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1. Resumen

El carcinoma de cabeza y cuello (CACYC) es un conjunto de diferentes tipos de cancer
gue se origina en células escamosas que recubren las mucosas de vias aerodigestivas
superiores como la faringe. México se encuentra entre los primeros 5 lugares de América
Latina en CACYC vy, a pesar de que existen alternativas terapéuticas, soélo la mitad de las
personas afectadas sobreviven. Existen diferentes genes cuya mutaciéon induce al
desarrollo de tumores y estan relacionados con el control del ciclo celular, por ejemplo:
genes que codifican para las CDKs, ciclinas, CKls y proteinas involucradas en los puntos
de control. Por esa razon, el ciclo celular representa un posible blanco terapéutico para el
tratamiento de diversos tipos de cancer y la busqueda de nuevas alternativas
farmacoldgicas se ha convertido en el principal objetivo de estudio de diferentes grupos
de investigadores. Por ejemplo, los flavonoides son compuestos naturales de los cuales
se han reportado diversas actividades bioldgicas entre las cuales podemos mencionar su
actividad anti-cancerigena. La morina pertenece a este grupo de compuestos, es un
flavonol encontrado en diferentes especies de plantas de la familia Moraceae y se tienen
reportes donde suprime la proliferacion en diferentes células tumorales; sin embargo, la
informacion en cancer de faringe es escasa. Por esta razon, el objetivo de este proyecto
fue evaluar el efecto citotdxico de este compuesto en la linea celular FaDu por medio de
un ensayo de viabilidad celular (MTT). Por otro lado, también se evalu6 el efecto del
flavonoide sobre la migracion celular en diferentes tiempos y, por un ensayo de Western
blot, se evalud el nivel de proteinas relacionadas con la regulacion del ciclo celular. Con
base en los resultados obtenidos podemos sugerir que el efecto citotdéxico que el
flavonoide presenta, se debe a un arresto en el ciclo celular durante la transicion G2/M en
tiempos largos y concentraciones bajas; sin embargo, esta concentracion no es suficiente
para observar un efecto sobre la migracion celular. Por otro lado, con concentraciones
mayores (200uM), morina puede inducir un arresto en las fases G1 y S. Esto se sugiere
ya que que en los resultados se observd una baja en la expresion de las ciclinas D1, Ay B
asi como en las fosforilacién de la ciclina D1. Ademas, la expresién del supresor de
tumores, p53, no se vio afectada, lo que nos sugiere que no esta relacionado con el
efecto del flavonoide morina. Con este trabajo se concluye que la morina posee un efecto
anti-cancerigeno en la linea celular de cancer de faringe: FaDu; y da lugar a nuevos
proyectos que profundicen en el mecanismo de accidon de este compuesto, con lo cual se
podria favorecer el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer de faringe
de células escamosas.
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2. Introduccién

2.1 Cancer.
2.1.1 Definicién de neoplasia, cancer y metastasis.

Las enfermedades que se caracterizan por un crecimiento o alteracion en las células de
los tejidos generando un aumento en su volumen se denominan neoplasias o tumores, los
cuales pueden ser benignos o malignos [1].

Se conoce como cancer a las neoplasias malignas y se caracteriza por la presencia de
células anormales que tienen la capacidad de multiplicarse e invadir tejidos cercanos e
incluso pueden diseminarse a otras partes del cuerpo a través del torrente sanguineo o
del sistema linfatico. Al proceso por el cual las células tumorales invaden y destruyen
organos Yy tejidos se le denomina metastasis [1].

El cancer es un proceso que consta de diferentes fases donde se involucran una serie de
eventos que pueden darse por la acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas
gue permiten la transformacion de células sanas [2]. Dentro de las caracteristicas de una
célula maligna se pueden mencionar: la proliferacion independiente de factores de
crecimiento, la evasion de apoptosis y la capacidad de generar metastasis y angiogénesis

[2].

2.1.2 Clasificacion

Con base en el tipo celular, los tumores malignos pueden ser clasificados y nombrados
como [3]:

a. Carcinomas: corresponden al 90 % de los tipos de cancer y se da en células
epiteliales.

b. Sarcomas: son tumores sélidos poco comunes en tejido conjuntivo como musculo,
hueso, cartilago y tejido fibroso.

c. Leucemias y linfomas: abarcan el 8 % de los diferentes tipos de céncer. Son
alteraciones en células de la sangre y del Sistema Inmunitario.

2.1.3 Desarrollo del cancer.

Es un proceso que consta de diferentes pasos y se da principalmente en dos tiempos: la
conversion y el desarrollo neoplasico. Estos a su vez abarcan tres etapas: iniciacion,
promocion y progresion (Figura 1). En la etapa de iniciacion se dan alteraciones en el
acido desoxirribonucleico (DNA), las cuales pueden ser reparadas o expresadas. Si son
expresadas, se desarrollan las células neoplasicas. Cuando empiezan a crecer y existen
fallas en el sistema inmunitario, se promueve la aparicion de tumores benignos que
pueden transformarse a malignos hasta llegar a metastasis [4].

INTRODUCCION 2



El proceso del desarrollo de cancer va desde mutaciones y seleccion de células con alta
capacidad proliferativa hasta la supervivencia e invasion [3].

Alteracién en el DNA =====sp  Reparacion del

Conversiéon neoplasica Desarrollo neopléasico
Carcinogeno > Célula neoplasica.
Iniciacion _ Crecimiento.
v Fallas en el sistema
inmune. Promocion.

DNA
Neoplasma diferenciado

Expresion Mutaciones.

v Progresion.

Tumor no diferenciado

v
Metastasis.

Figura 1. Etapas principales de la generacién de cancer. (Modificado de Hernandez
Luis, F, et al. 2014. Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM ) [4].

En la figura 2 se ilustran las etapas por las que tiene que pasar alguna neoplasia [3,6]:

Inicio de la formacion del tumor, donde se observa la expresion de mutaciones
favoreciendo la division anormal de la célula.

Las células alteradas proliferan incrementando el tamafio de 6érganos y tejidos, a
este proceso se le conoce como hiperplasia. Aqui las células pueden experimentar
nuevas alteraciones genéticas aumentando su capacidad proliferativa.

En la displasia se observa una alteracion en forma, tamafio y organizacion de las
células.

En este punto las células ya son anormales tanto en su crecimiento como en su
morfologia. Hay una displasia severa y se tiene un “carcinoma in situ” ya que el
tumor continta en el lugar de origen.

Pueden experimentarse nuevas mutaciones que le permitan a las células migrar e
invadir otros tejidos. En este caso, el tumor es maligno y con capacidad de
invasion, generando metastasis.
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Cancer
invasivo

Céancer in situ

Célula Displasia

mutada  Hiperplasia

Vaso sanguineo

Figura 2. Etapas para el desarrollo de cancer. (Modificado de
National Institutes of Health, 2007) [95].

2.1.4 Causas de cancer

Las causas del cancer pueden agruparse en:

e Factores ambientales.

e Factores ambientales que interaccionan con predisposicion genética.

e [actores desconocidos.

Sin embargo, la predisposicion genética influye en pocos tipos de cancer, siendo los
factores ambientales los responsables del 90 al 95 % de estas enfermedades [5].

Se conocen como carcindgenos a los agentes capaces de generar cancer. Entre estos
podemos encontrar algunos agentes virales, sustancias quimicas y agentes fisicos [3].

En la tabla 1, se mencionan algunos de los virus que pueden ser causantes de cierto tipo

de cancer.

Tabla 1. Ejemplos de virus causantes de cancer.

Virus

Cancer

Virus de Epstein-Bar (VEB).

Virus de papiloma humano (VPH).
Virus de la hepatitis.

Herpes asociado con sarcoma de Kaposi
(HVSK).

Modificada Hernandez Luis, F., et al. (UNAM) [4].

Linfoma de Burkitt
Cancer cervical y cancer de faringe.
Céancer de higado.

Sarcoma de Kaposi.
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Por otro lado, en el caso de los agentes quimicos y fisicos podemos mencionar que la
radiacion y la exposicion a ciertas sustancias inducen el dafio al DNA favoreciendo la
apariciébn de mutaciones [3]. Un ejemplo son los carcinégenos presentes en el humo del
cigarro como el benzopireno, benzoantraceno y componentes con niquel. Se sabe que el
cigarro es una de las principales causas de cancer ya que es responsable de casi un 80
% de los canceres de pulmén, cavidad oral, faringe y laringe [3].

Sin embargo, no todos los componentes que participan en el desarrollo de cancer son
agentes mutagénicos. Existen otros carcindgenos, conocidos como promotores de
tumores, que contribuyen con el desarrollo de estas neoplasias, estimulando la
proliferacion celular [4].

2.1.5 Genes y cancer.

Dentro del conjunto de genes asociados al desarrollo del cancer se encuentran los que
controlan el ciclo celular; los que estan encargados del mecanismo de reparacion de DNA;
los proto-oncogenes y los genes supresores de tumores [6]. Los factores ambientales
pueden generar mutaciones en estos genes favoreciendo la aparicion de neoplasias
malignas. Por ejemplo, la mutacion de un proto-oncogen genera la activaciéon de
oncogenes que estimulan la division celular. Tal es el caso de mdmz2, que codifica para
una proteina antagonista del supresor de tumores p53, del cual se hablara mas adelante.
Asimismo, mutaciones en genes supresores de tumores puede ayudar a la célula maligna
a evadir el mecanismo de muerte celular y favorecer su proliferacion [6,7].

2.1.6 Fenotipo de células malignas

En seguida se mencionan diferentes aspectos en el comportamiento celular que
diferencian a los tumores malignos de células normales [3,4]:

l. Proliferacion incontrolable. Hay una pérdida en la inhibicion del crecimiento, lo cual
se observa mejor en modelos in vitro, donde las células no malignas presentan una
inhibicion dependiente de densidad, entrando a un estado de quiescencia en la
fase GO del ciclo celular.

II. Autonomia en la proliferaciéon. Células cancerigenas disminuyen sus
requerimientos de factores de crecimiento. Estas células producen sus propios
factores que estimulan su proliferacion.

[ll. Disminucion de la capacidad de adhesion celular. En células tumorales, existe una
baja en la expresion de ciertas moléculas de adhesion, lo que permite que estas
células cancerigenas interactien con células de otros tejidos favoreciendo su
metéastasis.

IV. Secrecion de proteasas. Las células malignas son capaces de secretar proteasas
para digerir componentes de la matriz extracelular e invadir tejidos adyacentes.
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V. Induccién de angiogénesis. Debido a la produccién de factores de crecimiento, hay
generacion de vasos sanguineos. Esto favorece el crecimiento del tumor y la
induccion de metéstasis, ya que aporta oxigeno y nutrientes.

VI. Anaplasia. Una caracteristica de las neoplasias es la anormalidad en la
diferenciacion celular. Es el proceso donde una célula diferenciada cambia a una
célula que presenta una naturaleza embrionaria o no diferenciada. Es decir, células
cancerigenas son bloqueadas en fases tempranas de diferenciacion.

VIl.Evasion de la muerte celular. Por mecanismos moleculares, estas células muestran
resistencia a la apoptosis.

2.2 Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.

Como se menciond anteriormente, dentro de estas neoplasias malignas encontramos a
los carcinomas que son un tipo de cancer que empieza en la piel o en los tejidos que
revisten o cubren los érganos internos [1].

El carcinoma de cabeza y cuello (CACYC) es un conjunto de diferentes tipos de cancer
gue se origina en células escamosas que recubren las mucosas de vias aerodigestivas
superiores como boca, nariz y garganta [8].

La clasificacién del carcinoma de cabeza y cuello depende de su localizacién. Puede
darse en la cavidad oral, cavidad nasal y paranasal, laringe, glandulas salivales o faringe.
Esta ultima, a su vez se divide en orofaringe, nasofaringe e hipofaringe (figura 3).

Figura 3. Regiones de generacion del cancer de cabezay cuello.
(Obtenido de National Cancer Institute, 2016) [95].
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Hasta el momento, se han descrito como principales causas que originan a este
carcinoma el consumo excesivo de tabaco y de bebidas alcohdlicas asi como infecciones
por el Virus del Papiloma Humano (VPH). También se ha reportado que existen otros
factores de riesgo como: la higiene bucal, el Virus de Epstein-Barr (VEB), reflujo
gastroesofagico, nutricion, entre otros [9].

En el 2007 se reportd a nivel mundial un 17.6 % de malignidades en la cabeza y cuello de
la totalidad de neoplasias malignas. De estos, un 12 % correspondia a carcinomas de
células escamosas de las vias aerodigestivas superiores, ocupando el tercer lugar el
cancer de faringe [10]. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
incidencia de CACYC ha mostrado un incremento en los ultimos afios ocupando el sexto
lugar a nivel mundial [8,9]. En los ultimos 30 afios, los tumores malignos se han
encontrado dentro de las tres primeras causas de muerte en México [1]. México se
encuentra entre los primeros 5 lugares de América Latina en CACYC teniendo un riesgo
relativo de 7.5/ 100,000 habitantes [8,9]. Los tratamientos de este tipo de cancer pueden
ser cirugias, radioterapias y quimioterapias. Sin embargo, solo la mitad de las personas
afectadas sobreviven mas de cinco afios después del diagndstico [8].

El impacto a nivel mundial que este cancer tiene, hace que diferentes grupos de
investigadores centren su atencién en su estudio y en la busqueda de nuevas opciones
de tratamiento. Es por esta razoén que el uso de modelos in vitro ha adquirido una gran
relevancia, ya que nos permite evaluar, dilucidar y comprender el mecanismo de accién
de diferentes compuestos con un posible uso farmacologico.

Las células FaDu son una linea celular obtenida a partir de tejido epitelial de hipofaringe.
Esta linea celular se obtuvo de un paciente caucéasico de 56 afios de edad diagnosticado
con carcinoma de células escamosas [11]. Este es un modelo in vitro que permite el
estudio de diferentes alternativas terapéuticas naturales, como los flavonoides.

2.3 Ciclo celular

El ciclo celular es el conjunto de diferentes eventos que se llevan a cabo con la finalidad
de promover el crecimiento y la divisién celular [12]. Esta duplicacién es necesaria para
mantener el equilibrio que debe haber entre células sanas y células perdidas por una
muerte programada (apoptosis), asegurando que el proceso se realice de forma debida y
regulada [12].

2.3.1 Fases del ciclo celular

Este ciclo consta de 2 fases: interfase y mitosis. Ambas a su vez tienen subdivisiones
(figura 4). Durante la interfase los componentes celulares y el material genético se
duplica, habiendo puntos de control (check points) que permiten la regulacion del ciclo
celular asegurandose de que la célula esté lista para entrar a la segunda fase
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denominada Mitosis (M). En esta segunda etapa, también existe un punto de control
donde la célula se prepara y se divide, generando dos células hijas iguales a la célula
madre; es decir, con el mismo numero de cromosomas y la misma informacion genética
[12].

2.3.1.1 Interfase

Interfase

Ciclo celular

Interfase

Figura 4. Fases del ciclo celular. Aqui se muestra como el
ciclo celular esta constituido de dos fases principales:
Interfase y Mitosis.

La interfase se subdivide a su vez en 3 fases diferentes (figura 5), siendo la primera la
fase G1. En esta fase la célula inicia la preparacion para la division celular, por lo tanto es
un periodo de actividad bioquimica intensa, ya que la célula aumenta el material
enzimatico e inicia la replicacion de organelos y estructuras citoplasmaticas, aumentando
asi el tamafio de la célula [12]. Las diferencias en las tasas de division celular se deben a
los diferentes tiempos en los que una célula tarda en salir de la fase G1. Esta variacion en
el tiempo es causada por una fase de reposo donde las células pueden detener su
progresion [13]. A este estado de reposo se le conoce como GO y una célula puede
permanecer en él durante dias e incluso afios antes de continuar con el ciclo,
dependiendo del tipo celular y de las condiciones ambientales. Esta fase de reposo puede
deberse a que la célula no necesita replicarse, es incapaz de hacerlo o no hay nutrientes
necesarios [12].
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G1 - S G2

Figura 5. Progresion de la Interfase en el ciclo celular. La
interfase esta constituida por 3 sub fases. El crecimiento celular y la
duplicacién del material genético, como se muestra en esta imagen,
son caracteristicas de esta fase. (Adaptado de Lim and Kaldis,
2013) [97].

Si la célula no entra a GO y continGia con la division celular, pasa a la fase S en la cual la
célula adquiere el tamafio adecuado y las proteinas necesarias para su divisién. Aqui es
donde inicia la replicacion del material genético [12,13].

Finalmente, llega a la fase G2 donde adquiere todos los organelos y las proteinas
necesarias para la preparacion de la division celular. Es cuando la cromatina comienza a
condensarse [12,13].

Una vez que la célula esta lista, entra a la fase M, denominada asi por Mitosis, donde se
da la division celular.

2.3.1.2 Mitosis

La mitosis es el proceso de division nuclear que culmina con la divisiéon citoplasmatica
denominada citocinesis [3] . Esta division celular produce dos células hijas con la misma
informacion genética. Es decir, este proceso tiene la finalidad de obtener dos células
completamente iguales a la célula madre [3,12]; debido a que los cromosomas que se
replican durante la fase S se dividen de modo que cada célula tenga una copia [3].

En células animales, la mitosis comienza con un evento nuclear (la condensacion de
cromosomas) y un evento citoplasmatico (la separacién de centrosomas). Esto es seguido
de la ruptura de la membrana nuclear y la migracion de los cromosomas condensados al
centro para que las cromatidas hermanas se separen a los polos opuestos. La
segregacion de los cromosomas generalmente es seguida de la division celular, donde las
membranas nucleares de las células hijas vuelven a formarse, la cromatina se
descondensa y las nuevas células entran en interfase [12,14]. La mitosis a su vez se
divide en cuatro fases (figura 6): profase, metafase, anafase y telofase [3, 12].

I. Profase. El inicio de esta etapa se da por la aparicibn de los cromosomas
condensados durante la interfase, cada uno con dos croméatidas hermanas
(duplicadas durante la fase S). Estas cromatidas estan unidas por los centromeros
gue forman el cinetocoro, por donde pasan los microtibulos. Es en esta fase donde
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se da la formacion del huso mitético y los centrosomas empiezan a moverse a
polos opuestos del nucleo. Finalmente se da la ruptura de la membrana nuclear.

A. Posteriormente, las células entran a prometafase que es un periodo de
transicion entre la profase y la metafase. Aqui los microtibulos se unen al
cinetocoro mientras que los centrosomas ya se encuentran en lados
opuestos.

Il. Metafase. Es en este punto donde se encuentra el tercer check point del ciclo
celular, denominado punto de control de la mitosis o también punto de control del
ensamblaje del huso (SAC). Aqui la célula se asegura de la correcta alineacién de
los cromosomas en el ecuador.

[ll. Anafase. Las cromatidas hermanas son separadas y se mueven a polos opuestos.
En la etapa de anafase tardia, empieza el proceso de citocinesis que consiste en la
division celular.

IV. Telofase. Las membranas nucleares vuelven a formarse y los cromosomas se
descondensan. Aqui se complementa el proceso de citocinesis, dando lugar a las
dos células hijas.

Figura 6. Progresion de la Mitosis en el ciclo celular. La mitosis consta de cuatro sub
fases principales, en cada una de estas diferentes procesos celulares se llevan a cabo con el
fin de llegar a la division celular. (Adaptado de Jackson et al., 2007) [98].
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2.3.2 Regulacion del ciclo celular

Como ya se dijo, el ciclo celular y la apoptosis son importantes, ya que las células madre
son capaces de dividirse para la produccién de mas células so6lo cuando ocurre una
disminucién en el numero celular. Sin la existencia de estos dos mecanismos, los 6rganos
no mantendrian el tamafio proporcional adecuado [13].

Es por esto que existen mecanismos moleculares para la regulacion del ciclo celular
donde sefales extracelulares e intracelulares participan para mantener el control del

namero celular, como se muestra en la figura 7.

Senales externas

inhibitori L Activacion de Bcl-2
Mitégenos. inhibitorias. Activacion de Fas
Cin_as_as de
Dafio al DNA. Ciclinas. Factores de

supervivencia

Dafio celular
celular
\ Y /

Progresion del Apoptosis.
ciclo celular. I
v

Disminucion del

Aumento del v ndimero celular.
ndmero celular.

Tamario global
de la poblacion.

Figura 7. Sefiales que intervienen en el control del numero celular.
(Adaptado de Griffiths and Murillo Araujo, 2000) [13].

2.3.2.1 Senales extracelulares

Son sefiales que controlan el numero celular mediante la induccion de diferentes
cascadas de sefializacibn que son capaces de activar o inactivar los complejos CDK-
ciclina y favorecer o inhibir la proliferacion celular, de lo cual se hablard mas adelante [13].

2.3.2.2 Sefales intracelulares

El ciclo celular es un proceso que se realiza de forma regulada y en él existen 3 puntos de
control (check points) entre sus fases para asegurar que la célula es apta para continuar
con la division celular. Estos puntos de regulacién se encuentran: a) al final de la fase G1
y antes de la fase S ; b) al final de la fase G2 y al inicio de la mitosis y ¢) en la metafase
(figura 8) [12]. Esto con el fin de evaluar en cada uno de los puntos el estado nutricional,
la masa, el proceso de crecimiento y el estado del material genético de la célula.
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G, Checkpoint
(restriction)

Figura 8. Puntos de control en el ciclo celular. El ciclo celular est4 regulado por tres puntos de
control diferentes. El primer punto de control se encuentra al final de la fase G1, donde se evalla si
la célula esta lista para la replicacion del material genético. El segundo punto de control es al
finalizar la fase G2. Es aqui donde se verifica que no haya errores en el DNA replicado. Y
finalmente, en la fase M se encuentra el tercer punto de control para asegurar que la informacion
genética se distribuye de manera equitativa entre las células hijas. (Adaptado de Oerpub.github.io,
2016) [99].

Este sistema de regulacién estd basado principalmente en una serie de complejos
proteicos constituidos por dos familias de proteinas que son las que impulsan la
progresion del ciclo celular: 1) las ciclinas y 2) las proteinas cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) [13].

Las ciclinas deben su nombre a que son proteinas que se sintetizan y se degradan a lo
largo del ciclo celular (figura 9) controlando la actividad de las CDKs [12]. La aparicién de
una ciclina esta regulada a nivel transcripcional, gracias a factores de transcripcion o a los
complejos ciclina-Cdk ya activos. Asimismo, la desaparicion de una ciclina se regula por
la inactivacion de su transcripcion o una baja en la traduccion de la misma ciclina [13].

No obstante, existen varios inhibidores importantes de los complejos ciclina-CDK que
aparecen como respuesta de un dafo celular. El papel que hay entre las ciclinas y sus
inhibidores en los diferentes puntos de control es determinar si la célula puede pasar a la
siguiente fase del ciclo [15].

Ejemplos de estos inhibidores son pl6 que actua en el primer check point inhibiendo la
formacién del complejo ciclina-cdk y la proteina p53 que es la clave para la evaluacion de
errores durante la replicacién u otros dafios que pueda haber en el DNA. Si el DNA esta
dafado, p53 detiene el ciclo celular en la fase G1 [12].Esta es una proteina reguladora de
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apoptosis y de otras funciones relacionadas con estrés celular, ademas actia como un
factor de transcripcion e induce la expresion de p21 (también conocido como CDKN1A)
gue inhibe diferentes complejos de ciclina-CDK y detiene el ciclo celular [15].
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Figura 9. Expresién de ciclinas durante el ciclo celular. Las ciclinas deben su nombre a su apariciéon y
desaparicién durante el ciclo celular. El progreso de este ciclo estd mediado por la expresién o inhibicién de
estas proteinas. (Adaptada de Boundless.com, 2016) [100].

2.3.2.3 Complejos Ciclina-CDK

En los humanos hay aproximadamente 30 genes que codifican para ciclinas y 21 para
CDKs. Si bien es cierto, aun no se conoce completamente el papel de cada una de estas
proteinas durante el ciclo celular; sin embargo, actualmente se han caracterizado cerca de
15 ciclinas con sus respectivas isoformas (A-; B-; C-; D-; E-; F-; G; H-; I; J; K-; L-; O; T-;
Y). Asimismo, el numero de CDKs ha aumentado debido a la evolucién, en humanos
existen 8 subfamilias donde se pueden agrupar estas proteinas, cada una representada
por las CDKs: 1, 4, 5,7, 8,9, 11y 20 [14,16].

Existen dos clases de ciclinas por su funcién temporal: las G1 y las mitéticas. Las G1
aparecen en esta fase y se unen a las CDK para inducir el paso de G1 a S, por lo tanto
G1 es el punto de control principal donde se evalla a la célula: que su tamafio sea el
adecuado y esté preparada para la replicacion del material genético [11]. Este punto de
control esta regulado principalmente por la proteina Retinoblastoma (RB) que esta unida e
inhibe a E2F, de los cuales se hablard mas adelante [15].

Por otro lado, las ciclinas mitoticas se unen a sus CDKs durante la fase G2 formando un
complejo denominado Factor Promotor de Mitosis (FPM) para inducir la division celular
[11]. Este es el segundo punto de control en el ciclo celular. En este punto el material
genético ya ha sido replicado [15].
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Una vez que se forma el complejo ciclina-Cdk su activacion depende de la fosforilacion de
la Cdk en el residuo de treonina adyacente al sitio activo de la cinasa. Esta fosforilacion
esta catalizada por las cinasas activadoras de Cdk (CAKs) [15]. CAK est& constituida en
células animales por el complejo ciclina H- cdk7 y el factor MAT1 [18] .

Al estar activadas, las CDKs son cinasas; es decir, son enzimas encargadas de afiadir
grupos fosfatos a proteinas diana. Las CDKs catalizan la fosforilacién en residuos de
serina y treonina de diferentes proteinas, lo cual esta regulado por la ciclina a la que se
asocie [13]. Como ya se dijo, las ciclinas varian a lo largo del ciclo celular, por lo que
cada fase del ciclo se caracteriza por la fosforilacion de un conjunto especifico de
proteinas [13].

En la figura 10 se observa la fosforilacion de una proteina diana por el complejo ciclina-
CDK. Esta fosforilacion inicia una cadena de sucesos que termina con la activacion de
diferentes factores de transcripcién encargados de favorecer la expresion de proteinas
necesarias para avanzar a la siguiente fase del ciclo celular [13].

Figura 10. Fosforilacion de una proteina diana por el complejo ciclina-CDK. Para que la actividad de
las CDKs sobre una proteina diana de lleve a cabo, es necesaria la union de esta con su ciclina
correspondiente y su activacion por CAK. (Adaptado de Griffiths and Murillo Araujo, 2000) [13].

2.3.2.3.1 Ciclina H.
Como ya se menciond, el complejo de cinasas CAK esta constituido por tres subunidades:

1) ciclina H, que es la parte reguladora; 2) Cdk 7, la parte catalitica y 3) Matl, que es el
factor proteico que permite el ensamblaje del complejo [19].
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Este complejo estd encargado de la fosforilacion y activacién de los demas complejos
ciclina-CDKs. Y, a diferencia de otras ciclinas, la concentracion de ésta a lo largo del ciclo
celular no varia [19].

2.3.2.3.2 Ciclina D y ciclina E

Las sefiales extracelulares, como
factores de crecimiento, pueden
inducir la progresion del ciclo
celular. Esto se debe a la activa-
cion de vias de sefializacion. Un
ejemplo de esto, son las vias
activadas a partir de las proteinas
Ras (GTPasas localizadas en la
cara interna de la membrana
plasmatica). Como se observa en
la figura 11, la sefializacion de
estas vias involucra a su vez la
promocién de la transcripcion de
las ciclinas D [20].

Existen tres clases diferentes de
esta ciclina, siendo la ciclina D1 la
mas estudiada, ya que se
encuentra expresada en un gran
namero de tejidos; ademas de
que tiene un papel importante en

Figura 11. Sefiales ex6genas y vias de sefializacion. Existen €l desarrollo de diferentes tipos de
vias de senallzacmn, C0m0_ Ias que se mue_stran en Neste Céncer como eI Carcinoma de
esquema, que regulan la division celular gracias a sefiales i
exdgenas. (Adaptado de Schubbert, Shannon and Bollag, ce€lulas escamosas [21,22].
2007) [101].

La ciclina D1 es una proteina que
se puede asociar a las CDKs 4 y 6 [22] y la activacién de este complejo es importante
para el progreso de la fase G1 y la transicién a la fase S. Otra ciclina que esté involucrada

en este paso del ciclo celular es la ciclina E, la cual se asocia a la Cdk 2 [23].

Para que el progreso en el ciclo celular se lleve a cabo, estos complejos de ciclinas- CDKs
activan la cascada de regulacion que ya se mencion6 anteriormente: Rb-E2F [22].

Rb es una proteina diana de los complejos ciclina D-cdk 4/6 y ciclina E-cdk 2, mientras
gue E2F es un factor de transcripcién que induce la transcripcion de genes involucrados
en la fase S [15].
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Desde la fase M tardia hasta la mitad de la fase G1, RB y E2F se encuentran formando un
complejo inactivo. Para su activacion, en la fase G1 tardia, gracias al complejo ciclina-cdk,
Rb se fosforila generando un cambio conformacional y liberando a E2F [12]. La forma libre
de este factor de transcripcion es su forma activa y esto permite la transcripcion de
diferentes genes importantes para la replicacion del DNA en la fase S (figura 12) [13].

Figura 12. Regulacion negativa del ciclo celular. Los complejos formados con las ciclinas Dy E
hiperfosforilan a Rb (circulos rojos), favoreciendo la actividad de E2F sobre la expresion de genes.
En presencia de dafios al material genético, se inhiben los complejos de ciclina-cdk asi como la
transcripcion de genes necesarios para la replicacién. (Adaptado de Leemans, 2011) [15].

Por lo tanto, Rb es una proteina que regula el punto de restriccion entre G1 y S cuando
hay un dafio en el DNA. Rb secuestra diferentes factores de transcripcién importantes
para la progresion del ciclo celular, entre los cuales esta E2F. EI complejo ciclina D1-cdk
4/6 es capaz de agregar un grupo fosfato en uno de los 16 sitios diferentes de
fosforilacion que posee Rb. El resultado de esta mono-fosforilacion es la liberacion del
factor de transcripcion correspondiente. E2F es capaz de inducir la expresion de la ciclina
E. El complejo ciclina E-cdk 2 a su vez hiper-fosforila a Rb, favoreciendo la actividad de
E2F sobre la expresion de genes relacionados a la replicacion del material genético
[23,24,25].

INTRODUCCION 16




Por otro lado, no todas las acciones del complejo ciclina D-cdk 4/6 dependen de la
fosforilacion de un sustrato (figura 13). Por ejemplo, la ciclina D puede estar asociada a
factores de transcripcion, lo cual promueve la expresion de ciertas proteinas, como las
gue estan involucradas en la migracién e invasion celular [22]. También puede estar
relacionada con la regulacion de la acetilacion y metilacion de las histonas, asi como con
el secuestro de p21 y p27 de lo cual se hablara mas adelante en el apartado de
Inhibidores de CDK [22].

Figura 13. Funciones de la ciclina D1 independientes de CDK.
(Obtenido de Musgrove et al., 2011) [22].

En el caso de la ciclina E, ademas de participar en la liberacion de E2F, también es capaz
de inducir la degradacion de los inhibidores p21 y p27 a través de la fosforilacion en sus
residuos Ser 130y Thr 187 [23].

Al ser ciclinas, estas proteinas deben degradarse una vez que su funcion ha sido
cumplida. La ciclina E puede tener dos mecanismos diferentes de degradacion. Uno de
estos mecanismos requiere la fosforilacion de la ciclina en el residuo Thr 380 por su
misma cdk2 o bien por la glucdégeno sintasa cinasa-3 (GSK-3) [18, 24]. Por otro lado, la
glucogeno sintasa cinasa-3 B (GSK-3B) es una proteina encargada de fosforilar en el
residuo Thr 286 a la ciclina D1, lo que promueve su exportacién del nucleo al citoplasma
durante la fase S para su posterior degradacion a través de la ubiquitinacién [20, 26].

Asimismo, la transcripcion de la ciclina D esta regulada por la presencia de factores de
crecimiento y la activacion de receptores como Ras y sus cascadas de sefalizacion que
involucran cinasas como: ERK y Akt [20].

Como se puede observar en la figura 11, la activaciéon de Ras promueve la transcripcion
de la ciclina D1 a través de la activacién de la cascada de sefalizacion de ERK que esta
asociada, entre otras cosas, a la proliferacion celular. En cambio, la activacion de la via de
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Akt también favorece la supervivencia celular, ya que ésta fosforila e inactiva a GSK-33,
inhibiendo asi la degradacion de la ciclina D1 y favoreciendo la progresion del ciclo celular
[20, 27].

2.3.2.3.3 Ciclina A

La ciclina A es una proteina nuclear que tiene funcién durante las fases S y M del ciclo
celular. Existen dos isoformas de esta proteina: la forma embrionaria (Al) y la somatica
(A2) [28]. Esta ultima es la mas estudiada debido a que es la involucrada en la
proliferacion de células somaticas. Estas ciclinas tiene la capacidad de asociarse con
cdkl (cdc2) y cdk2 [18].

Para su activacion es necesaria la formacion del complejo ciclina A- cdkl o ciclina A- cdk2
y la fosforilacion dada por la CAK de estas cinasas en sus residuos de Thr 161 y 160,
respectivamente [18].

Como ya se menciond, la ciclina A tiene funciones tanto en la fase de sintesis de DNA
como en la fase de Mitosis; sin embargo, la actividad y el mecanismo exacto de esta
ciclina en estas fases no ha sido completamente elucidado [28].

Se ha propuesto que la ciclina A es sintetizada al final de la fase G1 y al inicio de la fase S
y que se localiza principalmente en el sitio de la replicacién del material genético [18]. Es
en esta fase donde la ciclina se asocia a su cdk y forma el complejo ciclina A- cdk2 [28].
Muchos de los sustratos de este complejo son componentes de la maquinaria de
replicaciéon del DNA [18]. Por ejemplo, la ciclina A promueve la replicacion ya que fosforila
a la proteina de replicacion A (RPA), que es un complejo proteico de union al DNA para
favorecer la sintesis del material genético [18]. Muchos otros sustratos de la ciclina A
también son componentes de la maquinaria de replicacion del DNA, como CDC6 y MCM
[18].

Aunque se sabe que las ciclinas A y B son las principales ciclinas involucradas en la
mitosis [14], la actividad de la ciclina A durante esta fase aun no se conoce del todo bien.
En este punto la ciclina A forma un complejo con cdkl y regula la progresion de la fase G2
[28,29] . Se tienen hipotesis donde se sugiere que la ciclina A, al sintetizarse antes que la
ciclina B, controla la vida media de dicha ciclina. Una vez que la ciclina B ya esta activada
en la fase de la Mitosis, la ciclina A ya no es necesaria, y la misma ciclina B es la
responsable de dirigir la degradacion de la A, asi como la salida de la Mitosis [18].

Recordando que las ciclinas D y E son las encargadas de liberar a E2F, debemos
mencionar que este factor de transcripcion induce la expresién de genes involucrados en
la fase S [15]. Por ejemplo, se une a la region promotora de la ciclina A en la entrada de
esta fase promoviendo su expresion [18].

INTRODUCCION 18



Por el contrario, la ciclina A puede regular de manera negativa su propia transcripcion a
través de una realimentacion (feedback loop), ya que el complejo ciclina A- cdk2 puede
fosforilar al factor E2F e inactivar la transcripcion de la misma ciclina. También la proteina
p53 se ha visto que regula de manera negativa esta transcripcion causando un arresto del
ciclo celular [18].

Asimismo, la ciclina A empieza su degradacion en la prometafase y se completa en la
metafase [18]. La degradacion de las ciclinas mitéticas necesita una secuencia cercana al
N-terminal llamada la caja de destruccién (D-Box), que actia como sefial para iniciar la
proteolisis dependiente de ubiquitinizacion. La ubiquitina ligasa principal de la mitosis es
APC/C (Anaphase Promoting Complex o Cyclosome) [18]. Existen evidencias de que las
ciclinas Ay B poseen el mismo mecanismo de degradacion; no obstante, también existen
trabajos que muestran diferencias en su degradacion. Por ejemplo, la ciclina A
desaparece mucho antes que la B , también la ciclina A requiere de mas elementos en su
secuencia ademas de la D-box para su destruccion eficiente [18].

2.3.2.3.4 Ciclina B

El paso de G2 a Mitosis esta regulado por la activacion del factor FPM, el cual esta
constituido por el complejo ciclina B-cdkl. La formacion de este complejo es mediada por
la transcripcion y degradacion de la ciclina B. Niveles elevados de esta proteina se
pueden encontrar durante la fase G2 y la Mitosis temprana [30]. En la figura 14 se
observa la regulacién de los niveles de dicha ciclina.

=
o
o

Figura 14. Regulacion de los niveles de ciclina B en el ciclo celular. La ciclina B es
activada en la transicion de la fase S a la G2y se observan niveles altos de esta durante
las fases G2 y M. (Obtenido de Lindqvist, Rodriguez-Bravo and Medema, 2009) [30].
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En la fase S, diferentes factores de transcripcion como NF-Y, FoxM1 y B-Myb son
activados, favoreciendo la transcripcion de la ciclina B. Esta transcripcion a su vez esta
regulada por la actividad del complejo ciclina A-cdk2 [30].

Por otro lado, la degradacién de la ciclina B se da después de que la célula ha pasado el
check point en la Mitosis. En este tercer punto de control se regula el correcto
alineamiento de los cromosomas durante la Metafase [3]. Es aqui, entre la metafase y la
anafase, cuando se da la protedlisis de ciertas proteinas reguladoras, promovido por APC/
C, una ligasa encargada de ubiquitinar proteinas como la ciclina B. La activacién de este
complejo a su vez es inducida por FPM al inicio de la mitosis y continda promoviendo esta
degradacion hasta la fase S temprana, en donde es inhibida por Emi 1 y la ciclina A. Por
lo tanto, FPM propicia su propia destruccién [30]. La degradacion de la ciclina es
importante para salir de la fase M y entrar nuevamente a la interfase [3].

Como ya se dijo, para la activacion del complejo ciclina B-cdkl y la entrada a la Mitosis,
es necesaria la fosforilacién de la cdk en Thr 161 por la cinasa activadora de cdk (CAK).
Sin embargo, durante la interfase, cdkl permanece inactiva por la fosforilacion en sus
residuos de Thr 14 y en Tyr 15, por lo tanto, para su activacion también es necesaria una
desfosforilacién en dichos sitios [30].

La fosforilacion y desfosforilacion de los residuos Thr 161, Thr 14 y Tyr 15 esta regulada
por la actividad de las cinasas Weel y Mytl asi como por las fosfatasas Cdc25 (figura
15) [30].

Una vez que se forma el complejo FPM, las fosfatasas Cdc25 son activadas y se
encargan de desfosforilar a la cdkl activandola. Existen tres isoformas de esta proteina,
siendo la Cdc25a nuclear y la Cdc25c citoplasmatica [30].

Por otro lado, tanto Weel como Mytl son proteinas encargadas de inactivar a la cdkl a
través de la fosforilacion en Thr 14 y Tyr 15. Mytl es una proteina presente principalmente

Figura 15. Regulacién de la activacion e inhibicion del
complejo ciclina B-Cdkl en el ciclo celular. (Modificado de
Lindqvist, Rodriguez-Bravo and Medema, 2009) [30].
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en citoplasma mientras que Weel es nuclear, aunque también se encuentra asociada al
centrosoma. Una vez que el complejo ciclina B-cdkl est4 activado, ambas cinasas son
fosforiladas con la finalidad de inactivarse [30].

Otra forma de inactivar y degradar a Weel es a través de Polo-like kinasel (Plk1). Plk es
una serina/treonina cinasa que se expresa en la fase G2 y se degrada al final de la
mitosis; sin embargo, su actividad se observa en la transicibon G2/M [31]. Existe una
fosforilacién dual entre Plk1 y la Cdkl que favorece la degradacion de la proteina Weel.
PIk1 a su vez fosforila a Mytl para inhibirla y a Cdc25c para aumentar su actividad en el
nucleo. Ademas PIk1 tiene como funcion la activacion del factor de transcripcion FoxM1,
gue favorece la transcripcion de genes asociados a la mitosis [30].

Por lo tanto, el paso a la mitosis esta

determinado por la activacion del
. ) — complejo ciclina B-cdkl y también
» » por su localizacién [32]. La ciclina B

es traslocada entre el citoplasma y
el ndcleo. Durante la interfase, se
concentra en citoplasma, principal-
mente en los centrosomas antes de
la Mitosis [14]. Se ha observado que

la ciclina B es translocada del
l: = ® J citoplasma al nacleo durante la fase
. , M, aproximadamente 5 minutos

antes de la ruptura de la membrana

nuclear (figura 16) [14,33]. Asi como
Figura 16. Translocacién de ciclina B mediada por | fosforilaci desfosf
fosforilacion en el ciclo celular. as fostorilaciones y desltosio-
(Obtenido de Lindqgvist, Rodriguez-Bravo and Medema, 2009) rilaciones regulan la activacion de
[30]. G

cdk, la fosforilacion y desfosfo-

rilacion de la ciclina B por Plk1 regula

su localizacion en la célula [33]. Para facilitar este movimiento entre citoplasma y nucleo,

la ciclina B posee dos dominios que controlan dicha transicion: 1) sefial de localizacion

nuclear (NLS), que dirige el complejo al nacleo y 2) sefal de retencion citoplasmatica
(CRS), que media la exportacién nuclear antes de la mitosis [31].

Esta ciclina posee 5 Serinas fosforilables: 116, 126, 128, 133 y 147; siendo los residuos
133 y 147 los principales para la translocacion de la proteina al nacleo. En el nucleo los
niveles de Weel son elevados, y esto favorece la degradacién de dicha proteina después
del tercer check point [30].

Durante la interfase, el complejo se acumula en el citoplasma, ya que la exportacién
desde el nucleo es constante. Es en la profase tardia cuando la ciclina es importada al
nacleo debido a su fosforilacion por Plk1 en el residuo Ser 147, localizado en el dominio
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NLS de la ciclina, lo cual es importante para la entrada a la mitosis, ya que ésta se
caracteriza por una rapida acumulacion del complejo en el nucleo [31,32] (figura 16). La
activacion de este complejo se puede resumir en la figura 17.

A)
Entrada a mitosis
G2

B) Dafio al DNA

Figura 17.Activacién e inhibicion de la ciclina B1. A) En la fase G2 se previene una entrada a la
mitosis prematura por medio de la fosforilacion de Cdkl y la expotacién nuclear del complejo. Plk1
esté implicada en varios procesos relacionados con la activacién de dicho complejo ya que fosforila
manera directa a Weel y Mytl, lo que genera su inhibicion y degradacion; y también a la ciclina B y
Cdc25C, lo que promueve su activacion en el centrosoma. B) En respuesta al dafio del DNA, el
check point de la fase G2 se activa, previendo la entrada a la mitosis a través de la activacion de
cinasas como ATM, ATR, Chkl, Chk2 and p38. Estas cinasas median la exclusi6bn nuclear de
Cdc25C y Cdc25B, asi como la degradacion de Cdc25A, activando Weel e inhibiendo a Plk1 [33].
(Modificado de van Vugt and Medema, 2005[29]

La aparicion del FPM no s6lo actda como un regulador de la transicion a la fase M, sino
también en la fosforilacion de algunas proteinas estructurales (figura 18) [3]. Por ejemplo:

2
o3

La condensacion de la cromatina durante la interfase es dada por las condensinas.
Para su activacion deben ser fosforiladas por FPM.

> FPM patrticipa en la ruptura de la membrana nuclear fosforilando las laminas y
disociando los filamentos en dimeros libres. Esto es seguido de la fragmentacion
de la membrana en vesiculas pequefias que, durante la telofase, se fusionan
para formar los nucleos nuevos de las células hijas.

> El reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi también son fragmentados en
pequefias vesiculas debido a la fosforilacion e inactivacion de GM130 (proteina
del aparato de Golgi).

> La reorganizacion del citoesqueleto que culmina con la formacion del huso mitético

resulta de la inestabilidad dinamica de los microtubulos ocasionado por FPM.

<

<

<
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Fosforilacion de Fostorilacion de Fosforilacion de Inestabilidad de
condensinas laminas nucleares GM130 los microtabulos

Figura 18. FPM induce cambios nucleares y citoplasmaticos en proteinas estructurales.
(Modificado de Cooper and Hausman, 2000) [3].

2.3.2.4 Inhibidores de CDK.

Existen dos familias de inhibidores de CDK (CKIs): la familia INK4 y la Cip/Kip. La primera
esta constituida por las proteinas pl6, pl5, pl8 y pl9, éstas se unen a CDK 4 y 6
inhibiendo su actividad de cinasas en el complejo formado con ciclina D [34,35].

Por otro lado, la familia Cip/Kip esta formada por p21, p27 y p57. Estas proteinas se unen
a diferentes CDKs y ciclinas modulando la actividad de estos complejos [34].

Los CKils se unen al dominio de interaccién entre el sustrato y la ciclina y se inserta sobre
la hendidura catalitica de la CDK evitando la unién del ATP [33]. A pesar de que
inicialmente las Cip/Kip eran considerados supresores de tumores por su habilidad de
bloquear la proliferacion celular, actualmente existen estudios que demuestran que
pueden estar relacionadas con el progreso del ciclo celular [34]. Esta familia de proteinas
participan en la activacion del complejo ciclina D-cdk 4/6 [34], por lo tanto, su capacidad
inhibitoria puede variar y esto se regula por fosforilaciones de las CIKs o por interacciones
con otras proteinas [34].

Cuando hay sefiales antiproliferativas, la expresion de Cip/Kip aumenta. Por ejemplo, la
expresion de p21 es inducida cuando hay dafio al DNA por el supresor de tumores p53
generando el arresto tanto en la fase G1 como en la fase G2 [34]. Por otro lado, en el
caso de p27, en ausencia de agentes mitdgenos o cuando se trata de células quiescen-
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tes,las concentraciones de esta proteina se encuentran elevadas y van disminuyendo
conforme la célula va avanzando en
el ciclo celular [34].

Los CKIs pueden ser regu-ladores
tanto positivos como negativos de la
progresion de la fase G1 [35]. Como
se menciondé en el apartado de
ciclinas D y E, la ciclina D, dentro de
sus funciones, es un secuestrador de
CKlIs como p27 y p21 [24, 35]. En
presencia de mitdgenos o factores de
crecimiento, el complejo ciclina D-cdk
4/6 no sblo resiste la inhibicion de
Cip/Kip, sino también la activacion
del complejo es facilitada por su
interaccion con las CIKs; es decir,
p27 y p2l estimulan la interaccion

Figura 19. Regulacién de la transicién de G1 a S por Cip/ entre ciclina D y las cdk 4 y 6 [35]
Kip. (Obtenido de Sherr and Roberts, 1999) [35]. (figura 19).

B)

A)

C)

Figura 20. Papel de las proteinas INK4 y la pérdida de Rb y Cip/kip en el ciclo celular. A) Si las
concentraciones de INK4 se elevan, se unen a las CDKs 4 y 6 para liberar aCip/Kip que es capaz de
inhibir a la ciclina E. B) Pero si para este punto la actividad de la ciclina E ya es elevada, puede inactiva a
Cip/Kip en ausencia de ciclina D. C) Una vez que la ciclina E estd activada, el ciclo celular puede
continuar. (Obtenido de Sherr and Roberts, 1999) [35].
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Una vez que el complejo ciclina E-cdk 2 esta activo, es capaz de fosforilar a las Cip/Kip
para inducir su degradacion. Esto reduce la dependencia a factores de crecimiento para
gue la célula complete el ciclo celular independientemente de factores ambientales [35].

En el caso de la familia INK4, estas proteinas aumentan sus niveles para generar un
arresto en la fase G1. Si las concentraciones de estas proteinas se elevan, son capaces
de unirse a las Cdk 4 y 6 para liberar a las Cip/Kip. Esto inhibe al complejo ciclina D-cdk
4/6 favoreciendo el arresto en fase G1 [35]. Por ejemplo, en el caso de la cascada de
regulacion Rb-E2F, la inhibicion de estos complejos de ciclinas puede darse por la accion
de pl6 que se liga a cdk 4 y cdk 6, por lo tanto evita la unién de la ciclina a su cdk
[12,17]. Sin embargo, si para este punto la actividad de la ciclina E ya es elevada,
entonces puede inactivar a las Cip/Kip y favorecer su degradacion. Y, ya que la presencia
de la ciclina D no es necesaria, el ciclo celular puede continuar (figura 20) [35].

2.3.2.4.1 p53.

Es una proteina supresora de tumores que, en estado basal, se encuentra en
concentraciones bajas pero ante estimulos de estrés como dafio al DNA, deplecién de
nucledtidos, activaciéon de oncogenes o hipoxia, aumenta sus niveles [36, 37]. p53 inhibe
la proliferacion celular principalmente por dos mecanismos diferentes: 1) Blogueando la
division celular ; y 2) Induciendo apoptosis [38].

La activacion de p53 se presenta en tres diferentes pasos. Primero, se da la estabilizacion
de p53; en respuesta al dafo celular, p53 se estabiliza inhibiendo la interaccién con
MDM2 (denominada asi por sus siglas en inglés: murine double minute 2) [39]. La
proteina MDM2 tiene la habilidad de unirse a p53 interactuando en la region amino
terminal . Para que la inhibicidn de la interaccion entre ambas proteinas se lleve a cabo,
p53 debe de ser fosforilada por proteinas como: DNA-PK, ATM y ATR en sus residuos
Ser37 y Serl5 [39].

Estos sitios de fosforilacion (Serl5 y Ser37) estan localizados cerca de la regién de union
con MDM2 [38]. Por lo tanto, su fosforilacion previene la interaccion de p53 con dicha
molécula, la cual es una proteina intracelular que funciona como regulador negativo y que
media la exportacién de p53 del ndcleo, favoreciendo su protedlisis en el citoplasma [37,
40]. La expresion de MDM2 mediada por p53 aumenta aproximadamente una hora
después de la induccion del supresor de tumor, lo que nos sugiere que existe una
retroalimentacion entre p53 y MDM2, ya que esta Ultima suprime la actividad de p53,
mientras que p53 a su vez favorece la transcripcion de MDM2 [40].

Después de su estabilizaciéon y acumulacion en el ndcleo, p53 se une a una secuencia
especifica de DNAy finalmente se da la activacion de la transcripcion de diferentes genes
[36,37].
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Miembros de la superfamilia PI3-K (phosphoinositide-3 kinase) regulan diferentes
procesos incluidos la progresion del ciclo celular y la reparacion del DNA. Esta familia se
puede dividir en tres subfamilias: TOR, ATM (por sus siglas en inglés ataxia telangiectasia
mutated) y DNA-PK (double-stranded DNA-dependent protein kinase).

Como ya se dijo, tanto ATM/ATR como DNA-PK estan involucradas en la reparaciéon del
DNA. ATM y ATR participan en la activaciéon del check point del ciclo celular como
respuesta a dafos en el material genético. Mientras que DNA-PK actla principalmente en
la reparacion del DNA [41].

DNA-PK es una serina/treonina proteina cinasa nuclear; y para su activacion requiere una
ruptura en la doble cadena de DNA u otras discontinuidades en el material genético [38].
Dentro de los mecanismos de accion importantes de p53 se tiene el bloqueo de la
proliferacion celular. Cuando se detecta un dafio en el material genético debido a
radiaciones UV o IR, las vias ATM/ATR se activan, lo que induce la activacion de p53 [38].

Este supresor de tumor favorece el arresto en el ciclo celular para evitar de esta manera
la propagacion de posibles mutaciones en el DNA. Para llevar a cabo el arresto en la fase
G1, p53 induce la transcripcion de p21 (proteina inhibidora de las CDKs) que a su vez
evita la fosforilaciéon de Rb inactivando a E2F [37,38]. Por otro lado, para el arresto del
ciclo celular en G2, la proteina 14-3-3 sigma aumenta la estabilidad de p53 y su
transcripcion [42], lo que promueve la perturbacion de las funciones del complejo ciclina
B-cdkl por la represion de Cdc25c [37].

Este arresto favorece la supervivencia de la célula hasta que el dafio es reparado; sin
embargo, esto puede ser un riesgo si se arregla el dafio y la célula contintda el ciclo. Es en
estos casos cuando p53 induce la actividad de senescencia, que es un arresto irreversible
del ciclo celular, este estado es la respuesta celular para prevenir transformaciones
neoplasicas [38].

Por otro lado, p53 puede inducir la muerte celular programada gracias a la activacion de
proteinas proapoptoticas, como la proteina PUMA que induce muerte celular por la via
mitocondrial; y a la induccion de la permeabilidad de membrana externa mitocondrial
(MOMP) [37].

Entonces, podemos decir que p53 puede favorecer la supervivencia celular a través del
bloqueo de la proliferacién, permitiendo que la célula repare los dafios en el DNA o
favoreciendo la induccién de un estado de senescencia, 0 bien, puede inducir muerte
celular a través de mecanismos apoptéticos [38].

La decision entre supervivencia o muerte depende de lo niveles de estrés a los que la
célula se someta. Si este estrés no es elevado, se desarrolla una respuesta de
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supervivencia. Por el contrario, si la célula se encuentra en condiciones poco favorables,
se induce apoptosis [38].

Existen diferentes mecanismos por los cuales una célula decide irse a muerte celular o al
arresto del ciclo celular. Estos mecanismos son complejos e involucran modificaciones
post-traduccionales sobre p53 o la interaccion de este supresor de tumores con otras
proteinas (figura 21) [38].

Se ha demostrado que p53 sufre de modificaciones post-traduccionales por fosforilacion,
acetilacién, glicosilacion y ubiquitinacion. Como ya se menciond, estas fosforilaciones
dependen de diferentes proteinas cinasas como DNA-PK, ATM, ATR, casein cinasa |,
entre otras que fosforilan en la region amino terminal. Mientras que los complejos de
ciclinas de las fases S y G2 con sus CDKs correspondientes, la protein cinasa C y la
casein cinasa Il, fosforilan en la region del carboxilo terminal [43].

El dafio en el material genético induce la fosforilacion de los residuos de Serina 6, 9, 15,
20, 33, 37, and 392 asi como la desfosforilacion de Ser 376 [39]. Por ejemplo,la radiacion
UV o IR induce la fosforilacion de Ser 392 y la desfosforilacion de Ser 376, facilitando la
interaccion entre p53 y la proteina 14-3-3 sigma [40,45] que aumenta la estabilidad de
p53 y su transcripcion [42].

Figura 21. Blancos sobre los que actla p53 y su regulacién post traduccional de p53. A) p53
interactGa con otras proteinas o es fosforilada para generar arresto en el ciclo celular o apoptosis. B)
Interaccion de diferentes proteinas con p53 favorecen algunas de las funciones de este supresor de
tumores. C) Fosforilaciones o acetilaciones inducen apoptosis o arresto en el ciclo. (Obtenido de Vousden
and Prives, 2009) [38].
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Dafios en el DNA también inducen la acetilacion de los residuos de lisina 320, 373 y 382
[39]. La proteina de unién a CREB (CBP) y p300 estan relacionadas con las histonas
acetiltransferasas (HATS) que interactian con p53 a través de su amino terminal. Esto
indica que la actividad de p53 puede estar mediada por la acetilacion de CBP / p300
[36,45].

Algunos ejemplos de modificaciones sobre los dominios de p53 y la respuesta que éstas
inducen, se pueden observar en la figura 21 [38]. Por ejemplo, la fosforilacion de p53 en el
residuo de Ser 46 del amino terminal induce la expresion de genes apoptoéticos [38].

Por otro lado, modificadores no covalentes pueden decidir el porvenir de la célula por
medio de su interaccién con p53 [38]. En la figura 21 se observa que diferentes proteinas
se pueden unir a p53 en sus diferentes dominios e inducir arresto celular o apoptosis.
Brn3A, Hzf, c-Abl, YB1 y pl8/Hamlet inducen la expresion de genes relacionados con la
regulacion del ciclo celular como p21. Por otro lado, ASPPs; la variante de p53:
deltall3p53; la isoforma de p53: p53B; Brn3b; NFkB/p52 y Mucl activan la expresion de
reguladores apoptéticos como PUMA, Bax y Noxa [38].

2.3.3 Ciclo celular y cancer

Muchos de los genes cuya mutacién induce al desarrollo de tumores estan implicados de
manera directa o indirecta en el control del crecimiento y de la diferenciacion celular [13].
Diferentes mutaciones pueden ocurrir en dos tipos de genes: los proto-oncogenes y los
genes supresores de tumores. Mutaciones en los proto-oncogenes u oncogenes puede
promover el crecimiento celular, mientras que la inactivacion de los supresores de
tumores resulta en una disfuncion de las proteinas que inhiben el ciclo celular.

Alteraciones en diferentes proteinas pertenecientes al ciclo celular pueden estar
asociadas a la presencia de cancer. Se han observado mutaciones en genes que
codifican para las CDKs, en sus sustratos o en enzimas que las activan; asi como en las
ciclinas, CKls y proteinas involucradas en los puntos de control [44].

Aunque existe un bajo nimero de reportes sobre alteraciones de las CDKs, se sabe que
una sobreexpresion de Cdk4 ocurre como resultado de la amplificacion de su geny se ha
identificado en melanoma, sarcoma y glioma. Asimismo, se ha reportado una
sobreexpresion en las Cdk 1y 2 en cancer de colon [44].

Expresiones aberrantes de la ciclina D han sido reportadas en diferentes tipos de cancer
[42]. Hay evidencias donde la ciclina D1 se encuentra sobreexpresada, o bien su gen
CCND1 se encuentra amplificado en el carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello con una frecuencia de 20-68 % y 26-39 % respectivamente asi como en cancer de
mama y pulmon [22,46]. También se sabe que las mutaciones en el gen que codifica para
dicha ciclina estan asociadas a alteraciones en los linfocitos B [44].
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La ciclina E, aunque son pocos los casos, se ha encontrado sobreexpresada en diferentes
tipos de cancer como carcinomas, linfomas, leucemias y sarcomas. Mutaciones en
diferentes vias de sefializacion pueden aumentar la actividad del factor E2F y asi la
expresion de la ciclina. Otro ejemplo puede ser inhibiendo la degradacién de la ciclina, por
ejemplo, por mutaciones en PTEN que activan la via de Akt lo cual regula de manera
negativa a GSK-3 inhibiendo la degradacion de la ciclina E [25].

Por otro lado, un aumento de la expresion de la ciclina A ha sido detectado en diferentes
tipos de cancer como el carcinoma hepatocelular y el cancer oral [18]. Existen
experimentos donde ratones transgénicos que tienen una sobreexpresion de dicha ciclina,
muestran hiperplasia y anormalidades que sugieren alteraciones preneoplasicas [18].
También se sugiere que el complejo ciclina A-cdk puede contribuir a la generacion de
tumores por la fosforilacién de otras proteinas como supresores de tumores, por ejemplo,
la fosforilacion de p53 en el residuo de Ser 315 [18] .

En el caso de enzimas que regulan la activacion de las CDKs, se ha observado una
desregulacion o una sobreexpresion de Cdc25 lo que puede estar asociado a la formacion
de tumores. Tanto Cdc25A como Cdc25B son oncogenes potenciales, y esta Ultima esta
sobreexpresado en 32 % de los canceres de mama [44].

Por el contrario, no se han observado muchas alteraciones en las proteinas Cip/Kip [35].
Existen estudios en ratones donde p27 esta disminuido y se ha observado una mayor
susceptibilidad a tumorigenesis. La disminucion de la proteina p27 se ha visto en
carcinomas de mama, colon, préstata, ovarios, pulmén, cerebro y estomago [34,35].

El gen que codifica para pl6 se ha encontrado alterado por deleciones y mutaciones
puntuales en un porcentaje alto. Por ejemplo, aproximadamente un 50 % de los gliomas y
40-60 % de cancer nasofaringe y pancreatico muestran deleciones de p16 [44]. También
se tienen estudios donde una disminucion de esta proteina junto con un aumento de la
ciclina D, conlleva a la presencia de cancer [35].

En el caso de p18 y p21 se han encontrado pocas alteraciones. Por otro lado p21 esta
involucrado en la tumorigénesis a través de la regulacién de p53. El gen que codifica
para este supresor de tumor es el mas reportado como causa de cancer [44]. Mutaciones
en p53 se encuentran de un 50 a un 55% en los diferentes tipos de cancer alterando el
funcionamiento de la proteina lo que evita la induccién del arresto del ciclo celular o
apoptosis. En algunos tumores se ha encontrado que p53 es inactivado debido a la
amplificacion del gen que codifica para MDM2 o bien por la retencién de p53 en el
citoplasma [45].

Mutaciones en Rb han sido reportadas en cancer de pulmén y leucemias,
aproximadamente un 90 % de los céanceres tienen anormalidades en la via de
sefializacion de Rb [44].
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2.3.4 Ciclo celular como blanco terapéutico contra el cancer.

Se han desarrollado diversas terapias contra diferentes tipos de cancer y muchas de
éstas tienen como mecanismo de accion la inhibicion o la interrupcién del ciclo celular.

Los farmacos de primera generacion consisten en la inhibicion de las CDKs 1, 2 y 4.
Posteriormente, llegd una segunda generacion donde los inhibidores poseian una mayor
potencia y eran mas selectivos [22]. Un ejemplo de estos es el inhibidor PD0332991 que
es ampliamente usado para cancer de mama, ovario, pulmon, colon y prostata. Este, al
ser un inhibidor selectivo de cdk4/ cdk6, causa un arresto en la fase G1 [22].

Tabla 2. Inhibidores selectivos de CDKs de segunda generacion.

Componente Blancos primarios (IC50) Tipo de Céncer Fase clinica
(compafia)

BAY1000394 CDK1—cyclin B (7 nM) Tumores sélidos (ciclina I
(Bayer) CDK2—-cyclin E (9 nM) E amplificada)

CDK9-cyclin T1 (<10 nM) Cancer de pulmon
CDK4—cyclin D1 (11 nM)

P1446-05 CDK1—cyclin B (n/a) Tumores solidos [
(Piramal CDK4—cyclin D1 (n/a) Leucemia
Healthcare) CDK9—cyclin T (n/a) Melanoma

PD0332991 CDK4—cyclin D3 (9 nM) Céancer de mama tardio I
(Pfizer) CDK4-cyclin D1 (11 nM)  Leucemia mieloide

CDK6—cyclin D2 (15nM)  cancer de pulmén 1

CDK2—-cyclin E2Z (>10 uM)  Cancer de ovario
CDK2-cyclin A (>10 uM)  Glioblastoma
CDK1—cyclin B (>10 pM) C_éncer pancreatico
CDK5-p25 (>10 pM) Liposarcoma ,
Leucemia linfoblastica

Céancer de mama "

temprano
R547 CDK4—cyclin D (n/a) Tumores sélidos I
(Hoffman- CDK2—cyclin A (0.1 nM)
Roche) CDK5-p35 (0.1 nM)

CDK1—cyclin B (0.2 nM)
CDK2—cyclin E (0.4 nM)
CDK6—-cyclin D3 (4 nM)

CDK7—cyclin H (171 nM)
GSK3a (46 nM)

GSK3p (260 nM)

Adaptado de Musgrove et al., 2011 [22]. Informacién obtenida del sitio web ClinicalTrials.gov.
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En el caso de cancer de testiculo, el tratamiento mas empleado es el cisplatino, cuya
accion repercute de manera indirecta en la actividad de p53. Este farmaco y otros agentes
guimioterapéuticos han sido desarrollados para el tratamiento de leucemias, melanoma,
cancer de pulmoén, de colon y de préstata [45]. En la tabla 2 se mencionan algunos de los
inhibidores conocidos para el tratamiento de diversos tipos de cancer.

2.4 Alternativas terapéuticas para el CACYC.

Actualmente, las alternativas terapéuticas para este tipo de neoplasia son radio y
guimioterapias. Dentro de lo farmacos prescritos para este carcinoma, se puede
mencionar a Cetuximab, agente dirigido contra el Receptor del Factor de Crecimiento
Epidermal (EGFR) [47,48]. A pesar de que existe evidencia que muestra la efectividad de
este agente terapéutico, también se ha reportado que posee efectos secundarios como lo
son erupciones en la piel, dermatitis con picazén, hipomagnesemia, entre otras [48,49].

Por esta razon, la busqueda de nuevas alternativas naturales es el objetivo principal de
muchos grupos de investigadores. Existe evidencia pre-clinica donde los flavonoides
poseen un efecto citotdxico contra algunas lineas tumorales, por lo cual se estan
desarrollando farmacos basados en estos compuestos para el tratamiento de diferentes
neoplasias. Tal es el caso de Oncamex, un derivado de miricetina, sintético de segunda
generacion empleado para el posible tratamiento contra el cancer de mama [50].

2.5 Flavonoides.

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en
frutos, plantas, flores y semillas, ya que son sintetizados como metabolitos secundarios
[51,52]. Estos compuestos son los encargados de proteger contra organismos
fitopatdgenos y la radiacién UV, actuando contra el estrés oxidativo, y a su vez regulan el
crecimiento de plantas y su coloracion [51,53]. Los flavonoides son ampliamente
estudiados debido a las diversas actividades biolégicas que presentan, lo que sugiere que
podrian ser candidatos a compuestos con un posible uso terapéutico.

2.5.1 Estructura quimica, sintesis y clasificacion de los flavonoides.

Estos metabolitos secundarios son compuestos del tipo C6-C3-C6, constituidos por dos
anillos fendlicos (A y B) ligados a un anillo pirano (C) (Figura 22) [52]. Estos compuestos
se pueden encontrar en su forma libre (aglicona), como glicosidos (Figura 23), como
sulfatos y algunas veces pueden estar formando dimeros o polimeros [52].

Su sintesis tiene lugar en las plantas a partir de unidades de acetato y de aminoacidos
aromaticos como la fenilalanina y la tirosina, dando lugar al acido cindmico y al &cido
parahidroxicinamico que al condensarse con malonil-CoA generan la estructura base de
los flavonoides [52,54]. Posteriormente, un grupo de enzimas como isomerasas,
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reductasas e hidroxilasas, modifican el
esqueleto base, obteniendo los diferentes
grupos de flavonoides [53].

Por lo tanto, la clasificacion de los
flavonoides se basa en las variaciones que
puede haber en el anillo pirano. En la tabla 3,
se mencionan los principales grupos de
flavonoides, asi como ejemplos de estos y
sus estructuras quimicas [51,52,54].

S

4

Figura 22. Estructura quimica béasica de los
flavonoides . (Adaptado de Racchi, 2013) [96].

a)

b)

Figura 23. Estructura quimica de los flavonoides. a) Glicésido b) Aglicona. (Adaptado

de Kumar and Pandey, 2013) [51].

Tabla 3. Estructura quimica de diferentes grupos de flavonoides y ejemplos.

Estructura quimica Grupo

Ejemplos

Ry Antocianinas
: OH

OH &

OH
OH

Cianidina
Delfinina
Peonidina

Flavonas

Luteolina
Apigenina
Crisina
Diosmetina
Nobiletin
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Estructura quimica Grupo

Flavonoles

Flavanonas

Flavanonoles

Isoflavonas

Flavan-3-oles

Chalconas

Estructuras obtenidas de Kumar and Pandey, 2013 [51].
INTRODUCCION

Ejemplos

Morina
Quercetina
Kaempferol
Galangina

Hesperetina
Naringenina

Txifolin

Genisteina
Daidzeina

Catquina
Epicatequina

Buteina



2.5.2 Actividades biolégicas de los flavonoides.

Diferentes grupos de estudio han reportado las actividades biologicas de estos
compuestos. Principalmente, se ha descrito su actividad antioxidante, la cual depende de
los grupos hidroxilos y de su posicion [52]. Sin embargo, también hay reportes de su
actividad antibacteriana, antiinflamatoria, de proteccion hapatocelular y anticancerigena
[54].

La mayoria de los cambios fisioldgicos presentes en el cancer estan asociados a
alteraciones en diferentes vias de sefializacion, las cuales son blancos para el tratamiento
de dicha enfermedad [55]. Asimismo, mutaciones en p53 son las anormalidades mas
comunes en diferentes tipos de cancer. Se tienen reportes de flavonoides que disminuyen
la expresion de estas mutaciones favoreciendo a su vez la inhibicién del ciclo celular [51].

2.5.3 Absorcion y metabolismo de los flavonoides.

La absorcion de los flavonoides en su forma glicosilada es baja debido a su estructura no
lipofilica. Para absorberse con una mayor facilidad es necesario que estos se hidrolicen
generando el azucar y la aglicona. La hidrodlisis puede darse por el pH del acido estomacal
0 por la accion de ciertas enzimas bacterianas [54]. La absorcion de la aglicona puede
tardar hasta tres horas por lo que la concentracién pico de los flavonoides es a las 1.75
horas. Su distribucion es homogénea en todos los tejidos y tienen un metabolismo de
primer paso. Dicho metabolismo se da en dos sitios: 1) higado; aqui se da lugar a las
reacciones de fase | donde se adicionan o se exponen los grupos polares y 2) colon; las
reacciones que se llevan a cabo aqui son de fase Il, donde la microbiota degrada a los
flavonoides y a su vez se conjugan con glicina, acido glucuronico y sulfatos [52].

2.6 Morina.

Ol O

Figura 24. Estructura quimica de la morina.
(Obtenido de Hsiang, Wu and Ho, 2005) [63].
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2.6.1 Caracteristicas y localizacion.

Morina (3,5,7,2°,4 - pentahidroxiflavona) es un pigmento amarillo perteneciente al grupo
de flavonoles [56]. Consiste en dos anillos aroméaticos que estan unidos a un anillo
heterociclico oxigenado (figura 24) [57]. Este flavonoide se puede encontrar
principalmente en hojas, frutos, tallos y ramas de diferentes especies de plantas de la
familia Moraceae [59]. Por ejemplo, se pueden extraer altas concentraciones de este
flavonoide de las ramas de Morus alba (mora blanca). Otras plantas pertenecientes a
esta familia son Maclura tricuspidata, naranjo de los osages (Maclura pomifera), arbol de
jaca (Artocarpus heterophyllus), y Maclura tinctoria [59,60]. También se puede encontrar
en el vino tinto; almendra (Prunus dulcis, familia Rosaceae); castaia (Castanea sativa,
familia Fagaceae); entre otros [60].

2.6.2 Actividades biolégicas de morina.

Diferentes grupos de investigadores han descrito las actividades biolégicas de este
flavonoide dentro de las cuales se puede mencionar su capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, antialergénica, antimutagénica, anticarcinogénica y antiproliferativa
[58,61,62,63,64]. La morina suprime la proliferacion en diferentes células tumorales,
existen reportes que describen su efecto sobre el carcinoma oral de células escamosas,
cancer de colon y células de leucemia, ademéas de suprimir la transformacion
hepatocelular [62,65,66].
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3. Antecedentes

3.1 Flavonoides y cancer de faringe.

Diferentes equipos de investigacion se han adentrado en la busqueda de alternativas
naturales, como lo son los flavonoides, para la prevencion y tratamiento de diferentes
tipos de cancer, por ejemplo el cancer de faringe.

El equipo de Mi-Ra Park, en Corea, ha investigado el efecto de Licochalcona A en células
FaDu y observaron que habia una condensacion de la cromatina en las células tratadas
por 24h. Asimismo el nimero de células apoptéticas se incrementé de una manera
dependiente del tiempo y las caspasas y PARP polimerasa, que son factores apoptoéticos,
fueron activados. Por el contrario, los factores antiapoptéticos disminuyeron. Con base en
sus resultados, ellos concluyen que el efecto citotéxico de este flavonoide es debido a
una activacion de la via MAPK, por lo que sugieren que puede ser un agente
quimioterapéutico debido a su efecto sobre las células FaDu [46].

Otro grupo de investigadores en Estados Unidos, evalué el impacto de flavonoides como
apigenina y kaempferol en carcinoma de ceélulas escamosas de cabeza y cuello.
Emplearon células FaDu como modelo in vitro, ademas realizaron explantes de esta linea
celular en ratones para evaluar el crecimiento del tumor con y sin tratamiento. Sin
embargo, encontraron que a pesar de que en el modelo in vitro estas moléculas si
reducen la viabilidad celular, no se observa la disminucion en el tamafio de tumores in
vivo [67].

En el caso de las proantocianidinas, el grupo de Santosh K. Katiyar ha evaluado como
éstas inhiben el proceso de invasividad del carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello. Por medio de un ensayo de MTT, este grupo establecié que el tratamiento con
estos flavonoides inhibe el efecto invasivo de una manera dependiente de la dosis, asi
como la expresion del factor de transcripcion NF-kB; lo cual es importante porque este
factor se encuentra sobreexpresado en diferentes neoplasias favoreciendo la metastasis
[68]. Este mismo grupo de investigadores en la universidad de Alabama observéd que la
viabilidad celular disminuia de manera dosis y tiempo dependiente con el tratamiento de
proantocianidinas. Este efecto citotdxico fue asociado con el arresto del ciclo celular en la
fase G1 [69].

Existen estudios que demuestran el efecto que tienen los componentes del té verde sobre
este carcinoma de cabeza y cuello. Un equipo de investigadores en Estados Unidos y en
Corea, evaluo los efectos del flavonoide epicatequin galato (ECG). Ellos encontraron que
en el carcinoma de cabeza y cuello la ciclina D1 se encuentra sobreexpresada y el
flavonoide tiene un efecto inhibitorio sobre la expresion de ésta [70].
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Existen estudios donde se han empleado diferentes compuestos ricos en flavonoides. Tal
es el caso del grupo de Taiwan que evalu6 el efecto de los componentes de Silimarina
entre los cuales se encuentra una amplia variedad de flavonoides. Observaron que este
compuesto aumenta la expresion de PTEN inhibiendo la fosforilacion de Akt y la
expresion de la familia Bcl-2 [71].

Thomas Walle y sus colaboradores examinaron el efecto de diferentes flavonas metiladas
en células de cancer oral y compararon su efecto con inhibidores de la proliferacién
celular. Encontraron, por medio de citometria de flujo, que las flavonas causan un arresto
en la proliferacion celular en la fase G1, a diferencia de los inhibidores que generan el
arresto en la transicion de G2/M [72].

3.2 Flavonoides, cancer y arresto del ciclo celular.

Se ha evaluado el efecto de diversos flavonoides en el ciclo celular de diferentes tipos de
cancer. Por ejemplo, como ya se mencion0 en el apartado anterior, Katiyar y su grupo de
investigadores evaluaron el efecto de las proantocianidinas en células escamosas de
carcinoma de cabeza y cuello observando un arresto del ciclo celular en la fase G1. Esta
inhibicion se debe a la baja en la expresion de la ciclina D y la Cdk, ademas se observo
una sobreexpresion de los inhibidores de Cdk y una baja expresion de E2F [69].

Existen reportes donde se evalud la inhibicion del crecimiento celular y la apoptosis por
epicatequin galato suprimiendo a la ciclina D1 de manera dosis y tiempo dependiente en
células de carcinoma de cabeza y cuello. Se sugiere que la supresion de la via de
sefalizacion de B-catenina es el mecanismo por el cual ECG induce el arresto del ciclo
celular [70]. En otros estudios donde emplearon epigalocatequin galato reportaron que
éste inhibe el crecimiento celular del cancer de pulmoén y en combinacién con curcumina
a bajas concentraciones, favorece el arresto del ciclo celular en las fases G1 y S/G2, esto
por la inhibicién de las ciclinas D1 y B1 [73]. Asimismo, en otro estudio, reportaron que
este flavonoide por si solo, genera un arresto del ciclo celular en la fase GO/G1.
Mencionan que el arresto celular puede deberse a la supresion de la via de sefializacion
EGFR, ya que observaron una disminucion en la activacion de AKT y ERK1/2. Esto llevo,
a su vez, a la inhibicion de la expresion y localizacién nuclear de la ciclina D1 [74].

Epigallocatequin galato, epigalocatequin, epicatequin galato y epicatequin son
compuestos que se encuentran en el té verde. Salucci y su equipo evaluaron los
componentes de este té asi como de quercetina-3-glucosido en células de
adenocarcinoma de colon. Estos flavonoides poseen un efecto antioxidante significativo;
sin embargo, esto no esta relacionado con el arresto del ciclo celular ya que sélo
epigalocatequin galato es capaz de interferir con el ciclo en esta linea celular [75].
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También se ha evaluado Quercetina en cancer de higado. Se encontré un aumento en el
proceso apoptotico reduciendo la proliferacion celular. Ademas, se observé una reduccion
en las células pertenecientes a las fases G1 y S y una acumulacion de éstas en la fase
G2 con una reduccion de la expresion de ciclinas D1, Ay B y de la Cdk1 [76]. Kaempferol
es otro flavonoide que ha sido estudiado en el arresto del ciclo celular en cancer de colon.
Este compuesto induce dicho arresto en la fase G1 en tiempos cortos (6h), y en tiempos
largos (12h) un arresto en la transicion de G2/M. Ademas, este flavonoide inhibe la
actividad de Cdk2 y Cdk4, asi como la expresion de proteinas como la ciclina D1, ciclina
E y ciclina A. También suprime la fosforilacion de la proteina retinoblastoma, y los niveles
de Cdc25c, Cdc2 y ciclina B1 disminuyen [77].

Formononetina es una isoflavona O-metilada que fue empleada por el grupo de Tianyu Li
en China, para tratar células de cancer de prostata. Esta isoflavona inhibe de manera
dosis- dependiente la proliferacion celular del ciclo celular, causando un arresto en la fase
GO/G1. Esto coincide con la inhibicion de la fosforilacion de Akt, disminuyendo la
expresion de proteinas como la ciclina D1 y la Cdk4 [78].

Otro flavonoide que ha sido evaluado para ver su efecto en el arresto del ciclo celular de
cancer oral es Baicaleina. Esto se llevo a cabo en la fase G1; se observé que hay una
disminucién en la expresion de Cdk4, ciclina D1, y en la fosforilacion de Rb [79].

Silimarina es conocida porque regula de manera negativa la progresion del ciclo celular a
través de una baja en la expresion de la ciclina D1. Un equipo de investigadores en Corea
evalu6 este flavonoide en células de cancer de colon y observé que la expresion de
ciclina D1 disminuye con el tratamiento. Asimismo, se vio que este compuesto incrementa
la fosforilacion de la ciclina en el residuo Thr-286 [80], lo que promueve su exportacién al
citoplasma para su posterior degradaciéon [20,26]. Este flavonoide también ha sido
evaluado por otro grupo en Alabama en células de melanoma. Se encontr6 que reduce la
viabilidad celular a través la induccién de apoptosis y del arresto en la fase GO/G1 y G2/
M. Este arresto es debido a la baja de expresion de proteinas como PCNA, ciclina D1y
D2,y cdk 4 [81].

3.3 Morina, cancer y arresto del ciclo celular

El flavonoide morina ha sido evaluado por sus diferentes actividades biologicas, de las
cuales se puede mencionar su actividad anti cancerigena. Por ejemplo, en un trabajo de
investigacion se indujo la transformacion celular de hepatocitos empleando 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y se observo que morina inhibe esta transformacion
celular por medio de la inhibicion de la cinasa p38 y el arresto del ciclo celular en la fase
S [63].
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Otro equipo de investigadores evaluo el efecto de este flavonoide sobre la viabilidad de
células de hepatoma. A diferencia del estudio anterior, aqui reportaron un arresto del ciclo
celular en la fase G2/M, esto por una alteracion en la expresion de proteinas tales como:
ciclina B y Cdc2 [82]. El efecto citotdxico del flavonoide también fue evaluado en células
de leucemia HL-60 donde encontraron que induce apoptosis y un arresto del ciclo celular
en la fase G2/M por una promocion de las proteinas p21 y Weel y una baja en la
expresion de Cdc25c, ciclina Ay ciclina B [56]. Un estudio similar present6 en células de
leucemia linfoblastica evidencia del efecto citotoxico de morina, aqui se observd un
cambio morfolégico y un efecto apoptético [83].

Grupos de investigadores han centrado su atencion en la busqueda de tratamientos para
el carcinoma oral de células escamosas, Brown y su equipo en Reino Unido, son un
ejemplo de estos grupos. Ellos evaluaron la funcion estructural de los grupos hidroxilo
localizados en la estructura del flavonoide morina. Ellos concluyeron que ambos grupos
son necesarios para la selectividad tumoral del compuesto; ademas este compuesto, al
igual que en los casos anteriores, propicia un arresto en el ciclo celular en la fase G2/M
asociado a la fosforilacion e inhibicion de cdk 1 [84].

Tabla 4. Morina, cancer y arresto del ciclo celular.

Tipo de cancer Eventos Linea celular Concentracion Referencia
estudiados
Leucemia Induccion de HL-60 100-500uM 56
apoptosis vy
arresto del ciclo
celular en G2/M
Carcinoma Inhibicion en la Human Chang 100uM 63
hepatocelular | transformacién liver cell line
hepatocelular y
arresto del ciclo
celularen S
Hepatoma Arresto del ciclo Hepalclc7 165uM 82
celular en fase
G2/M
Leucemia Induccion de HUT-78 165-331uM 83
linfoblastica apoptosis vy
cambios
morfologicos
Carcinoma Arresto en el Cultivo primario 115uM 84
oral de células | ciclo celular en de carcinoma
escamosas G2/M oral de células
escamosas
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4. Justificacion

El impacto que tiene el carcinoma de células escamosas corresponde a un 12% de las
malignidades en la cabeza y cuello [6]. El incremento de este carcinoma ha aumentado
de tal modo que hoy en dia ocupa el sexto lugar a nivel mundial [8,9]. México se
encuentra entre los primeros 5 lugares de América Latina en CACYC [8,9]. A pesar de
gue existen alternativas terapéuticas para el tratamiento de este tipo de neoplasias, solo
la mitad de las personas afectadas sobreviven mas de cinco afios después del
diagnéstico [8].

Por esta razon, la busqueda de nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de este
carcinoma se ha convertido en un punto de relevancia. Y, actualmente, esta busqueda se
da en productos de origen natural como los flavonoides. Se tienen reportes sobre el
efecto citotoxico de algunos de estos compuestos en diferentes tipos de neoplasias. Su
mecanismo de accion se basa en un efecto sobre proteinas reguladoras del ciclo celular,
causando un arresto en éste para inhibir la proliferacion. Por lo tanto, el ciclo celular es
uno de los blancos terapéuticos mas importantes para el tratamiento de cancer.

Un ejemplo de estos flavonoides es morina, compuesto natural encontrado en diferentes
plantas de origen chino, del cual se tienen reportes de su actividad anti proliferativa en
diferentes tipos de cancer. Dentro de sus mecanismos de accion se puede mencionar un
efecto inhibitorio sobre proteinas relacionados con el progreso del ciclo celular. Si bien es
cierto que existen reportes de la actividad de este flavonoide sobre carcinoma oral de
células escamosas, estos son escasos y su investigacion sobre el cancer de faringe es
nula.

Por lo anterior, se ha propuesto en este proyecto el uso del flavonoide morina para
evaluar el efecto que éste tiene sobre el ciclo celular del carcinoma de faringe de células
escamosas.
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5. Hipotesis

Si el flavonoide morina tiene un efecto sobre la migracion celular y un efecto citotoxico en
células de cancer de faringe FaDu, entonces estos mecanismos pueden estar
relacionados con los niveles de proteinas que regulan positivamente el progreso del ciclo
celular.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general.

Evaluar en un modelo in vitro de células de céancer de faringe (FaDu) el efecto del
flavonoide morina sobre la viabilidad y migracion celular, asi como los niveles de
proteinas relacionadas con la progresion del ciclo celular.

6.2 Objetivos particulares.

|.Evaluar el efecto citotoxico del flavonoide morina por medio de un ensayo de MTT a
diferentes tiempos y concentraciones.

Il.Evaluar el efecto que la morina tiene sobre la migracion celular a través de un ensayo
de cicatrizacion en diferentes tiempos.

lll.Realizar un tratamiento curso-temporal y evaluar, por medio de Western Blot, la
expresion de proteinas relacionadas con la regulaciéon del ciclo celular empleando dos
distintas concentraciones del flavonoide.
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7. Materiales y métodos

7.1 Material y equipo.

Agitador magnético.

Balanza (Sartorius).

Bafio (Riossa).

Bafio seco (Bio-dynamics).

Cajas de cultivo celular de 6 pozos
(Corning).

Cajas Falcon (Corning).

Céamara.

Cadmara de electroforesis vertical
(Amersham Biosciences).

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

(The Baker Company).

Centrifuga (Thermo Scientific).

7.2 Softwares.

DIGI-DOC
GEN 5
GraphPad Prism

7.3 Metodologia.

Espectofotometro (Pharmacia Biothec).
Fuente de poder para camara de
transferencia (Bio-Rad).

Fuente de poder para camara de
electroforesis (OWL).

Incubadora (SANYO).

Lector de placas (BioTek).

Microscopio de objetivos invertidos
(Olympus CK2).

Micropipetas.

Sonicador (Ultrasonic Processor).

Tubos clinicos.

Tubos Eppendorf.

LabWorks
ImageJ

7.3.1 Cultivo celular de cancer de faringe.

Para la realizacion de este proyecto se empled la linea celular de cancer de faringe FaDu
(ATCC® HTB-43). Estas células se crecieron en un medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (SIGMA D-7777) con rojo de fenol y suplementado con 10 % de suero fetal
bovino inactivado por calor (GIBCO BRL cat.no. 10099-141) y 1 % de antibidtico-
antimicético (GIBCO BRL cat.no. 15240-096). Los cultivos celulares se incubaron en cajas
falcon a 37°C en una atmosfera de 5 % de CO.. Cada tercer dia se cambi6 el medio hasta
gue las células alcanzaron una confluencia del 70-80 %.

7.3.2 Viabilidad Celular.

Las células fueron tripsinizadas con solucién de tripsina (GIBCO BRL no. cat. 25200-072).
Posteriormente se transfirieron 20uL del medio a cajas de 96 pozos y, al observar
confluencia, se trataron con diferentes concentraciones del flavonoide morina (SIGMA
M4008 [100 %]) a partir de un stock 1mM, empleando Metanol [1 %] como vehiculo. Las
concentraciones del flavonoide utilizadas fueron de : 0, 50, 100, 150 y 200uM; en tres
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diferentes tiempos: 24, 48 y 72h, por sextuplicado. Una vez concluido el tiempo de
incubacion, se retiré el medio de los pozos con ayuda de un sistema de vacio y se
adicionaron 50uL de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; azul de
tiazolilo) 1mM. Se incubd durante 4 horas a 37°C y finalmente se retir6 el medio y se
afiadio 50uL de DMSO para la solubilizaciéon de los cristales formados. Al ser una
metodologia colorimétrica, la placa se leyo en el lector de placas a una longitud de onda
de 550nm, empleando el programa GEN 5. Se consideré como 100 % de viabilidad celular
a los grupos controles.

7.3.3 Migracion Celular.

Las células fueron tripsinizadas y transferidas a una placa de 6 pozos (80 uL por pozo) y
se incubaron a 37°C en una atmoésfera de 5 % de CO.. Una vez que se observo
confluencia de 70 al 80 %, se ayunaron las células por 12h con Medio DMEM 2 % SBF.
Posteriormente se realizé una cicatriz en cada uno de los pozos con una punta de 200ul y
se hicieron 2 lavados con PBS (Buffer de fosfato salino) para retirar las células
desprendidas. Las células se trataron con 1ul de AraC 10uM (inhibidor de proliferacion) y
con 100uM de morina en cinco diferentes tiempos: 0, 6, 9, 12 y 24h; teniendo un pozo
control para cada tiempo. Al final de cada uno, se tomaron imagenes en tres diferentes
campos de todos los grupos empleando el objetivo 10X. Gracias al programa ImageJ se
midieron las areas libres de células y se hicieron los calculos correspondientes para poder
obtener el porcentaje de migracion.

7.3.4 Tratamiento celular para curso temporal.

Las células fueron tripsinizadas y transferidas a una placa de 6 pozos (80uL por pozo). Se
dejaron incubando a 37°C en una atmésfera de 5 % de CO: hasta que se observo
confluencia. Posteriormente, se retird el medio de las cajas y se ayunaron las células por
1h a 37°C, empleando Medio DMEM 2 % SBF. Una vez transcurrido el tiempo, se trataron
las células con dos concentraciones diferentes de morina: 100uM y 200uM, a partir de un
stock 1mM del flavonoide, en diferentes tiempos: 0, 15, 30, 60, 90 y 120min.

7.3.5 Western Blot.

Después del tratamiento, la reaccion se paré adicionando 700uL de Ortovanadato de
sodio 1mM a cada pozo. Los pozos fueron raspados para desprender las células y
posteriormente el medio se coloc6 en tubos eppendorf que se centrifugaron (14 000rpm;
10min; 4°C). El sobrenadante se retir6 con el sistema de vacio y, para la extraccion de
proteinas totales, las células fueron lisadas con un Buffer de Lisis (Tris-HCL 50mM, NaCl
150mM, 1 % Nonidet P-40, leupeptina 10ug/ml, aprotinina 50g/ml, NazVO4 0.4mM, NAF
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10mM y NasP207 10mM) y sonicadas. Después se realizé la cuantificacion de proteinas
por el método de Bradford, empleando una curva patron de Albumina Sérica Bovina (BSA)
y se realizaron los célculos correspondientes para el procesamiento de proteinas por
Western Blot. Se prepararon las muestras de proteina extraida diluyendo en 6uL de buffer
de carga (Azul de Coomasie 5 %, B-mercaptoetanol) y se incub6 durante 10min en una
placa a 60°C. Se cargaron 32ug de proteina en geles de poliacrilamida al 10 % en un
equipo de electroforesis (Amersham Biosciences) a 96V durante 1 hora. Las proteinas
fueron transferidas (10V, 1h) a una membrana de PVDF (GE Healthcare) y se bloquearon
con una solucion TBS 1X (Tris-HCI 5M pH 7.5 y NaCl 1.5M), con leche libre de grasa (5
%) y Tween-20 (0.1 %) durante una hora. Se incub6 por 12h con el anticuerpo primario
especifico para cada una de las siguientes proteinas con su respectiva dilucion (Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA):

Tabla 5. Diluciones de anticuerpos.
Anticuerpo Dilucién
Ciclina B 1:2000
Ciclina A 3:10000
Ciclina D1 1:2000
p-CiclinaD1  1:2000
p53 3:10000

Posteriormente a la incubacion con el anticuerpo primario se realizaron lavados de las
membranas en una solucion de TBS 1X con 500uL de Tween-20 (TBST), con recambio
del buffer cada 10min durante media hora. A continuacién, las membranas se incubaron
con su anticuerpo secundario correspondiente (1:10000) durante 1h y media a
temperatura ambiente y con agitacién suave. Se realizaron lavados con una solucién de
TBST durante media hora con recambios de la solucion cada 10min y al finalizar los
lavados se revel6 en placas fotograficas (GE Healthcare) con ayuda de la solucion de
guimioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology). El analisis densitométrico se llevo a
cabo sobre las bandas reveladas con ayuda de los programas DIGI-DOC y LabWorks.
Cada uno de los resultados se compard con su basal correspondiente, considerando a
éste como el 100 %. En los resultados se muestran las figuras de los experimentos
representativos.

7.3.6 Analisis estadistico.
Para el analisis estadistico del ensayo de viabilidad (MTT), se realizé una ANOVA de una

via (P<0.05), ya que soOlo se compard la viabilidad celular de los cinco grupos (de
diferentes concentraciones). Esto se hizo para cada uno de los tres tiempos con una
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comparacion multiple Dunnett, utilizando el programa GraphPad Prism version 6.0. En el
caso de Western Blot, también se hizo una ANOVA de una via (P<0.05) para el analisis
estadistico de los duplicados de cada una de las proteinas obtenidas.

Por el contrario, para el ensayo de migracion celular se realizé una ANOVA de dos vias,
ya que se buscaba comparar las diferencias entre ambos grupos en diferentes tiempos.
Esto se hizo para el triplicado del ensayo empleando una prueba post-hoc Bonferroni
gracias al programa GraphPad Prism.
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8. Resultados

8.1 Efecto de la morina sobre la viabilidad en la linea celular FaDu.

Para poder evaluar si el flavonoide morina posee un efecto citotoxico en la linea celular
FaDu, se realizé un ensayo de MTT empleando cinco concentraciones diferentes del fla-
vonoide, en tres tiempos. Como se observa en la figura 25, la viabilidad celular disminuye
de manera dependiente de la concentracion y del tiempo a las 48 y 72h, siendo el efecto
mas claro a las 72h, con una diferencia significativa desde la concentracion de 50 uM. Por
otro lado, en tiempos cortos (24h) se observa una diferencia significativa s6lo con 200uM
del flavonoide morina, lo que nos sugiere que esta es la concentracion necesaria para ob-
servar un efecto sobre la viabilidad celular.

Figura 25. Efecto de la morina sobre la viabilidad en la linea celular FaDu. Las células
fueron incubadas en cajas de 96 pozos durante toda la noche y posteriormente fueron trata-
das con morina (ImM) a diferentes concentraciones y tiempos. Asimismo, se evalud si el
vehiculo tenia un efecto sobre la viabilidad celular, empleando la concentracién mayor de
metanol [0.2%] en el tiempo mas largo (dato no mostrado).
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8.2 Efecto de la morina sobre la migracion celular de FaDu.

La migracion e invasividad celular son caracteristicas que favorecen la generacion de me-
tastasis, por esta razon es importante la estandarizacion y realizacion de ensayos que nos
permitan evaluar el efecto sobre la motilidad celular de posibles agentes terapéuticos.
Para poder llevar a cabo el ensayo de migracion celular (“wound healing”) se realizd una
cicatriz en cada pozo. Con base en los resultados obtenidos en el ensayo de MTT, se se-
leccion6 una concentracion del flavonoide menor que la citotoxica (< 200pM) , esto con el
fin de evitar el desprendimiento celular y poder descartar que el efecto observado en el
ensayo de migracion no fuera debido al efecto sobre la viabilidad. Las células se trataron
con 100 y 150uM de morina y el proceso de migracién celular se fue observando en dife-
rentes tiempos tomando imagenes en tres campos (figura 26). Como se puede observar,
conforme aumenta el tiempo, las células comienzan a moverse disminuyendo el grosor de
la cicatriz. Sin embargo, las células tratadas con 150uM se desprendieron a partir de las
6h (Anexo A).

Figura 26. Efecto de la morina 100 uM sobre la migracion celular de FaDu.

Las células fueron incubadas en cajas de 6 pozos hasta observar confluencia del 70-80%. Se realiz6
una cicatriz en la superficie de los pozos. Se evaluaron en diferentes tiempos tres grupos: 1) control;
2) con tratamiento de morina (100 puM); y 3) con vehiculo (0.1%). En la imagen se observan las fotos
tomadas al final de cada tiempo empleando el objetivo 10X.
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Los porcentajes de migracién celular se encuentran en la tabla 5 y en el gréafico de la figu-
ra 27. Nuestros resultados muestran que en presencia de morina no hay un efecto sobre
la migracion celular ya que se observa un porcentaje de migracion similar que el grupo
control. Se observa un movimiento celular mas lento a partir de las 12h siendo mas claro
en las 24h; sin embargo, esta diferencia no es significativa.

Tabla 6. Porcentajes de migracion celular.

TIEMPO (h) CONTROL (%)  MORINA 100uM (%) MeOH 0.1%
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Figura 27. Grafico del porcentaje de migracidn celular en grupo control y con
tratamiento.

Grupo Control: las células FaDu se sometieron a 12 horas de ayuno con medio
DMEM 2 % SBF. Se realizé la cicatriz y posteriormente se trataron con 1yl de AraC.
Grupo con tratamiento de morina: las células FaDu se sometieron a 12 horas de
ayuno con medio DMEM 2 % SBF. Se realiz6 la cicatriz y posteriormente se trata-
ron con 1yl de AraC y 100uM de morina.
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8.3 Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina D1 y su forma fosforilada Thr 286 en
la linea celular FaDu.

Se sabe que en el carcinoma de células escamosas de orofaringe hay una sobreexpre-
sion de la ciclina D1[19] ya que su gen, CCND1, se encuentra amplificado en casi el 80 %
de los casos de cancer de cabeza y cuello [15,22]. Ademds, se han evaluado los niveles
de esta ciclina en células FaDu en diferentes tiempos y se ha visto que estos no varian
[85].

Debido a lo anterior, se evaluo el efecto que este flavonoide tiene, por medio de Western
Blot, en dos diferentes concentraciones sobre la expresion de la ciclina D1 y su forma fos-
forilada en el residuo Thr 286. De manera dependiente del tiempo, se observa que hay
una reduccién en los niveles de esta ciclina en ambas concentraciones; sin embargo, este
efecto inhibitorio es mas notorio en la concentracién de 200uM. Debido a esto, se decidid
evaluar con la dosis méaxima (200uM) la fosforilacion de esta ciclina, observando una dis-
minucion significativa entre el grupo control y los grupos tratados en diferentes tiempos
con morina.

Figura 28. Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina D1 y su forma fosforilada en la linea
celular FaDu. A) Expresion de la ciclina D1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con
100uM de morina en seis diferentes tiempos, empleando 3-actina como control de carga. B) Expresion de
la ciclina D1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina en seis dife-
rentes tiempos, empleando vinculina como control de carga. C) Fosforilacion en el residuo Thr 286 de la
ciclina D1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina en seis dife-
rentes tiempos, empleando vinculina como control de carga.
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Cont. Figura 28. Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina D1 y su forma fosforilada en la
linea celular FaDu. A) Expresion de la ciclina D1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y trata-
das con 100uM de morina en seis diferentes tiempos, empleando [3-actina como control de carga. B) Ex-
presion de la ciclina D1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina
en seis diferentes tiempos, empleando vinculina como control de carga. C) Fosforilacién en el residuo Thr
286 de la ciclina D1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina en
seis diferentes tiempos, empleando vinculina como control de carga.
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8.4 Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina A en la linea celular FaDu.

Un aumento en la expresion de la ciclina A ha sido detectado en algunas neoplasias como
el carcinoma oral [18, 86]. Estudios han demostrado que esta ciclina se encuentra sobre-
expresada en el nucleo de este tipo de células tumorales [86]. Por esta razon, se trataron
nuevamente las células FaDu con dos diferentes concentraciones para evaluar a través
de un Western blot la expresién de la proteina ciclina A. Como se observa en la figura 29,
con 100uM de morina, parece disminuir, pero no de manera significativa. Caso contrario al
ser tratadas con 200uM, donde la disminucion en los niveles de esta proteina es notoria
desde los primeros 15min de exposicion al flavonoide.

Figura 29. Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina A en la linea celular FaDu. A) Ex-
presion de la ciclina A en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 100uM de
morina en seis diferentes tiempos, empleando (3-actina como control de carga. B) Expresién de la
ciclina A en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina en seis
diferentes tiempos, empleando 3-actina como control de carga.
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8.5 Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina B1 en la linea celular FaDu.

Una sobreexpresion de la ciclina B ha sido reportada en el carcinoma de células escamo-
sas de cabeza y cuello; y se ha asociado a tumores en etapas avanzadas y a un pronosti-
co pobre sobre todo en células escamosas de orofaringe [91,92,93]. En este proyecto se
evaluo el efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina B gracias a la técnica de Wes-
tern blot. Para este caso, las células también fueron tratadas a dos concentraciones dife-
rentes y, como se puede observar en los graficos, en ambos casos se observa el mismo
patron de inhibicion a la expresion de esta ciclina, siendo en el minuto 60 donde se obser-
va un efecto mas evidente (Figura 30).

Figura 30. Efecto de la morina sobre los niveles de la ciclina B1 en la linea celular FaDu. A) Expre-
sion de la ciclina B1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 100uM de morina
en seis diferentes tiempos, empleando vinculina como control de carga. B) Expresion de la ciclina B1 en
células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina en seis diferentes tiem-
pos, empleando 3-actina como control de carga.
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8.6 Efecto de la morina sobre los niveles de p53 en la linea celular FaDu.

Como ya se mencion6 en el apartado de introduccién, p53 es una proteina supresora de
tumores que inhibe la proliferacion celular. En la linea celular FaDu, el gen que codifica
para p53 posee una mutacion puntual en el codon 248 (de CGG a CTG) [94]. Para este
proyecto, las células fueron tratadas con dos concentraciones de morina: 100uM vy
200uM, en tiempos diferentes; la expresion de este supresor de tumor se evaluo a traves
de un ensayo de Western Blot. Como se observa en la figura 31, en ambas concentracio-
nes no se observa una diferencia significativa, ni al alta ni a la baja. Estos resultados su-
gieren que la expresion de p53 es constante y no varia.

Figura 31. Efecto de la morina sobre los niveles de p53 en la linea celular FaDu. A) Expre-
sioén de p53 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 100uM de morina
en seis diferentes tiempos empleando vinculina como control de carga. B) Expresién de p53 en
células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina en seis diferentes
tiempos, empleando vinculina como control de carga.
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9. Discusioén

El ciclo celular consta de diferentes eventos por medio de los cuales se da un crecimiento
y una division. El equilibrio que existe entre el ciclo celular y la apoptosis es de gran
importancia ya que de esto depende la estabilidad de las células sanas [12]. La ruptura de
este equilibrio puede deberse a patologias como neoplasias malignas, ejemplo de esto es
el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello [1]. Mutaciones en genes 0
alteraciones en las proteinas que regulan el ciclo celular se han reportado como las
causantes de este desequilibrio en diferentes tipos de cancer. Es por esto que el ciclo
celular representa un blanco terapéutico para combatir estas enfermedades.

Diferentes grupos de investigadores han centrado su atencién en la busqueda de
alternativas terapéuticas naturales. Los flavonoides, al ser metabolitos secundarios de las
plantas con diversas funciones bioldgicas, representan una opcién para su estudio en
diversas neoplasias. En el presente trabajo se evalud el efecto del flavonoide morina
sobre la linea celular FaDu, la cual corresponde a un carcinoma de células escamosas de
hipofaringe.

Existen reportes donde se ha evaluado el efecto de los flavonoides como licochalcona A,
apigenina y kaempferol en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, y se ha
reportado un efecto citotéxico en células FaDu [46,67]. Ademas, se sabe que las
proantocianidinas inhiben el proceso de invasividad en este carcinoma de manera
dependiente de la dosis [68] y que preparaciones como la silimarina, que posee una
amplia variedad de flavonoides, han mostrado un aumento en la expresion de PTEN
inhibiendo la fosforilacion de Akt y la expresion de la familia Bcl-2 [71].

Sin embargo, a pesar de que existen estudios sobre el efecto de diferentes flavonoides en
el cancer de células escamosas de cabeza y cuello, la informacion que hay sobre el
efecto de morina en estas neoplasias es escasa. Por esta razon, en este proyecto se
evaluo el efecto que tiene este flavonoide en la migracion celular de la linea FaDu, en su
viabilidad y en la regulacion del ciclo celular.

La migracion e invasion celular estdn implicadas en el céancer, lo que favorece la
generacion de metastasis. Uno de los mecanismos por los cuales se promueve el
movimiento celular es la contraccion de actina-miosina [87]. El citoesqueleto es una red
dinamica constituida por microfilamentos de polimeros de actina y gran variedad de
proteinas asociadas. Sus principales funciones fisiolégicas estan relacionadas con la
motilidad y los cambios de forma de la célula durante el ciclo celular. Estas funciones son
moduladas por vias de sefalizacidbn que responden a estimulos que inciden sobre la
membrana plasmatica [88]. El ensamblaje y la tensidbn de este esqueleto estan
controlados por enzimas reguladoras de la superfamilia Ras, en las cuales se incluye la
familia de proteinas Rho como: Rho y Rac [87,88]. Dentro de estas GTPasas Rho
podemos encontrar a RhoA [88], que es el mayor regulador de la formacion de fibras de
estrés (microfilamentos) [89]. Si ésta esta activada por sefales extracelulares, dirige la
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organizacion de la actina del citoesqueleto para inducir cambios morfolégicos
caracteristicos [88]. Una de sus proteinas diana puede ser Rho-associated kinase (ROCK)
[87] que también est4 relacionada con la regulacion de la formacién de dichas fibras, asi
como del ensamblaje de la adhesion focal y la contractilidad de actina-miosina [34]. ROCK
a su vez puede fosforilar y activar a LIM kinase-1 (LIMK1) encargada de inactivar por
medio de fosforilaciones a miembros de la familia de ADF/cofilina, que es una familia de
proteinas de unién a actina que despolimerizan los microfilamentos [34,87], y de esta
manera promueven la formacién de fibras de estrés [34]. Por otro lado, Rac induce
rearreglos de actina que controlan la formacién del lamelipodio (prolongaciones anchas
de la membrana celular) y de nuevos contactos focales en los bordes celulares. Este
lamelipodio se adhiere al sustrato para generar el movimiento de translacion producido
por la contraccion del cuerpo celular y la retraccion de la cola (figura 32) [89]. Por lo tanto,
la migracion celular requiere de este balance entre Rho y Rac, asi como de su activacion
e inhibicion dindmica coordinada [34].

Figura 32. Mecanismo de motilidad celular. Se forma un lamelipodio que sobresale en la
parte frontal de la célula y se adhiere al sustrato, proporcionando la traccién requerida para
generar el movimiento de translacion producido por la contraccién del cuerpo celular y la
retraccion de la cola. (Obtenido de Bravo-Cordero et al., 2013) [102].

Por otro lado, se sabe que la ciclina D1 se encuentra sobreexpresada en diferentes
neoplasias y se relaciona con la generacién de metastasis [90]. Como ya se mencioné en
el apartado de introduccidn, esta ciclina puede estar asociada a factores de transcripcion,
lo cual promueve la expresion de ciertas proteinas involucradas con la migracion e
invasion celular, como ROCK [22, 90].

En los resultados se observa una disminucion en la expresién de la ciclina D1, con lo cual
se esperaria una inhibicion en la migracion celular. Sin embargo, este efecto en la
motilidad no se observa con el tratamiento de morina. La concentracién de 100 uM fue
seleccionada con base en los resultados obtenidos en el ensayo de MTT. Con 200 uM se
tiene un efecto citotoxico significativo; sin embargo, la dosis requerida para el ensayo de
migracion debe ser menor para asi garantizar que el efecto que se observa es sobre la
motilidad celular y no sobre la viabilidad. Como se observa en los resultados de Western
blot, a 100 uyM si hay una disminucion en la expresion de la ciclina D, pero esta
concentracion no es suficiente para inhibir de manera significativa la migracion celular.
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Asimismo, la morina muestra un efecto citotdéxico de manera dependiente de la dosis y del
tiempo, lo cual es lo esperado porque buscamos reducir la viabilidad celular de esta
neoplasia. Existen reportes donde se sugiere que en el carcinoma oral de células
escamosas los grupos hidroxilo localizados en la estructura de este flavonoide son
necesarios para la selectividad tumoral del compuesto [83]. Con base en esto se podria
sugerir cierta especificidad del flavonoide en células FaDu; sin embargo, es necesaria la
realizacion de estudios posteriores para evaluar esta especificidad. Por otro lado, el
mecanismo de accién por el cual este flavonoide ejerce su efecto citotoxico en células
FaDu aun no ha sido explicado. Con base en estos resultados se prosiguié a evaluar si
este mecanismo esta relacionado o tiene un efecto sobre el ciclo celular.

A pesar de que existen tres isoformas de la ciclina D, la ciclina D1 es la mas estudiada
debido a que ésta se encuentra expresada en un gran namero de tejidos y también por el
papel que representa en diferentes neoplasias [21,22]. La sobreexpresion de la ciclina D1
también ha sido reportada en el carcinoma de células escamosas y en el carcinoma de
orofaringe [21]. El gen CCND1 es el que codifica para dicha ciclina, y en casi el 80% de
los casos de cancer de cabeza y cuello se encuentra amplificado asi como en el cancer
de mama, cancer de pulmén y melanoma [15,22]. Ademas, como se menciono en la
introduccién, la transcripcion de la ciclina D esta regulada por la presencia de factores de
crecimiento y la activacion de receptores como Ras y sus cascadas de sefializacion.
Alteraciones o mutaciones que se presenten sobre las vias de sefalizacién de ERK y Akt
repercuten en la expresion y activacion de la ciclina D1 [20], asi como la fosforilacion e
inactivacion de GSK-3pB inhiben la degradacion de la ciclina, favoreciendo la progresion
del ciclo celular [20, 26].

En este trabajo se evalud la expresion de dicha ciclina y se observo que el flavonoide
tiene un efecto de manera dependiente del tiempo en la expresion de la ciclina. Es decir,
conforme aumenta el tiempo de exposicion al flavonoide, la expresion de la ciclina D1
disminuye. Estos resultados coinciden con el efecto de otros flavonoides que han sido
evaluados. Formononetina, que es una isoflavona O-metilada, genera de manera dosis-
dependiente un arresto en la fase GO/G1 debido a la inhibicion de la fosforilacion de la
proteina Akt, disminuyendo la expresion de proteinas como la ciclina D1 y la Cdk4 [78].
Otro ejemplo es la baicaleina que ha sido probada en cancer oral y en melanoma. Se
tienen reportes donde se dice que este flavonoide ocasiona el arresto en la fase G1 por
una disminucién en la expresion de Cdk4, ciclina D1, y en la fosforilacion de Rb [79,81].
Se sabe que la epigalocatequin galato induce un arresto celular en la fase GO/G1 y se
sugiere que puede deberse a la disminucion en la activacion de Akt y ERK1/2, lo que
favorece la inhibicion de la expresién y localizacién nuclear de la ciclina D1 [74]. La accion
de este flavonoide también se ha observado en el carcinoma de cabeza y cuello donde se
inhibe la expresion de la ciclina [70].

Con base en los resultados y los antecedentes que se tienen se puede sugerir que la
morina disminuye la concentracion de la ciclina D1 causando a su vez un arresto del ciclo
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celular en la fase G1/S. Este efecto citotdéxico es mas notorio empleando la concentracion
de 200 uM, donde existe una diferencia significativa entre el control y los grupos tratados.
Por ello se decidié emplear esta concentracion para evaluar la fosforilacion de la ciclina en
su residuo Thr 286, con el fin corroborar si la disminucion en la concentracion es debida a
un aumento en la degradacion de la ciclina y no por una inhibicién en la traduccién de la
proteina.

Se sabe que GSK-3B es una proteina encargada de fosforilar el residuo Thr 286 a la
ciclina D1, promoviendo su exportacion del nacleo al citoplasma durante la fase S para su
posterior degradacion a través de la ubiquitinacion [20,26]. Se tienen estudios donde
flavonoides como la Silimarina regulan de manera negativa la progresion del ciclo celular
a través de una baja en la expresion de la ciclina D1. En cancer de colon se ha observado
gue la expresion de la ciclina D1 disminuye con este flavonoide. Asimismo, se observo
gue este compuesto incrementa la fosforilacion de la ciclina en el residuo Thr-286 [80]. Sin
embargo, en los resultados obtenidos se observa una disminucion significativa en la
fosforilacion de la ciclina. Esto nos sugiere que, si bien hay un arresto en la fase G1/S
debido a una baja en la concentracion de la ciclina D1, esto no se debe a su degradacion,
sino a una inhibicidn de la expresion de la proteina.

Por otro lado, un aumento en la expresion de la ciclina A ha sido detectado en algunas
neoplasias como el cancer oral y el carcinoma hepatocelular [18], por ejemplo, existen
reportes que mencionan la existencia de ratones que presentan una sobreexpresion de
esta ciclina mostrando hiperplasia y anormalidades que sugieren alteraciones
preneoplésicas [18]. En el presente trabajo se obtuvo una disminucién en la expresion de
esta ciclina en presencia del flavonoide a concentraciones altas (200 yM).

Asimismo, una sobreexpresion de la ciclina B ha sido reportada en diferentes tipos de
cancer como de mama, cervical, gastrico, de colon y en carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello. De hecho, una sobreexpresion de esta ciclina se ha visto relacionada
con la resistencia a radioterapia en CACYC [91] y estd asociada a tumores en etapas
avanzadas y a un pronéstico pobre sobre todo en células escamosas de orofaringe
[92,93].

En el presente trabajo se observé una disminucion en la expresion tanto de la ciclina A
como de la ciclina B. Sin embargo, para poder observar niveles bajos de la ciclina A es
necesario tratar con concentraciones altas del flavonoide. Por otro lado, en el caso de la
ciclina B, esta disminucién en sus niveles se da hasta el minuto 60 de exposicién a
morina, independientemente de la concentracion. Una disminucion de ambas ciclinas nos
sugiere un arresto del ciclo celular en la transicion de la fase S a la fase G2. Ademas, en
el Laboratorio de Bioquimica, en la divisién de estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Odontologia, se esta evaluado la fosforilacion de la ciclina B en el residuo Ser
147 (ver resultados en anexo A) y hasta el momento se ha encontrado que esta
fosforilacion en concentraciones altas disminuye de manera dependiente del tiempo,
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mientras que en la dosis menor (100 uM) esta disminucién se observa hasta el minuto 60.
La fosforilacion de este residuo, que esta dada por Plk1, es importante para la transicion
de G2 a mitosis, ya que la mitosis se caracteriza por una rapida acumulacién del complejo
ciclina B1- cdkl en el nucleo [31,32]. Estos resultados podrian ser prometedores ya que al
inhibir esta fosforilacion, se inhibe la importacion nuclear, lo que inhibe la entrada a
mitosis debido a un arresto en la transicion de G2/M.

Los resultados obtenidos concuerdan con trabajos ya publicados. Por ejemplo, se indujo
la transformacion celular de hepatocitos empleando 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) y se observo que morina inhibe esta transformacién por medio de la inhibicién de la
cinasa p38 y el arresto del ciclo celular en la fase S, lo cual fue evaluado por medio de
citometria de flujo [63]. Sin embargo, a diferencia de ese estudio, existe otro ejemplo en
células de hepatoma donde se reporté un arresto del ciclo celular en la fase G2/M, esto
por una alteracion en la expresion de proteinas,tales como: ciclina B y Cdc2 [82].
Asimismo, en células de leucemia HL-60 concluyeron que morina induce un arresto del
ciclo celular en la fase G2/M por una promocién de las proteinas p21 y Weel y una baja
en la expresion de Cdc25c, ciclina A y ciclina B y la fosforilacion e inhibicion de cdk 1
[18,82,83].

En el caso del flavonoide quercetina se ha encontrado que, en cancer de higado, reduce
el numero de células pertenecientes a las fases G1 y S y genera una acumulacion en la
fase G2 con una reduccién de la expresion de ciclinas D1, Ay B [76]. En el caso de
morina, esto concuerda con los resultados obtenidos ya que las tres ciclinas evaluadas
disminuyen su expresién. Sin embargo, es importante tomar en cuenta que la disminucion
en la expresién de las ciclinas D y A es mas notoria en concentraciones altas del
flavonoide, mientras que la expresion de la ciclina B disminuye en tiempos largos aun en
concentraciones altas. Kaempferol es otro flavonoide que ha sido estudiado en el arresto
del ciclo celular en cancer de colon. Este compuesto induce dicho arresto en la fase G1
en tiempos cortos (6h) y en tiempos largos (12h), un arresto en la transicion de G2/M.
Ademas, este flavonoide inhibe la expresién de proteinas como las ciclinas D1, E, Ay B1
[77].

Con todo esto, podemos sugerir que en concentraciones bajas y tiempos largos (60min) la
morina induce un arresto en la fase G2, mientras que con concentraciones mayores
(200uM) puede inducir un arresto en las fases G1 y S desde tiempos cortos.

Ademas, se evalud el efecto de este flavonoide en la expresion del supresor de tumores
p53. El HPV es una de las causas del 20 % de casos de este carcinoma y se ha
establecido que el mecanismo de carcinogénesis de este virus es a través de la expresion
de sus oncogenes (E6 y E7) que inactivan a p53 y al retinoblastoma, causando una
perturbacion en el ciclo celular. Es en estos casos donde se ha reportado un prondstico
favorable [32]. En otros casos no asociados con la infeccion de este virus, también se ha
encontrado la inactivacion de p53 [32]. Por otro lado, se sabe que de un 60 a un 80 % de
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los casos de cancer de cabeza y cuello TP53, que codifica para el supresor de tumores,
se encuentra mutado y sobreexpresado, lo que se ha visto relacionado con un prondstico
menos favorable [32], como es el caso de la linea celular FaDu donde el gen posee una
mutacion puntual en el codon 248 (de CGG a CTG) [94]. Sin duda, p53 representa un
blanco terapéutico para el tratamiento de este tipo de neoplasias; sin embargo, con base
en nuestros resultados, se sugiere que el efecto citotoxico que presenta morina sobre las
células no es a través de este supresor de tumores ya que lo esperado era una
disminucién en la expresion de p53, sien embargo, en los resultados no presentaron
diferencias significativas.

DISCUSION 60



10. Conclusiones

En este proyecto se evalud el efecto citotoxico que el flavonoide morina presenta sobre la
linea celular de cancer de faringe FaDu. Se observo que este efecto se da de manera
dependiente de la dosis y del tiempo. Ademas se sugiere que, en concentraciones bajas y
tiempos largos (60 min), esta relacionado con un arresto en el ciclo celular en la fase G2,
mientras que con concentraciones mayores (200 uM) puede inducir un arresto desde
tiempos cortos en fases tempranas como G1 y S. También, con base en los resultados, se
concluye que el efecto citotoxico de la morina y el arresto del ciclo celular no estan
relacionados con p53.

Asimismo, se evalué el efecto del flavonoide sobre la migracion celular y se observo que
no posee un efecto inhibitorio en este proceso a una concentracion de 100uM.

Con este trabajo sugerimos que el flavonoide morina puede tener un efecto anti-
cancerigeno en células FaDu, como el reportado en otras lineas celulares; de esta
manera, se da oportunidad a un estudio posterior de este compuesto con el fin de
encontrar nuevas alternativas para el tratamiento de neoplasias como el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello.
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Anexo A
% Efecto de la morina 150uM sobre la migracién celular en la linea celular FaDu.

Se observo un desprendimiento celular a partir de las 6h por lo que ya no se realizé un
andlisis cuantitativo.

Figura 33. Efecto de la morina 150uM sobre la migracién celular FaDu. Las células comienzan a
desprenderse a las 6 horas. A las 9 horas ya no se observa una cicatriz definida y a las 24h la cicatriz
desaparece.
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Anexo B

+» Efecto de la morina sobre la forma fosforilada Ser 147 de la ciclina B1 en la linea celu-
lar FaDu.

Actualmente en el laboratorio de Bioquimica se esta evaluando la fosforilacion en el resi-
duo Ser 147 de la ciclina B, la cual es necesaria para la entrada a la fase de Mitosis.

En la fosforilacién de la ciclina B1 se observa el mismo patrén que en la expresion de la
ciclina: a la concentracion 100uM, en el minuto 60 esta fosforilacion disminuye. Sin em-
bargo, a 200uM esta disminucion en la fosforilacion se observa desde el minuto 15 (Figu-
ra 33).

Figura 34. Efecto de la morina sobre la forma fosforilada de la ciclina B1 en la linea celular
FaDu. A) Fosforilacion de la ciclina B1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con
100uM de morina en seis diferentes tiempos, empleando vinculina como control de carga. B) Fosforila-
cion de la ciclina B1 en células FaDu sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con 200uM de morina
en seis diferentes tiempos, empleando vinculina como control de carga.
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