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RESUMEN

OBJETIVO: La relacion que existe entre el cancer y la enfermedad
tromboembdlica venosa (ETV) es bien conocida debido a la participacion del sistema
hemostatico en la angiogénesis y la metastasis tumorales. El objetivo consiste en
investigar el efecto in vitro de las heparinas de bajo peso molecular (HBPMs),
particularmente, la enoxaparina sédica, y el cisplatino en el carcinoma oral de células

escamosas (COCE).

MATERIAL Y METODOS: La linea H357 del COCE fue tratada
independientemente y simultdaneamente con enoxaparina sédica a 0,1, 0,5, 1, 5, 10,
50, 100 ug/ml y/o con cisplatino a las concentraciones de 1, 2, 4, 8 and 10 uM durante
24, 48 y 72 horas de incubacion. Se realizaron diversos experimentos de viabilidad
celular, apoptosis y migracion celular con el fin de conocer los efectos de dicho

tratamiento combinado.

RESULTADOS: EIl quimioterapico cisplatino y la enoxaparina sédica redujeron la
viabilidad celular del COCE. El mayor efecto inhibitorio fue observado mediante la
combinacion de 8 y 10 uM de cisplatino y 100 ug/ml de enoxaparina sédica. Asimismo,
las concentraciones de 8 y 10 uM de cisplatino en combinacion con la enoxaparina
sbédica, aumentaron significativamente la apoptosis tras 48 horas de incubacion
(p=0,008; p=0,009 respectivamente). La capacidad de migracion celular fue también
inhibida mediante el tratamiento concomitante a las 18 y 24 horas.

CONCLUSIONES: La enoxaparina sédica, en combinacion con el cisplatino,
aumenta la apoptosis y reduce la viabilidad celular asi como la capacidad de migracion

tumoral.



ABSTRACT

OBJECTIVE: The relationship between cancer and venous thromboembolism
(VTE) is well-established due to the involvement of hemostatic system on tumor
angiogenesis and metastasis. To investigate the in vitro effect of low-molecular-weight
heparins (LMWHSs), particularly, sodium enoxaparin, and cisplatin in oral squamous cell
carcinoma (OSCC).

MATERIALS AND METHODS: The OSCC cell line H357 was treated
independently or simultaneously with sodium enoxaparin at 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100
ug/ml and/or cisplatin at 1, 2, 4, 8 and 10 uM concentrations after 24, 48, and 72 h of
incubation. The combination effects of sodium enoxaparin and cisplatin were evaluated

by measuring cell viability, apoptosis as well as migration ability.

RESULTS: Anti-cancer drug-cisplatin and sodium enoxaparin reduced OSCC cell
viability. The most significant inhibitory effect was observed at 8 and 10 uM cisplatin
concentrations in combination with 100 ug/ml sodium enoxaparin. Likewise, 8 and 10
uM cisplatin and sodium enoxaparin doses significantly increased apoptosis after 48
hours of incubation (p=0,008; p=0,009 respectively). Migratory ability was also inhibited
by this concomitant treatment after 18 and 24 hours.

CONCLUSIONS: Sodium enoxaparin, in combination with cisplatin, increases
apoptosis and reduce cell viability and tumour-migration ability.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

1.1.1. Contextualizacion e incidencia

Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el término “cancer”
como un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolados de células que puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. Este suele invadir el tejido
circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo. También
indica que muchos tipos de cancer se podrian prevenir evitando la exposicion a
factores de riesgo comunes como el humo de tabaco. Ademas, la deteccion y

tratamiento precoces, aumentarian los indices de curacion.

El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados como en
aquéllos en vias de desarrollo. La incidencia para todos los canceres es mas frecuente
(casi el doble) en paises desarrollados que en paises en vias de desarrollo (tanto en
hombres como en mujeres), sin embargo, el indice de mortalidad en paises
desarrollados sélo es entre un 8%-15% mayor. Todo ello es debido a que en los paises
en vias de desarrollo la dieta es nutricionalmente pobre (escasa ingesta de frutas y
verduras), el habito tabaquico se desarrolla a partir de tabaco inmaduro, y las
infecciones son frecuentes (Torre y cols., 2015).

El cancer de cabeza y cuello es uno de las diez canceres mas comunes en todo
el mundo, el sexto concretamente, afectando a mas de 500.000 individuos cada afo
(Rivera y Venegas, 2014; Hyakusoku y cols., 2016). Los canceres de cabeza y cuello
constituyen un grupo de tumores malignos localizados en los senos paranasales,
nasofaringe, cavidad oral (mucosa labial y bucal, encia, paladar duro, suelo de boca,
trigono retromolar y dos tercios anteriores de la lengua), orofaringe (paladar blando,
amigdalas palatinas, base de lengua, pliegues del musculo palatogloso, valéculas
epigléticas y pared posterior de la faringe), hipofaringe, laringe, y glandulas salivares.
Dentro de esta clasificacion se excluyen los tumores de la piel, los cerebrales y los

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células
escamosas 1



Introduccion

tiroideos (Noguti y cols., 2012; Huang y O’sullivan, 2013; Chi y cols., 2015; Friemel y
cols., 2016).

El carcinoma de cavidad oral es el mas frecuente, siendo la lengua la localizacion
mas frecuentemente afectada y la que peor prondstico presenta. Mas del 90% de los
tumores de la cavidad oral y orofaringe son carcinomas orales de células
escamosas (COCEs). Se trata de una neoplasia derivada del epitelio escamoso
estratificado de la mucosa oral (Rivera y Venegas, 2014; Chi y cols., 2015). El COCE
representa el 6% de todas las malignidades (Ahn y cols., 2016), alcanzando la octava
posicion a nivel mundial (Ng y cols., 2017). EI COCE en su localizacién mas habitual
(lengua) siempre ha sido un tumor predominante en hombres de 50-60 afios asociados
a los factores de riesgo tabaco y alcohol (Ng y cols., 2017). No obstante, existe un
aumento de casos de COCE relacionados con el virus del papiloma humano (VPH) en
hombres con multiples parejas sexuales y sin exposicion a los tradicionales factores
de riesgo (Marur y Forastiere, 2016). Asimismo, también comienzan a aparecer casos
de mujeres jévenes y sin exposicion a dichos factores. Este fenbmeno todavia hoy no
tiene una base concluyente, por lo que se requiere una gran implicacion por parte de
la OMS y de la IARC para su estudio y resolucion (Ng y cols., 2017).

A nivel mundial, se estiman alrededor de 686.000 nuevos casos y 376.000 muertes
relacionadas por afo (Ahn y cols., 2016; Yadav y cols., En prensa). Se predice una
incidencia de 856.000 casos en 2035 debido a los cambios demograficos (Shield y
cols., 2017). La mortalidad por COCE a nivel mundial sigue siendo alta, debido a que
la mayoria son diagnosticados en estadios avanzados, y debido también a los fracasos
de los tratamientos, ya sea por recurrencias loco-regionales (15-50%) o por metastasis
a distancia (Hyakusoku y cols., 2016; Sakamoto y cols., 2016).

Si valoramos la incidencia del cancer de labio y cavidad oral segun el area
geografica, Melanesia y Asia sur-central (especialmente en la India) son los lugares
donde existe una mayor incidencia de COCE tanto en hombres como en mujeres por
su elevada exposicion al tabaco. Los canceres de labio son muy frecuentes en Europa
central y oriental (por el habito tabaquico), y en Australia (por las radiaciones solares)
(Torre y cols., 2015; Shield y cols., 2017) (Figura 1).

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células
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En comparacion con décadas pasadas, la incidencia de cancer de labio y cavidad
oral ha aumentado en mujeres, en diversos paises del sur y oeste de Europa, lo que
refleja el aumento del consumo del tabaco por parte de este sexo (Torre y cols., 2015).

La incidencia de canceres orofaringeos es elevada en América del Norte y Europa,
especialmente en Hungria, Slovakia, Alemania y Francia, y parece estar asociada con
el alcohol, el tabaco y el VPH (Shield y cols., 2017).

La incidencia de canceres nasofaringeos es elevada en Africa del norte y sury
este de Asia, asociado con la susceptibilidad genética y la infeccion por el virus de
Epstein-Barr asi como con la exposicion a factores de riesgo carcinogeénicos (Shield y
cols., 2017).

Figura 1. Tasa de incidencia de cancer de cavidad oral por sexo y area geografica (Torre y cols., 2015).
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1.1.2. Etiopatogenia

Actualmente, existen una serie de factores de riesgo intimamente relacionados
con la aparicién del COCE. De entre ellos, algunos no pueden ser modificados, por ser
endogenos (edad, sexo, raza o enfermedades sistémicas de tipo hormonal, hepatica o
metabalica). En cambio, los factores de riesgo exdgenos constituyen el principal riesgo
de desarrollar este tipo de cancer, por lo que su desaparicion, lo reduciria de forma
significativa. En el desarrollo de los canceres de la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe
y laringe, el alcohol y el tabaco con los principales factores de riesgo exogenos. En el
cancer de nasofaringe y en el de orofaringe las infecciones por virus como el VPH,
estan fuertemente relacionados con su desarrollo (Descamps y cols., 2016; Friemel y
cols., 2016; Marur y Forastiere, 2016).

Cabe destacar que pequefios grupos de poblacion aislados pueden presentar
cancer oral sin ningun tipo de contacto con estos factores de riesgo altamante
asociados a este cancer. En el articulo del afio 2016 de Faden y cols. (Faden y cols.,
2016), un grupo de pacientes estadounidenses jovenes (menores de 45 afios)
desarrollaron cancer de lengua sin haber tenido contacto alguno con el tabaco, alcohol,
VPH u otros virus, e incluso con cualquier otro factor carcinogénico. Las mutaciones
del gen supresor tumoral p53 mostraron, en un 55% de los casos de este estudio,
similitudes con aquellas mutaciones encontradas en pacientes expuestos a los
factores etiopatogénicos conocidos y que también desarrollaron el COCE. Aunque sus
resultados no son concluyentes ni extrapolables a la poblacién general, se han de tener
en cuenta para futuras investigaciones (Faden y cols., 2016).

* Tabaco

El tabaco es el factor etiologico principal en el desarrollo de canceres de cabeza y
cuello (Zhang y cols., 2015). El riesgo global de desarrollar cancer oral en pacientes
fumadores es entre 7-10 veces mayor que para aquellos no fumadores (Xu y cols.,
2007), incluso en pequenas cantidades (Zhang y cols., 2015). No obstante, existe un

riesgo mas elevado de desarrollarlo cuanto mayor sea el tiempo en que se mantiene
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el habito tabaquico, cuando el tipo de tabaco es negro, cuando se comienza a fumar
en una edad temprana, y cuando la inhalacion del humo es profunda (D' Mello y cols.,
2016). También supone un mayor riesgo cuando el tabaco es mascado o sin
combustidn, y se combina con otras sustancias como el paan o el betel. Aunque la
composicion del betel varia segun la localizacion geografica, generalmente esta
compuesto de hoja de betel, nuez de areca y lima, con o sin tabaco. Al menos 2
alcaloides de los aproximadamente 6 que estan presentes en la nuez de areca, se han
identificado como posibles carcinogenos (D' Mello y cols., 2016). Este tipo de habito
tabaquico es el principal factor de riesgo en paises como India y China. En la India, su
consumo ha aumentado desde un 19% en 1998 hasta un 25% en 2010 (entre 15-49
afnos) (Sinha y cols., 2016) llegando a representar el primer cancer que afecta a
hombres y el tercero de entre las mujeres indias (D' Mello y cols., 2016). Actualmente,
el tabaco (fumado y mascado) es el responsable del 90% de los canceres orales
acontecidos en el sudeste asiatico (D' Mello y cols., 2016). El 71% de las muertes
relacionadas con el cancer de labio, cavidad oral y faringe en paises desarrollados
estan relacionadas con el tabaco. Asi, es también causante de un 37% de las muertes

en paises en vias de desarrollo.

El cigarrillo, especialmente cuando combustiona, genera cientos de téxicos y
carcinogenos (mas de 7000) que son inhalados, como los benzopirenos,
hidrocarbonos policiclicos aromaticos, nitrosaminas especificas del tabaco, benzeno
(causante de leucemias), formaldehido (un irritante y carcinégeno), mondéxido de
carbono y cianuros (asfixiantes), acroleina (un irritante), y polonio (un carcindégeno
radiactivo). Estos contribuyen a la carcinogénesis a través de su unién al acido
desoxirribonucleico (ADN) y la produccion de mutaciones que pueden llevar a la
transformacion celular o incluso a la muerte celular. Asimismo, desencadenan también

procesos de inflamacion, estrés oxidativo, y cambios epigenéticos (Gao y cols., 2013).

La nicotina es el principal componente del cigarrillo. Originariamente se pensaba
que solo producia efectos adictivos, sin embargo, hoy sabemos que altera algunas
funciones celulares relacionadas con la mitosis, la angiogénesis y el crecimiento de
muchos tipos celulares, incluyendo las células cancerigenas de cabeza y cuello.

Ademas, hay estudios afirman que la nicotina inhibe la apoptosis inducida por el
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cisplatino (Xu y cols., 2007; Arias y cols., 2010). En el estudio in vitro de Arias LR. y
cols. (Arias y cols., 2010), la linea celular CAL27 derivada del cancer oral de células
escamosas en lengua, fue estimulada con 20uM de cisplatino en concomitancia con
diferentes concentraciones de nicotina (0.1uM; 0.5uM; 1uM; 5uM; 10uM) para
determinar si la adicidon de nicotina inhibia la apoptosis celular inducida por cisplatino.
Sus resultados determinaron que, a las concentraciones de 0.5uM y 1uM de nicotina,
se observo el mayor efecto inhibitorio. A la concentracion de 0.1uM no se observo
ningun efecto y, en las altas concentraciones de 5uM y 10uM, disminuy6 su funcién
inhibitoria. No obstante, el crecimiento celular siempre estuvo mas disminuido (existio
mas apoptosis) cuando so6lo se estimularon las células con cisplatino. Estos resultados
estan relacionados con aquellos estudios clinicos que muestran que los pacientes con
cancer que continuan fumando, presentan porcentajes de supervivencia menores que
aquellos que eliminaron el habito tabaquico antes del tratamiento del cancer

(Warnakulasuriya y cols., 2005).

Cabe también citar la aparicién en 2007 de los cigarrillos electréonicos en EEUU.
Estos contienen propilenglicol, glicerina vegetal, saborizantes y/o nicotina, y otras
sustancias cuya composicion no ha sido revelada. Su combustion a altas temperaturas
libera compuestos carcinogénicos tales como el formaldehido, acetaldehido y la
acroleina; ademas de oxidantes y especies reactivas de oxigeno, metales pesados y
compuestos organicos volatiles tales como el tolueno. Aunque todavia se necesitan
estudios que revelen el mecanismo por el cual los cigarrillos electronicos rompen las
cadenas del ADN, existe evidencia cientifica que revela la citotoxicidad de los mismos,
aumentando asi los porcentajes de apoptosis y necrosis celular. Por todo ello, son
necesarios mas estudios que indiquen si el dafio producido en el ADN puede llevar a
mutaciones y, en ultima instancia, a producir cancer (Yu y cols., 2016).

*  Alcohol

En Europa, el alcohol es el tercer factor de riesgo causante de enfermedad y
mortalidad después del tabaco y la hipertension (Scoccianti y cols., 2016). Esta

relacionado con alrededor del 10% de todos los canceres que ocurren en hombres
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europeos; asi como con el 3% de aquéllos acontecidos en mujeres. El riesgo de
desarrollar cancer de la cavidad oral y faringe es alrededor de 5 veces mayor en
bebedores que en no bebedores; ascendiendo a 35 veces mayor el riesgo en aquellos
que son también fumadores en comparacion con los que ni fuman ni beben (Lépez-
Lazaro, 2016). Los efectos y riesgo carcinogénicos son similares para todas las
bebidas alcohdlicas, debido a que el etanol es el factor causal comun. La posibilidad
de desarrollar COCE estara relacionado con la cantidad y frecuencia de alcohol
ingerido, asi como con su concentracién (Scoccianti y cols., 2013; Lopez-Lazaro, 2016;
Scoccianti y cols., 2016). El alcohol no s6lo aumenta el riesgo de cancer en estas
areas, también de desarrollarlo en la laringe, esofago, higado, colon, recto y mama
(Bagnardi y cols., 2015).

Ademas, el sexo masculino o femenino, la edad y el nivel socioeconémico, son
determinantes influyentes en los niveles de consumo de alcohol. Los hombres vy,
sobre todo si son jovenes o de mediana edad suelen beber mas alcohol, sobre todo
en los paises de Europa Central, Oeste y Norte (Scoccianti y cols., 2016). Datos
recientes de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OCDE)
(Figura 2) muestran que los individuos de 15 afios o mas, beben una media de 9,4
litros de alcohol puro al afo.

Figura 2. Consumo medio de ingesta de alcohol de individuos europeos >15 afios en 1980 y 2012

(litros/capita/afio) (Scoccianti y cols., 2016).
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El consumo tiende a ser mayor en paises del este o del centro de Europa (Estonia,
Lituania y Austria) con un consumo medio mayor de 12 litros per capita. En cambio,
los paises del mediterraneo (Italia, Malta, Grecia) y paises nérdicos (Noruega, Suecia,
Islandia) tienen menores niveles de consumo, unos 6-8 litros per capita. En cuanto al
nivel socioeconémico cabe indicar que, las mujeres con mayor nivel cultural, tienden a
beber mas alcohol; mientras que los hombres con menos nivel educativo, son los que

mas suelen ingerir alcohol (Scoccianti y cols., 2016).

El mecanismo biologico por el cual el alcohol causa cancer, no esta todavia claro
porque el etanol no es un factor mutagénico en si. En cambio, ciertas sustancias
presentes en las bebidas alcohdlicas como N-nitrosodietilamina (en cervezas y
whiskeys), e hidrocarbonos policiclicos aromaticos (en algunos whiskeys) son
carcinogenos (Reidy y cols., 2011). Sin embargo, es la metabolizacion del alcohol la
que produce un agente con un alto potencial mutagénico, el acetaldehido, el cual es
considerado el principal agente carcindgeno del alcohol, por su capacidad de dafiar el
ADN celular. Esta metabolizacion ocurre mayoritariamente en el higado; sin embargo,
los niveles de acetaldehido salivales altos en bebedores, reflejan que la metabolizacidon
también ocurre en la cavidad oral (Kurkivuori y cols., 2007; Connor, 2016). Son algunas
bacterias del grupo Streptoccocus las encargadas de dicha metabolizacién del etanol
a acetaldehido a través de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH). Este mecanismo
podria explicar el por qué pacientes con una higiene oral deficiente tienen un riesgo
aumentado también (no soélo los bebedores) de desarrollar cancer oral (Kurkivuori y
cols., 2007; Reidy y cols., 2011).

Otra posible explicacidon al mecanismo biologico por el cual el alcohol esta
relacionado con la aparicion de cancer oral, viene reflejado en el estudio de Miguel
Lépez-Lazaro (Lépez-Lazaro, 2016). Este destaca la importancia del efecto citotdxico
local que el alcohol ejerce sobre las células del epitelio oral. De esta manera, cuando
la ingesta de alcohol es regular y, por ende, el efecto citotoxico, aumenta el tiempo en
que las células de la mucosa oral y esofagica se dividen (14-20 dias y 21 dias
respectivamente). Son entonces las células madre que se encuentran en capas mas
profundas de la mucosa y que no estuvieron en contacto con el etanol, comienzan a

dividirse para reemplazar a las células muertas del epitelio. Cada vez que las células
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se dividen, estan expuestas a mas errores asociados al proceso de division celular
(mutaciones durante la replicaciéon del ADN, aberraciones cromosomicas, ...) lo que
las hace altamente vulnerables a mutagenos endogenos y exdgenos (especies
reactivas de oxigeno, tabaco, acetaldehido, ...). Por lo tanto, cuantas mas divisiones
celulares acumule una célula madre a lo largo de su vida, mas alteraciones podra
acumular en el ADN, y mayor sera el riesgo de transformacion maligna. A través de
este proceso, el alcohol permite la penetracién de factores carcinbgenos.

La posible relacién entre el uso de enjuagues bucales con alcohol y el desarrollo
de cancer oral, fue por primera vez informado por Weaver y cols. en 1979 (Weaver y
cols., 1979). El etanol es empleado como solvente en muchos enjuagues dentales, con
concentraciones entre el 5% y el 27% del volumen. Sus caracteristicas antisépticas,
su facil disponibilidad y su bajo coste lo hacen muy atractivo para las empresas.
Actualmente, no existe un consenso acerca de la posible relacion entre el uso de
dichos enjuagues bucales con contenido alcohdlico y el cancer oral. Siendo
necesarios, de este modo, estudios epidemiolégicos comparativos mejor disefiados
(Lachenmeier y cols., 2009; Reidy y cols., 2011).

* VPH

De los 2.635.000 nuevos casos de cancer (excluyendo los canceres de piel no-
melanoma) que acontecieron en la Union Europea en 2012, se estima que
aproximadamente 185.000 estan relacionados con la infeccion con el VPH, los virus
de la hepatitis By C (VHB, VHC), y el Helicobacter pylori. Los canceres causados por
el VPH incluyen todos los canceres de cuello de utero, la mayoria de los canceres
anales (88%), y canceres de vagina (70%), vulva (43%), pene (50%), y orofaringeos
(26%). Son 12 los tipos de VPH reconocidos por la IARC como carcinbgenos humanos-
VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59-. En concreto, el VPH16 esta

relacionado con el 95% de los canceres orofaringeos (Villain y cols., 2015).

En la ultima década se ha producido un aumento del carcinoma orofaringeo, sobre
todo en las amigdalas y en la base de la lengua (tercio posterior), y una disminucion
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de los carcinomas de hipofaringe y laringe. Este cambio ha acontecido en paralelo con
una exposicion al VPH. Los canceres orofaringeos causados por el VPH se
corresponden con hombres de mediana edad, de piel blanca, no fumadores, con un
nivel socio-econdmico alto y una historia de multiples parejas sexuales (Tabla 1) (Torre
y cols., 2015; Marur y Forastiere, 2016).

Tabla 1. Caracteristicas del COCE con VPH+ y VPH- (Marur y Forastiere, 2016).

Variable VPH + VPH -
Raza Blanca >negra Blanca >negra
Edad (afios) 40-60 >60
M:F 8:1 3:1
Estatus socioecondmico Alta Baja-Media
Tabaco/alcohol No o minimo Significativo
Marihuana Fuerte asociacion Desconocida
Experiencia sexual temprana Fuerte asociacion Desconocida
Parejas sexuales multiples Fuerte asociacion Desconocida
Estadio T Estadios iniciales Estadios + avanzados
Estadio N Estadios + avanzados Estadios iniciales

La respuesta a los tratamientos anticancerigenos es mayor en los canceres de
orofaringe relacionados con el VPH ya que éstos no estan relacionados con
mutaciones de genes supresores tumorales como por ejemplo el p53, como los
relacionados con un consumo de alcohol y tabaco. Es por ello que, el comportamiento
de aquellos canceres orales asociados con esos factores de riesgo (tabaco y alcohol),
es mas agresivo que el de los canceres orales relacionados con el VPH. Ademas, su
prondstico es peor, pues se pueden hacer resistentes al tratamiento (Marur y
Forastiere, 2016; Sano y Oridate, 2016).

Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH, son los factores virales responsables del inicio
y progresion de los canceres relacionados con el VPH, que ocasionan una
inestabilidad genomica, alteraciones en la integracion del ADN, alteraciones
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epigenéticas que llevan a producir una transformacion neoplasica (con una expresion

geneética unica) y una progresion del tumor (Sano y Oridate, 2016).

* Otros factores de riesgo exégenos

Una dieta rica en frutas y verduras y baja en productos de origen animal, esta
asociada con un bajo riesgo de cancer de la cavidad oral y faringeo, asi como otros
tipos de cancer. Este efecto protector se atribuye a sustancias como los carotenoides,
las vitaminas C y E, los folatos, los flavonoides, la fibra o el licopeno. Por el contrario,
aquellos pacientes con déficit de hierro presentan un riesgo aumentado de desarrollar
COCE (Chi y cols., 2015).

Se ha demostrado que existen diferencias en la microbiota oral entre aquellos
pacientes sanos y los pacientes con COCE de la cavidad oral, especialmente se
encuentran mayores niveles de Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum.
Sin embargo, no esta claro si esta directamente relacionado con la carcinogénesis o si
simplemente refleja diferencias en cuanto a la capacidad de la microbiota de adaptarse
al medioambiente tumoral (Whitmore y cols., 2014; Chi y cols., 2015).

Infecciones causadas por virus como el virus de Epstein-Barr o el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH") asi como los receptores de trasplantes, estan
relacionados con una mayor incidencia de cancer de la cavidad oral o faringe (Chi y
cols., 2015; Guidry y Scott, 2017).

La exposicion ocupacional a radiaciones ultravioleta, disolventes o polvo de
metal, madera o cemento también presenta una mayor incidencia de COCE en
constructores, pintores, carpinteros, trabajadores del metal, etc. (Langevin y cols.,
2013; Chi y cols., 2015).

El factor genético también es otro factor de riesgo para el desarrollo de COCE.
La predisposicion familiar debe ser considerada si los miembros de la familia de primer

grado han tenido un cancer de cabeza y cuello, particularmente si el inicio ocurrié antes
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de los 50 afios, en cuyo caso el riesgo aumenta mas del doble en el caso de hermanos
(Majchrzak y cols., 2014). Independientemente de esta predisposicion familiar, la base
genética del desarrollo del cancer viene explicada por diversas teorias. La teoria mas
aceptada indica que genéticamente el cancer se produce a través de un proceso de
activacidon de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores (como la p53)
desencadenado por uno o varios de los factores de riesgo mencionados, junto con una
estimulacién inflamatoria del microambiente tumoral. Se trata de un proceso
multisecuencial que implica una serie de alteraciones discretas, irreversibles y
complementarias en los genes que controlan el crecimiento, la muerte y la
diferenciacion celular (Dosne C y cols., 2003; Garcia V y cols., 2005; Walsh y cols.,
2007).

1.1.3. Estadiaje TNM

Un sistema de estadiaje constituye una guia para definir la extension y pronostico
de un cancer, y sirve para comparar los resultados entre los distintos centros. Existen
varios sistemas de clasificacion, pero el mas utilizado es el TNM clinico que categoriza
al cancery, en este caso en particular, al COCE, en funcién de T (tamafio tumoral), N
(afectacion de ganglios linfaticos regionales) y M (presencia de metastasis a distancia
(Solbin LH y cols., 1988; Chi y cols., 2015)

Enlas Tablas 2,3 y 4, se expone la clasificacion del cancer de orofaringe en funcion
de estas tres caracteristicas y, en la Tabla 5, el estadiaje tumoral resultante de su

combinacion.

Tabla 2. Clasificacion TNM. Tumor primario (T).

Tx No puede evaluarse el tumor primario
To No existe evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ

T4 Tumor menor o igual a 2 cm
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T2 Tumor mayor de 2 cm pero menor de 4 cm
T3 Tumor mayor de 4 cm
Ty Tumor que invade estructuras adyacentes
Taa Enfermedad local moderadamente avanzada
(el tumor soélo invade estructuras adyacentes: hueso cortical -mandibula o maxilar
superior-, musculatura profunda lingual, seno maxilar, piel de la cara)
Tap Enfermedad local muy avanzada

(el tumor invade el espacio masticador, la apdfisis pterigoides o la base del craneo

y/o rodea la arteria carétida interna)

Tabla 3. Clasificacion TNM. Ganglios linfaticos regionales (N).

Ny No pueden evaluarse ganglios linfaticos regionales

No No existe metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N4 Metastasis en un unico ganglio en el mismo lado menor o igual a 3 cm

N> Metastasis en uno o varios ganglios en el mismo lado, el contrario o bilaterales
menores de 6 cm

N2a Metastasis en un ganglio en el mismo lado mayor de 3 cm pero menor de 6 cm

N2p Metastasis en multiples ganglios del mismo lado, no mayores de 6 cm

N2c Metastasis en ganglios bilaterales o contrarios no mayor de 6 cm

N3 Metastasis en ganglios mayores de 6 cm

Tabla 4. Clasificacion TNM. Metastasis a distancia (M).

Mo

Ausencia de metastasis

Metastasis distancia
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Tabla 5. Estadios TNM.

Estadio Clasificacion TNM
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
| T2 NO MO
T3 NO MO
]
T1,T2,T3 N1 MO
v
T1,T2,T3 N2 MO
IVA
T4a NO,N1,N2 MO
T4b Cualquier N MO
IVB
Cualquier T N3 MO
IvC Cualquier T Cualquier N M1
1.1.4. Pronédstico y Tratamiento

La tasa de supervivencia a los 5 afnos es de mas del 80% de entre los canceres

de cabeza y cuello tratados en estadio precoz. En cambio, cuando la enfermedad se

ha diseminado a los nédulos del cuello, este porcentaje se ve reducido al 40%;

llegando incluso a menos del 20% de supervivencia a 5 afios en las metastasis

(Kalavrezos y Bhandari, 2010; Yadav y cols., En prensa). La presencia de metastasis

a nodulos linfaticos es el factor mas relacionado con el pronostico del COCE.

Constituye el primer signo de diseminacion tumoral (Noguti y cols., 2012). No obstante,

existen otros factores también se consideran influyentes en su prondstico, entre ellos,

la edad del paciente, el tipo de tumor, el estadio del tumor primario en el momento del

diagndstico o su localizacion (Brana y Siu, 2012; Luryi y cols., 2015). Por ejemplo, el

cancer orofaringeo asociado al VPH tiene mejor prondstico que aquéllos COCE no

relacionados con este virus (Feinstein y cols., 2017).
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Los pacientes con nédulos linfaticos positivos presentan tasas de curacion un 50%
menores que aquellos pacientes sin metastasis en nddulos. Ademas, en los pacientes
con noédulos linfaticos positivos, un signo adicional de peor prondstico es la presencia
de diseminacién extracapsular. Este hecho ocurre en mas del 60% de los nédulos
mayores de 3 cm y hasta en un 23% de los nédulos menores de 1 cm (Walsh y cols.,
2007). Ademas, entre un 15-50% de los pacientes con cancer de cabeza y cuello,
presentara recurrencias locorregionales. Las recurrencias son dificiles de tratar debido
a multiples razones como por ejemplo, los efectos derivados del tratamiento anti-

cancerigeno previo o la naturaleza invasiva del cancer (Chang y cols., En prensa).

Aunque son numerosos los avances realizados en los tratamientos
anticancerigenos por mejorar el control del COCE, el porcentaje de supervivencia no
ha mejorado significativamente en las ultimas tres décadas (Yadav y cols., En prensa).
Por todo ello se siguen planteando posibles modalidades de tratamiento. Aun asi, una
serie de recomendaciones son esenciales para una mayor eficacia del tratamiento
empleado. En primera instancia, se recomienda que los pacientes abandonen los
habitos considerados como factores de riesgo. Asimismo, es importante que el
paciente siga una dieta con alto contenido en frutas y verduras, ya que la deglucién
puede volverse dificultosa por el tratamiento anti-cancerigeno y por la enfermedad en
si. Y, ademas, que lleven a cabo una correcta higiene bucodental, lo cual, reducira la
aparicion de infecciones orales o lesiones mucosas (Chi y cols., 2015; Friemel y cols.,
2016).

Las opciones de tratamiento del COCE se basan en las directrices de la European
Head and Neck Society-European Society of Medical Oncology-European Society for
Radiotherapy and Oncology (EHNS—-ESMO-ESTRO) en relacion al estadio TNM, es
decir, la primera opcion de tratamiento viene generalmente determinada por el
estadiaje de la enfermedad (Grégoire y cols., 2010; Omura, 2014). Es por ello que en
este estudio de tesis se exponen las distintas opciones de tratamiento basandonos en
el estadio TNM. No obstante, existen también otros factores a tener en cuenta y que
también estan detallados dentro de cada estadio, como son el estado de los margenes
quirurgicos, el grosor o la presencia de invasion perineural y/o perivascular (Majchrzak

y cols., 2014). Asimismo, el tratamiento debe adaptarse individualmente a las
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necesidades del paciente, imperando su calidad de vida, asi como su

supervivencia (Omura, 2014).

A continuacidn, se enumeran las siguientes modalidades de tratamiento,

atendiendo a su estadio TNM:

Plan de tratamiento para estadios |l y Il

En los estadios | y Il, la radioterapia o la cirugia conservadora, dan resultados
similares con respecto al control local del tumor (Grégoire y cols., 2010; Noguti y cols.,
2012). Su eleccion dependera de las necesidades de tratamiento del paciente teniendo
siempre en cuenta preservar, dentro de los limites de la enfermedad, sus funciones de
masticacion, deglucion, mantenimiento de la competencia oral y la fonacién (Omura,
2014).

Debido a que una extirpacion quirurgica defectuosa desencadena un alto riesgo
de recurrencias loco-regionales y disminuye la supervivencia a largo plazo, se tiende
a realizar una reseccion quirdargica con amplios margenes. En ausencia de
diseminacioén a los nodulos linfaticos cervicales, se emplea la cirugia conservadora con
margenes quirurgicos amplios y un seguimiento clinico posterior. Sin embargo, por la
localizacion del COCE, unos margenes quirurgicos amplios tienen una gran
implicacion en el paciente, a nivel estético y funcional (Omura, 2014). Es por ello que,
aunque la incidencia de metastasis ocultas loco-regionales son frecuentes en los
estadios | y Il (Noguti y cols., 2012) y son diversas las pautas de actuacion al respecto,
la recomendacion actual consiste en realizar la diseccion ganglionar cervical (o
vaciamiento de los ganglios linfaticos del cuello) s6lo cuando el riesgo de metastasis
ocultas sea mayor al 20%, cuando forme parte de la extirpacién del tumor primario, o
cuando sea poco probable el seguimiento clinico del paciente (Omura, 2014).

En cuanto al tratamiento con radioterapia, los avances recientes como la
radioterapia intensidad modulada (RIM), permite que los haces de radiacién, lleguen
de forma mas precisa al tumor y eviten en la mayor medida posible, a los tejidos que
rodean al tumor, proporcionando unas buenas tasas de supervivencia incluso en

recurrencias (Grégoire y cols., 2010; Chang y cols., En prensa).
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Plan de tratamiento para estadios lll y IV

En general, un tumor podria considerarse operable o resecable cuando existe la
seguridad de que una vez extirpado el tumor no quedaran células cancerosas,
preservando la funcionalidad de los 6rganos afectados y proporcionando un buen
resultado estético con o sin cirugia reconstructiva y, a menudo con radioterapia
postoperatoria (Noguti y cols., 2012; Hasegawa y cols., 2017). Cuando los margenes
del tumor son positivos (infiltrados por el tumor), o éste se disemina mas alla del
revestimiento externo de los ganglios linfaticos (diseminacion ganglionar
extracapsular), se recomienda quimiorradioterapia postoperatoria (tratamiento
coadyuvante a la cirugia) a base de platino (cisplatino o carboplatino) (Chen y cols.,
2016). El tratamiento quirurgico combinado con la quimiorradioterapia postoperatoria,
ha mejorado el control locoregional del COCE con respecto a la radioterapia
postoperatoria. Sin embargo, las tasas de supervivencia y las complicaciones son muy
similares. El control de las metastasis supone una limitacion del tratamiento mediante
quimiorradioterapia postoperatoria (Hasegawa y cols., 2017; Tangthongkum y cols.,
En prensa).

Aunque la cirugia seguida de radioterapia postoperatoria presenta mejores indices
de supervivencia que la quimiorradioterapia sola como tratamiento exclusivo del COCE
(Spiotto y cols., En prensa), el hecho de que la quimiorradioterapia preserve la
funcién de los 6rganos (Kang y cols., 2015), podria hacer de éste una opcion de
tratamiento, no solo para cuando no se plantea una solucion quirurgica, sino también

como alternativa a la cirugia.

Asimismo, la radioterapia también es una alternativa cuando se desestima la
cirugia como tratamiento, por afectar a estructuras técnicamente muy dificiles de
operar o incluso, cuando el resultado podria no ser aceptable para el paciente desde
un punto de vista estético y funcional (Noguti y cols., 2012). No obstante, la
quimiorradioterapia muestra ser mas efectiva que la radioterapia empleada como

unico tratamiento (Grégoire y cols., 2010).

Ademas, la cirugia también representa el tratamiento de eleccién en los COCEs
recurrentes. No obstante, también la radioterapia o la quimiorradioterapia,
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proporcionan una opcion de tratamiento para aquellos COCEs recidivantes donde se

desestima la cirugia (Chang y cols., En prensa).

El concepto de “terapia de induccidon o neoadyuvante” mediante quimioterapia
(cisplatino y 5-fluorouracilo; o cisplatino, 5-fluorouracilo y taxanos, entre otras
combinaciones), es otra posibilidad de tratamiento, que se administra previamente al
tratamiento local de cirugia, radioterapia o quimiorradioterapia, con el objetivo de
reducir el tamano del tumor y mejorar su posibilidad de curacion. Su empleo, debe ser
justificado en situaciones especificas como por ejemplo, en canceres muy avanzados,
en pacientes sintomaticos, cuando se va a retrasar el inicio del tratamiento. No
obstante, no existe una prueba clara de que dicha terapia mejore la supervivencia
tumoral (Zhong y cols., 2015; Marur y Forastiere, 2016), aunque si parece estar
relacionada con una mejoria significativa de las metastasis (Ma y cols., 2012).

El quimioterapico mas comunmente empleado y mejor estudiado en la
quimiorradioterapia, es el cisplatino (Kang y cols., 2015). Una mejoria del 6,5% en el
porcentaje de supervivencia ha sido demostrado mediante este tratamiento
concomitante (quimioterapia y radioterapia) y, actualmente es el tratamiento de
eleccion en las guias de practicas clinicas tanto europeas como estadounidenses
(National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para el tratamiento local y/o
regional del COCE de cabeza y cuello avanzado (estadios IlI-1V) después de la cirugia
o cuando no se plantea una solucion quirurgica. La causa de esta mejoria radica en
las propiedades radiosensibilizantes del cisplatino a través de la inhibicion de la
reparacion del ADN y de la detencion del ciclo celular, lo que mejoraria la eficacia de
la radioterapia (Marcu, 2013; Ahn y cols., 2016; Strojan y cols., 2016). Ademas, cuando
su empleo no requiere de una intervencion quirurgica, permite preservar la funcion de

las cuerdas vocales asi como mantener la estructura del cuello (Kang y cols., 2015).

El protocolo estandar de tratamiento consiste en administrar altas dosis de
cisplatino, en concreto, 100 mg/m? en los dias 1, 22 y 43 de la radioterapia
(aproximadamente cada 3 semanas) (Ahn y cols., 2016; Strojan y cols., 2016). Sin
embargo, se estan estudiando posibles alternativas como la administracién semanal
de menores dosis de cisplatino, con el fin de disminuir los efectos adversos derivados

del empleo del cisplatino segun el protocolo estandar (mucositis, complicaciones
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hematoldgicas y renales). Asimismo, también podria ser una posibilidad de tratamiento
para aquellos pacientes jovenes con cancer orofaringeo relacionado con el VPH y sin
el habito tabaquico que no necesitarian altas dosis de quimioterapia (Ahn y cols.,
2016). Sin embargo, algunos autores como Osman y cols. (Osman y cols., 2014)
estiman que estas dosis de cisplatino podrian ser subdptimas. Incluso, aunque autores
como Kang y cols. (Kang y cols., 2015) observan que a menores dosis de cisplatino se
reducen los efectos adversos; otros autores como Tsan y cols. (Tsan y cols., 2012)
observaron menor toxicidad cuando el tratamiento fue a mayores dosis y cada 3

semanas.

Los mecanismos de resistencia tumoral pueden ser causados por una limitacion
en la penetracidon de los farmacos dentro de los tumores u otros mecanismos que se
detallaran mas adelante. Con el fin de eliminar a todas las células tumorales, los
tratamientos anti-cancerigenos administrados sistémicamente, necesitan ser
distribuidos a través de los vasos sanguineos tumorales, cruzar las paredes de los
vasos sanguineos, y penetrar en el espacio intersticial para alcanzar finalmente cada
célula tumoral a la concentracién suficiente como para ser efectivo. El hecho de que
las células tumorales proliferen a mayor velocidad que las células endoteliales
capilares, favorece la formacion, por parte de las células tumorales, de una
arquitectura vascular anormal desfavorable para la distribucién de farmacos. Por todo
ello, se han desarrollado unos farmacos compuestos por nanoparticulas que tienen
la ventaja de liberarse e introducirse en el espacio circundante tumoral aprovechando
la excesiva debilidad de los vasos sanguineos tumorales neoformados (por la

presencia de grandes gaps entre las células endoteliales) (Khawar y cols., 2015).

Sin embargo, las nanoparticulas por si solas no son suficientes para la obtencion
de un beneficio clinico sustancial debido a un efecto insuficiente o a una acumulacién
en lugares no intencionados. Incluso si alcanzaran el tumor, el microambiente tumoral
(vasos sanguineos anormales, elevada presion de fluido intersticial, estrés solido
tumoral) limitaria su eficacia. Por ello, se presentan unos farmacos, que tienen la
finalidad de mejorar la perfusién vascular y la distribucién de los tratamientos anti-

tumorales a través del tejido conectivo, favoreciendo asi su penetracion y, por ende,
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su eficacia. Estos se conocen con el nombre de “terapias moleculares dirigidas” (TMD)
(Khawar y cols., 2015).

Las TMD son pequefias moléculas o anticuerpos monoclonales que interactuan
con genes o proteinas especificos de un tumor o de las condiciones del tejido tumoral,
que contribuyen en el crecimiento o progresion tumorales (Huang y cols., 2014). Las
mutaciones genéticas desencadenan una serie de alteraciones que hacen que las
TMD ya no reconozcan a la molécula especifica para la cual fueron disefiadas. Incluso,
el tumor también puede encontrar otro modo de desarrollarse (Holohand y cols., 2013;
Huang y cols., 2014). Este tipo de mecanismos de resistencia tumoral a las TMD
muestran bajas tasas de eficacia. Por ello, no suelen emplearse como monoterapia.
Sin embargo, en combinacion con citotéxicos como los derivados del platino,
presentan resultados 6ptimos (Kelland, 2007). No obstante, se sigue investigando en
el desarrollo de este tipo de terapias mas eficaces con el fin de ser mas selectivas,
dafar menos a las células normales, reducir sus efectos secundarios y mejorar la

calidad de vida de los pacientes.

La unica TMD aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
para el tratamiento del COCE es el cetuximab, un anticuerpo monoclonal que se
emplea principalmente, en combinacién con la radioterapia. Ejerce su accién a traves
de la union especifica al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
Aproximadamente alrededor del 95% de los tumores de cabeza y cuello, presentan
una sobreexpresion de este receptor EGFR (Marcu, 2013; Gong y cols., 2017). Este
receptor es de gran relevancia, ya que, favorece el crecimiento y proliferacion de las
células epidérmicas en el crecimiento, proliferacién, propagacion y angiogénesis de
los tumores de cabeza y cuello. Actualmente, algunos estudios comparativos entre el
tratamiento local del COCE avanzado mediante la quimiorradioterapia o el cetuximab
combinado con la radioterapia, muestran mejores porcentajes de supervivencia a 2
afnos, menores recidivas y mayor control loco-regional, cuando el tratamiento fue el de
quimiorradioterapia (Petrelli y cols., 2014). Es por ello que no se puede emplear
indiscriminadamente, sino que resulta imprescindible valorar el estado general del

paciente, el estado de su enfermedad y su necesidad de tratamiento individualizada.
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1.2. CISPLATINO

El cisplatino, también llamado cis-diaminodicloroplatino (Figura 3), es un
compuesto metalico (platino) ligeramente soluble en agua, y en dimetilprimanida y N,N-
dimetilformamida. De color blanco o amarillo oscuro-anaranjado, es polvo a
temperatura ambiente y estable a temperaturas y presiones normales. El cisplatino
tiene un peso molecular de 301,1 g/mol, una densidad de 3.74g/cm® y un punto de
fusion a 270°C (Dasari y Tchounwou, 2014).

Figura 3. Estructura quimica del cisplatino.
HsN\ /CI
/ Pt\
HaN Cl
M. Peryone sintetizé por primera vez el cisplatino en 1844, haciendo Alfred Werner
en 1893 conocida su estructura quimica. Sin embargo, no fue hasta la década de los
60 cuando los experimentos de Rosenberg en la Universidad de Michigan crearon un
gran interés en este compuesto por su posible uso como agente quimioterapico al

provocar la inhibicién de la division celular en la Escherichia coli (Dasari y Tchounwou,
2014).

En 1978, fue reconocido por la FDA como el primer compuesto de platino
empleado en el tratamiento del cancer, tras un ensayo en el que alcanzé un porcentaje
de curacion de entre el 5% y el 60% en la metastasis de cancer testicular (Kelland,
2007). Actualmente, es considerado uno de los quimioterapicos mas efectivos
utilizados para el tratamiento de una amplia variedad de canceres (Montiel y cols.,
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2009) como el de vejiga, mama, pulmon, tejidos blandos, huesos, musculos o el de los
vasos sanguineos (Price y cols., 2006). Ademas, es uno de los mas efectivos frente al
cancer testicular y ovarico. Y Es también el quimioterapico mas frecuentemente

empleado en los tumores de cabeza y cuello (Hiraishi y cols., 2008).

Las nauseas y los vomitos son sintomas comunes. Ademas, la administracion del
cisplatino esta relacionado con la aparicion de toxicidad en diferentes 6rganos. Es
sabido que alrededor del 30% del cisplatino, es excretado del cuerpo en las primeras
24 horas. Por lo que, ejerce su mayor grado de toxicidad en el rifidn por ser su principal
ruta de excrecion. Ademas, también son conocidas otras toxicidades, entre las
principales, la hepatotoxicidad, cardiotoxicidad, neurotoxicidad y ototoxicidad. La
mayoria de estas toxicidades son dosis y tiempo dependientes, y alcanzan una
toxicidad precoz y mas severa cuando las infusiones son realizadas de forma rapida

(con respecto a infusiones lentas) (Dasari y Tchounwou, 2014; Ahn y cols., 2016).

La nefrotoxicidad asociada al empleo del cisplatino produjo una ola de
investigaciones con el fin de desarrollar un analogo menos téxico pero que mantuviese
las mismas propiedades anticancerigenas del cisplatino. Asi, a mediados de los 80, la
colaboracion del Johnson Matthey (JM) Y el Institute of Cancer Research (ICR) en
Londres, dieron origen al carboplatino, de menor nefrotoxicidad (Figura 4). Sin
embargo, el efecto anticancerigeno con el carboplatino se consigue mediante
concentraciones entre 20 y 40 veces mayores que con el cisplatino, lo que predispone
a la mielosupresion, especialmente a la aparicion de trombocitopenia (Kelland, 2007).

Fueron multiples los intentos de conseguir otros analogos de platino. Sin embargo,
ninguno consiguid mostrar beneficios significativos en comparacion con los ya
conocidos cisplatino y carboplatino, salvo el oxaliplatino, originariamente descrito a
mediados de los 70, y aprobado por la FDA en 2002 tras mostrar su efectividad contra
el cancer de colon metastasico en combinacion con 5-fluoracilo-leucovorina (5FU-LV).
Ademas, es efectivo frente a algunos canceres resistentes al tratamiento con
cisplatino. Sin embargo, éste continuaba siendo administrado de forma intravenosa.
De esta forma se plante6 la fabricacion de otro compuesto derivado del platino que
pudiera ser administrado por via oral, el satraplatino, que constituia la versién activa

por via oral del carboplatino (aun en revisiéon por la FDA). Finalmente, aparece el
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picoplatino como una combinacion de los dos agentes quimioterapicos anteriores,
pues su accidn antitumoral in vivo se consigue por ambas vias, la venosa y la oral.
Presenta efectividad in vitro frente a tumores resistentes al cisplatino y al oxaliplatino.
Los estudios clinicos realizados con satraplatino y picoplatino han revelado toxicidades
similares a las desencadenadas mediante carboplatino, pero sin nefrotoxicidad
marcada ni neurotoxicidad (Kelland, 2007). Sin embargo, su efectividad en el
tratamiento de tumores recurrentes o metastasis tumorales, es limitada debido a la

adquisicion de resistencias (Hiraishi y cols., 2008) (Figura 4).

Figura 4. Representacion esquematica de los agentes quimioterapicos mas relevantes que contienen

platino. Aquéllos aprobados por la FDA, vienen acompanados del afio de aprobacion.

(1978) (2002)
Cisplatino Oxaliplatino (?)Picoplatino
® ® ® ® ®
(1989) (?)Satraplatino

Carboplatino

Actualmente, el cisplatino es el principal tratamiento de tumores de origen epitelial
(pulmon, vejiga, ginecologicos y de cabeza y cuello) desde hace ya 30 afios (Sun y
cols., 2017).

1.2.1. Mecanismo de accion

El cisplatino se introduce lentamente en la célula, en comparacion con otros tipos
de moléculas anticancerigenas. Este hecho esta regulado por varios factores como la
concentracion de los iones sodio y potasio, el pH, la accidon de transportadores o la

permeabilidad de los canales (Kelland, 2007).

Antes de unirse al ADN celular, en el citoplasma celular, el cisplatino ha de
activarse a través del reemplazo de uno de sus atomos de cloro, por moléculas de
agua. De este modo, es posible su unién covalente al ADN celular, la cual da lugar a
los denominados “aductos de ADN”. El producto resultante puede ocasionar dafos en
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el ADN de las células cancerigenas, bloqueando su division (bloquea a las células en
la fase G2 del ciclo celular, fase de mitosis) y llevandolas a producir la muerte celular
por apoptosis (Kelland, 2007; Marcu, 2013; Dasari y Tchounwou, 2014).

El cisplatino, por tanto, induce la muerte celular a través de la apoptosis. La
apoptosis es un tipo de muerte celular controlada y dependiente de energia, que se
produce a través de una serie de mecanismos. Entre ellos, cabria destacar la
disminucién del tamano celular, la condensacion de la cromatina, y la activacion de las
caspasas (proteasas) 8 y 9. Este proceso provoca la activacion de una cascada de
mecanismos, entre ellos, aquellos que llevan a la accion de las caspasas 3 y 7,
desencadenando asi una serie de procesos bioquimicos destinados a producir la
fragmentacién del ADN celular y, con ello, la muerte de la célula (Dasari y Tchounwou,
2014).

1.2.2. Resistencia al cisplatino

El desarrollo de resistencias al tratamiento del COCE con cisplatino antagoniza su
eficacia clinica a largo plazo. Los mecanismos moleculares responsables son
complejos, y pueden acontecer previa o posteriormente a la formacion de los “aductos
del ADN”. Se especifica a continuacion, el momento en el que ocurren los mecanismos
de resistencia tumoral (Figura 5), asi como se detallan los procesos mediante los que
éstos se desencadenan:

* Mecanismos de resistencia previos a la union del cisplatino con el

ADN celular

1. Restriccidon de captacion de cisplatino al interior celular: Se produce una
disminucién de acumulacion de cisplatino en el interior celular en
comparacion con las células parenterales. La entrada de cisplatino a la
célula, aunque influenciada por varios factores, esta regulada por el
transportador de cobre 1 (CTR1) que se encarga de transportar al interior
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celular cobre y cisplatino. Una expresién disminuida de este transportador,
disminuye la acumulacion de cisplatino en el interior celular y, por tanto, la
formacion de aductos de ADN esta disminuida, se reduce la citotoxicidad y
aumenta la resistencia tumoral al quimioterapico (Kelland, 2007; Dasari y
Tchounwou, 2014; Li y cols., 2016; Sun y cols., 2017).

2. Inactivacion intracelular del cisplatino: Cuando el cisplatino entra a las
células tumorales, el proceso de activacion mediante moléculas de agua, lo
hace reconocible para muchas especies reactivas. Es, por tanto, vulnerable
a ser inactivado por los componentes intracelulares como el glutation (GSH)
(principal antioxidante de las células), disminuyendo de este modo el agente
anti-tumoral disponible para interaccionar con el ADN (Siddik, 2003; Zhang,
P. y cols., 2016).

3. Aumento del eflujo de cisplatino: Ademas de los mecanismos citados, la
resistencia tumoral al tratamiento esta también relacionada con una
subpoblacion de células (<10%) con las mismas caracteristicas que la de las
células madre. Estas han sido identificadas en tumores hematopoyéticos y
en tumores solidos como el de mama, cerebro, prostata, pulmén, colon,
pancreas, higado, melanoma, piel y cabeza y cuello. Estas células tienen la
capacidad de constituir un tumor y de diferenciarse, ademas de
autorrenovarse in vivo para producir mas células madre. In vitro, pueden ser
identificadas por la expresion de marcadores de superficie celular, por su
rapida adherencia a los frascos de cultivo o por su disposicion a modo de
colonias (Harper y cols., 2010; Major y cols., 2013; Jiang y cols., 2015).
Ademas, presentan una sobreexpresion de transportadores de tipo ABC,
una familia de proteinas de membrana con una amplia variedad de
funciones celulares. Algunas en particular, promueven el flujo hacia el
exterior de sustancias como los quimioterapicos (cisplatino). Esta
caracteristica tiene implicaciones significativas en los tratamientos
antitumorales, pues estas células madre resistentes, son capaces de resistir
al tratamiento quimioterapico y reiniciar el tumor, al evadir la apoptosis

inducida por el quimioterapico expulsado (Siddik, 2003; Tonigold y cols.,
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2014). Es por ello que, la fraccion de células tumorales que no poseen esa
capacidad de autorrenovacion son aquéllas que con mayor probabilidad
sufren el proceso de apoptosis (accion inducida por el quimioterapico), lo
cual explicaria la pronta pérdida de la masa tumoral que precede a una
posterior recurrencia (Harper y cols., 2010; Major y cols., 2013; Jiang y cols.,
2015).

* Mecanismos de resistencia posteriores a la formacion de “aductos de

ADN”

1. Aumento de la reparacion del ADN: El cisplatino ejerce su accion
citotoxica a traveés de la formacion de “aductos de ADN”. No obstante, las
células pueden llevar a cabo procesos de reparacion del ADN para
sobrevivir a esta toxicidad que, finalmente desencadenen la eliminacion de
dichos aductos de ADN vy, por consiguiente, se hagan resistentes al
cisplatino. Procesos reparativos que no culminan, desencadenan finalmente

una respuesta apoptotica (Kelland, 2007; Martens-De Kemp y cols., 2013).

2. Aumento de la tolerancia celular: El aumento de la tolerancia al dafo del
ADN inducido por el cisplatino, puede darse por pérdida de la funcién de
una de las vias de reparacion del ADN; por aumento del bypass de las
lesiones de ADN inducidas por el cisplatino; o por una pérdida o disminucién
de expresion de sefiales apoptéticas (Kartalou y Essigmann, 2001; Kelland,
2007).

En definitiva, la existencia de estos mecanismos de resistencia provoca la
necesidad de seguir buscando nuevas estrategias de tratamiento. Las heparinas de
bajo peso molecular, derivadas del compuesto natural heparina, parecen presentar
ademas de su accidon anticoagulante, una inactivacion de los factores de la
coagulacion, factores angiogénicos, factores de crecimiento tumoral y de la

heparanasa, la convierten en una opcidn de tratamiento prometedora.
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Figura 5. Mecanismos de resistencia al cisplatino.
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1.3. LA ETVY SU RELACION CON EL CANCER

La asociacién entre el cancer y la ETV data del siglo XIX, cuando fue por primera
vez identificada por Jean-Baptiste Bouillaud. Armand Trousseau, quien se
autodiagnostico un cancer basandose en la tromboflebitis que sufria en una de sus
extremidades superiores (Ay y cols., 2017), corroboré que la ETV podia ser el primer
signo clinico del tumor. De hecho, alrededor del 10% de los pacientes con una ETV no
provocada, es decir, no relacionada con una cirugia reciente, tendran diagnosticado
un cancer durante el afio posterior a esa ETV (Khorana y cols., 2016). Incluso,
pacientes ya diagnosticados de cancer, tienen también un mayor riesgo de desarrollar
una ETV es de aproximadamente de 4 y hasta de 6,5 veces mayor. En definitiva,
aproxidamamente el 20% de los pacientes con cancer desarrollara una ETV (Soria y
Lépez, 2015). Cuando coexisten ambas enfermedades, los porcentajes de
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supervivencia son significativamente menores y con peor prondstico (Khorana y cols.,
2005; Khorana y cols., 2006; Ay y cols., 2017).

Los factores de riesgo de desarrollar una ETV en pacientes con cancer se
organizan en cuatro grupos (Figura 6):

a) Factores relacionados con el tumor: El lugar de origen tumoral, su estadio,
el grado de diferenciacion histologica y el tiempo desde que se diagnosticd, son
factores que determinaran la posibilidad de aparicién de una ETV. En cuanto a
los tipos de tumor, los mas frecuentemente relacionados con la ETV son los
canceres gastricos y pancreaticos. No obstante, también los canceres de
cerebro, pulmon, rifidn, vejiga, hueso, los hematoldgicos y ginecoldgicos,
también tienen un alto riesgo de desarrollar una ETV (Khorana y cols., 2016; Ay
y cols., 2017). Por otro lado, los canceres que presentan metastasis tumorales
tienen mayor riesgo de desarrollar una ETV (Ay y cols., 2017), como es el
ejemplo del COCE , del cual aproximadamente el 60% de los casos se
encuentran en estadios ya avanzados (estadios Ill/IV) en el momento del
diagnostico (Rivera y Venegas, 2014; Marur y Forastiere, 2016). La mayoria de
ETV comienzan en los primeros 3-6 meses tras el diagnostico de cancer. En
cuanto al grado de diferenciacion histologica, el riesgo es el doble en aquéllos
canceres con un alto grado de diferenciacion (Ay y cols., 2017).

b) Factores relacionados con el paciente: La edad avanzada (>65 afos), la
obesidad y la presencia de comorbilidades médicas se consideran factores de
riesgo asociados con la ETV en pacientes con cancer. La presencia de varices
0 una historia familiar de ETV también se consideran factores de riesgo (Soria
y Lopez, 2015; Ay y cols., 2017).

c) Factores de riesgo relacionados con el tratamiento: La quimioterapia
basada en compuestos de platino (por ejemplo, el cisplatino), los tratamientos
antiangiogénicos (por ejemplo, bevacizumab), los tratamientos hormonales, la
cirugia, la radioterapia, las transfusiones sanguineas, asi como la inmovilidad
relacionada con la hospitalizacion, son también factores de riesgo en el
desarrollo de una ETV en pacientes con cancer (Khorana y cols., 2016; Ay y
cols., 2017).
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d) Biomarcadores: La presencia de niveles elevados de algunos biomarcadores
esta relacionada con la presencia de ETV en pacientes con cancer. Entre ellos,
cabe destacar niveles elevados de algunos marcadores hematolégicos como el
numero de plaquetas, el de eritrocitos y los niveles de hemoglobina. También
se encuentran niveles elevados en plasma de la P-selectina, el dimero D, la

proteina C reactiva (Khorana y cols., 2016; Ay y cols., 2017).

Figura 6. Factores de riesgo de desarrollar una ETV asociada al cancer
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Las células tumorales contribuyen, de forma directa, al estado de
hipercoagulabilidad relacionado con el cancer, a través de la activacion de la cascada
de la coagulacion mediante la liberacion de factores coagulantes tales como el factor
tisular (FT), microvesiculas que contienen FT, y el factor procoagulante del cancer. El
FT (también conocido como factor fibroblastico de tromboplastina o factor Ill), es una
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glicoproteina de membrana iniciadora de la cascada de la coagulacion por la via

extrinseca, de ahi su gran implicacion en promover estados de hipercoagulabilidad.

Por otro lado, de forma indirecta, el cancer per se o el tratamiento quimioterapico,
favorece que las células tumorales aumenten los niveles de las citoquinas
proinflamatorias (por ejemplo, la interleucina 6 (IL6) o el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a)), desencadenando una alteracion en el balance hemostatico, que estimula la
liberacion de factores procoagulantes (como el FT o el factor von Willebrand) desde
las células endoteliales. También la activacion de monocitos y neutrofilos promueve la
formacion de fibrina. Por ejemplo, las trampas extracelulares de neutrdéfilos (o NETS),
unas mallas de fibras de cromatina con proteinas antimicrobianas liberadas por los
neutrofilos al espacio extracelular, estimulan la adhesion de las plaquetas asi como la
activacion del factor XlI (Ay y cols., 2017).

Las células tumorales tienen también la capacidad de expresar inhibidor del
activador del plasminégeno 1 (PAI-1), el mayor inhibidor del PAI-1, glicoproteina
encargada de la disolucion de los coagulos sanguineos. Por ello, a través de la
inhibicion de la actividad fibrinolitica, las células tumorales favorecen la persistencia
de los coagulos sanguineos en el torrente sanguineo de pacientes con cancer (Ay y
cols., 2017).

1.4. LAS HEPARINAS DE BAJO PESO MOLECULAR

La heparina, un glucosaminoglicano natural, es una mezcla de cadenas sulfatadas
de polisacaridos con diferente peso molecular (Hirsh y cols., 2001; Park y cols., 2008;
Bendas y Borsig, 2012). Es sintetizada por basofilos y mastocitos, y distribuida
ampliamente por los 6rganos de los mamiferos (Hirsh y cols., 2001). Es ampliamente
conocida porque ayuda a prevenir la formacion de coagulos, y a reducir el tamafio de
los existentes. Ademas, la heparina se une a una gran cantidad de moléculas (factores
de crecimiento o citoquinas) a través de interacciones electrostaticas, adquiriendo asi
funciones bioldgicas y/o terapéuticas en procesos como la adhesion y la migracion
celular o en la regulacion de actividades enzimaticas. De este modo, la heparina

alcanza un papel importante en el desarrollo del cancer, constituyendo un pilar
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importante en la inhibicién de la angiogénesis tumoral y, por ende, en la inhibicion del
crecimiento y metastasis tumorales (Figura 7) (Park y cols., 2006; Ahmad y Ansari,
2011).

Figura 7. Propiedades de las HBPMs.
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Desde principios de 1960, la heparina no fraccionada (HNF) comienza a destacar
por su efecto beneficioso contra el cancer. Sin embargo, los estudios realizados no
fueron concluyentes (Hettiarachchi y cols., 1999). A principios de 1980, diversos
estudios subrayaron el efecto de la HNF en la profilaxis preoperatoria de pacientes con
cancer (Kakkar y cols., 1995). Asimismo, Lebeau y cols. (Lebeau y cols., 1994)
evaluaron por primera vez el efecto de la HNF sobre la supervivencia de pacientes con
cancer de pulmon sometidos a quimioterapia. El efecto biolégico de la heparina como
anticoagulante, es efectivo siempre a altas dosis y durante un tiempo prolongado, lo
que desencadena la aparicibn de efectos adversos como hemorragias,
trombocitopenia inducida por heparina (TIH), y osteoporosis (Park y cols., 2008). Es
por ello que, se comenzaron a utilizar las heparinas de bajo peso molecular (HBPMs),

compuestos derivados de la HNF con capacidad de disminuir estos efectos colaterales
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y de inhibir igualmente el desarrollo del cancer (la metastasis, la angiogénesis y el
crecimiento tumoral) (Park y cols., 2008) (Figura 7). Las HBPMs fueron aprobadas por
la FDA en 1998 como tratamiento anticoagulante (Mitrovska y Jovanova, 2009). Y en
1999, se realizd un estudio comparativo entre las HBPMs y la HNF que mostraba una
eficacia mayor de las HBPMs en el tratamiento inicial de la ETV (Hettiarachchi y cols.,
1999).

Las HBPMs se obtienen a través de la despolimerizacion de la HNF por accion
quimica, enzimatica, fisica y radioquimica. Poseen un peso molecular medio de entre
3y 6 kDa, y la longitud de las cadenas es de 12 a 18 unidades de sacaridos (Fareed
y cols., 2004) (Tabla 6). Existe una relacion lineal entre el numero de unidades de
sacarido y el peso molecular (por ejemplo, 12 unidades pesan 3600 Da; 18 unidades
pesan 5400 Da). La enoxaparina, por ejemplo, se obtiene a partir de la bencilacion y
posterior despolimerizacidén alcalina de la heparina. Y su peso molecular asciende a
los 4500 Da (6 4,5 kDa) (Dogan y cols., 2011) y posee 15 unidades de sacarido. Debido
a que son generadas mediante diferentes vias de despolimerizacion y sus pesos
moleculares son también distintos, sus caracteristicas farmacocinéticas son distintas,

lo que las hace clinicamente no intercambiables.

Tabla 6. Principales caracteristicas de las HBPMs.

e METODO DE ’ PESO MOLECULAR VIDA MEDIA
DESPOLIMERIZACION MEDIO (kDa) (horas)
Dalteparina Acido nitroso 6,0 2,3-2,8
Enoxaparina Alcalina 4.5 4-4 4
Nadroparina Acido nitroso 43 3,7
Tinzaparina Enzimatica 6,5 3,0
Certoparina Nitrito de isoamilo 5,6 3,5
Bemiparina Alcalina 3,6 5,2-5,4

Actualmente, la European Society of Medical Oncology (ESMO) como

tratamiento de la ETV, plantea el tratamiento inicial de episodios agudos de ETV (en
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pacientes con/sin cancer) a través de la administracion subcutanea de las HBPMs a
una dosis ajustada al peso corporal: 200 U/Kg una vez al dia (por ejemplo, mediante
dalteparina); 6 100 U/kg administrado dos veces al dia (por ejemplo, enoxaparina); o
HNF intravenoso. En las 24 horas del comienzo de este tratamiento, se comienza
también con la administracion de antagonistas de la vitamina K (AVK) como la
warfarina o el acenocumarol (Ay y cols., 2017). Estas seran empleadas durante 3-6
meses, al rango terapéutico de un Ratio Internacional Normalizado (INR) entre 2 y 3.
Finalmente, tras al menos 5 dias de tratamiento con las HBPMs, se suspende dicho
tratamiento, dejando so6lo la actuacion de los AVK, cuando dicho tratamiento mediante
AVK haya alcanzado un completo estado anticoagulante durante al menos dos dias
consecutivos (por ejemplo, con un INR>2.0).

Sin embargo, numerosos aspectos dificultan la administracion de la terapia
anticoagulante en pacientes con cancer. Son frecuentes las interrupciones del
tratamiento anticoagulante debido a procedimientos invasivos y a la trombocitopenia
inducida por la quimioterapia. También existe dificultad de monitorizacién debido al
pobre acceso venoso. Las interacciones medicamentosas, la malnutricion, el vomito y
la disfuncién hepatica son también otras limitaciones que pueden llevar a niveles
impredecibles de anticoagulacion (Hirsh y cols., 2001). Todo ello supone un alto riesgo
de recurrencia de la ETV (3 veces mayor) y del sangrado (de 2 a 6 veces mayor) en
aquellos pacientes con cancer y bajo tratamiento con AVK (sobre todo en pacientes
con tratamiento anticoagulante a largo plazo) (Hirsh y cols., 2001; Ay y cols., 2017).
Esto hace que se valoren otras opciones de tratamiento mas seguras y efectivas
(Figura 8) (Ay y cols., 2017). De este modo, la ESMO considera que para aquellos
pacientes que van a requerir un largo tratamiento (por ejemplo, durante 6 meses), se
emplearan sélo HBPMs al 75-80% de la dosis inicial (por ejemplo, 150 U/kg una vez
al dia), por ser consideradas cientificamente un tratamiento mas seguro y efectivo que
los AVK (Ay y cols., 2017).

En comparacion con la HNF, las HBPMs tienen una menor union a proteinas
plasmaticas, menor tendencia a unirse a células endoteliales, menor interaccion con
las plaquetas, una vida media prolongada y una mayor biodisponibilidad (Fareed y

cols., 2004). Sus propiedades farmacocinéticas e interacciones con otros farmacos
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son predecibles. Su modo de administracion es personalizado (basado en el peso del
paciente), no requieren monitorizacion de forma rutinaria, son de rapida accion a través
de una inyeccidén subcutanea, lo que las convierte en una alternativa de tratamiento
optima para pacientes con interrupciones de tratamiento frecuentes (Hirsh y cols.,
2001).

Las HBPMs se eliminan por los rifiones y, tienen un efecto acumulativo significativo
en pacientes con insuficiencia renal. Los pacientes con un aclaramiento de creatinina
de hasta 30 ml/min son tratados con dosis terapéuticas estandar de enoxaparina. En
cambio, aquéllos con fallo renal severo (aclaramiento de creatinina <25-30 ml/min), se
recomienda la pauta terapéutica de HNF intravenosa o de HBPMs (monitorizando la
actividad anti-Xa) (Mandala y cols., 2011).

Actualmente, también otras agrupaciones de alto prestigio, recomiendan el uso de
HBPMs como tratamiento a corto y largo plazo de ETV asociada a pacientes con
cancer durante al menos 3-6 meses: el American College of Chest Physicians
(CHEST), la American Society of Clinical Oncology (ASCO), el British Committee for
Standards in Haematology (BCSH), el NCCN, y la International Clinical Practice
Guidelines. Asimismo, recomiendan también su uso como tromboprofilaxis
(prevencion de ETV) en pacientes hospitalizados y en circunstancias perioperatorias.
Sin embargo, no es recomendada de forma rutinaria en pacientes con cancer y bajo
un tratamiento quimioterapico ambulatorio. En aquellos pacientes con tumores solidos
o con mieloma, que reciben tratamiento con terapias dirigidas, la profilaxis podria ser
considerada (acido acetil salicilico, AVK o HBPMs) (Ay y cols., 2017).

En los pacientes con remision completa, el tratamiento puede ser detenido
después de 6 meses. En pacientes con cancer activo (por ejemplo, enfermedad
metastasica y/o bajo tratamiento anticancerigeno), el tratamiento con HBPMs a dosis
profilacticas o mediante anticoagulantes orales (ACOs) (dependiendo de la preferencia
del paciente/decision médica) puede continuar con el tratamiento mas alla de los seis
meses (Ay y cols., 2017).

Los ACOs de nueva generacidn constituyen una nueva opcion de tratamiento para
la ETV. De entre ellos, destacan los inhibidores directores de trombina (por ejemplo,
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el dabigatran) o los inhibidores directos del factor Xa (por ejemplo, apixaban,
rivaroxaban, edoxaban). La relevancia de este tratamiento reside en su comoda forma
de administracion (oral), un efecto mas predecible, y menor frecuencia de
monitorizacion que los AVK. Algunos estudios, incluso demuestran que los ACOs
tienen una eficacia similar y un menor riesgo de sangrado que las HBPMs o la
warfarina, en el tratamiento de la ETV. Las HBPMs tienen la limitacion de que no
pueden ser absorbidas por el intestino debido a su alto peso molecular, a su estructura
cargada negativamente, y a sus propiedades hidrofilicas. Es por esta razon por la que
la heparina solo se puede dar de forma parenteral (Lee y cols., 2007).

Figura 8. Opciones de tratamiento en la ETV asociada al cancer.
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Los ACOs, tedricamente ofrecerian una mejor opcion de tratamiento de la ETV en
pacientes con cancer. Sin embargo, no se confirma a dia de hoy que supongan un
tratamiento seguro debido a la naturaleza protrombadtica del cancer, a la necesidad de
intervenciones que desencaderia una alteracion en el ajuste del farmaco, y a un disefio
no estandarizado entre estudios (Posch y cols., 2015; Ay y cols., 2017; Ravikumar y
cols., 2017).
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Asimismo, es bien sabido que farmacos que interaccionan fuertemente con la
enzima CYP3A4 y/o la P-glicoproteina (como la mayoria de quimioterapicos), pueden
alterar la farmacocinética de los ACOs, pudiendo interferir asi en su metabolismo y
biodisponibilidad. Por tanto, existe una falta de estudios cientificos comparativos que
evaluen en igualdad de aspectos, la eficacia y seguridad de los ACOs versus HBPMs
en el tratamiento de ETV de pacientes con cancer (Ay y cols., 2017), lo que supone
que las HBPMs, constituyan una opcién de tratamiento segura en este tipo de
pacientes.

1.4.1. Accion anti-proliferativa

La activacion de las plaquetas y de los factores de la coagulacion en pacientes con
cancer no soélo puede desencadenar complicaciones tromboembodlicas, sino que
también puede favorecer el crecimiento del tumor y promover su diseminacion
(metastasis). La causa radica en que los factores que regulan positiva o negativamente
la angiogénesis tumoral (factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
plaquetario 4, trombospondina, fibrina, productos de degradacion de la fibrina, y FT),
estan relacionados con el sistema hemostatico. Por ello, cuando las HBPMs inhiben la
expresion de dichos factores para controlar las ETV, estan inhibiendo también la
angiogeénesis tumoral (Mousa y cols., 2006). De este modo se obtiene un doble efecto
antitumoral aun mas potente que si sélo actuasen frente a cualquiera de las dos vias

en solitario (Ahmad y Ansari, 2011).

Cuando las HBPMs se combinan con los quimioterapicos, aumentan su eficacia al
bloquear el proceso de coagulacién asociado con el tumor, reduciendo por
consiguiente la presion intersticial, lo que aumenta el acceso de los quimioterapicos al
tejido tumoral. Por todo ello, la accion de las HBPMs junto con la del cisplatino podria
ser una asociacion efectiva para reducir de forma significativa la angiogénesis tumoral,

el crecimiento del cancer y la ETV (Ahmad y Ansari, 2011; Pfankuchen y cols., 2015).

Los mecanismos moleculares que llevan a cabo la inhibicion de la angiogénesis
tumoral y, por consiguiente producen un efecto anti-proliferativo, se detallan a

continuacion:
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1. Inhibicién de la expresion del factor FT: El FT es una proteina presente
en la membrana de la mayoria de células tumorales, y es el responsable
de la actividad procoagulante del tumor por la via extrinseca. La
evidencia cientifica actual sugiere que la generacion de trombina
(estimulo procoagulante) via FT de las células tumorales, asi como la
subsecuente activacién plaquetaria, favorece el proceso de crecimiento
(a través de la angiogénesis tumoral) y metastasis hematogena
tumorales (Mousa y cols., 2006). El unico inhibidor natural (proteina
endogena) del FT es el factor inhibidor de la via del FT (TFPI), presente
principalmente en la superficie de las células endoteliales, aunque
también en plasma y en menor proporcion, en las plaquetas. En plasma,
se encuentra principalmente unido a lipoproteinas, siendo aquél TFPI
que se encuentra libre, el que mayor accion anticoagulante ejerce. En
primera instancia, el TFPI se une e inhibe al factor X activado (FXa)
cuando esta unido o se encuentra en la vecindad del complejo FT-factor
VII activado (FT-FVlla) en la superficie de la membrana celular.
Después, se desencadena una rapida inactivacién del complejo FT-
FVlla. Por todo ello, se postula que la inhibicion del FXa esta medida por
el complejo FT-FVIlla (Lwaleed BA y Bass PS 2005; Ahmad y Ansari,
2011). Las heparinas (HNF, HBPMs) son capaces de unirse al TFPI,
liberando altas cantidades del mismo, que se encuentran en las
superficies de las células endoteliales, para suprimir los efectos
mediados por el FT (Mousa y cols., 2006; Ahmad y Ansari, 2011) (Figura
9).

La heparanasa es una enzima que suele estar sobre-expresada
en la mayoria de tumores humanos, entre ellos, en el cancer de cabeza
y cuello. Ademas de su efecto enzimatico que, se desarrollara en el
apartado de “Invasion local, angiogénesis e intravasacion” (accion anti-
metastasica de las HBPMs), también ejerce un efecto no enzimatico.
Este se pone de manifiesto mediante la formacién de vasos linfaticos.
Es decir, debido a la sobreexpresion de heparanasa en los canceres de
cabeza y cuello, es caracteristico encontrar también en este tipo de
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canceres un aumento de la densidad de vasos linfaticos. De este modo,
se favorece la invasion celular por la via linfatica y, por tanto, la
diseminacion del cancer. Asimismo, la heparanasa también posee un
efecto no enzimatico pro-coagulante, ya que actua como cofactor del FT
aumentando los niveles del factor Xa (Nadir y Brenner, 2014). Se
constata que las HBPMs inhiben la expresion de la heparanasa (Ramani
y cols., 2013; Djaafar y cols., 2016; Heyman y Yang, 2016) y, por
consiguiente, son capaces de inhibir sus efectos.

Figura 9. Cascada de la coagulacion.

Via intrinseca Via extrinseca
Superficie dafada
l Trauma
- TFPI(HBPM)
Xl Xlla P
T T Vila viI
XI Xla Vil
7 ™\ <«— Trauma
IX IXa Vllla

[ ——— AT(HBPM)
y /‘\ /\ N

Protrombina (II)# Trombina (lla)

Va Via

v /\ comun
Fibrindgeno (1) Fibrina (la)
/—\

lXIIIa Xl

Coagulo de fibrina
entrecruzada

2. Inhibicién de la formacién de fibrina: Experimentos in vitro demuestran
que las heparinas pueden influir en la angiogénesis tumoral mediante su
intervencidon en el proceso de formacion de la fibrina (Collen y cols.,
2000; Dogan y cols., 2011). El complejo que constituyen la heparina y la
antitrombina (AT) inactiva un gran numero de enzimas de la coagulacion
(factor Il o trombina, factor X, factor IX, factor XI, factor XIlI) (Figura 9).
De entre ellas, la trombina y el FXa, son los mas sensibles a la inhibicién,
siendo la trombina incluso, alrededor de 10 veces mas sensible. La HNF
inhibe la formacién de fibrina a través de la inhibicion de la trombina,

para lo cual, el complejo heparina-AT (so6lo un tercio de la HNF se une a
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la AT) se ha de unir tanto al factor Xa como a la trombina (como ocurre
con las HNF) (Figura 10). El complejo ternario AT-trombina-heparina
precisa una longitud minima de 18 unidades de sacaridos, siendo
aquéllas heparinas cuya longitud es menor de 18 sacaridos, incapaces
de inhibir a la trombina. En cambio, las HBPMs sdlo precisan inhibir al
FXa para evitar la formacion de fibrina, ofreciendo asi una mayor
regulacion de la coagulacion y un mejor indice terapéutico (Falanga y
cols., 2011). En este caso, sélo es necesario que el complejo heparina-
AT se una a dicho factor Xa (excluyendo su union a la trombina). En este
caso, solo se requiere una secuencia de pentasacaridos para catalizar
la inhibicion del factor Xa. Asimismo, los efectos anti-proliferativos y anti-
angiogeénicos de las HBPMs, dependeran de su peso molecular medio
(fracciones de heparina con un peso medio inferior a 3000 Da, tienen
poco o ningun efecto antiangiogénico) y, posiblemente del porcentaje de

sulfatacion (Ahmad y Ansari, 2011; Falanga y cols., 2011).

Figura 10. llustracion comparativa del mecanismo de accion de la HNF y las HBPMs

en la Inhibicién de la formacién de fibrina.

Secuencia de
pentasacarido

HNF
Q—— Factor Xa

—_—
>

AT

a

Trombina

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células

escamosas

39



Introduccion

Secuencia de
pentasacarido

HPBM /</
Q Factor Xa

AT

3. Inhibicién de la union de factores de crecimiento angiogénicos a su
receptor: Los factores de crecimiento angiogénicos tales como el factor
de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) o el VEGF se pueden unir y
quedar almacenados en los proteoglicanos presentes en la superficie
de las células endoteliales y/o en la matriz extracelular (MEC). La
inhibicion de la unién de dichos factores de crecimiento angiogénicos a
sus receptores, es mediada por las HBPMs. Estas se unen a dichos
receptores, evitando asi que los factores proangiogénicos puedan
hacerlo (Dogan y cols., 2011), lo que frena el proceso de proliferacion
del cancer. Se ha demostrado que, en comparacion con la HNF, las
HBPMs son mas eficaces en inhibir la angiogénesis in vivo regulada por
los factores de crecimiento (VEGF, bFGB). El potencial antiangiogénico
de las HBPMs depende de su tamafo, el proceso en que fueron
sintetizadas y el ensayo utilizado para evaluar su efecto. No obstante,
por regla general, se considera que aquellos fragmentos de heparina
que poseen menos de 18 sacaridos (por ejemplo, la enoxaparina, con
15 unidades de sacarido) inhiben la actividad del VEGF (Dogan y cols.,
2011; Djaafar y cols., 2016); en cambio, aquellos de menos de 10

sacaridos, inhiben la actividad del bFGB (Dogan y cols., 2011).

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células
escamosas 40



Introduccion

1.4.2. Accion anti-metastasica

La diseminacion de las células cancerigenas de COCE se produce principalmente
a través del sistema linfatico, donde son transportadas a nédulos linfaticos regionales.
Sin embargo, la via sanguinea es la principal ruta por la que canceres epiteliales como
éste, se diseminan y llegan a producir un crecimiento tumoral en lugares distantes a

donde originariamente se formo el tumor (Contaldo y cols., 2013; Jiang y cols., 2015).

Los mecanismos biologicos a través de los que la heparina ejerce su actividad,
pueden afectar a varias etapas de la cascada metastasica (Bendas y Borsig, 2012).
Es obvio que, algunos de estos mecanismos, son también comunes a la inhibicion de
la proliferacion tumoral (expuestos en el apartado anterior), pues ésta es parte
integrante del proceso de metastasis. Se exponen, a continuacion, la sucesion de
fendmenos biolégicos de las HBPMs, ordenados dentro de las distintas etapas del

proceso metastasico (Valastyan y Weinberg, 2011; Jiang y cols., 2015):

1) Invasion local, angiogénesis e intravasacion: Consiste en la entrada de las
células tumorales que, se encontraban bien confinadas en el tumor primario, al
estroma circundante del tumor (Valastyan y Weinberg, 2011). Existen al menos tres
mecanismos, no excluyentes entre si, que pueden estar implicados en el desarrollo de
este proceso. El primero es debido a la presion mecanica que producen las neoplasias
de crecimiento rapido, pudiendo hacer que los cordones de células tumorales ejerzan
presidon sobre los planos de tejido de menor resistencia. A continuacion, se produce
una pérdida de las fuerzas de cohesién intercelulares, que constituia el factor clave
en mantener la masa tumoral primaria. En las células epiteliales, la pérdida de esta
unién intercelular se asocia con una disminucion de la expresion de la E-cadherina
principalmente, una glucoproteina de la superficie celular implicada en la cohesion
intercelular. La disminucion de los niveles de la misma, estan asociados con la
disminucién de la diferenciacion celular o tisular y los estadios mas avanzados de
carcinoma (Noguti y cols., 2012; Jiang y cols., 2015).

El segundo mecanismo desencadenado por los procesos expuestos, lleva al aumento

de la movilidad por parte de las células tumorales en respuesta a un gradiente de
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factores de crecimiento y quimiocinas y, por ende, favorece su migracion (Fife y cols.,
2014).

Este proceso de migracion se lleva a cabo mediante las integrinas, unas glicoproteinas
transmembrana que se encuentran en diversos tipos celulares como en las células
tumorales y endoteliales y que permiten la adhesion de las células tumorales a los
componentes proteicos de la MEC (Jiang y cols., 2015).

A continuacion, se desarrolla el tercer mecanismo que consiste en la secrecion por
parte de las células tumorales, de las metaloproteinasas (MMPs) y la heparanasa,
enzimas capaces de degradar la MEC y los componentes de la membrana basal.
Estos tres mecanismos acontecidos en las células tumorales de origen epitelial, han
sido el resultado de una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos (que les permite
moverse por los espacios disponibles tras la degradacion) con los que han adquirido
un fenotipo mesenquimal. Es lo que se conoce como “transicién epitelio-mesenquimal”
(TEM) (Friedl y cols., 2011; Fife y cols., 2014; Jiang y cols., 2015; Vlodavsky y cols.,
2016).

La accion de las MMPs desencadena la liberacion de factores del crecimiento
(entre ellos, los factores de crecimiento angiogénicos VEGF y bFGF), secuestrados en
la MEC y en la membrana basal, que favorecen la proliferacion del tumor (Valastyan y
Weinberg, 2011). Por otro lado, la heparanasa, que suele estar sobre-expresada en la
mayoria de tumores humanos, interacciona con los proteoglicanos de heparan sulfato
(PGHS), un nucleo proteico unido a cadenas lineales de heparan sulfato (HS) presente
en la MEC y en la membrana basal. Dicha union libera proteinas unidas al HS como
son las citoquinas, quimioquinas, los factores de crecimiento angiogénicos (VEGF,
bFGF), aumentando también asi la formacion de vasos sanguineos en el interior del
tumor (angiogénesis), a la vez que favoreciendo el crecimiento y las metastasis
tumorales (Dogan y cols., 2011; Djaafar y cols., 2016; Vlodavsky y cols., 2016). A todo
ello habria que afadirle la funcion de las integrinas (en este contexto, presentes en las
células endoteliales) en la adhesién a los componentes de la MEC, contribuyendo
también asi a la invasion y migracion de las células endoteliales al lugar del tumor
primario. Este lecho vascular neoformado, esta compuesto por débiles interacciones
entre las células endoteliales, lo que lo hace propenso a la filtracion y, bajo un estado

de reconfiguracion continua. Es por ello, que facilita la intravasacion de las células
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tumorales al interior de estos vasos sanguineos neoformados (Valastyan y Weinberg,
2011).

Las HBPMs frenan el proceso de angiogénesis a través de la inhibicion de la union
de los factores de crecimiento a sus receptores, como ya se expuso en el apartado
anterior “Accion anti-proliferativa” de las HBPMs. Pero también disminuyen hasta un
70% la diseminacion tumoral, a través de su accion sobre la heparanasa (Ramani y
cols., 2013; Djaafar y cols., 2016; Heyman y Yang, 2016). El estudio de Djaafar y cols.
(Djaafar y cols., 2016) evidencio que in vitro, 200 ng/ml de enoxaparina durante 24
horas, disminuyeron la expresion de la heparanasa en células MCA38 (carcinoma de
colon de raton), reduciéndose significativamente el potencial angiogénico y
metastasico de dichas células tumorales.

2) Circulacion y diseminacion de las células tumorales: La capacidad de las
células tumorales de llegar a invadir un 6rgano secundario distante a donde
originariamente se constituyd el tumor, esta relacionada con su capacidad de
migracion (previamente a través de pérdidas de adhesion) y de establecer contactos
con las células endoteliales que configuran los vasos sanguineos a los que se ha
migrado. Esta interaccion se lleva a cabo a través de moléculas de adhesion
denominadas selectinas (selectina-P, selectina-E) e integrinas. Las células
tumorales pueden también establecer interaccion, a través de las selectinas, con los
componentes sanguineos que en su superficie las presentan. En los leucocitos, la
selectina-L y en las plaquetas, la selectina-P. Por otro lado, muchas células tumorales
expresan ligandos de selectinas para que estos contactos se puedan llegar a producir
(Barthel y cols., 2007; Gout y cols., 2008; Bendas y Borsig, 2012).

Ademas del estrés desencadenado por la desunion de las células tumorales de la
MEC, éstas deben vencer el dafio provocado por las fuerzas hemodinamicas y evadir
la respuesta inmune, principalmente liderada por las células “natural killer” (NK). Es
por ello que, la formacién de un trombo de células tumorales unidas a plaquetas
(mediante selectinas), ayuda a eludir dicha respuesta inmune y, por consiguiente, son
capaces de persistir en la circulacion hasta que son reclutadas por un 6rgano
secundario (Valastyan y Weinberg, 2011; Bendas y Borsig, 2012). Ademas, el

reclutamiento de leucocitos en lugares distantes contribuye a la formacion de un nicho
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metastasico que las células tumorales tenderan a colonizar (Bendas y Borsig, 2012).
En casos de déficit de selectinas, este trombo no se podria constituir, y las células NK
eliminarian a las células tumorales (Valastyan y Weinberg, 2011; Bendas y Borsig,
2012).

Estudios in vivo confirman que las heparinas, independientemente de su modo de
despolimerizacion, dosis, tiempo de aplicacion, tipologia de tumor, etc. atenuan la
metastasis tumoral a través de su union a las selectinas P y L. Esta accion de las
heparinas es efectiva s6lo cuando las células tumorales estan en la circulacion

sanguinea (Laubli y cols., 2006; Ahmad y Ansari, 2011; Bendas y Borsig, 2012).

Las integrinas son glucoproteinas transmembrana, presentes en diversos tipos
celulares que también permiten que se establezcan interacciones intercelulares que
facilitan la progresion del proceso de metastasis. Su estructura consiste en dos
cadenas distintas, la subunidad a y la 3, que conforman un heterodimero. Existen
diferentes tipos de integrinas. La integrina allbp3 presente en las plaquetas, la
integrina avB3 presente en algunas células tumorales y en las células endoteliales
asociadas al tumor (también en estas se encuentra la integrina av35), la integrina a431
(o VLA-4) presente en células derivadas de la médula ésea y también en células
tumorales (Sun y cols., 2014; Bendas y Borsig, 2012).

La inhibicion de la integrina VLA-4 por parte de las HBPMs es su accion mas
conocida. En este caso, el tamafo de las heparinas si que es un factor influyente. Por
ejemplo, los fragmentos cortos, no son capaces de unirse a la VLA-4. Ademas, la
densidad de sulfatacién es critica para el reconocimiento de la VLA-4. Asimismo, el
tipo de selectina o integrina que contenga la célula tumoral, también repercute en este
proceso. Por ejemplo, las células del melanoma (B16F10) poseen una alta expresion
de VLA-4, en cuyo caso, la accién de las heparinas seria relevante para inhibir la
metastasis tumoral. No obstante, todavia se necesitan estudios in vivo que confirmen

también dicha accién (Fritzsche y cols., 2008; Bendas y Borsig, 2012) (Figura 11).
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Figura 11. (llustracion superior) Selectinas e integrinas favorecen interacciones entre células tumorales

y constituyentes sanguineos. (llustracion inferior) Interrupcion de dichas interacciones por accion de las

HBPMs.
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3) Arresto (o captacion) y extravasacion en un érgano secundario: Cada tipo de
carcinoma forma metastasis en un limitado subconjunto de 6rganos diana. Se postula
que la disposicion anatdmica de la red vascular y el diametro de los vasos sanguineos,
determinara por qué organo seran captadas las células tumorales (a través de los
vasos sanguineos de dicho érgano). La hipétesis alternativa plantea una predileccion
predeterminada de las células tumorales por alojarse en ciertos tejidos regulada por
un gradiente de quimiocinas o quimioquinas (migracién celular dependiente de
quimiocinas). Estas se encontrarian unidas a cadenas de glicosaminoglicanos
presentes en la superficie de células epiteliales, endoteliales vasculares, o en la MEC
(Valastyan y Weinberg, 2011; Bendas y Borsig, 2012; Jiang y cols., 2015). La induccién
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migratoria desencadenada por las quimiocinas, junto con la interaccion directa de las
células tumorales con plaquetas, leucocitos y componentes solubles, contribuye
significativamente a la adhesion y extravasacion de las células tumorales y, por

consiguiente, a la metastasis tumoral (Bendas y Borsig, 2012).

Una vez que las células tumorales han alcanzado los pequefios vasos sanguineos
de los 6rganos distantes, inician un crecimiento intraluminal y forman una microcolonia
que rompe las paredes de los vasos, dejando a las células tumorales en intimo
contacto con el parénquima. En otras ocasiones, las células tumorales son capaces
de segregar una serie de factores que inducen la hiperpermeabilidad vascular, cruzan
entonces la luz vascular y, penetran directamente en el parénquima (Valastyan y
Weinberg, 2011).

Las HBPMs pueden desplazar a las quimiocinas, evitando su presentacion en las
superficies celulares, y reduciendo asi la adhesion celular y el reclutamiento de las
células tumorales para producir metastasis (Bendas y Borsig, 2012).

4) Salida de la estructura vascular (extravasacion) e invasion del nuevo territorio: El
microambiente del lugar donde las células tumorales metastatizan, es ampliamente
diferente a donde se formo el tumor primario. Es por ello que, al principio, estas células
estan pobremente adaptadas, por lo que, desarrollan mecanismos complejos para
modificar los microambientes del érgano invadido, con el fin de sobrevivir y formar
pequefias micrometastasis. De esta manera, todavia no esta garantizado que las
células tumorales proliferen y formen grandes metastasis macroscopicas. La mayoria
sufren una lenta degeneracion durante periodos de semanas y meses; otras, persisten
como microcolonias en un estado de latencia aparente a largo plazo, manteniendo la
viabilidad en ausencia de cualquier ganancia o pérdida neta en el numero total de
células. Esta ausencia de ganancia de células tumorales se debe a incompatibilidades
con el microambiente que les rodea. De forma alternativa, las células tumorales ocultas
en micrometastasis, pueden proliferar continuamente. Sin embargo, puede no ocurrir
un aumento neto en su numero total, debido a la alta tasa de apoptosis (Valastyan y
Weinberg, 2011).
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Se constata que los canceres de mama y prostata son mas predisponentes a
metastatizar el hueso; mientras que el cancer gastrointestinal metastatiza
frecuentemente al pulmén e higado. En general, la mayoria de los canceres tienden a
metastatizar el higado, pulmén, hueso y cerebro. En cambio, las metastasis en bazo y
corazon rara vez se producen (Jiang y cols., 2015). Aunque el control loco-regional de
este tipo de cancer ha mejorado debido a los avances en el diagndstico y tratamiento,
el numero de pacientes con metastasis a distancia ha aumentado gradualmente. El
lugar donde los canceres de cabeza y cuello metastatizan con mayor frecuencia, es el
pulmén. Otras localizaciones son el hueso, la piel o el higado. Son varios los factores
relacionados con la aparicién de metastasis a distancia, entre ellos, la edad, el estadio
avanzado, una pobre diferenciacion, la diseminacion extracapsular, la recurrencia local
y regional, los niveles 4 y 5 del cuello o el tipo de cancer. En cuanto al tipo de cancer,
los tumores de gran tamafio acontecidos en hipofaringe, orofaringe y cavidad oral son
los que mayores metastasis a distancia producen. No obstante, de entre todos esos
factores antes mencionados, es la recurrencia local fue el factor que mas estuvo
relacionado con la aparicion de metastasis a distancia (Ferlito y cols., 2001; Sakamoto
y cols., 2016). Es sabido que las recurrencias loco-regionales ocurren en un 15-50%
de los pacientes con cancer de cabeza y cuello y que esto contribuye a las tasas de

mortalidad acontecidas por este tipo de cancer (Chang y cols., En prensa).

El éxito de la colonizacion metastasica radica en la existencia dentro del tumor
primario, de un subgrupo de células madre tumorales (<10%) que pueden ser
diferenciadas del resto de células del tumor. Estas células madre tumorales tienen
capacidad de auto-renovacion, y son capaces de reproducir la heterogeneidad tumoral
(subpoblacién tumorigénico y no tumorigénico) en lugares distantes a donde
originariamente se constituy6 el tumor primario a través del proceso conocido con el
nombre de “transicidon mesénquimo-epitelial” (TME). Es decir, una vez que las células
madre tumorales llevaron a cabo el proceso de TEM (en la primera fase del proceso
metastasico) que aumentd su habilidad para migrar e invadir, sufren este proceso
inverso, TME, de reversion desde su estado mesenquimal a su estado epitelial original,
para producir crecimiento de otro tumor con las mismas caracteristicas que el primario,

pero en un lugar distante a éste (forman metastasis) (Jiang y cols., 2015).
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Al resolver simultaneamente las incompatibilidades microambientales y el proceso
de auto-renovacioén celular llevado a cabo por una pequena minoria de células del
carcinoma, el proceso de colonizacion metastasica se puede completar, y asi generar
metastasis macroscoépicas y clinicamente detectables (Valastyan y Weinberg, 2011).
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2.1. JUSTIFICACION

La mortalidad por COCE a nivel mundial sigue siendo alta debido, entre otros
factores, a los fracasos encontrados en los tratamientos (Hyakusoku y cols., 2016;
Sakamoto y cols., 2016) como son los mecanismos de resistencia tumoral o las
recurrencias loco-regionales. Asimismo, la aparicion de complicaciones
tromboembdlicas (patologia fuertemente asociada con el cancer), también repercuten
considerablemente en los indices de mortalidad. El control de éstas podria mejorar
significativamente los porcentajes de supervivencia y el pronostico del cancer (Ay y
cols., 2017). La ETV esta relacionada con la activacion de las plaquetas y de los
factores de la coagulacion. La ESMO considera que para aquellos pacientes que van
a requerir un tratamiento durante un largo periodo de tiempo (por ejemplo, durante 6
meses), se empleen exclusivamente las HBPMs al 75-80% de la dosis inicial (Ay y
cols., 2017).

En la actualidad, no s6lo se conoce el uso de las HBPMs como tratamiento
preventivo y curativo de procesos trombo-embdlicos, sino que también es reconocida
su capacidad de regular el crecimiento y diseminacion tumorales (Mousa y cols., 2006;
Heyman y Yang, 2016; Vlodavsky y cols., 2016) asi como la capacidad de revertir la

resistencia tumoral a los quimioterapicos (Pfankuchen y cols., 2015).

Por todo ello, se plantean nuevas vias terapéuticas mediante el tratamiento
concomitante de los agentes quimioterapicos y las heparinas de bajo peso molecular.
Esta combinacion ha sido contrastada en diversos tipos de cancer (mama, pulmon,
tracto gastrointestinal y genitourinario, pancreas, higado, utero, ovario, cabeza y
cuello). Los resultados en cuanto a la mejoria de los porcentajes de supervivencia son
bastante dispares debido a varios motivos. En primer lugar, por la inclusion de distintos
tipos de cancer en el mismo estudio, lo que podria dar lugar a resultados inconsistentes
entre los diferentes estudios, puesto que se observa una efectividad influenciada por
el tipo de cancer. Por otro lado, cada tipo de HBPM empleada posee unas propiedades

quimicas y biolégicas debido al métodos de despolimerizacion por el que fueron

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células
escamosas 50



Justificacidn y objetivos

obtenidas. Asimismo, la dosis y los protocolos de tratamiento también influyen en la
respuesta al tratamiento. Finalmente, también las HBPMs parecen ser mas eficaces
en estadios iniciales del cancer o en pacientes con una esperanza de vida estimada
mas larga (Altinbas y cols., 2004; Kakkar y cols., 2004; Klerk y cols., 2005; Lazo-
Langner y cols., 2007; Icli y cols., 2007; Agnelli y cols., 2009; Lecumberri y cols., 2015;
Pelzer y cols., 2015).

Por todo ello, intentamos aportar en este estudio, una nueva investigacion in vitro
sobre la linea celular H357 de COCE, que constituye uno de los canceres mas
frecuentes a nivel mundial y que, sin embargo, existen menos estudios que examinen
la repercusién de las HBPMs en su proliferacion y diseminacion. Por tanto, se pretende
determinar si la HBPM, enoxaparina sodica, ejerce un efecto sinérgico in vitro con el
cisplatino en este tipo de cancer, lo que podria contribuir a futuras investigaciones.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo general fue el estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la
HBPM sobre el COCE.

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que
nos permitan sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea nuestro
estudio:

Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto del cisplatino (1, 2, 4, 8 y 10 yM), la enoxaparina sddica (0,1;
0,5; 1; 5; 10; 50; 100 pg/ml) y la combinacién de ambos, sobre la viabilidad
celular en la linea celular H357 de COCE (alas 24, 48 y 72 horas de incubacion).

2. Analizar la accién combinada del cisplatino (8 y 10 uM) y la enoxaparina sodica
(100 pg/ml) sobre la apoptosis de la linea celular H357 de COCE (a las 24, 48

y 72 horas de incubacion).
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3. Valorar el efecto combinado del cisplatino (8 y 10 uM) y la enoxaparina sodica
(100 ng/ml) sobre la capacidad de migracion de la linea celular H357 de COCE

(alas 18 y 24 horas de incubacion).
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Cultivos celulares

* Linea celular

La linea celular H357 (European Collection of Cell Cultures) pertenece a un COCE
en estadio | (TINOMO). Esta localizado en lengua y mide 20mm . Pertenece a un varon
de 74 afos de edad. Las células H357 son adherentes y con morfologia poligonal
(Figura 12). Después de su compra, las células fueron congeladas en nitrégeno liquido
a-196°C en alicuotas, a partir de las cuales se fueron cultivando con un maximo de 10
pases para mantener sus propiedades cinéticas y funcionales a un nivel 6ptimo.
Asimismo, las células fueron examinadas rutinariamente por el Servicio de Cultivos

Celulares de la Universidad de Murcia, para evitar contaminacion por micoplasmas.

Figura 12. Imagen de un cultivo celular al 70-80% de confluencia de la linea celular H357 realizada

mediante un objetivo 4x en un microscopio éptico de contraste de fases.
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El medio de cultivo que requieren estas células contiene medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM): HAMS F12 (1:1), suplementado al 10% con suero
fetal bovino (SBF), glutamina (2mM) y 0,5 pg/mL de succinato soédico de
hidrocortisona. A todo ello, se le afiadié antibidtico (penicilina/estreptomicina) para

reducir la posibilidad de contaminacion.

Los cultivos se incubaron a 37°C, con una humedad relativa del 90-95%, en 1

atmodsfera de presion, y con un 5% de CO, (Figura 13).

Figura 13. Incubador de CO;refrigerado Heraeus mod. BBK 6220.

* Método de cultivo celular

El manejo de la linea celular COCE H357 se realizé siempre en condiciones de
esterilidad y seguridad bioldgica, a través de la cabina de flujo laminar y, empleando
en todo momento, material y soluciones estériles. Tras la descongelacion de los viales

a través de un bano a 37°C, se introducia el contenido celular del vial en un tubo de
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centrifuga que contenia 9 ml de medio de cultivo previamente preparado. Este se
centrifugd durante 10 minutos a 200 G, se decantd y se incorporé nuevamente medio
de cultivo para proceder al recuento celular mediante la técnica del azul tripan y la
camara de hemocitometro. Una vez realizado el recuento y, siguiendo las
recomendaciones de la ficha técnica de este tipo celular de cultivarlas a la densidad
de 5000 células/cm?, se procedio al calculo (a través de una regla de 3) de la cantidad
de volumen celular necesario para sedimentarlas en frascos de 75 cm?. Las células
permanecerian asi incubadas de nuevo a 37°C, con una humedad relativa del 90-95%,

1 atmésfera de presion, y un 5% de CO, en el incubador.

* Subcultivo celular

Segun las especificaciones de la ficha técnica de las células COCE H357, la rutina
de subcultivo celular ha de realizarse cuando se haya alcanzado el 70-80% de
confluencia, es decir, aproximadamente cada 5-6 dias. Una vez pasado este tiempo
y, observando a través del micoscopio que la morfologia y distribucion celular eran
optimos, se procediod a llevar a cabo el protocolo de subcultivo celular. Tras la retirada
del medio de cultivo, un lavado fugaz con 1 ml de tripsina/acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,25%/0,02% fue el preambulo de dicho protocolo,
eliminando asi posibles restos de SBF que ralentizarian el despegamiento celular. Se
afnadieron 2 ml de tripsina/EDTA 0,25%/0,02% y, se dejaron incubar en una estufa a
37°C durante aproximadamente 4 minutos para su despegamiento. Finalmente, se
observo a través del microscopio que las células se habian despegado debido a que
el EDTA secuestra el i6n Ca®* necesario para que se mantengan adheridas. A
continuacion, se inactivo la tripsina/EDTA con medio de cultivo y, se recogieron las
células en tubos de centrifuga, procediendo asi a su centrifugacion durante 10 minutos
a 200 G (Figura 14). Una vez decantado el sobrenadante y, resuspendidas las células
con el nuevo medio de cultivo, se realizo el recuento celular en el hemocitdmetro a
través de la técnica del azul tripan. La viabilidad celular siempre debia ser alta, entre
un 80-100%. Para concluir, se realizaron unos calculos para sembrar de nuevo a las
células en sus frascos de cultivo, teniendo siempre en cuenta la densidad celular

recomendada, el tipo/s de experimento/s que se iban a realizar y la capacidad del
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frasco en el que se iban a cultivar. Las células permanecerian asi incubadas de nuevo
a 37°C, con una humedad relativa del 90-95%, 1 atmdsfera de presién, y un 5% de
CO..

Asimismo, se cambié el medio de cultivo cada 2-3 dias para favorecer el

crecimiento celular en 6ptimas condiciones.

Figura 14. Centrifuga refrigerada HERAEUS mod. Megafuge 1.0R.

3.1.2. Medios, soluciones y reactivos

-Medio de cultivo especifico para las células H357, el DMEM con 1g de glucosa
sin rojo fenol (RF-) combinado con HAMS F12 en proporciéon 1:1; 2mM de
glutamina; 10% SBF (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia); 0,5ug/ml de succinato de
hidrocortisona. A todos estos requerimientos para el medio de cultivo, se le afiadio
también penicilina/estreptomicina, un antibidtico para evitar cualquier tipo de
contaminacion.

-Azul tripan.

-Tripsina/ EDTA 0,25%/0,02% (Sigma Aldrich, Madrid, Espana).
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-MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) de Sigma-
Aldrich® (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

-Dimetil sulféxido (DMSO) de Sigma-Aldrich® (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).
Kit de deteccion de muerte celular o kit de apoptosis (ELISA plus) (Roche®,

Alemania).

3.1.3. Equipos

Los siguientes equipos e instrumental han sido facilitados por el Servicio de Cultivo
de Tejidos del Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia:

- Deposito de nitrégeno liquido.

- Cabina de flujo laminar Telstar Bio-II-A.

- Incubador de CO2 refrigerado Heraeus mod. BBK 6220.

- Estufa de tripsinizacion JP Selecta®.

- Centrifuga refrigerada HERAEUS mod. Megafuge 1.0R.

- Hemocitdmetro de recuento celular automatico BIO-RAD TC10.

- Lector de placas modelo FLUOstar Omega (BMG Lab. Technologies, USA)
(Figura 15).

Figura 15. Lector de placas FLUOstar Omega

FLUOstar Omega
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-Balanza de precision Mettler Toledo® mod. AE50.

- Agitador orbital ELMI skyline digital DOS-20M.

-Microscopio 6ptico con contraste de fases, campo claro y oscuro con objetivos de
10, 20, 40 y 100 aumentos. Nikon TMS. Japén.

-Microscopio 6ptico invertido Nikon con contraste de fases y fluorescencia. Posee
objetivos de 4, 10, 20 y 40 aumentos. Modelo Eclipse TE 2000-U. Equipo de
fotografia digital acoplado (Figura 16).

Figura 16. Microscopio 6ptico invertido con sistema de fotografia digital acoplado.

3.1.4. Cisplatino

El cisplatino (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) o cis-diaminodicloroplatino, es un
compuesto solido en forma de polvo. Se debe almacenar a temperaturas entre + 5°C+
3°C debiendo estar protegido de la luz. Tiene una solubilidad en agua > 1 (1-10) mg/I
y, al ser altamente soluble en DMSO, se procedio a su disoluciéon a través de este
compuesto a la concentracion de 1mg/l y, se almacend en alicuotas para emplear

segun su necesidad.

3.1.5. Enoxaparina sodica

La enoxaparina sddica (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) se debe almacenar entre

+ 5°C+ 3°C y protegido de la luz. En este estudio se procedid a su disolucion en tampdn
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fosfato salino (PBS) a la concentracion de 1mg/l y, se almacend en alicuotas para

emplear segun su necesidad.

3.2. METODOS

3.21. Diseno del estudio

Los cultivos y mediciones fueron realizados siempre por el mismo investigador y
en las mismas condiciones. Los aparatos utilizados fueron debidamente calibrados
para las longitudes de onda requeridas en los distintos estudios.

Tras la descongelacion de la linea celular, se procedio a su cultivo y se realizaron
los subcultivos necesarios para que las células alcanzaran su nivel Optimo de
crecimiento, segun las indicaciones. Cuando dicho nivel era alcanzado, se procedio a

la realizacion de los diferentes estudios.

Si la linea celular tras la realizaciéon de un estudio sobrepasaba el numero de
subcultivos que segun las indicaciones se consideraba optimo, éstas células eran

desechadas y se procedia a la descongelacion de una nueva muestra celular.

Los tratamientos fueron administrados siempre transcurrido el mismo tiempo
desde la siembra de las placas (24 h). Dicho tiempo era el necesario para que las
células se adhirieran a la placa y alcanzaran su metabolismo habitual.

3.2.2. Estudio in vitro del efecto del cisplatino sobre la

viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada por triplicado, realizando réplicas de 10 para
cada concentracion, a través de ensayos con MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) a las 24, 48 y 72 horas de la adicion del cisplatino a
distintas concentraciones: 1, 2, 4, 8 y 10uM. Las células fueron inicialmente cultivadas

en placas de 96 pocillos a una densidad de 3200 células/pocillo. Después de 24 horas
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tras la siembra celular, las células fueron tratadas con las diferentes concentraciones

de cisplatino, realizando 10 réplicas para cada tratamiento (Figura 17).

Figura 17. Placa de 96 pocillos dispuesta para su lectura.

Pasadas las 24, 48 6 72 horas del tratamiento celular con cisplatino, se retiré el
medio de cultivo que contenia las distintas concentraciones de cisplatino, y se
reemplazé por 200ul de MTT disuelto en medio (1mg/ml), que se dejo incubar (sin
contacto con la luz) durante 4 horas a 37°C, con una humedad relativa del 90-95%, en
1 atmdsfera de presion, y al 5% de CO,. Finalmente se retird el MTT de los pocillos y
se reemplaz6 por 100ul de DMSO para solubilizar el formazano producido por las
células viables. Se procedié entonces, previa agitacion a 100 r.p.m. durante 5 minutos,
a la medicion de la absorbancia en el lector de placas FLUOstar Omega, empleando
una longitud de onda de 570nm para la lectura, y 690 nm como longitud de onda de

referencia.
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3.2.3. Estudio in vitro del efecto de la enoxaparina sédica

sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada por duplicado mediante ensayos de MTT a
las 24, 48 y 72 horas de la adicion de la enoxaparina sodica a distintas
concentraciones: 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100 ug/ml. Las células fueron inicialmente
cultivadas en placas de 96 pocillos a una densidad de 3200 células/pocillo en 100ul de
medio. Después de 24 horas tras la siembra celular, las células fueron tratadas con las
diferentes concentraciones de enoxaparina sédica, realizando réplicas de 6 para cada

tratamiento.

Pasadas las 24, 48 6 72 horas del tratamiento celular con enoxaparina sddica, se
retir6 el medio de cultivo que contenia las distintas concentraciones de enoxaparina
sddica, y se reemplazo por 200ul de MTT disuelto en medio (1mg/ml), que se dejé
incubar (sin contacto con la luz) durante 4 horas a 37°C, con una humedad relativa del
90-95%, en 1 atmdsfera de presion, y al 5% de CO,. Finalmente se retir6 el MTT de
los pocillos y se reemplazé por 100ul de DMSO para solubilizar el formazano producido
por las células viables. Se procedié entonces, previa agitacién a 100 r.p.m. durante 5
minutos, a la medicién de la absorbancia en el lector de placas FLUOstar Omega,
empleando una longitud de onda de 570nm para la lectura, y 690 nm como longitud de

onda de referencia.

3.24. Estudio in vitro del efecto del cisplatino y la

enoxaparina sodica sobre la viabilidad celular

Las células fueron inicialmente cultivadas en placas de 96 pocillos a una densidad
de 3200 células/pocillo. Después de pasadas 24 horas tras la siembra celular, cada
placa fue tratada con las distintas concentraciones antes mencionadas de enoxaparina
sbédica y mediante una sola concentracion de cisplatino. Es decir, en cada placa se
empled la misma concentracion de cisplatino en todos los pocillos y, en réplicas de 6,

cada una de las concentraciones de enoxaparina con el fin de combinar ambos
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tratamientos. Se realizaron por duplicado un total de 15 ensayos de viabilidad celular

(MTT)- 5 ensayos a las 24 horas, 5 ensayos a las 48 horas, 5 ensayos a las 72 horas.

Pasadas las 24, 48 6 72 horas de tratamiento celular, se retir6 el medio de cultivo
que contenia las distintas concentraciones, y se reemplazo por 200ul de MTT disuelto
en medio (1mg/ml) que se dejo incubar (sin contacto con la luz) durante 4 horas a
37°C, con una humedad relativa del 90-95%, en 1 atmdsfera de presion, y al 5% de
CO.. Finalmente se retiro el MTT de los pocillos y se reemplazé por 100ul de DMSO
para solubilizar el formazano producido por las células viables. Se procedié entonces,
previa agitacion a 100 r.p.m. durante 5 minutos, a la medicidn de la absorbancia en el
lector de placas FLUOstar Omega, empleando una longitud de onda de 570nm para la

lectura, y 690 nm como longitud de onda de referencia.

3.2.5. Estudio in vitro del efecto del cisplatino y la

enoxaparina sdédica sobre la apoptosis

La apoptosis fue determinada mediante el test de ELISA plus (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento celular, mediante
triplicados, de las concentraciones de cisplatino 8 uM y 10 uM, asi como de dichas
concentraciones en combinacion con 100 pg/ml de enoxaparina sodica. Estas
concentraciones fueron seleccionadas de entre las anteriormente analizadas mediante

el test MTT, por ser las mas representativas.

Las células fueron inicialmente cultivadas en placas de 96 pocillos a una densidad
de 3200 ceélulas/pocillo. Pasadas 24 horas para que se adhirieran, se afadieron los
tratamientos celulares en aquellos pocillos disefiados para tal fin, obviando aquellos
pocillos control que quedarian sin tratar (controles negativos y positivos de apoptosis).
Transcurridas otras 24, 48 6 72 horas, se llevo a cabo la lisis celular y posteriormente,
la centrifugacion de la placa con el fin de que los nucleos celulares quedasen en el
fondo del pocillo y pudiésemos trabajar con la fraccion citoplasmatica de las células.

El siguiente paso consistio en transferir 20 ul de cada uno de los pocillos a la placa

que proporcionaba el kit de ELISA plus (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania),
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respetando la distribucion de pocillos disefiada. Seguidamente, se anadieron 80 ul de
‘Inmunoreagent” (una solucién constituida por varios componentes que proporciona el
kit) a cada pocillo. A continuacion, se cubrio la placa con un envoltorio adhesivo y se
incubd en agitacion durante 2 horas a 300 r.p.m. entre 15°C y 25°C. Posteriormente,
se retird cuidadosamente la solucidn por succion, y se enjuagoé cada pocillo tres veces
con 250 ul de “Incubation Buffer” (solucion proporcionada en el kit). Finalmente, se
anadieron 100 ul de “ABTS solution” a cada pocillo y se incubd la placa mediante
agitacion a 250 r.p.m. durante 15 minutos, haciéndose visible un color verdoso

indicativo de apoptosis celular (Figura 18).

Finalmente, se afadieron a cada pocillo 100 ul de “ABTS Stop Solution” para
detener la reaccion y, se procedié a la medicion de la absorbancia a través de lectura
de la placa mediante el FLUOstar Omega (longitud de onda de 405 nm, y longitud de
onda de referencia aproximada de 490 nm).

Figura 18. Pocillos de la placa del kit ELISA preparados para su lectura tras 72 horas de tratamiento.

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células
escamosas 64



Material y métodos

3.2.6. Estudio in vitro del efecto del cisplatino y la

enoxaparina sodica sobre la migracién celular

* Ensayo de migracion celular

Inicialmente, las células fueron cultivadas a una densidad adecuada en placas de
6 pocillos hasta que alcanzaron la confluencia al 100% y el crecimiento quedé inhibido.
Se realizaron a continuacion, 3 lineas paralelas en cada pocillo a través de una punta
estéril de 300ul para pipeta, con el fin de ocasionar vacios celulares y, observar la

repercusion del tratamiento sobre la capacidad migracion celular.

Entonces, cada pocillo de células (salvo el control) fue tratado con las
concentraciones de cisplatino y enoxaparina mas significativas tras el ensayo con MTT
— cisplatino 8 uM, cisplatino 10 uM, cisplatino 8 uM y enoxaparina 100 pg/ml, cisplatino
10 uM y enoxaparina 100 ug/ml —. Se tomaron 3 imagenes (una imagen/linea) en este
momento inicial (tiempo 0) mediante el microscopio optico Nikon Eclipse TE 2000-U,
también a las 18 horas y a las 24 horas después en ese mismo lugar. Estos tiempos
fueron previamente seleccionados de unos ensayos control, con el fin de conocer el
comportamiento migratorio de este tipo celular que resultase significativo para nuestro
estudio.

* Analisis cuantitativo de la distancia de migracién celular

La migracion celular fue determinada mediante el sistema de analisis de imagen
MIP 4.5 del SAI de la Universidad de Murcia. Mediante este sistema, se tomaron 10
medidas del espacio libre de células para cada imagen para obtener un valor medio
por imagen (Figura 19). Después, se determiné la distancia de migracion celular
comparando el ancho del espacio libre en cada momento, con respecto al ancho de

esa misma zona a tiempo cero, segun la siguiente formula:
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Distancia de migracion = (A0 /2)-(At /2)
AO0: Ancho del espacio libre de células inicial.

At: Ancho del espacio libre de células a tiempo t.

Figura 19. Empleo de diez medidas para el analisis del ancho del espacio libre de células

3.2.7. Método estadistico

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS® (versién
20.0) para Windows, en el cual hemos efectuado los siguientes procedimientos
estadisticos:

» Estadistica inferencial

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

el test cKANOVA» de un factor: este test estadistico se utilizé para comparar tres o mas
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medias (de muestras independientes), cuando eran tres o mas las variables a

comparar.
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4. RESULTADOS

41. EFECTO DEL CISPLATINO Y LA ENOXAPARINA
SODICA SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR EN LA
LINEA CELULAR H357

El estudio de la viabilidad celular se llevd a cabo a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion de la linea celular H357 de COCE bajo tratamiento con cisplatino,

enoxaparina sédica o la combinacion de cisplatino y enoxaparina sodica.

411. Efecto del cisplatino sobre la viabilidad celular

En todos los tiempos de incubacion estudiados (24, 48 y 72 horas), observamos
gque a medida que aumenta la dosis de cisplatino, se producia un descenso de la
viabilidad celular de las células del COCE. La concentracion de cisplatino que producia
un mayor descenso de la viabilidad celular fue la de 10 uM con diferencias
estadisticamente significativas a las 24 horas (p=0,009), 48 horas (p=0,001) y 72 horas
(p=0,003) (Tabla 7) (Figura 20).

Tabla 7. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + desviacion tipica
(DT) alas 24, 48 y 72 horas del tratamiento con cisplatino (ANOVA).

Absorbancia (% respecto al control)
24h 48h 72h

1 97,21+£27,91 131,92+21,19 110,11£13,66

Concentracion 2 89,45+20,53 130,52+19,24 98,65+17,26
de 4 101,51£19,82 115,09+28,51 105,01£14,81
cisplatino (uM) 8 82,26+12,23 103,69+29,54 107,13+£13,78
10 80,33+£24,92 97,12+44.,61 92,61+£16,64

valor de p 0,009 0,001 0,003
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Figura 20. Efecto del cisplatino sobre la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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4.1.2. Efecto de la enoxaparina sédica sobre la viabilidad

celular

Al estudiar el efecto de la enoxaparina sddica sobre la viabilidad celular a las 24,
48 y 72 horas de incubacion observamos que, a medida que aumentamos la dosis de
la HBPM, se producia un descenso de la viabilidad celular que fue mayor a una dosis
de enoxaparina sédica de 100 pg/ml, aunque no observamos diferencias
estadisticamente significativas a las 24 horas (p= 0,215), 48 horas (p=0,558) 6 72
horas (p=0,303) de incubacién (Tabla 8) (Figura 21).
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Tabla 8. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + DT a las 24,48 y 72
horas del tratamiento con enoxaparina sédica (ANOVA).

valor de p

Absorbancia (% respecto al control)

24h

48h

72h

114,08+15,01

107,21+18,36

126,71+33,14

112,89+20,24

111,94+21,06

122,77+25,51

112,57+11,37

114,04+21,57

113,84+23,14

110,33+£19,54

106,41+23,36

109,31+23,28

105,32+20,21

105,30+16,59

109,25+17,37

102,83+12,78

108,82+13,61

108,98+29,21

96,07+29,31

97,76+23,72

106,18+15,51

0,215

0,558

0,303

Figura 21. Efecto de la enoxaparina sddica sobre la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas de

tratamiento.
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4.1.3. Efecto combinado del cisplatino y la enoxaparina

sodica sobre la viabilidad celular

El efecto combinado del cisplatino y la enoxaparina sodica sobre la viabilidad
celular, se estudié combinando todas las concentraciones de enoxaparina sodica (0,1;
0,5; 1; 5; 10; 50; 100 ug/ml) con las distintas concentraciones de cisplatino (1, 2, 4, 8
y 10 uM). En cada caso, se planted un analisis descriptivo en el que se relacionaba el
valor de absorbancia obtenido con el tratamiento unico a base de cisplatino, y aquél
obtenido mediante el tratamiento combinado de cisplatino y enoxaparina sodica de
forma simultanea, a la misma concentracion de cisplatino y a un tiempo dado

(transcurridas las 24, 48 6 72 horas, segun el caso).

* Efecto del cisplatino 1 uM y la enoxaparina sédica sobre la

viabilidad celular

La combinacion de cisplatino 1 pM con las distintas concentraciones de
enoxaparina sodica utilizadas (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100 ug/ml) mostraron que las
concentraciones de 50 ug/mly 100 pg/ml de la HBPM, fueron las que mayor reduccion
de la viabilidad celular produjeron, con diferencias estadisticamente significativas a las
48 horas de incubacion (p<0,001) (Tabla 9) (Figura 22).

Tabla 9. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + DT alas 24,48 y 72
horas del tratamiento concomitante de cisplatino 1 uM y enoxaparina sédica a distintas concentraciones
(ANOVA).

Absorbancia (% respecto al control)

24h 48h 72h

Concentracion de
1 97,21+£27,91 131,92+21,19 110,11+13,66
cisplatino (uM)
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Absorbancia (% respecto al control)
24h 48h 72h
110,69+8,04 104,76+21,94 100,48%41,95
104,13+10,14 99,81£19,96 96,63+42,39
101,11£3,54 97,98+16,31 88,42+32,11
97,42+10,99 95,84+10,28 87,08+31,63
97,73+7,71 93,06+18,71 82,48+28,64
95,35+11,72 94,73+9,64 82,81+25,06
93,87+14,78 90,96+23,53 78,81+21,22
valor de p 0,228 <0,001 0,077

Figura 22. Efecto del cisplatino 1 yM solo o combinado con enoxaparina sddica sobre la viabilidad
celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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* Efecto del cisplatino 2 uM y la enoxaparina sédica sobre la

viabilidad celular

Al estudiar el efecto combinado del cisplatino 2 uM y la enoxaparina sodica sobre

la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas de incubacion observamos que, a medida

que aumentamos la dosis de la HBPM, se producia un descenso de la viabilidad

celular. Este fue mayor a las concentraciones de enoxaparina sédica de 50 ug/ml y

100 pg/ml, con diferencias estadisticamente significativas a las 48 horas de incubacion

(p=0,008) (Tabla 10) (Figura 23).

Tabla 10. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + DT a las 24, 48 y

72 horas del tratamiento concomitante de cisplatino 2 pM y enoxaparina sédica a distintas

concentraciones (ANOVA).

Absorbancia (% respecto al control)
24h 48h 72h
Concentracion de
cisplatino (M) 2 89,45+20,53 130,52+19,24 98,65+17,26
96,71+23,08 123,11+36,39 85,81+45,96
94,28+20,77 118,68+14,67 84,55+47,33
90,36+22,54 114,45+17,39 82,99+45,23
90,53+14,04 106,88+10,05 79,04+40,83
88,33+17,81 110,05+21,36 78,47+40,58
85,76+13,69 108,44+19,84 72,45+£32,18
82,55+11,11 101,85+15,21 69,31+£28,76
valor de p 0,729 0,006 0,502
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Figura 23. Efecto del cisplatino 2 yM solo o combinado con enoxaparina sddica sobre la viabilidad
celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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* Efecto del cisplatino 4 uM y la enoxaparina sédica sobre la

viabilidad celular

En todos los tiempos de incubacion estudiados (24, 48 y 72 horas) en el
tratamiento combinado de cisplatino 4 uM y enoxaparina sodica, observamos que a
medida que aumentaba la concentracion de la HBPM, se producia un descenso de la
viabilidad celular de las células del COCE. La concentracion de enoxaparina sodica
que producia un mayor descenso de la viabilidad celular fue la de 100 pg/ml con

diferencias estadisticamente significativas a las 48 horas (p=0,03) y 72 horas (p<0,001)
de tratamiento (Tabla 11) (Figura 24).
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Tabla 11. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + DT a las 24, 48 y

72 horas del tratamiento concomitante de cisplatino 4 puM y enoxaparina sédica a distintas

concentraciones (ANOVA).

Absorbancia (% respecto al control)
24h 48h 72h
Concentracion de
cisplatino (uM) 4 101,51+19,82 115,09+28,51 105,01£14,81
108,92+9,61 115,95+20,48 111,23£7,96
108,5316,74 111,68+£23,01 110,53+7,97
107,52+7,63 103,93+18,84 109,86+13,07
107,40+10,35 102,78+13,09 102,31£7,13
104,78+15,08 101,77+14,62 93,57+10,28
104,66+8,62 96,33+20,54 97,88+5,57
104,07+11,33 89,14+21,03 82,55+3,04
valor de p 0,774 0,03 <0,001

Figura 24. Efecto del cisplatino 4 uM solo o combinado con enoxaparina sddica sobre la viabilidad
celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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* Efecto del cisplatino 8 uM y la enoxaparina sédica sobre la

viabilidad celular

El tratamiento combinado de cisplatino 8 uM y la enoxaparina sodica produjo una
mayor reduccion de la viabilidad celular conforme la concentracion de enoxaparina
sddica era también mayor. El mayor descenso de la viabilidad celular fue alcanzado a
la concentracion de 100 ug/ml de enoxaparina sodica, con diferencias
estadisticamente significativas a las 24 horas (p<0,001), 48 horas (p<0,001) y 72 horas
(p<0,001) de incubacion (Tabla 12) (Figura 25).

Tabla 12. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + DT a las 24, 48 y

72 horas del tratamiento concomitante de cisplatino 8 puM y enoxaparina sédica a distintas
concentraciones (ANOVA).

Absorbancia (% respecto al control)
24h 48h 72h
Concentracion de

cisplatino (uM) 82,26+12,23 103,69+29,54 107,13£13,78
106,42+3,59 81,13+8,39 109,57+13,82
99,48+3,32 89,60+18,11 102,7849,52
94,04+4,54 96,82+14,07 98,25+10,45
94,37+8,69 87,29+10,33 95,54+8,92
92,73+3,57 78,65+£13,95 89,68+5,71
88,61+2,16 77,07+4,09 89,08+4,61
83,26+10,92 76,39+£10,78 78,61+8,62

valor de p <0,001 <0,001 <0,001
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Figura 25. Efecto del cisplatino 8 yM solo o combinado con enoxaparina sddica sobre la viabilidad
celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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* Efecto del cisplatino 10 uM y la enoxaparina sodica sobre la

viabilidad celular

En todos los tiempos de incubacién estudiados (24, 48 y 72 horas) en el
tratamiento combinado de cisplatino 10 uM y enoxaparina sddica, observamos que a
medida que aumentaba la concentracion de la HBPM, se producia un descenso de la
viabilidad celular de las células del COCE. La concentracion de enoxaparina sodica
100 pg/ml mostré un mayor descenso de la viabilidad celular, con diferencias
estadisticamente significativas a las 24 horas (p<0,001) y 72 horas (p<0,001) de
tratamiento (Tabla 13) (Figura 26).

Estudio in vitro del efecto sinérgico del cisplatino y la heparina de bajo peso molecular sobre el carcinoma oral de células
escamosas 78



Resultados

Tabla 13. Valores de absorbancia (%) respecto al control expresados como media + DT a las 24, 48 y

72 horas del tratamiento concomitante de cisplatino 10 uM y enoxaparina sédica a distintas
concentraciones (ANOVA).

Absorbancia (% respecto al control)
24h 48h 72h
Concentracion de

cisplatino (uM) 80,33+24,92 97,12+44.,61 92,61+16,64
105,32+11,96 102,21+£23,52 44,22+28,11
93,59+46,11 93,97+14,99 43,71+£26,87
85,58+7,36 89,82+14,93 42,83+24,83
86,88+6,57 87,65+15,31 39,31+21,81
80,21+6,81 86,92+14,91 41,64+26,09
80,58+4,65 85,71+£15,85 36,36+18,53
78,92+4,41 83,91+£10,98 34,23+14,57

valor de p <0,001 0,616 <0,001

Figura 26. Efecto del cisplatino 10 yM solo o combinado con enoxaparina sédica sobre la viabilidad
celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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4.2. EFECTO DEL CISPLATINO Y LA ENOXAPARINA
SODICA SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR EN LA
LINEA CELULAR H357

Se llevo a cabo el estudio de apoptosis celular con el fin de contrastar la existencia
de diferencias significativas entre el tratamiento con cisplatino solo (8 uM y 10 uM) y
en simultaneidad con enoxaparina sodica a 100 ug/ml. La seleccion de estos valores
de concentracion, estuvo basada en la gran eficacia sinérgica mostrada por estos

compuestos en los resultados de viabilidad celular.

4.21. Efecto del cisplatino 8 uM y la enoxaparina sédica

100 ng/ml sobre la apoptosis celular

En el ensayo de apoptosis celular se observé que tanto a las 24, 48 y 72 horas, se
producia una mayor tasa de apoptosis cuando el tratamiento empleado era la
combinacion del cisplatino 8 uM y la enoxaparina sédica 100 pug/ml, obteniéndose
diferencias estadisticamente significativas sélo a las 48 horas de tratamiento
(p=0,008). No obstante, la mayor tasa de apoptosis evidenciada en este experimento
se observo tras las 72 horas (0,0461+0,0043) (Tabla 14) (Figura 27).

Tabla 14. Valores de absorbancia expresados como media £ DT a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento

concomitante de cisplatino 8 uM y enoxaparina sédica a 100 ug/ml (ANOVA).

Absorbancia

24h 48h 72h

Concentracion de
0,0296+0,0046 0,0343+0,0053 0,0458+0,0077
cisplatino (uM)
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Control

Absorbancia

24h

48h

72h

0,0311+0,0058

0,0415+0,0045

0,0461+0,0043

0,0275+0,0043

0,0338+0,0041

0,0432+0,0035

valor de p

0,582

0,008

0,716

Figura 27. Efecto del cisplatino 8 uM solo o combinado con enoxaparina sddica sobre la apoptosis

celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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4.2.2.

100 ng/ml sobre la apoptosis celular

Efecto del cisplatino 10 uM y la enoxaparina sédica

En el ensayo de apoptosis celular, se observd una mayor tasa de apoptosis con el

tratamiento concomitante (cisplatino 10 uM y la enoxaparina sédica 100 ug/ml) tanto a

las 24, 48 y 72, con diferencias estadisticamente significativas a las 48 horas

(p=0,009).

Pasadas 72 horas, aunque no se observaron diferencias tan marcadas entre el

tratamiento con cisplatino solo o en combinacidn con enoxaparina sodica como

pasadas 24 6 48 horas, se produjo el resultado mas alto de apoptosis celular
(0,0467+0,0041) (Tabla 15) (Figura 28).

Tabla 15. Valores de absorbancia expresados como media £ DT a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento

concomitante de cisplatino 10 uM y enoxaparina sédica a 100 ng/ml (ANOVA).

Absorbancia

Concentracion de

cisplatino (uM)

Control

24h

48h

72h

0,0310+0,0035

0,0358+0,0027

0,0466+0,0067

0,0438+0,0325

0,0437+0,0027

0,0467+0,0041

0,0275+0,0043

0,0338+0,0041

0,0432+0,0035

valor de p

0,413

0,009

0,592
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Figura 28. Efecto del cisplatino 10 yM solo o combinado con enoxaparina sédica sobre la apoptosis

celular a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
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4.3. EFECTO DEL CISPLATINO Y LA ENOXAPARINA
SODICA SOBRE LA MIGRACION CELULAR EN LA
LINEA CELULAR H357

El estudio de la migracion celular se empled con el propdsito de conocer si se
producia también un efecto sinérgico sobre la capacidad de migracion celular, al igual
que el alcanzado en la viabilidad celular, donde ésta presentd la mayor de disminucion
de la viabilidad celular con el cisplatino a 8 uM ¢ 10 uM y la enoxaparina sodica a 100
ug/ml. Es por ello que, se estudia a continuacion la distancia de migracién celular a

estas dosis.
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4.31. Efecto del cisplatino 8 uM y la enoxaparina sédica

100 ng/ml sobre la migracion celular

Al combinar cisplatino 8 uM con enoxaparina sodica 100 ug/ml, se produjo una
mayor reduccion de la migracion celular, con diferencias estadisticamente

significativas tanto a las 18 horas (p=0,003) como a las 24 horas (p=0,004).

Figura 29. Imagenes comparativas del estudio de la migracién celular con cisplatino 8 uM (solo o
combinado con enoxaparina sodica 100 ug/ml) a tiempo inicial (TO), pasadas 18 horas (T18) y pasadas
24 horas (T24).

Control

T8 T24

Cisplatino 8 pM

T T18 T24

Cisplatino 8 pM + Enoxaparina sédica 100 pg/ml

T18 T24
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Tabla 16. Valores de la distancia de migracion celular (en um) tras 18 y 24 horas de tratamiento con

cisplatino 8uM solo o combinado con la enoxaparina sédica 100 pg/ml (ANOVA).

Absorbancia (um)
T18 T 24
Concentracion de
432,8845 + 161,8224 493,3943 + 151,9157
cisplatino (uM)

336,4226 + 156,7214 381,7874 + 178,3241
Control 473,7236 + 150,8182 500,0302 + 111,1531

valor de p 0,003 0,004

Figura 30. Efecto del cisplatino 8 yM solo o combinado con enoxaparina sdédica 100 pg/ml sobre la

migracion celular a las 18 y 24 horas de tratamiento.
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4.3.2. Efecto del cisplatino 10 uM y la enoxaparina sédica

100 ng/ml sobre la migracion celular

Al combinar cisplatino 10uM con enoxaparina sodica 100 pug/ml, se produjo una
mayor reduccion de la migracion celular, aunque sin diferencias estadisticamente

significativas a las 18 horas (p=0,116) ni a las 24 horas (p=0,133).

Figura 31. Imagenes comparativas del estudio de la migracién celular con cisplatino 10 uM (solo o
combinado con enoxaparina sodica 100 ug/ml) a tiempo inicial (TO), pasadas 18 horas (T18) y pasadas
24 horas (T24).
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Tabla 17. Valores de la distancia de migracion celular (en um) tras 18 y 24 horas de tratamiento con

cisplatino 10uM solo o combinado con la enoxaparina sodica 100 pg/ml (ANOVA).

Absorbancia (um)
T18 T24
Concentracion de
336,4226 + 156,7214 381,7874 + 178,3241
cisplatino (uM)

243,8583 + 326,1738 261,6249 + 347,2235
Control 381,9336 + 266,3872 391,3375 + 274,1567

valor de p 0,116 0,133

Figura 32. Efecto del cisplatino 10 uM solo o combinado con enoxaparina sédica 100 pug/ml sobre la

migracion celular a las 18 y 24 horas de tratamiento.
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5. DISCUSION

La mayoria de tumores de la cavidad oral, faringe y laringe (>90%) son COCEs.
Este tipo de cancer representa el 6% de todas las neoplasias malignas y, constituye el
octavo cancer por incidencia a nivel mundial (Chi y cols., 2015). La mortalidad asociada
al COCE sigue siendo alta a nivel mundial, debido a que la mayoria son diagnosticados
en estadios avanzados, y también debido a los fracasos de los tratamientos, ya sea
por recurrencias loco-regionales (15-50%) o por metastasis a distancia (Hyakusoku y
cols., 2016; Sakamoto y cols., 2016; Chang y cols., En prensa).

Dependiendo del estado general del paciente, de la etiopatogenia y del estadio de
su enfermedad, se valoran diversas opciones de tratamiento. Se contemplan desde la
cirugia (con o sin tratamientos coadyuvantes previos o posteriores), la radioterapia, la
quimiorradioterapia o las TMD combinadas con otros tratamientos anti-cancerigenos
(como por ejemplo, el cetuximab y la radioterapia). De entre todos ellos, la
quimiorradioterapia es actualmente el tratamiento de eleccién para el tratamiento local
y/o regional del COCE de cabeza y cuello avanzado (estadios IlI-1V) tanto en las guias
de practicas clinicas europeas como estadounidenses, después de la cirugia o cuando
no se plantea una solucion quirargica (Marcu, 2013; Ahn y cols., 2016; Strojan y cols.,
2016).

La tasa de supervivencia a los 5 afnos es de mas del 80% de entre los canceres
de cabeza y cuello tratados en estadio precoz. En cambio, cuando la enfermedad se
ha diseminado a los ganglios cervicales, este porcentaje se ve reducido al 40%;
llegando incluso a menos del 20% de supervivencia a 5 afios en las metastasis
(Kalavrezos y Bhandari, 2010; Yadav y cols., En prensa). El riesgo de desarrollar una
ETV en pacientes con cancer es de aproximadamente entre 4 hasta 6,5 veces mayor
que en pacientes sin enfermedad tumoral. Y, los porcentajes de supervivencia son
significativamente menores y con peor pronostico en aquéllos pacientes que presentan

una ETV y la enfermedad de cancer (Ay y cols., 2017).

La activacion de las plaquetas y de los factores de la coagulacion en pacientes

con cancer no solo puede desencadenar complicaciones tromboembdlicas, también
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puede favorecer el crecimiento del tumor y promover su diseminacién (metastasis),
debido a que los factores relacionados con el sistema hemostatico, regulan también la
angiogeénesis tumoral (Mousa y cols., 2006). Aunque los mecanismos moleculares
relacionados con estas acciones estan todavia siendo estudiados, las evidencias
actuales indican que las HBPMs son capaces de bloquear receptores de adhesion,
inhibir la accién enzimatica de la heparanasa (Hostettler y cols., 2007; Ramani y cols.,
2013), reducir la actividad de los factores de crecimiento y la angiogénesis (Dogan y
cols., 2011; Battinelli y cols., 2014; Djaafar y cols., 2016), y hasta incluso, revertir la
resistencia a quimioterapicos (Pfankuchen y cols., 2015). Es muy importante evaluar
sus efectos en los diferentes tipos de cancer, utilizando distintos tipos de HBPMs vy,
administrarlas a diferentes dosis e intervalos de tratamiento (Zhang y cols., 2016).

En nuestra investigacion, se estudio el efecto de una de las HBPMs comunmente
empleadas en la préactica clinica, la enoxaparina sédica. Esta produjo un efecto dosis-
dependiente, aunque sin diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes dosis utilizadas. Es mas, otros autores como Niu y cols. (Niu y cols., 2012),
ni siquiera encontraron un efecto estadisticamente significativo entre el control y el
grupo bajo tratamiento con una HBPM sobre una subpoblacion de células madre

derivadas del adenocarcinoma de pulmon resistente a cisplatino.

Si comparamos los resultados obtenidos en nuestro ensayo de viabilidad
celular tras el tratamiento con cisplatino solo con los resultados obtenidos por otros
autores como Arias y cols. , Ghosh y cols., y Tsai y cols. (Arias y cols., 2010; Tsai y
cols., 2012; Ghosh y cols., 2016) sobre otras lineas celulares de COCE, se observa
que transcurridas unas 24 horas aproximadamente, y a la concentracion de 10 uM de
cisplatino, la reduccion de la viabilidad celular se encontraba alrededor del 80-100%

respecto al control, al igual que ocurria en nuestro estudio (80,33+24,92).

Por otro lado, nuestros resultados mostraron una tendencia a la disminucion de la
viabilidad celular de forma concentracidn-dependiente. Es decir, la tendencia a la
disminucion de la viabilidad celular era mayor cuanto mayor era también la
concentracion de cisplatino empleada. Este hecho coincide con lo que revelan otros

estudios realizados en otras lineas celulares de COCE. Ghosh y cols. (Ghosh y cols.,
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2016) encontraron una disminucion de la viabilidad celular que aumentaba con el
aumento de la concentracion de cisplatino (de 1 a 20 uM). Asimismo, Tsai y cols. (Tsai
y cols., 2012) también observaron una disminucién concentracion-dependiente al cabo

de 24 horas de tratamiento con el quimioterapico.

En nuestro estudio, el tratamiento concomitante con cisplatino y enoxaparina
sddica, ha mostrado un efecto sinérgico de reduccion de la viabilidad celular, en la
linea celular H357 de COCE estudiada. Dicho efecto se pone de manifiesto tanto en la
medicion de la viabilidad celular, en la apoptosis, asi como en el estudio de la migracion

celular.

La mayor reduccion de la viabilidad celular, se obtuvo a las concentraciones de
8uM y 10 uM de cisplatino. La viabilidad celular disminuia conforme la concentracion
de enoxaparina sodica aumentaba (en tratamiento con cisplatino a dosis fija). De este
modo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas tanto a las 24, 48
(s6lo en el caso del cisplatino 8 uM y enoxaparina sédica) y 72 horas entre el
tratamiento combinado y el tratamiento unico con cisplatino (p<0,001). De entre todas
ellas, el empleo de cisplatino 8 uM 6 10 uM con 100 pg/ml de enoxaparina sédica,
mostré los resultados mas prometedores en el tratamiento del COCE, alcanzandose
la menor viabilidad celular (34,23+14,57) con la concentracion de cisplatino (10 uM) y

enoxaparina sédica (100 pg/ml) mas elevadas.

Djaafar y cols. (Djaafar y cols., 2016) observaron que la enoxaparina sédica (200
ug/ml) reducia la expresion de un proto-oncogen regulador del ciclo celular, la ciclina
D1. Esta esta relacionada con la progresion de la fase G1 a la fase S en el ciclo celular.
Su expresion, generalmente aumentada en la mayoria de tumores, se ve disminuida
por accidn de la enoxaparina. La viabilidad celular de las células de cancer de colon
empleadas en ese estudio (MCA38) se vio reducida tras la disminucion de la expresion
de la ciclina D1.

Son diversos los estudios conocidos que subrayan que el cisplatino induce la
muerte celular a través del proceso de apoptosis (Kelland, 2007; Marcu, 2013; Dasari

y Tchounwou, 2014). En nuestro ensayo de apoptosis celular, se produjo mayor
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apoptosis con 10 uM que con 8 uM de cisplatino. En esta misma linea, Arias y cols.
estudiaron las actividades celulares inducidas por el cisplatino (5, 10, 15, 20, 25 uM),
entre ellas, la apoptosis celular sobre la linea celular CAL27 de COCE. Sus resultados
indicaron que bajas concentraciones de cisplatino requerian mayor tiempo para inducir
apoptosis, produciéndose mas rapidamente el proceso cuanto mayor era la
concentracion (Arias y cols., 2010). Es por tanto evidente que, el tiempo requerido para
inducir apoptosis esta relacionado de forma significativa, con la concentracion de
cisplatino empleada. En el estudio de Arias y cols. (Arias y cols., 2010), la apoptosis
inducida por 10 uM de cisplatino podia ser detectada tras 20 horas de tratamiento. En
nuestro estudio, tras 24 horas de tratamiento con 10 uM de cisplatino, también se podia
detectar un mayor indice apoptoético con respecto al control, aunque sin diferencias

significativas (p=0,413).

Del mismo modo, cuando en nuestro estudio se empled el cisplatino (8 uM 6 10
uM) y la enoxaparina sédica (100 pg/ml), se obtuvo una mayor tasa apoptotica que
con el tratamiento con cisplatino solo, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas tras 48 horas de tratamiento. Niu y cols. (Niu y cols., 2012) también
observaron que la tasa apoptdtica en una subpoblacion de células madre aisladas del
adenocarcinoma de pulmon resistente al cisplatino A549/DDP, era significativamente
mayor cuando se trataron con cisplatino y heparina de bajo peso molecular (versus
tratamiento con cisplatino solo o células control). Las células madre tumorales, tras su
descubrimiento por primera vez en las leucemias, también han sido aisladas en
tumores s6lidos como el de mama, cerebro, pulmén, higado, prostata, colon, pancreas

y cabeza y cuello (Niu y cols., 2012).

Tonigold y cols. (Tonigold y cols., 2014) entre otros autores, indicaron que células
madre de los tumores de cabeza y cuello (ademas de para otros tipos de cancer)
expresaban altos transportadores de tipo ABC, en concreto el conocido como ABCG2.
La presencia de células madre en la linea celular H357 empleada en nuestro estudio
es alta (Harper y cols., 2010), lo que inclina a presuponer una alta expresion de
transportadores ABCG2 en su membrana. Niu y cols. (Niu y cols., 2012) observaron
que tras la incubacion de la subpoblacién de células madre de A549/DDP resistentes
al cisplatino, durante 36 horas con heparina de bajo peso molecular, la expresion de
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ABCG2 se veia reducida significativamente. Todo ello indicé que la HBPM, induce la
degradacion de dicho marcador (sin afectar a nivel del acido ribonucleico mensajero,
ARNmM) y es capaz de revertir la resistencia al quimioterapico. Por consiguiente, si la
enoxaparina, HBPM empleada en nuestro estudio, sigue estas directrices, la expresion
de ABCG2 se veria disminuida. Asimismo, se reducira el flujo del cisplatino hacia el
exterior celular y, por tanto, aumentara la eficacia del quimioterapico (cisplatino), lo
cual entraria en concordancia con las mayores tasas de apoptosis obtenidas con
nuestros resultados. No obstante, serian necesarios estudios en células no
resistencias al cisplatino (como en nuestro caso) que confirmen los resultados

obtenidos.

También Pfankuchen y cols. (Pfankuchen y cols., 2015) empled una heparina de
bajo peso molecular, la tinzaparina (25 6 50 pg/ml) previamente al tratamiento con
cisplatino (2 uM) sobre la linea celular A2780cis, de cancer de ovario resistente al
cisplatino. La tinzaparina revertia la resistencia al cisplatino, permitiendo su accién. Sin
embargo, ésta no presentd ningun efecto sobre la expresion de los marcadores tipo
ABC como en el estudio de Niu y cols. (Niu y cols., 2012). En este caso, se determino
qgue la accion de la tinzaparina estaba mediada por su interaccion con las cadenas de
PGHS. Ademas, inhibia la expresion de un gran numero de genes relacionados con el
cancer y, elevaba los genes supresores del tumor. Este estudio, aunque no aportaron
datos, también fue realizado con la enoxaparina (50 ug/ml) donde su eficacia, aunque
ligeramente menor por un menor peso molecular, también consiguio sensibilizar a las

células a la citotoxicidad inducida por cisplatino.

Con respecto al proceso de migracién celular en la linea celular H357,
nuestros resultados han mostrado que tanto el cisplatino solo (8uM 6 10 uM), pero
sobre todo, combinado con la enoxaparina sédica 100 ug/ml, ejerce un potente efecto
inhibidor de dicha capacidad de migracién celular, significativa a la concentracién de 8
uM de cisplatino. La interaccidén de la enoxaparina con la heparanasa en el comienzo
del proceso de metastasis tumoral, parece estar muy relacionado con este fendmeno
de disminucion de la migracion celular. En este paso, las células cancerigenas
degradarian la MEC y la membrana basal (incluyendo sus principales componentes,
los PGHS) a través de la heparanasa y, subsecuentemente, se liberarian citoquinas,
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quimioquinas y los factores de crecimiento angiogénicos (VEGF, bFGF), que
favorecerian asi la angiogénesis, el crecimiento y las metastasis tumorales. Sin
embargo, la disminucion de la expresion de la heparanasa (sobre-expresada en la
mayoria de tumores humanos) por la enoxaparina, reduciria este mecanismo de
migracion celular. En el estudio de Djaafar y cols. (Djaafar y cols., 2016), el tratamiento
de la linea de cancer de colon MCA38 con 200 pug/ml de enoxaparina, y pasadas 24
horas, redujo significativamente (hasta un 50%) la expresién de la heparanasa (tanto
a nivel del ARN como de las proteinas). Este modo de actuacion de la enoxaparina
sddica a nivel de la MEC, ralentizaria el proceso de invasion del cancer (relacionado
con la accion de la heparanasa) y podria explicar el por qué de los resultados

encontrados en nuestro estudio.

En definitiva, el cisplatino y la enoxaparina sodica presentaron un efecto
sinérgico sobre la viabilidad celular, la apoptosis y la migracién celular. Este se hace
mas evidente conforme mayor es la concentracion de enoxaparina sédica. No
obstante, son necesarios mas ensayos in vitro con el fin de examinar las limitaciones
encontradas. Por ello, seria 6ptimo emplear otras concentraciones de tratamiento,
estadios de COCE mas avanzados, otras lineas celulares de COCE, o hasta incluso,
una linea celular de COCE resistente al cisplatino para conocer si la enoxaparina

sbdica es realmente capaz de revertir el mecanismo de resistencia tumoral.
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6. CONCLUSIONES

1.

El cisplatino y la enoxaparina sodica (de forma independiente) redujeron de
forma dosis-dependiente la viabilidad celular en la linea celular H357 de COCE,
alas 24, 48 y 72 horas de incubacion. La combinacion de las concentraciones
de enoxaparina sodica de 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50 y 100 uyg/mL con cualquiera de
las dosis de cisplatino estudiadas (1; 2; 4; 8 y 10 yM) mostraron un efecto
sinérgico a las 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular del COCE, que fue
mayor cuando la concentracion de enoxaparina sédica era la maxima (100
ug/mL). El mayor descenso de la viabilidad celular fue alcanzado con la
concentracion de 10 uyM de cisplatino junto con 100 pg/mL de enoxaparina

sodica.

. La combinacion de enoxaparina sédica a la concentracion de 100 pg/mL,

mostro un efecto sinérgico sobre la apoptosis en la linea celular H357 de COCE
al combinarlo con cisplatino, tanto a dosis de 8 como de 10 uM, en todos los

tiempos de incubacién estudiados (24, 48 y 72 horas).

Al combinar una concentracion de enoxaparina sddica de 100 yg/mL con 8 o
10 uM de cisplatino, se observé un efecto reductor de la migracién celular en
la linea H357 de COCE, tanto a las 18 como a las 24 horas de incubacion.
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6. CONCLUSIONS

1. Cisplatin and sodium enoxaparin decrease H357 cell line viability in a dose-
dependent manner when incubated at 24, 48 and 72 hours. Upon the treatment
with increasing concentrations of sodium enoxaparin 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50 y 100
pug/mL with any cisplatin (1; 2; 4; 8 y 10 yM) concentrations, it resulted a
synergetic effect over cell viability at 24, 48 or 72 hours. The highest synergic
effect was exhibited at the maximum sodium enoxaparin concentration (100
pug/mL). The least cell viability was reached at higher cisplatin (10 pM) and
sodium enoxaparin (100 uyg/mL) concentrations.

2. Cisplatin-induced apoptosis at 8 yM and 10 pM was strengthed with the 100
pug/mL sodium enoxaparin at the treatment times studied (24, 48 y 72 hours) in
the H357 cell line.

3. The H357 cell line migration was reduced by 100 ug/mL sodium enoxaparin and
cisplatin (8 or 10 uM) after 18 and 24 hours of incubation time.
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