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1. Resumen

Alrededor del 71% de las muertes en el mundo son causadas por enfermedades no
transmisibles, entre las causas mas destacadas se encuentra el cancer, este engloba una
serie de enfermedades caracterizadas por una proliferacion descontrolada, cambios
fenotipicos, alteracion de las vias de sefializacién, aumento en migracién, capacidad de
invasion y en la supervivencia celular. El cancer de células escamosas de cabeza y cuello
ocupa la sexta posicion en cuanto a su prevalencia en el mundo y representa el 3% de todos
los tipos de cancer. Se origina en multiples sitios anatdmicos entre los que se encuentra: la
cavidad oral, faringe, laringe, senos paranasales, cavidad nasal, glandulas salivales y
lengua. Entre los factores de riesgo asociados a esta patologia se encuentran el consumo
de alcohol y tabaco, y las infecciones por virus del papiloma humano (VPH). Entre los
protocolos de tratamiento se encuentra: la radioterapia, quimioterapia y cirugia con
consecuencias contraproducentes en los pacientes entre las que se encuentran: fatiga,
pérdida de peso, dolor, pérdida de cabello, vomitos, diarreas, dificultad al hablar, comer y
respirar. Por este motivo desde el siglo pasado diversas investigaciones se han abocado en
la busqueda de nuevos farmacos que no produzcan todos estos efectos adversos en los
pacientes, entre los que se encuentran los flavonoides. Se ha reportado que estos
compuestos exhiben una amplia variedad de efectos bioldgicos, uno de estos efectos es la
actividad anti-tumoral. En particular la luteolina (3,4,5,7-tetrahidroxi flavona) es una flavona
presente en el apio, zanahoria, brocoli, cebolla y perejil, y se ha demostrado que esta
molécula puede inhibir la proliferacion de varios tumores entre los que se encuentran el de
mama, colon, prostata, glioblastoma y pancreatico con una concentracién inhibitoria media
(ICs0) de 3 a 50 uM. Por este motivo es que en el proyecto se evaluo el efecto de la luteolina
en la linea celular FaDu derivada de carcinoma de células escamosas de hipofainge en
diversos procesos de la progresion del cancer. Logrando determinar que la luteolina puede
disminuir la viabilidad celular (ICs0 24 h: 19.59 uM; ICso 48 h: 12.16 pM; I1Cso 72 h: 7.917 uM),
asi como la produccion de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas
en inglés), inhibir la migracion y la capacidad invasiva, asi como modular algunos de los
integrantes de las vias de AKT/PISK y MAPK, que se encuentran asociadas a este
padecimiento. Lo que la posiciona como una molécula de interés terapéutico en este tipo de

padecimientos.



2. Introduccion
2.1 Cancer

El cancer engloba una serie de enfermedades relacionadas, que pueden desarrollarse
practicamente en cualquier parte del cuerpo. Se caracterizan por una alteracién sobre varios
sistemas de regulacién de las células sanas, ocasionando una proliferacion descontrolada,
cambios fenotipicos, alteracion de las vias de sefalizacion, aumento en migracion, la

capacidad invasiva y en la supervivencia celular.

Las células cancerosas ya no presentan una morfologia y funcion especializada normal,
debido a que pueden multiplicarse exponencialmente de manera muy rapida y sin control,
ignorando las sefales que le indican la detencidn de la division celular, asi como la sefial de
induccion de apoptosis. Estas mismas células tienen la capacidad de generar
microambientes que causan la evasion de la respuesta inmune, y también pueden liberar
sefales que promueven en las células aledafias la formacién de tejidos y vasos sanguineos,
para poseer una mayor proteccion para su supervivencia y, aumentar el suministro de

oxigeno y nutrientes.

El progreso de estas enfermedades (Figura 1), conlleva una desdiferenciacion celular y un
proceso denominado transicién epitelio-mesénquima, la cual consiste en el cambio
fenotipico que permite la generacion de células similares a las embrionarias en cuanto a la
capacidad de migracion y replicacion rapida se refiere, dando lugar a la formacion de
cumulos celulares llamados tumores; en el caso de los tumores cancerosos o también
llamados malignos pueden extenderse e invadir otros érganos, esto sucede cuando las
células de estos conglomerados presentan la capacidad de separarse y diseminarse a
lugares alejados en el cuerpo utilizando como transporte el sistema circulatorio y/o el

linfatico, cuando este fendmeno se presenta, se le denomina metastasis [1].
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Figura 1. Etapas de progresion del cancer. En este esquema se muestra el progreso en la formacion de
tumores, comenzando por una alteracion inicial dando lugar a una displasia, que al proliferar y acumular mas
mutaciones da lugar a un cancer in situ, mediante diferentes sefiales y estimulos las células comienzan el
proceso de transicién epitelio-mesenquimal lo que provoca fenédmenos de migracién, intravasacion y
subsecuente extravasacion para dar inicio a la metastasis. A la consolidacion de tumores a pesar de haber

sido sometido a un tratamiento, se le denomina cancer recurrente. Tomada y modificada de: [2]

Alrededor del 71% de las muertes en el mundo son causadas por enfermedades no
transmisibles, entre las mas destacadas se encuentra el cancer. En reportes publicados en
2018 se menciona que en el afio 2016 el cancer, particularmente, de pulmén, traquea y
bronquios, se encontraba en el sexto lugar de las causas mas comunes de muertes en el
mundo, sin embargo, al compararlo con afos anteriores, en el afio 2000, este mismo
padecimiento se encontraba en el noveno lugar y conociendo la tendencia en aumento que
han seguido otros tipos malignidades proliferativas, como se ha visto también en las
neoplasias de higado y estdbmago [3], es de esperarse que continle aumentando el
porcentaje y proporcion de muertes causadas por el cancer, volviéndolo uno de los

problemas de salud publica més relevantes.



2.1.1 Clasificacion de cancer
El nombre que recibe cada tipo de cancer esta en relacién directa al 6rgano o lugar del
cuerpo donde se presenta esta enfermedad. Sin embargo, también existe la clasificacion del

cancer dependiendo el tipo de células que se ven afectadas; por ejemplo:

Carcinoma: segun lo reportado por Cancer Research UK, alrededor del 85% del cancer son
carcinomas. Los carcinomas se presentan en el tejido epitelial, este se encuentra
recubriendo la superficies externas y cavidades internas del cuerpo [4].

Los carcinomas se subdividen, dependiendo la funcion y morfologia celular, en:

e Carcinomas de células escamosas: también llamadas “células epidermoides”, son

células que poseen una morfologia plana, se encuentran en la superficie exterior de
piel y recubriendo la garganta, es6fago, y algunos 6rganos como la vejiga, pulmones,
estdmago e intestinos.

e Adenocarcinomas: se presenta en células glandulares exocrinas.

e Carcinomas de células de transicion: se presentan en células del tejido de transicion,

el cual también es denominado como urotelio, ya que se encuentran principalmente

en el revestimiento de vejigas uréteres y parte de los rifiones.

e Carcinomas de células basales: se genera en las células de la capa mas profunda de

la epidermis.

Sarcoma: Se presenta en tejidos conectivos y de soporte, presentes en el cuerpo, y se

subdividen en:

e Cancer de hueso

e Sarcoma de tejidos blandos: como son los cartilagos, nervios, tendones, musculos,

tejido adiposo y vasos sanguineos.

Leucemia: es uno de los tipos de cancer mas comun en nifios, este padecimiento se da en
las células de la médula 6sea que se encargan de la produccion de células sanguineas, por
este motivo los tumores que se desarrollan no son sélidos y, las células transformadas se

liberan y acumulan en la sangre.



Linfoma y mieloma multiple: el linfoma es un tipo de cancer que comienza con una
proliferacion descontrolada de linfocitos, los cuales se acumulan, principalmente, en vasos
y ganglios linfaticos, y en el caso de encontrarse en diferentes 6rganos, no pueden realizar
sus funciones normales.

En el caso del mieloma mdltiple, las células que se afectan se denominan células
plasmaticas, las cuales se forman en médula G6sea, por lo que se acumulan y generan
tumores dentro de los huesos, y al no poseer un correcto funcionamiento, la produccion de

anticuerpos disminuye notablemente.

Melanoma: se presenta en las células que dan lugar a los meloncitos, principalmente se da
en la piel. Sin embargo, se puede desarrollar en otros tejidos pigmentados, como son los

0jos [1].

Tumores del sistema nervioso central: se presenta en las diferentes células de las cuales
estd compuesto el cerebro y la médula espinal. Si bien, no es de los tipos de cancer mas

comunes, si es de los mas dificiles de tratar por la localizacion del tumor [4].

Otros tipos de tumores

e Tumores de células germinativas: se da la alteracibn en células que generan

espermatozoides o los 6vulos.

e Tumores neuro-endocrinos: se presenta en células que secretan hormonas en

respuesta a sefiales nerviosas.

e Tumores carcinoides: es un subtipo de los tumores neuro-endocrinos, sin embargo,

poseen una capacidad mayor para diseminarse y, secretar prostaglandinas y

serotonina [1].

2.1.2 Causas del cancer

La causa exacta de la aparicion del cancer nunca es la misma y no siempre es posible
determinarla, ya que se considera una enfermedad multifactorial, esto se debe a que son
necesarias varias condiciones, incluyendo componentes genéticos y/o ambientales, para
gue se presente este padecimiento. Sin embargo, la alteracion de las células que conlleva a

la presencia del cancer esté relacionada con cambios en la expresion génica, principalmente



con mutaciones en genes supresores de tumores, genes reparadores del acido
desoxirribonucleico (DNA) y de proto-oncogenes.

Los primeros estan relacionados con el control de crecimiento y divisién celular, estos
provocan una disminucion de la division celular y se encuentran involucrados en sefiales de
inicio de la apoptosis. Como es el caso de el gen TP53, el cual codifica a la proteina p53, la
cual es un factor de transcripciéon que regula la expresion de genes relacionados con la
induccién de la apoptosis, el arresto del ciclo celular, senescencia, cambios en el
metabolismo y reparacion de DNA.

Si llega a presentarse una alteracion en ambos alelos, que dé lugar a una inactivacién de
estos genes (Tabla 1), se bloquearan los mecanismos de induccion de apoptosis y se
generara una replicacion continua y excesiva, y de manera in vivo se reflejara como el

crecimiento de tumores y el incremento del potencial metastasico [5, 6].

Tabla 1. Ejemplos de genes supresores de tumores y tipos de cancer relacionados

con su alteracion.

Gen Funcidn de proteina  Sindrome de cancer Canceres por
codificada familiar mutaciones

esporadicas

p53 Factor de Sindrome de Li- Varios,
transcripcion Fraumeni (tumores = aproximadamente el
multiples) 50% de los tumores
RB Regulacién la Retinoblastoma Retinoblastoma,
transcripcion osteosarcoma,

carcinoma de mama,
pulmdn vy vejiga

PTEN Fosfatidilinositol-3- Sindrome de Glioblastoma, Cancer
fosfatasa Cowden de prdstata, tiroides
y endometrio
WT1 Regulaciéon Tumor de Wilms Cancer infantil de
transcripcional rifién
APC Unidn y degradacién Poliposis Carcinoma de colon
. de B-catenina, ' S T y estdmago
involucrada en la via
de sefializaciéon de familiar
Wnt
NF1 Actividad Ras-GAP Neurofibromatosis Astrocitomay
tipo | carcinoma de colon
VHL Respuesta a hipoxia Sindrome de von Carcinoma de células
Hippel-Lindau renales, cerebeloso y

hemangiosarcoma




LKB1 Fosforila y activa Sindrome de Peutz- = Adenocarcinoma de
AMPK para Jeghers pulmoén
desactivar mTOR

Tomada y modificada de: [7]

El material genético de cada una de nuestras células se encuentra expuesto continuamente
a diversos agentes de nuestro entorno que logran dafarlo, entre estos se encuentran las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), la radiacién, compuestos
intercalantes y multiples otras sustancias quimicas que pueden interactuar con este y afectar
su sintesis, asi como alterar la informacion genética, resultando en la produccion de
proteinas incompletas, modificadas o no funcionales. Por esta razén es que existen un grupo
de genes, llamados reparadores de DNA, gue al expresarse pueden generar proteinas que
tienen la capacidad de reestructurar el DNA y rectificar la secuencia que normalmente debe
de presentarse en cada célula, lo que permite eliminar mutaciones que sean causantes de
la transformacion de las células a células cancerosas.

Entre estos genes se encuentran los que codifican proteinas para los sistemas de:
Reparacion por escision de bases (BER, por sus siglas en inglés), reparacion por escision
de nucleodtidos (NER, por sus siglas en inglés), reparacion por desapareamiento de bases
(MMR, por sus siglas en inglés). También existen genes que al expresarse producen
proteinas con la capacidad de eliminar dafios mayores al promover la recombinacion entre
dos cadenas de DNA, asi como los que codifican para enzimas que eliminan las lesiones
causadas por alquilacion, principalmente de las guaninas, que son las que tiene un peso
mas critico en la modificacion de expresion génica, entre estas enzimas se encuentra la O6-
metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT) [8]. Sin embargo, si estos genes se alteran, la
proteccion que confieren se disminuye; generando asi una propension al desarrollo de

cancer por acumulacion de dafos en el DNA.

En el caso de los proto-oncogenes son genes que se encuentran normalmente en todas
nuestras células somaticas o que son insertados por virus al ser infectadas, existen algunos
gue normalmente estan relacionados con crecimiento, supervivenciay division celular (Tabla
2), sin embargo, diversas mutaciones pueden dar lugar a oncogenes activos, y con esto se
mantiene su expresion sin ninguna regulacién, ocasionando una replicaciéon desmedida, aun
cuando existan sefales inhibitorias de estos procesos, favoreciendo el fenotipo cancerigeno
[1,9,10].



Tabla 2. Ejemplos de oncogenes y tipos de cancer relacionados con su expresion.

Oncogen

INT2

HST

EGRF

MAS

SRC

v-YES

v-MOS

PIM-1

L-MYC

v-FOS

v-JUN

BCL2

Identificacion Tipo de neoplasia en

la que se expresa

Factores de crecimiento
Insercién proviral Carcinoma mamario

Carcinoma

estomacal

Receptores de factores de crecimiento

Amplificacién de Carcinoma de células
DNA

Transfeccion de DNA

escamaosas

Carcinoma
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2.1.3 Factores de riesgo

Como ya se mencion0 anteriormente, para que comience el desarrollo del cancer es

necesario que se presenten varias condiciones. Sin embargo, existen los llamados factores

de riesgo, los cuales pueden ser condiciones ambientales, estilos de vida, exposicién a

ciertas sustancias o radiacién de ciertas frecuencias; que son capaces de aumentar la

probabilidad y facilidad que presenta un organismo para el desarrollo del cancer.

Todos estos factores de riesgo se definen generalmente por medio de la epidemiologia, con

la que se puede investigar si existe algo comdn a lo que fue expuesta una poblacion que

presenta cancer, y comparado contra una poblacion sana determinar alguna asociacion que

indique un detonante de este padecimiento. Entre los factores de riesgo mas estudiados se

encuentran:

Antecedentes familiares: existen mutaciones que presentan ciertas familias, que
pueden ser heredadas a la siguiente generacion, las cuales causan sobre la
descendencia, una predisposicion al desarrollo de, generalmente, un tipo de cancer
especifico. Cuando esto ocurre se le conoce como sindromes hereditarios de cancer

o cancer familiar.

Dieta: a lo largo del tiempo se han evaluado diversos alimentos y componentes de la
dieta, de las personas que tienen cancer y de las que no presentan este padecimiento,
con el fin de encontrar una relacion que indique si alguno de estos aumenta o
disminuye el riesgo de padecer cancer. En estudios previos se ha sugerido que el
consumo de vitamina D, calcio, té, verduras con compuestos polifendlicos y otros
antioxidantes, pueden reducir la probabilidad de presentar ciertos tipos de cancer. Por
otra parte, el consumo de edulcorantes artificiales, embutidos, comidas fritas o asadas
a altas temperaturas, pueden aumentarla. Sin embargo, los estudios que se han
realizado hasta el momento no arrojan una alta significancia de la existencia de dicha
correlacion como la hay para otros factores con mayor peso, que pueden promover o

limitar la aparicion de neoplasias [80].



Alcohol: a diferencia de muchos otros componentes de la dieta, se ha demostrado
gue el consumo croénico de elevadas cantidades de etanol presenta una asociacion
significativa de manera dosis dependiente con el aumento de la probabilidad de
desarrollar cancer. Los mecanismos que generan esta induccién de la presencia de
neoplasias aun se encuentran en investigacion. Sin embargo, se ha descubierto que
el propio metabolismo del etanol puede generar ROS, causantes de estrés oxidativo,
también se ha visto que produce inflamacién crénica. Otros de los mecanismos
estudiados son los relacionados con el acetaldehido, el cual es el compuesto mas
toxico derivado del metabolismo del etanol, y que incluyen: la interferencia con la
replicacion del DNA, dafio genotdxico, formacion de aductos de DNA, desregulaciéon
hormonal, disminucion de actividad y viabilidad de células del sistema inmune, el cual
normalmente actia para detener el progreso del cancer [12].

Existen factores genéticos que predisponen aun mas al desarrollo de tumores
relacionado con el consumo de alcohol, uno que se encuentra descrito en diversos
articulos es un polimorfismo que codifica a una menor cantidad de aldehido
deshidrogenasa (ALDH) o para una variante de esta enzima con menor actividad; esta
enzima es la responsable de oxidar el acetaldehido a acetato, el cual no es toxico.
Cuando se presenta este polimorfismo causa una acumulacién de acetaldehido,
incrementando asi los dafios mencionados anteriormente que puede ocasionar esta
molécula.

Se estima que el promedio a nivel mundial de personas que tienen cancer relacionado
con el consumo de alcohol es de 3.6%, siendo alrededor del 5.2% de los casos de
cancer en hombres y 1.7% en mujeres [13]. En estudios realizados por International
Agency for Research on Cancer, revelan que los 8 tipos de cancer que tienen una
mayor relacién con el consumo de etanol son de: colon, recto, higado, cavidad oral,
faringe, laringe, es6fago y de mama, este ultimo principalmente en mujeres. También
el consumo de alcohol se ha visto intimamente relacionado con cancer de estbmago,

pancreas y pulmoén [13].

Tabaco: El uso regular del tabaco y la exposicion pasiva a substancias presentes en
esta planta, es uno de los factores de riesgo principales para el desarrollo de cancer,
y es causante del mayor nimero de muertes, aproximadamente el 30%, ligadas con

este padecimiento [14].
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Se ha demostrado que la utilizacion de esta substancia de abuso, en sus distintas
presentaciones, exhibe una estrecha relacion con la evolucién de diversos tipos de
cancer. En el caso del consumo productos de tabaco que para su utilizacién es
necesaria su combustidn para posteriormente ser inhalados, se encuentra asociado
al aumento de, principalmente, cancer de pulmon y tracto aéreo digestivo superior,
este Ultimo incluye cancer de cavidad oral, cavidad nasal, laringe, faringe, eséfago;
sin embargo se ha visto asociado también al aumento en riesgo de presentar cancer

de estébmago, recto, colon, cérvix, cuello uterino, rifién, vejiga, pancreas, higado e

incluso leucemia mieloide aguda. El uso de tabaco masticado o en polvo para ser

inhalado, se encuentra emparentado en mayor medida con el desarrollo de cancer de

boca, esofago y pancreas [15].

El tabaco contiene diversas substancias carcinogénicas, sin embargo, en el caso

particular del cigarro comercial se han caracterizado mas de 60 moléculas que

pueden producir cancer, entre los que se destacan:

- Carcinogenos fuertes: hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPS), nitrosaminas
y aminas aromaticas [16].

- Carcinogenos moderados y débiles: acetaldehido, formaldehido, benceno, 1,3-
butadieno, 6xido de etileno, otros compuestos n-nitrosos, compuestos inorganicos
como el cadmio y otras trazas de metales [17].

De los mecanismos mas estudiados de promocion del cancer por consumo de tabaco,

son: debilitamiento del sistema inmune impidiendo la eliminacion de células

neoplasicas [18], metilacion inespecifica del DNA, formacion de aductos de proteinas

o de DNA, translocaciones cromosomicas y mutaciones ocasionadas principalmente

por transversiones entre timina y guanina [14].

Existe un efecto de sinergia para el desarrollo de cancer, entre el consumo de alcohol

y tabaco, esto se puede ver en 3 casos principales en el tracto aerodigestivo superior:

- El uso de cigarros duplica la concentracion de acetaldehido acumulado en las
mucosas.

- El alcohol vuelve més permeable a las mucosas generando una mayor absorcion
de moléculas carcinégenas presentes en el tabaco.

- Incrementa la activacion de CYP2EL, el cual es encargado de metabolizar muchas
de las sustancias generadas por el alcohol y tabaco, aumentando
significativamente el estrés oxidante [13,19].
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Edad: Se han realizado diversos meta-analisis para determinar si existe una relacion
entre el envejecimiento y el desarrollo del cancer. En estudios realizados en 2009 se
determind que un poco mas de la mitad de los canceres se presentaba en adultos de
65 aflos 0 mayores, y que dadas las tendencias se estimaba que, en el 2030, el 70%
de los casos de cancer se presentaran en este intervalo de edad. Sin embargo,
también se ha podido observar en los datos recopilados, que, en las personas
longevas que tienen alrededor de 90 afios 0 mas, es poco comun el desarrollo de esta
enfermedad.

A partir de diversos estudios se ha logrado determinar que el desarrollo del cancer no
es consecuencia directa del envejecimiento, y tiene una relacion mas estrecha con
otros factores de riesgo como: la acumulacion de mutaciones oncogénicas genéticas
y epigenéticas, la disminucion de la funcion del sistema inmune, la inflamacién crénica
y mayor exposicion a carcindgenos fisicos y quimicos del ambiente u ocupacionales.
Sin embargo, si se ha visto una relacion entre la vida media, aproximadamente los 45
afios en adelante, la susceptibilidad a la radiacién ionizante y radiacion ultravioleta
(UV), y a presentar padecimientos cronicos que aumenten las probabilidades de
presentar neoplasias, como son: alcoholismo, tabaquismo, diabetes, obesidad,
sindrome metabdlico e infecciones cronicas.

Teniendo todo lo anterior en cuenta, se logré determinar que la restriccion calérica, la
realizacion de ejercicio regularmente, evitar la exposicion a carcindégenos y el cuidado
especial para prevenir enfermedades hereditarias, conlleva a que el envejecimiento

por si mismo no sea un causante directo de la generacién de tumores [20].

Hormonas: El papel que desempefian las hormonas en el organismo, es de suma
importancia, estas son moléculas que tienen la capacidad de regular la mayoria de
los procesos basicos, como es el suefio y el hambre; hasta procesos de mayor
complejidad como es la reproduccién, crecimiento, metabolismo e incluso el estado
de animo. Por esta razon es que se ha estudiado el efecto que pueden presentar
estos mensajeros quimicos, sobre la progresion o riesgo para presentar neoplasias.

Entre las hormonas, las femeninas, y particularmente los estrogenos se han
considerado que son potenciales carcindgenos, principalmente en el desarrollo de

tipos de cancer relacionados con el sistema reproductor, por ejemplo: cancer de
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mama, endometrio, ovario y testiculos; teniendo un marcado efecto de induccion
sobre la division celular [21]. Ademas, la deficiencia de estrogenos durante la
menopausia, también se ha visto relacionada con un aumento en del riesgo para
desarrollar cancer oral [22].

En la literatura se encuentra descrito que existen otros tipos de cancer que su
desarrollo puede afectarse por la actividad hormonal. En el caso particular del
carcinoma oral de células escamosas, la progresion de este se ha asociado a la
sobreexpresion y/o sobreactivacion de los receptores de estrogeno, ocasionando una
mayor supervivencia celular, un incremento en la formacion de tumores y metastasis
[23, 24].

Sistema inmune: a partir de diversos estudios se ha determinado que el sistema
inmune juega un papel de gran relevancia en procesos involucrado con el cancer.
Cuando una célula se vuelve neoplasica, comienza una modificacion de su matriz
extracelular y membrana plasmaética, llegando a exteriorizar antigenos tumorales en
su superficie. Por otra parte, la polaridad celular, que hace referencia a que en ciertos
tejidos las células presentan una orientacion especial que permite el paso de
sustancias de manera selectiva y presentan diferentes concentraciones de moléculas
en cada parte de la célula, se pierde al convertirse en cancerigenas. Estas
modificaciones pueden ser reconocidas por células del sistema inmune innato y
adaptativo, y con ello montar una respuesta inmune para eliminar a las células
transformadas. Sin embargo, en algunos casos este proceso es un promotor del
desarrollo de cancer, ya que existe un proceso al que se le denomina “escape” en el
gue se eliminan las células inmunogénicas y se seleccionan a las células
cancerigenas mas agresivas, que son aquellas que tienen la capacidad de inhibir la
expresion de antigenos tumorales y ademas generar un microambiente
antiinflamatorio que evite su reconocimiento y destruccion. También existen células
del sistema inmune que se polarizan a pro-tumorales, promoviendo la angiogénesis y
la capacidad invasiva. Otro de los procesos relacionados con este factor de riesgo es
la inflamacion cronica, la cual es asociada al 25% del cancer que se presenta a nivel
mundial. La inflamacién crénica provoca un aumento en la fibrosis, angiogénesis,
proliferacion celular, remodelamiento de la matriz extracelular, evasion del sistema
inmune y activacion de vias de sefalizacion anti apoptaticas, con el fin de restaurar

los tejidos dafiados, sin embargo, una activacion prolongada puede generar
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inestabilidad gendmica y esta a su vez, propiciar un descontrol de estos procesos,

promoviendo la formacion de tumores [25].

La inmunosupresion también es considerada como un factor de riesgo para presentar
cancer, ya que como se mencion6 anteriormente el sistema inmune puede prevenir
la progresion de esta enfermedad, y si este se encuentra debilitado, se evitara el
reconocimiento y destruccion de las células cancerosas, y/o dificultara la eliminacion

infecciones que aumentan el riesgo de algunos tipos de cancer [26].

Infecciones: existen multiples agentes infecciosos que se encuentran relacionados
con ciertos tipos de canceres, estos pueden ser bacterias virus e inclusive parasitos.
Los mecanismos por los cuales se promueve la aparicion de ciertas neoplasias
dependen del tipo de agente. En el caso de los virus, uno de los principales procesos
gue conllevan al desarrollo de cancer es la incorporacion de su material genético al
DNA de las células hospedera para la replicacion de estos, ya que puede insertarse
en genes importantes para la regulacion celular, activando oncogenes, inhibiendo
genes supresores de tumores y causando mutaciones en los genes mencionados
anteriormente en el apartado de causas.

También los virus, junto con las bacterias y parasitos pueden promover el desarrollo
de tumores a partir de la inmunosupresion e inflamacion crénica, mencionadas

anteriormente.

Entre los agentes infecciosos con mas menciones en la literatura se encuentran:

- Virus de Epstein-Barr (VEB): alrededor del 90% de toda la poblacion en el mundo
se encuentra infectada por este virus, y se ha visto relacionado con algunos tipos
de linfoma y, con cancer de nariz y garganta.

- Virus de la hepatitis By C (VHB y VHC) se encuentra relacionado principalmente
con el desarrollo de cancer de higado, por ser el blanco de infeccion de este virus.

- Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH): este se encuentra ligado con la
promocién de principalmente 3 tipos de cancer, el de cérvix, sarcoma de Kaposi y
el linfoma de células B no Hodgkin. También se ha visto relacionado con otras
neoplasias en recto, higado, cavidad oral, faringe, pulmoén, Utero y linfoma de
Hodking. Esta asociacion se ha hecho principalmente por la inmunosupresion que

genera esta infeccidbn mas que por induccion directa.
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Herpes virus humano-8: esta infeccion es relativamente comun, sin embargo, si
se encuentra concomitante con infeccion con VIH, se ha visto asociada al
incremento de probabilidad de desarrollar sarcoma de Kaposi.

Virus del papiloma humano (VPH): existen alrededor de 200 tipos virus en este
grupo, y alrededor de 40 son los mas faciles de contagiar. Se ha calculado que
cerca del 90% de las personas alrededor del mundo son infectadas en su vida por
un virus de este conjunto, sin embargo, el tipo 18 y 16, son considerados VPH de
alto riesgo por su relacion estrecha con la promocién de diversos tipos de cancer.
Casi el 100% de cancer en el cuello uterino esta relacionado con esta infeccion.
Otros de los canceres asociados con VPH genotipo 16 son los de ano, vagina,
vulva, pene y canceres orofaringeos, en la base de la lengua, amigdalas, parte
central de la garganta y el paladar.

Helicobacter pylori: ciertas cepas de esta bacteria tienden a promover el cancer
de estdbmago, causada por inflamacién crénica relacionada al tipo dafio que
provoca sobre la mucosa estomacal.

Gusanos planos: parasitos como Opisthorchis viverrini 'y Schistosoma
hematobium, promueven cancer de vias biliares y vejiga, respectivamente [1].
Periodontopatégenos: Tannarella forsythia y Porphyromonas gingivalis son
bacterias anaerdbias y Gram negativas, presentes en la microbiota bucal, y que
pueden invadir el tejido periodontal. Esta invasion genera la induccion de la
liberacién de citocinas proinflamatorias, inmunosupresion por degradacion de
inmunoglobulinas y sobreexpresion de metaloproteinasas de matriz extracelular;
todos estos factores estan intimamente relacionados la aparicién de hiperplasias
y displasias en este tejido, promoviendo asi el desarrollo de cancer, principalmente

en la cavidad oral [27].

Radiacion: existen distintos tipos de radiacion que puede ser emitida, sin embargo,
la llamada radiacién ionizante, o de alta energia como los rayos X, rayos gamma o la
producida por el decaimiento de elementos radiactivos, puede interactuar con el
material genético de las células que son expuestas a esta, dafiando directamente el

DNA ocasionando mutaciones que promuevan la aparicién de tumores malignos [1].
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e Luz solar (Radiacién UV): por el tipo de energia que tiene esta radiacion produce
desregulacion sobre la proliferaciéon celular y supervivencia por mutaciones,
principalmente por la formacion de dimeros de bases de pirimidina en el DNA,
generando uniones tipo ciclobutano, eso se da generalmente en las timinas
impidiendo la replicacion y transcripcion correcta de la informacion genética. También
genera inmunosupresion, inflamacion crénica y estrés oxidativo.

En conjunto todos estos efectos que tiene la radiacién UV sobre las células dan lugar

a la formacion y progresion rapida de neoplasias malignas, principalmente en la piel
[28].

e Otras sustancias carcinogénicas: existen otros contaminantes ambientales,
ocupacionales, en el aire, en agua, en alimentos, etc. a las que puede estar expuesta
una persona, y que a su vez promueven el desarrollo de cancer por los diversos
mecanismos mencionados anteriormente. Para la mayoria de estas substancias
carcinogénicas, su efecto depende la exposicion crénica para lograr la transformacion
de células normales a cancerigenas. Existen multiples sustancias, de diferente
naturaleza, entre las que podemos mencionar los siguientes ejemplos: benceno,

asbesto, arsénico, cadmio, alquitran, aflatoxinas, 6xido de etileno y formaldehido [1].

2.2 Cancer de cabeza y cuello

El cancer de cabeza y cuello incluye una serie amplia de neoplasias a lo largo de ambas
partes del cuerpo, sin embargo, las presentes en piel, ojos y cerebro, generalmente no son
consideradas para este término, por lo que algunas referencias proponen que aplica
Unicamente para las neoplasias epiteliales de células escamosas que se presentan en el
tracto aerodigestivo superior, incluyendo a los tumores en senos paranasales, cavidad nasal,
cavidad oral, faringe y laringe, por ser las neoplasias mas frecuentes en este sitio anatomico.
Para referirse a ellas se usa el término de carcinoma epitelial de células escamosas de

cabeza y cuello [29].

2.2.1 Epidemiologia

El cancer de cabeza y cuello, sumando todos los sitios de formacién de tumores
anteriormente mencionados se encuentra, desde 2015, en el sexto lugar del tipo de cancer
con mayor incidencia a nivel mundial (Figura 2) representando asi el 3% de todos los tipos
de céncer a nivel mundial [30] y especificamente México, el 17.6% [45]. Este tipo de cancer
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presenta una mayor incidencia en varios paises con mayor desarrollo; posiblemente debido
a que la poblacién se encuentra con una mayor exposicion a contaminantes ambientales

carcinogénicos en el aire (Figura 3).

Tasas de incidencia de diferentes tipos de cancer, normalizadas por edad, estimadas para
2018, en todo el mundo, en ambos sexos, en todas las edades
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Figura 2. Tasa de incidencia de cancer. Tasa de incidencia estandarizada por edad, estimada para 100,000

personas por afio, realizada por Globocan en 2018, de neoplasias mas frecuentes (- = Cancer de cabeza y
cuello), en ambos sexos y de todas las edades, alrededor del mundo. (ASR= tasa estandarizada por edad, por

sus siglas en inglés) Tomada y modificada de: [31]
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Figura 3. Tasa de incidencia estandarizada por edad, de cada pais, estimada para 100,000 personas por
afo, realizada por Globocan en 2018, de neoplasias nasofaringeas, orofaringeas, hipofaringeas, en laringe,
labios, cavidad oral y tiroides, en ambos sexos y de todas las edades, alrededor del mundo. (ASR= tasa

estandarizada por edad, por sus siglas en inglés) Tomada y modificada de:[31]

Las neoplasias mas comunes de este tipo de cancer se presentan en labios, boca y en la
laringe (Figura 2), y la mayoria de las personas que las presentan son hombres de edad
cercana a los 60 afos, sin embargo, conforme ha pasado el tiempo se ha descrito en nuevos
estudios clinicos, el aumento de neoplasias en la lengua en adultos jovenes, principalmente

de Estados Unidos y algunos paises de Europa [29].

Este tipo de tumores de cabeza y cuello, se encuentran entre los 10 mas comunes, teniendo
como principal blanco de metastasis los ganglios linfaticos cervicales, y posteriormente las
células cancerigenas pueden utilizar el sistema linfatico para desplazarse a partes mas
distantes en el cuerpo. Los érganos que mas comunmente se afectan por tumores
secundarios derivados de este tipo de cancer, son el cerebro y los pulmones, el cancer en
este Ultimo 6rgano mencionado, se encuentra descrita como la malignidad causante de la
mayor cantidad de muertes en todo el mundo [31], por lo que es de suma importancia detener
lo antes posible la progresion de estos diversos tipos de cancer en cabeza y cuello.
Aproximadamente solo el 40-50% de los pacientes que los presentan, sobreviven 5 0 mas
afnos [32], por estas razones es que se considera una de las problematicas de salud graves

en la actualidad en varios de los paises alrededor del mundo.
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2.2.2 Factores de riesgo del cancer de cabeza y cuello

Como se menciond anteriormente, existen diversos factores de riesgo que promueven la
proliferacion celular descontrolada. En el caso particular del cancer de cabeza y cuello, se
han visto que la inhalacion de polvo de madera, exposicion a contaminantes presentes en
refinerias de niquel y fabricas de fibras textiles, el consumo de alimentos con muchos
preservantes o muy salados y la desnutricién, estan relacionados con el aumento de la
probabilidad a desarrollar neoplasias nasofaringeas, de laringe y de senos paranasales. La
exposicion a la radiacion esta relacionada con cancer de gandulas salivales y la infeccién de
Epstein-Barr es un factor de riesgo del cancer nasofaringe y de glandulas salivales; ademas
la salud bucal ya sea por falta de higiene o por uso excesivo de enjuague bucal que contiene
alcohol, pueden promover la formacion de cancer en la cavidad oral. Sin embargo, todos
estos no son considerados los factores de riesgo mas importantes. Los 3 los factores mas

relevantes asociados al cancer de cabeza y cuello son:

e Tabaco: antes de 1964 el consumo de tabaco no se veia relacionado con la
propension a desarrollar neoplasias, en la actualidad se sabe que si se encuentra es
ligado estrechamente, principalmente con cancer de pulmén, cabeza y cuello. La
simple irritacion crénica causada por el humo en vias respiratorias, puede ser un
factor de riesgo para el desarrollo de cancer de cabeza y cuello. Sin embargo, muchas
de las sustancias presentes en el tabaco, deben de ser metabolizadas para adquirir
su potencial carcinogénico; una vez que entran en el organismo estas moléculas son
metabolizadas principalmente por el complejo enzimético citocromo P450, y varias de
estas se convierten en moléculas muy electrofilicas, promoviendo que reaccionen con
proteinas y/o DNA, generando aductos al unirse de manera covalente. Si las
mutaciones generadas no son reparadas de manera correcta, y se presentan en
regiones cruciales de oncogenes (Tabla 2) como RAS y MYC 0 en genes supresores
de tumores (Tabla 1) como TP53, puede ocasionar la pérdida de control del
crecimiento y desarrollo celular, y dar lugar a la aparicién de tumores [17]. Una de las
enzimas de este complejo caracterizada por inducirse durante el metabolismo del
tabaco y alcohol, es la CYP2EL, y esta a su vez incrementa la generaciéon de ROS,
aumentando la peroxidacion de lipidos, estrés oxidativo y otros mecanismos que
posiblemente induzcan la tumorogénesis [33].

En los estudios mas recientes se ha determinado que moléculas como nicotina y

diversas nitrosaminas al unirse con receptores de nicotinicos y de acetilcolina, son
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capaces de activar, principalmente, a la proteina cinasa B (AKT) y la proteina cinasa
A, las cuales son elementos presentes en vias de sefalizacion que al ser activadas
disminuyen la apoptosis e incrementan la proliferacion celular, asi como la
supervivencia y transformacion a células cancerigenas. Uno de los efectos que se ha
observado que se presenta solamente por la union de la nicotina con estos
receptores, es el aumento de la produccion del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés), causando la estimulacion de la
vasculogénesis y angiogénesis, promoviendo asi la metéstasis y supervivencia del
tumor; aun cuando este efecto se ha presentado solo en modelos animales cuando
se encuentran en hiperoxia, se ha considerado la posibilidad de que la nicotina tenga

un impacto crucial sobre la promocion de tumorogénesis.

Otros estudios que aun no establecen una relacion clara mencionan que el tabaco
puede inducir la aparicion de neoplasias via proteina cinasa C (PKC) y proteina
activadora 1 (AP1) [17].

Alcohol: el consumo de alcohol alrededor del mundo ha sido un problema de gran
relevancia; datos presentados por la Organizacion Mundial de la Salud, mencionan
gue el consumo en 2005 era de 5.5 L. per cépita, llegando hasta 6.4 L en el 2016 lo
gue nos indica un incremento significativo en su uso regular [34]; teniendo en cuenta
gue posee potenciales efectos carcinogénicos, se ha considerado como uno de los
factores de riesgo mas importantes a nivel mundial, para el desarrollo de diversos
tipos de cancer, entre los cuales se encuentran los de cabeza y cuello.

El alcohol se ha considerado un carcinégeno incompleto, ya que no se ha demostrado
gue presente una relacion directa con las mutaciones detonantes de la transformacion
celular, sin embargo, si se ha demostrado que puede incrementar el crecimiento de
los tumores si es consumido regularmente.

Se menciond anteriormente el papel que juega el acetaldehido en la induccién de la
carcinogénesis, sin embargo, existen otros mecanismos de los cuales se han
realizado estudios, en los que el alcohol se encuentra involucrado para el desarrollo
de tumores (Figura 4). Se ha visto el alcohol puede modificar el metabolismo de
retinoides al inducir CYP2E1, estos compuestos se encuentran involucrados en la

regulacion del crecimiento y diferenciacion celular, la apoptosis y se han asociado
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también a ciertas vias de sefalizacion de estrégenos, por lo que una alteracion de

este tipo puede generar la promocién del cancer [12].
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Figura 4. Mecanismos de carcinogénesis propuestos para el consumo de etanol. Tomada y modificada

de: [12]

VPH: Desde 1983 se obtuvo evidencia que relacionaba el VPH con el cancer
orofaringeo de células escamosas. En la actualidad se sabe que el 75 al 90% de los
pacientes con cancer han presentado la exposicion a este virus, sin embargo, solo el
25% de los canceres de cabezay cuello se encuentran intimamente relacionado con
la infeccion con los subtipos de VPH 16, 18, 31, 33 y 35. En el caso patrticular del
cancer orofaringeo se presenta un mayor porcentaje relacionado con el VPH, llegando
a un porcentaje mayor al 60%, convirtiendolo en uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de este cancer. A partir de la determinacion del
genotipo del virus, se ha logrado establecer que el subtipo 16 es el que se encuentra
en el 90% de los casos de cancer de cabeza y cuello asociado al VPH y se ha visto
gue en estos casos los tumores presentan metastasis mas agresiva, sin embargo,
son mas susceptibles a los tratamientos convencionales por no encontrarse

gueratinizados.
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En los ultimos 10 afios se ha podido observar una disminucién de 1.85% en los casos
de cancer de cabeza y cuello relacionados con el consumo de tabaco y un aumento
de 0.8% en los que se encuentran relacionados con el VPH [35]. También se ha visto
un incremento en la aparicion de tumores de cabeza y cuello en adultos 40-55 afios
de edad, principalmente en hombres. Esta tendencia se ha atribuido a cambios en el
comportamiento sexual, reflejadas en el aumento en el nUmero de parejas sexuales
y una mayor recurrencia del sexo oral, que al final se traduce en un incremento en la

probabilidad de infectarse con VPH.

Entre los mecanismos de carcinogénesis producidos por este virus al integrar su
material genético al DNA genomico de la célula infectada, se encuentran la
desregulacion en la expresién de ciertos oncogenes y la produccién de oncoproteinas.
Entre las oncoproteinas mas estudiadas se encuentra la proteina E6, la cual induce
una degradacion por protedlisis mediada por ubiquitinacion de P53, suprimiendo el
arresto del ciclo celular en fase G1, apoptosis y ciertos mecanismos de reparacion de
DNA; aumentando asi la inestabilidad gendmica. Otra de las oncoproteinas que se
induce su expresion es la E7 la cual se une inactiva al producto de el gen supresor de
tumores RB (Tabla 1) permitiendo la progresion del ciclo celular aumentando la
proliferacion y la transformacién a células cancerigenas. Ademas, otro de los
mecanismos de carcinogénesis planteados para esta infeccién, se encuentra
relacionado con la sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR, por sus siglas en inglés), lo que produce una sobre activacion de esta via de

sefalizacion provocando asi una mayor proliferacion celular [36].

2.2.3 Patogénesis

Como se presenta generalmente para el desarrollo y progresion del cancer, debe de haber
una acumulacion de alteraciones moleculares en las células sanas. entre estas
modificaciones, particularmente para el 90% de los casos de cancer de cabeza y cuello,
podemos destacar las que se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Alteraciones moleculares y progresion del cancer de cabeza y cuello. Tomada y modificada de:
[29]

Estas alteraciones moleculares dan lugar a la activacion constante de vias de sefializacién
involucradas en la proliferaciéon celular, supervivencia, migracion, invasién, angiogénesis,
vasculogénesis y metastasis. Entre las vias mas estudiadas por su efecto en la regulacion
de la supresion de la proliferacion celular, se encuentran aquellas en las que estan
involucradas diversas cinasas; esto se ha podido ver en lineas celulares de leucemia
(L1210), cancer de ovario (OVCA433), de gliosarcoma (9L) y de tumores de células
escamosas (HTB43) [37]. Es por este motivo que las vias de interés para este trabajo son las
vias de PI3K/AKT y MAPKSs, en las que se encuentran cinasas involucradas (Figura 6) y son
importantes, debido a que se han visto intimamente relacionadas con varios tipos de cancer
de cabeza y cuello, ademas, son vias activadas por receptores de tirosin cinasas. En este
tipo de céncer en particular se destaca la activacién de estas vias por parte del factor de
crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés) y VEGF.

En el 90% de los casos de cancer de cabeza y cuello se ha podido observar una tendencia
en la sobre expresion del EGFR, lo que trae como consecuencia una mayor sefial de
activacion de estas vias. Por este mismo motivo entre los tratamientos mas novedosos, se
encuentra el uso de antineoplasicos convencionales conjuntos con anticuerpos que
reconozcan a EGFR, el receptor de VEGF (VEGFR) o sus ligandos, impidiendo la unién
entre estos, y por lo tanto evitando la sefial de activacion de las vias anteriormente

mencionadas.
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El cancer de cabeza y cuello generalmente no presenta sintomas en los inicios de la
formacion de tumores, y la mayoria de las veces se diagnostica cuando se encuentra en
etapas avanzadas, en las cuales ya se encuentra diseminado en otras partes del cuerpo,
complicando la eliminacion de las células cancerigenas. Sus principales blancos

metastasicos son los ganglios del cuello, cerebro, pulmén, higado y huesos [29].

2.3 Cancer de hipofaringe

Se encuentra incluido en el cancer de cabeza, sin embargo, es uno de los menos comunes,
y solo representa el 3% de los diferentes tipos de tumores que se pueden presentar en estas
regiones. Generalmente los tumores hipofaringeos estan constituidos por células
escamosas y se presentan en el epitelio ubicado en la parte inferior de la faringe (Figura 7),
parte que se encuentra unida al parte superior del esofago.
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Regiones en el cancer de cabeza y de cuello
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Figura 7. Regiones en las que se pude presentar los diferentes tipos de cancer de cabeza y cuello.

Resaltando la hipofaringe en rojo. Tomada de: [79]

El cancer de hipofaringe es de los tipos de cancer que presentan un peor pronéstico a futuro
debido a diversas caracteristicas que se manifiestan, lo que ocasiona que solo
aproximadamente el 30-35% de los pacientes que tienen alguna neoplasia maligna en la
hipofaringe llegan a sobrevivir 5 0 més afios después de su diagnoéstico. Entre estas
caracteristicas, se encuentra frecuentemente la ausencia de sintomas en las primeras
etapas de la carcinogénesis. Los signos y sintomas que se llegan a presentar pueden ser
confundidos con otros padecimientos como reflujo, infecciones del tracto respiratorio inferior
o inclusive pueden ser enmascarados y retardados por el consumo de sustancias de abuso
como el tabaco y el alcohol, ya que estos causan irritacion de las zonas afectadas. Entre los
sintomas inespecificos que se presentan en el 50% de los pacientes que padecen este tipo
de tumores son: la disfagia, dolor de garganta y ronquera, lo que complica su diagndstico
temprano [38], ocasionando que aproximadamente el 6% de los pacientes al ser
diagnosticado con tumores hipofaringeos se encuentren en etapas con metastasis a los
tejidos circundantes de la laringe y la epiglotis [39], y metéstasis distante en los tejidos
mencionados con anterioridad para el cancer de cabeza y cuello. El 60% de los casos

progresen a metastasis durante el tratamiento.
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La manera en la que se diagnostica este padecimiento de manera definitiva es con el uso de
técnicas mas complejas como: laringoscopias, biopsias, tomografias computarizadas,
ultrasonidos y tomografia por emisiéon de positrones. Esto mismo ocasiona dificultad y un
retraso significativo para el diagndéstico.

La recurrencia de este tipo de cancer es muy comun, este fendmeno se da aproximadamente
en el 50% de los pacientes y generalmente se presenta con metastasis distante, volviendo

a estos tumores un padecimiento dificil de erradicar en su totalidad.

2.3.1 Tratamiento contra el cancer hipofaringeo

Los tratamientos que existen en la actualidad para este tipo de cancer son agresivos,
invasivos, téxicos y con baja efectividad, entre los principales se encuentran procesos
quirurgicos para la remocién del tejido afectado o inclusive laringectomia total, seguido de
sesiones de radioterapia para eliminar cualquier célula cancerigena que no se haya logrado
retirar [40], generalmente el tratamiento con farmacos antineoplasicos al igual que su
combinacion con la radioterapia, se utilizan cuando se presenta metastasis. Entre los
guimioterapéuticos mas utilizados para este tipo de cancer son: el cisplatino, el docetaxel y

el 5-fluorouracilo.

En el caso de los procedimientos quirdrgicos acompafados de radioterapia generan
pérdidas importantes en funciones normales de esta parte del cuerpo, entre las funciones
alteradas se encuentran el sentido del gusto, la respiracion y la deglucion, teniendo que
recurrir en algunos casos a traqueostomia y gastrostomia. Todo esto anteriormente genera
una propension a infecciones, depresion y otros problemas que contribuyen de manera
significativa a la mortalidad de los pacientes. A lo largo del tiempo se han mejorado estos
procedimientos enfocandose en la conservacion funcional de los érganos, y con el uso de
nuevas tecnologias e instrumentos, como es la microcirugia con laser y el aumento de la
precision en las zonas que son irradiadas, han logrado reducir el dafio que se genera sobre
esta area, sin embargo, son pocos los casos en los que se conserva totalmente funcional la

laringe.

Se ha demostrado que el uso de los medicamentos anteriormente mencionados se asocian
con un incremento en la preservacién de la laringe, asi como una mejor efectividad para

erradicar tumores secundarios, sin embargo, estos son toxicos principalmente en células de
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alta tasa de replicacién, inclusive las que se encuentran sanas, causando los efectos
secundarios clasicos del uso de este tipo de agentes quimioterapéuticos para tratamiento de
neoplasias, entre los que se incluyen: dolor, pérdida del apetito, problemas cardiacos y
sanguineos, cambios de estado de &nimo, caida del cabello, inmunodeficiencias, problemas
endocrinos y gastrointestinales, resequedad y aumento en la susceptibilidad a dafios en la
piel y mucosas. Por estos motivos se han buscado nuevas alternativas, entre las que se
encuentra el uso de anticuerpos que se unen a proteinas integrantes de vias de sefializacion
que estan involucradas en el cancer, con el fin de detener la progresion de esta. Otras
alternativas en las que en los Ultimos afios se ha destacado su investigacion, y que es uno
de los puntos claves de este trabajo, es el uso de substancias que se encuentren
naturalmente en las plantas o sustancias innovadoras de las cuales se hayan caracterizado
algun efecto benéfico, siempre buscando que estos nuevos farmacos utilizados posean una
mayor especificidad sobre células alteradas, un perfil de seguridad mejor y una menor
toxicidad sobre células sanas, logrando asi una mayor sobrevida, asi como la mejora en su
calidad de vida, durante y después del tratamiento, para los pacientes que presenten este
tipo de tumores [41]. Por tal motivo es que se han evaluado y encontrado efectos
anticancerigenos de varios compuestos naturales de la dieta, entre ellos estan incluidos:
vitamina A, curcumina, isotiocianato, té verde, luteolina, resveratrol, genisteina, kaempferol,

licopeno, melon amargo, witaferina A y guggulsterona [42, 43].

2.3.2 Epidemiologia del cancer hipofaringeo

En informes de la Organizacion Mundial de la Salud se ha descrito que uno de los factores
de riesgo mas importantes y que de ser controlado reduciria en gran cantidad los pacientes
gue desarrollan cancer, principalmente de pulmén, cabezay cuello, vejiga, renal y pancreas,
es el consumo regular de cigarros. Estos informes también pronostican un aumento de
aproximadamente un 50% en los pacientes que desarrollen cancer en los préximos 15-20
afos, principalmente en paises desarrollados en los que hay una mayor exposicion a
sustancias carcinogénicas, cambios en los habitos alimentacion y de actividad fisica, asi

como por la contaminacion que se acumulara en el ambiente [44].

Para el caso particular del cancer de hipofaringe, como ya se menciono6 anteriormente, este
tipo de tumores no es muy comun, sin embargo, como se puede apreciar en los datos

proporcionados por el GLOBOCAN que las tendencias mundiales sugieren que para el 2040
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habra un incremento de aproximadamente 30% en el nUmero de pacientes que presentan
este tipo de tumores, comparandolo con el aumento demografico mundial calculado para
este afio por la Organizacion de la Naciones Unidas se puede determinar que existira un
incremento en el riesgo de padecer neoplasias malignas en la hipofaringe [44], lo que genera
un punto de interés en la investigacién para el desarrollo de farmacos preventivos o

tratamientos para este padecimiento.

En México no existen registros completamente confiables de la epidemiologia de esta
enfermedad, sin embargo, en estudios realizados por el Instituto Nacional de Cancerologia
se ha descrito que el 17.6% de las neoplasias malignas que se presentan en México son de
cabeza y cuello, sin embargo, aun cuando en estas neoplasias no sean mayormente de
hipofaringe, se pueden encontrar datos en los que se observa que el cancer de hipofaringe
presenta una letalidad estimada del 94%, solo superado por el bucofaringeo que presenta

una mortalidad cercana al 100% [45].

2.4 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de moléculas que se producen naturalmente en las plantas
como metabolitos secundarios de bajo peso molecular. En la naturaleza estos metabolitos
se encuentran distribuidos en todas las estructuras de las plantas, son evidentes a través de
la pigmentacion, el olor y el sabor caracteristico, y entre sus multiples funciones para proveer
proteccion de los distintos factores bidticos y abidticos que les generan estrés, se
encuentran: la atraccion o repulsion de otros organismos, la proteccién contra radiacion UV,
efectos antimicrobianos y plaguicidas, funciones de sefalizacion celular, asi como
resistencia a la sequia, congelamiento y cambios bruscos de temperatura. Sin embargo,
también se ha visto que estos mismos compuestos generan efectos benéficos en animales

gue los consumen, incluyendo al humano.

Los flavonoides son compuestos polifenélicos derivados de benzo-y-pirona, que poseen un
esqueleto caracteristico de 3 anillos (Figura 8) y se dividen en subgrupos dependiendo la
union y los sustituyentes que poseen cada anillo que lo conformay, el grado de instauracién

y oxidacién que presenta el anillo C (Figura 9) [46, 47].
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Figura 8. Esqueleto basico de los flavonoides.
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Figura 9. Subdivisiones de los flavonoides. Imagen tomada y modificada de: [78]

Muchos de estos compuestos han sido utilizados a lo largo del tiempo para tratar multiples
padecimientos. La cultura China es ampliamente conocida por su uso en la medicina
tradicional, sin embargo, el uso de plantas medicinales no solo se remonta a esta region del
planeta, también es bien sabido que, en la cultura mesoamericana, sobre todo en la época
prehispanica se usaban las plantas medicinales para curar diversas enfermedades.
Actualmente muchas de las plantas utilizadas en la investigacion para la obtencion de
farmacos provienen del conocimiento que fue adquirido por nuestros antepasados sobre
estas. Enlas Ultimas 2 décadas se ha descubierto diversos de los componentes especificos,
pertenecientes a las plantas que pueden ser utilizados para él tratamiento o en la prevencion

de diversas enfermedades, por su capacidad de modular la funcion enzimética, las vias de
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sefalizacion, el estrés oxidante y otros efectos bioquimicos. Cabe resaltar que entre estos

compuestos descubiertos se encuentran alrededor de 5,000 flavonoides [48].

Entre los efectos benéficos caracterizados en los animales, que poseen los flavonoides se

pueden destacar:

Actividad antiinflamatoria: Se ha podido determinar con experimentos in vitro e in
vivo que estas moléculas poseen un efecto modulador de la respuesta inmune. En
diversos estudios, principalmente estudios in silico, utilizando acoplamiento molecular
o también conocido como Docking, han demostrado que muchas de estas moléculas
tienen la capacidad de interactuar con enzimas proinflamatorias, principalmente con
las 2 isoformas de la ciclooxigenasa (COX), generando un efecto inhibitorio de su
actividad impidiendo la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, a partir del acido
araquidonico.

Modulacién de la sintesis de esteroides: Principalmente las flavanonas poseen una
afinidad alta con las enzimas de la via de sefializacion de sintesis de esteroides, por
lo que puede inhibir la progresion de esta misma al interactuar con dichos integrantes
involucrados en la sefializacion.

Actividad antioxidante: Muchos de los flavonoides son capaces de prevenir diversos
padecimientos relacionados con los dafios que causan las ROS formadas en el
metabolismo normal o inducidas por condiciones externas. Este efecto se debe a que
las moléculas de los flavonoides poseen sustituyentes altamente reactivos,
generando que puedan ser mas facilmente oxidadas por los radicales libres, en lugar
de componentes enddgenos del organismo, posteriormente por la deslocalizacion
electrénica que poseen estas moléculas le provee de una mayor estabilidad, esta
misma estabilidad genera que los radicales formados sean poco reactivos y no
causen mas estrés oxidante.

Efectos anticancerigenos: Este tipo se efecto que se caracteriza por la inhibicion de
la transformacion de las células, proliferacion, adhesién, invasién, angiogénesis y
metastasis, se ha descubierto que puede presentarse utilizando distintos flavonoides
y en diversos tipos de cancer, recientes investigaciones se han esforzado en
encontrar el mecanismo por el cual provee de proteccion y actividad terapéutica [49].
Entre los supuestos mecanismos de accion que generan el efecto anticancerigeno se

encuentran: regulacion de la expresion génica, principalmente de genes supresores
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de tumores y oncogenes, modulacion de enzimas de desintoxicacion, modulacion de
la inflamacién, actividad antioxidante y eliminacién de radicales libres, modulacién
del metabolismo celular, inhibicion de cinasas, modulacion de las vias de sefalizacion
involucradas en la proliferacion y diferenciacion celular, induccion del arresto del ciclo
celular, asi como la induccion de la apoptosis.

e Oftros: actividad antiparasitaria y antimicrobiana que ayuda a contrarrestar la
resistencia a antibidticos, actividades benéficas en enfermedades isquémicas,
neurodegenerativas, diabetes e incluso algunas enfermedades virales como la
influenza HIN1.

En la dieta normal de los humanos, son consumidos poco mas de un gramo por dia, de
flavonoides, esta cantidad al ser absorbida por el organismo alcanza concentraciones
significativas en los fluidos corporales, logrando tener una actividad sobre el organismo [37].
Al considerar este fendmeno de que puede alcanzarse, relativamente facil una concentracién
farmacologicamente significante; teniendo en cuenta los antecedentes de no presentar una
alta citotoxicidad y generar multiples efectos benéficos en el organismo, es que se vuelven
moléculas de gran interés farmacologico por lograr efectos deseados sin afectar a otros

niveles del organismo.

2.4.1 Luteolina

La luteolina (3’,4’,5,7-tetrahidroxi flavona) (Figura 10) es una molécula de origen natural
perteneciente al grupo de los flavonoides, mas especificamente al de las flavonas, las cuales
se caracterizan por poseer un doble enlace entre el carbono 2 y 3 del anillo C y una cetona
en el carbono 4 de anillo C, estas moléculas se encuentran principalmente en las hojas y
frutas de las plantas.

La luteolina es un flavonoide que se puede encontrar en frutas, verduras y en hojas de
muchas plantas que son utilizadas en la medicina tradicional China para tratar padecimientos
como hipertension, desordenes inmunitarios y para aprovechar sus propiedades
antiinflamatorias, antihistaminicas y antioxidantes, recientemente es que se ha popularizado
Su uso para padecimientos neurolégicos, por su permeabilidad en la barrera
hematoencefélica e inclusive para padecimientos como el cancer.

Se sabe que los flavonoides poseen multiples mecanismos para generar sus efectos

biolégicos, sin embargo, uno de los principales obstaculos para una terapia exitosa con
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ciertos flavonoides recae en la baja disponibilidad sistémica, baja permeabilidad de la
membrana, inestabilidad, degradacién oxidativa y transformaciones metabdlicas [50]. No
obstante, la luteolina se encuentra presente en numerosas plantas en forma glucosilada, por
lo cual es hidrolizado durante su absorcién dejando libre a la luteolina. Parte de esta luteolina
es convertida en glucurénidos y atraviesa la mucosa intestinal con mayor facilidad [51]. Se
ha podido determinar que estos derivados glucosilados de la luteolina, como el luteolésido,
han presentado efectos antioxidantes y anticancerigenos similares a la luteolina y otros
flavonoides en cancer de pulmon [52]. En comparacion con otros flavonoides, como son los
flavonoles quercetina y kaempferol, esta se encuentra en las plantas en bajas
concentraciones, sin embargo, tiene una mayor termoestabilidad que muchos otros y la
pérdida de esta molécula es relativamente baja durante los procesos de coccion o
procesamiento industrial [51]. Esta flavona se encuentra mas abundantemente y puede ser
aislado principalmente de la cascara de los cacahuates, en el perejil, tomillo, apio, espinacas,
alcachofas, lechuga, crisantemo, hojas de la planta de cebolla, zanahorias, pimientos,
brécoli, cascara de manzana y de la planta de la cual se deriva su nombre, llamada Reseda
luteola [53].

OH

OH

HO O

OH O

Figura 10. Estructura de la luteolina.

Se sabe que los flavonoides poseen mdltiples sustituyentes, los cuales les confieren
diferentes propiedades. Se ha visto que algunos de los flavonoides que poseen grupos
hidroxilo, como es el caso de la luteolina, presentan un efecto antioxidante 6600 veces
mayor, que los que poseen otro tipo de sustituciones. Ademas, se ha visto que, si estos
grupos hidroxilos se encuentran como sustituyentes en los anillos aromaticos en posiciéon
orto, poseen mas actividad citotoxica que los que no presentan esta caracteristica.

Los resultados que arrojan investigaciones previas con flavonoides hidroxilados diferentes a
la luteolina y los flavonoides metilados, determinan que los que poseen grupos metilo

presentan una mayor absorcion oral y, un incremento en la biodisponibilidad y distribucion
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en los tejidos. Sin embargo, otros flavonoides hidroxilados y metilados presentan en
experimentos in vitro un efecto similar antiproliferativo en células FaDu y de cancer de mama
(MCF-7) [50].

2.5 Antecedentes

La luteolina, junto con la quercetina, son de los flavonoides con efectos benéficos, mas
estudiados en cancer. Sin embargo, varios de los experimentos realizados han arrojado
como resultado que posee un mejor perfil de seguridad que muchos otros, esto se debe a
gue existen evidencias que demuestran que presenta un menor efecto citotoxico sobre
células sanas comparado con otros flavonoides y con quimioterapéuticos de uso
convencional [54]. Diversos estudios in vitro e in vivo realizados con luteolina han generado
un gran interés sobre la utilizacién de este flavonoide para tratar multiples enfermedades,
entre ellas se encuentra el cancer, estas propiedades que posee la luteolina se han asociado
con su efecto antiinflamatorio, la induccién de la apoptosis y la inhibicion de la proliferacién
celular, metastasis y angiogénesis [51].

Se ha visto que luteolina puede suprimir la proliferacion de diversos tipos de células
tumorales en ensayos in vivo, teniendo un rango de dosis entre 3 a 50 uM y se ha podido
determinar que existen multiples mecanismos entre los que se incluye a la supresion de
cinasas, regulacion del ciclo celular, induccion de la apoptosis y reduccion de la sefializacion
de factores de transcripcion. En cancer de mama se ha podido observar que la luteolina
reduce el tamafio de los tumores, induce apoptosis y modula negativamente la sefializacién
de estrégenos, que promueve el cancer y la liberacion de VEGF, que por consecuente
genera la inhibicion de la angiogénesis in vivo.

En células MCF-7, de cancer de mama, luteolina disminuye la proliferacion celular, genera
el arresto del ciclo celular en fase G1, suprime la fosforilacion de AKT, ERK1/2, EGFR, MAPK
y los factores de transcripcion STAT3, NF-kB y AP-1 lo que ocasiona que se vea inhibidas
estas vias de sefalizacion involucradas en el desarrollo del cancer [55]. En otras lineas
celulares de cancer de mama como es la MDA-MB-231, la luteolina promueve la
biodisponibilidad y aumenta el efecto de otros anticancerigenos como la doxorrubicina,
cisplatino, paclitaxel y de otros flavonoides, como el galato de epigalocatequina (EGCG) [42].

Al igual que en este tipo de cancer, la luteolina puede modular el efecto hormonal para
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disminuir el cancer de ovario, disminuye la capacidad invasiva y migratoria que presentan
estas células inhibiendo la sefalizacion de EGFR y NF-kB.

La luteolina ha sido probada de manera in vitro en células de cancer de colon, con ello se ha
podido asociar el efecto antioxidante y antiinflamatorio como el responsable de suprimir la
produccion de MMP’s, inhibiendo en cierta medida la metastasis.

En el cancer de piel se ha descubierto que la luteolina puede inhibir la transicion epitelio
mesenquimal la cual es un proceso que tiene un papel muy importante en la invasividad y
metastasis, esto se pudo ver en las lineas celulares A431-111 y A431-P en las que se ve una
disminucién de los marcadores inducidos por el EGF, como es el recambio de E-cadherina
a N-cadherina.

Se ha probado de igual manera el efecto de la luteolina sobre canceres de higado, en
placenta y en el glioblastoma, pudiendo determinar que se encuentra asociado con la
inhibicion de las vias de sefializacion PI3K/AKT. Esta inhibicion se ve traducida
fisioldgicamente como una disminucién del crecimiento celular, la induccion de la apoptosis,
la supresion de migracion y de la capacidad migratoria, y un efecto antioxidante.

En la linea celular Jurkat T, de leucemiay en la linea celular PC-3, de cancer de prostata, la
luteolina, la apigenina y la crisina, produjeron un efecto pro-apoptotico, este efecto se
considero selectivo ya que se evalu6 en células asesinas naturales (NK, por sus siglas en
inglés) humanas sanas inmortalizadas, y se pudo observar que no se presentaba ningun
efecto similar. Evaluando la actividad individual que cada flavonoide presentaba, se pudo
determinar que la luteolina generaba un efecto preventivo contra el cancer, mayor al de los
otros 2 flavonoides evaluados [56].

En el caso particular de cancer de cabeza y cuello se ha demostrado, que la luteolina tiene
in vivo, un efecto inhibitorio del crecimiento de tumores en ratones y la regulacion a la baja
de la expresidon de AKT, sin efectos citotoxicos en ratones sanos [42]. En revisiones
elaboradas en el 2019 se menciona que su efecto particular sobre el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello presenta un efecto pro-apoptético al activar a Fas y la
induccién de la sintesis de p53, que asi mismo induce un arresto del ciclo celular en fase
G1, la reduccién de la migracion celular y la supresion de la acetilacion de histonas, lo que
causa como consecuencia un menor crecimiento y desarrollo de tumores [48]. De igual
manera se ha podido determinar que en las lineas celulares de carcinoma escamoso de
lengua, SCC-4 y OC2, la luteolina provoca el arresto del ciclo celular en fase G1, la
disminucion de la proteina RB, de la expresion de Bcl-2, de las ciclinas 2,4, y 6 dependientes

de cinasas, y ciclina D3; también se ha visto involucrada en el aumento de la fragmentacion
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del DNA, de los niveles de Caspasa 3 y 9, de la expresiéon de Bax y su consecuente
incremento de la apoptosis [57]. Sin embargo, no es muy especifica la informacién sobre la
dosis o sobre el mecanismo de accidn que esta posee, y a diferencia de otros tipos de
cancer, en el caso del cancer de hipofaringe no se ha determinado que efectos presentara.
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3. Justificacion

Como se menciond anteriormente, el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
corresponde al sexto cancer mas comun a nivel mundial [30]. Y en el caso particular del
cancer de hipofaringe, que se encuentra dentro de esta clasificacion, si bien no es el tipo
mas comun de este tipo de neoplasias, si es de los mas letales, superado solamente por el
cancer bucofaringeo [45].

Las opciones para el tratamiento de este tipo de cancer son diversas, sin embargo, muchas
de estas presentan efectos adversos graves, impidiendo conservar el correcto
funcionamiento de los érganos afectados [41]. Sumado al dificil diagnéstico, presencia de
metastasis y recurrencia que presenta, lo vuelve uno se los padecimientos a investigar para

encontrar nuevas alternativas de tratamiento o incluso de prevencion.

En la actualidad se ha optado por buscar fuentes mas accesibles a moléculas complejas
para el tratamiento de diversas enfermedades, y por ello es que se han enfocado muchos
estudios en plantas, las cuales a partir de su metabolismo secundario dan lugar a
compuestos bioactivos con una amplia variedad de aplicaciones. Entre este tipo de
moléculas naturales se han podido caracterizar alrededor de 5000 flavonoides [48], de los
cuales se han podido evaluar sus actividades anticancerigenas, logrando determinar que
varios de estos producen un efecto citotoxico en células cancerigenas, asi como la
modulacion de diferentes procesos que conllevan al desarrollo de tumores y a la progresion

del cancer.

La flavona luteolina, es un flavonoide de los mas estudiados para el tratamiento de
enfermedades, y se ha logrado determinar que presenta efectos anticancerigenos, sobre
multiples tipos de cancer, al igual que reportes que lo posicionan como una alternativa menos
citotdxica para células sanas [54]. Si bien existen investigaciones que mencionan sus efectos
sobre otros tipos de cancer escamosos, no se han evaluado todas sus actividades en el

cancer de hipofaringe.

Es por este motivo que se planteoé la evaluacién de los efectos que puede presentar in vitro,
la luteolina sobre al carcinoma de células escamosas de hipofaringe.
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4. Hipobtesis

La exposicion a un tratamiento con luteolina presentara un efecto modulador en las vias de
sefalizacion PI3K/AKT y MAPK, el cual provocara un efecto citotoxico y una disminucion de
la liberacion de VEGF, la migracion e invasividad en una linea celular de carcinoma de

hipofaringe.

5. Objetivo
Evaluar in vitro el efecto que generara un tratamiento con luteolina sobre las vias de
sefializacion PI3K/AKT y MAPK, viabilidad celular, liberacion de VEGF, migracion e

invasividad en células FaDu.

5.1 Objetivos particulares

e Cuantificar el efecto citotoxico que se presenta en la linea celular FaDu al ser
expuesta a luteolina.

e Evaluar la capacidad migratoria e invasiva de las células FaDu en presencia de
luteolina

e Determinar el efecto que tiene la luteolina sobre las vias de sefializacion de interés y
su regulacion en células FaDu.

e Evaluar si la flavona luteolina genera una disminucion en la liberacion o expresion de
VEGF

e Evaluar el efecto que ocasiona un tratamiento con luteolina sobre la promocion de la
apoptosis en la linea celular FaDu
e Evaluar el efecto que generara un tratamiento con luteolina sobre el ciclo celular en

la linea celular FaDu.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Equipo

Applied Biosystems California, Estados Unidos de América.
Termociclador (Termocycler PCR System).

Bio-Rad: Hercules, California. EUA.

Camara de transferencia (Remi Dry Transfer Cell).

Fuente de poder (Power Pac)

Camara de electroforésis vertical (Mini Protean Tetra System)
Contador de células (TC20 Automated Cell Counter).

Biotek Instruments, Inc. Winooski, Vermot, EUA.
Fluorémetro (Synergy HTX)

Carl Zeiss. Oberkochen, Alemania.
Microscopio de Objetivos invertido (Primovert).

Eppendorf. Hamburgo, Alemania.
Bioespectrofotémetro

General Electric. Boston, Massachusetts, EUA.
Fotodocumentador (Image Quant LAS 500)

Gilson, Inc. Middleton, WI, EUA.
Micropipetas (Pipetman)

Hoeffer Inc Richmond, CA, EUA.
Céamara de electroforésis vertical (Mighty Small Basic Unit)

Life Technologies Thermo Fisher Scientific. Carlsbad, California, EUA.

Céamara de electroforésis horizontal (Horizon 50).
Microcentrifuga (Micro CL 17R. Microfuge)

Macasys Co., Ltd. Yuseong-Gu, Daejeon, Republica de Corea.
Espectrofotbmetro (Spectrophotometer OPTIZEN POP)

Reichert-Jung. Buffalo, Nueva York, EUA.
Microscopio POLYVAR

Sanyo, Scientific Biomedical Chiyoda-ku, Kanda Nishiki-cho. Japon.
Incubador con CO:2
Ultacongelador (Ultracongelator WIP Series).

The Baker Company. Sanford, Maine. EUA.
Campana de flujo laminar (Biological Safety Cabinet, SterilGARD III)
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https://en.wikipedia.org/wiki/Carlsbad,_California

6.2 Materiales

Bio-Rad: Hercules, California, EUA.
Reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate)

Enzo Life Sciences. Farmingdale, Nueva York, EUA.
Kit VEGF (human) ELISA

GE Healtcare Chicago, lllinois, EUA.
Membranas de PVDF

Gibco. Thermo Fisher Scientific. Carlsbad, California, EUA.
Suero fetal bovino (SFB)

Invitrogen. Thermo Fisher Scientific. Carlsbad, California, EUA.

Agarosa (Ultrapure Agarose)

Antibiotico-Antimicético 100X

Kit SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase
Reactivo de TRIzol™

J. T. Baker Chemical Co. Phillipsburg, Nueva Jersey, EUA.
Cloroformo isoamilico

Cloruro de sodio

Fosfato de potasio monobasico

Fosfato de sodio dibasico

Fosfato de sodio monobasico

Isopropanol

TritonX-100

Tween 20

Promega. Madison, Wisconsin, EUA.
Kit DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System

Santa Cruz Biotechnology. Santa Cruz, California, EUA.

Reactivo de luminol para Western blot

Anticuerpos primarios: anti-fosfo PI3K (Tyr 199), anti-PI3K, anti-fosfoAKT 1/2/3 (Ser 473),
anti-fosfoAKT 1/2/3 (Thr 308), anti-AKT 1/2/3, anti-fosfoERK (Tyr 204), anti-ERK 1/2,
anti- fosfoJNK (Thr 183 y Tyr 185), anti-JNK, anti-B actina, anti-VEGF

Anticuerpos secundarios acoplados a la peroxidasa de rdbano picante: anti-conejo, anti-
cabra y anti-raton

Sigma Aldrich Co. Saint Louis, MO, EUA.

Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA)

Acrilamida

Bis-Acrilamida

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
Colorante de Giemsa modificado

Diacetato de fluosceina
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https://www.google.com/search?sa=X&biw=1366&bih=663&sxsrf=ALeKk00N91KlF1CR_0W3nFw5bYaUlmCX0Q:1597538088388&q=Madison+(Wisconsin)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYhX0TUzKL8_MUNMIzi5Pz84oz8zR3sDICAJLnNeJcAAAA&ved=2ahUKEwiHzJeSvZ7rAhUEQ60KHSOJAAEQmxMoATAPegQIDBAD

Dimetilsulféxido

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Fluoruro de sodio

Glicina

Luteolina

Lauril sulfato de sodio

Orto-vanadato de sodio

Persulfato de amonio

Ponceau s solution
Tetrametiletilendiamina o N,N,N,N' (TEMED)
Tris (Trizma)

Tris-HCI (Trizma hydrochloride)

6.2.1. Material biolégico

American Type Culture Collection (ATCC). Manassas, Virginia, EUA.
Linea celular FaDu (ATCC® HTB-43™)

6.3 Métodos.

6.3.1 Cultivo celular

La linea celular FaDu (ATCC® HTB-43™) fue adquirida en la empresa ATCC, esta linea es
proveniente de un hombre caucéasico de 56 afios que presentaba carcinoma de células
escamosas en la faringe, la morfologia que presenta es epitelial y tiene propiedades
adherentes [58]. Para el crecimiento y expansion de la linea celular FaDu (Figura 11) se
utilizé el medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), con rojo de fenol, suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB) y con antibiético-antimicotico 100X (100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 0.25 pg/mL anfotericina B (Fungizone))
(Invitrogen, Carslab, CA, EUA); la incubacion se realizo a 37°C, en una atmésfera hUmeda
y con 5% de diéxido de carbono; posteriormente se procedid a sembrar en cajas de 6, 24y
96 pozos con el medio antes mencionado suplementado a diferentes concentraciones con

SFB dependiendo el ensayo que se realizo.
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Figura 11. Células FaDU. Fotos de células FaDu tomadas al microscopio A) tomada a 10x. B) tomada a 40x.

6.3.2 Ensayo de viabilidad celular con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT)

Se sembraron 2 x 10 células FaDu en cajas de 96 pozos Yy la placa se incubé durante 24 h
permitiendo la adhesion y crecimiento de las células. Se prepararon los tratamientos con
diferentes concentraciones, desde 5 a 300 pM, de luteolina disueltos en DMEM + 10% de
SFB, estos tratamientos se agregaron y se incubaron a 24, 48 y 72 h. Posteriormente, se
retirdé el medio y se incubdé con MTT a una concentracion de 0.5 mg/mL, durante 4 horas. La
reaccion se detuvo y las células se lisaron, agregando isopropanol acido; se mantuvo en
agitacion hasta a que los cristales formados se disolvieron. Finalmente se midié la
absorbancia a 570 nm y se analizaron los resultados utilizando GraphPad Prism 6. Cada
tratamiento se realiz en tres ocasiones por separado, las condiciones experimentales se

realizaron por sextuplicado.

6.3.3 Ensayo de viabilidad con diacetato de fluoresceina (FDA).

Se sembraron 2 x 10* células y se incubaron durante 24 horas, posteriormente las células
se trataron en las mismas condiciones del procedimiento de MTT. Al término se eliminé el
medio, se lavé con amortiguador de fosfatos salino (PBS, por sus siglas en inglés) estéril, se
agregaron 200 pL una solucion de diacetato de fluoresceina (FDA, por sus siglas en inglés)
a 10 pg/mL disuelto en PBS estéril y se dejo incubar a 37°C, en una atmdsfera humeda con
5% de dioxido de carbono durante 30 min. Finalmente se lavé nuevamente y se afiadieron
200 pL de PBS en cada pozo para realizar la lectura de fluorescencia (LExcitacion=485/20 /
LEmIision=528/20) en el fluorometro Synergy HTX. El ensayo se realiz6 por sextuplicado en

tres ocasiones por separado.
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6.3.4 Ensayo de cierre de herida

Con la finalidad de determinar el efecto que presenta la luteolina sobre la migracion celular
se sembraron 1 x 108 células en placas de 6 pozos, y se incubd hasta que las células
alcanzaron una confluencia de 70%. Posteriormente, se afiadi6 DMEM con 10% de SFB y
arabindsido de citosina (Ara C) (1 uM), durante 30 min. Se procedié a rasgar la capa de
células que se encuentran en el fondo del pozo con ayuda de una punta de micropipeta de
10 pL. Posteriormente se afiadio el tratamiento con luteolina, de 10 a 100 uM. Se adquirieron
diferentes fotografias a 10x, de las heridas realizadas al tiempo 0, 6, 24, 48 y 72 h. utilizando
un microscopio de objetivos invertidos Primovert, una vez realizado este paso se procedi6 a
analizar las imagenes con el software ImageJ para determinar la longitud entre los limites de
la herida. El ensayo se realizo por triplicado se obtuvo media de las mediciones y obtuvo la

desviacion estandar y se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA).

6.3.5 Ensayo de migracion en Transwell

Para conocer el efecto que tiene la luteolina sobre el proceso de invasion, se colocaron
10,000 células FaDu con medio DMEM sin suero en las camaras superiores del Transwell
con una membrana de poro de 8 um. Se trataron con 50 y 100 uM de luteolina y en el pozo
inferior se colocé DMEM + 10% de SFB, durante 24 h. Una vez pasado este tiempo, se retird
el Transwell se removio el medio y se lavaron 2 veces con PBS. Se fijaron las células con
formaldehido al 4% durante 30 min, nuevamente se lavaron 2 veces con PBS, se
permeabilizaron las células con metanol durante 20 min, se lavaron con PBS y se procedi6
a realizar una tincion con Giemsa modificado durante 15 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. Por ultimo, se hicieron dos lavados con PBS. Con ayuda de un bisturi se cort6 la
membrana que separaba la camara inferior del pozo, se colocaron entre un portaobjetos y
un cubreobjetos, se tomaron fotos a 10x utilizando un microscopio POLYVAR,
posteriormente se analizaron con el programa ImageJ realizando un conteo de las células
gue se encontraban traspasando la membrana. El ensayo se realizé por triplicado se obtuvo

la media y desviacion estandar.

6.3.6 Ensayo de TUNEL

Con el objetivo de determinar el efecto que tiene la luteolina sobre la formacion de
condensaciones en la cromatina, se sembraron células FaDu con medio DMEM + 10% de
SFB, las células en cajas de 24 pozos, y se incubaron hasta alcanzar una confluencia del

70%. Se retiré el medio y se colocaron los tratamientos de luteolina a 25 y 50 uM en DMEM
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+ 10% de SFB durante 24h. Una vez tratadas las células se retird el medio y se fijaron las
células afadiendo 200 pL de paraformaldehido al 4%, durante 30 min a temperatura
ambiente. Se lavaron las células 2 veces con PBS a temperatura ambiente y se procedié a
permeabilizar las células con una solucion de TritonX-100 al 0.2% en PBS durante 5 min a
temperatura ambiente. Finalmente se lavaron 2 veces las células con PBS durante 5 min a
temperatura ambiente y se realiz6 el procedimiento indicado en el inserto del kit DeadEnd™
Colorimetric TUNEL System, Promega. Fuente del inserto:
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/apoptosis-assays/deadend-

colorimetric-tunel-system/?catNum=G7360#protocols. Posteriormente se tomaron fotos en

el microscopio a 100x de cincuenta campos y se colocaron fotos representativas de cada
tratamiento. Por ultimo, se cuantificaron las células que daban positivo a la presencia de
coloracion café con relacién a las células totales. El ensayo se realiz6 en tres ocasiones por

separado.

6.3.7 Analisis del ciclo celular

Para determinar el efecto que presenta la luteolina sobre la progresion del ciclo celular se
realizé un cultivo de las células FaDu en cajas de 6 pozos, y se incubaron hasta obtener una
confluencia de 70%. Una vez alcanzada esa confluencia se sincronizé el cultivo incubando
las células en DMEM + 0.1% de SFB durante 48 horas. Posteriormente las células se trataron
durante 24 h con luteolina de 10 a 50 uM, se retir0 el medio y se hizo un lavado con PBS
estéril. Se afiadieron 200 uL de tripsina distribuyéndolo en toda la superficie del pozo, se
espero a que las células se desprendieran, se agregaron 800 uL de DMEM con 10% de SFB
y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga. Los tubos se centrifugaron los tubos a 600
Xg, durante 5 min a temperatura ambiente, luego se retiré el sobrenadante para obtener solo
el boton, el cual se resuspendio y se lavo con PBS. Posteriormente se retir6 el PBS al botén
y se fijaron las células con 500 puL de etanol frio al 70% para almacenarse o procesarse. El
boton celular se lavo y se resuspendié con PBS y se agregaron 15 L de ribonucleasa
(RNAsa) [100 pg/mL] dejandose incubar por 5 min a 37°C. Finalmente se hizo un marcaje
con 10 pL de ioduro de propidio durante 1 h a 37°C, en oscuridad, y se corrieron las muestras
en el citometro de flujo. El ensayo se realiz6 por triplicado.

6.3.8 Western blot
Para evaluar la expresion de proteinas, asi como la fosforilacion de las cinasas se utilizé la

técnica de Western blot. Se sembraron las células FaDu en cajas de 6 pozos y se dejaron
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expandir hasta una confluencia del 80%, una vez alcanzado esto se realiz6 el tratamiento
con luteolina variando las concentraciones y/o haciendo ensayos curso-temporales. Una vez
terminado el tratamiento, se retiré el medio y se afiadié una solucién de ortovanadato de
sodio [1 uM] para luego desprender de manera mecénica las células de los pozos con ayuda
de un gendarme. La suspension de células se centrifugd a 14,000 rpm (6000 xg), durante 10
min a 4°C. Posteriormente se lisaron las células en suspensién utilizando amortiguador de
lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, NaF 10 mM, NasP207 10 mM, NasVO4 0.4 mM, Nonident
P-40 al 1%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, leupeptina 10 pg/mL, aprotinina 50
png/mL, pepstatina 50 pug/mL) y sonicador por 30 s. Se cuantificé la proteina presente en cada
lisado celular por el método de Bradford, utilizando albumina de suero bovino para la curva
patron. Se realizO la separacion de las proteinas que habian sido previamente
desnaturalizadas, durante 5 min de calentamiento a 70°C y usando el amortiguador de
muestra (Tris 0.5 M, SDS al 10%, glicerol al 15%, Azul de Bromofenol al 0.1%,
mercaptoetanol al 1%, disueltos en agua), la separacion se realiz6 con una electroforesis
SDS-PAGE. Una vez que fueron separadas las proteinas se transfirieron en una camara
semihumeda del gel de electroforesis a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PDVF).
Posteriormente se bloquearon las membranas utilizando una solucién de leche sin grasa al
5% en amortiguador TBS (Tris base 20 uM, NaCl 0.13 M, TWEEN 20 al 0.2%), una vez
bloqueadas las membranas, se realizaron 3 lavados de 5 min con amortiguador TBS y se
incubaron con los anticuerpos primarios (dilucion 1:10000) durante toda la noche. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-fosfo PI3K (Tyr 199), anti-PI3K, anti-fosfoAKT
1/2/3 (Ser 473), anti-fosfoAKT 1/2/3 (Thr 308), anti-AKT 1/2/3, anti-fosfoERK (Tyr 204), anti-
ERK 1/2, anti- fosfoJNK (Thr 183 y Tyr 185), anti-JNK, anti-B actina, anti-VEGF.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min con amortiguador TBS y se adiciono el
anticuerpo secundario anti-conejo, anti-cabra y anti-raton, acoplado a la peroxidasa de
rabano picante, segun fuera el caso y se incubaron durante 2 horas, para luego realizar 3
lavados de 10 min con amortiguador TBS. Por ultimo, se agregé el reactivo de luminol para
Western blot de Santa Cruz Biotechnology y se realizé la deteccion en placas fotogréaficas
por medio de quimioluminiscencia usando el fotodocumentador ImageQuant LAS 500. Los
resultados fueron analizados de manera semicuantitativa cuantificando la densidad de las

bandas que se observaban en la membrana.
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6.3.9 Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para evaluar VEGF.

Se evalud la liberacién de VEGF, para ello se recuper6 el medio en el que se encontraban
las células FaDu después de ser tratadas con luteolina de 10 a 100 uM durante 24 h y se
realiz6 la cuantificacion de la liberacion, siguiendo el protocolo del kit VEGF (human) ELISA,
de la marca Enzo. Fuente del inserto:
http://www.enzolifesciences.com/fileadmin/files/manual/ENZ-KIT156 _insert.pdf (05/11/2018

alas 12:46pm.). El ensayo se realiz6 por triplicado.

6.3.10 Reaccidén en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-PCR)

Se sembraron las células FaDu en cajas de 6 pozos y se expandieron hasta llegar a una
confluencia del 80%, llegando a este punto se retird el medio y se afiadié el medio con el
tratamiento de luteolina de 10 a 100 pM durante 6 h. Se separ6 y se purificé el acido
ribonucleico (RNA) utilizando la metodologia indicada por el fabricante para el reactivo de
TRIzol™ de Invitrogen. Una vez obtenido el RNA, se realizé la RT-PCR, siguiendo
metodologia indicada por el fabricante en el kit SuperScript™ /Il One-Step RT-PCR System
with Platinum™ Taq DNA Polymerase, se usaron los primers para PTEN (sentido) 5-TTC
TAA ACC GTG CAG CCT CTT-3’; PTEN (antisentido) 5-TTTCTA ACCGTG CAG CCT CTT-
3’, GAPDH (sentido) 5’- CCA CCC ATG GCA ATT TCC ATG GCA-3’, GAPDH (antisentido)
5-TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC-3’; VEGF (sentido) 5’- GGA GGC TGG CAA
CAT AAC AG-3; VEGF (antisentido) 5-ACG TCT TGC TGA GGT AGC TC-3.
Posteriormente, se realiz6 una electroforesis horizontal en geles de agarosa. Los geles se
tiferon utilizando una solucién de bromuro de etidio y se realizé un analisis semicuantitativo
de la expresion del transcrito utilizando las imagenes tomadas por el fotodocumentador
ImageQuant LAS 500.

6.3.11 Analisis estadistico.

El conteo celular y la medicién de distancia para los ensayos de migracion y capacidad
invasiva se realizaron con el programa ImageJ. Para las bandas obtenidas en RT-PCR y
Western Blot fueron analizadas por medio de densidad de la coloracion utilizando el software
Digi Doc-It. Se realizaron pruebas estadisticas de t de student y de analisis de varianza
(ANOVA) a una via, con el programa GraphPrism, fijando un valor de p<0.05 para determinar
gue tratamientos presentaban un efecto estadisticamente significativo, y los resultados se

graficaron y se le colocé el error estandar a cada columna.
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7. Resultados

7.1 Efecto de luteolina en la viabilidad celular.

Para comenzar a caracterizar los efectos que presenta la luteolina sobre la linea celular
FaDu, se realiz6 un primer ensayo de viabilidad celular con MTT utilizando concentraciones
de luteolina de 50 a 200 uM a 3 diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas), los resultados de
este ensayo se presentan en la Figura 12. En estos datos, se puede observar que existe
una disminucion significativa de la viabilidad de las células desde la concentracion mas baja
probada (50 uM) en el tiempo de 72 h, de igual manera en todos los tratamientos con
luteolina se puede apreciar una diminucion de la viabilidad de manera dependiente de la
dosis y del tiempo, mostrando diferencias significativas a las 48 h a una concentracion de
100 pM.
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Viabilidad celular (% del basal)

Luteolina (M)

Figura 12. Ensayo de MTT con luteolina en células FaDu. Efecto de la luteolina sobre la viabilidad celular
de células FaDu con concentraciones de 50 a 200 uM y en tiempos de 24, 48y 72 h. Ensayo por sextuplicado
(n=3, ANOVA una via; **, p=0.0070 y *** p=0.0003)

Posteriormente se realizé un segundo ensayo sobre la viabilidad celular utilizando una
técnica de deteccion por medio de fluorescencia, la cual se realiza con FDA, para ello se
utilizaron concentraciones de luteolina de 50 a 300 uM con tiempos de tratamiento de 24, 48
y 72 h. En los resultados que se representan en la Figura 13 A, se pude observar que desde
la concentracion de 50 uM, en el tiempo mas corto de exposicion (24 h), se presenta una
disminucién significativa de la viabilidad celular. Igual que en el experimento anterior no se
puede distinguir una clara diferencia entre el efecto que tiene cada uno de los tratamientos,

sin embargo, se observa una diferencia con el ensayo anterior, en el cual se aprecia una
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maxima diminucion de la viabilidad aproximadamente en 70%, mientras que en algunos de
los tratamientos de este segundo ensayo, se logran reducir la viabilidad en mas de un 50%
desde los tratamientos a 24 h.

Con el fin de obtener la concentracion inhibitoria media (ICso) y las condiciones apropiadas
para realizar los demas experimentos, se realizé nuevamente el ensayo de citotoxicidad con
FDA a concentraciones menores, de 5 a 50 uM, a tiempos de 24, 48y 72 h. En los resultados
arrojados por este experimento (Figura 13 B), se puede apreciar un efecto dependiente
dosis-respuesta, en el que a mayor concentracién y/o mayor tiempo de exposicion a un
tratamiento, existe una mayor disminucién de la viabilidad celular. Una vez realizadas las
repeticiones para cada uno de los experimentos se calculo la ICso a cada tiempo, obteniendo
un resultado de 1Cso 24 h=19.59 pM, ICs0 48 h=12.16 pM y ICsp 72 h= 7.917 pM. Teniendo
en cuenta los resultados anteriores, se selecciond este intervalo de concentraciones para

los futuros ensayos.
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Figura 13. Ensayo fluorométrico de citotoxicidad en microcultivo con luteolina en células FaDu. Efecto

de la luteolina sobre la viabilidad celular de células FaDu. A) a concentraciones de 50 a 200 uM y tiempos de
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24,48 y 72 h. B) a concentraciones de 5 a 50 uM y tiempos de 24, 48 y 72 h. ICs0 24 h: 19.59 uM; ICso 48 h:
12.16 uM; ICso 72 h: 7.917 uM. Ensayo por sextuplicado (n=3, ANOVA una via; *, p=0.0122 y **** p<0.0001).

7.2 Efecto de la luteolina en el cierre de herida.

En el ensayo de curacion de herida (Figura 14) se puede apreciar que el cierre de la herida
es significativamente menor cuando existe la presencia del flavonoide en el medio de cultivo,
comparando con el control, y este efecto que se presenta incrementa al aumentar el tiempo

de exposicién al tratamiento.
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Figura 14. Ensayo de curacion de herida. Efecto de la luteolina (50 uM) sobre curacidon de una herida
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generada en el cultivo de células FaDu. A) Imagenes del cierre de la herida tomadas a tiempos de 0, 6, 24 y
48 h con microscopio de objetivos invertidos a 10x. B) Efecto de luteolina (50 uM) sobre la migracion celular a
tiempos de 0, 6, 24 y 48 h. (n=3 ANOVA una via; **, p=0.0022 y **** p<0.0001).

7.3 Efecto de luteolina de la migracién celular.

Para evaluar el efecto que tiene la luteolina sobre la migracién celular se utilizé el ensayo de
Transwell (Figura 15). Al observar al microscopio las membranas a 40x, se pudo determinar
gue desde la concentracion de 50 uM de luteolina durante 24 h existe una disminucion
significativa de la cantidad de células que se encontraban tratando de atravesar a la camara

inferior.

48



Luteolina (uM) 50 -

Basal 50 100 |

24h

Migracion celular (% del basal)

BASAL 50 M 100 pM
(el s |

o o AN

o 0 0 o a4 | o Luteolina

Figura 15. Ensayo de migracion celular con Transwell. A) Membranas de la cAmara de Transwell vistas a
microscopio, a 10x, después de 24 horas de tratamiento con luteolina a 50 y 100 uM a 40x. B) Efecto de la
luteolina sobre la migracion y capacidad invasiva celular. Conteo por sextuplicado (n=3, ANOVA una via; *,
p<0.5).

7.4 Efecto de luteolina en la angiogénesis.

Una de las proteinas que se encuentra involucrada intimamente con el proceso de
angiogeénesis es el VEGF, para evaluar la liberacion (Figura 16) y la expresion (Figura 17)
de este factor de crecimiento, asi como del efecto que posee la luteolina sobre estos
procesos se realizaron los ensayos de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus
siglas en inglés) y RT-PCR. Se obtuvieron datos que nos indican que a mayor concentracion
de luteolina existe una mayor inhibicion de la liberacion de este factor al medio, posiblemente
porgue existe un decremento en la cantidad de VEGF producido por la célula, asi como de
la expresion del transc  que codifica para esta proteina a una dosis de 25 uM.
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Figura. 16 ELISA para VEGF. Resultados de % VEGF en el medio, con tratamientos a distintas
concentraciones de luteolina por 24 h (n=3 ANOVA una via; **, p=0.0022 y ***, p=0.0002).
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Figura 17. Expresion de VEGF. RT-PCR para evaluar la expresion de VEGF con tratamientos a distintas

concentraciones de luteolina durante 24 h.

7.5 Efecto de luteolina en la apoptosis.

Conociendo las concentraciones a las se podia disminuir la viabilidad celular (Figura 13) se
procedio a hacer el ensayo de TUNEL para evaluar la cantidad de células que presentan
ruptura de cromatina, para esto se realizé el tratamiento de 24 horas con luteolina a
concentraciones de 25 y 50 uM; con ayuda de un microscopio, se observaron estas células
a 100x. Se pudo apreciar que existe un efecto significativo desde la dosis de 25 uM en el
gue se ve el aumento de células no viables y al aumentar la concentracion a 50 uM

disminuian las células viables (Figura 18).
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Figura 18. Ensayo de TUNEL. A) Fotos del ensayo de TUNEL a 40x y 100x a las 24 h. B) Porcentajes de
células viables. (=3 ANOVA una via; ***, p=0.0006 y ****, p<0.0001).

7.6 Efecto de luteolina en el ciclo celular.

Con el fin de determinar si luteolina podia detener la progresién del ciclo celular en la linea
celular FaDu se realizé un ensayo de citometria de flujo utilizando ioduro de propidio para
visualizar la cantidad de DNA que tenia las células después de tratamientos diferentes
concentraciones de luteolina, con ello fue posible determinar que la presencia de este
flavonoide, generaba un incremento de la cantidad de células que se encontraban en la fase

GO0/G1 y una disminucion notoria en la cantidad de células en fase G2 (Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de citometria de flujo para evaluar el ciclo celular. Porcentajes de células en las
diferentes etapas del ciclo celular con tratamientos de distintas concentraciones de luteolina a las 24 h. (n=3, t
de student; **, p<0.07).
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7.7 Efecto de luteolina en la via de senalizacion PI3K/AKT y MAPK.

Una vez observando los efectos que generaba los tratamientos de luteolina sobre las células
FaDu, se optd por realizar Western blots y RT-PCR, para evaluar la activacion y expresion
de cinasas y la fosfatasa PTEN involucradas en las vias de sefializacion que modulan estos
procesos fisioldgicos, con la finalidad de determinar cuales de estos se afectaban por la
presencia del flavonoide. Se realiz6 un tratamiento curso temporal con luteolina al 50 uM con
una duracion total de 2 h y posteriormente se realizé un Western Blot. Se pudo observar la
disminucién evidente en la fosforilacion de las cinasas PI3K, ERK y ATK, en sus 2 sitios de
fosforilacion (Figura 20); lo que nos indica que la luteolina posee un efecto modulador en la
activacion de estas cinasas y por consecuencia una inhibicién en la progresion de estas vias
de sefalizacion, involucradas en la promocion del cancer. Posteriormente se realizd un
tratamiento dosis-respuesta a 24 h para evaluar el efecto de la luteolina en la expresion de
PTEN. Por medio de RT-PCR fue posible determinar que la luteolina podia generar un
aumento dosis-dependiente en la expresién de PTEN a concentraciones de 10 y 25 puM, sin
embargo, a dosis mas altas no se observo un aumento en la expresion del gen que codifica

para esta proteina.
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Figura 20. Evaluacion de proteinas de las vias MAPK y PI3K/AKT A) Western blots para la determinacién
del efecto curso-temporal sobre la fosforilacion de cinasas AKT, ERK, p38 y PI3K con 50 pM de luteolina
durante 2 h. B) RT-PCR para evaluar la expresién de PTEN con tratamientos a distintas concentraciones de
luteolina durante 24 h.
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8. Discusion

Se realiz6 el ensayo de viabilidad con MTT para determinar el efecto citotoxico que la
luteolina presentaba sobre la linea celular FaDu. Con estos primeros resultados fue posible
determinar que la luteolina generaba una disminucion significativa de la viabilidad celular a
concentraciones de 100 y 200 uM a las 48 h, y de 50 a 200 uM con un tiempo de exposicion
al tratamiento de 72 h.

En experimentos previos realizados en el laboratorio se ha podido determinar, por medio del
ensayo de viabilidad con MTT, que la luteolina presentaba un efecto citotdéxico sobre las
células FaDu [59]. Sin embargo, no se habia logrado caracterizar en su totalidad dicho efecto.
Por este motivo, al comparar los resultados de las concentraciones y tiempos de exposicion
gue tienen un efecto en experimentos anteriores y en estudios realizados para otras lineas
celulares, se ha podido determinar que la concentracién y tiempo de exposicion necesarios
para generar un efecto similar tendria que ser menor. Para descartar algun error
experimental y corroborar los datos, se procedié a realizar otro tipo de ensayo que permite
la determinacion de este mismo efecto. Se investigdb sobre el ensayo fluorométrico de
citotoxicidad en microcultivo que se encuentra descrito por primera vez, para el uso en
células tumorales humanas, en el articulo de Larsson y Nygren [60], y se ha descrito que
esta técnica in vitro presenta resultados con un patrén de respuesta similar a las respuestas
a nivel clinico, por lo que se considera como una técnica rapida y eficiente para la deteccién
de la actividad citotoxica de drogas antitumorales [61]. Usando este protocolo se pudieron
obtener nuevos resultados, ademas, por tratarse de fluorescencia, lo vuelve un método mas
sensible [62]. A partir de estos nuevos resultados obtenidos se pudo determinar el efecto
citotoxico que la luteolina presenta sobre las células FaDu, asi como, obtener las ICso para
cada uno de los tiempos de tratamiento, con esto se pudo determinar y confirmar que la
luteolina presenta un efecto citotoxico sobre esta linea celular. Conociendo las
concentraciones a las que luteolina generaba la disminucién de la viabilidad celular, se
pudieron determinar las condiciones para los posteriores ensayos, en los que se utilizaron
concentraciones que presentaban citotoxicidad baja, intermedia y la maxima, lo que permitio
determinar los efectos en otros fenomenos fisioldgicos.

Conociendo la ICso a las 24 h y comparando con la que se presenta en otras lineas celulares,
se puede ver un efecto similar al generado por este mismo flavonoide en cancer de células
escamosas de piel, en el que la ICso determinada fue de 19 uM en la linea celular humana
A431 de cancer de piel obtenida de ATCC [54].
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En otros estudios realizados previamente, se ha determinado que la luteolina posee un
efecto citotoxico en células de, al menos, 10 tipos de cancer, y que el efecto que presenta
sobre la viabilidad celular in vitro, es mayor al que se presenta al usar otros flavonoides como
guercetina y tangeritina.

En trabajos previos, se ha obtenido la ICso sobre la viabilidad celular en presencia de
luteolina, para otros tipos de cancer, entre ellas se destacan: 3.1 UM en las células humanas
A 549 de cancer de pulmoén, 2.3 uM en células 4A5 de melanoma de ratén B16, 2.0 uM en
linfocitos T humanos que presentan leucemia (CCRF-HSB-2) y 1.3 uM en células humanas
TGBC11TKB de cancer gastrico. También se han determinado la ICso en cancer de cérvix,
de colon y de vejiga, dando como resultado 27 uM, 32.5 uM y 68 uM, respectivamente.
Conociendo estos valores podemos determinar que la luteolina no posee un efecto tan fuerte
sobre la linea celular FaDu, como los que se le han atribuido en otros estudios, sin embargo,
nos sugiere que presenta una mayor efectividad para disminuir la proliferacion que para otros

tipos de cancer en los que se ha probado [54].

Para evaluar el efecto que presenta este flavonoide sobre la migracion y capacidad invasiva,
se utilizaron el ensayo de curacion de herida en el cual se aflade Ara C, que es un inhibidor
de la proliferacion celular, logrando asi seleccionar el fenémeno fisiolégico en el que se
quiere evaluar la presencia de luteolina, junto con el ensayo de Transwell, que nos ayuda a
determinar el porcentaje de migracion que presentan las células a través de una membrana
gue posee un tamafo de un poro definido, promovida por un quimio-atrayente, que en este
caso fue la concentracion de suero fetal bovino. En el ensayo de curacion de herida (Figura
14) se puede apreciar que el cierre de la herida es significativamente menor cuando existe
la presencia del flavonoide en el medio de cultivo, en comparacion con el control, y este se
incrementa al aumentar el tiempo de exposicion al tratamiento. Ademas, en el ensayo de
Transwell como ya se menciond en los resultados, se pude apreciar que con el tratamiento
de luteolina, hay una disminucién significativa dosis dependiente de la cantidad de células
gue se retuvieron en la membrana de manera, lo que nos puede indicar una menor capacidad
migratoria gracias a la exposicion a este flavonoide.

En estudios previos se ha evaluado el efecto antimigratorio que presenta luteolina sobre
otras lineas celulares humana, como son: la linea PC-3 de cancer de prostata, la linea A431
de cancer de piel y la linea HepG2, derivada de un carcinoma hepatocelular, en las 3 lineas
se pudo determinar que la luteolina inhibia la migracion y capacidad invasiva que

caracterizaba a este tipo de lineas celulares, incluso en la ultima linea celular mencionada a
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una concentracion de 40 uM se mostraba una inhibicion total, determinando posteriormente
gue este efecto estaba relacionado con la inhibicidn de la fosforilacion de cinasas reguladas
por sefales extracelulares 1y 2 (ERK1/2) y AKT, y al compararse con inhibidores especificos
de MEK (50 uM de PD98059) y de PI3K (200 uM de Wortmanina) se pudo observar que la

luteolina presentaba un efecto anti-migratorio y anti-invasivo mayor o igual [54].

El proceso por el cual se generan nuevos vasos sanguineos o la extension de estos es
llamado vasculogénesis y angiogénesis respectivamente. Existe una molécula llamada
VEGF, la cual es considerada como el mediador central de este proceso fisioldgico. Esta
molécula, al unirse con sus receptores de las células del tejido vascular de un organismo
sano provocan la prolongacion de vasos sanguineos para procesos embriolégicos, en la
curacion de heridas, entre otros. Un tumor activo dentro de un ser vivo requiere una mayor
cantidad de nutrientes y oxigeno para su crecimiento, por lo que es necesaria la formaciéon
de nuevos vasos sanguineos que lo provean de una mayor irrigacibn sanguinea para
conseguir estos sustratos; el VEGF es una molécula que se ve relacionada intimamente con
este proceso. También se ha logrado determinar que VEGF esta involucrado en la evasion
del sistema inmune, aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos y en la inhibicion
de la apoptosis [65]. Por todas estas funciones que realiza VEGF, es que se ha considerado
como un blanco terapéutico clave en el cancer, incluso en la actualidad son utilizados
inhibidores de receptores y de la produccion de VEGF, asi como anticuerpos especificos
para esta molécula que le impidan su unién con su receptor [66].

Se ha determinado que luteolina puede inhibir la liberacion y expresion de VEGF en diversos
tipos de cancer [42], entre los estudios que se han realizado in vivo, destacan en cancer de
mama y cancer gastrico, y de manera in vitro en cancer de prostata y cancer de pulmon;
estos ultimos utilizando concentraciones cercanas a 50 UM [48]. Sin embargo, no se informa
la accién que puede tener sobre VEGF en céncer hipofaringeo. Para identificar los efectos
de VEGF en el cancer hipofaringeo, se realizaron los ensayos de ELISA y RT-PCR. Los
datos obtenidos por el ensayo de RT-PCR no son suficientes para determinar que luteolina
impedia la expresion de VEGF en células FaDu, sin embargo, si se pudo observar una ligera
disminucion de la concentracion liberada de VEGF al medio manera in vitro, esto a su vez
puede ser el causante de la inhibicion de la sefalizacion que promueve la proliferacién
celular y aumento de la permeabilidad. Comparando los resultados obtenidos en este trabajo

con los efectos que ha presentado luteolina en otras lineas celulares, probablemente el
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tratamiento in vivo podria tener un efecto inhibitorio de la angiogénesis, vasculogénesis y

metastasis.

En el ensayo de TUNEL (Figura 19), es posible observar que conforme se aumenta la
concentracion del flavonoide existe un mayor numero de células que presentaban
positividad, que se hizo evidente por la coloracidbn marrén caracteristica de ensayo. Una
caracteristica de este ensayo es que es comercializado como una herramienta para la
deteccion especifica de células apoptéticas, sin embargo, en una publicacién realizada por
Kraupp y colaboradores, se menciona que no debe de ser considerado como un marcador
especifico de apoptosis ya que se plantean diferentes situaciones de la muerte celular en la
gue también se presenta la fragmentacion del DNA, por lo que generaria falsos positivos en
de células que presentan el marcaje de este ensayo [67]. Por lo que podemos concluir que
luteolina promueve la fragmentacion nuclear de manera dosis dependiente, pero no es
posible proponer aun el mecanismo por el que actia. Existen multiples evidencias que han
determinado que luteolina puede producir un efecto pro-apotético en diversas lineas
celulares de cancer, incluyendo las de carcinoma oral el cual presenta caracteristicas y una
etiologia similar, en el que se ha determinado que la luteolina puede promover el incremento
de la expresion de proteinas pro-apoptoticas, disminuir la expresion de proteinas anti-
apoptoticas y generar fragmentacion nuclear [57]. En concentraciones de 40 uM se ha
observado que la luteolina puede inhibir la actividad de la topoisomerasa |, promoviendo asi
la apoptosis [68], por este motivo, es posible pensar en una relacion entre los resultados
obtenidos en este trabajo, con los efectos anteriormente reportados.

En diversos experimentos previos se ha demostrado que la luteolina puede causar el arresto
del ciclo celular, entre los casos mas destacados estan los que reportan que la luteolina
puede producir el arresto del ciclo celular en fase G1 en células de cancer géastrico, préstata
y melanoma [51], en células de cancer de colon HT-29 en concentraciones de 20-60 uM se
arresto el ciclo celular en fase G2/M, ademas utilizando una concentracién de 50 uM de
luteolina se produjo un arresto en fase S en las células CH27 derivadas de carcinoma de
células escamosas de pulmoény en 5 lineas celulares de hepatocarcinoma se logré un arresto
del ciclo en fase GO/G1 con una ICs0=12.5 uM. En este trabajo, usando citometria de flujo,
se pudo determinar el efecto que la luteolina generaba sobre el ciclo celular de las células
FaDu, como se observa en las graficas. Ademas, se pudo determinar que hay un aumento

significativo de la cantidad de células que se encuentran en fase GO/G1 en comparacion de
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las no tratadas con luteolina y conforme se aumenta la concentracion de luteolina, el nUmero
de células que se encuentran en esta fase aumenta, con lo que podemos decir que la
luteolina posee un efecto dosis-dependiente para evitar la progresion del ciclo celular, similar

al que se observo en la linea de carcinoma de células escamosas de pulmon.

El proceso de invasion a otros tejidos, asi como la migracién a tejidos distantes de las células
cancerigenas contribuye en un 90% a la mortalidad causada por el cancer en los humanos.
En estudios realizados desde antes de 1999, se planteaba que la fosforilacion y
desfosforilacién era un mecanismo importante en la accién de las hormonas y factores de
crecimiento que promueven muchos de esto procesos celulares, ya que estas se veian
involucradas en la activacion de las cinasas de tirosina, que serian las moléculas
responsables de transmitir los mensajes hacia el interior celular. También se ha visto que
las cinasas de tirosina estan involucradas en el proceso de transformacién de las células de
un estado normal a uno maligno, lo cual esta relacionado con la sobrexpresion de estas

proteinas como consecuencia de la expresion de diversos oncogenes [37].

En estudios tanto in vitro como in vivo realizados sobre céncer colorrectal, se pudo
determinar que luteolina podia inhibir la proliferacion de las células mediada por la
sefalizacion de ERK, causar el arresto del ciclo celular, promover la apoptosis, disminuir
crecimiento de tumores y la activacion de via PI3K/AKT [63, 64].

En otros estudios se mencionan que luteolina presenta efectos inhibitorios sobre estos
procesos involucrados en la metastasis de varios tipos de cancer, a través del bloqueo de
las vias de sefalizacion PISK/AKT y MAPK/ERK [42, 51, 69]. Ademas, se ha observado que
esta flavona en concentraciones de 10 a 50 uM suprime el crecimiento estimulado por EGF,
disminuye la viabilidad, la liberacién de MMP’s e inhibe la actividad de las cinasas al impedir
su fosforilacién en la linea celular de cancer de piel A431. En lineas celulares de cancer
hepético, de ovario, mama y préstata, la luteolina genera un efecto inhibitorio de la actividad
de las cinasas, similar al que se presenta en la linea celular A431 [37]. En investigaciones
realizadas en el Laboratorio de Bioquimica de la Divisién de Estudios de Posgrado e
Investigacion (DEPel) de la UNAM, se ha caracterizado este efecto de inhibicién, de las vias
anteriormente mencionadas, en la misma linea celular, pero utilizando un flavonoide
metoxilado llamado nobiletina, dando como resultado ICso mayores a las obtenidas para

luteolina [70, 71].
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Por tal motivo fue importante la evaluacion de estas vias en este trabajo, de las cuales se
pudo detectar su activacion mediante la técnica de Western blot. Para ello se evaluaron
ciertas cinasas que se encuentran intimamente ligadas a los procesos anteriormente
mencionados y cuyos resultados se pueden ver en la Figura 18-A. Los resultados muestran
gue la intensidad de las bandas que corresponden a las cinasas ERK1/2 y AKT (en ambos
sitios de fosforilacién) presentan una disminucion conforme hay un aumento en el tiempo de
exposicion al tratamiento con luteolina, estas cinasas se caracterizan por activarse cuando
se encuentran fosforiladas, al bloquear la fosforilacion se observa una disminucién de los
procesos celulares en los que estan implicadas como la activacién de procesos migratorios,
invasivos y de proliferacidon, sugiriendo una relacion estrecha de estas cinasas con el
mecanismo de accion que presenta luteolina.

El gen de PTEN es considerado como un gen supresor de tumores ya que su expresion da
lugar a la formacion de la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato-3-fosfatasa, esta es una
proteina que posee la capacidad de remover grupos fosfato de otras proteinas y fosfolipidos
gue se encuentran involucrados en vias de sefializacion como la de PISK/AKT, generando
un efecto inhibitorio en el crecimiento y proliferacion celular, disminuyendo la migracion, la
angiogénesis y promoviendo la adhesion entre células [72]. En la Figura 18-B representa
resultados preliminares de RT-PCR para evaluar el transcrito de PTEN, en los que se puede
observar que a concentraciones de 10 y 25 pM de luteolina, existe un aumento en la
expresion del gen PTEN, lo que nos indica que el tratamiento con esta flavona podria
aumentar la produccién de esta proteina modulando todos los procesos mencionados
anteriormente que se encuentran relacionados con el cancer.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se genera evidencia que siguiere que el
mecanismo de accion que presenta la luteolina para tener un efecto anticancerigeno de
manera in vitro, es mediante la regulacién de la participacion de las cinasas PI3K, AKT y
ERK, asi como una posible participacién de la fosfatasa PTEN.

En investigaciones realizadas por Jin Won Hyun y su equipo, sobre el efecto de la luteolina
en el cancer colorrectal, se utilizé la linea celular HT-29 derivada de un humano que
presentaba esta afeccion, se determind que la luteolina presentaba un efecto anti-
carcinogénico al inhibir la viabilidad celular y disminuir la proliferacion que presentaban estas
células con una ICso de 30 uM, sin embargo, al exponer a este mismo flavonoide a células

normales de colon se pudo observar que la ICso aumentaba hasta un 65 pM e incluso se
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informo que no presentaba un efecto significativo sobre otras lineas celulares sanas de colon

[63, 73].

En resultados obtenidos en experimentos realizados con anterioridad en Laboratorio de
Bioquimica de la DEPel con el cultivo primario de fibroblastos gingivales (HGF), se observo
gue la luteolina no presentaba un efecto citotdxico significativo sobre estas células. En los
resultados presentados en la tesis de Claudia Bello Alvarez en el 2017 [74], Se menciona que
el uso de flavonoides, en particular morina, también tiene un efecto citoprotector contra la
citotoxicidad generada por quimioterapéuticos convencionales, como es el cisplatino, en
lineas celulares no cancerigenas.

En el trabajo de Anja Haveric et al. del 2018 [75], se menciona que la luteolina se ha probado
en diversas lineas celulares sanas y cancerigenas, demostrando que induce un efecto
apoptético en células alteradas sin tener efectos adversos sobre las células sanas y en su
investigaciones utilizando curcumina y luteolina en lineas celulares de linfocitos sanos y
linfocitos de un paciente con leucemia, se pudo observar que la curcumina presentaba una
ligera citotoxicidad sobre lineas celulares no alteradas, sin embargo, luteolina no presentaba
un efecto letal sobre estas lineas, inclusive se descubri6é que a una concentracion de 50 uM
generaba un efecto protector inhibiendo el efecto genotdxico sobre los linfocitos normales.
En otro estudio realizado por Horinaka et al. en el 2005 [76], se menciona que el efecto pro-
apoptoético que presentan las células en presencia de luteolina es selectivo a células
cancerigenas y fue corroborado utilizando otras lineas celulares, entre ellas células
mononucleares periféricas de sangre humana, en las cuales no se presento la activacion de
la apoptosis a diferencia de las células de cancer cervicouterino, de prostata y de otros tipos
de tumores en los que fue probada.

Utilizando xenotransplantes en ratones de células de cancer de pulmén, de ovario, de
prostata, higado y colon, se pudo evaluar el efecto in vivo al igual que la toxicidad que
presenta la luteolina, en estos cinco tipos de tumores en los que se evalu6 y se pudo
observar que existia una reduccion significativa del crecimiento del tumor sin presentar un
efecto adverso sobre el peso del cuerpo del ratén, el consumo de alimentos ni sobre el
sistema reproductor [54, 77], lo que nos sugiere que un tratamiento utilizando esta molécula
puede presentar menos efectos adversos que los quimioterapéuticos convencionales.

Todo esto nos lleva a que luteolina, al no tener efectos citotoxicos significativos, e incluso
disminuir los efectos citotoxicos de otras moléculas bioactivas y potenciar el efecto de otros

quimioterapéuticos normales, podria llegar ser una alternativa en el tratamiento de este
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padecimiento, evitando utilizar métodos quirdrgicos muy invasivos o ser utilizada como co-

tratamiento en este tipo de afecciones, buscando disminuir las dosis de medicamentos

convencionales, provocando la menor cantidad de efectos no deseados y mejorar la calidad

de vida de los pacientes.

9. Conclusiones

Se logré determinar, que la luteolina posee multiples efectos in vitro sobre la linea
celular FaDu.

Se determiné que luteolina posee un efecto dosis-dependiente en la disminucién de
la viabilidad celular, obteniendo las ICso a diferentes tiempos (ICso 24 h: 19.59 uM;
ICs0 48 h: 12.16 uM; ICso 72 h: 7.917 uM) los que confirmé que esta flavona posee un
efecto citotoxico en las células FaDu.

Los resultados nos indican que exposicion a esta flavona durante 24 h, en un intervalo
de concentraciones de 10 a 100 yM inhibe significativamente la migracion celular, asi
como la liberacion de VEGF.

Se confirmo el efecto de fragmentacidon del DNA en presencia de luteolina, al observar
una mayor cantidad de células positivas a el ensayo de TUNEL conforme aumentaba
la concentracion de esta molécula, o que nos sugiere que la luteolina pude estar
induciendo apoptosis.

Se determind que los efectos fisioldgicos que generaba este flavonoide en la linea
celular FaDu presentan relacion en la modulacién de proteinas involucradas en la via
PI3K/AKT y MAPK, en las que se destacan PI3K, AKT y ERK.

Los resultados obtenidos en este trabajo proponen los posibles efectos benéficos de la

luteolina para evitar la progresion del cancer, metastasis y angiogénesis, ademas con la baja

toxicidad presentada sobre células sanas, es una molécula con potencial para uso

terapéutico sobre el cancer hipofaringeo, sin embargo, debe de ser evaluada sobre modelos

in vivo para determinar y caracterizar correctamente los efectos que presenta en un sistema

biologico completo.
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10. Perspectivas

Con este trabajo se puede demostrar que el flavonoide luteolina posee multiples efectos
anticancerigenos in vitro, sin embargo, aun faltan mas experimentos que permitan elucidar
completamente el efecto que luteolina tiene sobre todos los integrantes de diferentes vias
de sefalizacion, y con el uso de inhibidores, para conocer el efecto de la supresién selectiva
de cada una de las cinasas y si existe un efecto de sinergia con los tratamientos de luteolina.
Caracterizar si la disminucién de la viabilidad celular que ocasiona luteolina sobre esta linea
celular es debida a la promocion de la apoptosis, evaluando proteinas pro- y anti-apoptoticas
por medio de Western Blot y utilizando los ensayos de Anexina V/Yoduro de propidio y
Multitox , que permitan determinar si este efecto y la fragmentacioén nuclear es debida a la
apoptosis o algun otro tipo de muerte celular, y de ser el caso de que sea por apoptosis,
determinar cuanto de induce este proceso bioldgico.

Otra de las perspectivas a futuro, que son importantes para el progreso de esta investigacion,
es realizar estudios in silico con el fin de obtener informacién del mecanismo especifico
mediante el cual la luteolina inhibe la actividad de estas cinasas y comparar con otros
flavonoides ya estudiados.

Finalmente se podran seguir realizando experimentos in vitro que corroboren que esta
molécula posee menor toxicidad en células no cancerigenas, utilizando una linea celular de
hipofaringe sana, para posteriormente proseguir con experimentos in vivo, gue nos permitan
conocer como son los procesos de absorcion, metabolismo y actividad biolégica, en un

organismo completo y como cambian al modificar la molécula o la forma de administracion.
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