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1. RESUMEN

El cancer es un padecimiento que presenta una alta incidencia y ocasiona una
elevada mortandad. En particular el carcinoma de cabeza y cuello ocupa el sexto
lugar de incidencia entre los diferentes tipos de cancer; en paises como Estados
Unidos de América ocupa el tercer lugar. El cancer de cabeza y cuello muestra
una evolucion sin sintomas caracteristicos especificos, motivo por el cual cuando
es diagnosticado ya ha progresado a una etapa en que las probabilidades de
obtener resultados alentadores son muy limitadas. La etiologia del carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) esté asociada a habitos como
el consumo de tabaco y a la ingesta de alcohol, ademas de infecciones por
papilomavirus, mala nutricion y predisposiciébn genética. Al igual que los
diferentes tipos de céncer las células tumorales muestran caracteristicas
particulares como proliferacion sostenida, resistencia a la apoptosis, invasion,
metastasis, activacion de vias de sefializacion intracelular y angiogénesis. Los
tratamientos para este tipo de cancer incluyen cirugia, quimioterapia,
radioterapia, inmunoterapia y la combinacion de estos. Estos tratamientos
presentan bajas expectativas de supervivencia a los cinco afios de iniciados,
posterior al diagnéstico. La agresividad, invasividad y las bajas expectativas de
éxito de todos los procedimientos antes mencionados ha motivado a que gran
namero de equipos de investigacion se hayan abocado en la blusqueda de
nuevas alternativas para el tratamiento de CCECC. Los compuestos
polifendlicos son una alternativa, como la morina, la cual es una flavona de color
amarillo que muestra un amplio espectro de efectos fisiolégicos y la nobiletina
gue es una polimetoxiflavona que, debido a su alta hidrofobicidad ha sido
ampliamente estudiada para determinar sus efectos anti-tumorales. Por todo lo
anterior en la presente investigacion nos proponemos evaluar el efecto de estos
flavonoides en la inhibicion de la transicion epitelio mesénquima (EMT) en la
linea celular FaDu obtenida de un carcinoma de células escamosas de
hipofaringe. Para evaluar el efecto de estos flavonoides en la inhibicién de la
EMT, las células se trataron con el factor de crecimiento transformante (TGFB) a
fin de inducir la EMT y se incubaron con ambos flavonoides para comparar sus
efectos en la inhibicibn de marcadores de la EMT y metastasis. Nuestros
resultados mostraron que nobiletina muestra una mas alta actividad en la
inhibicién de marcadores de transicion como en la morfologia y en la expresion
del marcador E-cadherina. En conclusion, nuestros resultados sugieren que la
hidrofobicidad del flavonoide esta en relacion directa con la efectividad en la
inhibicion de EMT y metastasis.



2.- INTRODUCCION

2.1 Compuestos fendlicos y flavonoides

Los compuestos fendlicos son moléculas de gran importancia en el reino vegetal
a pesar de gue no forman parte los metabolitos primarios. Tienen un papel
sustantivo en la supervivencia y adaptacion de las plantas en los diferentes
entornos medioambientales. Es por este motivo el papel tan preponderante que
tienen en sostener la vida del planeta que hasta la fecha se han identificado mas
de 5000 moléculas, que se encuentran presentes en todas las plantas: en los
frutos, hojas, tallos y se han identificado en semillas y bebidas como el vino.

Los flavonoides son derivados fenolicos cuyo nombre deriva de flavus: amarillo
y en el reino vegetal tienen funciones como la fotoproteccion de las plantas a los
rayos ultravioleta, al ataque de herbivoros, patdgenos, supervivencia a las
heladas, los contaminantes y cambios abruptos en la composicion de los suelos
(1-7). En el afio de 1665, el noble irlandés Robert Boyle, quien se intereso en la
coloraciéon de las plantas (Fig. 1) seleccion6 algunas plantas y las colocé en
agua, tras lo cual observé la aparicidon de aceites provenientes de ellas. Debieron
transcurrir tres siglos hasta que en 1928 Albert Szent Gyorgyi, un fisiblogo
hangaro, obtuvo a la citrina de la cascara del limon y, aunque fue el primer
flavonoide aislado en ese momento, por sus propiedades fisiologicas de
aumentar la permeabilidad capilar, se establecié como vitamina E, concepto que
posteriormente se descarté porque los flavonoides son metabolitos secundarios
en plantas.

a) B)
https://medicoplus.com/biografias/robert https://iwww.biografiasyvidas.com/biograf
-boyle

Figura 1. Perspectiva historica del descubrimiento de los flavonoides. A)
Imagen de Robert Boyle padre de la quimica moderna, trabajo como asistente
de Robert Hooke y se avoco a estudiar los efectos de la elasticidad del aire y
postuld de la ley de Boyle-Mariotte. B) Szent Gyorgyi hungaro, de formacion
fisiblogo que en 1937 obtuvo el premio Nobel por sus investigaciones
relacionadas con la combustion biolégica y el papel de la vitamina C.
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Por otra parte, los flavonoides han sido utilizado por la medicina tradicional china
desde tiempos muy remotos, encontrando que ademas de sus bondades en el
reino vegetal y en el reino animal muestran un amplio espectro de funciones
como agentes anti-inflamatorios, anti-tumorales, anti-oxidantes, anti bacteriano
y muestran también actividad biolégica para combatir la diabetes y
enfermedades cardiovasculares (8-12).

2.2 Clasificacion de los flavonoides.
2.2.1 Estructura quimica

Son una sustancia polifendlica con una organizacion C6-C3-C6, que radica en
dos anillos aromaticos denominados A y B y unidos por una cadena alifatica de
tres carbonos condensada para formar un pirano o furano. (Fig 2)

Figura 2 Estructura general de los flavonoides. Formado por tres anillos de benzopirano e hidroxilados
comunmente en posiciones 5y 7. Puede contener grupos metoxi. El anillo C es un heterociclo derivado de
la pirona. Tomado de: htitp://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0250-
54602014000200006

Entre sus propiedades fisicoquimicas se encuentran:

Formula molecular: C15H1002; punto de ebullicion 185°C; punto de fusion:
98°C, solubilidad varia segun su concentracion en agua, alcohol o
dimetilsulféxido.

Segun la estructura de los grupos fendlicos se pueden dividir en dos grandes
grupos, a saber, flavonoides y no flavonoides. (Tabla I)


http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0250-54602014000200006
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0250-54602014000200006

Tabla | Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Flavonoides No flavonoides

Acidos [ﬁ - NS [ -

fenélicos | ™ 7

O Estilbenos rﬁ/“‘*
@

Lignanos

Tomado de: https://eprints.ucm.es/id/eprint/63790/1/T42048.pdf. Em la imagen se muestran las
estructuras quimicas de diferentes compuestos fen+olicos, cuya clasificacion se basa en la disposicion de
los carbonos y sus grupos hidroxilo

2.2.2 Flavonoides clasificacion

Como mencionamos en lineas anteriores son moléculas que contienen dos
anillos arométicos unidos entre si por una cadena alifatica de tres carbonos
formando un total de 15 carbonos. (Fig 2)

Se clasifican en:

1.- Flavonoles: la quercetina es una molécula ampliamente caracterizada con
un anillo carbonilo en posicién 4 y un grupo hidroxilo en el carbono 3 del anillo
C

2.- Flavonas: morina con un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C
3.- Flavanoles catequina grupo hidroxilo en el carbono tres del anillo C.

4.- Flavanonas: naranjenina, grupo carbonilo en carbono 4, no presente doble
enlace en los carbonos 3y 4 del anillo C.

5.- Antocianidinas: delfinidina, grupo hidroxilo en posicién 3 y doble enlace en
carbonos 3y 4 del anillo de C.

6.- Isoflavonoides: genisteina, grupo carbonilo en carbono cuatro, anillo B
ligado en posicion 3,


https://eprints.ucm.es/id/eprint/63790/1/T42048.pdf
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Figura 3. Estructura y fuentes de diferentes flavonoides. Fuente:
https://www.redalyc.org/journal/4577/457754907018/html/

En la imagen se aprecian diferentes fuentes, en su mayoria vegetales, de diferentes flavonoides, en conjunto con la
estructura quimica del flavonoide que predomina en cada vegetal/semilla.

Flavonoles

Tabla Il Estructura repesentativa de flavonoles

Rl R2 R3 R4 R5

Flavonoles

Datiscetina OH H OH OH H
Quercetina OH H OH OH H
Miricetina OH H OH OH OH

Kemferol OH H H OH H

Modificado de: http://www2.izt.uam.mx/newpage/contactos/anterior/n62ne/flavonoi.pdf

Se compara la estructura representativa de diferentes compuestos fenélicos, de entre los que se destaca la
morina, uno de los compuestos estudiados en el presente trabajo.


https://www.redalyc.org/journal/4577/457754907018/html/
http://www2.izt.uam.mx/newpage/contactos/anterior/n62ne/flavonoi.pdf

Los grupos hidroxilo de los flavonoides presentan uniones con moléculas de
azucar formando estructuras glucosiladas, o bien metilados, sulfatos, acetilados,
isoprenilados o dimerizados.
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Fig ura 4. Estructura quimica de compuestos fendlicos, de entre el que se destaca la nobiletina

2.2.3 Flavonoides y nutricién

La dieta diaria consiste en la ingesta de diferentes alimentos entre los que se
encuentran incluidos los flavonoides de los que consumimos entre 150 a 300
miligramos diarios de estos compuestos (13), la fuente principal del consumo de
flavonoides proviene en un diez por ciento a partir de la ingesta de jugos entre
los que se encuentras los citricos y frutos rojos, que contienen un total de 3 a 8
miligramos, ademas de los flavonoides encontrados en el té, el café y diversos
vegetales y, a pesar de que se consideran agentes no nutritivos (como parte de
los macro o micronutrientes, tales como las proteinas, carbohidratos, minerales)
por todos sus efectos fisioldgicos, existe un gran interés por sus acciones contra



el cancer. Por este motivo en lineas posteriores desarrollaré las acciones de
morina y nobiletina contra el cancer.

2.3.- Cancer.

Es una enfermedad que muestra un proceso de crecimiento acelerado y
diseminacion descontrolada de células anormales como resultado de una
alteracién en la codificaciéon de su material genético, formando un tumor o
neoplasia que puede crecer, invadir tejidos aledafios y producir metastasis en
diferentes sitios, de acuerdo a la definicion de la Organizacion Mundial de la
Salud.

2.3.1.- Factores de riesgo:

El cancer es resultado de la sumatoria de cambios genéticos y epigenéticos
presentes en la célula que se manifiestan como una acumulacién cromosomal,
aberraciones moleculares e inestabilidad genética, motivo por el cual la etiologia
del cancer es un abanico de una muy amplia sucesion de cambios moleculares
y sus diversas causas. De acuerdo a la organizacién mundial de la salud el
cancer puede ser ocasionado en al menos un 35% por el estilo de vida en la que
se incluye consumo de alcohol, uso de tabaco, exposicion a radiacion,
infecciones, terapia hormonal y obesidad. (14-23).

Factores fisicos: Entre los factores fisicos mas relevantes se encuentran la
exposicion a campos electromagnéticos de alta frecuencia (pertenecen al
espectro de radiacion ionizante e incluye a los rayos gamma y X) que estan
asociados al incremento a padecer leucemia en nifios (24-28); La radiacién
ionizante es de los cancerigenos mas mencionados y asociado al desarrollo de
tumores en pulmén, vejiga y tiroides (29).

Factores quimicos: Aqui se encuentran el consumo de tabaco, que como
resultado de la combustion se producen derivados como nitrosamina, 4-
metilnitrosamino, (3-piridil)-butanona, hidrocarbonos aromaticos policiclicos, en
especifico benzopirenos, acetaldehido y formaldehido (30-33). Todos los
productos del tabaco antes mencionados, estan asociados al desarrollo de
tumores hematopoyéticos, carcinomas escamosos de laringe, boca, garganta,
cerebro, vejiga, ano y estomago (32,34). De igual manera, otro factor quimico
causal de tumores es el consumo de alcohol, que esta asociado a cancer de
boca, garganta, faringe, laringe, higado y mama (35,36). Finalmente, los nifios
son altamente sensibles a otros quimicos entre los que se encuentran los de uso
agricola como pesticidas, desechos téxicos, contaminantes, derivados de
estribestrol, derivados del benceno, acidos fenoxiacéticos derivados de
antibioticos mielosupresores (37,38)



Agentes biologicos: estan en relacion directa con la formacion de tumores
malignos, como la dieta (carente de nutrientes y abundante en ultra procesados)
y obesidad en civilizaciones desarrolladas, siendo factores de cancer de
endometrio, esofago, rifidn, coldn, renal, pancreatico y mama (38,39).

Actividad fisica: poca o nula actividad fisica esta en asociacion directa con el
desarrollo de cancer, debido a que la liberacion de estrégenos, androgenos,
insulina y factores de crecimiento semejantes a la insulina altera el metabolismo
y la funcién celular. La falta de actividad fisica provoca un incremento de las
glandulas mamarias a hormonas de ovario y la retencion de alimentos en el
intestino grueso debido a la baja motilidad por deficiencias de fibra incrementa la
duracion de efectos mutagénicos en el revestimiento intestinal (40,41),

Presencia de mutdgenos en los alimentos, como micotoxinas producidas por el
almacenaje de maiz y cacahuates (42).

Las infecciones, por Helicobacter pylori, esta asociado al cancer gastrico, C.
pneumoniae, al cancer de pulmén y Chlamydia al cancer cervical. Virus como
Epstein-barr es causal de carcinomas nasofaringeos, amigdala palatina, cancer
de lengua y linfoma de Burkitt, cancer géastrico y linfoma de Hodgkin. Salmonella
typhi y Enterococcus bovis con el cancer colorrectal. La espiroqueta Borrelia
burgdorferi, asociado a linfomas. Herpes virus estan asociados con sarcoma de
Kaposi y Papillomavirus con carcinomas de células escamosas (43-45). Todos
los factores de riesgo antes mencionados estan asociados a que para el afio
2030 tumores invasivos afectaran a 2.3 millones de americanos.

Tumores:

El cancer afecta todas las regiones del cuerpo; en 2018 se reportaron 18 millones
de casos y de estos 555, 027 en mortandad y en 2020 trescientos mil casos (Fig.
2)



Estimated number of new cases in 2020, all cancers, both sexes, all ages

Oceania
254 291 (1.3%)

Africa
1109 209 (5.7%)

Latin America and the Caribbean
1470274 (7.6%)
Asla

Northern America 9503 710 (49.3%)

2556 862 (13.3%)

Europe
4398 443 (22.8%)

Total : 19 292 789

Figura 5. Namero de casos de cancer en el mundo en 2020. Tomado de Globocan.
https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-
pie?v=2020&mode=population&mode population=continents&population=900&populations=900&key=tota
I&sex=0&cancer=39&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages _aroup%5B%5D=0&ag
es_group%5B%5D=17&nb _items=7&group _cancer=1&include nmsc=1&include nmsc other=1&half pie
=0&donut=0

En México hubo una incidencia de 190,667 casos nuevos, para ambos sexos y
todas las edades, de los cuales, 85,616 son hombres y 105,051 mujeres; el
namero de muertes a causa de cancer en el pais es 83,476, de los cuales, 40,509
fueron hombres y 42,967 mujeres. Los tipos de cancer mas comunes en México
son de mama con un 14.3% y prostata con 13.1%. (Fig. 3)

Geography

Breast
29929 (153%)

Prostate
26742 (12.7%)

Colorectum

Other cancers
14 901 (7.6%)

103 261 (52.8%)
Thyroid
11 227 (5.7%)

Cervix uteri
9439 (4.8%)

Total: 195 439

Mumber of new cases in 2020, males, all ages Numbers at a glance

Tasnl mamssbunlnm

Fig 6 Cancer en México. Tomado de https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/484-mexico-fact-
sheets.pdf
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https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-pie?v=2020&mode=population&mode_population=continents&population=900&populations=900&key=total&sex=0&cancer=39&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=7&group_cancer=1&include_nmsc=1&include_nmsc_other=1&half_pie=0&donut=0
https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-pie?v=2020&mode=population&mode_population=continents&population=900&populations=900&key=total&sex=0&cancer=39&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=7&group_cancer=1&include_nmsc=1&include_nmsc_other=1&half_pie=0&donut=0
https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/484-mexico-fact-sheets.pdf
https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/484-mexico-fact-sheets.pdf

2.3.3 Evolucién del cancer.

De manera normal, las células que conforman a los tejidos reciben sefiales
especificas (internas y externas) sobre las funciones que deben realizar, si
necesitan reproducirse, permanecer en latencia o morir. Estas sefiales que
provienen del medio estan conformadas por hormonas, enzimas, diversos
polipéptidos, etc. y de manera interna el metabolismo celular esta regulado por
el ADN. Cuando se suscita alguna alteracion o falla en todo el proceso de
comunicacién y transduccién de sefales, causado por dafio, desordenes
genéticos (herencia), u otros factores, las células dejan de funcionar de forma
adecuada.

Una célula sana no se reproduce a menos que reciba indicaciones para hacerlo,
la mayoria de ellas se mantienen en su sitio conformando un tejido, y poseen un
mecanismo llamado “apoptosis”, es decir, muerte programada, el cual hace que
la célula se destruya una vez ha cumplido su ciclo.

Sin embargo, ante la presencia de dafio o alteracion, las células pueden empezar
a crecer, reproducirse, proliferar e incluso migrar sin que hayan recibido
indicaciones para ello. Se da paso a la formacion de un tumor o neoplasia, el
cual puede ser benigno o maligno. Un tumor es un crecimiento anormal causado
por una rapida proliferacion celular en un determinado sitio. Se le considera
benigno o maligno dependiendo de las caracteristicas morfolégicas e
histol6gicas que presente. Los tumores benignos presentan un grado bajo de
alteraciones en la morfologia celular y nuclear, suelen mantenerse bien
delimitados en la zona donde han aparecido y no hacen metastasis, ademas de
que, una vez extirpado, en la mayoria de ocasiones no hay recidiva, y si bien en
apariencia son mayoritariamente “inofensivos” algunos llegan a causar
sintomatologia dolorosa o molesta y complicaciones severas dependiendo del
area afectada.

Por el contrario, los tumores malignos, mejor conocidos con el nombre de cancer,
en su mayoria tienen un crecimiento mas descontrolado y acelerado, el grado de
degeneracion celular es mas marcado, con pérdida de la morfologia original, hay
pérdida de la adhesion intercelular, evasion de la apoptosis y de las células del
sistema inmunoldgico, ademas de la creacién de nuevas vias que le permitan a
la neoplasia recibir nutrientes y excretar desechos (angiogénesis)

El cancer da inicio con la presencia de una célula propiamente mutada que es la
responsable de comenzar el desarrollo de tumores, que toda vez que se ha
establecido forma displasia o hiperplasia y se declara el cancer in situ, que
evoluciona con el tiempo en un cancer invasivo y el progreso del proceso
patolégico. (46) Formado el tumor se desarrolla un entorno especifico
denominado microambiente tumoral que presenta una composicion celular
diversa que incluye células T, epiteliales, fibroblastos, células T, macrofagos y
neutréfilos. En este entorno se sintetizan y liberan diferentes factores de
crecimiento, pH y presion parcial de oxigeno caracteristica.
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Histolégicamente la OMS ha establecido una serie de criterios para determinar
grados del cancer:

-Grado I: Pleomorfismo celular, pleomorfismo nuclear en baja medida, perlas
epiteliales, abundante queratina, pocas células gigantes multinucleadas, mitosis
atipicas inferiores a 2 observadas por campo de aumento. (36)

-Grado II: Queratinizacion celular, de 2 a 4 mitosis por campo, pocas perlas
epiteliales, pocas células gigantes multinucleadas, pleomorfismo celular y
nuclear moderado. (36)

-Grado lll: mas de 4 mitosis observadas por campo, marcado pleomorfismo
celular y nuclear, abundantes células gigantes multinucleadas, nula
queratinizacion del epitelio.

En otro orden de ideas, el carcinoma oral de células escamosas (OSCC, por sus
siglas en inglés) inicialmente muestra displasia en la que presenta resistencia a
la apoptosis, incremento en la actividad proliferativa y de vias de sefializacion
gue posteriormente puede evolucionar a la lesion maligna.

A continuacion, se muestra una imagen de un tipo de cancer de piel, para
ejemplificar las etapas de desarrollo del mismo.

Piel normal AK ¢SCC metastético

Eeaicod . Papula persistente firme o qlti i
e Fisl'estatnios rosada esfamoga o nédulo rojo que ML;ItllpIes ieSIOr?eIs
: : nodulares en piel u
con mécula/péapula puede sangrar

% 6rganos internos
esponténeamente.

Histopatologfa

i : SN

Descripcién Estrato basal, espinoso y Queratinocitos atipicos Queratinocitos atipicos Queratinocitos agrandados y
histolégica granuloso bien ag_randafios confinados a la agrandados invadiendo la atipicos en la dermis, los ganglios
definidos con escamas epidermis con escamas dermis linfaticos o los érganos internos,
- paraqueratinizadas por lo general sin conexion
ortoqueratosicas epidérmica.
Aumento de la I":as /SFK lf’:aS /SFK En adicion a alteraciones de cSCC:
i qw g . az yn. S yn S VEGF (ras)
senallzacnon: lactlvaaon, bel-2 c-myc MMP2
sobreexpresion o bel-2 MMP7
amplificacion STAT'S . MMP12 (ras)
B-1 integrin
RO DS A B MMP
Senallz.aac')fx d’s'“'”“'ﬁa' En adicién a alteraciones de cSCC
, desactivacion, depresion gs3 §53 E-cadheri
i rcasm rcasm -cadherin
transcnpaonal o " Notch (p53) P-cadherin
traduccional, o delecién PKC &
génica. E-cadherin
Inestabilidad genética con
Cambios genémicos algunas alteraciones ' Inestabilidad genémica aumentada, resultando en translocaciones
cromosomales cromosomales, isocromosomas, deleciones génicas y amplificaciones

Figura 7. Tomada de https://www.uv.es/derma/CLindex/CLcancer/CLprecancer.html Traducida.
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2.3.4 Marcas del cancer.

Los cientificos Hanahan, D. y Weinberg, R. publicaron un diagrama que muestra
las distintivas que presentan las células tumorales y que les permiten su
supervivencia, alterando importantes vias de sefializacion. Algunas de dichas
caracteristicas se presentan brevemente a continuacién (Fig 4)

Senalizacién proliferativa Evasion de los supresores de
sostenida crecimiento

=

Evasion de la
destruccion

Desregulaciéon
del

metabolismo inmunitaria
celular
4
) ) Habilitaciéon de
Resistencia + 0.9] inmortalidad
a la muerte ' replicativa
celular ‘
opd
Inestabilidad
genomicay Inflamacion
mutacion
promotora de
tumores
Induccién o acceso a la Actlvaaon de invasion
vasculatura y metastasis

Figura 8. Marcadores tumorales. Tomado y modificado (traducido) de Hanahan D, Weinberg RA, Pan KH,
et al. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell. 2011;144(5):646-74

2.3.5 Sefal de proliferacidén sostenida.

En el entorno tumoral la liberacién de factores de crecimiento ocasiona la
activacion de sefales autécrinas y paracrinas que conducen a la activacion de
vias de sefalizacion sostenidas como la via de la fosfatidilinositol-3 cinasa /
proteina cinasa B, lavia mTOR, de las Smad y que son reguladas por receptores
con actividad de tirosina cinasa, que rompen la homeostasis medioambiental
estimulando la transicién epitelio-mesénquima en donde las células, en particular
las epiteliales, cambian su polaridad y cambia el patron de expresion de
moléculas como E-cadherina, ocludina, twist, B-catenina, etc. que conduce a un
cambio de la morfologia celular y metastasis. Estas vias de sefalizacion se
retroalimentan, de ahi que se mantenga de forma activa la proliferacion celular
necesaria para que la tumoracion pueda crecer y expandirse (Fig. 5)
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2.3.6 Activacién de invasién y metéstasis

La matriz extracelular (ECM) consiste en una red tridimensional, de soporte
celular, presente y caracteristica de todos los tejidos, cada uno de los cuales
tiene una composicion particular en su ECM. Se compone de colageno,
proteoglicanos, laminina y fibronectina, siendo el primero el de mayor
abundancia, con hasta 28 subtipos.

La ECM regula el crecimiento celular, supervivencia, motilidad y diferenciacion,
ya que sus componentes son los ligandos de ciertos receptores especificos,
como son los de integrinas, sindecanos y discoidina. En el caso de las integrinas,
estas sufren un cambio conformacional en su dominio citoplasmatico, lo que
causa la activacion de diferentes vias de sefalizacion, regulando asi las
propiedades antes mencionadas. (2, 4y 5).

Ademas de esto, la ECM da soporte a los tejidos y regula la disponibilidad de
citocinas y factores de crecimiento, entre los que se encuentran el factor de
crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el
factor de crecimiento transformante  (TGF-); mantiene la hidratacion y pH del
microambiente local, es decir, su homeostasis. (4, 5).

2.3.7 Transicion epitelio-mesénquima (EMT)

La transicion epitelial mesenquimal en un fendbmeno complejo presente de
forma normal en diversos procesos del cuerpo, especialmente durante la
gestacion y la cicatrizacién/reparacion.

Sin embargo, en situaciones anormales resulta en un factor clave del desarrollo
de neoplasias y, consecuentemente, de la metéstasis en el cancer.

Debido a que este proceso favorece la motilidad celular es de suma importancia
en el desarrollo del embrién pues permite que las células componentes de las 3
laminas del desarrollo puedan migrar y posteriormente diferenciarse en tejidos
especializados; a la EMT que se presenta con este fin se le conoce como tipo 1,
mientras a la que aparece en los procesos de cicatrizacion y reparacion es el tipo
2. Por ultimo, cuando se presenta como resultado de un cambio anormal en
tejidos maduros se considera un proceso neoplasico y es clasificada como EMT
tipo 3

En la literatura se concuerda que los principales pasos para la EMT son: cambios
en las vias de sefalizacion y transduccién que desembocaran en pérdida de las
conexiones intercelulares, reestructuracion del citoesqueleto, pérdida de la
polaridad apical-basal, posterior produccion de matriz extracelular y ruptura de
la membrana basal, lo cual daria como resultado en un proceso metastatico.

El orden en la secuencia de pasos suele ser el siguiente:
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-Pérdida de la polaridad celular: se rompen las uniones estrechas,
difumindndose los componentes de la region basal y la baso-lateral. El nucleo
pierde su localizacion (originalmente en la region basal de la célula), hay menos
produccioén de claudinas y ocludinas.

-Menor producciéon de marcadores epiteliales: al afectarse mas vias de
transduccion los componentes normales en las células epiteliales se pierden,
como la E-cadherina, y en consecuencia se rompen las uniones intercelulares
en la region latero-apical, rompiendo con esto la integridad/continuidad del
epitelio, creando brechas entre las células que dara espacio a la formacion de
matriz extracelular.

-Desintegracion de la membrana basal: al desintegrarse la membrana basal se
permite que las células cancerigenas, ahora con fenotipo mesenquimal, pierdan
la contencién en su sitio de primera aparicién y finalmente puedan desplazarse
a otras regiones.

Para entender la forma en que la EMT induce la migracién celular es importante
primero sefalar cuales son las caracteristicas de las células epiteliales en su
estado normal y, cuando han malignizado, pero siguen presentes en el tejido
afectado, sin romper la membrana basal (carcinoma in situ).

a. Inductores de EMT
[GFf

+ Patbgenos
intracelulares

»  Citoquunas

— —

Fenotipo ei).i-t.elinl Fenotipo intermedio Fenotipo .mcéénquimal

* Uniones intercelulares * Pérdida de uniones + Polaridad antero-posterior

* Uniones de EM « Cambio de polaridad + Lamclipodios y filopodios

* Polaridad apico-basal * Remodelacion de citeesqueleto  * Capacidad mvasiva

* Capacidad migratoria * Resistencia a apoptosis

b. Marcadores epiteliales Factores de Transcripcion Marcadores mesenquimales

* E-Cadherina * SNAIL, ZEB, TWIST * N-Cadherina

* Desmosomas * Slug. SMAD * Vimentina sobreexpresada

* Uniones estrechas + NF-xB * f-catenina

= Actina cortical * F-actina

« MMP
Regulacién negativa: Regulacion positiva:

rz 3 r RS2
Vias de seializacion D

EMT

Figura 9. Inductores en la transicién epitelio-mesénquima.

Tomado de http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-548X2021000100105

-Caracteristicas de un epitelio normal:

La cavidad oral, laringe, faringe y eséfago tienen diversos tipos de epitelio, como
son el epitelio escamoso estratificado, epitelio escamoso queratinizado, epitelio
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especializado, etc. La presencia de epitelio queratinizado suele limitarse a las
areas donde se realice el acto masticatorio, como lo son las encias, el paladar
duro y parcialmente la lengua, pues en ella se encuentra principalmente el
epitelio especializado conformado por las papilas gustativas. El resto de
estructuras tienen un revestimiento de epitelio no queratinizado.

Para mantener la integridad del epitelio se cuenta con la presencia de distintas
proteinas de union que sirven como anclaje celular, ademas de ser considerados
marcadores. Algunas de estas proteinas son: Claudina, ocludina, E-cadherina,
integrinas, ZO, actina, etc.

Existen diferentes tipos de union intercelular, y de estas uniones no solo depende
la adherencia de las células y la integridad del tejido, sino también la propia
polaridad celular y la comunicacién entre células.

-Uniones estrechas: compuestas por proteinas transmembranales (también
llamadas intrinsecas de membrana o integrales), junto con proteinas
citoplasmaticas que unen a dichas proteinas transmembranales a los filamentos
de actina del citoesqueleto. Algunos ejemplos de proteinas que conforman este
tipo de union son las claudinas y ocludinas, las cuales se unen a las proteinas
de la Zénula Occludens (0Z). (27)

-Uniones adherentes: suceden entre proteinas homoélogas (del mismo tipo),
formando interacciones homofilicas entre células vecinas (27); un buen ejemplo
de estas proteinas son las de la familia de las cadherinas, como son las E-, N-,
P-, siendo la E-cadherina la principal proteina de estas uniones, por lo que una
baja expresion de la misma esta asociada a la aparicion de EMT. Las cadherinas
son glicoproteinas transmembranales en cuyo dominio extracelular se encuentra
el oligosacérido de las mismas, ademas son dependientes de calcio y ayudan a
determinar la estructura del epitelio. En su porcion intracelular se unen a los
filamentos de actina del citoesqueleto gracias a un grupo de diversos factores en
el citosol. Durante el desarrollo, estas uniones aparecen antes que las uniones
estrechas, ademas de parecer que las uniones estrechas dependen de la previa
existencia de las uniones adherentes, de ahi la importancia en su participacion
para mantener la adherencia celular (29)

-Uniones gap: Uniones tipo canal producto de la union de hexadmeros de
conexina. Debido a su forma tubular (con una luz dentro del complejo proteico)
permite, ademas de la unién intercelular, el intercambio de moléculas de bajo
peso molecular, asi como diversos iones entre las células.

-Desmosomas: Estan mediadas por otro tipo de cadherinas: desmogleinas y
desmocolinas. Son uniones que forman una especie de remache en zonas
especificas de la célula, sin abarcar mayores areas a diferencia de las uniones
adherentes y estrechas. En la porcion extracelular se unen a su homoéloga
mientras que en la porcion citosolica se une a los filamentos intermedios del
citoesqueleto. (29)
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-Hemidesmosomas y uniones focales: conformados por integrinas, permiten que
las células se unan a la matriz extracelular y, en la porcion basal, a la unién con
dicha lamina. Si bien son considerados “la mitad de un desmosoma” (lo que da
pie al nombre otorgado) en realidad estan compuestos por integrinas cuya
estructura dista bastante, por lo que algunos autores las consideran proteinas
diferentes.

Caracteristicas de epitelios con neoplasias malignas:

Aquél epitelio en donde se ha formado un tumor no suele mostrar alteraciones
mas alla de la lesibn misma, por lo que su organizacion e integridad son los
mismos. Sin embargo, dentro de la neoplasia la situacion difiere. Generalmente
se puede observar pleomorfismo celular, es decir, irregularidad en las células en
cuanto a tamafo y forma, ademas de variaciones en los nucleos y nucléolos, los
cuales se muestran numerosos, hipercromaticos debido a la rapida sintesis de
material genético. Por ende, es sencillo observar mitosis atipicas. La neoplasia
en etapas tempranas suele mantener el crecimiento celular se da en varias
direcciones sin que esto rompa la integridad de la lamina propia, sin embargo,
llega a suceder que las células cancerosas empiezan a traspasar dicha lamina.
(31)

En el tejido del tumor comienza a haber pérdida de las uniones intercelulares
debido a que las células cancerigenas empiezan a expresar proteinas que
fomentan la creacién de matriz extracelular (48) la cual suele ser escasa en los
epitelios), ademéas de que al modificarse la forma de las células estas van
perdiendo polaridad y, con ello, su fenotipo de célula epitelial y, por consiguiente,
su adherencia.

2.3.8 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)

El factor de crecimiento transformante beta es una citocina que funge como
factor de transcripcion, el cual se une a receptores celulares tipo | y Il,
desencadenando varias vias de sefializacion intracelular.

En condiciones normales el TGF- es un importante factor de crecimiento que,
durante el desarrollo embrionario permite la correcta diferenciacién celular y
formacion de o&rganos, especificamente en mamiferos superiores (y en
combinacion con otros componentes como el BMP —proteinas morfogenéticas
de hueso, por sus siglas en inglés- ) estimula a las células de la tercera capa
germinativa del embrién, el mesodermo, para proliferar hacia los sitios
necesarios en donde posteriormente debera ocurrir el proceso contrario (MET)
para que las células puedan diferenciarse en una estirpe mas especializada y
cumplir sus funciones estructurales y fisioldgicas.

Ejemplificando, se ha observado que el TGF-B es crucial para el correcto
desarrollo de estructuras como el corazén, en donde permite que se mantenga
una continuidad en las células mesenquimales durante la formacién de dicho
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organo, o durante el cierre de las placas 6seas palatinas, al promover un
adecuado cierre junto con el tabique nasal durante el desarrollo del macizo facial.
En estudios realizados en ratones se encontr0 que aquellos especimenes
carentes de TGF- habia casos serios de paladar fisurado. Por el contrario, en
organismos adultos el TGF-3 puede alterar las vias de sefalizacion normales en
tejidos maduros, resultando en fibrosis, tras un intento de reparar algun tejido, o
en el desarrollo de neoplasias. (ya que es una molécula que ayuda a evitar/frenar
la proliferacién de las células epiteliales, favoreciendo a las mesenquimales.

Para que esto se lleve a cabo son necesarios diversos factores de transcripcion,
como Slug, Snail, la familia TGF, Wnt, etc.

Familia TGF-B

Se ha descubierto que TGF- consta de una familia extensa constituida por 33
polimeros (en secuencias ya identificadas de mamiferos), que incluyen a los
TGF- B en sus diferentes isoformas, las proteinas 6seas morfogenéticas (MBPs),
miostatina, activina, nodal, entre otros factores y proteinas, siendo las isoformas
TGF-B1, TGF-2 y TGF-B3 las mas estudiadas debido a la importancia que
tienen en el control de ciertas funciones celulares, como la apoptosis y
proliferacion celular. (11)

La familia de los TGF- B fue aislada y clonada, junto con sus mediadores, en
1985, luego de la caracterizacion del ADN complementario que codifica para
TGF- B1 en humanos. A partir de esto se fueron identificando otros polimeros
con caracteristicas similares hasta conformar a la actual familia de este tipo de
compuestos. (11, 12)

Receptores

Este grupo de factores necesita de determinados receptores celulares para
poder inducir reacciones dentro de las células. Sus principales receptores son
las cinasas de Serina Treoina, del tipo 1 y I, también llamados TGFBR | y Il, los
cuales activan dos vias de sefalizacion intracelular, las cuales se detallaran mas
adelante. Dichos receptores son cruciales en procesos como la proliferacion
celular, migracion, metabolismo, supervivencia, etc, de ahi que su afeccion
detone en una mala funcién celular, tornAndose cancerigena.

Pertenece a un enorme grupo de enzimas que se encargan de catalizar el grupo
hidroxilo de serina y/o treonina en algunas proteinas.

Como se mencion0 antes, existen 2 vias por las cuales el TGF-B inicia las
cascadas de sefalizacion intracelular:

-Via canonica: Mas ligado a SMADs. Hay una fosforilacion del extremo C de la
proteina SMAD.

-Via no canonica: Requiere de la participacion de otras proteinas diana del TGF-
B otras y su activacion va a depender del complejo al que se unio el ligando.
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Para comprender més a detalle la via canonica debe saberse la funcion de los
Smads.

Durante estudios realizados con moscas de la fruta (Drosophila) se encontr6 un
gen que participa en las vias de sefalizacion y que, al presentar una mutacion,
inhibe dichas vias. Este gen fue llamado “Mothers against dpp” o MAD, mientras
gue en C. elegans se encontraron 2 genes parecidos y que codifican receptores
de quinasa transmembranales se serina-treonina especificos para la familia
TGF- como daf-1 y daf-4, los cuales también mostraron genes mutados,
llamados Sma-2, 3y 4.

Por su parte, en humanos, ratones y otros animales se encontraron genes
similares tanto a MAD como Sma, resultando en que se les otorgara el nombre
de SMAD.

La caracteristica mas llamativa, que distinguia a las dos citocinas en ese
momento, era que el TGF-b es un dimero unido por disulfuro de 25 kd que se
reduce a una banda de 12,5 kd en geles después del tratamiento con agentes
reductores, por ejemplo, b- mercaptoetanol, mientras que el TGF-a era una
proteina monomérica de menor tamafo

2.3.9 Induccién de Angiogénesis

Angiogénesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos capilares a partir
de vasos sanguineos pre-existentes, mientras que la vasculogénesis se refiere
a la formaciéon de novo. La regulacion de la angiogénesis es controlada por
factores pro- y anti-angiogénicos, entre los que se encuentran los siguientes
factores de crecimiento: de fibroblastos (FGF), de células endoteliales derivado
de plaquetas (PD-ECGF), angiopoyetina, transformante beta 1 (TGF-B1),
transformante alfa (TGF-a), epidermal (EGF) y el vascular endotelial (VEGF),
siendo este Ultimo el mas caracterizado y considerado de mayor importancia
durante el proceso de angiogénesis; también conocido como VEGFA, funciona
como un mitbgeno para células endoteliales y es un potente inductor de la
permeabilidad vascular.

2.3.10. Metaloproteinasas de matriz extracelular

Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) conforman una familia de
enzimas proteoliticas dependientes de zinc y son las encargadas principales de
la degradacion de los componentes de la ECM. (1, 4) Inicialmente se clasificaron
en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y matrilisinas, de acuerdo con el
sustrato de la ECM que degradaban, sin embargo, la clasificacion se ha
adaptado de acuerdo a su estructura; hay ocho tipos de clases estructurales de
MMPs, cinco son secretadas y tres son asociadas a la membrana (MT-MMPS).;
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hay ocho tipos de clases estructurales de MMPs, cinco son secretadas y tres son
asociadas a la membrana (MT-MMPs). (43). Las MT-MMPs estan unidas
covalentemente a la membrana celular, aunque las MMPs secretadas también
pueden unirse a la superficie celular al interactuar con las integrinas o con CD44
(44-45).

Su actividad debe ser baja en condiciones normales, sin embargo, incrementa
cuando hay procesos de reparacion, remodelacion, enfermedad o inflamacion
del tejido. Se sintetizan como zimogenos (pro-MMPSs) y se mantienen de esa
manera al interactuar con el grupo sulfhidrilo de una cisteina en el dominio
propeptidico y el ion zinc del dominio catalitico. Su activacion se lleva a cabo en
el espacio extracelular y requiere de la remocion proteolitica del dominio
propeptidico, por serin proteasas o alguna otra MMP. (46) Las MMPs pueden
modular la disponibilidad de factores de crecimiento y la funcion de receptores
de superficie celular; también pueden contribuir a la supervivencia celular al
activar indirectamente a la serina-treonina cinasa Akt (PKB) al interactuar con los
receptores EGFR e IGF

Ya que las metaloproteinasas de matriz extracelular son las encargadas de
regular la degradaciéon de la ECM y ésta a su vez de regular la homeostasis
celular, cuando hay una sobreexpresion de las MMPs, hay mayor degradacion
de la ECM, causando asi un cambio en el microambiente normal de las células.
Se ha observado que en ensayos de trasplantes los tumores benignos se
convierten en malignos cuando la expresion de MMPs aumenta. De igual manera
se ha observado que la expresion y actividad de las MMPs incrementa en varios
tipos de céncer, lo cual esta relacionado con un incremento en la invasion,
metastasis y un menor prondéstico de supervivencia (7).

2.3.11 Resistencia a muerte celular

El término apoptosis es una forma activa y especializada de muerte celular, que
es estrictamente regulada y que resulta en una forma ordenada de la remocion
de células dafiadas. Puede desencadenarse por vias extrinsecas, es decir,
dependiente de receptores de superficie de muerte o intrinsecas, por la liberacion
mitocondrial del citocromo c, por diferentes causas o eventos de estrés.

El primer tipo va a desencadenar apoptosis preferentemente por la via
mitocondrial; por el contrario, los estimulos externos suelen dirigir la apoptosis
por la via externa, es decir, por medio de la activacion de los receptores de
muerte que se encuentran en la superficie celular, asi como de vias externas que
causan estrés celular, por ejemplo: radiacion, farmacos y quimicos que
interfieren con el metabolismo celular, alguna infeccion por virus o un factor de
privacion de crecimiento o supervivencia. (47)

Defectos en los mecanismos de la apoptosis juegan un papel importante en la
patogénesis del tumor, lo cual permite la supervivencia de las células dafiadas
(neoplasicas) por mayor tiempo, alterando la necesidad de factores de
supervivencia exdégenos y dando proteccion contra el estrés oxidativo e hipoxia
a medida que la masa tumoral se expande. Mientras todo este proceso ocurre,
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las alteraciones genéticas se acumulan y causan la desregulacion de la
proliferacion celular, diferenciacion, promocién de angiogénesis e incrementan
la invasividad durante la progresion del tumor. Otros defectos en la apoptosis
pueden permitir la supervivencia de células epiteliales en un estado de
suspension, sin estar unidas a la ECM, lo cual facilita el proceso de metastasis
(47).

Las células tumorales pueden adquirir resistencia a la apoptosis por la expresion
de proteinas anti-apoptéticas o por la regulacion a la baja o mutacion de
proteinas pro-apoptoéticas, las cuales veremos un poco mas adelante. Otra
familia de proteinas, conocida como caspasas, es activada en las etapas
tempranas de la apoptosis. Estas proteinas adhieren componentes celulares
clave que se requieren para la funcién celular normal, incluyendo a las proteinas
gue dan estructura en el citoesqueleto y proteinas nucleares como las enzimas
que reparan el DNA.

Las células que sufren apoptosis presentan ciertas caracteristicas y cambios
morfoldgicos y bioquimicos especificos de células en apoptosis, entre las que se
encuentra: un encogimiento de citoplasma, unidon de lamininas y filamentos de
actina en el citoesqueleto, formacion de vesiculas (budding) de la membrana
plasmatica, translocaciéon de la fosfatidilserina (PS) hacia el lado extracelular,
condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA. Otra caracteristica muy
representativa es que la membrana plasmatica se mantiene intacta durante todo
el proceso. La exposicion de PS permite que la célula sea reconocida por
macrofagos, que realizan fagocitosis, pero sin la liberacion de componentes
celulares pro-inflamatorios. En la Ultima etapa de este proceso ocurre la
formacion de blebs (blebbing) en la membrana, hay una modificacion estructural
de organelos citoplasmaticos y pérdida de la integridad de la membrana, aunque,
usualmente, las células fagociticas engullen a las células apoptéticas antes de
la formacion de cuerpos apoptéticos, de lo contrario, estos son removidos por
fagocitos profesionales y células vecinas. Ademas de esto, la apoptosis es
caracterizada por la pérdida del contacto célula — célula o a la matriz extracelular,
desprendimiento, encogimiento celular a causa de pérdida del ion potasio (K+) y
agua y escision del DNA internucleosomal por protedlisis especifica.

Como ya sabemos, el cancer es un conjunto de enfermedades, muy complejo,
gue se da como resultado de la mutacion de oncogenes 0 genes supresores de
tumores, la cual puede desarrollarse a causa de la alteracion en vias de
sefalizacion.

Se conocen principalmente 3 formas de muerte celular: apoptosis, autofagia y
necrosis, siendo la primera la que mas ocurre cuando el dafio en el DNA es
irreparable. Hay dos vias centrales que llevan a apoptosis: via intrinseca y
extrinseca, también conocidas como via mitocondrial y via de los receptores de
muerte, respectivamente.

2.4.1 Cancer de cabezay cuello
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El cancer de cabeza y cuello es una entidad que conjunta a todos los tipos de
cancer del tracto aerodigestivo superior, presenta una incidencia de 3 % en
Estados Unidos de América (EUA) y 4 % en Europa. De acuerdo a Globocan
(2018) el cancer de hipofaringe presenta una incidencia y mortalidad que se
muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3.
Regién Incidencia (ASR)* Mortalidad (ASR*)
EUA 0.48 0.09
Latinoamérica y el 0.37 0.16
Caribe
Europa 1.3 0.70

*. ASR: tasa estandarizada por edad.

De entre los canceres de cabeza y cuello el mas comun es el carcinoma oral de
células escamosas (COCE), en el cual no se incluyen las lesiones de origen
glandular.

Una de las zonas donde es comun la aparicion de COCE, ademas de la cavidad
oral, es la faringe e hipofaringe y que, por su localizacion y dificil acceso en
consultas ambulatorias, suelen detectarse hasta que presentan sintomas
notorios y, por ende, ya se encuentra en un estado avanzado.

Los factores de riesgo del cancer de hipofaringe son el consumo de alcohol, uso
de tabaco, una dieta no balanceada, problemas digestivos como reflujo
esofagico pues tanto el es6fago como la faringe no cuentan con el moco
protector necesario para resistir el 4cido estomacal, y por ultimo el virus del
papiloma humano (VPH), que es el segundo agente infeccioso causante de
cancer, de acuerdo a Globocan

Age standardized (World) incidence rates, hypopharynx, by sex Age standardized (World) incidence and mortality rates, hypopharynx

Fernales Incidence Mortality

Central and Eastern Europe South-Central Asia 21 nEs
South-Central Asia . 0.B5 Central and Eastern Europe 19 11
‘Western Europe Western Europe
Southern Europe World
World Southern Europe
Polynesia South-Eastern Asia

South-Eastern Asia
Morthern Europe
Eastern Asia

Paolynesia
Morthern Europe
Eastern Asia

Caribbean Caribbean

Australia and New Zealand Australia and New Zealand
Middle Africa Middle Africa

South America Southern Africa

Southern Africa
MNorthern America
Eastern Africa
Northern Africa
Melanesia
‘Western Asia
Central America
Western Africa
Micronesia

The Global Cancer Observatory

South America
Northern America
Eastern Africa
Morthern Africa
Western Asia
Melanesia
Western Africa
Central America
Micronesia

6.0 4.0 20 0 2.0 4.0 6.0
ASR (World) per 100 000

All Rights Reserved, December, 2020.

Tabla 4. Tomado del Observatorio Mundial del Cancer.
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3.3 Diagnostico y tratamiento

El diagnéstico oportuno es esencial para prevenir el mayor progreso de la
enfermedad, aminorar los efectos secundarios y reducir el riesgo de reincidencia,
asi como prolongar la esperanza de vida. Para ello hay signos y sintomas
importantes a considerar:

-Dolor de garganta, irritacion, dificultad para deglutir.

-Manchas blancas, rojizas o combinadas en alguna region de la mucosa bucal (y
gue previamente no estaban)

-Ulceras que no cicatrizan en mas de 15 dias
-Aumentos de volumen (nddulo)
-Alteraciones en la voz.

-Pérdida de piezas dentales

El tamizaje es el procedimiento que se realiza para determinar la presencia o
ausencia de lesiones malignas o premalignas, y consta de una revision (visual y
palpacion) de todas las estructuras de la cavidad oral, sumado a la revisiéon de
presencia de nodulos en las cadenas ganglionares de cabeza y cuello.

Los tejidos y 6rganos localizados en cavidad oral y areas circundantes, de
manera normal, se caracterizan mayoritariamente por tener una coloracion
rosada y lisa en la mucosa yugal que recubre los carrillos, en arcos palatinos,
piso de boca, cara ventral de la lengua, paladar blando, faringe, laringe,
hipofaringe, o con puntilleo para el caso de la encia, o papilar en el area dorsal
de la lengua. Deberdn considerarse las variaciones anatémicas y otras
condiciones médicas para no confundirlas en el diagnostico con una posible
neoplasia.

A continuacion, se muestran algunos ejemplos:

-Melanosis gingival: También conocida como pigmentacién melanica fisiologica.
La acumulacion de melanina en la mucosa de la encia y otras areas causa
cambios en la coloracion, observandose como areas de color marrén o violaceo.

No tiene repercusiones clinicas mas alla del aspecto estético. (56)

-Mursicatio bucarum: area blanquecina, generalmente bien delimitada sobre la

mucosa yugal como consecuencia de la friccion con los dientes ya sea por una
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maloclusion o por mordedura constante. No es desprendible al tacto e

histolégicamente no arroja resultados anormales.
- Glandulas sebaceas ectopicas

-Perlas epiteliales de Epstein

-Torus palatino y lingual

-Varices linguales

-Glositis romboidal media

-Lengua geografica

Es importante, por ende, conocer bien las diferencias entre cualquier otra
alteraciéon y/o condicibn normal (pero cuyo aspecto llegue a preocupar al
paciente) y considerar usar técnicas que ayuden al diagnostico diferencial, como
el uso de imagenologia y biopsias, siendo esta Ultima, la biopsia, el elemento
diagndéstico mas eficaz pues permite conocer las caracteristicas histolégicas de
la muestra, ayudando a determinar la estirpe celular, el tipo de lesion y el estadio

de evolucién de la misma.

Las principales lesiones que deberan tomarse a consideracion para evaluarlas
como posibles tumores malignos son: Ulceras, especialmente si no han resuelto
en mas de 2 semanas, maculas rojas, blancas, o la combinacion de estas

ultimas.

Estudios han demostrado que hay un mayor indice de malignizacién en lesiones

rojas, llamas eritroplasias, o en leucoeritroplasias (la combinacién de ambas)

Ante la presencia de un cambio que indique sospecha siempre es recomendable

tomar una biopsia, la cual determinara de forma segura el estado del epitelio.

Tratamiento: Toda vez que se ha establecido con certeza el carcinoma oral de
células escamosa mediante los estudios pertinentes (exploracion, biopsia), el
tumor debe extirparse y proseguir con tratamientos topicos.

Cuando existe el riesgo de posible invasividad se procede a curetaje y
electrodesecacion mediante el raspado con aguja eléctrica siempre y cuando sea
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de dimensiones muy pequefias. Por otra parte, la terapia laser y congelacion con
nitrégeno liquido, se utiliza para lesiones superficiales.

Otro tratamiento es mediante la terapia fotodinamica que hace uso de
fotosensiblizadores y luz que utiliza un medicamento liquido. Cuando el
carcinoma es invasivo se pueden realizar escision simple se realiza la extirpacion
del tejido canceroso y circundante o cirugia de Mohs en la que realiza la
examinacion capa por capa o radioterapia combinada con quimioterapia o
inmunoterapia.

Por todo lo anterior, diversas investigaciones estan en la blusqueda de terapia
alternativas como son los productos naturales. Los flavonoides como ya
mencionamos con anterioridad son una alternativa en el tratamiento contra el
cancer.

Se han determinado un gran numero de flavonoides con actividad biol6gica
contra el cancer como las catequinas, kaempferol, luteolina, quercetina, morina
y nobiletina. Estos dos ultimos no se han estudiado sus efectos en el carcinoma
oral de células escamosas.
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3.4 Efecto de morina en el tratamiento de cancer

MORIN

[FF)

Sinénimos
27,3,4'5,7-pentahydroxyflavone / 2-(2,4-
dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-
one / Morin hydrate

Nombre segun la IUAPC
2-(2,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-
4-one

Isomeric SMILE
C1=CC(=C(C=C10)0)C2=C(C(=0)C3=C(C=C{C=C302)0)0)0

Propiedades fisicoquimicas

C15H1007
Formula 302.24 g/mol
Peso molecular 29 ) mo
No. Atomos pesados 15
No. Atomos aromaticos
Aceptores de enlace de hidrogeno 1

. 7

Donantes de enlace de hidrogeno
Refractividad molar 2

78.03
Log P o 1.20

Fig 10 Propiedades fisico — quimicas de la morina. Imagen realizada en:
http://www.swissadme.ch/

La morina es un flavonol que esta presente en algunos cereales, frutos y es
abundante en diversas plantas medicinales (49). Es particularmente abundante
en Ficus arica, Maclura pomifera y almendra (50), en el té y café (Haddad, Sheta
y Boshra 2018).
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Segun su estrutura las morina se denomina 3,5,7,2’,4’ pentahidroxiflavona.
Estudios realizados tanto in vivo como in vitro sefialan se considera una molécula
atil en tratamiento de enfermedades de tipo crénico ocasionadas por estrés
oxidativo y procesos inflamtorios (Caselli et. Al 201; Sobiraja, AndrabiDuna y
Ventkatabalasubramanin 2021). Otras de sus propiedades son sus actividades
neuroprotectoras, anti-tromboticas, anti-virales, antibacterianas y anti-cancer
(51, 52), Diversos estudios sefialan que la morina no muestra efectos toxicos en
ratas F344 (Cho et al 2006).

En la naturaleza se presenta de manera deglicosilada (Caselli et al 2016) y las
formas glicosiladas son absorbidas por los enterocitos y entra en intestino como
forma aglicona donde puede ser absorbida y de rapida excrecidn y su
biodisponibilidad es muy reducida debido a su baja solubilidad en agua. Se ha
reportado que la morina inhibe la carcinogénesis en cancer de mama, en cancer
de lengua inducido por 4-nitroquinoline 1-oxido en ratas se ha encontrado que
reduce el indice PCNA en la porcién aterior de la lengua. 8 Kawabata et al 19999,
inhibe la carcinogénesis hepatocelular.Entre sus efectos moleculares se
encuentra la inhibicion de la activacion de la via NFkB, factor de necrosis tumoral
(TNFa interleucina-6 (IL-6) y de protaglandina E2 (PGEZ2). De igual manera,
sobre-expresa a la proteina Bax y degra a la proteina Bcl-2, lo que sugiere que
tiene un importante papel en la induccion de la apoptosis, en particular en higado
(Sivaramakrishnan y Bevaraj 2010) y activa a las caspasas-9 y -3, como se
muestra en la figura siguiente:
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Ligando de muerte .

{
Receptor de muerte
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— Mitocondria
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Activacion l Incrementa *
-—l Inhibicién l Decrece Fig 12
Figuras 11 y 12. Tomadas y traducidas de: Yun-Yi Chena, Jiao-Jiao Lianga, Deng-Liang wangb, Jie-

Biao Chena, Jin-Ping Caoa, Yue wanga and Chong-De Sun, 2022. Nobiletin as a chemopreventive
natural product against cancer, a comprehensive review.Taylor & Francis online.

Vias de sefializacion en las que interfiere la morina.
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Tipo de cancer Linea celular
Cancer Linea celular S\W480
colorrectal

Cancer Linea celular
colorrectal HCT-116

Carcinoma cervical. Linea celular Hela

Leucemia Linea celular HL-60

Leucemia Linea celular
migloide cronica KBM-5

Leucemia Lineas celulares KCL22 y
mieloide cronica K562

Céncer de prostata  Linea celular LNCaP

Melanoma Lineas celulares G361 y
SK-MEL-2
Melanoma Lineas celulares MV3 y
MV14

Cancer de vejiga  Linea celular EJ

Tabla 5 (continta)

Dosis

150,200,y 250 yM

15,30, y 60 mg/L

100, 200, 300, 400,Y

500 uM

100, 200, 300, 400,
500 pM

10, 25, 50y 100

25 ¥ 50 pmol/L

25, 50, 75 pM

50, 100, 200, 300,
400 pM

50 uM

300, 450, 600,
800 pM

28

pM

Mecanismos moleculares

Induccidn a la apoptosis a través de
la produccion de ROS, pérdida de
MMP, regulacion a la alza de Bax,
regulacién a la baja de Bel-2,
activacion de las caspasas 8,9y 3,y
adhesion de PARP.

Par inhibicion de la via de
sefializacion MF-kB

Induccion a la apoptosis a través de la

produccion de ROS, sobrerregulacion
de DR3, DRS, FaslL, FADD, Bax, bad,

Referencias

Sithara et al. (2017)

Chen  7hang (2019)

Zhang et al. (2018)

citocromo C y Apaf-1; activacion de las

caspasas 9y 10y anclaje de PARP.
Indluccion a la detencidn del ciclo
celular por la sobrerregulacion de la

via de p33yp2ly la baja regulacion de

ciclina D1, CDK1, Cdc25cy CHK2.
Por regulacidn a la baja de la
expresion de la via NF-kB.

Induccién de la apoptosis a través de
generacion de ROS, colapso de MMP,
sobrerregulacion de Bax, regulacion a
la baja de Bcl-XL y activaciéon de la
caspasa 9 y caspasas 3.

Induccion de la detencion del ciclo
celular por un incremento en la
expresion de p21 y Weel y el
decrecimiento de la expresion de
Cdc25c¢, ciclina A y ciclina B1.

Por inhibicion de la translocacion
nuclear y la fosforilacién de NF-kB

Por regulacion a |a baja de la

expresion de miR-188-5p. Por

inhibicién de la viaPI3K/Akt
Induccién a la apoptosis por
activacian de las caspasas 3y 7

Induccién a la apoptosis mediante
la produccion de ROS,
sobrerregulacion de Bax y PUMA,
regulacion a la baja de Mcl-1y
Bel-2 y activacion de |a caspasa 3

Kuo et al. (2007)

Manna, Aggarwal, Sethi,

Aggarwal,
Ramesh (2007)

Nie et al. (2019)

Li et al. (2017)

Lee et al. (2019)

Par mejoramiento de la expresion de  Hu, Guo. ¥ Yang (2018)

miR-216a

Induccion de la detencian del ciclo
celular por el mejoramiento de la
expresion de p21WAF1 y el
atenuamiento de la expresion de
ciclina D1, ciclina E, CDK2 y CDK4.

Por decrecimiento de la expresién

de MMP-9 a través de la inhibicion
de NF-kB _
Por mejoramiento de la forforilacion
de ERK1/2 y el la disminucién de la
fosforilacion de JNK

Shin et al. (2017)



(Continuacion tabla 5)

Nbn

Tipo de cancer

Lineas celulares

Mieloma multiple Lineas celulares

Carcinoma
hepatocelular

Cancer de mama

Cancer de
mama

Carcinoma oral de

células escamosas

Cancer de pulmén

Carcinoma de
células escamosas
de lengua

Cancer de ovario

U-266, RPMI-8226 y

MM.15

Linea celular HepG2

Linea celular MDA~
MB-231

Linea celular
MCF-7

Linea celular BICR56

Linea celular A549

Linea celular
CAL2T

Lineas celulares OWVCAR3

W SKOW3

Dosis
5,10, 25, y' 50 pM

20 Y 40puM

10, 50,100, ¥ 200 pM

25, 50, 100, 150,
200 pM

25, 50, 75, 100, 150, 200,

250 ¥ 300 pM

50 pM

50,100, ¥ 150uM

15,30, ¥ &0 mg/mL

Mecanismos moleculares

Induccion de la apoptosis
mediante sobrerregulacion de
FasL, regulacidn a la baja de
Bcl-2, Bel-xL, survivina y c-IAP2 y
activacion de las caspasas 8,9y
3.

Inhibicion de la via STAT3

Induccion de la apoptosis mediante
la sobrerregulacion de Bax y PUMA;
regulacion a la baja de Becl-2,
pérdida de MMP, liberacion del
citocromo C y activacion de las
caspasas 9y 3.

Por mejoramiento en la fosforilacion
de p38 y INK

Por regulacion a |a baja de la
expresion de MMP-9 e inhibicion
del proceso de EMT a través de la
supresion de la via Akt

Al suprimir la via Akt y por baja
regulacién de la expresion de
MIMP-9, MMP-7, uPA, uPAR y

fibronectina
Via de activacién de JINK y p38.

Por regulacidn a la baja de la
expresidn de p-akt

Por regulacién a la baja de miR-135b

Al activar la via de sefializacion del
hipopétamo e inhibicion de la
translocacion nuclear y la actividad
transcripcional de YAP

Por supresion de la via NF-kB

Referencias
Gupta et al. (2013)

Singh et al. (2017)

Jin et al. (2014)

Lee, Nam, Baek, Kim, Y

Nam (2020)

Brown et al. (2003)

Yao, Cui, Zhou,
Guo (2017)

Ji et al. (2018)

Xu Y Zhang (2019)

Tabla 5. Tomada y traducida de: Mottaghi, S., & Abbaszadeh, H.(2021). The anticarcinogenic and
anticancer effects of the dietary flavonoid, morin: Current status, challenges, and future perspectives.
Phytotherapy Research, 35(12), 6843—6861. https://doi.org/10.1002/ptr.7270

Otros de los efecto asociados al morina incluyen su regulacion y arresto de ciclo
celular en fase G2/M y regulacién de la expresién de ciclinas ( Zhang 2018, Shin

2017.

Por otra parte, es un potente regulador de metéstasis regulando la expresion de
metaloproteinasas de matriz extraceluar, regula la via de fosfatidilinositol 3
kinasa/ proteina cinasa B (PI3SK/AKT) /Pulloski-Gross y Cao 2015) y la transicién
epitelio mesénquima degrando a E-cadherina y la via de TGF-, Wnt-B-catenina
y Notch. (Sing 2017), (Jin 2014). En resumen es importante realizar mas estudios
con el propésito de definir el papel la morina en la regulaciéon de metatasis y
caracterizar los blancos moleculares.
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Mecanismos anticancerigenos
de la Morina

%, 1

Via NF-kB

— lnduction

4| Inhibition

Figura 13. Tomada y traducida de: Mottaghi, S., & Abbaszadeh, H.(2021). The anticarcinogenic and
anticancer effects of the dietary flavonoid, morin: Current status, challenges, and future perspectives.
Phytotherapy Research, 35(12), 6843-6861. https://doi.org/10.1002/ptr.7270

En dicha figura se sefiala los mecanismos de accion de la morina, indicando con flechas las vias que son
activadas o inducidas, mientras que las franjas horizontales indican inhibicién de la mismas.
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3.5 Efecto de nobiletina en el tratamiento de cancer.

NOBILETINA

SINONIMOS

478013 / Hexamethoxyflavone / 3’,4’,5,6,7,8- Hexamethoxyflavone/ 5,6,7,8,3",4"-
Hexamethoxyflavone
NOMBRE SEGUN LA IUPAC

2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5,6,7,8-tetramethoxychromen-4-one

Isomeric SMILE
COC1=C(C=C(C=C1)C2=CC(=0)C3=C(02)C(=C(C(=C30C)OC)OC)OC)OC

Formula CaHz2Qs#
Peso molecular 402.39 g/mol
No. Atomos pesados 29

No. Atomos aromaticos 16
Aceptores de enlace de hidrogeno 8

Donantes de enlace de hidrogeno 0
Refractividad molar 106.87

Log P o 3.96

Figura 14. Caracteristicas bioquimicas de la nobiletina. Imagen realizada en:
http://www.swissadme.ch/

La nobiletina es uno de los flavonoides mas estudiados debido a su amplia
distribucion en frutas como mandarinas, naranja, algunos hibridos de la naranja,
en las hojas y tallos de muchas plantas medicinales, incluyendo al té (53)

Al igual que el resto de compuestos pertenecientes a la familia de flavonoides, la
nobiletina ha demostrado tener diversas propiedades benéficas en los
organismos, de entre los cuales su capacidad sobre el desarrollo del cancer es
la que nos atafie en este caso, y el cual logra prevenir, detener e incluso (en
ciertas ocasiones), revertir, a través de mecanismos como la induccion a la
apoptosis de células malignas, por detencion del ciclo celular, inhibicion de la
proliferacion celular, disminuyendo o frenando la invasion (metastasis) o
contrarrestando la resistencia contra los farmacos, sensibilizando asi a las
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células diana hacia los medicamentos empleados convencionalmente en
quimioterapia (53)

Sin embargo, la nobiletina presenta algunos problemas iniciales, los cuales son
su elevada hidrofobicidad (disminuyendo asi su solubilidad en agua) y una
biodisponibilidad oral baja, menor al 1%, ademas de una rapida metabolizacion
(54). Para solucionar eso algunos autores han conjugado a la nobiletina con
compuestos como CAGE (Acido geranico y colina, por sus siglas en inglés, en
adicion a agua ionizada) (54)

Una vez que la nobiletina ingresa al organismo esta es transformada en
metabolitos, como 5-dimetilnobiletina (5-DMN) y 4'-dimetilnobiletina (4'-DMN),
los cuales muestran mayores propiedades anticancerigenas que su compuesto
predecesor (53)

La nobiletina tiene varios mecanismos mediante los cuales el desarrollo del
cancer se disminuye, detiene o revierte, como lo son:

-Apoptosis: Este proceso que consta de la muerte celular programada es posible
gracias a varias vias de sefializacion, como ya se mencion6 anteriormente en el
apartado de morina, y que primordialmente son la via extrinseca y la via
intrinseca. La apoptosis es considerada la mejor forma de evitar el desarrollo del
cancer pues no tiene grandes efectos adversos, como la inflamacion y dafio a
los tejidos sanos que se encuentran en torno al tumor (53) La nobiletina induce
este tipo de muerte celular por vias como la de la mitocondria, el reticulo
endoplasmico o por la via del receptor de muerte.

- Detencion del ciclo celular: El ciclo celular consta de varias fases, como la fase
G1 (previo a la replicacién), S (replicacion del DNA), G2 (posterior a la sintesis
del DNA) y M (mitosis). Hay puntos de restriccidon entre las fases G1y S, y G2-
M con el fin de tener un buen control del ciclo celular. Si en alguno de estos
puntos ocurre un error podria determinar en dafio celular o mutacion. LA
nobiletina tiene la capacidad de inducir el arresto celular principalmente en la
fase G1 en la mayoria de lineas celulares al inhibir la accién de ERK1/2 y por
sobrerregulacion de ciclina D1y p21 (53)

- Inhibicién de la invasion y migracion: Tanto la migracion como la invasién son
indicativo de un mal prondstico en los pacientes debido a que gracias a ellos
surge la metastasis y disminuye la esperanza de supervivencia. Estos procesos
comunmente de desarrollan mediante las vias de sefializacion MAPK/MEK,
PISK/AKT, p38/NF-kB/Nrf2, TGF-B1/Smad3, ERK/INK y AKT/GSK-33/B-
catenina (53) en donde las metaloproteinasas de la matriz extracelular son
esenciales inductoras de estas vias. La nobiletina ha mostrado su efecto de anti-
invasivo y antimigratorio al inhibir a las pro-metaloproteinas de la matriz y
sobreexpresando el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1, ademas de
mejorar la fosforilacion de JNK, un factor de sefalizacion que inhibe la via
PISK/AKT.
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. Células cancerigenas

Figura 15. Tomada y traducida de: Yun-Yi Chena, Jiao-Jiao Lianga, Deng-Liang wangb, Jie-Biao Chena,
Jin-Ping Caoa, Yue wanga and Chong-De Sun, 2022. Nobiletin as a chemopreventive natural product
against cancer, a comprehensive review.Taylor & Francis online.
https://doi.org/10.1080/10408398.2022.2030297
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4. JUSTIFICACION.

El cancer de células escamosas de cabeza y cuello es la sexta causa de cancer
en el mundo, con una mortalidad del 40 a 50%. Hasta el momento la
supervivencia de los pacientes afectados con este padecimiento ha mejorado
pero los procedimientos quirdrgicos, radio y quimioterapia disminuyen la calidad
de vida de los pacientes por lo que un gran grupo de investigadores se han
abocado a la busqueda de estrategias alternativas que mejore la calidad de vida
y nutricion de los pacientes afectados con esta enfermedad. Las moléculas
obtenidas de productos naturales son alternativas para el tratamiento del cancer
y un gran numero de investigaciones apuntan a que los flavonoides son una
alternativa en el tratamiento del carcinoma oral de células escamosas.

5. Objetivo general.

Evaluar el efecto de morina y nobiletina en la linea celular de células escamosas
de hipofaringe, FaDu.

5.1 Objetivos particulares.

-Evaluar el efecto de morina y nobiletina en la viabilidad celular de células FaDu
con el ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol).

-Caracterizar el efecto de morina y nobiletina sobre la migracion celular con los
ensayos de cicatrizacion de herida (wound healing)

-Determinar morina y nobiletina en la transicion epitelio mesénquima mediada
por el factor de crecimiento transformante.
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6. MATERIALES Y METODOS.

Materiales

Autoclave (Cristofoli)

Balanza analitica (Ohaus)

Bafio seco (Thermolyne)

Bomba de vacio portatil (Barnant)

Cajas de cultivo celular (Falco, de 6, 24 y 96 pozos) (Corning)
Camara de electroforesis vertical (Amersham Biosciences Hoefer)
Camara de transferencia (Bio-Rad)

Campana de flujo (NUAIRE)

Centrifuga (Thermo Scientific)

Congelador a -20°C (Nieto)

Espectrofotometro (Optizen)

Lector de placas (Synergy BioTek)

Micropipetas (Eppendorf, Gilson)

Microscopio de objetivos invertidos (Olympus CK2)
Potenciometro (Denver Instrument)

Shaker (Fisher Scientific)

Sonicador (Ultrasonic processor)

Tubos clinicos de 15y 50 mL (Corning)
Membranas de PVDF (GE Healthcare)

6.1 Cultivo celular.

La linea celular utilizada para esta investigacion es FaDu; linea celular derivada
de un carcinoma de células escamosas de hipofaringe proveniente de un
paciente caucasico, de 56 afios de edad, de la India y la cual se obtuvo de la de
American Type Culture Collection (ATCC, (Manassas, VA, USA). El cultivo
celular se mantuvo en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero bovino fetal (SBF, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 10%,
inactivado por calor, y adicionado con estreptomicina [1000 pug/mL], penicilina
[100 U/mL] y fungizona [1 mg/mL] (Sigma) en una atmésfera a 37°C y 5% COo..
El medio se cambio cada tercer dia y se tripsinizé cuando las células alcanzaron
una confluencia 285% y se colocaron en cajas de 6, 24 y 96 pozos para realizar
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los experimentos. Se realizo el tratamiento con morina o nobiletina (Sigma) de
un stock a 1 mM disuelto en sulféxido de dimetilo (DMSO, Sigma).

6.2 Ensayo de viabilidad celular con MTT.

Con el objetivo de evaluar la viabilidad celular frente a la exposicién a morina y
nobiletina, se realiz6 mediante el ensayo con la sal de tetrazolio MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), se cuantificarona 5x10* células
por pozo, cua utilizando el Automated cell counter TC20 (Bio-Rad Hercules Ca
USA) en cajas de 96 pozos. Se realiz6 el tratamiento a diferentes dosis de morina
o nobiletina a diferentes tiempos 24, 48 y 72 h. Al término se afiadio 0.5 mg/mL
de MTT (Sigma) y se incubd por 4 horas, posteriormente se disolvieron las sales
de formazan con una solucion de isopropanol-acido clorhidrico (0.1 N) y se midié
la absorbancia a 570 nm en el equipo Synergy BioTek (Shoreline WA USA). El
experimento se realizd en tres ocasiones por separado.

Tratamiento celular.
Curso temporal.

Se utilizaron células FaDu en cajas de 6 pozos que tuvieran una confluencia
>85%; todos los pozos, con excepcion del basal, se trataron con TGF-p a
concentracion 300 mM durante dos dias. Al termino las células se trataron a
dosis de 50 uM de morina 6 nobiletina calculado para un volumen final de 1 mL
en cada uno de los pozos, a 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.

Dosis-respuesta.

Se utilizaron células FaDu en cajas de 6 pozos que tuvieran una confluencia
>85%. Se trataron con TGF-p (300 Pm) y posteriormente se incubaron a
diferentes dosis del flavonoide (0, 10, 25, 50, 100 y 200 uM) a 24 horas.

6.3 Ensayo de cicatrizacién de herida.

Con el objetivo de evaluar el efecto de morina o nobiletina sobre la migracion
celular se realiz6 el ensayo de cicatrizacion de herida, para el cual se utilizaron
cajas de 6 pozos con 10,000 células FaDu por pozo, con una confluencia 290%;
se retird el medio , se trataron las células con TGF-$ (300 picoM) por dos dias y
se afiadid medio nuevo con citarabina(Sigma) y se realizaron las heridas con
ayuda de una punta para micropipeta de 0.1 — 10 L, se incubd durante 15
minutos y posteriormente se cambi6é nuevamente el medio, afiadiendo diferentes
concentraciones de cada uno de los flavonoides calculadas para un volumen
final de 1 mL con araC y medio. Se capturaron imagenes en microscopio (Carl
Zeiss Rudolf Eber Oberkochen Germany) al tiempo 0 y 24 h. Posteriormente se
analizaron las imagenes con el programa ImageJ. El experimento se realiz6 por
triplicado en diferentes ocasiones.

36



6.4 Western blot.

Una vez finalizado el tratamiento con el flavonoide se retiré el medio o. Se afiadio
una solucion de ortovanadato de sodio 1 mM y se rasparon con ayuda de un
gendarme, posteriormente se recuperaron en tubos eppendorf, se centrifugaron
a 15,000 rpm, durante 10 minutos, se retira el sobrenadante y se afiade buffer
de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, 1% Nonidet P-40, leupeptina 10 pg/mL,
aprotinina 50 g/mL, NasVOs 0.4 Mm, NaF 10 mM y NasP207 10 mM) para
después sonicar las células en hielo, 30 s a pulsaciones continuas, se centrifugé
nuevamente a 10,000 rpm, 10 minutos, se cuantificaron las proteinas por el
método de Bradford utilizando albumina sérica bovina (BSA 15 pg/mL) a una
longitud de onda de 595 nm. Se calculé la cantidad de proteina y agua
necesarias para una cantidad final de 30 pg de proteina en cada una de las
muestras, afiadiendo ademas 6 L de buffer de muestra (azul de Coomassie 5%,
B-mercaptoetanol), se desnaturalizaron en un bafio seco a 70°C durante 5
minutos y se corrieron en geles SDS-PAGE al 7.5 o 10% en una camara de
electroforesis (Amersham biosciences) de 70-90 V durante aproximadamente 1
h. Se transfirieron las proteinas a una membrana de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) (GE Healthcare) a 30 V durante 1 h en una camara semihumeda, se
bloqued con una solucion TBS (Tris-HCI 5 M pH 7.5 y NaCl 1.5 M) con leche al
5%, sin grasa y tween-20 (0.1 %) durante 1 h en un hematocrito. La membrana
se lavo con buffer de lavado (NaCl 20 mM, TRIS 137 mM y 2 mL de Tween 20)
en tres ocasiones durante 10 minutos cada uno en un orbital shaker y
posteriormente se incubd con una solucién del anticuerpo monoclonal primario
de interés en buffer de anti-E cadherina, a 4°C durante toda la noche. Se lavo
nuevamente la membrana con buffer de lavado y se incub6 con la solucién del
anticuerpo secundario (conjugado a HRP) correspondiente durante 2 horas en
agitacion a temperatura ambiente. Se realizaron lavados y se procedio a detectar
las bandas con ayuda del kit de quimioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology)
y se expuso en placas fotograficas (GE Healthcare). La intensidad de la banda
de proteina se determiné por medio del programa. Se consider6 al basal como
el 100% y se calcul6 el resultado con su basal correspondiente.
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7. RESULTADOS.
7.1- Efecto de la morina y nobiletina en la viabilidad celular.

Con el propdésito de evaluar el efecto del morina y nobiletina en la viabilidad de
la linea celular FaDu, se realizd el ensayo de MTT. Se encontré6 que ambos
flavonoides disminuyen la viabilidad celular a una concentracién de 200 uM a las
48 horas y a todas las dosis a 72 horas, de manera significativa, siendo a 100
UMy 72 horas que se observa el mayor efecto, respecto al basal. (Figura 9).
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Figura 16. Efecto de morinay nobiletina en la viabilidad de la linea celular FaDu.

Se colocaron 1,000,000 de células en cada pozo de una caja de 96 pozos para evaluar la viabilidad celular.
Una vez adheridas, se coloco el tratamiento con quercetina (25, 50, 100 y 200 uM) a los diferentes tiempos
(24, 48 y 72 h). Los resultados se presentan como media + DE. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

7.2 Ensayo de cicatrizacion herida.

Para conocer el efecto de los flavonoides morina y nobiletina en la migracion
celular, se llevo a cabo el ensayo de cicatrizacion de herida. Se encontré que
estos flavonoides disminuyen la migracion celular al mantener la herida abierta,
opuesto al basal.

A Morina

RESULTADOS 24 horas

+TGF B (300 pM )

150+

Concentracion
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B Nobiletina

48 horas
150

Concentracion

Figura 17. Efecto de morina y nobiletina en la migracion de células FaDu.

Se colocaron las células FaDu en una caja de 6 pozos y se esper6 a que el cultivo estuviera confluente.
En presencia de TGF beta 300 pM. Posteriormente se afiadié el tratamiento (10, 25, 75y 100 pM) de
guercetina y se incub6 por 24 horas. A) Morina y B) Nobiletina. Los resultados se presentan como media +
DE.

7.3 Efecto de morinay nobiletina en la expresiéon de E-cadherina.

Para evaluar el efecto de morina y nobiletina en la expresion de E-caherina las
células se trataron con TGF 300 pM y se incubaron con los flavonoides. A) Se
determind el efecto de morina y B) nobiletina

+TGF B [300 pM] +TGF B [300 pM]
100 150 200 Morin [uM] 0 50 75 100 Nobiletin[puM]

Figura 18



8. DISCUSION DE RESULTADOS.

Como se menciond anteriormente, el objetivo principal de este trabajo fue
evaluar el efecto de los flavonoides morina y nobiletina en la linea celular de
células escamosas de hipofaringe, FaDu. En los experimentos encontramos que
morina y nobiletina inducen un efecto inhibitorio sobre la migracién y transicién
epitelio-mesenquimal inducida por TFG-p.

Se observdO mayor actividad del flavonoide nobiletina, la cual es una
metoxiflavona en donde los grupos hidroxilo son sustituidos por grupos metoxi
en las posiciones 5,6,7,8, 3’ y 4’ (55). Entre las propiedades fisico — quimicas de
la nobiletina se encuentra su lipofilicidad, lo que implica al acceso a blancos
moleculares particulares y es motivo por el cual es muy efectiva contra el cancer
de sistema respiratorio (nasofaringeo, pulmon); sistema nervioso (glioma y
neuroblastoma); sistema urinario (rifidn y vejiga urinaria), osteosarcoma,
fibroblastoma y de piel; cancer digestivo (oral, gastrico, pancreatico, higado y
colon); sistema reproductor (ovario, coriocarcinoma, cervical, préstata) y sistema
circulatorio (leucemia), debido a su facil acceso a través de las membranas
celulares. En modelos in vitro, regula el ciclo celular promoviendo el arresto en
fase G2/M y G1/S. De igual manera inhibe la migracion e invasion; por otra parte,
nuestros resultados muestran que en la transicion epitelio mesénquima inhibe
con mayor efectividad que la morina la EMT inducida por TGFR a
concentraciones de 50 a 100 pM.

Otros reportes sefalan que la efectividad de la nobiletina oscila en el rango de
0.01 a 200 pM. Sus efectos los desarrolla mediante la regulacion de vias MAPK
y MEK, PI3K/AKT, NFkB y ERK/JINK, resultados similares a los hallazgos
reportados en nuestro laboratorio. En nuestra investigacion encontramos que
regula el patrén de expresion de cadherina. Sin embargo, mas investigaciones
deberan realizarse a fin de caracterizar el blanco molecular especifico.

Por otra parte, la morina presenta una menor hidrofilicidad y muestra un amplio
espectro en actividades anti-oxidantes, anti-inflamatorias, anti-artriticas,
gastroprotectoras, neuroprotectoras, hepatoprotectoras, anti-diabetes y anti-
cancerigenas. En sus efectos de inhibir las acciones contra el cancer se
encuentra la induccion de apoptosis promoviendo la sobre-expresion de Bcl2 y
la degradaciéon de citocromo C. De igual manera, reprime uPAR y disminuye la
expresion de marcadores de transicion como N-cadherina y de MMP-9.

40



9. Perspectivas futuras.

Como se muestra en el esquema que se presenta a continuacion, se debera
revisar caracterizar un mayor numero de marcadores molecular a fin de
identificar el blanco molecular en la regulaciéon de estos flavonoides en la

transicion epitelio-mesénquima.
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Figura 19 Tomado de http:/iwww.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-
548X2021000100105

En dicho esquema se observan los principales marcadores de interés para
seguir desarrollando mas investigaciones. Dado que el uso de los flavonoides
fue 6ptimo sobre marcadores epiteliales y mesenquimales, ademas de varias
vias de sefializacion, se aprecia la ruta a seguir. Es menester que futuras
investigaciones ahonden en el mecanismo especifico sobre los puntos clave
donde los compuestos polifendlicos actuan sobre las biomoléculas
participantes de dichas vias y procesos patologicos.
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10. Conclusiones

Los flavonoides han demostrado, a través de diversos y amplios estudios, ser
una buena eleccion como tratamiento alterno o coadyuvante a diversos
padecimientos, particularmente inflamatorios o relacionados a la oxidacion
celular, ya sea como tratamiento de primera eleccion o como agregado a otros
farmacos, teniendo como enfoque al cancer en el presente trabajo.

Se concluye que, in vitro, ambos flavonoides (nobiletina y morina) tienen un
notorio efecto anticancerigeno al inhibir las rutas de sefalizacion que interfieren
en dicho proceso, ademas de incentivar mecanismos de regulacion celular, como
es el caso de la activacion del Citocromo C para la morina.

Se encontré mayor efectividad de la nobiletina, dicha efectividad esté ligada a su
alta hidrofilicidad, lo que le confiere la capacidad de traspasar las membranas
celulares facilmente y llegar a sus dianas, a diferencia de la morina que, si bien
es efectiva, su desventaja en relacion a la morina recae principalmente a que es
mas hidrofoba.

Si bien aun falta mas investigacion, particularmente in vivo, en donde los
resultados aun no son Gptimos para diversos compuestos polifendlicos, la actual
informacion, sumado a los propios resultados obtenidos in vitro, da pie a que se
les contemple como una buena opcién por sus ya comprobadas propiedades
inhibitorias de los diversos procesos del cancer, ademas de los diversos tipos
del mismo.
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