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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

Apaf-1: factor activador de proteasas apoptoticas-1.

Bad: inductor de muerte asociado a Bcl-2 (subfamilia BH3).

Bax: proteina proapoptoética X asociada a Bcl-2 (subfamilia Bax).

Bak: proteina proapoptoética asociada a Bcl-2 (subfamilia Bax).

Bcl-2: proteina antiapoptotica identificada en el gen 2 del linfoma de células B.
BclxL: proteina antiapoptoética identificada en el gen extra-largo del linfoma de
células B.

BH: dominios de homologia a Bcl-2.

Bid: inductor de muerte asociado a Bcl-2 (subfamilia BH3).

Bik: inductor de muerte asociado a Bcl-2 (subfamilia BH3).

BimL: inductor de muerte asociado a Bcl-2 (subfamilia BH3).

BIP: proteina de union a inmunoglobulina.

Bok/mtd: proteina proapoptotica asociada a Bcl-2 (subfamilia Bax).
COCE: carcinoma oral de células escamosas.

COX: ciclooxigenasa.

DD: dominios de muerte.

DED: dominio efector de muerte.

DISC: complejo de sefializacion inductor de muerte.

DMEM: medio de Eagle modificado de Dulbecco.

DMSO: dimetil sulféxido.

DR5: receptor de muerte 5.

EDTA: &cido etilendiamino tetraacético.

ER: reticulo endoplasmatico.

FADD: proteina adaptadora que contiene un dominio de muerte citosolico.
Fas: proteina de superficie con un dominio de muerte celular.

Fas-L: ligando de Fas.

GRP78: proteina reguladora de glucosa 78.
Gy: gray.
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HDL.: lipoproteina de alta densidad.

H,O,: perdxido de hidrégeno.

IMDM: medio Iscove modificado de Dulbecco.

LDL: lipoproteina de baja densidad.

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoilo.
NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma reducida).
NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas.

NOXA: inductor de muerte asociado a Bcl-2 (subfamilia BH3).
O,.-: anion superoxido.

OH.: radical hidroxilo.

PARP: poliADPribosa sintetasa.

PBS: tampon fosfato salino.

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PUMA: inductor de muerte asociado a Bcl-2 (subfamilia BH3).
RNasa: ribonucleasa A.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

RSV: resveratrol.

SBF: suero bovino fetal.

SFN: sulforafano.

SIRT-1: sirtuina-1.

TNF: factor de necrosis tumoral.

TRAIL: ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF.
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INTRODUCCION

1.1. CANCER ORAL.

1.1.1. Generalidades

El cancer representa un importante problema de salud publica que
afecta a muchos paises alrededor del mundo, y el cancer oral es uno de los 10
tipos mas comunes de cancer (Scully C y cols., 2005). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 35 - 55% de los cénceres
humanos y aproximadamente el 15% de los canceres de la orofaringe pueden
atribuirse a deficiencias en la alimentacioén o a dietas no balanceadas (Taghavi
Ny Yazdi |, 2007).

La nutricion y la salud estan estrechamente relacionadas, ya que la
desnutricion puede poner en peligro nuestra salud. Las consecuencias son un
mayor riesgo de desarrollar determinadas enfermedades. De éstas, el cancer
es de especial importancia, ya que ocupa el segundo lugar entre las causas
mas importante de muerte prematura en adultos a nivel mundial, después de

las enfermedades cardiovasculares (Gallus Sy cols., 2003).

El cancer es el resultado de la transformacion de células normales
debido a mutaciones en el ADN, carcin6bgenos genotdxicos y promocion del
crecimiento de las células mutadas por sobrexpresiéon de determinados
factores. Asi, el cancer es el producto de la interaccibn de los factores
genéticos y factores ambientales como la radiaciéon ionizante, tabaquismo,
agentes infecciosos y factores dietéticos, que se desarrolla a lo largo de un
tiempo y pasa por muchas etapas (Taghavi N y Yazdi |, 2007).

La hipotesis actual en la carcinogénesis del cancer oral es que existe
una acumulacién de mutaciones genéticas en las células epiteliales de la
cavidad oral y mutagenos en el tabaco (posiblemente facilitados por el alcohol)

identificados como agentes etiologicos. Se estima que el 75% de todos los
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canceres de boca en los paises occidentales pueden ser atribuidos al tabaco y
al alcohol (Madani AH y cols., 2012).

1.1.2. Clasificacion de los tumores malignos de los tejidos blandos

orales.

En funcién del tejido del que derivan encontramos (Tabla 1):

Tabla 1: CLASIFICACION DE LOS TUMORES MALIGNOS DE LOS TEJIDOS BLANDOS
ORALES (Garcia V y Bascones A, 2009).

1. Tumores malignos derivados del epitelio:
-Carcinoma oral de células escamosas o epidermoide (90%)
-Carcinoma verrucoso

-Carcinoma de células fusiformes

-Melanoma

-Adenocarcinoma, carcinoma mucoepidermoide

-Carcinoma basocelular

2. Tumores malignos derivados del tejido conectivo:
-Fibrosarcoma

-Fibrohistocitoma maligno

-Liposarcoma

-Angiosarcoma

-Neurosarcoma

-Rabdomiosarcoma

-Leiomiosarcoma

3. Metastasis en partes blandas de la cavidad bucal
4. Neoplasias del sistema inmune con afectacién oral
-Linfoma No Hodgkin

-Plasmocitoma-mieloma multiple
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1.1.3. COCE.

En la cavidad bucal, el carcinoma oral de células escamosas (COCE) es
la neoplasia maligna mas frecuente. A pesar de la facil accesibilidad a la
cavidad oral para el examen visual directo, los tumores malignos son a menudo
no detectados con la suficiente antelacion y, como resultado, la tasa de
supervivencia del cancer oral se ha mantenido esencialmente sin cambios en

los dltimas 3 décadas (Pereira MC y cols., 2007).

El COCE es el méas frecuente de los tumores malignos de cabeza y
cuello, representando aproximadamente el 3% de los tumores malignos del
organismo y es responsable de mas de quinientos mil nuevos canceres

diagnosticados cada afio en todo el mundo (Figura 1) (Fan S y cols., 2011).

Figura 1: Carcinoma oral de células escamosas en paciente masculino de 72 afios.
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1.1.4. Epidemiologia.

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) de cabeza y cuello es
uno de los principales problemas de salud en todo el mundo. Suele aparecer
en pacientes mayores de 50 afios de edad. Alrededor de 47.000 casos de
COCE se estima que se produjeron en el afio 2009, con una prevision de
11.000 muertes ocasionadas por la enfermedad (Falaki y cols., 2011).

El COCE es una causa importante de morbilidad y mortalidad con una
tasa de supervivencia a los 5 afios que es menor del 50%. Una causa comun
de mortalidad en los pacientes que sufren la enfermedad es la aparicion de un
segundo tumor primario, que se produce a un ritmo anual del 3% al 5%
(Braakhuis y cols., 2002; Kim JV y cols., 2010).

La incidencia en Espafia es de 5,7-12,9 casos por 100.000 hombres/afio
y de 0,6-2,1 casos por 100.000 mujeres/afio, aunque estas cifras se estan
igualando con la adopcion por parte de la mujer de habitos nocivos similares a

los de los hombres (Garcia V y Bascones A, 2009).

En el pasado, COCE se encontraba principalmente en hombres de edad
avanzada con factores de riesgo como el tabaco y el consumo excesivo de
alcohol (Zygogianni AG. y cols., 2011), sin embargo; varios estudios han
demostrado que actualmente entre el 1 y 6 por ciento de los canceres orales se
presentan en pacientes menores de 40 afios de edad (Shiboski CH y cols.,
2005; Falaki F y cols., 2011). Aunque ha habido una tendencia decreciente en
la incidencia general de COCE, la incidencia en adultos jovenes parece estar
aumentando en todo el mundo (Sasaki y cols., 2005; Toner M y O’Reagan,
2009).

Parece que el comportamiento biolégico y la etiologia del COCE en
pacientes jévenes son diferentes a los grupos de mayor edad y algunos
estudios indican que el cancer oral en pacientes jovenes es mas agresivo
(Kuriakose My cols., 1992).

10

Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas



INTRODUCCION

1.1.5. Etiopatogenia.

Podriamos empezar diciendo que la etiologia del cancer oral es
desconocida, sin embargo, existen una serie de factores de riesgo que podrian
actuar como agentes carcinogenéticos favoreciendo el desarrollo de la

enfermedad (Garcia V y Bascones A, 2009).

El tabaco es el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de
lesiones premalignas y del cancer oral, en especial del COCE. 8 de cada 10
pacientes con cancer oral son fumadores de tabaco en sus diversas formas:
cigarrillos, puros, tabaco de mascar, tabaco en pipa, etc. Los componentes mas
carcinogénicos del tabaco son la nicotina, hidrocarburos aromaticos
polinucleares y el polonium, siendo perjudiciales localmente y favoreciendo la

absorcion de sustancias carcindgenas (Rodu B y Jansson C, 2004).

Baan R y cols., 2007, han examinado los efectos de beber alcohol con el
riesgo de cancer, siendo el etanol de las bebidas alcohdlicas un carcind6geno
clasificado para los seres humanos. Una relacion de causalidad se ha
establecido entre el consumo de alcohol y el cancer del tracto aerodigestivo

superior.

Desde hace tiempo se reconoce que existe una fuerte asociacion entre
el consumo excesivo de alcohol y el tabaquismo. Aproximadamente el 80% de
los pacientes dependientes del alcohol, fuman cigarrillos. Ademas, la
dependencia a la nicotina parece mas grave en los fumadores con una historia
de dependencia al alcohol. ElI uso concomitante de tabaco y el alcohol
contribuye a una mayor incidencia de varios tumores malignos, especialmente
en canceres de cabeza y cuello. Las personas que fuman y beben alcohol son
casi 38 veces mas propensas a desarrollar un cancer de cabeza y cuello que

las personas que no lo hacen (Zygogianni AG y cols., 2011).
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En el estudio de Morita M y cols., 2002, encontraron que las mutaciones
en el gen p53 estaban presentes mas a menudo en los tumores de los
bebedores de alcohol que fumaban cigarrillos (76% de los 105 pacientes
estudiados) que en los no bebedores que fumaban cigarrillos (42% de los

pacientes) o en los no bebedores que no fumaban (14% de los pacientes).

Aparte de los factores de riesgo principales como son el tabaco y el
alcohol, se incluyen otros como mala alimentaciéon, el virus del papiloma
humano, la inmunosupresién, radiaciones solares e ionizantes, el liquen plano,
el consumo de marihuana, la mala higiene dental, la fibrosis oral submucosa, el
reflujo gastroesofagico y varios sindromes hereditarios (Garcia V y Bascones
A, 2009).

También es importante resaltar que una historia familiar de cancer se
asocia con un inicio temprano del COCE vy los canceres ocurren en grupos
familiares con habitos de riesgo diferentes que sugieren que la enfermedad no
s6lo se debe a que las familias tienden a tener los mismos habitos (Toner M y
O'Regan EM, 2009; Coutinho-Camillo CM y cols., 2010).

1.1.6. Etapas del desarrollo del cancer.

La carcinogénesis es un proceso secuencial que implica la
transformacién de una célula normal en una célula tumoral. Este proceso
requiere la accién acumulativa de una serie de acontecimientos en un clon
celular (Boyle P y Levin B, 2000). En este sentido, se considera que para
alcanzar la malignidad, las células deben adquirir ciertas caracteristicas

transformantes:
1. Autosuficiencia de crecimiento celular y potencial replicativo ilimitado.
2. Indiferencia a sefales antiproliferativas.

3. Evasion de la apoptosis.

12
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4. Capacidad de inducir y mantener la angiogénesis.

5. Capacidad de invadir otros 6rganos y desencadenar metastasis.

Esta secuencia de eventos, puede resumirse en un modelo simple que
presenta tres fases de intervencion “iniciacion-promocion-progresion” para

prevenir, ralentizar o revertir el proceso de transformacion tumoral:

- Iniciacion: fase relativamente rapida pero reversible que comprende la
exposicion de las células a un agente carcinogénico, asi como su
distribucion y transporte a los 6rganos y tejidos donde puede producirse su
activacion metabdlica, detoxificacion y la interaccion de las especies
reactivas con el acido desoxirribonucleico (ADN) celular para provocar un

dafo oxidativo.

- Promocion: fase relativamente larga en comparacion con la fase previa y
en la que la célula dafiada persiste, se replica y puede originar un foco de
células preneoplasicas. En esta fase se producen también procesos de

angiogénesis.

- Progresion: fase final e irreversible de la carcinogénesis en la que se
produce un crecimiento descontrolado de las células tumorales que
gradualmente pasan de ser células premalignas a células neoplasicas y
aumentan su potencial de invasividad, por lo que pueden llegar a invadir

nuevos tejidos diana (metastasis) (Surth YJ, 2003).

1.1.7. Apoptosis celular: rutas de sefializacion.

La apoptosis o muerte celular programada, que fue descrita por primera
vez en 1972 por Kerr JF y cols., es un mecanismo de “suicidio celular’
genéticamente definido. Fisiologicamente, la apoptosis interviene en la
eliminacién de los tejidos dafiados, el desarrollo embrionario, la renovacion

tisular y la regulacion del sistema inmune (MacFarlane M y Williams AC, 2004;
13
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Ramos S, 2007). No obstante, en ciertas ocasiones se produce un defecto en
su regulacion que puede conducir a diversas enfermedades. Asi, el incremento
de la tasa de apoptosis contribuye al desarrollo de enfermedades
degenerativas como el Parkinson o enfermedades autoinmunes, mientras que
la falta de respuesta a las sefiales apoptoticas puede conducir al desarrollo del
cancer (Ramos S, 2007).

En este sentido, la modulacion de la expresion y la activacion de los
componentes moleculares claves en el proceso apoptético se considera una
estrategia terapéutica muy importante en este tipo de enfermedades (Rawal
RMy cols., 1999; Ramos S, 2007; Ramos S 2008).

La apoptosis es un proceso complejo que conduce a la muerte celular
programada, afectando ya sea a la mitocondria (la via intrinseca) o la
activacion de receptores de muerte celular (via extrinseca). Las vias intrinseca
y extrinseca inducen la activaciobn de caspasas, que se clasifican como
caspasas iniciadoras (caspasas-2, -8, -9 Y -10) y caspasas efectoras (caspasa-
3, -6 y -7). A continuacion, las dos vias convergen para inducir la activacion de
la caspasa-3, lo que lleva a la apoptosis. Dafios en el ADN y el estrés oxidativo
son las sefiales comunes que activan la apoptosis por la via mitocondrial, lo
que lleva a la ruptura de la membrana mitocondrial y la liberacion al citoplasma
del citocromo C (Hu ML, 2011).

Ruta intrinseca de la apoptosis

Diversos estimulos apoptéticos convergen en la induccién de la
apoptosis a través de cambios en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial externa, lo que conduce a la activacion de la caspasa inciadora

(caspasa-9).

Un paso critico en la activacion de esta ruta es la liberacion selectiva de
polipétidos desde el espacio intermembrana de la mitocondria al citoplasma,
como el componente de la cadena de transporte electrénico del citocromo C. A
continuacion, el citocromo C se une a una molécula de andamiaje denominada

Apaf-1 (factor activador de proteasas apoptoticas-1), que tras un cambio en su
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conformacion promovido por 2" -deoxiadenosina 5’-trifosfato (AATP), se une a la
procaspasa-9. Finalmente, el conjunto de mdultiples moléculas de Apaf-1 y la
caspasa-9 activa forman un complejo de mas de 700 kDa denominado
“apoptosoma” que induce la activacion proteolitica de la caspasa-3, inicia el
desensamblaje celular y provoca la muerte programada de la célula (Green DR
y Kroemer G, 2004; MacFarlane M y Williams AC, 2004).

Los miembros de la familia bcl-2 (gen 2 del linfoma de células B)
constituyen las principales moléculas reguladoras de la via intrinseca de la
apoptosis. Se han descrito aproximadamente 20 polipéptidos que dependiendo
de su funcién y estructura pueden dividirse en tres grupos (Cory S y cols.,
2003):

-Grupo I: se incluyen los miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2
(Bcl-2, BclxL, etc.). Se caracterizan por contener 4 dominios BH (dominio de
homologia Bcl-2) y conservados (BH1-BH4). Ademés, la mayoria de los
miembros de este grupo contiene un dominio transmembrana C-terminal que
los une a la superficie citoplasmica de las membranas intracelulares, como la

membrana mitocondrial externa.

-Grupo Il: en este grupo se encuentran los miembros proapoptoticos que
se caracterizan porque carecen del dominio BH4 N-terminal, pero contienen

otros dominios BH (Bax, Bak y Bok/mtd).

-Grupo lll: en este grupo se incluyen los miembros proapoptéticos que
s6lo comparten una secuencia limitada de homologia en el dominio BH3 con el
resto de los miembros de la familia Bcl-2 (Bid, Bad, Bik, Bim, PUMA, NOXA,
etc.) (Cory Sy cols., 2003).

El balance entre los niveles de expresion y el estado de los miembros
pro- y antiapoptoticos de esta familia de proteinas va a determinar la liberacion
del citocromo C. Bax y Bak son los miembros encargados de mediar
directamente la liberacion del citocromo C al citoplasma (Cory S y cols., 2003;
MacFarlane M y Williams AC, 2004).
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Ruta extrinseca de la apoptosis

La activacion de esta ruta apoptotica comienza en la superficie celular
tras la union de un ligando especifico, que pertenece a la superfamilia del factor
de necrosis tumoral (TNF, Fas-L, TRAIL, etc) al dominio extracelular de su
respectivo receptor de muerte, perteneciente a la superfamilia del receptor del
TNF (TNFR). El conjunto de TNFR tiene en su regién intracelular los “dominios
de muerte” (DD) esenciales para transducir el estimulo apoptético, siendo la
ruta de sefalizacion mediada por el receptor de muerte Fas la que mejor se
conoce (MacFarlane M y Williams AC, 2004).

El ligando de Fas (Fas-L) se une a su receptor e induce la agregaciéon de
otros receptores de Fas, los cuales una vez activados reclutan a las proteinas
adaptadoras FADD, que también tienen en su estructura dominios DD. Las
proteinas FADD poseen ademas un “dominio efector de muerte” (DED) que les
sirve para reclutar a las caspasas iniciadoras (caspasas-8 6 -10). El ensamblaje
de todas estas proteinas forma un complejo denominado complejo de
sefalizacion inducido por muerte (DISC) que conduce a la autoactivacion y
liberacién de las caspasas-8 6 -10 activas, para a continuacién, promover la
activacion proteolitica de las caspasas efectoras (caspasas-3 y/6 -7) (Scaffidi y
cols., 1998; MacFarlane M y Williams AC, 2004).

En algunas células denominadas células de tipo I, la activacion de estas
caspasas efectoras es suficiente para inducir apoptosis mientras que en las
células tipo Il, la induccién de la apoptosis requiere una amplificacion de la
sefial a través de la interaccion de las vias de sefializacion extrinseca e
intrinseca. De esta manera, las caspasas iniciadoras (caspasas-8 y/0 -10)
promueven la activacion proteolitica de Bid, lo que resulta en la liberacion de
proteinas mitocondriales, como el citocromo c, y la posterior activacion de la

procaspasa-9 (MacFarlane M y Williams AC, 2004).
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1.1.8. Diagnostico, prondéstico y tratamiento.

La deteccion del cancer oral y las estrategias de diagndstico
convencional tienen como foco la cabeza, el cuello y el examen oral de tejidos
blandos con la inspeccion y la palpacion sistemética, tanto extraoral como
intraoralmente. Lesiones de la mucosa identificadas en este proceso se
evallan por caracteristicas tales como el tamafio, color, textura y contorno, asi
como la historia de la lesion. En aquellas lesiones sospechosas de la mucosa
se realiza una biopsia para confirmar la presencia de alteraciones y el grado de
la displasia (Williams PM y cols., 2008).

La enfermedad se produce en un lugar que es facilmente accesible para
su examen visual, sin embargo, y lamentablemente, con frecuencia se
diagnostica en una etapa avanzada, cuando el deterioro funcional debido al

tratamiento y las tasas de mortalidad son altos (Poh CF y cols., 2001).

No hay diferencias entre hombres y mujeres en cuanto al prondstico,
aunque algunos autores han publicado tasas de supervivencia inferiores en las
mujeres, que se atribuyen a la demora en la busqueda de atencion médica y la
menor aceptacion del tratamiento. La correlacién del pronostico con la edad
parece controvertida, y algunos autores no muestran ninguna relacion entre
ellos, mientras que otros demuestran un peor prondstico en pacientes de edad
avanzada (de Cassia Braga Ribeiro K y cols., 2003; Zygogianni AG y cols.,
2011).

El COCE tiene una alta incidencia de metastasis cervicales y en
ocasiones metastasis contralaterales debido a las ricas intercomunicaciones
linfaticas en relacion con el plexo submucoso de la cavidad oral, que se
comunican libremente a través de la linea media. Es ampliamente aceptado
que la presencia de metastasis en los ganglios linfaticos es uno de los factores
mas importantes relacionados con la supervivencia del COCE, y varios

estudios han demostrado esta influencia por la drastica disminucién de las
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tasas de supervivencia en pacientes con ganglios positivos en el cuello (Fan S
y cols., 2011).

El procedimiento basico para comprobar los ganglios linfaticos del cuello
es el examen fisico, pero el examen clinico por si solo no es suficiente para
establecer el verdadero alcance de la participacién local y las metéastasis
regionales (Rassekh CH y cols., 1995). Por lo tanto, métodos de diagndstico,
como tomografia computarizada (TC), resonancia magnética (MRI), tomografia
por emision de positrones (PET) y la ultrasonografia (USG) y la citologia
guiada con ultrasonidos y aguja fina, se recomienda para aumentar la eficacia
de la evaluacién del cuello en pacientes con carcinoma oral, y algunos de ellos
se han convertido en los procedimientos de deteccién de rutina en los ultimos

afnos (Nieuwenhuis EJ y cols., 2002).

Para facilitar el seguimiento clinico y terapéutico de los pacientes se
emplea la clasificacion TNM: T (Tamafio del tumor primario); N (Presencia de
ganglios linfaticos); M (Metastasis a distancia). De una forma mas desglosada

las subdivisiones correspondientes son:

a) T1: Tumor menor o igual a 2 cm; T2: Tumor mayor de 2 cm pero
menor de 4 cm; T3: Tumor mayor de 4 cm; T4: El tumor invade estructuras

adyacentes.

b) NO: No hay metastasis ganglionares; N1. Hay metéstasis en un
ganglio linfatico homolateral menor o igual a 3 cm; N2a: Metastasis en un
ganglio homolateral mayor de 3 cm pero menor de 6; N2b: Metastasis en
multiples ganglios homolaterales, menores de 6 cm; N3. Metastasis en un

ganglio linfatico mayor de 6 cm.

c) MO: No hay metastasis a distancia; M1: Hay metastasis a distancia.

El factor mas importante en la supervivencia es la etapa de la
enfermedad en que se diagnostica. De forma practica se establece el estadiaje

tumoral que comprende:
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* Estadio 1: T1 MO NO.

* Estadio 2: T2 MO NO.

 Estadio 3: T3 NO M1; T1 N1 MO; T2 N1 MO; T3 N1 MO.
* Estadio 4: T4 MO NO; Tx M2-3 NO; Tx Nx M1.

Los estadios | y Il engloban el periodo inicial, donde la tasa de
supervivencia suele ser elevada, mientras que los estadios Il y IV representan
las fases avanzadas de la enfermedad, donde el prondstico empeora

drasticamente (Sobin LH y cols., 1988).

La gran mayoria de los canceres que se encuentran en la cavidad oral
son carcinomas de células escamosas. Este tipo de cancer de la cavidad oral
puede ser tratado con radiacion, cirugia o terapia combinada. La terapia de
modalidad individual se intenta por lo general en las primeras etapas de
desarrollo del cancer. El tratamiento multimodal es por lo general empleado

para tumores mas avanzados (Genden EM y cols., 2010).

Ademas, para hacer frente a la disminucién de la prevalencia del COCE,
deberia evitarse el consumo de tabaco, limitar la ingesta de alcohol, elegir una
dieta predominantemente rica en verduras y frutas, reducir la ingesta de
grasas, carne roja o procesada, evitar la exposicion de la carne directamente
al fuego, el uso de papel de aluminio para envolver la carne antes de asar, y el
uso de hornos de microondas con el fin de reducir la formacién de aminas
heterociclicas. EI consumo de niveles 6ptimos de micronutrientes como la
vitamina C, E, B-caroteno, acido félico y los antioxidantes es recomendado
(Taghavi N y Yazdi I, 2007).
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1.2. ANTIOXIDANTES

1.2.1. Generalidades.

Los seres vivos aerobios necesitan oxigeno para generar energia. El
oxigeno puede reaccionar con otros elementos quimicos, produciendo
radicales libres. Estas sustancias son especies quimicas que contienen uno o
mas electrones desapareados en su Orbita externa. Son inestables y muy
reactivas, ya que una vez formadas pueden captar un electron de otras
moléculas cercanas. El organismo dispone de un sistema de defensa
antioxidante capaz de eliminar estos radicales libres, una vez formados. Estos
incluyen enzimas como las superoxido dismutasas, las glutation peroxidasas, la
glutation reductasa, la catalasa, las fosfolipasas y la poli-ADP-ribosa sintetasa
(PARP), entre otras. Ademas, dispone de diferentes sustancias no enzimaticas
como glutation, taurina, coenzima Q, vitamina C, E y carotenoides (Cuerda Cy
cols., 2011).

En condiciones fisiologicas, existe un equilibrio entre la generacion y
degradacion de radicales libres. Cuando este equilibrio se rompe, bien por
produccion de radicales en exceso, bien por disminucion de los sistemas de
defensa, se origina lo que se conoce como dafio oxidativo. Este dafo se debe
a la capacidad que tienen los radicales libres de actuar sobre las proteinas,
carbohidratos, lipidos y &cidos nucleicos de la célula. Cuando los radicales
libres interactian con estos componentes celulares, se originan alteraciones
estructurales y funcionales. Como consecuencia de ello, se produce un
deterioro de la homeostasis de la célula y la aparicion de diferentes
enfermedades cronicas, e incluso la muerte celular (Cuerda C y cols., 2011).

El dafio oxidativo juega un papel importante en la patogénesis del
cancer, que podria surgir de incorrectos habitos alimenticios y estilos de vida.
Este proceso puede causar dafio en el ADN, que es un mecanismo basico para

la induccion de cancer (Krajcovicova-Kudlackova M y Dusinska M, 2004).
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Los antioxidantes de la dieta juegan un papel importante en la defensa
frente al envejecimiento y frente a las enfermedades cronicas como la diabetes
mellitus, el cancer y la enfermedad cardiovascular (Brown AA y Hu FB, 2001;
Ceriello A y Testa R, 2009). Pueden inhibir o disminuir la produccion de
determinados componentes mutagenos, que pueden inducir el cancer, por
ejemplo, al freir o asar a las proteinas de determinados alimentos, sobre todo
de la carne, generando aminas heterociclicas, hidrocarburos aromaticos

policiclicos, acrilamida o nitrocompuestos (Zheng W y Lee SA, 2009).

La nitrosamina especifica del tabaco, que es uno de los factores
etiologicos mas importantes del COCE, e hidrocarburos aromaticos policiclicos
gue experimentan activacion especifica y procesos de desintoxicacion, pueden
ser importantes carcinégenos. Sus reacciones son controladas por
antioxidantes como la quercetina en las verduras, la genisteina en la soja o el

sulforafano del brécoli (Weisburger JH, 1999).

1.2.2. Polifenoles.

1.2.2.1. Estructura v tipos de polifenoles.

Un polifenol, en su definicibn mas simple, es cualquier sustancia que
contiene al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo (otros
sustituyentes pueden estar presentes) (Yoo S y cols., 2011). Los polifenoles
son metabolitos secundarios de plantas y estdn generalmente involucrados en
la defensa contra la radiacién ultravioleta o la agresion por patégenos. En los
alimentos, los polifenoles pueden contribuir al amargor, astringencia, color,

sabor, olor y estabilidad a la oxidacion (Beckman CH, 2000).

Principalmente se producen en formas conjugadas, con uno 0 mas
residuos de azucar vinculados a grupos hidroxilo, aunque los vinculos directos
del azucar (polisacarido o monosacarido) a un carbono aromatico también

existen. Asociaciones con otros compuestos, como acidos carboxilicos y
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organicos, aminas, lipidos y con otros fenoles son también comunes
(Kondratyuk TP y Pezzuto JM, 2004).

De acuerdo a la naturaleza de sus estructuras quimicas han sido
definidos diferentes tipos de polifenoles: acidos fendlicos, flavonoides, lignanos
y estilbenos. De entre estos, los flavonoides son los polifenoles més
abundantes en la dieta (Kawai Y, 2011).

Acidos Fendlicos

Los acidos fendlicos se encuentran abundantemente en los alimentos y
se dividen en dos clases: derivados del acido benzoico y los derivados del
acido cinamico (Figura 2). El contenido de &cido hidroxibenzoico de plantas
comestibles es generalmente bajo, con la excepcién de ciertas frutas rojas,
rabano negro y cebolla, que pueden tener concentraciones de varias decenas
de miligramos por kilogramo de peso fresco. Los acidos hidroxicindmicos son
mas comunes que los anteriores y consisten principalmente en acidos p-

cumarico, cafeico, ferdlico y sinapico. (Shahidi Fy Naczk M, 1995).

Figura 2: Estructuras quimicas de los acidos fendlicos.
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Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas estudiado de los polifenoles.
Este grupo tiene una estructura basica comun, que consta de dos anillos
aromaticos unidos por tres &tomos de carbono que forman un heterociclo
oxigenado (Figura 3). Mas de 4.000 variedades de flavonoides han sido
identificados, muchos de los cuales son responsables de los atractivos colores

de las flores, frutas y hojas de las plantas (de Groot H y Rauen U, 1998).

Segun la base de variacién en el tipo de heterociclo involucrado, los
flavonoides se puede dividir en seis subclases: flavonoles, flavonas,
flavononas, flavanoles, antocianinas e isoflavonas. Las diferencias individuales
dentro de cada grupo surgen a partir de la variacién en el numero y disposicion
de los grupos hidroxilo y su grado de alquilacion y/o glicosilacion. La
quercetina, myricetina, catequinas, etc, son algunos de los flavonoides mas

comunes (Spencer JP y cols., 2008).

Figura 3: Estructura quimica de los flavonoides.

Flavonoides
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Estilbenos

Contienen dos fracciones fendlicas conectadas por un puente metileno
de dos carbonos (Figura 4). La aparicion de estilbenos en la dieta humana es
bastante baja. La mayoria de los estilbenos en las plantas actian como
fitoalexinas, compuestos antifingicos que se sintetizan so6lo en respuesta a la
infeccion o agresiones. Uno de los mejor estudiados, es el resveratrol (3,4',5-
trinidroxiestilbeno), que se encuentra en gran cantidad en las uvas. Un
producto derivado de la uva, el vino tinto, también contiene gran cantidad de
resveratrol (Adlercreutz H y Mazur W, 1997).

Figura 4: Estructura quimica de los estulbenos.

OH

N OH

Estilbenos

Lignanos

Los lignanos son compuestos difendlicos que contienen una estructura
2,3-dibenzylbutano que esta formada por la dimerizacion de dos residuos de
acido cindmico (Figura 5). Muchos de ellos, como el secoisolariciresinol, son
considerados fitoestrogenos. La fuente dietética mas rica es la linaza, el cual
contiene secoisolariciresinol (hasta 3,7 g / kg de peso seco) y pequeias

cantidades de matairesinol (Adlercreutz Hy Mazur W, 1997).
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Figura 5: Estructura quimica de los lignanos.
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1.2.2.2. Frecuencia y contenido.

Frutas, hortalizas y algunas bebidas, como el té y el café, son
particularmente ricas en polifenoles, y aproximadamente 8000 compuestos
diferentes han sido identificados (Ramos S, 2007). La distribucion de los
compuestos fendlicos en niveles tisulares, celulares y subcelulares no es
uniforme. Los acidos fendlicos insolubles se encuentran en paredes celulares,
mientras que los fenoles solubles estan presentes dentro de las vacuolas de las
células vegetales (Wink M, 1997).

Ciertos polifenoles como la quercetina se encuentran en todos los
productos vegetales, frutas, verduras, cereales, zumos de frutas, té, vino,
infusiones, etc, mientras que flavanonas e isoflavonas son especificos para
ciertos alimentos en particular. En la mayoria de los casos, los alimentos
contienen mezclas complejas de polifenoles. Las capas exteriores de las
plantas contienen niveles mas altos de compuestos fendlicos que las partes

internas (Simon BF y cols., 1992).
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Numerosos factores influyen en el contenido de los polifenoles de las
plantas, éstos incluyen el grado de madurez en el momento de la cosecha, los
factores ambientales, procesamiento y almacenamiento. El contenido de
polifenoles de los alimentos se ve en gran medida afectado por factores
ambientales, asi como por factores edaficos como el tipo de suelo, exposicion
al sol, la lluvia, etc. El grado de maduracion afecta considerablemente a las
concentraciones y proporciones de los diversos tipos de polifenoles. En
general, se ha observado que el contenido de &cidos fendlicos disminuye
durante la maduracion, mientras que las concentraciones de antocianina

aumentan (Manach Cy cols., 2004).

Otro factor que afecta directamente al contenido de los polifenoles es el
almacenamiento de los alimentos. Algunos estudios han demostrado que el
contenido de polifenoles en los alimentos cambia durante el almacenaje, la
razon es debida a la facil oxidacién de estos polifenoles (Manach C y cols.,
2004). Las reacciones de oxidacion tienen como resultado la formacion de
sustancias mas o menos polimerizadas, que conducen a cambios en la calidad
de los alimentos, en particular en el color y caracteristicas organolépticas.
Tales cambios pueden ser beneficiosos, como es el caso del té negro, o
perjudiciales como en el caso de la fruta. El almacenamiento de harina de trigo
tiene como resultado una marcada pérdida de &cidos fendlicos (Sosulski FW y
cols., 1982). Después de seis meses de almacenamiento, la harina contenia los
mismos acidos fendlicos en términos cualitativos, pero sus concentraciones son
70% mas bajas en comparacion con el producto fresco. El almacenaje en frio,
en cambio, tiene un ligero efecto sobre el contenido de polifenoles en
manzanas, peras o cebollas (Price KR y cols., 1997).

Cocinar los alimentos también tiene un efecto importante sobre la
concentracion de los polifenoles. Las cebollas y los tomates pierden entre 75%
y 80% de su contenido en quercetina inicial después de hervirlos durante 15
minutos, el 65% después de cocinarlos en un microondas, y un 30% después

de freirlos (Crozier Ay cols., 1997).

26

Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas



INTRODUCCION

1.2.2.3. Biodisponibilidad y metabolismo.

La biodisponibilidad se define como la proporcién de un antioxidante que
se digiere, absorbe, y es utilizado en el metabolismo normal, sin embargo, la
medicion de la biodisponibilidad depende en gran medida de la cantidad
estimada de antioxidantes que se absorben. Por otro lado, la bioaccesibilidad
es un término comunmente utilizado y definido como la cantidad de un nutriente
ingerido que esté disponible para la absorcion en el intestino después de la
digestién. En estos términos, la biodisponibilidad depende estrictamente de la
bioaccesibilidad (Hedren E y cols., 2002).

Recientemente, se estima que la ingesta media diaria total de
flavonoides en los EE.UU. puede ser de 189,7 mg / dia, donde las fuentes
principales de alimentos son el té (157 mg), zumos de frutas citricas (8 mg),
vino (4 mg) y citricos (3 mg) (Chun OK y cols., 2007). Posiblemente, la ingesta
dietética de polifenoles podria ser mucho mayor en los paises en donde las
personas consumen grandes cantidades de alimentos de origen vegetal.
Obviamente, la ingestibn humana de polifenoles en la dieta es muy superior a
la de vitaminas C (100-200mg / d) y E (7-10 mg / d), aunque la
biodisponibilidad de los polifenoles en la dieta es muy baja (Hu ML, 2011).

La actividad antioxidante de los polifenoles de la dieta es probablemente
limitada debido a sus bajas concentraciones in vivo, excepto en el tracto
gastrointestinal donde estan presentes en altas concentraciones y pueden
entrar en contacto directo con las células sin haberse sometido a la absorcion y
al metabolismo (Hu ML, 2011).

Muchos polifenoles, al ser glucdsidos, ésteres, o polimeros presentes en
las plantas, pueden no ser absorbidos en el tracto intestinal porque son
hidrolizados o reducidos por la microflora intestinal. Asi mismo, existen otros
componentes en los alimentos que pueden interferir en la absorcion intestinal al
interaccionar con los polifenoles, creando complejos quimicos que son dificiles
de absorber en el intestino, como pueden ser los alimentos con gran cantidad
de fibra (Palafox-Carlos H y cols., 2011; Ishimoto H y cols., 2012).
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Una vez que estos compuestos pasan a través de la barrera bioldgica
que supone el tracto intestinal, el metabolismo de las células epiteliales
intestinales y / o0 en los hepatocitos se convertir4 en el mayor de los obstaculos
para su biodisponibilidad (Gao S y Hu M, 2010).

Glucuronidacion y sulfatacion son las vias metabdlicas principales de los
compuestos fenolicos en el higado, asi como ciertas enzimas del citocromo
P450. Sin embargo, muchos de los mecanismos por los que actuan los
metabolitos originados al ser metabolizados los polifenoles no son bien
conocidos debido a la falta de identificacion de los mismos, asi como a su baja
disponibilidad comercial. De esto modo, Ishimoto y cols., 2012, realizaron un
estudio donde comprobaron la capacidad oxidativa de varios polifenoles y sus
metabolitos, descubriendo que algunos de estos Ultimos tienen un mayor efecto

antioxidativo que sus predecesores.

Es importante identificar los metabolitos circulantes, incluyendo las
posiciones de los grupos conjugantes en la estructura del polifenol, debido a
que las posiciones pueden afectar a las propiedades biolégicas de los
conjugados. Los metabolitos polifendlicos circulan en la sangre unidos a
proteinas, en particular la albumina que representa la proteina principal
responsable de la unién. La albumina juega un papel importante en la
biodisponibilidad de los polifenoles. La afinidad de los polifenoles por la
albumina varia en funcién de su composicién quimica (Dangles O y cols.,
2001).

La union a la albumina puede tener consecuencias para la tasa de
eliminacién de los metabolitos y para su liberacién a las células y tejidos. Es
posible que la captacién celular de metabolitos sea proporcional a su
concentracion en moléculas libres. Todavia no esta claro si los polifenoles
tienen que estar en la forma libre para ejercer su actividad bioldgica, o que los
polifenoles unidos a la albumina puedan ejercer algunos efectos biologicos
(D’Archivio M y cols., 2007; Dufour C y cols., 2007).
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Finalmente, la acumulacion de polifenoles en los tejidos es la fase mas
importante de su metabolismo, porque esa es la concentracion que es
biolégicamente activa para ejercer los efectos de los polifenoles. Los estudios
han demostrado que los polifenoles son capaces de penetrar tejidos,
particularmente aquellos en los que se han metabolizado tales como el
intestino y el higado. La excrecion de polifenoles con su derivados ocurre a
través de la orina y la bilis. Se ha observado que los metabolitos extensamente
conjugados son mas propensos a ser eliminados en la bilis, mientras que los
pequefios conjugados, como monosulfatos, son preferentemente excretados en
la orina. La concentracion de metabolitos excretados en la orina es
aproximadamente correlativa a la concentracion méaxima plasmética. Por esto,
los efectos beneficiosos para la salud de los polifenoles dependeran tanto de la
ingesta como de su biodisponibilidad (D’Archivio M y cols., 2007).

1.2.2.4. Polifenoles y enfermedades humanas.

Varios estudios biolégicos sobre polifenoles han demostrado su actividad
antioxidante, antiviral, antimutagénica, antimicrobiana y antitumoral, sugiriendo
que el consumo de polifenoles dietéticos podria contribuir a prevenir
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, hipertension, asma,
envejecimiento, cancer o diabetes (Figura 6) (Pandey KB y Rizvi SlI, 2009;
Kawai Y, 2011; Ishimoto H y cols., 2012). Descubriéndose en la ultima década
que la actividad para la captacién de radicales libres de muchos de los
polifenoles presentes en la dieta es mas fuerte que la del acido ascérbico
(vitamina C), tocoferol (vitamina E) o glutation, los antioxidantes mas frecuentes

en el cuerpo humano (Hotta H y cols., 2002; Sakakibara H y cols., 2002).
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Figura 6: Estudios epidemioldgicos han revelado que los polifenoles proporcionan una
proteccion significativa contra el desarrollo de varias enfermedades crénicas tales como las
enfermedades cardiovasculares (ECV), cancer, diabetes, infecciones, envejecimiento, asma,

etc.
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Diversos estudios revelan como varios polifenoles pueden disminuir el
riesgo de sufrir arterioesclerosis y enfermedades cardiovasculares. Los
resultados mas significativos de estos estudios clinicos muestran un aumento
de la capacidad antioxidante en el plasma o en la orina, una disminucion en la
oxidacion del colesterol LDL y peroxidacion de lipidos, una disminucion de
glucosa en plasma o el colesterol total, y un aumento en colesterol HDL (Basu
Ay cols., 2010).

A su vez, numerosos estudios muestran los efectos antidiabéticos de los
polifenoles. Las catequinas del té se han investigado por su potencial efecto
anti-diabético. Los polifenoles pueden afectar la glucemia a través de diferentes
mecanismos, incluyendo la inhibicion de la absorcion de glucosa en el intestino
o de su absorcién periférica en los tejidos (Rizvi Sl y Zaid MA, 2001; Rizvi Sl y
cols., 2005).
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Varias investigaciones sugieren que la combinacion de compuestos
polifendlicos con efectos antioxidantes / anti-inflamatorios encontrados en
frutas y verduras puede mostrar eficacia contra el envejecimiento (Cao G y
cols., 1998; Joseph JA y cols., 2005). El grupo de los flavonoides conocidos
como antocianinas, son particularmente abundantes en frutas con colores
brillantes como las bayas, uvas y semillas de uva. Las antocianinas son
responsables de los colores en las frutas, y se ha demostrado que tienen
potente actividad antioxidante / anti-inflamatoria, asi como potencial para inhibir
la peroxidacion de lipidos y los mediadores inflamatorios de la ciclooxigenasa
(COX 1y 2) (Seeram NP y cols., 2003).

El estrés oxidativo y el dafio a macromoléculas del cerebro es un
importante proceso en las enfermedades neurodegenerativas. La enfermedad
de Alzheimer es uno de los desérdenes neurolégicos mas comunes que
ocurren y afecta a 18 millones de personas en todo el mundo. Debido a que los
polifenoles poseen esta naturaleza antioxidante, su consumo puede
proporcionar una proteccion neurolégica (Letenneur L y cols., 2007). Se ha
observado asi que las personas que beben entre tres a cuatro vasos de vino al
dia tienen un 80% menor incidencia de demencia y enfermedad de Alzheimer
en comparacion con los que no bebian o consumian menos cantidad de vino
(Scarmeas N, 2007).

La evidencia epidemiologica de que los polifenoles pueden proteger
contra la enfermedad pulmonar obstructiva proviene de estudios que han
informado de asociaciones negativas entre la ingesta de manzana y la
prevalencia e incidencia de asma, y una asociacion positiva con la funcién
pulmonar. El aumento del consumo de isoflavonas de soja, como la genisteina,
se asocié con una mejor funcion pulmonar en pacientes asmaticos (Tabak C y
cols., 2001; Woods R.K y cols., 2003; Smith L.J y cols., 2004).

Las propiedades anti-microbianas de productos vegetales han sido
reconocidas desde hace muchos afos, recientemente se ha renovado el
interés por las bayas y sus componentes fendlicos, tales como las antocianinas

y elagitaninos. Varios extractos ricos en polifenoles procedentes de bayas
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inhiben el crecimiento de bacterias enteropatdgenas como Salmonella,
Escherichia coli, Staphylococcus, Helicobacter, Bacillus, Clostridium, Giardia y
especies de Campylobacter, y fueron bacteriostaticos para 3 cepas de

Staphylococcus aureus (Anthony JP y cols., 2011).

Ademds, existen una gran variedad de estudios acerca de varios
polifenoles presentes en diferentes tipos de té y zumos de arandanos, que
demuestran las propiedades bactericidas de estos componentes contra el
S.mutans o S.sobrinus, dos de los microrganismos causantes de la caries
dental, ademas de la inhibicién en la formacion de la placa bacteriana por
Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum, dos de las especies de
bacterias asociadas con periodontitis crénica (Ooshima T y cols., 1993;
Matsumoto M y cols., 2003; Yamanaka A y cols., 2004; Bonifait L y Grenier D,
2010).

1.2.2.5. Polifenoles y cancer.

Los polifenoles son una parte esencial de la dieta humana, siendo los
flavonoides y acidos fendlicos los mas comunes en los alimentos. No es de
extrafiar que exista una creciente conciencia de que una menor incidencia de
cancer en ciertas poblaciones puede ser debida probablemente al consumo de
ciertos nutrientes, especialmente las dietas ricas en polifenoles. En
consecuencia, una diseccion sistematica del efecto quimiopreventivo de los
compuestos polifendlicos en los udltimos afios ha respaldado sus efectos
beneficiosos para la salud, incluyendo diversas propiedades anticancerigenas.
Teniendo en cuenta los retos de la terapia del cancer, utilizar farmacos
naturales para impedir o revertir la carcinogénesis en sus primeras etapas,
sigue siendo el enfoque mas practico y prometedor para el tratamiento de
pacientes con cancer (Link Ay cols., 2010).

Los polifenoles dietéticos pueden ejercer sus efectos contra el cancer a
través de varios mecanismos posibles, tales como la eliminacion de agentes
cancerigenos, la modulacion de la sefalizacion de las células cancerosas y
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actividades enzimaticas antioxidantes, induccion de apoptosis, asi como la
detencion del ciclo celular (Hu ML, 2011). Estos efectos se han observado en
varias localizaciones, incluyendo la boca, estbmago, duodeno, colon, higado,
pulmdn, glandula mamaria o la piel. Muchos polifenoles, tales como quercetina,
catequinas, las isoflavonas, lignanos, flavanonas, acido elagico, resveratrol y la
curcumina han sido probados, todos mostraron efectos protectores en algunos
modelos, aungque sus mecanismos de accion resultaron ser diferentes (Johnson
IT y cols., 1994).

La evidencia que se acumula estad mostrando que muchos fitoquimicos,
como el licopeno, la curcumina y el sulforafano, son capaces de ejercer
también actividades antioxidantes indirectas mediante el aumento de la
expresion de determinadas enzimas antioxidantes y proteinas citoprotectoras.
(Hu ML, 2011).

Los polifenoles son més conocidos por sus propiedades antioxidantes y
sus habilidades para actuar eliminando las especies reactivas del oxigeno
(ROS). ROS incluyen peroxido de hidrogeno (H205), el anion superoxido (O7)
y el radical hidroxilo (OH). ROS se forman como subproductos de la
respiracion mitocondrial o por el trabajo de ciertas oxidasas. ROS estan
implicados en muchos procesos celulares, actuando como segundos
mensajeros en la activacion de varias vias de sefalizacion que conducen a la
activacion de la transcripcion factores, mitogénesis, la expresién génica, y la
induccion de la apoptosis o muerte celular programada (Babich H y cols.,
2011).

El exceso de produccion de ROS, segun lo indicado por un cambio en el
estado redox celular, puede conducir al dafio oxidativo de proteinas, lipidos, y
ADN. Para prevenir el estrés oxidativo, la neutralizacion del exceso de ROS se
logra mediante las enzimas antioxidantes, incluyendo superoxido dismutasa
(SOD) para desintoxicar O," y catalasa y glutation peroxidasa para H,O;
(Moskaug J@ y cols., 2005).
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Por otro lado, hay algunos autores que reflejan que el consumo de altas
dosis de compuestos fendlicos incluso puede ser perjudicial para nuestra salud.
La capacidad antioxidante es una de las razones por las que los compuestos
fendlicos pueden prevenir el crecimiento de las células cancerosas. Sin
embargo, Decker EA argumentd que los polifenoles tienen efectos anti-
oxidacion y pro-oxidacién. Asi mismo, Fukumoto LR y Mazza G descubrieron
una doble actividad antioxidante y prooxidante para una variedad de polifenoles
derivados de plantas incluyendo el &cido galico, &cido protocatéquico, &cido
siringico, acido vinilico, acido elagico, acido cafeico, acido cumarico, acido
clorogénico, acido ferualico, miricetina, quercetina, rutina, kaempferol, catequina,
epicatequina, delfinidina, y malvidina (Decker EA, 1997; Fukumoto LR y Mazza
G, 2000).

1.2.3. Resveratrol.

El resveratrol (3,4',5-trihidroxi-trans-estilbeno) fue aislado por primera
vez en 1940 como un ingrediente de las raices del eléboro blanco (Veratrum
grandiflorum O. Loes) y desde entonces ha sido identificado en los extractos de
mas de 70 otras especies de plantas. Es un producto natural polifenélico
compuesto que se ha encontrado en una amplia variedad de especies de
plantas, incluidas las uvas, cacahuetes, diferentes tipos de bayas y extractos
de raices de hierbas como el Polygonum Cuspidatum. (Jang M y cols., 1997).
Ademas, es uno de los principales constituyentes del vino tinto (Gupta SC y
cols., 2011).

El resveratrol se encuentra actualmente reconocido como una molécula
bioactiva con potenciales efectos beneficiosos sobre la salud debido a su
amplia gama de propiedades farmacologicas y a la falta de efectos nocivos.
Este polifenol es bien conocido por su accién antioxidante, antinflamatoria,
analgésica, cardioprotectora, neuroprotectora, y luchar contra el envejecimiento
(Baur JA y Sinclair DA, 2006).

34

Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas



INTRODUCCION

Los efectos beneficiosos sobre la salud del resveratrol pueden ser
obstaculizados por su baja biodisponibilidad oral, que ha sido atribuida a la
absorcidn intestinal incompleta o a un metabolismo intestinal extenso (Juan ME
y cols.,, 2010). No hay evidencia directa para demostrar que la baja
biodisponibilidad del resveratrol es debida a su baja solubilidad en agua. Sin
embargo, diversos investigadores estan tratando de sintetizar anélogos de
resveratrol para mantener sus actividades biologicas, pero con una solubilidad
en agua mejorada (Pettit GR y cols., 2005).

Efecto antioxidante y antinflamatorio

El resveratrol puede inducir importantes enzimas celulares antioxidantes,
por ejemplo, las enzimas glutation peroxidasa, hemoxigenasa o superoxido
dismutasa, en las células cardiacas y vasculares, que se traduce en una
marcada atenuacion del estrés oxidativo. El resveratrol ademés regula la
expresion vascular y cardiaca de TNF-a e inhibe las NADPH oxidasas en los
vasos sanguineos. Es significativo como el resveratrol también puede inhibir la
produccion mitocondrial de especies reactivas de oxigeno en el tejido vascular.
Asi mismo, resveratrol tanto in vivo como a concentraciones nutricionalmente
relevantes in vitro demostr6 que inhibe varios procesos inflamatorios,
incluyendo la activacion de NF-kB, la expresion de genes inflamatorios y la
atenuacion de la adhesividad de los monocitos en el endotelio, contribuyendo a

sus efectos cardioprotectores contra el envejecimiento (Csiszar A, 2011).

Efecto cardioprotector y antiagregante

El resveratrol impide la agregacion de las plaquetas a través de la
inhibicién preferencial de la ciclooxigenasa 1 (COX 1), que sintetiza
tromboxano A2, un inductor de la agregacién plaquetaria y vasoconstrictor.
Ademas de esto, el resveratrol es capaz de relajar las arterias aisladas y los
anillos de aorta en la rata. La capacidad de estimular los canales dependientes
de potasio y estimular la sefalizacion del 6xido nitrico en el endotelio son otras
vias por las que el resveratrol ejerce su actividad como vasodilatador
Harikumar KB y Aggarwal BB, 2008; Pirola L y Frojdo S, 2008).
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La oxidacion de las particulas de LDL se asocia fuertemente con el
riesgo de enfermedades coronarias del corazén y los infartos de miocardio. Los
estudios han demostrado que el resveratrol inhibe potencialmente la oxidacion
de las particulas de LDL a través de la quelacion del cobre o por liberacion
directa de radicales libres. El resveratrol es el compuesto activo en el vino tinto
al que se le atribuye la "paradoja francesa", la baja incidencia de enfermedades
cardiovasculares entre los franceses a pesar de la ingesta en la dieta de grasas
y hébito tabaquico (Cucciolla V., 2007; Shakibaei M y cols., 2009).

Por ultimo, debemos saber que RSV inhibe la proliferacion in vitro de las
células del musculo liso humano y de conejo (CML), en respuesta a la
estimulacién por PDGF, endotelina, angiotensina I, y mitégenos del suero.
Reduce la proliferacién endotelial, atentia el engrosamiento de la capa intima
seguida de la denudacion del endotelio en conejos y reduce el area media de

las placas ateroscleroticas (Figura 7) (Wu J.M y cols., 2011).

Figura 7: Esquema que representa la cardioproteccion por el resveratrol atribuida a su
capacidad de actuar en multiples objetivos que inciden en la aterogénesis : oxidacion de LDL,
la agregacion plaquetaria, la proliferacion de células musculares lisas (CML) y el dafio de las

células endoteliales (CE).
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Efecto anticancerigeno

RSV ha demostrado actividad anti-tumoral in vitro en diversas células
tumorales y en la inhibicion in vivo de tumores en modelos experimentales de
animales. Es capaz de inhibir el crecimiento del cancer de manera dependiente
de la dosis y del tiempo. RSV provoca la detencion del ciclo celular debido a la

induccion de muerte celular por apoptosis (Soto BL y cols., 2011).

El resveratrol previene todas las etapas de desarrollo de cancer
(iniciacion, promocion y progresion) y se ha encontrado que es eficaz en la
mayoria de los tipos de cancer, incluyendo el de pulmén, piel, mama, prostata,
estdbmago y colorrectal. También se sabe que suprime la angiogénesis y la
metastasis. Datos mas extensos en cultivos de células humanas indican que el
resveratrol puede modular multiples vias involucradas en el crecimiento celular,
la apoptosis y la inflamacion. Los efectos anti-cancerigenos del resveratrol
parecen estar estrechamente relacionados con su actividad antioxidante, y se
ha demostrado que inhiben la ciclooxigenasa, hidroperoxidasa, la proteina
quinasa C, la fosforilacion de Bcl-2 y diversos reguladores del ciclo celular
(Athar My cols., 2007; Bishayee A, 2009).

De esta forma, parece ser que el resveratrol actua sobre las 2 vias
mediadoras de la apoptosis: aumentando la expresién en la membrana celular
de receptores de muerte como Fas (Nagata S, 1997) y facilitando la via
mitocondrial al disminuir la expresion de Bcl-2 y aumentar la de proteinas como
Bax (Green DR y Reed JC, 1998; Ferri KF y Kroemer G, 2001). Ademas, regula
la expresion de GRP78 en la via del reticulo endoplasmético; una nueva via
descubierta recientemente que también facilita la apoptosis. Todos estos
procesos conducen a la activacion de diferentes caspasas que concluyen con
la fragmentacién del ADN celular y apoptosis (Figura 8) (Lee As, 2001; Rao RV
y cols., 2004; Zhang Z y cols., 2006).

La mayoria de los informes indican que el resveratrol sensibiliza las
células tumorales para que actien otros agentes quimioterapéuticos. Por
ejemplo, se ha demostrado que sensibiliza lineas celulares de cancer humano

(neuroblastoma, el glioblastoma, el carcinoma de mama, carcinoma de
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prostata, leucemia y carcinoma pancreatico) a ciertos agentes
quimioterapéuticos como la doxorrubicina, citarabina, actinomicina D, el taxol, y
metotrexato, aumentando la apoptosis (Fulda S y Debatin KM, 2004). Del
mismo modo, el resveratrol potencia la apoptosis inducida por agentes
quimioterapicos como el cisplatino, el gefitinib, y paclitaxel en células de cancer
de pulmén (Zhao W y cols., 2011).

Figura 8: Esquema modelo por el que el resveratrol induce apoptosis celular.
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Otros efectos

Durante la ultima década se han propuesto varios mecanismos para
explicar las acciones glicoreguladoras del RSV. Se ha demostrado que este
polifenol aumenta la actividad de sirtuina-1 (SIRT1) y mejora la secrecion de
insulina y su sensibilidad, aumenta el nimero y la funcion mitocondrial y reduce
la glucosa, favoreciendo a los pacientes que padecen diabetes (Vang O y cols.,
2011).

Varios estudios en animales han indicado que RSV tiene un efecto
neuroprotector. Este efecto ha sido documentado en varios modelos animales
incluyendo los conejos, ratones o ratas y observando diferentes resultados
finales, tales como reduccién de la peroxidacion lipidica y la destruccion de las
células neuroldgicas, la atenuacion de las areas de lesiones inducidas, la
tolerancia inducida por una lesion cerebral, la reduccion de la frecuencia de las
convulsiones, alteracion de la coordinacion motora y el mejoramiento del
aprendizaje (Vang O y cols., 2011). El papel del resveratrol en la enfermedad
de Alzheimer todavia no esta claro, aunque algunos estudios recientes sobre
los compuestos bioactivos del vino de tinto indican que el resveratrol modula

multiples mecanismos de la enfermedad de Alzheimer (Anekonda TS, 2006).

Por ultimo, se ha estudiado también el fecto del RSV sobre los
osteoclastos y osteoblastos. Es de interés que el RSV tiene potencial tanto
para antagonizar la actividad de los osteoclastos como para promover la de los
osteoblastos, ya que podria servir como coadyuvante en el tratamiento de, por
ejemplo, la osteonecrosis por bisfosfonatos o la osteoporosis (Kupisiewicz Ky
cols., 2010).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS:
2.1. JUSTIFICACION

La creciente incidencia del COCE, con 5000 nuevos casos anuales y su
reciente aumento en la poblacion mas joven, demuestra la necesidad de un
mejor entendimiento de la epidemiologia, diagndstico, tratamiento y pronostico
de esta enfermedad.

A pesar de estas estadisticas, la esperanza es impulsada por los
recientes progresos que se estan realizando en nuestra comprension del
cancer y en la aparicion de tecnologias prometedoras que podrian ayudar a los
profesionales de la salud en la deteccién, evaluacion de riesgos y manejo de

esta enfermedad.

El complejo proceso de la carcinogénesis es debido principalmente a
factores ambientales y la dieta es una de esos factores, jugando un papel vital
en la etiologia de varias formas de cancer humano, tales como el cancer oral y
de cabeza y cuello. Hay pruebas convincentes de que podemos reducir el
riesgo de céncer, incluyendo el cancer oral, a través de cambios en nuestros

habitos alimenticios.

Una dieta rica en verduras, frutas, antioxidantes, té y fibra disminuye el
riesgo de cancer bucal y faringeo, debido a que estos nutrientes pueden
prevenir la activacion de los carcindbgenos y aumentar su desintoxicacion,
especialmente los efectos del tabaco, que es uno de los factores mas

importante implicados en el cancer oral.

Los polifenoles dietéticos pueden ejercer sus efectos contra el cancer a
través de varios mecanismos posibles, tales como la eliminacién de agentes
cancerigenos, la modulacion de la sefalizacion de las células cancerigenas y
actividades enziméaticas antioxidantes, la induccién de apoptosis, asi como la

detencion del ciclo celular.
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Por todo ello, son necesarios multiples estudios preclinicos que
optimicen el uso de los diferentes antioxidantes dietéticos para intentar mejorar

las tasas de supervivencia de los pacientes y su calidad de vida.

2.2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo pueden ser descritos en dos niveles; un
objetivo general que determina el planteamiento global de la investigacion y
unos objetivos especificos que articulan y ordenan los diversos aspectos del

objetivo general.

El objetivo general fue el estudio in vitro del efecto del resveratrol y la

irradiacion sobre el carcinoma oral de células escamosas.

El objetivo general fue desglosado en una serie de objetivos especificos
gque nos permiten sistematizar y responder a los diferentes aspectos que

nuestro estudio planteo:

Objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto del resveratrol y la irradiacién sobre la viabilidad
celular en la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-PJ
15.

2. Estudiar el efecto del resveratrol y la irradiacion sobre la apoptosis
celular en la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-PJ
15.

3. Estudiar el efecto del resveratrol y la irradiaicon sobre la migracion
celular en la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-PJ
15.
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4. Estudiar el efecto del resveratrol y la irradiacion sobre el ciclo celular en

la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-PJ 15.
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3. MATERIAL Y METODOS.

El trabajo de campo se llevé a cabo de Enero de 2011 a Abril de 2012,
dentro de las instalaciones del Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl) en las
Secciones de Cultivo de Tejidos, Redioproteccion y Residuos y Analisis de
Imagen de la Universidad de Murcia en Murcia, Espafia.

3.1. MATERIAL

LINEA CELULAR

-Linea celular de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-PJ15 (European

Collection of Cells Cultures).

Esta linea de carcinoma oral de células escamosas fue establecida en
1997 a partir de un tejido procedente de una lengua de un varén de 45 afios de
edad. Estas células adherentes han demostrado tener caracteristicas

epiteliales bien diferenciadas, expresando laminina y citoqueratinas (Figura 9).

Para la linea celular PE/CA PJ 15 hemos utilizado el medio IMDM
(medio Iscove modificado de Dulbecco) suplementado al 10% con suero fetal
bovino, estreptomicina y penicilina al 1% y glutamina (1mM). Los cultivos se
han mantenido a 37°C, con una humedad relativa del 90-95% y en una

atmosfera al 95% de oxigeno y 5% de CO, (Figura 10).
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Figura 9: Linea celular PE/CA-PJ15 en proceso de incubacion. (10x).

Figura 10: Incubadora a 37°C, con una humedad relativa del 90-95% y en una atmosfera al
95% de oxigeno y 5% de CO..
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METODO DE CULTIVO

Realizamos los cultivos a partir de viales criocongelados en nitrégeno
liquido a -196°C. Descongelamos los viales rapidamente en un bafio a 37°C,
pasando el contenido del vial a un frasco de cultivo de 75cm? con 10ml de
medio de cultivo. Cuando las células se habian unido al sustrato, cambiamos
de nuevo el medio para eliminar el crioprotector (dimetilsulféxido (DMSO) al

10%) que contenia el vial.

Para el cultivo masivo utilizamos frascos de 75cm? y medio de cultivo
IMDM (medio Iscove modificado de Dulbecco). Todo el instrumental usado fue
esterilizado previamente y realizamos la manipulacién de las células en cabinas
de flujo laminar vertical Telstar Bio-II-A. Controlamos el crecimiento celular

periodicamente mediante un microscopio invertido de contraste de fases.

Para realizar los subcultivos y obtener las células necesarias para
realizar los diferentes estudios, tratamos los cultivos confluentes con 3ml de
tripsina y 4&cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0,25% vy 0,53mM,
respectivamente), durante 10 minutos a 37°C. Tras despegar las células
mediante agitacion y afiadir 3ml de medio suplementado con suero bovino fetal,
fueron centrifugadas a 1000rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente
para eliminar la tripsina. Resuspendimos el sedimento en 2ml de medio fresco
para realizar el contaje de células vivas usando azul tripan en una camara
hemocitométrica y comprobando que la viabilidad celular media fuera del 99%
como minimo. A partir de la densidad celular obtenida calculabamos la cantidad

necesaria para el subcultivo o para los ensayos.

REACTIVOS

-El medio Iscove modificado de Dulbecco (IMDM), la glutamina, la
penicilina, la estreptomicina, el bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT), el dimetil sulfoxido (DMSO), el PBS, la ribonucleasa A

47

Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas



MATERIAL Y METODOS

(RNasa) pancreatica bovina, el yoduro de propidio procedian de Sigma-Aldrich
(Sigma Co; Espana).

- El suero bovino fetal (SBF) se compro a Gibco (EEUU).
-El etanol se obtuvo de Scharlab (Scharlab S.L; Espafia).

-El kit de apoptosis Cell Death Detection ELISAP-YS, 10X pertenece a
Roche (Roche Diagnostics GmbH; Alemania).

APARATOS

-Lector de placas de 96 pocillos (Servicio de Cultivo de Tejidos, Servicio
de Apoyo a la investigacion (SAl), Universidad de Murcia) modelo FLUOstar
Galaxy (BMG Lab. Technologies, USA), que realiza medidas de absorbancia en
placas multiples de 96 pocillos, y que dispone de los siguientes filtros: 340, 380,
405, 490, 520, 550, 560 y 690nm (Figura 11).

Figura 11: Lector de placas FLUOstar Galaxy.

-Microscopio 6ptico (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAI, Universidad de
Murcia) Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon corp; Japon) equipado con contraste
de fases, objetivos de 4, 10, 20 y 40 aumentos y epifluorescencia con un
conjunto de filtros para ultravioleta (Ex330-380; Di400; Ba435), azul (Ex470-
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490; Di510; Ba435) y verde (Ex510-560; Di580; Ba610). Acoplado a un
sistema de videofilmacion y fotografia digital (Figura 12).

Figura 12: Microscopio 6ptico Nikon Eclipse TE2000-U.

-Irradiador de rayos X de la marca YXLON (YXLON International AS,
Dinamarca) de 200kV y 4,5mA (Servicio de Radioproteccion y Residuos, SAl,
Universidad de Murcia), que consta de una unidad control modelo SMART 583
E y un tubo de rayos X modelo SMART 200 E (Figura 13).

Figura 13: Irradiador de rayos X YXLON
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-Citdbmetro de flujo (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAIl, Universidad de
Murcia) modelo FACSCalibur™ (Becton Dickinson, EEUU) equipado con laser
de argon de 15mW a 488nm y detectores para fluorescencia a longitudes de
onda aproximadas de 530, 585 y 661nm (Figura 14).

Figura 14: Citémetro de flujo FACSCalibur™.

COMPUESTO POLIFENOLICO

Para los ensayos hemos utilizado el 3,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene 5-
[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-benzenediol,  comiUnmente llamado
resveratrol, proporcionado por Sigma-Aldrich (Sigma Co; Espafia) (Figura 15y
16).

Figura 15: Estructura quimica del resveratrol.

HO

OH
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Figura 16: Resveratrol proporcionado por Sigma-Aldrich.

3.2. METODOS

1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE LA
VIABILIDAD CELULAR.

Tratamientos

La linea celular PE/CA-PJ 15 fue tratada con resveratrol a las siguientes
concentraciones: 5, 10, 25, 50 y 100uM, durante 24, 48 y 72 horas.
Ademas, las células fueron sometidas a dosis de radiaciéon de 0, 1, 2.5y 5

Gy dependiendo del grupo asignado.
Ensayo de la viabilidad celular (MTT)

Las células PE/CA-PJ 15 fueron cultivadas a una densidad de 2500
células por pocillo en placas de 96 pocillos durante 24 horas, tras lo que
afladimos el tratamiento preparado, realizando réplicas de 10 por cada
tratamiento. Pasadas las 24, 48 o 72 horas de incubacion con el resveratrol,

eliminamos el medio e incubamos las células segun las condiciones de
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cultivo con 200ul de MTT recién disuelto en medio durante 4 horas. Pasado
este tiempo, eliminamos el medio con el MTT no metabolizado y afiadimos
100l de DMSO a cada pocillo para solubilizar el formazano producido por
las células viales. Posteriormente se leyeron las placas en el FLUOstar
Galaxy, utilizando una longitud de onda de 570nm para la lectura y 690nm

como longitud de onda de referencia.

2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE LA
APOPTOSIS

Tratamientos

La linea celular PE/CA-PJ 15 fue tratada con resveratrol a las siguientes
concentraciones: 5, 10, 25, 50 y 100uM, durante 24, 48 y 72 horas.
Ademas, las células fueron sometidas a dosis de radiacion de 0, 1, 25y 5
Gy dependiendo del grupo asignado.

Ensayo de apoptosis mediante el kit Cell Death Detection ELISA™-YS,

10X

Las células PE/CA PJ-15 fueron cultivadas a una densidad de 2500 células
por pocillo en placas de 96 pocillos durante 24 horas, tras lo que afiadimos el
tratamiento preparado, realizando réplicas de 3 por cada tratamiento. Pasadas
las 24, 48 o 72 horas de incubacion con el resveratrol, eliminamos el medio de
cultivo y procedimos segun las instrucciones del fabricante afiadiendo 200ul de
Lisis Buffer e incubamos durante 30 minutos a una temperatura de 21°C.
Centrifugamos las placas con el lisado a 200g durante 10 minutos.
Posteriormente, transferimos 20ul del sobrenadante de nuestras muestras
centrifugadas y 3 replicas de control positivo cuidadosamente a las
microplacas proporcionadas en el kit. Afladimos 20ul de tampoén de incubacion
y 80ul del inmunoreactivo (Anti-Histona-Biotina y anti-DNA-POD). Incubamos la
placa en agitacion a 300rpm durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras ese
tiempo, retiramos la solucién por succion y aclaramos cada pocillo 3 veces con
250-300ul de tampon de incubacion. Pipeteamos a cada pocillo 100ul de la

solucion ABTS e incubamos de nuevo en agitacion a 250rpm hasta que se
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produjera la reaccién colorimétrica, aproximadamente durante unos 20 minutos.
Para finalizar, se afadieron 100ul de la solucion de parada ABTS y se midieron
las placas de 96 pocillos utilizando el lector FLUOstar Galaxy a una longitud de

onda de referencia aproximada de 490nm.

3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE LA
MIGRACION CELULAR.

Tratamientos

La linea celular PE/CA PJ 15 fue tratada con resveratrol a las siguientes
concentraciones: 5, 10, 25, 50 y 100uM. Ademas, las células fueron sometidas
a dosis de radiacion de 0, 1, 2.5 y 5 Gy dependiendo del grupo asignado.

Ensayo de migracion celular (wound healing assay)

Para este ensayo, cultivamos las células a una densidad adecuada en
placas de 6 pocillos hasta que alcanzaran la confluencia. En ese momento,
despejamos de células varias zonas (wounds) paralelas utilizando una punta
amarilla de pipeta estéril, cambiamos el medio de cultivo para retirar las células
despegadas y administramos los tratamientos por duplicado. Tomamos
imagenes de las zonas despejadas, teniendo como referencia marcas
realizadas en el fondo del pocillo con rotulador permanente, tras despejar las
zonas (0 horas), a las 4 y a las 8 horas de tratamiento, utilizando un

microscopio Nikon Eclipse TE2000-U.
Analisis cuantitativo de la distancia de migracion

Evaluamos la distancia recorrida por las células en cada fotografia mediante
técnicas de analisis de imagen (Sistema MIP-4, Digital Image System,
Barcelona; Servicio de Analisis de Imagen, SAl, Universidad de Murcia) (Figura
17). Para ello, todas las imagenes fueron transformadas a escala de grises y
calibradas (X: 1,88679 um; Y: 1,88679), tras lo que se tomaron 10 medidas del

espacio libre de células; calculando posteriormente el valor medio.
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Determinamos la distancia de migracion comparando el ancho del espacio libre
en cada momento con respecto a la medida de esa misma zona a tiempo cero,

segun la siguiente férmula (Valster, 2005):

Distancia de migracion = (Ao/2) — (A/2)
Ao = Ancho del espacio libre de células inicial

A: = Ancho del espacio libre de células a tiempo t

Figura 17: Sistema MIP-4, Digital Image System Barcelona.
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4. ESTUDIO DEL EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL CICLO
CELULAR.

Tratamientos

La linea celular PE/CA-PJ 15 fue tratada con resveratrol a las siguientes
concentraciones: 50 y 100uM, durante 24, 48 y 72 horas. Ademas, las
células fueron sometidas a dosis de radiacion de 0, 1, 25 y 5 Gy
dependiendo del grupo asignado.

54

Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas




MATERIAL Y METODOS

Estudio del ciclo celular mediante citometria de flujo

Cultivamos la linea celular a una densidad adecuada en placas de 6
pocillos (PE/CA-PJ15: 200.000 células), permitiendo que las células
crecieran durante 24 horas antes de afiadir los tratamientos. Tras 24, 48 y
72 horas de tratamiento con resveratrol, las células, con una confluencia
menor del 80%, fueron recolectadas mediante tripsinizacion y centrifugadas
a 214g durante 10 minutos. Las células fueron resuspendidas en 200ul de
PBS vy fijadas con etanol (70% en PBS) a 4°C durante 30 minutos. Mas
tarde, se centrifugaron de nuevo a 214g durante 10 minutos y
resuspendidas en 800ul de PBS. Posteriormente, se incubaron a 37°C
durante 30 minutos con 100ul de yoduro de propidio (concentracion final de

40ug/ml) y 100ul de RNasa (concentracion final de 100ug/ml).

El contenido de ADN de las células tefidas fue estudiado mediante un
citometro de flujo modelo FACSCalibur™ utilizando el laser de argén de
488nm para tomar datos de FSC (forward scatter), SSC (side scatter) y de
intensidad de fluorescencia del yoduro de propidio (PLA-2) de 20000

eventos.

Los datos fueron analizados mediante el software CELLQUEST vy el
programa MODFIT (Becton Dickinson, EEUU). Esta técnica permite calcular
la intensidad de fluorescencia de un fluorocromo que se une al ADN (yoduro
de propidio), permite distinguir las células que se encuentran en las
diferentes fases Go-G1, G>-M 0 S del ciclo celular. Los resultados finales se

expresan en porcentajes de células con tres contenidos distintos de ADN:
1-Contenido fase G,-G;.
2-Contenido de fase S.

3-Contenido de fase G,-M (Figura 18).
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Figura 18: Andlisis de datos mediante el software CELLQUEST vy sistema MODFIT.
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3.3. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS®
(version 12.0) para Windows, en el cual hemos efectuado los siguientes

procedimientos estadisticos:
Estadistica inferencial:

Para el analisis comparativo de las variables se consider6 que la
hipétesis nula (existencia de una relacibn de independencia entre las
variables), se deberia rechazar (cuando esta se rechaza, se considera que la
relacion entre las variables es de dependencia), cuando la probabilidad minima
de rechazo (el llamado “p-valor’) no sea superior al nivel critico estandar de
0.05. Para ello, se ha realizado el siguiente contraste para el estudio de las

asociaciones entre las variables cuantitativas continuas:

- Test «KANOVA» de un factor: Para comparar tres 0 mas medias
(de muestras independientes), cuando eran tres 0 mas las variables que se

comparaban.
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4. RESULTADOS

4.1. Efecto del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad
celular en la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-
PJ 15.

El tratamiento de la linea celular PE/CA PJ 15 con resveratrol (0-
100 pM) e irradiacion (0,1, 2.5 y 5 Gy) durante 24, 48 o 72 horas
provoco una disminucion significativa de la viabilidad celular, que resultd
dependiente de la duracion de la incubacién, de la concentracion de

polifenol utilizada y de la dosis de radiacion.

24 horas

La concentracion minima que disminuyd la viabilidad celular
respecto al control (OuM) de forma significativa fue la de 5uM, sin aplicar
dosis de radiacién (0Gy). Sin embargo, la concentraciébn que produce
una mayor disminucion en la viabilidad celular en todos los casos es la
de 100uM, tanto sin aplicar dosis de radiacibn como a 1, 2.5y 5 Gy,

respectivamente.

Aungque encontramos datos muy significativos sin recibir dosis de
radiacion, con 24 horas de incubacion, las diferencias en cuanto a la
viabilidad celular dentro de los grupos que recibieron radiacion, todavia
no son muy relevantes (Tabla 2 y Figura 19).
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Tabla 2: Porcentaje de viabilidad de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y tratada

con resveratrol (5-100 uM) durante 24 horas respecto al control (media + desviacién estandar);

cada valor es la media de, al menos, 10 medidas. Resv.: resveratrol.

79,90 £ 12,01 100,39 = 9,05 93,75 * 16,86 99,24 + 12,66
88,02 + 13,07 98,01 +7,26 93,98 + 6,96 97,99 +£10,01
102,28 + 8,61 96,49 + 9,86 97,14 + 6,15 100,08 = 7,15
95,78 + 10,83 98,61 + 7,83 97,24 + 5,23 98,18 + 10,49
79,65 + 6,01 87,04 £ 10,55 91,62 + 6,45 94,28 + 7,47
<0,001 0,016 0,622 0,725

Figura 19: Porcentaje de viabilidad de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y tratada
con resveratrol (5-100 uM) durante 24 horas respecto al control (media + desviacion estandar);

cada valor es la media de, al menos, 10 medidas. Resv.: resveratrol.
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48 horas

Tras 48 horas de tratamiento, la concentracién minima que disminuy6 de
forma significativa la viabilidad celular respecto al control no tratado fue 10uM a
una dosis de radiacion de 1Gy. Asi mismo, la concentracion que produjo una

mayor disminucién de la viabilidad celular fue en todos los casos la de 50uM, a
59

Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas



RESULTADOS

excepcion del grupo de células que recibié 2.5Gy de radiacion, donde la

méxima disminucion de la viabilidad celular respecto al control tuvo lugar a una

concentracion de 100uM (Tabla 3 y Figura 20).

Tabla 3: Porcentaje de viabilidad de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y tratada

con resveratrol (5-100 pM) durante 48 horas respecto al control (media + desviacion estandar);

cada valor es la media de, al menos, 10 medidas. Resv.: resveratrol.

66,32 + 13,10 113,56 *+ 21,65 95,37 £ 9,11
65,57 £ 5,86 93,09 + 6,21 90,81 + 7,37
64,42 +5,18 97,67 £ 13,21 89,37 £9,74
62,05 + 3,88 88,41 + 8,12 93,47 +4,81
63,49 + 3,71 90,16 + 7,44 88,72 + 6,21
0,704 <0,001 0,268

90,51 + 10,76
91,05+9,61
90,01 + 12,65
86,73 + 7,88
90,82 + 10,28
0,881

Figura 20: Porcentaje de viabilidad de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y tratada

con resveratrol (5-100 uM) durante 48 horas respecto al control (media + desviacién estandar);

cada valor es la media de, al menos, 10 medidas. Resv.: resveratrol.
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72 horas

Transcurridas 72 horas de incubacion, la concentracion minima de
resveratrol que produce un descenso significativo de la viabilidad celular con
respecto al control es la de 5uM, sin recibir dosis de radiacion y con 5Gy,
puesto que con 1Gy y 2.5Gy de radiacion, la concentracion minima es de
10uM.

En este caso, la disminucion de la viabilidad celular tras 72 horas de
tratamiento, es mucho mas acentuada que con 24 y 48 horas de incubacion.
Existen diferencias significativas en todos los grupos de radiacién, siendo la
concentracion de 100uM la que provoca un severo descenso de la viabilidad

celular en todos los casos (Tabla 4 y Figura 21).

Tabla 4: Porcentaje de viabilidad de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y tratada
con resveratrol (5-100 uM) durante 72 horas respecto al control (media + desviacion estandar);

cada valor es la media de, al menos, 10 medidas. Resv.: resveratrol.

89,17 + 15,62 110,24 £ 12,44 102,74 + 7,77 74,46 + 4,11
90,60 + 5,48 84,18 + 10,15 59,79 + 7,43 84,66 + 11,37
47,81 £ 6,87 61,25 + 5,46 44,92 + 5,86 71,82 +7,36
22,21 +1,95 33,18 +2,01 22,34 + 2,56 36,71+ 2,93
2,90 + 0,64 5,67 +0,76 3,68 + 0,87 6,78 + 1,42
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Figura 21: Porcentaje de viabilidad de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y tratada
con resveratrol (5-100 uM) durante 72 horas respecto al control (media + desviacion estandar);

cada valor es la media de, al menos, 10 medidas. Resv.: resveratrol.

Resveratrol 72 horas
H5uM B10pM 25 pM E50 uM 100 uM

140

20 +

3 * * * %
E T

£ 120

g

s

£ 100 —F

@

=

2 30+

-4

2 I
5 o0 I

g I

: I
T 40

2

&

s

L

g

o

o

0Gy 1 Giosis de radiacién (G GY 5Gy

(0Gy, p<0,001; 1Gy, p<0,001; 2.5Gy, p<0,001; 5Gy, p<0,001)

Figura 22: Aspecto de las células de la linea PE/CA-PJ15 cultivadas durante 24, 48 y 72 horas

en presencia de 0, 50 y 100uM de resveratrol.
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4.2. Efecto del resveratrol y la irradiacion sobre la apoptosis
celular en la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-
PJ 15.

El tratamiento de la linea celular PE/CA PJ 15 con resveratrol (0-
100 pM) e irradiacion (0,1, 2.5 y 5 Gy) durante 24, 48 o 72 horas

provocd un aumento significativo de la apoptosis celular, que resultd

dependiente de la duracion de la incubacién, de la concentracion

de polifenol utilizada y de la dosis de radiacion.
24 horas

La incubacion de las células PE/CA PJ 15 con resveratrol durante
24 horas no produjo un aumento significativo de la apoptosis en la
mayoria de los grupos de concentracion, manteniéndose todos los
valores comprendidos entre 5-50uM proximos a los de las células

control.

La concentracibn minima que produjo un mayor aumento de la
apoptosis de manera significativa en valores absolutos fue 5uM a 2.5Gy
de dosis de radiacion. Sin embargo, con una concentracion de 100uM,
los datos son muy significativos en todos los grupos de radiacion,
elevandose notablemente Ila cantidad de apoptosis conforme
aumentamos la dosis de radiacién desde 0Gy a 5Gy (Tabla 5 y Figura
23).
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Tabla 5: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y
tratada con resveratrol (5-100 uM) durante 24 horas (media + desviacién estandar); cada valor

es la media de, al menos, 10 medidas.

0 Gy 1Gy 2,5 Gy 5 Gy

Control 0,0282 + 0,0073 0,0236 + 0,0055 0,0284 £ 0,0086 0,0271 = 0,0043
5uM 0,0099 + 0,0091 0,0129+0,0144 0,0311+0,0109 0,0157 £0,0047
10 pM 0,0124 + 0,0079 0,0194 +0,0066 0,0369 + 0,0065 0,0174 = 0,0047
25 uM 0,0202 + 0,0054 0,0170 +0,0036 0,0297 + 00,0056 0,0224 + 0,0078
50 puM 0,0135+0,0022 0,0185+0,0040 0,0231 +0,0114 0,0144 +0,0080
100 pM 0,1252 +0,0136 0,1637 +£+0,0165 0,2197 +0,0491 0,3354 + 0,0718
p-valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Figura 23: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy)
y tratada con resveratrol (5-100 pM) durante 24 horas (media + desviacion estandar); cada

valor es la media de, al menos, 10 medidas

Apoptosis Resv 24h

wControl w5 pM w10 pM w25 pM w50 pM @100 pM

04 * * * *

Absorbancia

0Gy 1Gy 25Gy 5Gy

Dosis de radiacién (Gy)

(0Gy, p<0,001; 1Gy, p<0,001; 2.5Gy, p<0,001; 5Gy, p<0,001)

48 horas

Después de 48 horas de tratamiento se observa una menor actividad
sobre la apoptosis celular. Sin embargo, podemos observar como las mayores
concentraciones (25-100uM) provocan un aumento gradual significativo de la
apoptosis celular en todos los grupos de radiacion.
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El tratamiento que mayor aumento de la apoptosis celular provoca con
datos muy significativos en ambos grupos es 100uM a 0 y 5Gy de dosis de
radiacion (Tabla 6 y Figura 24).

Tabla 6: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y

tratada con resveratrol (5-100 uM) durante 48 horas (media + desviacion estandar); cada valor

es la media de, al menos, 10 medidas.

0,0197 + 0,0189 0,0034 +0,0068 0,0136 + 0,0182 0,0271 + 0,0043
0,0017 + 0,0014 0,0039 +0,0068 0,0154 +0,0036 0,0028 + 0,0076
0,0304 + 0,0242 0,0060 +£0,0121 0,0199 + 0,0185 0,0135 * 0,0096
0,0297 + 0,0099 0,0463 £0,0293 0,0761 +0,0648 0,0681 + 0,0429
0,0356 + 0,0054 0,0527 +0,0307 0,0699 + 0,0097 0,0622 + 0,0274
0,1152+0,0311 0,0782+0,0435 0,0759+0,0175 0,1034 + 0,0204
<0,001 0,014 0,038 0,001

Figura 24: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy)
y tratada con resveratrol (5-100 uM) durante 48 horas (media + desviacion estandar); cada

valor es la media de, al menos, 10 medidas.

Apoptosis Resv 48h

wControl @5 pM w10 pM w25 pM m50 pM w100 pM

0,16
0,14 * * * *
0,12

01
0,08

rbancia

20,06
<00

bs

0,02

0Gy 1Gy 25Gy 5Gy

-0,02

Dosis de radiacion (Gy)

(0Gy, p<0,001; 1Gy, p=0,014; 2.5Gy, p=0,038; 5Gy, p=0,001)
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72 horas

Transcurridas 72 horas de incubacion se observa un repunte en la
actividad de la apoptosis celular. De esta forma, volvemos a observar como las
mayores concentraciones (25-100uM) provocan un aumento gradual

significativo de la apoptosis celular en todos los grupos de radiacion.

El tratamiento que mayor aumento de la apoptosis celular provoca con
datos muy significativos en todos los grupos vuelve a ser 100uM a 1Gy de

dosis de radiacion (Tabla 7 y Figura 25).

Tabla 7: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy) y
tratada con resveratrol (5-100 uM) durante 72 horas (media + desviacion estandar); cada valor

es la media de, al menos, 10 medidas.

0 Gy

0,0281 £ 0,0099
0,1111 + 0,0624
0,1097 + 0,0219
0,1647 + 0,0127
0,2759 + 0,0541
0,8436 + 0,3858
0,001

1 Gy

0,0451 + 0,0111
0,1674 £ 0,0494
0,1534 + 0,0488
0,2178 +0,1112
0,4961 + 0,3967
1,0027 £ 0,2106
0,001

2,5 Gy

0,1236 + 0,0995
0,1762 + 0,0177
0,1481 + 0,0056
0,2164 + 0,0413
0,3501 + 0,0585
0,9447 + 0,1822
<0,001

S gy

0,1734 + 0,0581
0,2352 + 0,0614
0,1995 + 0,0035
0,2568 + 0,0813
0,3249 £+ 0,0125
0,7559 * 0,1403
<0,001
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Figura 25: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PE/CA PJ 15 irradiada (0-5 Gy)
y tratada con resveratrol (5-100 uM) durante 72 horas (media £ desviacién estandar); cada

valor es la media de, al menos, 10 medidas.

Apoptosis Resv 72h
@ Control m5 M m10 tM ®25 pM ®50 pM =100 pM
14
" * * * *
. ]
. | [

=
o)

Absorbancia

=
'S

o
(3]

,
j Z

0Gy 1Gy 2,5Gy 5Gy

[=

Dosis de radiacion (Gy)

(0Gy, p=0,001; 1Gy, p=0,001; 2.5Gy, p<0,001; 5Gy, p<0,001)

4.3. Efecto del resveratrol y la irradiaicén sobre la migraciéon celular
en la linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA PJ
15.

El tratamiento de la linea celular PE/CA PJ 15 con resveratrol de 0-100uM e
irradiacion (Tabla 8), produce un descenso de la migraciéon celular de manera

significativa a:

-1Gy tras 8 horas de tratamiento, siendo la concentracion de 100uM la

que produce un mayor efecto (Figura 27).

-2.5Gy tras 8 horas de tratamiento, siendo igualmente 100uM la
concentracion que ocasiond un mayor efecto sobre la migracion celular (Figura
28).

-5Gy tanto a las 4 como a las 8 horas de tratamiento. Sin embargo, a las
4 horas la concentracion que mas disminuye la migracion celular es 50uM,
volviendo a remontar la de 100uM transcurridas las 8 horas de tratamiento

(Figura 29).
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Tabla 8: Distancia de migracion (um; media + desviacion estandar) de la linea celular PE/CA
PJ 15 tratada con resveratrol (5-100 uM) e irradiada con 0, 1, 2.5 y 5 Gy; cada valor es la

media de 8 medidas.

1Gy 2.5Gy 5Gy

Tiempo T8 T4 T8 T4 T8 T4 T8

Control 137,41+ 40,03 237,23 £69,35 138,44 +17,01 311,33 +31,94 158,62 + 5,22 295,95 + 25,87 173,58 + 19,81 305,56 + 26,72
5uM 144,19 + 42,81 276,12 + 36,38 145,59 + 14,21 294,17 +7,93 141,27 + 23,04 276,64 + 45,84 146,85 + 4,95 276,23 + 10,57
10 um 131,05 + 19,58 228,30 £ 30,79 126,89 + 28,64 258,49 + 35,94 152,04 + 37,74 253,02 + 14,86 130,25 + 13,01 249,14 + 26,26
25 uM 104,21 + 34,96 186,98 + 48,34 117,94 £ 29,77 249,34 +41,78 127,44 + 8,43 259,28 +44,84 109,25 + 22,32 196,33 + 22,62
50 uM 156,91 + 37,68 216,95 + 14,68 141,36 £+ 9,15 235,38 + 24,03 129,01 + 22,36 203,86 + 50,31 118,87 + 8,17 188,91 + 15,73
100 pM 134,60 + 11,44 210,73 £17,08 118,05 + 9,37 203,31 + 21,82 101,86 + 40,96 195,21 + 21,31 126,72 + 19,37 186,81 + 12,76
p-valor 0,386 0,104 0,246 0,001 0,082 0,006 <0,001 <0,001

Figura 26: Distancia de migracién (um; media + desviacion estandar) de la linea celular PE/CA

PJ 15 tratada con resveratrol (5-100 pM) sin irradiar; cada valor es la media de 8 medidas.
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Figura 27: Distancia de migracion (um; media + desviacion estandar) de la linea celular PE/CA
PJ 15 tratada con resveratrol (5-100 uM) e irradiada con 1Gy; cada valor es la media de 8

medidas.

Resveratrol 1 Gy
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(t4, p=0,246; 8, p=0,001)

Figura 28: Distancia de migraciéon (um; media + desviacion estandar) de la linea celular PE/CA
PJ 15 tratada con resveratrol (5-100 puM) e irradiada con 2,5Gy; cada valor es la media de 8

medidas.
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Figura 29: Distancia de migracion (um; media + desviacion estandar) de la linea celular PE/CA
PJ 15 tratada con resveratrol (5-100 uM) e irradiada con 5Gy; cada valor es la media de 8

medidas.
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Figura 30: Migracion de células de la linea PE/CA-PJ15 tratadas con resveratrol 0, 50 y 100uM

transcurridas 0, 4 y 8 horas de incubacion.
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4.4. Efecto del resveratrol y la irradiacién sobre el ciclo celular en la

linea de carcinoma oral de células escamosas PE/CA-PJ 15.

La incubacion de las células PE/CA PJ15 con resveratrol a concentraciones
de 50uM y 100uM durante 24-72 horas causo severas alteraciones en el ciclo
celular, ya que hubo cambios significativamente estadisticos en el porcentaje
de células que se encontraban en cada una de las fases, en todos los grupos

de estudio.

Las células no tratadas se encontraban a las 24 horas distribuidas casi por
igual en las 3 fases del ciclo celular, sin embargo, conforme transcurren las 48-

72 horas, se produce un aumento de la fase Go-G; en detrimento de la fase S.

24horas-50uM: se produce un ligero aumento de la fase S en la mayoria

de los grupos de estudio a consta de la disminucion de la fase G,-M (Tabla 9 y
Figura 31).

Tabla 9: Efectos de la combinacién de resveratrol (50 uM) e irradiacién sobre el porcentaje de

células en las distintas fases del ciclo celular, después de 24 horas de incubacion (ANOVA).

Control 37,05 1,64 28,84 +£1,16 34,11 +1,84
50uM 62,50 £ 1,93 14,85 + 2,09 22,64 + 0,81
50uM-1Gy 35,61 +£2,13 14,88 + 2,06 49,51 +4,21
50uM-2.5Gy 43,31 + 2,24 24,68 + 1,06 32,01 + 3,31
50uM-5Gy 34,18 £ 2,94 31,66 + 1,88 34,15+1,11
p-valor <0,001 <0,001 <0,001

71

e ——
Estudio in vitro de los efectos del resveratrol y la irradiacion sobre la viabilidad, apoptosis,
migracion y el ciclo celular en el carcinoma oral de células escamosas



RESULTADOS

Figura 31: Efectos de la combinacion de resveratrol (50 uM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 24 horas de incubacion (ANOVA).

Resveratrol 50uM-24 horas

120%

100% -
60% -
40% -
20% -
0% - T T T T
25Gy 5Gy

Control 0Gy 1Gy
Dosis de radiacion (Gy)

o’
=]
&2

S

uG2-M
uG0-Gl

Porcentaje de células

(Go-G1, p<0,001; G,-M, p<0,001, S, p<0,001)

100uM-24horas: se produce un aumento de la fase S conforme vamos

aumentando la dosis de radiacion en detrimento de la fase G,-M. Si no
aplicamos dosis de radiaciéon, el aumento en el porcentaje celular se produce

entonces en la fase Go-G; (Tabla 10 y Figura 32).

Tabla 10: Efectos de la combinacion de resveratrol (100 uM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 24 horas de incubacion (ANOVA).

Control 37,05+ 1,64 28,84+ 1,16 34,11 + 1,84.
100uM 55,53+ 7,64 15,39 £+ 4,14 29,07 + 3,83.
100uM-1Gy 38,25+ 3,51 22,53 £ 0,97 39,21 + 4,05.
100uM-2.5Gy 35,87 £2,42 22,27 +0,51 41,91 +2,01.
100uM-5Gy 34,07 + 3,59. 8,59 +4,81 57,32 +7,83.
p-valor 0,001 <0,001 <0,001
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Figura 32: Efectos de la combinacién de resveratrol (100 pM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 24 horas de incubacion (ANOVA).

Resveratrol 100uM-24 horas
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100% -
80% -
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Control 0Gy 1Gy
Dosis de radiacion (Gy)

Porcentaje de células

(Go-G1, p=0,001; G,-M, p<0,001, S, p<0,001)

50uM-48horas: se produce una disminucién muy relevante de la fase

G,-M conforme aumentamos la dosis de radiacion, provocando el aumento de
la fase S, a diferencia del grupo donde no aplicamos radiacion, donde el
aumento del porcentaje celular se observa en la fase Go-G; (Tabla 11 y Figura
33).

Tabla 11: Efectos de la combinacion de resveratrol (50 uM) e irradiacion sobre el porcentaje de

células en las distintas fases del ciclo celular, después de 48 horas de incubacién (ANOVA).

Control 40,33+ 1,31 26,79 £ 2,92 32,87 +£1,62
50uM 66,21 + 3,48 4,08 +2,18 29,71 £ 1,89
50uM-1Gy 51,19+ 1,74 1,19+1,23 47,61 £ 0,61
50uM-2.5Gy 45,66 + 2,71 0,85+ 0,89 53,49 + 2,17
50uM-5Gy 43,87 + 3,11 1,51 + 0,56 54,61 £ 2,54
p-valor <0,001 <0,001 <0,001
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Figura 33: Efectos de la combinaciéon de resveratrol (50 uM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 48 horas de incubacion (ANOVA).
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(Go-Gy1, p<0,001; G,-M, p<0,001, S, p<0,001)

100uM-48horas: aumento de la fase S en la mayoria de los grupos de

estudio en detrimento de la fase G,-M, donde llega a ser casi inexistente al

someter las células a 5Gy de dosis radiacion (Tabla 12 y Figura 34).

Tabla 12: Efectos de la combinacion de resveratrol (100 uM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 48 horas de incubacion (ANOVA).

Control 40,33 +1,31 26,79 £ 2,92 32,87 £1,62
100uM 48,91 + 1,89 3,01+2,72 48,07 + 1,96
100uM-1Gy 40,93 £ 1,48 31,78 £ 1,09 27,28 + 2,36
100uM-2.5Gy 29,72 +1,48 5,46 £ 0,94 64,81 + 0,62
100uM-5Gy 37,92 +231 0,31+0,28 61,77 £ 2,35
p-valor <0,001 <0,001 <0,001
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Figura 34: Efectos de la combinacién de resveratrol (100 uM) e irradiacidon sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 48 horas de incubacion (ANOVA).

Resveratrol 100uM-48 horas

120%

100% -
ms
60% 1 uG2-M
uG0-Gl
40% -
20% -
0% - T T T T
25Gy 5Gy

Control 0Gy 1Gy
Dosis de radiacion (Gy)

(0]
[==]
2

s

Porcentaje de células

(Go-G1, p<0,001; G,-M, p<0,001, S, p<0,001)

50uM-72horas: disminucion en el porcentaje celular de las fases Go-G3

y G2-M en todos los grupos de estudio y conforme aumentamos la dosis de
radiacion, a favor del crecimiento de la fase S (Tabla 13 y Figura 35).

Tabla 13: Efectos de la combinacion de resveratrol (50 pM) e irradiacion sobre el porcentaje de

células en las distintas fases del ciclo celular, después de 72 horas de incubacién (ANOVA).

Control 53,95+ 4,74 24,32 £ 3,84 21,73 £ 3,92
50uM 30,72 +1,22 11,29+ 1,85 57,98 +1,18
50uM-1Gy 16,22 + 1,68 13,63 £ 1,89 70,13+1,31
50uM-2.5Gy 6,82 +1,21 19,59 + 1,06 73,58 +1,91
50uM-5Gy 7,80 £ 0,85 21,65 +4,19 70,55 £ 4,99
p-valor <0,001 0,001 <0,001
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Figura 35: Efectos de la combinacion de resveratrol (50 uM) e irradiacién sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 72 horas de incubacion (ANOVA).
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100uM-72horas: se produce una disminucion en el porcentaje celular de

las fases Go-G; y G,-M y conforme aumentamos la dosis de radiacion, a favor
del crecimiento masivo de la fase S. Sin embargo, en el grupo de células que
no recibié radiacién, no se produjo un aumento de la fase S tan relevante
(Tabla 14 y Figura 36).

Tabla 14: Efectos de la combinacion de resveratrol (100 uM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 72 horas de incubacion (ANOVA).

Control 53,95+ 4,74 24,32 £ 3,84 21,73 £ 3,92
100uM 56,73 £ 1,35 0,55 + 0,57 42,71 +1,38
100uM-1Gy 3,51+ 2,07 0,57 £ 0,99 95,92 +1,91
100uM-2.5Gy 12,83 +2,41 00 87,16 £ 2,41
100uM-5Gy 9,61 +1,32 00 90,39 + 1,32
p-valor <0,001 <0,001 <0,001
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Figura 36: Efectos de la combinacién de resveratrol (100 pM) e irradiacion sobre el porcentaje

de células en las distintas fases del ciclo celular, después de 72 horas de incubacién (ANOVA).
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5. DISCUSION

El cancer oral es el quinto cancer mas incidente y la séptima causa mas
comun de muerte por canceres en el mundo. La incidencia anual en todo el
mundo de cancer oral se estimd en 274.000 casos, lo que representa el 2,5%
de todos los tumores malignos en el afio 2002. (Chen HM y cols., 2011).

Aunque el tratamiento de la enfermedad en estadios tempranos
(estadios | o II) tiene con frecuencia éxito, las recurrencias de la enfermedad
ocurren aproximadamente en el 20% al 30% de los pacientes, en particular las
locales o linfaticas. Para pacientes con enfermedad avanzada (estadios Il o
IV), la terapia estandar es mucho menos exitosa. Menos del 30% de ellos
consiguen cura. A pesar de los avances recientes en cirugia, radioterapia y
quimioterapia, la tasa de supervivencia global a los 5 afios para los pacientes
en fases avanzadas de la enfermedad es de las més bajas de los principales
tipos de cancer y no ha cambiado durante las ultimas dos décadas (Funk GF y
cols., 2002; Neville BW y Day TA, 2002). Como utilizando los tratamientos
estandar no se consigue curar esta enfermedad, es necesario continuar con la

investigacién de nuevos agentes quimioterapéuticos.

Durante los ultimos afios, se ha focalizado una gran atencion sobre los
antioxidantes naturales presentes en alimentos y bebidas debido a su funcién
en la prevencion del cancer (Surh, 2003). Entre éstos, el resveratrol ha ganado
interés como agente quimiopreventivo capaz de inducir la apoptosis en
diferentes lineas celulares de cancer (Ulrich S y cols., 2005; Fulda y Debatin,
2006). Ademas, el tratamiento con resveratrol parece no causar efecto
apoptoético en las células y tejidos normales (Baur y Sinclair, 2006; Bishayee,
2009).

Estas propiedades se apreciaron por primera vez cuando Jang M y cols.,
(1997), demostraron que el resveratrol posee un caracter quimiopreventivo y
citostatico a través de las tres grandes etapas de la carcinogénesis, es decir,

iniciacion, promocion y progresion. Desde entonces, se ha producido un aluvion
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de articulos que informan acerca de la implicacion del resveratrol en la
quimioprevencion del cancer a través de una amplia gama de acciones, que no
son del todo bien conocidas. Al parecer, el resveratrol promueve la apoptosis
en células de cancer mediante el bloqueo de las proteinas anti-apoptoticas de
expresion o por inhibicién de la transduccion de diversas sefiales. (Fulda S y
Debatin KM, 2006).

En el presente estudio, hemos optado por utilizar dosis de resveratrol
que van desde 5uM a 100uM para el tratamiento de las células, basandonos en
nuestra busqueda de los estudios realizados por otros. Para el resveratrol, la
mayoria de los estudios in vitro utilizan concentraciones que oscilan entre 1-
100uM. Sin embargo, las concentraciones que muestran un efecto detectable

sobre la viabilidad celular son entre 25-100uM. (Simon HU y cols., 2000).

En nuestro estudio, el resveratrol ha mostrado un efecto citotoxico sobre
la linea celular PE/CA-PJ15 de carcinoma oral de células escamosas. Dicho
efecto, se puso de manifiesto tanto en la medicion de la viabilidad celular como
en la apoptosis. En ambos casos, el efecto de resveratrol aumenta de manera
directamente proporcional a la concentracion y al tiempo. La viabilidad celular
fue menor transcurridas las 72 horas de incubacion celular y utilizando la
concentracion mayor de 100uM, al igual que ocurre con la apoptosis celular,
que aumenta de manera considerable transcurridas las 72 horas de
tratamiento. Existen gran cantidad de estudios que demuestran las propiedades
del resveratrol frente a la viabilidad celular y la apoptosis celular, en lineas
celulares de cancer de prostata (Rashid A y cols., 2011), pancreas (Roy SK'y
cols., 2011; Zhou JH y cols., 2011), colon (Vanamala J y cols., 2011), linfomas
(Hussain AR y cols., 2011) y cancer nasofaringeo (Huang TT y cols., 2011). Del
mismo modo, Zhang Q y cols., (2005), observaron como el resveratrol a dosis
de 0-100uM es capaz de disminuir la viabilidad celular en una linea de

carcinoma oral de células escamosas de lengua.

Si comparamos el efecto del resveratrol con otros estudios que utilizan

diferentes agentes polifendlicos sobre la misma linea celular, como el realizado
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por Lopez-Jornet P y cols., (2011), encontramos que transcurridas las 72 horas
de tratamiento, la disminucién de la viabilidad celular es mucho mayor que la
que proporciona la curcumina, si bien las concentraciones empleadas de

resveratrol son mas altas.

En el estudio de Huang TT y cols., 2011, encontraron que el resveratrol
puede actuar en las 3 vias mediadoras de la apoptosis sobre tres lineas
celulares de carcinoma nasofaringeo, uno de ellas de carcinoma de células
escamosas: aumentando la expresion en la membrana celular de receptores de
muerte como FasL, facilitando la via mitocondrial al disminuir la expresion de
Bcl-2 y aumentar la de proteinas como Bax y regulando la expresion de GRP78
en la via del reticulo endoplasmatico. Todos estos procesos conducen a la
activacion de diferentes caspasas que concluyen con la fragmentacion del ADN

celular y apoptosis.

Hussain AR y cols., 2011, descubrieron que el resveratrol favorece la
apoptosis en una linea celular de linfoma B a través de la activacién de las
caspasas 3y 9y la escision de PARP. Asi mismo, en el estudio de Wang Y y
cols., (2012) observaron como el pteroestilbeno, un analogo natural dimetilado
del resveratrol, provocé apoptosis celular de manera dependiente de la dosis
en dos lineas celulares de tumor de mama a traveés de la escision de PARP.
En el estudio de Roslie H y cols., 2012, encontraron que uno de los estilbenos
analogos del resveratrol produjo apoptosis en la linea celular K562 de leucemia
mieloide cronica al activar las caspasas 3 y 9. Ademas, descubrieron de
manera evidente que esta apoptosis se producia por la via mitocondrial. El
estudio de Jiang H y cols., (2010), también mostr6 que la combinacién de
resveratrol y sulforafano a concentraciones de 25uM aumenta la apoptosis en
una linea celular de glioma mediante la activacién de la caspasa-3 por la via

mitocondrial, al favorecer la liberacion del citocromo C al citoplasma.

En cuanto al efecto que presenta el resveratrol sobre la migracion
celular, nuestros resultados han mostrado que este polifenol provoca una fuerte

inhibicion en la capacidad de migracion celular en nuestra linea de estudio. En
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el estudio de Jiang H y cols., (2010), encontraron como el resveratrol inhibe la
migracion celular en una linea celular de glioma, y este efecto es mucho mayor
al combinarlo con el tratamiento de sulforafano, un isotiocianato que se
encuentra en grandes concentraciones en coliflores. La distancia después de
un tratamiento combinado con RSV y SFN fue del 91% en comparacion a la
distancia del control a las 0 horas, lo que indica que la migracién de células fue
casi completamente inhibida. Cicha | y cols., (2011), también observaron que el
resveratrol a concentraciones de 10-20uM inhibe la migracion endotelial y

monocitica.

El presente estudio también mostré que el resveratrol produce en la
linea celular estudiada un arresto del ciclo celular en la fase S en detrimento de
las fases Go-G1 y G2-M. En el estudio de Baarine M y cols., (2011), realizado
sobre una linea de celular tumoral de corazén en ratones, encontraron que el
RSV es un potente inductor de apoptosis asociada con una acumulacion de las
células en la fase S del ciclo celular, mientras que en las células musculares
cardiacas normales RSV no induce la muerte celular. Soto BL y cols., (2011),
observaron como el RSV interfiere en la proliferacion y ciclo celular de manera
dependiente de la dosis (1.5-50uM) en lineas celulares humanas de melanoma,
neuroblastoma y en esplenocitos y células sanguineas mononucleares de

raton.

La radioterapia es una modalidad terapéutica establecida para varios
tipos de cancer. La radioterapia es limitada debido a su toxicidad grave hacia
las células normales cuando se aplica a dosis altas, mientras que tiene un
minimo efecto sobre las células cancerosas a dosis bajas. Por lo tanto, la
busqueda de agentes y modalidades que podrian aumentar la sensibilidad de
las células tumorales a la radiacion es muy importante. (Reagan-Shaw S y
cols., 2008).

Nuestros resultados revelan un efecto sinérgico en la linea celular PE/CA-PJ15,
cuando sumamos la radioterapia al tratamiento con resveratrol. Tras 24 horas
de incubacién, observamos mayor tasa de apoptosis al aplicar 5Gy de dosis de

radiacion, al igual que ocurre con 1Gy y 2.5Gy transcurridas las 72 horas de
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tratamiento. Del mismo modo, la migracion celular disminuye
considerablemente conforme aumentamos la dosis de radiacion, siendo la
concentracion de 100uM y aplicando 5Gy donde observamos la mayor
inhibicion migratoria. A su vez, al aumentar la dosis de radiacion podemos
observar como los efectos del resveratrol sobre el ciclo celular cambian,
favoreciéndose el incremento de la fase S en detrimento de las otras dos fases
del ciclo. En un estudio reciente, Rashid A y cols., 2011, encontraron que el
tratamiento con resveratrol (0-10uM) combinado con 2-8 Gy de dosis de
radiacion sobre dos lineas celulares de cancer de prostata provoco una mayor
disminucién de la viabilidad celular, aumento de la apoptosis celular y mayor
arresto del ciclo celular en la fase S, que las células no tratadas o tratadas
exclusivamente con resveratrol. Zoberi | y cols., 2002, demostraron que el
tratamiento previo con resveratrol en células de cancer cervical aumenta el
efecto de la radiacion ionizante de forma dosis-dependiente. Ademas, el
resveratrol también inhibe la division celular y causa la detencion del ciclo

celular en la fase S.

De todas maneras, son precisos nuevas investigaciones para determinar
o evaluar el uso potencial del resveratrol, tanto como agente preventivo que
podemos obtener facilmente en diversas frutas y plantas, como su uso
especifico a mayores concentraciones como coadyuvante en el tratamiento
contra el cancer oral. Por lo tanto, este tipo de estudio abre nuevas lineas de
investigacién, en las que se pueden valorar los efectos combinados de los
polifenoles con los quimioterapicos mas empleados y, a su vez, su USsO
conjunto con la radiacion, para optimizar todos los recursos que estan a

nuestro alcance.
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. CONCLUSIONES

1. EI mayor efecto del resveratrol sobre la viabilidad celular de la linea
celular PE/CA-PJ15 se produjo transcurridas 72 horas de incubacion y

con 100uM de dosis de tratamiento.

2. El resveratrol mostr6 un efecto sinérgico sobre la apoptosis celular al
combinarlo con irradiacion, apareciendo mayores cifras de apoptosis a
dosis de 100uM y 5Gy, en la linea PE/CA-PJ15 de COCE.

3. Dosis de 50uM y 100uM de resveratrol mostraron un mayor efecto sobre
la migracién celular en la linea celular PE/CA-PJ15 de COCE en

combinacioén con una dosis de radiacion de 5Gy.

4. El tratamiento con resveratrol sobre la linea celular PE/CA-PJ15 de
COCE produce un arresto del ciclo celular en la fase S que es
directamente proporcional a la concentracion, tiempo de incubacion y

dosis de radiacion.
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