoxia también promueve la sefializacidén autocrina en células
tumorales y se ha observado que las células tumorales agresivas presentan una

transcripcion sostenida de HIF [38].

El evento inicial de la transcripcidén y secrecion de HIF-a que protagoniza el tumor
creciente, da lugar a una regulacion positiva y consecuente activacion de receptores
de factores de crecimiento. Esto da como resultado: germinacién o brote endotelial;
un aumento en la permeabilidad vascular; la expresion de matriz metaloproteinasas
(MMPs) y posteriormente la digestion de la matriz, la cual es necesaria para que las
células endoteliales y células de soporte puedan moverse. Este acontecimiento
tiene como consecuencia la extension de vasos sanguineos, un aumento en la
integridad capilar y la formacién de una red vascular. El factor de crecimiento VEGF

juega un papel fundamental en los primeros eventos de este proceso [37].

La vasculatura del tumor es aberrante, o que da lugar a una heterogeneidad del
microambiente del tumor, con una variacion en la concentracion de oxigeno,
factores nutricionales y productos de desecho metabdlicos. Por lo tanto, la
angiogénesis tumoral es el resultado de un desbalance entre factores pro-

angiogénicos, como VEGF, y factores anti-angiogénicos, como la angiostatina [39].
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2.4 Via de senalizacion PI3K/Akt, VEGF y angiogénesis.

Esta via de sefalizacion es el mecanismo principal por medio del cual VEGF
presenta efectos anti-apoptéticos en células endoteliales. La activacion de la
molécula PI3K se da inmediatamente después de la union de Shb (SH2 Domain
Containing Adaptor Protein B, proteina adaptadora que interactia con receptores
tirosina cinasa iniciando una respuesta celular que depende del estimulo dado por
algun factor de crecimiento (Genecards; Holmqvist et al.) con el residuo Tyr 1115
fosforilado de VEGFR2. Cabe recalcar que el mecanismo de activacion de PI3K
dado por Shb todavia no esta claro, pero puede que involucre la activacion a través
de su fosforilacion, en la subunidad regulatoria de PI3K p85, lo que libera la
subunidad catalitica de PI3K “p110”, la cual como consecuencia fosforila a PIP2,
para producir PIP3. Posteriormente la sefalizacion continua como se ha
mencionado antes; PIP3 se une directamente a Akt provocando que se ancle a la
membrana, donde es fosforilada por PDK1. Esto permite que Akt pueda activar
diferentes vias de sefalizacion en estas células endoteliales relacionadas

principalmente con supervivencia celular y produccién de éxido nitrico [40,41].

Dentro de las cascadas de sefalizacion que son activadas por Akt se encuentran
aquellas envueltas en supervivencia endotelial a corto o largo plazo; Akt fosforila de
manera directa y por lo tanto inhibe las proteinas pro-apoptéticas Bad, caspasa 9 y
el factor de transcripcion FOXO (familia Forkhead). Cuando Bad es fosforilada, no
puede unirse a Bcl-2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2, proteina anti-apoptdética), la cual se
une a Bax/Bak, previniendo la formacién de poros en la membrana mitocondrial y la
subsecuente difusion al exterior de citocromo C, que inicia la cascada de caspasas.
Se especula que la supervivencia a largo plazo es mediada por una regulacion
positiva de proteinas encargadas de inhibir la apoptosis, principalmente Bcl-2,
survinina y XIAP (inhibidor de proteinas ligado al cromosoma X) como se muestra
enla Figura 10 [40,41].

También, PI3K/Akt induce angiogénesis ya que Akt tiene la capacidad de fosforilar
la sintasa de oxido nitrico epitelial (eNOS), en el residuo de serina 1177 (Figura 12) ,
lo que promueve la inducciéon de 6xido nitrico (NO); esta fosforilacion es requerida

para la migracién y adhesion endotelial inducida por VEGF [39,40] ya que dicho
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oxido afecta la adhesion focal (un tipo de contacto adhesivo entre una célula y la
matriz extracelular a través de la interaccion de proteinas transmembranales con
sus ligandos extracelulares; este contacto ancla a la célula al sustrato y media la
sefalizacion tanto bioquimica como mecanica) [9,40]. Es importante mencionar que
la activacion de Akt dada por VEGF en células endoteliales es dependiente de la
unién e integridad de la matriz extracelular, ya que esta integridad es necesaria para

que los factores de crecimiento activen Akt y mantengan la viabilidad celular [9].

Aun cuando la hipoxia es el estimulo primario para la regulacién a la alta del factor
de transcripcion HIF-1a, la activacion del receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGFR) asi como la via de sefializacion PI3K/Akt, pueden contribuir a un
aumento en HIF-1a, lo que tiene como consecuencia una aumento en la expresion
de VEGF. Esta via de sefalizacion aumenta los niveles proteicos de HIF-1a sin
alterar los niveles de mRNA de dicho factor de transcripcion, esto indica que lo que
aumenta presuntamente son los niveles de traduccion de HIF-1a, promoviendo la

angiogénesis (Figura 11) [39].

La sefalizacion de VEGF afecta de manera considerable la funcién tumoral, esto es
independiente de la angiogénesis y permeabilidad vascular promovidas por VEGF;
se ha comprobado que la senal autocrina de VEGF en las células tumorales puede
promover el crecimiento, supervivencia, migracion e invasion de células
cancerigenas; y que estos acontecimientos estan mediados por vias de sefializacion

como PI3K/Akt como se muestra en la Figura 12 [38].
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Figura 10. Supervivencia celular y apoptosis mediadas por VEGF.
Imagen adaptada de Zachary I, Gliki G. .Cardiovasc Res. 2001
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Figura 11. Via de senalizacion PI3K/AKT/mTOR en angiogénesis.
Imagen adaptada de Karar J1, Maity A.Front Mol Neurosci. 2011
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Figura 12. Activacion del eje PI3K-Akt en células endoteliales.
Imagen adaptada de Shiojima I, Walsh K. Circ Res. 2002

2.5 Terapias de uso clinico dirigidas a la via de senalizacion PI3K/AKkt.

Diversas alteraciones en las vias de sefializacion dan como resultado proliferacion

celular incontrolada, supervivencia, invasion y metastasis, las cuales son

caracteristicas y también son la base del proceso de carcinogénesis. La via de

sefalizacion PI3K/Akt es critica para la fisiologia normal en los seres humanos, y la

alteracion en su regulacién lleva a la generacion de muchos tipos de cancer; por

esta razén, Akt es una molécula blanco bastante atractiva para la generacion de

farmacos dirigidos contra ella [15].
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Inhibidores de proteinas que estan involucradas en la via de sefalizacion PI3K/Akt
han estado en desarrollo por algun tiempo, y algunas de estas moléculas se
encuentran actualmente en ensayos clinicos. Estos inhibidores utilizados por si
solos o en combinacidon con terapias existentes, permiten explotar la activacion de
dicha via de senalizacion dentro de las células cancerigenas y/o aumentar la

eficacia de los agentes quimioterapéuticos [8].

La inhibiciéon de Akt por si sola, o bien, en combinacién con quimioterapéuticos
estandares puede reducir el evento de apoptosis y matar preferentemente a las
células cancerigenas. EIl desarrollo de inhibidores especificos y potentes permite
que esta hipdtesis sea probada en animales. La mayoria de estas moléculas son
inhibidores ATP competitivos, los cuales tienen poca especificidad; analogos de
fosfatidilinositol (PI), los cuales aun cuando inhiben a Akt también pueden presentar
problemas de especificidad (ya que otras proteinas también tienen el dominio PH),
asi como baja biodisponibilidad; existen de igual manera inhibidores los cuales
tienen como blanco moléculas rio arriba o rio abajo de Akt, los cuales se ha
demostrado que tienen la habilidad de revertir el fenotipo de las células
cancerigenas que expresan una alteracion en Akt [16]. Los distintos tipos de

inhibidores clinicos se presentan en la Figura 13.
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Figura 13. Inhibidores terapéuticos dirigidos contra Akt asi como a reguladores rio arriba y abajo de
la via de sefializacion.

Imagen adaptada de Cheng JQ et al. Oncogene. 2005
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2.5.1 Inhibidores rio arriba de PI3K/Akt.

2.5.1.1 Inhibidores de PDK1.

PDK1 (phosphoinositide- dependent kinase-1, en inglés) es una serina treonina
proteina cinasa capaz de fosforilar y activar un numero considerable de proteinas
pertenecientes a la superfamilia de cinasas AGC. Los tres miembros de Akt fueron
los primeros sustratos de PDK1 identificados y caracterizados. PDK1 fosforila el
‘nudo” de activacion de Akt (también llamado el T-loop) en el residuo Thr308, el
cual es el que regula principalmente la activacion de Akt; por esta razén, un inhibidor

de PDK1 podria bloquear significativamente la activaciéon de dicha cinasa [16].

Existen cuatro potentes inhibidores de PDK1: BX-795, BX-912 ,BX-320 (Feldman et
al. 2005) y UCN-01 (Sato et al. 2002) que actuan a concentraciones nanomolares;
se reportd que estos inhibidores bloquean la senalizacion Akt/PDK1 en una variedad
de células tumorales, resultando en la inhibicion de proliferaciéon celular y la

induccién de apoptosis [16].

2.5.1.2 Inhibidores de PI3K.

Fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K) constituye una familia de lipido cinasas
caracterizadas por su capacidad de fosforilar el grupo 3°-OH en los inositol
fosfolipidos [15].

La disrupcion de la via de sefalizacién PI3K/Akt ha sido blanco de dos inhibidores
de PI3K: wortmanina y LY294002 [16]. La wortmanina es un metabolito fungico y es
un inhibidor dirigido a PI3K tipo I; tiene actividad antitumoral en estudios in vitro e in
vivo; lo que hace esta molécula es inhibir la actividad de PI3K por medio de la union
covalente a residuos de lisina conservados en el sitio de unién de ATP de dicha
enzima. La principal desventaja en el uso de este compuesto es que tiene poca
estabilidad en ambientes acuosos, lo que puede limitar su uso en ensayos clinicos.
LY294002 (Oncothyreon) es un derivado flavonoide el cual es un inhibidor

competitivo y reversible del sitio de unién de ATP de PI3K [8,16].
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Diferentes estudios han demostrado que tiene por si solo efectos antiproliferativos y
proapoptoéticos. Aun cuando el uso de estos farmacos por si solos da como lugar la
inhibicion de esta via de senalizacion teniendo como consecuencia un bloqueo en la
proliferacion celular y el crecimiento tumoral asi como promocion de la apoptosis,
sus efectos pueden mejorar si se combinan con radiacion o farmacos

quimioterapéuticos tradicionales [8,16].

También Plramed ha reportado que derivados de la imidazopiridina presentan
excelente actividad inhibitoria contra la subunidad catalitica p110 alfa de esta
cinasa ; Novartis ha descrito que los derivados 5-feniltiazoles son inhibidores de
PI3K, y la compafia Kinacia reporta a los inhibidores quinolona y piridopirimidina
[16].

2.5.1.3 Inhibidores de receptores tirosina cinasa (RTK's).

Dentro de los RTK’s, el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y el
receptor tirosin cinasa 2 Erb-B2 (ERBB2), se encuentran frecuentemente alterados
en cancer, y activan principalmente la via de senalizacion PI3K/Akt [16]; por esta
razon, se han disenado pequenas moléculas que inhiben a las tirosin cinasas y
anticuerpos humanizados ( anticuerpo humano que contienen una pequefa porcion
de anticuerpo monoclonal de raton o rata) contra los dominios extracelulares de
este tipo de receptores [8,16]. De manera muy breve, los anticuerpos se unen al
dominio extracelular de los RTK’s, inhibiendo su activacién por ligando y
promoviendo la internalizacion del receptor asi como su regulacion a la baja;
mientras que las pequefias moléculas inhiben competitivamente la unién de ATP al

receptor, evitando la consecuente autofosforilacién y la activacion de la cinasa PI3K

[8].

Dentro de esta categoria, los compuestos mas prometedores son el anticuerpo
monoclonal anti-receptor IMC-C225 (cetuximab; Imclone), y las pequefias moléculas
inhibitorias de EGFR reversibles: ZD1839 (gefitinib;AstraZeneca) y OSI-774
(erlotinib; OSI Pharmaceuticals) [8]. En la clinica, los ultimos dos han presentado
actividad antitumoral en cancer de préstata, de pulmoén y en cancer de cabeza y
cuello [16].
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Otras pequefias moléculas dirigidas a EGFR incluyen a PKI116 (Novartis), GW2016
(GlaxoSmithKline), EKB-569 (Genetics Institute/Wyeth—Ayerst) y CI-1033 (Pfizer), y
se encuentran en etapas tempranas de ensayos clinicos. También esta el
anticuerpo monoclonal anti-receptor trastuzumab (Herceptin), desarrollado por
Genetech [8].

2.5.2 Inhibidores de Akt.

Algunas clases de inhibidores especificos de Akt incluyen agentes cuyo blanco es el
dominio homdlogo a la pleckstrina (PH) o al sitio de unién de ATP de dicha cinasa,
asi como inhibidores alostéricos. Estos inhibidores disminuyen el crecimiento de
células tumorales e inducen la regresion de tumores Akt-dependientes in vivo.
Perifosina (Keryx Biopharmaceuticals), inhibidor del dominio PH, es el mas
clinicamente estudiado y el que se encuentra en la etapa mas avanzada del ensayo.
Algunos inhibidores que se dirigen al sitio de unién de ATP son una serie de indazol-
piridinas, de estas la mas potente es A-443654, la cual es altamente selectiva para
Akt; se ha reportado que aumenta su eficacia cuando se combina con el inhibidor de
mTORC1 rapamicina. Merck identificé inhibidores de AKT que son selectivos a las
distintas isoformas de esta cinasa, los mas potentes son las pirazinonas AKTi-1y
AKTi-2 selectivas para AKT1 y AKT2 respectivamente [42].

2.5.3 Inhibidores analogos a fosfatidilinositol (PI).

Ya que PIP3 se une al dominio PH de Akt, este modo de inhibicién previene la
translocacion de Akt a la membrana plasmatica, y por lo tanto la subsecuente
activacion de esta cinasa protagonizada por PDK1. Se tiene reportado que los
analogos a fosfatidilinositol éter lipidicos (PIA’s) como PIA5, 6, 23, 24, y 25
disminuyen la fosforilacion de moléculas rio abajo de Akt sin afectar las cinasas rio
arriba PI3K o PDK1, induciendo apoptosis en distintas lineas celulares cancerigenas
[16].
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2.5.4 Inhibidores dirigidos contra moléculas rio abajo de Akt.

La macrolida rapamicina y sus derivados CCI-779 y RAD001 (Novartis) inhiben al
mammalian target of rapamycin (mTOR) [8]; el cual es una serina treonina cinasa
que controla el crecimiento celular en respuesta a nutrientes y factores de
crecimiento que estd frecuentemente desregulada en cancer [15].
Los inhibidores forman un complejo que interactia con mTOR, evitando la
activacion de la fosfoproteina cinasa, y subsecuentemente la fosforilacidon de
moléculas rio abajo. Estas moléculas estan bajo desarrollo clinico y presentan
actividad antiproliferativa en tumores soélidos. CCI-779 es un éster soluble de
rapamicina con actividad citostatica in vitro e in vivo, o que se traduce en que inhibe

el crecimiento del tumor, mas que la regresion del tumor [8].

2.6 Flavonoides.

Existe una vasta evidencia en la cual se documenta que dietas ricas en frutas y
vegetales protegen a los seres humanos de enfermedades crénicas, como
enfermedades cardiovasculares, hipertensién, diabetes y cancer, debido a la
presencia de compuestos biolégicamente activos, como los compuestos fendlicos

dentro de los cuales se encuentran los flavonoides [43,44].

2.6.1 Origen de los flavonoides.

Los flavonoides, compuestos hidroxilados que son metabolitos secundarios
derivados de plantas producidos como mecanismo de defensa en respuesta a
condiciones de estrés bidticas o abidticas principalmente, participan en la fase de la
fotosintesis dependiente de la luz en la que catalizan el transporte de electrones
[45,46,47]; estos compuestos tienen estructuras fendlicas variables y se pueden
encontrar principalmente en frutas, vegetales, cereales, raices, cortezas, flores,
tallos, t¢ y vino [45], y presentan efectos benéficos en la prevencion de
enfermedades por medio de la regulacion de inflamacién, potenciales redox,

desordenes metabdlicos, apoptosis, proliferacion celular, entre otros [44].
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2.6.2 Quimica de los flavonoides: estructura y clasificacion.

Los flavonoides tienen una estructura quimica caracteristica de tres anillos (C6—-C3—
C6), consistiendo por lo tanto en compuestos que tienen una estructura benzo-y-
pirona, ya que tienen un esqueleto de 15 carbonos el cual consiste en dos anillos
benceno (A y B) unidos via un anillo pirano heterociclico (C) como se muestra en la
Figura 14 [46,48]. Se dividen en flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles,
antocianinas e isoflavonas, esta clasificacién se basa en la naturaleza del anillo “C”
[45] como se muestra en la Figura 15.

Las distintas clases de flavonoides difieren en el patron de sustitucion y nivel de
oxidacion del anillo C, mientras que los compuestos dentro de las diferentes clases

varian en el patron de sustitucion de los anillos Ay B. [46]

Es importante mencionar que, aunque la estructura base de un flavonoide es una
aglicona como se muestra en la Figura 16, los flavonoides pueden existir en la

naturaleza como agliconas, glicésidos y derivados metilados [46].

Figura 14. Estructura quimica base de un flavonoide.
Kumar S, Pandey AK.ScientificWorldJournal. 2013.

44



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24470791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pandey%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24470791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24470791

HO O @
H oH O

Flavones Flavenols
|
0OH oH
HO o HO. O, .-
H OH
Flavanonas Cateching
o O
@ - all
HO 0 | ”\E
= ,/j,f e
b J§
T%j@[m e
H
Anthocyanidins Isoflavones

Figura 15. Estructura quimica de los grupos de flavonoides.
Priya Batra, et al. Biotech, 2013.

2.6.3 Sintesis.

Los flavonoides son sintetizados a partir de los aminoacidos aromaticos fenilalanina
y tirosina, junto con unidades acetato. Estos aminoacidos aromaticos son
convertidos en acido cinamico y para-hidroxicinamico gracias a la accion de fenil y
tirosin amonio liasas; el acido cinamico se condensa con unidades acetato para
formar la estructura cinamol de los flavonoides [45]. Las actividades de estos
compuestos dependen de su estructura, grado de hidroxilacion, otras sustituciones y
conjugaciones,asi como de su grado de polimerizacién [46]. La biotransformacion
de los flavonoides en el intestino puede liberar los derivados del acido cinamico

(acidos fendlicos) [45].

2.6.4 Metabolismo y absorcion.

La mayoria de los flavonoides en los alimentos (excepto las catequinas) existen

como glicésidos, los cuales suelen ser menos bioactivos en comparacion con sus




agliconas [43,45]. En la Figura 16 se puede observar la diferencia entre un glucésido

y una aglicona.
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Figura 16. Estructura quimica de un glicésido y una aglicona.

Shashank Kumar, et al. The ScientificWorld Journal, 2013.
La absorcién de los flavonoides presentes en la dieta los cuales son liberados al
masticar, depende de sus propiedades fisicoquimicas como su tamafio molecular,
configuracion, lipofilicidad, solubilidad y pKa [46].
La farmacocinética de los flavonoides es compleja [45], los flavonoides pueden ser
absorbidos desde el intestino delgado, o bien tienen que llegar al colon antes de la
absorcion [46], esto dependera de la estructura del flavonoide (si es un glicésido o
una aglicona). Las agliconas pueden ser absorbidas facilmente en el intestino
delgado, mientras que los flavonoides que se encuentran en forma de glicésidos
tienen que ser convertidos a la forma de aglicanos; los glucésidos que no pueden
ser hidrolizados son transportados hacia el colon, donde se alojan bacterias que
tienen la habilidad de hidrolizar los flavonoides glicosilados, pero simultaneamente

también degradan las agliconas liberadas [46].

Una vez absorbidos, el metabolismo de los flavonoides ocurre a lo largo de tres
caminos, los cuales son oxidacion, glucuronidacion y sulfonacion; también pueden
ser metilados o metabolizados a compuestos fendlicos mas pequefios [46,49]. La
fraccion del azucar que compone a los glucosidos es un determinante muy
importante en su absorcion, [49] por lo que la solubilidad juega un papel elemental
en la eficacia terapéutica de los flavonoides [46]. Los flavonoides glicosidicos se

absorben en menor proporcion debido a su naturaleza hidrofilica [49].
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Del 5-10% de la cantidad consumida es absorbida en el intestino delgado, y la
mayor parte de este porcentaje absorbido en el duodeno entra a circulacién en su
forma metilada, o como conjugados sulfatados, glucurénidos o conjugados de
glicina. El 90-95% restante ingerido es dirigido al colon, donde es metabolizado por
la microflora. Puede que las transformaciones sean muchas e incluyen la remocién

de azucares, hidroxilos fendlicos, hidrogenacion, entre otros [45].

Por lo tanto, los flavonoides que son secretados con la bilis en el intestino y
aquellos que no pueden ser absorbidos en el intestino delgado son degradados en
el colon por la microflora intestinal la cual también rompe la estructura de anillo de
dichos compuestos [46]. La vida media varia mucho, y va desde 1h hasta valores
que exceden las 20h, dependiendo de la estructura quimica del flavonoide [45]. La
excrecion se da después de que se forman estos conjugados y por dos salidas. Los
no solubles en agua se excretan junto con la bilis al duodeno, y los solubles a las

vias urinarias con la orina, siendo esta ultima la salida predominante [50].

2.6.5 Nobiletina.

Nobiletina (5,6,7,8,30,40-hexamethoxyflavona) es un polimetoxiflavonoide bioactivo
(Figura 17), el cual se encuentra en la cascara de citricos como los limones y las
naranjas [51,52]. Se ha reportado que este flavonoide tiene multiples actividades
biolégicas [51], incluidas propiedades antitumorales, antiinflamatorias,
anticancerigenas, antimetasticas, antidiabéticas y neuroprotectoras [51,52,53]. Se
ha encontrado también que induce arresto del ciclo celular y apoptosis en lineas

celulares tumorales [54].
¢
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Figura 17. Estructura quimica del flavonoide nobiletina.
Yoshiki Miyata, et al. Elsevier 2008.
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3. Antecedentes.

3.1 Nobiletina y cancer.

La ingesta de frutos citricos es considerada beneficiosa para la salud [45] debido a
su alto contenido de metabolitos secundarios como los flavonoides. Dentro de las
propiedades de estos compuestos presentes en los citricos, existe un gran numero
que son beneficiosas para la salud incluyendo efectos biolégicos como actividades
anticarcinogénicas y antitumorales [55]; también tienen un efecto preventivo contra
la inflamacién e hipolipidemia; ademas de que regulan el sindrome metabdlico y
retrasan el inicio de Alzheimer [56]. Existen estudios epidemiologicos que sefalan
que el consumo de flavonoides esta relacionado a una reduccion en el riesgo de
contraccién de algunos tipos de cancer asi como de enfermedades crénicas [55].
Como mencionamos anteriormente, la nobiletina es una flavona polimetoxilada la
cual se extrae de la cascara de citricos, principalmente la naranja y la mandarina
[52]. Se ha reportado que este flavonoide tiene amplio potencial como agente
anticancerigeno gracias a su actividad antiproliferativa contra lineas celulares
humanas tumorales; algunas de estas lineas son HT-29 (células colorrectales),
MCF-7 (cancer de seno), y SMMC-7721 (células de carcinoma hepatocelular) [68],
ademas de canceres como carcinoma de células escamosas, gliosarcoma,

leucemia, melanoma, carcinoma gastrico, de prostata y de pulmon [54].

Existen estudios en los cuales se demostrdé que nobiletina atenua la metastasis en
células de carcinoma nasofaringeo por medio de la inhibicién de la fosforilacion de
ERK (extracellular signal-regulated kinase); también tiene la capacidad de bloquear
la proliferacién celular por medio del arresto GO/G1 en células de cancer de mama
[54]. Asimismo, se ha reportado que nobiletina suprime la angiogénesis in vitro en
células umbilicales endoteliales humanas, ademas de presentar una actividad
moduladora en la diferenciacion celular [51]. También se ha demostrado que posee
la habilidad de suprimir altamente la expresion y produccion de metaloproteinasas
(MMP-7) [53]; asi como la atenuacion de la metastasis por medio de las vias de

sefalizacion ERK y PI3K/Akt en células de cancer de higado HepG2 [58].
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Respecto a la relacion que tiene Nobiletina con la regulacion de la expresion de la
via AKT/PI3K en cancer, existe una vasta cantidad de literatura; se ha reportado que
el flavonoide es capaz de inhibir la viabilidad celular, crecimiento tumoral y
angiogénesis de cancer de ovario por medio de la regulacién de Akt [51], ademas de
provocar arresto en el ciclo celular, asi como la inhibicion de la migracion en células
de glioma lo que evidencia su actividad anti-metastica [52] y la supresion de la
invasion y migracion de células de adenocarcinoma por medio de la via de
sefalizacion FAK/PISK/AKT [53].

4. Justificacion.

Como se menciono anteriormente, el cancer escamoso de cabeza y cuello es a nivel
mundial el sexto carcinoma mas comun [10], y aun cuando existen alternativas para
este tipo de cancer, el porcentaje de personas que sobreviven es muy poco y no ha
mejorado en los ultimos afos [12,13]. Las terapéuticas para este carcinoma son
cirugia, radioterapia o quimioradiacion dependiendo el grado de avance del mismo
[11]. Las células cancerigenas presentan mutaciones las cuales pueden incrementar
la actividad de oncogenes o inactivar la funcion de los genes supresores de
tumores. [1] Las mutaciones varian dependiendo el tipo de cancer y de linea celular;
en el caso del carcinoma de cabeza y cuello, existen mutaciones somaticas, asi
como cambios genéticos que indican que la via de sefalizacion Akt/PI3K esta
frecuentemente hiperactivada [12]. La serina/treonina proteina cinasa Akt, es un
regulador crucial de una vasta cantidad de procesos celulares dentro de los que se
encuentra la apoptosis, proliferacion, diferenciacion y metabolismo [22]. Ademas,
investigaciones recientes muestran que esta via de sefalizacion juega un papel
importante no solamente en el desarrollo de tumores, sino también en la respuesta
que tiene el tumor al tratamiento de cancer ya que la activacion de esta via de
sefalizacion provoca la resistencia a farmacos quimioterapéuticos [8,59]. Por lo que
la identificacién de inhibidores de esta via es un campo muy atractivo y actualmente
grupos de investigadores estan prestando especial atencion a productos naturales
que pueden ser mas seguros y menos toxicos que los convencionales [59]. Existen
muchos compuestos derivados de plantas que actualmente son utilizados como
agentes anticancerigenos como el taxol, viniblastina o vincristina, por mencionar

algunos; en la dieta existen una amplia variedad de flavonoides (metabolitos
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secundarios) con un amplio espectro de actividades farmacolégicas dentro de las
cuales se encuentra su papel potencial como agentes anticancerigenos, ademas de
ser agentes protectores en la prevencion de enfermedades [43]. El flavonoide
polimetoxilado nobiletina, el cual se encuentra en la cascara de naranjas o
mandarinas, tiene una gran variedad de propiedades dentro de las que destacan la
supresion de la inflamacién, asi como un efecto anti-angiogénico, anti-proliferativo,
antioxidante y neuroprotector [51]. Existe evidencia que demuestra que muchas de
estas propiedades en células cancerigenas tienen relacién con la regulacion que

ejerce este flavonoide en la via de sefalizacion Akt/PI3K [51,52 ,53 ,60].

5. Objetivos.
- Objetivo General.

Evaluar el efecto del flavonoide nobiletina sobre la regulacion de la via de
senalizacion Akt/PI3K , asi como en la expresion del factor de crecimiento vascular

endotelial (VEGF) en la linea celular de cancer de hipofaringe FaDu.

- Objetivos particulares.

Evaluar el efecto de nobiletina sobre la viabilidad celular de la linea celular FaDu por
medio del ensayo MTT.

Evaluar el efecto del flavonoide nobiletina sobre la expresion de la cinasa central de
la via PI3K/AKT, asi como de una proteina rio arriba y rio abajo de esta cascada de
sefnalizacion por medio de Western Blot.

Evaluar si nobiletina tiene algun efecto inhibitorio sobre la fosforilacion de estas
cinasas utilizando Western Blot.

Evaluar si nobiletina presenta actividad anti-migratoria y anti-metastasica sobre
estas células mediante la técnica de Wound Healing.

Evaluar el efecto de nobiletina sobre la expresion de VEGF mediante ELISA.
Evaluar si el flavonoide nobiletina presenta un efecto anti-angiogénico sobre las
células FaDu por medio del analisis de los niveles de mRNA de VEGF utilizando la
técnica de RT- PCR y determinar si este efecto tiene relacién con la via de
sefializacion Akt/PI3K.
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6. Hipotesis.

Si el flavonoide nobiletina presenta un efecto citotdxico, anti-metastico, y anti-

angiogeénico en la linea de células de cancer de faringe FaDu, entonces se vera una

disminucién en la viabilidad y migracion celular, lo cual podria estar relacionado con

la expresidn, activacion o inhibicion

de proteinas involucradas en la via de

sefalizacion Akt/PI3K, asi como del factor de crecimiento endotelial VEGF.

7. Materiales y métodos.

7.1. Reactivos y equipo.

Agitador magnético.

Balanza (Sartorius).

Bano (Riossa).

Bafo seco (Bio-dynamics).

Cajas de cultivo celular de 6 pozos
(Corning).

Cajas Falcon (Corning).

Camara (iDu LabCam) .

Camara de  electroforesis
(Amersham Biosciences).

Camara de transferencia (Bio-Rad).
Campana de flujo laminar.

(The Baker Company).

vertical

7.2 Programas empleados.
DIGI-DOC

GEN 5

7.3 Metodologia.

7.3.1 Cultivo celular.

Centrifuga (Thermo Scientific).
Espectrofotdmetro (Pharmacia Biothec).
Fuente de poder para camara de
transferencia (Bio-Rad).
Fuente de poder para
electroforesis (OWL).
Incubadora (SANYO).
Lector de placas (BioTek).
Microscopio de objetivos invertidos.
(Olympus CK2).

Micropipetas.

Sonicador (Ultrasonic Processor).
Tubos clinicos.

Tubos Eppendorf.

camara de

GraphPad Prism
LabWorks
ImagelJ.

El objeto de investigacion de este estudio fue la linea celular de cancer de faringe

FaDu(ATCC® HTB-43) la cual se creci6 y mantuvo en el medio celular

Eagle

modificado por Dulbecco (DMEM) (SIGMA D-7777) que contiene rojo fenol. Las

51




células se cultivaron a 37°C en atmodsfera humidificada de 5%CO2. El medio de
cultivo fue suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (GIBCO BRL cat.no.
10099-141) inactivado por calor, y antibidtico-antimicético (100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina) de GIBCO BRL cat.no. 15240-096 el cual se cambid

cada dos o tres dias.

7.3.2 Ensayo de viabilidad celular (MTT).

Con la finalidad de evaluar la supervivencia celular frente a la exposicion de
nobiletina, se llevdo a cabo el ensayo de citotoxicidad MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; azul de tiazolilo). Las células FaDu fueron
tomadas de una caja falcon con la confluencia adecuada, se tripsinizaron (GIBCO
BRL no. cat. 25200-072) y posteriormente sembradas en cajas de 96 pozos (20uL
del medio) para después incubarse por 24h. Posteriormente, las células se trataron
con el vehiculo (DMSO 0.01%) o nobiletina a las siguientes concentraciones:
0,50,100,150 y 200 uM; a los tiempos de 24,48 y 72h por sextuplicado. Al finalizar el
tratamiento, se midio la viabilidad celular adicionando 50 uL de la solucion de MTT
1mM a cada uno de los pozos y se incubd por un periodo de 4h a 37°C. Una vez
cumplido el tiempo, el medio se removié y los cristales formados (formazan) se
solubilizaron en 50 yL de dimetilsulféxido (DMSO) midiéndose posteriormente
espectrofotométricamente en el lector de placas a una longitud de onda de 550 nm.
El porcentaje de células viables se estimé comparando con las células control (sin

tratamiento). Cada experimento se realizé por duplicado.

7.3.3 Tratamiento celular.

-Curso temporal.

Las células FaDu se trataron con solucion de trispisna (GIBCO BRL no. cat. 25200-
072) y se coloco 80 L en cajas de 6 pozos en medio DMEM 10% SFB. Después de
24h, cuando las cajas alcanzaron la confluencia adecuada, se sometieron a ayuno
retirando el medio utilizando una bomba de vacio y se coloc6 la cantidad de DMEM
al 2%SFB correspondiente por un periodo de 1h a 37°C. Cumplido el tiempo, se
adicion¢ la cantidad del flavonoide nobiletina (llevando a una concentracion de 100
MM) a 6 diferentes tiempos: 0 (basal), 15, 30, 60,90 y 120 minutos.
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-Dosis respuesta.

Las células FaDu se crecieron en cajas de 6 pozos con medio DMEM 10% SFB.
Después de 24 h, al alcanzar la confluencia adecuada, se sometieron a ayuno con
medio DMEM sin suero toda la noche. Posteriormente, se les anadié medio DMEM
2% SFB (a excepcion del blanco) y se incubaron con el flavonoide nobiletina a las
siguientes concentraciones: 5,10, 25 y 50 yM por 2 horas. Posteriormente se extrajo
el RNA total.

-Inhibidores de PI3K.

Las células FaDu se crecieron en cajas de 6 pozos con medio DMEM 10% SFB por
un periodo de 24 h para después someterlas a ayuno con medio DMEM sin suero
durante toda la noche. Posteriormente, se incubaron con los inhibidores wortmanina
y L294002 a una concentracién de 0.1 uM y 100 yM con y sin DMEM 2% SFB por 2

horas. Finalizado el tiempo se procedio a extraer el RNA total.

7.3.4 Ensayo de Western Blot.

Después del tratamiento celular utilizando cajas de 6 pozos, el medio fue retirado
utilizando una bomba de vacio, se afiadié 1 pL de ortovanadato de sodio 1mM vy se
despegaron las células raspando cada uno de los pozos; el homogenizado se
centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm (6000 g) y 4°C. Posteriormente, se retird el
sobrenadante y se afiadié a la pastilla celular se le afiadié 30 yL de Buffer de Lisis
(Tris-HCL 50 mM, NaCl 150 mM, 1% Nonidet P-40, leupeptina 10 pg/ml, aprotinina
50 g/ml, NazVO4 0.4 mM, NAF 10 mM y NazP,O; 10 mM) con la finalidad de lisar las
células. Las muestras fueron sonicadas en hielo por 30 s a pulsaciones continuas de
30 Watts. Se cuantificé la proteina total utilizando el Método de Bradford realizando
una curva patron con albumina sérica bovina (BSA; 15 yg/mL) a una longitud de
onda de 595 nm. Se prepard 32 ug de las muestras utilizando Buffer de carga (Azul
de Coomasie 5%, B- mercaptoetanol), se desnaturalizaron dichas muestras por
medio de un bafo seco a 65°C por 10 minutos, y se corrieron en geles SDS-PAGE

al 10% en camara de electroforesis (Amersham Biosciences) a 96 V durante 1 hora.
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Las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF (GE Healthcare) 120V, 1h en
una camara semi-humeda y bloqueadas con una solucién TBS 1X (Tris-HCI 5M pH
7.5 y NaCl 1.5M) con leche libre de grasas al 5% y Tween-20 (0.1 %) por 1h con la
finalidad de evitar uniones no especificas. Las membranas se lavaron con Buffer de
lavado (TBS 1X con 500pL de Tween-20 (TBST)) tres veces, cada lavado de 10
minutos y posteriormente se incubaron con la dilucion del anticuerpo primario
especifico en TBST en agitacion, a 4°C toda la noche. Subsecuentemente, las
membranas se lavaron de nuevo con TBST (2 lavados de 10 min cada uno) y se
incubaron con la dilucién (1:10000) del anticuerpo secundario (horseradish
peroxidase-conjugated) correspondiente en TBST por 2h, en agitacion y a
temperatura ambiente. Después de lavar las membranas 3 veces por 10 minutos
con TBST, se procedi6 a la deteccion de bandas utilizando un kit de
quimioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology) y se expuso en placas fotograficas
(GE Healthcare). La cantidad de proteina se determind cuantitativamente por medio
de densitometria utilizando los programas DIGI-DOC y LabWorks. Cada uno de los
resultados se comparo con su basal correspondiente, considerando al basal como el
100%. En los resultados se muestran las figuras de los experimentos

representativos.

Los anticuerpos empleados en este estudio y sus diluciones correspondientes

fueron los siguientes:

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario Dilucion
AKT/PKB (PH domain) a-rabbit 1:1000
p-AKT 1/2/3 (Ser 473) a-rabbit 1:1000

GSK3-f (Ser 9) a-goat 1:1000
p-GSK3-B (Ser 9) a-goat 1:1000
PI3Kinase (p85a) a-rabbit 1:1000

p-PI3Kinase (p85a) a-goat 1:1000
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7.3.5 Ensayo de migracion celular.

Con la finalidad de evaluar la motilidad celular, se realizé el ensayo de Wound
healing; las células FaDu fueron cultivadas en medio DMEM 10% en cajas de 6
pozos hasta una confluencia del 80-90%. Sin retirar el medio, se realizd una
incision en el centro de la monocapa de células con una punta de 30 pL a lo largo de
cada pozo, cuidando que se mantuviera el ancho a lo largo de dicha incisién. Los
restos de las células que se despegaron al momento de realizar la herida fueron
removidos con vacio y posteriormente se lavo cada pozo dos veces con PBS estéril
con la finalidad de remover completamente las células que se despegaron. Las
células fueron incubadas media hora con el inhibidor de proliferacién AraC 10uM en
medio fresco y posteriormente fueron tratadas con o sin el flavonoide (nobiletina) a
una concentracién de 100 yM y el cierre de la herida se observd a través del
microscopio invertido. Se tomaron fotografias utilizando el objetivo 10X en tres
campos distintos a diferentes tiempos: 0, 6, 9,12 y 24h y se midi6 el area libre de
células con ayuda del software ImageJ, haciendo los calculos correspondientes para

obtener el porcentaje de migracion.

7.3.6 Ensayo de extraccion de mRNA.

Las células FaDu se sometieron al siguiente tratamiento: se crecieron en cajas de 6
pozos en medio DMEM 10% SFB hasta alcanzar una confluencia del 80%
aproximadamente. Posteriormente, se succioné el medio con vacio y se coloco 1 pyL
de medio DMEM sin suero. Se afadi6 medio DMEM 2% SFB en cada pozo y se

dejé incubar por los siguientes tiempos: 0, 1, 2, 4, 8 y 18h.

Se procedid a aislar el RNA total; para esto, se adicionaron 500uL de trizol en hielo
y se incubd por un periodo de 5 minutos con la finalidad de romper las células. Al
término de la incubacién el volumen se recuperd con una micropipeta y se coloco en
tubos Eppendorf estériles. Se adicionaron 250uL de cloroformo (1:49), se agité e
incubo por 5 min a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron (15 min;
10,000 rpm, 4°C). Se recupero la fase acuosa y se coloco en otro tubo Eppendorf

estéril. Se procedi6 a agregar 500uL de isopropanol, se incubé por 10 min a
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temperatura ambiente y se centrifugd (20 min, 10,000 rpm, 4°C) para precipitar los
acidos nucleicos. Se decant6 el sobrenadante y se dejo evaporar hasta secar el
pellet. EI RNA obtenido se resuspendi6 en 20uL de agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPc) y se cuantificé el RNA por medio de espectrofotometria a
260 nm.

7.3.7 Reaccidon en cadena de la polimerasa- transcripcion reversa RT-PCR.

La cantidad de 1ug de RNA obtenido previamente se transcribié de forma reversa (a
cDNA) utilizando el reactivo One-step RT-PCR de Invitrogen. Los siguientes primers
se utilizaron para llevar a cabo las amplificaciones de PCR. VEGF-S (sentido): 5°-
GGAGGCTGGCAACATAACAG-3"; VEGF-A (antisentido):5" ACGTCTTGCTGAGG
TAGCTC-3, el tamafo del producto es de 292 pb.; 5-AGATCCACAACGGATAC
ATT-3" (antisentido) derivado del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidro- genasa
(GADPH). Estos primers fueron disefiados a partir de secuencias publicadas en la
base GenBank y posteriormente se obtuvo la secuencia de los mismos utilizando el
programa Primer-Blast (NCBI) con la finalidad de mandarlos sintetizar a
Biosearchtech (Petaluma, CA). Las condiciones de amplificacion utilizadas en este
proceso fueron las siguientes: 35 ciclos a 94°C por 1 min (desnaturalizacion), 55°C
por 1 min (alineamiento) y 72°C por 1.5 min (amplificacién). Los productos finales
se corrieron en gel de agarosa al 2% y fueron detectados utilizando bromuro de

etidio.

7.3.8 Ensayo de ELISA para evaluar VEGF.

Los niveles de VEGF en los sobrenadantes del cultivo celular fueron analizados por
el VEGF (human) ELISA kit (ENZ-KIT156-0001, Enzo Life Sciences Farmingdale,
NY). Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos e incubaron por 24h.
Posteriormente, las células FaDu se trataron con nobiletina a una concentracion de
100 yM en los tiempos 0,15,30,60,90 y 120 minutos con medios DMEM al 2%. El
sobrenadante se recolecté y almaceno en el Ultra a -69°C. La cantidad de VEGF
presente en las muestras se midié conforme a lo establecido en las instrucciones del
fabricante. Se realizé un total de 3 experimentos independientes, por duplicado y se
utilizé6 la media del nivel de proteina de cada ensayo para realizar el analisis

estadistico.
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7.4 Andlisis estadistico.

En el caso del ensayo de viabilidad celular, se llevé a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via (P<0.05) con el fin de comparar unicamente la viabilidad celular
de las cinco concentraciones distintas ( 5 grupos). Este procedimiento se realizé en
cada tiempo (24,48 y 72h) utilizando una comparacion multiple de Dunnet utilizando
el programa GraphPad Prism.

Para el Western Blot y el ensayo de ELISA, se utilizdé también una ANOVA de una
via (P<0.05) para hacer el analisis estadistico de los duplicados de cada proteina

analizada.

En el caso del ensayo de Wound healing el analisis fue diferente; se hizo un analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias, ya que el propdsito era comparar las diferencias
entre los dos grupos (control y tratamiento) en diferentes tiempos.El ensayo se
realizd por triplicado utilizando la prueba post-hoc bonferroni en el programa
GraphPad Prism.

8. Resultados.
8.1 Efecto del flavonoide Nobiletina sobre la viabilidad celular de la linea FaDu.

Con la finalidad de determinar si el flavonoide Nobiletina presenta un efecto
citotéxico en la linea celular estudiada (FaDu), se realizé el ensayo de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; azul de tiazolilo). Para
esto, se incubaron las células en presencia o ausencia del flavonoide a diferentes
dosis 0, 50, 100,150 y 200 uM por un periodo de 24,48 y 72h. Como se puede
observar en la Figura 18, comparando con el grupo control, el flavonoide
disminuy6 de manera significativa la viabilidad celular de forma dosis dependiente y
el efecto es mas evidente a los tiempos 48 y 24h, a partir de la concentracion de 50
MM.
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Figura 18.Efecto del flavonoide nobiletina sobre la viabilidad de las células FaDu. Las células se incubaron en cajas de 96
pozos por un periodo de 24h en medio de cultivo DMEM 10% SFB. Posteriormente, se expusieron a Nobiletina por un periodo
de 24,48 y 72h. Una vez completado el tiempo, se determind la viabilidad celular por medio del ensayo de MTT. Los
resultados representan 2 experimentos (cada uno por sextuplicado) independientes con la media + la desviacion estandar.
*p<0.05.

8.2 Efecto del flavonoide nobiletina sobre la fosforilacidon de la cinasa Akt.

Debido a que ha sido reportado que el flavonoide Nobiletina ejerce un efecto
inhibitorio sobre la fosforilacion de la proteina Akt (proteina cinasa B) en diferentes
lineas celulares [16,17,18] se determind si los efectos anticancerigenos de este
flavonoide se deben a que actua sobre esta via de sefializacién mediante el ensayo
de Western Blot. Para esto, las células fueron tratadas con Nobiletina a una
concentracion de 100 uyM en diferentes tiempos: 0,15,30,60,90 y 120 minutos. Como
se observa en la Figura 19, en el panel A), Nobiletina inhibi6 de manera
significativa la activacion de Akt en el residuo Ser 473, lo cual se ve reflejado en su
desfosforilacion; este efecto fue tiempo dependiente. En el panel B) las graficas
muestran la media del analisis densitométrico del inmunoblotting de 2 experimentos

independientes.
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Figura 19. Efecto de la Nobiletina en la fosforilacién de la proteina cinasa B (Akt). A) Las células fueron incubadas con el
flavonoide a distintos tiempos: 0,15,30,60,90 y 120 minutos. Posteriormente, se extrajo la proteina total. Los niveles de la
fosforilacion de la proteina Akt fueron analizados por medio de Western Blot. Los niveles de Akt total no se ven afectados bajo
el tratamiento de nobiletina B) La grafica representa 2 experimentos independientes del analisis densitométrico de los datos de
Western Blot con la media + la desviacion estandar. *p<0.05.

8.3 Efecto del flavonoide Nobiletina sobre la fosforilacion de la proteina GSK3-p.

Las células FaDu fueron tratadas a diferentes tiempos (0,15,30,60,90 y 120 minutos)
con una concentracion fija de Nobiletina: 100 uM, con el propdsito de analizar si este
flavonoide ejerce algun efecto sobre una de las proteinas reguladas rio abajo de la
via de sefalizacién PI3K/Akt, GSK3-B tanto de su forma basal como fosforilada, por
medio de inmunoblotting. Como se muestra en la Figura 20, en el panel A),
comparando con el basal, el flavonoide aumenté la fosforilacion a los 15 minutos, sin
embargo disminuyo la fosforilacion de GSK3-8 en el residuo Ser 9 en los ultimos
tiempos sin afectar los niveles de la proteina total. El panel B) es la representacion

grafica del analisis densitométrico del ensayo de WB.

59




Nobiletina (100uM)

A) 0 15 30 60 90 120 (min).

_—

B)

250 4
200 4

150 -

100 4 T
0 1'5 30 6'0 920 '

120

(% Basal)

Fosforilacion de GSK-3p
3

o
L

Tiempo (min.)

Figura 20. Efecto del flavonoide nobiletina sobre la activacion de la cinasa GSK3-B en la linea celular FaDu.A) Se
expusieron las células con Nobiletina (100 uM) a seis diferentes tiempos:0,15,30,60,90 y 120 minutos. Una vez completado el
tiempo, los niveles de GSK3p fosforilada y total fueron analizados de la proteina total por medio de Western Blot. Los niveles
de GSK3p total no se ven afectados con el tratamiento de nobiletina B) En la grafica se presenta el andlisis densitométrico
(dos experimentos) de los datos de Western Blot con la media * la desviacion estandar. *p<0.05.

8.4 Efecto del flavonoide Nobiletina sobre la fosforilacion de la proteina PI3K.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la Nobiletina rio arriba de la via de
sefalizacion Akt/PI3K, se midié la expresion de los niveles de p-PI3K en las células
FaDu por medio de la técnica de Western Blot. Para su evaluacion, las células se
crecieron y se incubaron con el flavonoide a una concentracion de 100 uM en seis
diferentes tiempos: 0,15,30,60,90 y 120 minutos. Como podemos apreciar en la
Figura 21, en el panel A) Nobiletina suprimié de manera considerable la activacion
(mediante su fosforilacion) de PI3K en la subunidad p85a de manera tiempo-
dependiente lo que esta relacionado con una regulacion a la baja de p-Akt. El
flavonoide no presenté cambios en la expresion de la proteina basal. El panel B)

muestra el grafico del analisis densitomeétrico del ensayo de immunoblotting.
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Figura 21. Efecto del flavonoide nobiletina sobre la fosforilacion de la proteina rio arriba de la via de sefializacion de Akt, PI3K
en la linea celular FaDu. A) Las células fueron incubadas con nobiletina a una concentracién constante (100 uM)
por 0,15,30,60,90 y 120 minutos. Los lisados totales se extrajeron y la activacién de PI3K asi como la expresién de la
proteina total fueron analizados mediante Western Blot. B) Los resultados del analisis densitométrico estan representados en
la gréfica (tres experimentos) con la media + la desviacién estandar. *p<0.05.

8.5 Efecto del flavonoide Nobiletina sobre la migracion de la linea celular FaDu.

Es bien sabido que la metéastasis y la invasion provocadas por el cancer estan
altamente relacionados a procesos como adhesion intracelular, motilidad celular,
entre otros [53]. Diversos estudios han demostrado que este flavonoide tiene la
capacidad de inhibir la migracion celular en distintas lineas celulares [52,53,
58,60]. El efecto que ejerce la Nobiletina sobre la migracién celular fue determinado
por medio del ensayo de Wound healing. Las células se crecieron en cajas de 6
pozos por 24h para posteriormente, realizar una incisién en la mitad de cada uno de
los pozos. Una vez realizado, se incubd con o sin el flavonoide a una concentracion
de 100 uM y en presencia del inhibidor de proliferacién y se observé en el
microscopio invertido a las 0,6,9,12 y 24h de tratamiento. Es importante mencionar
que a los tiempos largos (12 y 24h) las células comenzaron a desprenderse
significativamente de los pozos. En la Figura 22 panel A) observamos las imagenes

de los controles de cada tiempo junto con el tratamiento del flavonoide, mientras que
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en el panel B) se presenta el analisis cuantitativo de las areas de migracion (%) en
forma de tabla y en el panel C) grafica. Se puede apreciar en los grupos control
como claramente la incision es mas angosta en comparacion con el tratamiento en
los tiempos 6 y 9h; esto puede sugerir que las células cancerigenas se desplazaron
a través de la herida, presentando la propiedad de motilidad celular. Respecto a los
pozos con Nobiletina, podemos observar un efecto inhibitorio de la migraciéon a
tiempos cortos (6h) donde la herida es mayor respecto al control de este mismo
tiempo; a los tiempos mas largos el flavonoide destruy6 por completo el patrén de la

incision o herida, por lo que no fue posible hacer un analisis cuantitativo a las 24h

Control Control B/N Nobiletina Nobiletina B/N DMSO 0.1% DMSO 0.1%
A) (Imagel) 100 pM (ImageJ) : > B/N (ImageJ)

24h
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Figura 22. Efecto del flavonoide nobiletina en la migracion de las células FaDu. Las células se incubaron por un periodo de
24h hasta una confluencia aproximada del 80%. Se trazé una linea en medio de la monocapa de células, se lavo con PBS
estéril los restos celulares que se desprendieron y se incub6 con medio fresco con o sin el flavonoide (100 uM) por 0,6,9,12,y
24h. En el panel A) se muestran las fotografias de los controles y tratamientos a los tiempos indicados utilizando un
microscopio de contraste de fases y el programa ImageJ para poder realizar el efecto blanco y negro. El panel B) nos muestra
en una tabla y grafica el analisis cuantitativo de las areas en términos de porcentaje de migracion celular (%). El ensayo se
realizé con una n=2 con la media * la desviacion estandar. *p<0.05.

8.6 Efecto del flavonoide nobiletina sobre la expresion del Factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF).

Como se menciond anteriormente, uno de los principales protagonistas en el
proceso de angiogénesis es el factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF) [38];
por lo que procedimos a evaluar si nobiletina tiene influencia de alguna manera
sobre este factor en la linea celular FaDu. La Figura 23 muestra los niveles de
expresion de VEGF ante la exposicion del flavonoide a los tiempos 0,15,30,60,90 y

120 minutos. Contrario a lo esperado, el flavonoide en lugar de inhibir la expresion
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de este factor de crecimiento, aumenté su expresion, sobre todo a tiempos cortos
(15,30 y 60 minutos). Aun cuando en el tiempo 90 y 120 hay una notable

disminucion en la expresion, ésta nunca es menor al basal.
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Figura 23. Expresion del factor de crecimiento endotelial (VEGF) de la linea celular FaDu ante la exposicion del flavonoide
nobiletina. Las células FaDu fueron cultivadas en cajas de 6 pozos en medio DMEM 10% por 24h. Posteriormente, se
ayunaron en medio DMEM 2% por 1 h y se incubaron con nobiletina por 0,15,30,60,90 y 120 minutos. Se toméd el
sobrenadante, y se midieron los niveles de VEGF por medio del ensayo ELISA. Se realizaron dos ensayos independientes,
cada uno por duplicado y el promedio de los niveles de la proteina de cada duplicado fue utilizado para hacer el analisis
estadistico. *p<0.05.

8.7. Efecto del suero fetal bovino (DMEM 2%) y del flavonoide nobiletina en la
expresion de VEGF vy su relacion con la via de sefalizacion Akt/PI3K.

Una vez obtenido el resultado anterior, quisimos determinar si el aumento en la
expresion de VEGF se debia al flavonoide per sé o bien, a componentes presentes
en el medio de cultivo celular como el suero fetal bovino, el cual dentro de sus
componentes tiene diversos factores de crecimiento. Para esto, primero se quiso
determinar como era el patron de expresion de VEGF a nivel de mRNA ante la
presencia del medio DMEM con 2% de SFB a distintos tiempos de incubacion:
0,1,2,4,8 y 18h. En la Figura 24, panel A) podemos observar el ensayo de RT-PCR
en el cual se distingue un aumento en la expresién de este factor principalmente en
los tiempos mas cortos (1 y 2 horas). Con este resultado, procedimos a evaluar si el
flavonoide nobiletina a las concentraciones de 5,10, 25 y 50 yM tiene algun efecto
sobre la expresion de VEGF a nivel transcripcional. El panel B) muestra que el
flavonoide ejerce una disminucion importante en los niveles de este factor de
crecimiento a la concentraciéon de 50 uM, sugiriendo que nobiletina puede presentar
un efecto inhibitorio de VEGF a nivel transcripcional en células FaDu. Para finalizar,

quisimos determinar si la produccion de este factor esta relacionado a la via de
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sefalizacion Akt/PI3K. Con esta finalidad, las células FaDu fueron tratadas con los
inhibidores de PI3K: wortmanina y LY294002. El panel C) muestra una clara
inhibicion en la expresion de mRNA de VEGF, lo que parece indicar que la
produccion de este factor de crecimiento tiene relacion con esta via de sefalizacion.

Se necesitan hacer mas repeticiones de este ensayo, ya que se realiz6 solamente

una vez.
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Figura 24. Expresion del factor de crecimiento VEGF de las células FaDu con medio DMEM 2% ,con el flavonoide nobiletina y
con inhibidores de la via Akt/PI3K. Las células fueron cultivadas en cajas de 6 pozos con medio DMEM 10% por 24h.
Posteriormente se sometieron a ayuno con medio DMEM sin suero toda la noche y después se realizé el tratamiento
mencionado a continuacién en cada panel, para después extraer el RNA y realizar RT-PCR utilizando primers especificos para
VEGF y GADPH. A) La células se incubaron por 0,1,2,4,8 y 18h con medio DMEM 2%; B) Las células se incubaron a las
concentraciones 5,10,25 y 50 uM de Nobiletina por 2h; C) Las células se trataron con los inhibidores de PI3K: wortmanina y
LY294002 a una concentraciéon 0.1 yM y 100  pM respectivamente con y sin presencia de DMEM 2%. Se emple6 GADPH
como control de carga. W=wortmanina; LY= LY294002. Se realizé analisis densitométrico de un solo experimento.
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9. Discusion.

En el presente trabajo evaluamos el efecto del flavonoide nobiletina en la via de
sefializacion Akt/PI3K en la linea celular de cancer de faringe FaDu; de igual
manera determinamos el efecto de este flavonoide en la expresiéon del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF). Nuestros resultados sugieren que nobiletina
protagoniza un papel importante en la inhibicion de la viabilidad de las células FaDu
dependiente del tiempo y la concentracidn, asi como una disminuciéon en la
migracion celular; sugiriendo que estos efectos pueden ser debido a la modulacién
de componentes que forman parte de la via de sefalizacion Akt/PI3K, y de igual
manera por medio de la expresion a nivel transcripcional del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF). Los compuestos naturales denominados flavonoides
tienen la capacidad de inhibir una o mas etapas del proceso carcinogeénico, y tienen
efectos tanto in vivo como in vitro en vias de sefalizacién celulares que regulan la
invasion y metastasis [60]. Recientemente, se ha encontrado que nobiletina,
flavonoide polimetoxilado, exhibe actividad anti-invasiva, anti-inflamatoria, anti-
tumoral, anti-carcinogénica, anti-proliferativa, anti-metastasica y neuroprotectora en
distintos tipos de cancer (Lien LM,et al. 2016; Shi MD et al. 2013) como
osteosarcoma (Hsin-Lin Cheng, et al. 2016), fibrosarcoma (Yoshiki Miyata et al.
2007), cancer de higado (Ming-Der Shia, et al. 2013), adenocarcinoma (Yi-Chieh
Lee et al. 2011), cancer de colon (Karen L. Morley et al. 2007), glioblastoma (Li-Ming
Lien et al. 2016), cancer de ovario (Jianchu Chen et al. 2015), y cancer de
nasofaringe (Su-Yu Chien, et al. 2015). Sin embargo, su papel en la carcinoma
faringeo aun no sido esclarecido con certeza; por esta razén nos propusimos
evaluar el efecto de nobiletina en la regulacién de la via Akt involucrada, entre otras
cosas, en sefales de supervivencia celular. El carcinoma escamoso de cabeza y
cuello es la sexta causa de incidencia de cancer a nivel mundial y puede generarse
en la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe o laringe [12]. A pesar de que el
conocimiento sobre la epidemiologia y patogénesis este cancer ha incrementado en
los ultimos 40 afios, la evidencia sobre su origen es muy escasa; esto impide
mejorar el tratamiento y disminuir la mortandad. Sélo 40-50% de los pacientes con
este tipo de cancer podra sobrevivir un maximo de 5 afos [11]. A nivel molecular,
las células normales adquieren caracteristicas de células cancerigenas cuando las

redes de senalizacion intracelulares transmiten senales aberrantes, lo cual resulta
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en funciones celulares anormales [60]. Una de las vias de senalizacion que se
encuentra frecuentemente alterada en el carcinoma escamoso de cabeza y cuello
es la via Akt/PI3K [8,19].

Primero, determinamos si nobiletina ejerce un efecto citotéxico en las células, lo cual
se refleja en su viabilidad celular; la Figura 18 muestra que este flavonoide
disminuye la viabilidad de manera dependiente a la concentracién, siendo mas
evidente a tiempos cortos. Cuando algun factor de crecimiento se une a su receptor
de membrana tirosina cinasa, se activa a PI3K, lo cual después de una serie de
procesos celulares lleva a la activacion (por medio de la fosforilacion) de Akt; esta
ultima es capaz de inactivar a GSK3-B cuando la fosforila y de esta manera Akt
puede regular una gran cantidad de procesos celulares que promueven la
carcinogeénesis, dentro de los que se encuentra el crecimiento/tamafio celular,
proliferacion, migracién, neurovascularizacion y supervivencia [16,17,21].
Nosotros evaluamos si la disminucion en la viabilidad celular tiene relacion con la
red Akt/PI3K cuando las células son expuestas a nobiletina (100 uM), esto a través
de la medicién de las formas activadas (formas fosforiladas) de tres proteinas clave
en esta via: Akt, PI3K y GSK3-8 .La fosforilacién de Akt disminuyé de manera
tiempo-dependiente (Figura 19) siendo este resultado similar al obtenido por Li-
Ming Lien et al. (2016), quienes reportaron que este flavonoide a la misma
concentracion disminuyd la fosforilacion de Akt y MAPKs en la linea celular de
glioma (U87) a partir de los 30 minutos de exposicion. Asimismo, en la linea celular
AGS (adenocarcinoma) se observé una inhibicién en la activacion de dicha proteina
al tratar con nobiletina 2uM (Yi-Chieh Le, et al. 2011), teniendo un efecto directo en
la proliferacion, invasion y migracion celular. Sin embargo este ultimo grupo de
investigadores disolvié el flavonoide en DMSO al 100%, mientras que nosotros
disolvimos la nobiletina en una solucién al 50% de DMSO. Observamos también una
disminucién en la fosforilacion de GSK3-B tiempo-dependiente (Figura 20); no hay
publicaciones del rol de nobiletina sobre esta proteina, sin embargo nuestro
resultado concuerda con otros flavonoides: genisteina (Lee J, et al. 2012), luteolina
(Pandurangan AK et al. 2013 ) y apigenina (Johnson JL et al. 2013), en diferentes
lineas celulares cancerigenas como PC3 (préstata), HCT-15 (colon) y BxPC-3-
PANC-1 (pancreas), respectivamente reportando una inhibicién en la fosforilacién de

GSK3-83, lo que llevé a una disminucion en la proliferacion, arresto en el ciclo celular
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y apoptosis. La disminucion en la fosforilacion de la cinasa PI3K (Figura 21) no tuvo
un patrén especifico; la literatura menciona que los hidroxilos en las posiciones 3’y
4’ del anillo B de flavonas y flanonoles son un requisito para la inhibicion de la
actividad de PI3K, y que su ausencia puede ser la razon por la cual el efecto
inhibitorio sobre p-PI3K no es claro (Agullo G, et al. 1997). Esto concuerda con
algunas publicaciones: Xi-Jun Zhang, et al. (2016) reportaron que el flavonol fisetina
(5-20 M) en las lineas Hep-2, TU212 y M2e (carcinoma de laringe) fue capaz de
reducir la expresién de PI3K y subsecuentemente de p-Akt; por otro lado, apigenina
(25 pM) disminuyo la expresion de PI3K en la linea celular PC3 de cancer de
prostata (Suat Erdogan, et al. 2016). Es necesario hacer mas repeticiones para
determinar si nobiletina ejerce o no un efecto sobre la forma fosforilada de esta
cinasa. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la disminucién en la
viabilidad celular provocada por este flavonoide puede ser por medio de la supresién
de algunos de los componentes de la via Akt. La habilidad que tienen las células
endoteliales para migrar y formar estructuras tipo capilar es un proceso esencial en
la angiogénesis [9]; las células tumorales adquieren motilidad y pueden atacar el
tejido hospedero, lo cual genera metastasis [53]. Diversos estudios indican que la
via de senalizacion Akt/PI3K al estar desregulada provoca un aumento en la
migracion e invasion de diferentes células cancerigenas [8,12,19]. Por ello,
analizamos si nobiletina (100uM) puede interferir en la migracion de células FaDu
(Figura 22). El flavonoide inhibié la migracién celular a tiempos cortos (6h) para
después provocar huecos en la monocapa de células a las 12h, lo que puede
sugerir que el flavonoide ejerce ejercer un efecto citotoxico, provocando que las
células mueran y se desprendan. Nuestro resultado concuerda con Li-Ming Lien, et
al. (2016), quienes reportaron que nobiletina (50 -100 pM) inhibidé la migracién de
células de glioblastoma (U87 y Hs683) a partir de las 6h de incubacién. Yi-Chieh
Lee, et al. (2011) reportaron también la disminucion en la invasidon y migracion
celular en adenocarcinoma (AGS) por medio de la inhibicién en la fosforilacion de
proteinas como Akt, PI3K y RhoA (molécula involucrada en motilidad celular) ante la
exposicion de nobiletina. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que este
flavonoide puede exhibir actividad anti-metastasica, en parte, por medio de la
supresion de la activacion de componentes de la via Akt/PI3K. El desarrollo de
metastasis involucra procesos como la angiogénesis [68], caracterizada por la

formacion de vasos sanguineos irregulares a partir de una red vascular preexistente
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[69] la cual requiere la estimulacion de células vasculares endoteliales por medio de
la liberacion de factores pro-angiogénicos, principalmente VEGF [68,69]. Es por esto
que evaluamos si la exposicién de las células FaDu a nobiletina tiene efecto sobre la
expresion VEGF (Figura 23). Inesperadamente, la expresion de este factor no
disminuy6 aun cuando obtuvimos que nobiletina tuvo un efecto sobre la migracion
celular; algunos reportes en cancer de ovario (Jianchu Chen, et al. 2015), y prostata
(Jianchu Chen et al. 2014) demuestran el efecto anti-angiogénico de este flavonoide
al disminuir VEGF, por lo que el efecto no solo depende del flavonoide, sino también
del tipo celular. Posteriormente, analizamos si el medio de cultivo (el cual contiene
factores de crecimiento) tuvo alguna influencia sobre la expresion de VEGF. La
Figura 24 muestra una elevada expresion en los niveles de mRNA a tiempos cortos,
principalmente 2h. Con base en este resultado se realizO un ensayo dosis-
respuesta para evaluar si nobiletina tiene efecto sobre la expresion de VEGF
(Figura 25) obteniendo una disminucion significativa dependiente de la
concentracion en la expresion, sugiriendo que nobiletina probablemente tiene un
efecto anti-angiogénico a nivel transcripcional en células FaDu; este resultado fue
contrario al presentado por Lam KH, et al. (2011) donde los niveles de mRNA VEGF
incrementaron; sin embargo este fue un modelo in vivo por lo que el efecto puede
deberse a que las condiciones del experimento son totalmente diferentes.
Epigalocatequin-3 galato (EGCG) ha sido probado en la linea MCF-7 (cancer de
seno) por Luo HQ et al. (2014); el flavonol disminuyo la expresion de mRNA de
VEGF de manera dosis dependiente. Los mismos efectos fueron reportados con
apigenina en células de cancer de pancreas (CD18 y S2-013) por Laleh G.
Melstrom, et al (2011). Un estudio realizado en carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello demostré que la via Akt/PI3K induce la expresién de VEGF
promoviendo angiogénesis (Luangdilok et al., 2011), por lo que evaluamos este
comportamiento en células FaDu mediante su exposicion a inhibidores especificos
de PI3K: wortmanina y LY294002. La Figura 26 muestra una clara inhibicion en los
niveles de mMRNA de este factor pro-angiogénico con ambos inhibidores, lo cual
sugiere que esta via de sefalizacion esta involucrada en la expresion de VEGF y
promocion de angiogénesis en estas células. Este es el primer trabajo que muestra

una relacion entre este factor de crecimiento y la via Akt/PI3K en células FaDu.
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10. Conclusiones

En el presente trabajo obtuvimos resultados que sugieren que el flavonoide
polimetoxilado nobiletina inhibe la fosforilacién de proteinas involucradas en la via
de senalizacion Akt/PI3K en la linea celular de cancer de faringe FaDu, y que esto
resulta en una inhibicion en la viabilidad y migracién celular. Por otro lado, nuestros
resultados sugieren también, que nobiletina puede presentar un efecto anti-
angiogénico en esta linea celular por medio de la inhibicion de la expresion de
VEGF a nivel transcripcional. Estos resultados ponen en evidencia que nobiletina es
un inhibidor natural de la via de senalizacion Akt/PI3K que exhibe actividad anti-
migratoria en células FaDu, y abren paso a la realizacién de mas experimentos que
permitan determinar si este compuesto es candidato para el desarrollo de una

alternativa terapéutica natural para el tratamiento de este tipo de cancer.
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