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Estudio del efecto de la apigenina, acido carndsico, paclitaxel y 5-fluorouracilo,
sobre la viabilidad, ciclo celular y apoptosis de las lineas celulares PE/CA-PJ15
y HaCaT

RESUMEN:

Introduccion: El cancer es una enfermedad con una alta incidencia a nivel mundial;
la falta de diagndstico y la deteccidn temprana constituyen una de las principales
complicaciones del tratamiento. Actualmente la investigacion de nuevos
compuestos resulta de vital importancia para la prevencion, control y tratamientos
mas eficaces.

Obijetivos: estudiar in vitro el efecto sobre la viabilidad y la proliferacion de los
compuestos: apigenina, acido carndsico, 5 Fluorouracil y paclitaxel. Asi mismo
estudiar la influencia de estas sustancias sobre el ciclo celular y la apoptosis de las
lineas celulares HaCaT y PE/CA-PJ15.

Materiales y métodos: Los compuestos: apigenina, acido Carnésico, 5-
fluorouracilo y paclitaxel fueron ensayados a concentraciones de 1uM, 5uM,
10uM, 20uM, 50uM, 100uM sobre la linea no tumoral HaCaT (queratinocitos) y
la linea celular tumoral PE/CA-PJ15; y evaluamos los efectos sobre la
proliferacion celular, mediante la técnica de MTT.

Resultados: Todos los extractos probados presentan en las pruebas de citotoxicidad
una correlacion, dosis - tiempo de tratamiento — respuesta. En las primeras 24 horas
de tratamiento a concentraciones de 1uM y 5uM la apigenina, el acido carnosico
y el paclitaxel tienen un efecto proliferativo con respecto al control. A partir de las
48 horas y una concentracion de 10uM se evidencia disminucion de la
proliferacion celular.

Entre los extractos probados el 5-fluorouracilo a una concentracion de 5uM
presenta los mejores resultados tanto en las pruebas de citotoxicidad como en las
pruebas de ciclo celular en el que se aprecia su efecto citostatico de fase S. ninguno
de los compuestos probados arrojé resultados significativos en la prueba de
apoptosis.

Conclusién:
El tratamiento con 5-fluorouracilo sobre la linea celular PE/CA-PJ15 de cancer

oral de células escamosas produce una parada del ciclo celular en la fase S, en
cuanto a viabilidad celular se consigue IC50 después de 96 horas a una
concentracion de SpuM

Palabras clave: Cancer oral, PE/CA-PJ15, 5-fluorouracilo, HaCaT, acido
carnoésico, apigenina, paclitaxel.
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Study of the effect of apigenin, carnosic acid, paclitaxel and 5-fluorouracil on
viability, cellular cycle and apoptosis of PE/CA-PJ15 and HaCaT cellular lines

ABSTRACT:

Introduction: Cancer is a disease with a high incidence worldwide; lack of
diagnosis and early detection constitute one of the main complications of the
treatment. Research on new compounds is now vitally important for prevention,
control and more effective treatments of the disease.

Objectives: to study in vitro the effect on the viability and proliferation of the
compounds: apigenin, carnosic acid, 5-fluoriuracil and paclitaxel. Likewise to
study the influence of these substances on cellular cycle and apoptosis of HaCaT
and PE/CA-PJ15 cellular lines.

Materials and methods: The compounds: Apigenin, Carnosic Acid, 5-fluoriuracil
and paclitaxel were assayed at concentrations of 1uM, 5uM, 10uM, 20uM, 50uM,
100uM on the non-tumor line HaCaT (keratinocytes) and the tumor cellular line
PE/CA-PJ15; then the effects on cellular proliferation were evaluated, using the
MTT technique.

Results: All the tested extracts present in the cytotoxicity tests a correlation, dose
- treatment time - response. In the first 24 hours of treatment at concentrations of
1uM and 5uM, apigenin, carnosic acid and paclitaxel have a proliferative effect
with respect to the control. From 48 hours and a concentration of 10uM, there is a
decrease in cellular proliferation.

Among the extracts tested, 5-fluoriuracil at a concentration of 5 uM shows the best
results both in cytotoxicity tests and in the cellular cycle tests, in which its
cytostatic effect of S phase is appreciated. None of the tested compounds showed
significant results in the apoptosis test.

Conclusion:

Treatment with 5-fluoriuracil on the COCE PE/CA-PJ15 cellular line causes a
cellular cycle arrest in the S phase, as for cellular viability IC50 is achieved after
96 hours at a concentration of SuM

Key words: Oral cancer, PE/CA-PJ15, 5-fluorouracil, HaCaT, Carnosic Acid,
Apigenin, Paclitaxel
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l. INTRODUCCION
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1. Cancer

La palabra galénica cancer se utiliza en nuestros dias para referirse a
las neoplasias cuyo comportamiento bioldgico es maligno. EI concepto de
neoplasia maligna no se ha modificado en los Gltimos afios, pues se refiere
al comportamiento biolégico del proceso y a las consecuencias que la
enfermedad tiene sobre la funcion, el 6rgano y la vida del paciente. Los
estudios de carcinogénesis demuestran que esta transformacién es el
resultado de diferentes eventos concatenados y sucesivos que se han definido

con la expresion “en multiples pasos”.

El cancer actualmente es una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en el mundo, se estima que en 2012 se presentaron unos 14
millones de nuevos casos y en 2015 se ocasiono 8,8 millones de muertes
(OMS y Torre 2015).

En Espafia no son mas alentadoras las cifras, el ultimo dato actualizado
por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) publicados el 31 de enero de
2014, reporto el cancer como la segunda causa de muerte, después de las
enfermedades cardiovasculares; se estima para el 2020, un total de 246.713

nuevos casos y 117.859 defunciones.

La falta de diagnostico y la deteccion del cancer en una etapa avanzada
constituyen una de las principales complicaciones para el tratamiento de esta
enfermedad, ademas de la falta de recursos econdémicos y politicas publicas
(Ruiz.,2017), se estima que el 70% de las muertes se presentan en paises de
ingresos medios y bajos. En 2010 el costo total que se le atribuye a esta
enfermedad es de 1.16 billones de ddlares (Stewart BW.,2014).

Por ser una enfermedad mortal, son cada vez mayores los esfuerzos

por hacer deteccion temprana, diagndsticos precisos y tratamientos menos
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invasivos, que mejoren la calidad de vida de los pacientes y el mejor de los
casos su total recuperacion. Por esta razon la investigacion de nuevos
compuestos de origen natural resulta de vital importancia para la prevencion,

control y tratamiento mas eficaces contra el cancer.

a. Incidencia cancer oral

El carcinoma de cabeza y cuello es el sexto cancer mas frecuente a
nivel mundial (Jemal A., 2008 y de Matos.,2012) y es el décimo cancer mas
frecuente en Espafia; en paises del sudeste Asiatico como la india llega a

ocupar el quinto puesto (Swerdlow A., 1995y Tanuja T., 2002).

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) representa mas del
90% de los canceres que afectan a la cavidad oral. Cada afio se diagnostican

en el mundo mas de 575.000 casos nuevos de cancer oral.

La incidencia de este cancer en el mundo, para el 2012, fue de 4,0
casos nuevos por 100.000 habitantes: 5,5 casos nuevos por 100.000 hombres
y de 2,5 por cada 100.000 mujeres. La mortalidad corresponde, en hombres
a 2,7 por cada 100.000 hombres y en mujeres a 1,2 por cada 100.000 mujeres
(GLOBOCAN.,2012).

En Espafia, la incidencia de este tipo de cancer es de 12 a 15
cas0s/100.000 habitantes/afio en varones y de 2 a 4 casos/100.000
habitantes/afio en mujeres, y representa entre el 2 y el 3% de todas las
muertes por cancer en Espafia. (GLOBOCAN., 2012).

En 2015 se estima que la incidencia de cancer oral y faringeo en
Espaiia fue de 4980 casos en hombres (ASIRw 12.4) y 1690 casos en mujeres
(ASIRw 3.3) (Galceran.,2016).
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CASES % CASES %
Prostate 33370 22 Breast 27747 28
Colon & Rectum 24764 17 Colon & Rectum 16677 17
Lung 22430 15 Corpus Uteri 6160 6
Urinary Bladder 17439 12 Lung 5917 6
Stomach 5150 3 Urinary Bladder 3654 4
Lip, Oral Cavity & Pharynx 4980 3 Non Hodgkin's Lymphomas 3480 4
Liver 4252 3 Pancreas 3401 3
Non Hodgkin's Lymphomas 4190 3 Stomach 3306 3
Leukaemias 3782 3 Ovary 3228 3
Kidney 3590 2 Leukaemias 2736 3

ALL (Except skin non melanoma) 148827 100 ALL (Except skin non melanoma) 98944 100

Ten leading incident cancer types by gender in Spain, 2015. Source: Spanish Network of Cancer Registries (REDECAN)

Los tumores intraorales y orofaringeos son mas comunes en hombres
gue en mujeres con una relacion de 2:1 (Silverman.,1998), atribuida al mayor
consumo de tabaco y alcohol en hombres; en cuanto al prondéstico de la

enfermedad no hay diferencias significativas.

En cuanto a la edad, el 90% de los canceres orales se diagnostican en
mayores de 40 afios, en la Gltima década la incidencia de COCE en pacientes

jovenes parece estar aumentando (Schantz.,2002 y Falaki 2011).

El COCE es una neoplasia epitelial maligna agresiva, es el mas
frecuente de los tumores de cabeza y cuello, representa alrededor del 3% de
los tumores del cuerpo y se le atribuyen mas de quinientos mil nuevos casos

diagnosticados por afio en el mundo (Fan S.,2011).

Tiene un periodo de supervivencia de 5 afos, que ha permanecido en
menos del 50% en los ultimos 30 afios. (Neville BW 2002). La baja tasa de
supervivencia estd asociada a la deteccion tardia de las lesiones y el alto nivel
de recurrencia a nivel local; aunque también puede ocurrir metastasis
(Sagheb., 2014).
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b. Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo relacionados con la aparicién del cancer
encontramos que se da como el resultado de las interacciones genéticas
individuales y su relacion con tres Agentes externos conocidos como
cancerigenos (fisicos (Maruccia,.2012), quimicos (Rodu.,2004), biologicos
(Gillison., 2015)).

Ademéas de estos también se relacionan cinco factores de riesgo
directamente relacionados con habitos personales y nutricionales, también
Ilamados conductuales (indice elevado de masa corporal, baja ingesta de
frutas y verduras (Yijian Ding., 2013), falta de actividad fisica, consumo de
tabaco y alcohol (Madani.,2012 y Wyss.,2013). También existen otros dos
factores de riesgo que no pueden ser modificados, los cuales son la edad vy el
sexo (Miller C, 2003)

Factores Relacionados al cancer

Fisicos
-Radiaciones lonizantes
-Radiaciones UV

Quimicos
P -Asbestos
Individuales
-Tabaco
-Arsenico
-ICM. T Célula normal -

-Ingesta Frutas L

y verduras. ' o o
-Actividad Fisica. | e ph X Blglog{cos
-Consumo de Tabaco T \ - Virus: VPH, VHB, VHC, VIH

-Bacterias
- Parasitos

N\ 7 ; 7 X -0 Célula cancerosa
CF -Edad vt

L
-Envejecimiento

-consumo de alcohol T

Edad Media del cancer 66 Afios

De estos factores de riesgo hay cuatro que estan estrechamente relacionados con la aparicién del
cancer oral, estos son: el tabaco, el alcohol, la radiacién UV y agentes biol6gicos (VPH)

18



e Agentes Quimicos

El factor de riesgo mas frecuente en la aparicion del cancer bucal es
el tabaquismo, ya que el tabaco contiene hasta 50 carcindgenos conocidos,
como por ejemplo, hidrocarburos aromaticos, policiclicos y nitrosaminas.
Muchas investigaciones han demostrado que mas del 95% de los pacientes

con carcinoma epidermoide han sido fumadores (Gaurp.,2011).

En un estudio realizado por Nair (Nair.,2016) analizaron 747 pacientes
que dividieron en tres grupos, masticadores de tabaco (69,3%), fumadores
(19,5%) vy los pacientes sin habitos (11,1%). La mayoria de los fumadores
eran hombres (98%). La distribucion con respecto al sitio mas frecuente de
aparicion del cancer reveld que los pacientes con masticacién como el Unico
habito tenian canceres orales y aquellos que fumaban como el Unico habito
tenian cancer laringeo. En pacientes sin habitos, se encontro que la lengua

era el sitio mas comun para la aparicion de dicha patologia.

También se ha demostrado una correlacidn positiva entre el consumo
excesivo de alcohol y el cancer bucal, de manera que los bebedores
frecuentes de bebidas alcohdlicas presentan un riesgo 13 veces mayor de
adquirir cancer bucal (Castellsague.,2004 y Hashibe.,2009). EI alcohol
puede actuar como un disolvente para mejorar la exposicion de las mucosas
a carcindégenos, pero no es en si mismo un carcindogeno directo
(Mandani.,2012),

Sin embargo, el acetaldehido, un metabolito del alcohol, puede formar
aductos de ADN que interfieren con la sintesis y la reparacion del ADN
(Brooks.,2005). El alcohol se metaboliza en acetaldehido por alcohol
deshidrogenasa (ADH) y posteriormente en acetato. Los polimorfismos de
la secuencia ADH afectan la actividad enzimatica y pueden modular las

concentraciones locales de acetaldehido(Visapaa.,2004).
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Varios estudios evalGan la relacion de las asociaciones entre los
genotipos ADH1B / ADH1C / ALDH2 y los niveles de sangre y etanol
salivar, en Japon realizaron un estudio con 168 pacientes masculinos en los
que se encontré una clara relacion del genotipo ADHI1B en los

alcohdlicos(Y okoyama.,2010).

e Agentes fisicos

La radiacién ultravioleta procedente del sol induce a un aumento de la
incidencia del cancer de piel y es por ello que la exposicion periddica al sol
es de gran importancia en la aparicion del carcinoma epidermoide en los
labios (Maruccia.,2012).

Desde los afios 50 diferentes investigadores han identificado el total
acumulativo de horas de exposicion solar como un factor etiolégico. Durante
el trabajo o actividades al aire con un nivel constante de exposicion a lo largo

de los afios, y es un predictor para el cancer de labio.

Esto es consistente con los hallazgos sobre la prevalencia de esta
patologia en personas que realizan tareas agricolas, forestales y pesqueras.

También es coherente con el hecho de que alrededor del 90% de los tumores
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aparecen en el labio inferior por ser esta zona mas expuesta a la radiacion
solar directa; luego estéa el labio superior con un 7% y la comisura labial con
un 3%. (de Visser.,1998 y Kerawala.,2017).

e Agentes biologicos

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) también se ha
identificado como un factor de riesgo para la COCE, especialmente aquellos
gue surgen en la orofaringe, que incluye la base de la lengua y la amigdala
(Guillison.,2007).

En el carcinoma inducido por VPH, el genoma viral se integra en el
genoma de la célula huésped, lo que conduce a una interrupcién en las
regiones E1 y E2. Esto da lugar a la pérdida de control para la sintesis de
proteinas E6 y E7, que a su vez inhibe las funciones de los genes supresores
de tumores incluyendo P53 y proteina de retinoblastoma (pRB). La union de
la proteina E7 con pRB causa su inactivacion, aumentando
consecuentemente la expresion de pl6INK4a. La sobreexpresion de

pl6INK4a impide ademas la activacion de pRB(Agrawal.,2013).

e Geneticos

Cuando existen antecedentes de cancer en los familiares inmediatos
como padres y hermanos, hay un riesgo mayor a padecer neoplasias, se
estima que las mutaciones genéticas heredadas desempefian un papel

importante en alrededor de 5 a 10 por ciento de todos los canceres.

El gen mutado més cominmente en todos los canceres es TP53, que

produce una proteina que suprime el crecimiento de tumores. Ademas, las
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mutaciones de la linea germinal en este gen pueden causar el sindrome de
Li-Fraumeni, un trastorno hereditario raro que conduce a un mayor riesgo de

desarrollar ciertos tipos de cancer.

Se han encontrado ramas de algunos cromosomas como el 1 y el 11,
donde se repiten alteraciones genéticas cuando hay cancer bucal (Imai.,2005
y Mallya.,2010).

Los cambios genéticos causantes de cancer también pueden ser
adquiridos durante la vida de una persona, como resultado de errores que
ocurren cuando las células se dividen o de la exposicién a sustancias, como
ciertos quimicos en el humo del tabaco o la radiacion ultravioleta
(Taghavi.,2007).

El desarrollo del carcinoma oral de células escamosas es un proceso
de multiples pasos que requiere la acumulacion de multiples alteraciones
geneéticas y epigenéticas, como activacion de oncogenes e inactivacion de
genes supresores tumorales (Williams, 2000). Los oncogenes son una clase
de genes promotores del crecimiento, y pueden ser activados por varios
mecanismos, incluyendo mutaciones intragénicas, amplificaciones

cromosomicas y reordenamientos cromosomicos.

Las mutaciones hereditarias de los genes BRCA1 y BRCA2 estan
asociadas con el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario, que es
un trastorno marcado por un mayor riesgo de cancer de mama y ovario en
las mujeres. Varios otros canceres se han asociado con este sindrome,
incluyendo cancer pancreatico y de prostata, asi como cancer de mama

masculino (Struewing.,1995).

La frecuencia combinada de las mutaciones en BRCA1 que supone la

delecion de una adenina y guanina (185delAG ) Y la insercién de una
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citosina (5382insC) y la mutacion en BRCA2 que implica la delecion de una
timina (6174delT) supera el 2%( Oddoux.,1996).

e Nutricionales

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre el 35 y el
55% de los canceres, aproximadamente el 15% de los canceres orofaringeos

son atribuidos a deficiencias o desequilibrios en la dieta.

El efecto de la dieta puede ser directo, a través del efecto acumulativo de la
exposicion a nutrientes y carcindgenos en los alimentos; En este caso, el
equilibrio entre las sustancias protectoras y promotoras del cancer puede

contribuir a definir el riesgo de cancer (Key.,2004).

También hay maneras indirectas por las cuales la dieta afecta el
proceso del cancer. Estos incluyen los efectos de la dieta sobre el balance
energetico y el riesgo de obesidad y las respuestas hormonales y metabolicas
relacionadas con el balance energético. Algunos autores han revelado que el
sobrepeso es un factor de riesgo establecido especificamente para el
adenocarcinoma, pero no para el carcinoma de células escamosas
(Brown.,1995)

La poca o irregular ingestion de alimentos ricos en vitaminas y
minerales (Vitaminas A, C, E, complejo B y minerales como el hierro)
favorece a la aparicion del cancer bucal (Bose.,2012). Las frutas y los
vegetales frescos son los protectores por excelencia, pues tienen un efecto
antioxidante que impide la malignizacién celular y protegen a los tejidos

vitales de las sustancias toxicas (Pal., 2012).
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Otros autores afirman que los papeles relativos de micronutrientes ain
no estan claros, pero las deficiencias de Riboflavina, folato, vitamina C y

zinc pueden ser Importantes (IARC.,2002).

También hay pruebas consistentes de que consumir bebidas y
alimentos a una temperatura muy alta aumenta el riesgo de estos canceres
(Sharp.,2001).

c. Caracteristicas clinicas y localizacion

Caracteristicas Clinicas Generales

Sintomas Frecuentemente asintomaticos o puede presentarse con
sintomas vagos y minimos hallazgos fisicos.

Signos Pequefias lesiones, con un alto indice de sospecha
clinica

Habitos Alto consumo de tabaco y alcohol

Hallazgos Los pacientes pueden presentar lesiones, rojas, blancas

clinicos 0 mixtas, también pueden presentarse placas blancas

caracteristicas | Crecimiento mucoso Yy ulceracién, dolor, dolor referido
clinicas al oido, mal olor de la boca, dificultad para hablar, abrir
la boca, masticar, dificultad y dolor al tragar, sangrado,
pérdida de peso e hinchazon del cuello.

Ocasionalmente ' Agrandamiento de los ganglios del cuello sin sintomas
de lesiones orales u orofaringeas.

canceres Crecimiento ulceroproliferativo con areas de necrosis
extremadamente 'y extension a las estructuras, como hueso, musculo y
avanzados piel.

Etapas Presenta fistula orocutanea, sangrado intratable,
terminales anemia severa y caguexia.
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El cancer puede originarse en cualquier lugar de la cavidad oral; los
lugares mas comunes para la aparicion del COCE son la lengua (25,1%)
(Siegel.,2014) y el suelo de la boca (10,2%) (Martinez.,2001), asi como el
area retromolar (Gerry,. 2002).

Localizacion Caracteristicas

Mucosa bucal Presenta una Ulcera con margenes indurados,
crecimiento exofitico o verrugoso Con el lugar de
origen dependiendo de la lado preferencial de
masticacion y colocacién del betel. En etapas
avanzadas, estas lesiones se infiltran en el &rea
adyacente, hueso y piel.

Lengua Aparece como una zona roja intercalada con nodulos o
como una Ulcera profunda infiltrante, produciendo una
movilidad reducida de la lengua. Estos tumores son
dolorosos.

Suelo de laboca = Aparece como una zona roja, una pequefia Ulcera o
como una lesion papilar. La mayoria de los pacientes
presentan malestar o irritacion en el sitio del tumor. En
las etapas avanzadas esta asociado con babeo.

Labio inferior Por lo general surgen en el borde bermellon y aparecen
como una lesién indurada o ulcerada. Los canceres del
labio superior son raros, a menudo se originan en la piel
y se extienden a la mucosa.

Encia Se presenta generalmente como un crecimiento
ulceroproliferativo.
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Cresta alveolar  Ocasionalmente puede presentarse como placas
asociadas a la protesis dental o con movilidad de
dientes asociados a dolor. También con dientes que
presentan sangrado durante el cepillado.

Paladar duro Frecuentemente se presentan como crecimientos
papilares o exofiticos, méas bien que una lesion plana o
ulcerada.

Paladar blando y Aparecen como una lesion ulcerosa con Margenes
uvula elevados 0 como masas con forma de hongo.

Amigdalinos Generalmente aparece como una lesion exofitica o
ulcerosa, a veces pueden presentarse nddulos en el
cuello, sin otros signos ni sintomas.

Base de la Lossintomas se presentan en un estadio avanzado de la
lengua enfermedad, en donde se manifiesta como ulcera
dolorosa de crecimiento indurado.

d. Anatomia patologica

El epitelio escamoso tiene una progresion normal de maduracion
celular en capas, se desarrolla desde la membrana basal hacia la superficie,

donde eventualmente se desprende.

El cancer de células escamosas de la mucosa oral puede presentarse
como una ulcera con margenes elevados, indurada, de crecimiento exolitico
0 verrucoso en algunas ocasiones. En lesiones avanzadas, se aprecia

infiltracidn oOsea.

En el tejido afectado por el carcinoma, esta arquitectura se altera y las
células muestran caracteristicas anormales conocidas como atipia, que es
visible bajo un microscopio optico, la comparacién entre las células sanas y

las células tumorales permite determinar el grado de diferenciacion del tumor
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El COCE se caracteriza por presentar epitelio con signos de anaplasia
dispuesto en cordones o islotes de células pleomorficas, algunas
hipercromaticas, mitosis atipicas y abundantes, con aumento de relacién
nucleo/citoplasma, generalmente nucléolos prominentes, y formacion de

perlas de queratina.

Estas perlas son mas frecuentes en aquellos COCE bien diferenciados,
0 sea que tienen mas parecido con el epitelio de revestimiento, mientras que
en aquellos pobremente diferenciados se observan escasas 0 ausencia de
perlas de queratina, epitelio poco parecido al de la mucosa, abundante
mitosis, y para poder distinguir de otros tumores indiferenciados es necesario

utilizar marcadores de citoqueratina.

Generalmente como la lesion esté ulcerada se observa infiltrado linfo-
plasmocitario entre las células neoplasicas, y en las zonas adyacentes a los
tejidos vecinos se puede observar una infiltracion con islotes de bordes
amplios o dispuestos como en hileras, siendo de peor prondstico en estos

ultimos al igual que en los pobremente diferenciados.

En general el patdlogo debe informar acerca de si se trata de un COCE
bien diferenciado, moderadamente diferenciado, pobremente diferenciado
(también se ha utilizado en grados (1, Il, I11'y IV); informar si existen células
neoplésicas en los bordes quirurgicos, y evaluar el frente de invasion (o sea
determinar en el limite de tejido sano y tumor: grado de pleomorfismo, tipo
de islotes que infiltran, grado de inflamacion en ese borde y grado de

diferenciacion).
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e. Diagnostico

Aungue la cavidad oral presenta facil acceso para la exploracion
clinica y deteccion temprana de las lesiones cancerosas, el bajo indice de
consultas odontoldgicas preventivas y las caracteristicas de dicha patologia
gue normalmente suele ser indolora, puede ser una de las causas del

diagndstico tardio.

Existen algunos parametros establecidos para la identificacion de
lesiones en estadios iniciales como lo son: ulceras que no cicatrizan después
de dos semanas de observacion, tras descartar las posibles causas especificas
(trauma, infeccidn), induracion o masa que persiste después de dos semanas
de observacion, dolor local o irradiado a estructuras cercanas, masas O

nddulos cervicales.

La Unica forma de determinar con exactitud el tipo de carcinoma de
células escamosas es realizando el estudio histologico de los tejidos
afectados (Sciuba.,2001).

Algunas ayudas diagnosticas como las radiografias intra-orales,
dentales y ortopantomografia, puede ayudar a identificar si hay compromiso
de los huesos subyacentes, también es posible hacerlo de forma
tridimensional utilizando tomografia computarizada (TC) Y la resonancia
magnética (MRI), las cuales permiten determinar méas La extension local de
la enfermedad y también Ayudar a identificar las metastasis de los ganglios

linfaticos.

La tomografia computarizada es util para evaluar compromiso del
hueso cortical, mientras que la RM es mas Informacién al evaluar el tejido
blando y neurovascular consiguiendo asi una adecuada caracterizacion

anatomica lo que les convierte en valiosas herramientas.
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Una vez confirmado el diagnostico es importante realizar la
clasificacion TNM y determinar otros parametros como los, margenes de
reseccién positivos o insuficientes, existencia de infiltracion perineural del
tumor y extensidn extracapsular ganglionar. En base a esto se puede realizar
un adecuado diagndstico, pronostico y por consiguiente plantear la mejor

opcion de tratamiento.

En el seguimiento clinico y terapéutico de los pacientes se emplea la
clasificacion TNM: T (Tamafio del tumor primario); N (Presencia de

ganglios linfaticos); M (Metéastasis a distancia).

Clasificacion TNM de carcinomas de la cavidad oral

Tumor Primario (T)

TX Tumor Primario no puede ser evaluado

TO No evidencia de Tumor Primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor de 2cm 0 menos en su dimensién mayor

T2 Tumor de mas de 2cm y menos de 4cm en su dimension
mayor

T3 Tumor de més de 4 cm en su dimension mayor

T4a El tumor invade a través del hueso cortical, nervio alveolar

(labio) inferior, piso de la boca o la piel (barbilla o nariz)

T4a El tumor invade a traves del hueso cortical, en el musculo

(Cavidad profundo / extrinseco de la lengua (Geniogloso, Hiogloso,

Oral) Palatogloso y Estilogloso), Seno maxilar o piel de la cara
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T4b
(Labioy
Cavidad
Oral

NOTA

El tumor invade el espacio masticador, apéfisis pterigoides,
base del craneo o recubre la arteria cardtida interna.

Erosion superficial del hueso / alveolo con periodontitis
primaria, no es suficiente para clasificar un tumor como T4.

NX No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales

NO No metastasis ganglios regionales

N1 Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral de 3cms o
menos en su mayor dimension

N2 Metastasis segun se especifica en N2a, 2b, 2c

N2a Metéstasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, de mas de
3cm
No més de 6 cm en su mayor dimension

N2b Metastasis en multiples ganglios linfaticos ipsilaterales,
ninguno mas de 6 cm en su mayor dimension

N2c Metéastasis en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales,
ninguno mas
De 6 cm en su mayor dimension

N3 Metastasis en un ganglio linfatico de mas de 6 cm en su
mayor dimension

Los nodulos de la linea media se consideran nodos ipsilaterales.

Metastasis (M)

MX
MO
M1

La metastasis a distancia no puede ser evaluada
No hay metéstasis a distancia

Metastasis a distancia
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Estadio por etapas

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio 111 T1,T2 N1 MO
T3 NO,N1 MO
Estadio IVA T1,T2,T3 N2 MO
T4a NO,N1,N2 MO
Estadio IVB Cualquier T N3 MO
T4b Cualquier N MO

Estadio IVC Cualquier T Cualquier N M1

El factor mas importante en la supervivencia es la etapa de la
enfermedad en que se diagnostica; los estadios | y Il engloban el periodo
inicial, donde la tasa de supervivencia suele ser elevada, mientras que los
estadios 111 y IV representan las fases avanzadas de la enfermedad, donde el

pronostico empeora drasticamente (Sobin.,2002 y Greene.,2002).

f. Pronostico

En general, se puede obtener una tasa de supervivencia a los 5 afos
del 50%, aunque algunos sitios anatomicos estdn asociados con un

prondstico menos favorable que otros.

El prondstico de los pacientes con cancer escamocelular de cabeza y
cuello, se ve afectado negativamente por el desarrollo de segundos tumores
primarios (Chuang.,2008). La tasa de incidencia de los segundos tumores
primarios es del 10-35%, dependiendo tanto de la localizacién del primer

tumor primario como de la edad del paciente (Cianfrigkia.,1999)
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e Metastasis

El mejor prondstico para determinar el riesgo de metastasis del cancer
oral, puede determinarse de acuerdo al grado de afectacién del cuello, debido
a la proximidad que presenta de estructuras linfaticas y grandes venas, lo que

facilita su diseminacion a 6rganos diana.

La propagacion temprana del cancer oral y orofaringeo suele darse a
nivel local y linfatico. Se ha visto que hasta el 20-50% de los carcinomas
epidermoides de lengua en estadio inicial presentan metéstasis cervicales
ocultas (Preda.,2006); ademas se ha reconocido por mucho tiempo que
pacientes con cancer oral estan en riesgo de segundos tumores en el tracto
aerodigestivo superior. Se ha informado que esto ha ocurrido en 10-35% de
los casos(Van.,2000).

Sin embargo, su diseminacion toma importancia a medida que se
mejoran las técnicas de deteccion y control. Algunos estudios relacionan la
propagacion del cancer oral por via hematégena con tumores secundarios de
pulmoén (Morris.,2011 y Osaki T.,2000).

g. Tratamiento del cancer oral

La gran mayoria de los canceres que se encuentran en la cavidad oral
son carcinomas de células escamosas. Este tipo de cancer de la cavidad oral
puede ser tratado con radiacion, quimioterapia, cirugia (Sayan.,2016), o
terapia combinada(Genden., 2010). La deteccion temprana del cancer bucal
es fundamental para el éxito del tratamiento, en un porcentaje alto de casos,
la falta de identificacion de los primeros sintomas de la enfermedad, ocasiona

la deteccion tardia empeorando el diagnostico, tratamiento y prondstico que
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se relaciona con la disminucion de la supervivencia a los cinco afios en

aproximadamente el 50% de los casos.

e Cirugia

El tratamiento del carcinoma oral de células escamosas va encaminado
al control de la enfermedad local o tumor primario y de la enfermedad
regional a nivel de los ganglios linfaticos cervicales. Asi, la cirugia es una
de las primeras medidas terapéuticas. El tratamiento del cuello generalmente

esta condicionado por el estadio clinico.

Los carcinomas orales metastatizan principalmente en niveles I-1ll
ipsilaterales, por lo que, si decidimos tratar de forma quirurgica el cuello, se
realiza una diseccion supraomohioidea. En estadios | y 1l con adenopatias
positivas se opta por la diseccion cervical o radioterapia cervical si este ha
sido el tratamiento del tumor primario. La diseccion cervical en estadios 111
y 1V esté indicada, aun siendo NO (Wu-Long.,2008).

Como consecuencias no deseadas de la cirugia, es posible encontrar
cicatrices, fibrosis, deformidades con afectacion en la estética facial
(maxilectomia o mandibulectomia), comunicacion entre cavidades como las
oronasales u orosinusales y deterioro de las funciones bucales, como la

fonacidn y la masticacion.
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¢ Radioterapia

Es una forma de tratamiento basada en el empleo de radiaciones
ionizantes (rayos X o radiactividad, la que incluye los rayos gamma y las
particulas alfa). Es uno de los tratamientos mas comunes contra distintos

tipos de cancer (cabeza y cuello, vejiga, pulmon, entre otros).

La radioterapia puede administrarse como tratamiento primario tras la
cirugia, en combinacién con la quimioterapia(Langdon.,1995), o como

tratamiento paliativo, especialmente si el tumor es inoperable.

Las dosis necesarias variaran en funcién de la localizacion y tipo de
tumor aunque la dosis total en tumores de cabeza y cuello oscilara entre los
50y los 70 Gy en un periodo entre 5 a 7 semanas (Vissink.,2003). Las dosis
se fraccionan para dar tiempo a la oxigenacion de las células tumorales entre
las sesiones y hacerlas mas radiosensibles, asi como por la diferencia de
respuesta de reparacion subletal entre el tejido tumoral y los tejidos normales
(Cox.,1990). Estas dosis totales se fraccionan en dosis de unos 2 Gy al dia,

5 dias a la semana (Conger.,1973).

Las fuentes de radiacion pueden ser externas e internas. La
radioterapia externa da por resultado una superficie mas amplia de
irradiacion histica tendiendo a presentar una menor dosis de radiacion por
unidad de é&rea. La radioterapia interna o braquiterapia es capaz de

proporcionar una exposicion de irradiacion mas alta en un area mas pequefia.

Los avances en las técnicas de imagenes de diagndstico han permitido
identificar con gran precision el area tumoral, y de esta forma delimitar mas
especificamente la zona irradiada, aumentando la dosis entregada a los
tejidos tumorales objetivo y reduciendo la dosis en los tejidos adyacentes no
objetivo (Argiris.,2008)
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Existe un limite importante en el aumento de las dosis, que lo
determina la tolerancia de los tejidos adyacentes normales. Los tejidos con
un recambio celular rapido presentaran efectos adversos a la radiacion mas

tempranos que aquellos que tengan un recambio celular lento.

Uno de los objetivos del tratamiento radioterapico del cancer es
aumentar la probabilidad de control del tumor y disminuir la probabilidad de
complicaciones en los tejidos normales. Para ello se han creado una serie de
estrategias como aplicar las dosis con hiperfraccionamiento 0
fraccionamiento acelerado y el uso de técnicas de planificacion

computarizada con una intensidad modulada en cada area (Wu., 2000).

La mucosa oral es altamente susceptible al efecto de la radiacion sobre
ella provocando alteraciones que, aunque no son graves, pueden resultar
molestas. Los efectos de la radioterapia sobre la mucosa comienzan a

apreciarse tras una o dos semanas de tratamiento.

Los efectos adversos o secundarios a la radioterapia en los tejidos
orales pueden ser agudos como las mucositis 0 la pérdida del sentido del
gusto, o cronicos como la hiposialia, las caries dentales, la aparicion de

trismos o la osteorradionecrosis.

Los cambios inducidos por la radiacion pueden dividirse en 2 grupos:
efectos secundarios agudos o tempranos que se manifiestan durante o poco
después Tratamiento, afectando mucosas, glandulas salivares y alteracion
del gusto (Otmani.,2007); Y efectos secundarios tardios que se desarrollan
meses 0 afios después del fin de la radioterapia, que afecta las glandulas

salivales, dientes, huesos, musculos y piel (Prott.,2002).

En algunos estudios se h observado que se afectaban
fundamentalmente los acinos serosos, existia un infiltrado inflamatorio en el

tejido intersticial formado por neutrdfilos y esosinéfilos en el tejido
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intersticial al mismo tiempo que los conductos glandulares se dilataban. Los
acinos mucosos en cambio presentaban pocos cambios estructurales. El
resultado final del dafio es la atrofia de las glandulas. Ademas de la pérdida
de acinos serosos, se va a producir una atrofia de las glandulas salivales por

fendmenos inflamatorios (Redman.,2017).

Esto ocasiona la disminucion de la calidad y cantidad de saliva
segregada. Se estima que la sensacion de sequedad oral puede ocurrir cuando
el flujo normal de una persona no estimulada se reduce en un 45-50%
(Ghezzi.,2000).

La disminucién de la funcién de las glandulas salivales, ademas de la
sensacion de sequedad bucal, tiene otras consecuencias como la posibilidad
de desarrollar infecciones orales, mayor susceptibilidad a la aparicién de
caries dental, malestar y dolor de la mucosa oral, dificultad para hablar y

alteracion nutricional.

Una vez finalizado el tratamiento radioterapico, las glandulas serosas
aparecen atroficas, con pérdida de acinos serosos, fibrosis y cambios
vasculares. En las glandulas mucosas existe menor pérdida de acinos
mucosos y menor alteracion del sistema ductal ya que parece que las
glandulas mucosas presentan una mejor tolerancia a los efectos de la
radiacion. Al mismo tiempo las glandulas mucosas tienen capacidad de

regenerarse unos meses después de finalizar la radioterapia (Jeong.,2012).

Esta alteracion puede mejorar tras varios meses de finalizar la radioterapia,
aungue lo mas frecuente es que sea una secuela cronica del tratamiento y se

produzca como resultado una boca seca (xerostomia) (Jensen.,2010).
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e Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células
cancerosas. Actla evitando que las células cancerosas crezcan y se dividan
en mas células. Debido a que las células cancerosas en general crecen y se
dividen mas rapido que las células sanas, la quimioterapia las destruye mas

rapido que a la mayoria de las células sanas.

Debido a que los farmacos de la quimioterapia son fuertes, estos
causan dafio a muchas células en crecimiento, incluidas algunas células

sanas. Este dafio causa los efectos secundarios de la quimioterapia.

El papel de la quimioterapia en el tratamiento del cancer de cabeza y
cuello presenta los objetivos de disminuir la metastasis a distancia y
aumentar el control local. Este altimo factor es importante pues un elevado
porcentaje de estos causan la muerte por mecanismo locorregional
(Yogi.,2005 y Nguyen.,2004).

Los farmacos antineoplasicos se clasifican segun el tipo de células
sobre las que actuan. Asi tenemos los cicloindependientes que actdan sobre
células en division y reposo. Son especificos de fase, es decir, actian sobre
células en una determinada fase del ciclo celular. Y los ciclodependientes:

actlan sobre células en diversas fases del ciclo celular (Borowski.,1986).

Asi mismo, los farmacos que acttdan sobre las células en divisién, se

pueden clasificar segin su mecanismo de accion en (Benedi.,2006):

v" Alquilantes: inhiben la divisién celular formando enlaces cruzados
entre cadenas de DNA impidiendo su replicacién.

v Antimetabolitos: inhiben la division celular actuando sobre los
enzimas imprescindibles para la sintesis de bases puricas y

pirimidinicas.
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v" Inhibidores de la mitosis: inhiben la division celular actuando sobre

los microttbulos del nucleo, impidiendo su division.

Entre los fArmacos antineoplasicos usados en el tratamiento del cAncer
de cabeza y cuello tenemos el metrotexate, la bleomicina, el cisplatino, el
carboplatino, el 5-fluoruracilo, la gencitabina, la ciclofosfamida, la

doxorubicina, la vincristina y la vinblastina (Yogi.,2005).

e Efectos secundarios de la terapia antineoplasica

Las células de las mucosas se dividen de forma rapida, por lo que éstas
son muy sensibles a los efectos de la quimioterapia, pudiendo aparecer
alteraciones en la mucosa oral y del tubo digestivo superior en mas de la

mitad de los pacientes sometidos a quimioterapia.

La alteracion més frecuente de la mucosa de la boca durante el
tratamiento es la mucositis. Consiste en una inflamacién de la mucosa del
tracto gastrointestinal; y mas comudn y especificamente de la mucosa oral
disminuyendo su capacidad de regeneracion, la cual se considera como un
efecto secundario asociado al uso de medicamentos y terapias para el
tratamiento del cancer (Stokman.,2003). Esta inflamacion generalmente va
acompafada de llagas o Ulceras dolorosas, que en ocasiones pueden sangrar
y sobreinfectarse, suele aparecer de 7 a 10 dias después de iniciar la
quimioterapia y generalmente, si no existe infeccion, mejora al cabo de 1 a
2 semanas. La boca es una zona del cuerpo con un nivel elevado de bacterias
y hongos. Cuando la mucosa esta alterada y se destruye, como ocurre en
la mucositis, se infecta con facilidad dificultando su curacion y favoreciendo
el paso de bacterias a la sangre, pudiendo provocar infecciones, sobre todo

si el paciente esta inmunosuprimido.
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La mucositis puede ser causada por quimioterapia y/o radioterapia. Se
presenta Como eritema y/o ulceracion de la mucosa oral y se produce en
aproximadamente del 20% al 40% de los pacientes que recibieron
quimioterapia convencional, 80% de los pacientes que recibieron dosis de
guimioterapia para el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT),
y casi todos los pacientes que reciben radioterapia de cabeza y cuello
(Jones.,2006 y Vera-Llonch.,2007).

Se estima que el 40% de los pacientes tratados con quimioterapeuticos
como el 5-fluorouracilo sufren de mucositis oral, con lesiones que aparecen
entre los dias 5 y 7 de tratamiento. Durante las primeras 24 horas el farmaco
presenta una alta citotoxicidad y especificidad hacia células de division
rapida, pero no discrimina entre células tumorales y sanas, por lo que afecta

a su vez a las células normales de cavidad oral (Wiseman.,2006).

Esta disminucion en la capacidad regenerativa del tejido de cavidad
oral, hace que las células no se pueden reemplazar a una velocidad suficiente,
debido al agotamiento acumulativo de capa basal (Garden.,2003). Esto
genera una serie de ulceraciones que tardan mucho en sanar o que no se

resuelven mientras perdure la accién del farmaco (Sonis.,2004).

También pueden presentarse alteraciones del gusto durante el
tratamiento con quimioterapia; es un efecto secundario bastante frecuente.
Se suele producir por dafio directo de las papilas gustativas situadas en la
lengua y el paladar. Los pacientes perciben una disminucion en el sabor de
determinadas comidas o un gusto metalico o amargo de las mismas, sobre

todo con los alimentos ricos en proteinas como la carne y pescado.

La mucositis grave puede necesitar una reduccion en la dosis de
guimioterapia o una interrupcion del tratamiento en RT, Lo que puede influir

negativamente en el pronostico (Elting.,2003 y Trotti.,2003).
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Es tipicamente muy doloroso, requiriendo analgésicos opiaceos,
ademas deteriora la ingesta nutricional. La mucositis gastrointestinal se
presenta con sintomas debilitantes como dolor, ndusea, vomito y diarrea
(Keefe.,2007).

Los pacientes con diagndstico de cancer de cabeza y cuello, presentan
desnutricion con pérdida de peso debido al aumento del gasto energeético y
reduccion de la ingesta. Esta condicion dificulta el mantenimiento y mejora
del estado nutricional en los mismos; ademas, contribuyen al agravamiento
del cuadro patologico por aumento de la morbimortalidad y costo del
tratamiento asociados con el manejo de los sintomas, apoyo, manejo de la

infeccion secundaria y hospitalizacion(Elting.,2007).

Disminuye la calidad y esperanza de vida (Arribas.,2013).
Contrariamente, los enfermos con buen estado nutricional tienen mayor
capacidad de sobrellevar los efectos secundarios del cancer (Filion.,2010).
Por lo tanto, la mucositis es muy significativa, y a veces limitante de la dosis,

toxicidad de la terapia contra el cancer.
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e 5- Fluorouracilo

E-fluorauracilo
[B-FLJ}

El fluorouracilo (5-FU) es una pirimidina fluorada que pertenece a la
clase de los antimetabolitos antineoplasicos, con actividad de amplio

espectro; actua sobre células de rapida proliferacion.

Difiere del uracilo en un atomo de fldor afadido en la posicién 5.
Desde hace muchos afios, el 5-fluorouracilo se utiliza en combinacion con
otros farmacos en el tratamiento de muchos tumores solidos, incluyendo los

tumores de mama, canceres colorectales y cancer de cabeza y cuello.

La toxicidad y eficacia del fluorouracilo depende de la forma de
administracién, siendo muy alta la variabilidad entre pacientes y la via y

forma de administracion.

Se emplea en infusidn continua como el tratamiento de primera linea
de neoplasias de cabeza y cuello, y de diversos tumores gastrointestinales.
Es también eficaz en el cancer de pancreas, ovario y endometrio, asi como

en tumores hepaticos.

Sus efectos secundarios dependen mucho de la pauta de
administracién. Produce mielosupresion, mucositis, vomitos, sindrome

seudogripal y, a dosis altas, neurotoxicidad central.
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e Mecanismo de accidén

El fluoruracilo es un antimetabolito que inhibe la timidilato sintasa y, por lo

tanto interfiere con la sintesis del RNA y del DNA:

Efectos sobre el RNA: para incorporarse al RNA, el fluoruracilo se
debe transformar en monofosfato de fluoruracilo, lo que se puede producir

de dos maneras:

Mediante la transferencia directa de una ribosa desde el
fosforibosilpirofosfato al 5-fluorouracilo, transferencia que es catalizada por

la acido-orotico-fosforibosiltransferasa.

Adicion de una ribosa al 5-fluorouracilo mediante la uridina-
fosforilasa para formar la fluorouridina. Esta experimenta seguidamente una
fosforilizaciébn con uridina kinasa para ocasionar el monofosfato de
fluorouracilo. Este altimo experimenta dos fosforilizaciones secuenciales a
través de la pirimidina monofosfato kinasa y pirimidina difosfato kinasa,
respectivamente. El trifosfato de fluorouracilo es entonces incorporado al

RNA, bloqueando la actividad del ADN y su sintesis.

e Efectos sobre el ADN

El fluorouracilo puede ser transformado en fluordeoxiuridina
mediante la accion de la timidina fosforilasa y luego a fluordeoxiuridina

monofosfato a través de la timidina kinasa.

Alternativamente, la fluordeoxiuridina monofosfato puede formarse
indirectamente mediante la conversion de la fluoruridina difosfato a

fluorodeoxiuridina difosfato y luego a fluorodeoxiuridina monofosfato. Esta
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ultima es capaz de formar un enlace covalente, firme pero reversible con la

timidilato sintasa en presencia de metilentetrahidrofolato.

La ligazén de la fluorodeoxiuridina monofosfato a la timidina
sintetasa bloquea la sintesis del timidinilato a partir del uracilo. Como el
timidinilato es el precursor de la timidina trifosfato, uno de los cuatro
deoxiribonucleodtidos necesarios para la sintesis de ADN, su dificiencia
ocasiona la deplecion del trifosfato de timidina y, la interrupcion de la
sintesis de ADN.

Ademéas, tanto la fluorodeoxiuridina monofosfato como la
fluorodeoxiuridina difosfato pueden ser convertidas a fluordeoxiuridina que
puede ser incorporada al ADN mediante la ADN-polimerasa en lugar de la
timidina trifosfato ocasionando un ADN aberrante. Ademas, cuando se
administra en combinacion con la leucovorina, los efectos del 5-
fluorouracilo son incrementados al estabilizarse el complejo timidilato

sintasa-metilentetrahidrofolato-fluorodeoxiuridina.

e Citotoxidad

Durante las primeras 24 h de exposicion al 5-fluoruracilo, se observa
una citoxicidad en la fase S del ciclo celular, probablemente debida a los
efectos del farmaco sobre el DNA. A las 24 horas, la citotoxidad tiene lugar
en la fase G-1, probablemente a consecuencia de la incorporacion del 5-
fluorouracilo en el RNA. La selectividad del 5-fluorouracilo hacia las células
en division rapida se debe a que las concentraciones de timidilato sintasa son
20 veces mayores en las células en division que en las células no

proliferantes.
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La resistencia al 5-fluorouracilo puede ser debida a una variedad de
mecanismos. Se han descrito la reduccién o desaparicion de la actividad de
varias enzimas activantes, la reduccién de la biodisponibilidad de algunos
cofactores, la competicién con sustratos naturales y un aumento de la

actividad de las enzimas asociadas con el catabolismo del farmaco.

El uracilo no tiene efectos citotoxicos cuando se administra de forma
aislada, pero en combinacion con el Tegafur inhibe la enzima encargada de
catabolizar el 5-fluorouracilo, que también tiene concentraciones mas altas

en el tejido tumoral que en el sano.

El Tegafur y el Tegafur mas uracilo son anélogos al 5-fluorouracilo.
El Tegafur es un profarmaco que se convierte en 5-fluorouracilo mediante la
enzima timidita fosforilasa, que se encuentra en concentraciones mas altas
en el tejido tumoral que en el sano. Una vez metabolizado a 5-fluorouracilo,

su accion es similar.

Puede utilizarse junto con acido folinico para formar un complejo
terciario mas estable y aumentar asi el bloqueo de la enzima, con lo que se

incrementa también el efecto citotoxico del 5-fluorouracilo.

Produce mielosupresion y el sindrome palmo-plantar (eritema y
descamacion dolorosa de manos y pies). Cuando su accion se ve modificada
por otros farmacos (como el folinato célcico), su perfil de toxicidad puede

alterarse; la mucositis y la diarrea pueden ser problemas importantes.

También puede producir neurotoxicidad central, sobre todo en forma
de sindrome cerebeloso. La toxicidad cardioldgica es independiente de la
dosis. Se utiliza principalmente para el tratamiento adyuvante del cancer

colorrectal, el cancer gastrico y el de mama.
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La capecitabina es un profarmaco oral del 5-fluorouracilo de
comercializacion méas reciente. Causa eritrodisestesia palmo-plantar vy
mielosupresion con mayor frecuencia que otros compuestos del mismo
grupo. Esta indicado en el cancer colorrectal y el cancer de mama

metastaticos

e Farmacocinética

El 5-fluorouracilo se puede administrar topica o parenteralmente.
Debido a su absorcion digestiva muy baja y variable, este farmaco no se
administra por via oral. Después de la aplicacion topica de 1 g de 5-

fluorouracilo sobre la piel, se absorbe aproximadamente el 6% de la dosis.

El farmaco se distribuye ampliamente por todo el organismo, cruzando
la barrera hematoencefalica y produciendo concentraciones significativas en
el liquido cefalorraquideo que se mantienen durante varias horas. También

se distribuye en el liquido pleural y ascitico.

El 5-fluorouracilo exhibe una farmacocinética no lineal: a medida que
aumentan las dosis intravenosas, disminuye la captacion hepatica, aumenta
la biodisponibilidad y la ABC, y se reduce el aclaramiento. Este
comportamiento es debido a una saturacion de los procesos de
metabolizacion del farmaco. Una pequefia cantidad de 5-fluorouracilo es
transformada en metabolitos activos (fluoruridina trifosfato vy

fluorodeoxiuridina monofosfato) en los diferentes tejidos.

El resto (un 85% aproximadamente) es catabolizado mediante la
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) a una dihidropirimidina. Esta
enzima (la DPD) esta presente en todo el organismo, incluyendo el higado,

la mucosa intestinal y los leucocitos periféricos.
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Al exhibir un ritmo circadiano y estar presente de forma muy variable,
ocasiona unos niveles plasmaticos de 5-fluorouracilo impredecibles. En
algunos individuos, la ausencia o los bajos niveles de la dihidropirimidina
deshidrogenasa, hace que el 5-fluorouracilo sea muy toxico, incluso en dosis

bajas.

Después de la administracion intravenosa de 5-fluoruracilo, la semi-
vida de eliminacion es de 16 minutos (entre 8 y 20 minutos) y es dosis-
dependiente. A diferencia del farmaco nativo, los nucleotidos intracelulares
fluoruridina trifosfato y fluorodeoxiuridina monofosfato tienen semi-vidas

muy prolongadas.

El fluorouracilo sin alterar y sus metabolitos son eliminados

primariamente a través de la bilis y de la orina.

El 5-fluorouracilo se ha administrado intra-arterialmente mediante
infusion en la vena hepética. En estas condiciones, el 19-50% de la dosis
experimenta un metabolismo de primer paso y los niveles plasmaticos
alcanzados son del 12 al 52% de los que se obtienen con la misma dosis por

via intravenosa.
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e Paclitaxel

Taxol® (paclitaxel)

El paclitaxel pertenece a una clase de agentes quimioterapéuticos
llamados taxanos. Fue aislado de la corteza del tejo del Pacifico, Taxus
brevifolia, y muestra una actividad antitumoral frente a diversos tipos de
tumores. El paclitaxel se utiliza para tratar a muchos tipos de céancer
incluyendo, cancer de mama (Lesney.,2004), canceres cervicales,
endometriales, ovaricos, pulmonares (Weaver.,2014), de vejiga, cabezay

del cuello, sarcoma de Kaposi, y leucemia.

e Mecanismo de accién

El paclitaxel es un farmaco antimicrotibulos que estimula el
ensamblaje de microtubulos a partir de los dimeros de tubulina y estabiliza

los microtdbulos impidiendo su despolimerizacion.

Esta estabilizacion inhibe la dindmica de reorganizacion normal de la
red de microtUbulos, esencial para las funciones celulares vitales en las fases
mitotica e interfase. Ademas, paclitaxel induce la formacion de grupos
anormales o haces de microtubulos a lo largo de todo el ciclo celular y de

usos multiples de microtubulos durante la mitosis.
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Los microtubulos son largos polimeros de proteinas formados por
heterodimeros de ao-tubulina y p-tubulina. La polimerizacion de los
microtubulos se produce en la mitosis que implica la hidrolisis de GTP para
suministrar energia en el momento que la tubulina, con GTP unido, se afiade
a los extremos de los microtubulos. En la mitosis, los cromosomas
duplicados de las células se dividen en dos conjuntos idénticos antes de la
division en dos células hijas y la dindmica de la polimerizacion de los
microtubulos desempefia un papel fundamental en este proceso como parte

de la replicacion celular.

La participacion crucial de los microtubulos en la mitosis los convierte
en un objetivo para los agentes antitumorales; en general estas sustancias son

conocidas como agentes antimitéticos.

El paclitaxel actia en la metafase de la mitosis celular, uniéndose a las
subunidades de p-tubulina impidiendo su despolimerizacion e inhibiendo el
proceso de division celular clave en la formacion de lesiones cancerosas y

provocando la apoptosis mediada por P53.

Diversos estudios sugieren que la eficacia del paclitaxel puede ser
debida no solo a su actividad de estabilizacién de microtubulos, sino a su
capacidad para activar la liberacion local de TNF- a de los macréfagos, una

citoquina inductora de la apoptosis(Lanni.,1997).

En estudios in vitro con microsomas de higado y rodajas de tejido
humano se observd que el paclitaxel se metaboliza principalmente a 6a-
hidroxipaclitaxel por la isoenzima CYP2C8 del citocromo P450 y a 2
metabolitos menores, 3'-p-hidroxipaclitaxel y 6a, 3'-p-dihidroxipaclitaxel

por la isoenzima CYP3AA4.

In vitro, el metabolismo de paclitaxel a 6a-hidroxipaclitaxel fue

inhibido por una serie de agentes (ketoconazol, verapamilo, diazepam,
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quinidina, dexametasona, ciclosporina, tenipésido, etopésido y vincristina),
pero las concentraciones utilizadas fueron mayores que las que se detectan

después de dosis terapéuticas normales.

La testosterona, el estradiol, el &cido retinoico, y la quercetina,
inhibidores especificos de la CYP2C8, también inhiben la formacién de 6a-
hidroxipaclitaxel in vitro. La farmacocinética de paclitaxel también se
pueden alterar in vivo como resultado de las interacciones con los
compuestos que son sustratos, inductores, o inhibidores de CYP2C8 y / o
CYP3A4.

e Toxicidad

No se ha estudiado el potencial carcinogenico del paclitaxel. No
obstante, debido a su mecanismo de accion farmacodindmico, el paclitaxel
es un agente potencialmente carcinogenico y genotoxico a las dosis clinicas.
El paclitaxel ha demostrado ser clastogénico in vitro (induce aberraciones
cromosdmicas en linfocitos humanos) e in vivo y también genotoxico in vivo

(test de microndcleos en ratones).

Se administra sélo por via intravenosa y es fundamental la utilizacion
de premedicacion para evitar reacciones de hipersensibilidad. Las dosis mas
comunmente utilizadas oscilan entre 175-250 mg/m2 en infusion de 1 a 3 h,
cada 21 dias, bien en regimenes de monoterapia o bien en combinacion con

otros citostaticos.

En el Gltimo afio se ha extendido la administracion en esquemas
semanales, a dosis de 75-90 mg/m2, con el mismo indice de respuestas y

mejor tolerancia. A pesar de que el paclitaxel esta autorizado por el
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Ministerio de Sanidad para el tratamiento de mujeres afectadas de un cancer
de mama resistente a las antraciclinas, el nivel de actividad detectado en
distintos estudios fase 1l en combinacion con antraciclinas como terapia de
primera linea en cancer metastasico hace augurar un futuro posicionamiento

como tratamiento de primera linea.

La mielosupresion es la toxicidad limitante de la dosis. El nadir de
neutropenia ocurre entre los 7 y los 14 dias. Otros efectos secundarios son
neurotoxicidad, mialgias, arritmias cardiacas e hipotension. La alopecia

ocurre casi en el 100% de los pacientes y suele ser universal.

2. Antioxidantes

Los antioxidantes son un conjunto heterogéneo de sustancias, formado por
vitaminas, minerales, pigmentos naturales y otros compuestos vegetales y
enzimas, que bloquean el efecto dafino de los radicales libres. Los
antioxidantes se obtienen de la dieta, encontrandose su mayoria en los
alimentos vegetales, lo que explica parte de las acciones saludables de frutas,

legumbres, hortalizas y cereales integrales (Ruiz.,2012).

Durante los procesos metabdlicos de liberar energia, oxidar compuestos
enddgenos y detoxificar xenobioticos, el oxigeno se comporta como un
aceptor terminal de cuatro electrones y pasa por varias etapas hasta
transformarse en agua, que es un producto quimico estable. Sin embargo, en
condiciones normales, la reduccion de electrones en el oxigeno es
incompleta y se producen productos quimicos intermedios, de los cuales los
méas importantes para la fisiologia humana son los radicales hidroxilos y

superoxidos (Cuerda.,2011).
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Los radicales libres producen efectos negativos para la salud, debido a su
capacidad de alterar el ADN(Chiang.,2017), las proteinas y los lipidos. Los
radicales libres pueden producir una alteracién genética sobre las células que
se dividen continuamente contribuyendo a aumentar el riesgo de cancer por
mutaciones genéticas y alteran la funcionalidad de las células que no se
dividen tanto, disminuyendo el ndmero de mitocondrias, que es

caracteristico del envejecimiento(Ceriello.,2009).

Las situaciones que aumentan la produccién de radicales libres son: la
contaminacion ambiental, el tabaquismo, las dietas ricas en grasas,

exposicion excesiva a las radiaciones solares, el estrés.

Las consecuencias por los dafios generados por oxidacion se relacionan
con envejecimiento prematuro (Thorin-Trescases.,2010), diabetes
(Almogbel.,2017), enfermedad cardiovascular (Matheus.,2017),

aterosclerosis y carcinogeénesis (Juneja.,2017).

Algunos de estos antioxidantes pueden bloquear los radicales libres que
modifican el colesterol malo, reduciendo asi el riesgo cardiovascular
(Riccioni.,2012), o prevenir el cancer, en la naturaleza, existen sustancias
antioxidantes, que pueden proteger a las células contra el dafio causado por
los radicales libres (Yoshioka.,2017), sus mecanismos de accion y efectos
fisiologicos son objeto de multiples investigaciones actualmente, se han
identificado  algunos  mecanismos de accion que  inducen
apoptosis(Lu.,2012), efectos antiproliferativos que ayudan a mantener los
procesos de control celular, su efecto antiangiogenico, inhibiendo la
formacién de nuevos vasos sanguineos que son indispensables para la

formacion y crecimiento tumoral (Kim.,2011).
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Debido a estos hallazgos cada vez se buscan mas fuentes de antioxidantes
y se intenta comprender su funcion en relacién con el estrés oxidativo y las

enfermedades asociadas.

3. Polifenoles

Un polifenol, en su definicion mas simple, es cualquier sustancia que
contiene al menos un anillo aromatico con uno o0 mas grupos hidroxilo (otros
sustituyentes pueden estar presentes) (Yoo S., 2011). Los polifenoles son
metabolitos secundarios de plantas y estan generalmente involucrados en la
defensa contra la radiacion ultravioleta o la agresion por patdgenos. En los
alimentos, los polifenoles pueden contribuir al amargor, astringencia, color,

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

Principalmente se producen en formas conjugadas, con uno o mas residuos
de azucar vinculados a grupos hidroxilo, aunque los vinculos directos del
azucar (polisacarido o monosacarido) a un carbono aromatico tambien
existen. Asociaciones con otros compuestos, como acidos carboxilicos y
organicos, aminas, lipidos y con otros fenoles son también comunes
(Kondratyuk TP y Pezzuto JM, 2004).

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

En una revision realizada por Steinmetz y Potter (1996) sobre datos
procedentes de 206 estudios epidemioldgicos, se ponia de manifiesto que
consumos mas elevados de frutas y hortalizas estaban relacionados con una
menor incidencia de determinados tipos de cancer, entre los que se incluian
los de estomago, esdfago, pulmon, cavidad oral y faringe, endometrio,

pancreas y colon.

Los polifenoles dietéticos pueden ejercer sus efectos contra el cancer a
través de varios mecanismos posibles, tales como la eliminacion de agentes
cancerigenos, la modulacion de la sefializacion de las células cancerosas y
actividades enzimaticas antioxidantes, induccién de apoptosis, asi como la

detencion del ciclo celular (Hu.,2011).

Los polifenoles también pueden proteger frente al cancer mediante su

inhibicion del dafio oxidativo del ADN

Otros polifenoles actuan inhibiendo la proliferacién celular que se

encuentra completamente desregulada en los casos de cancer.

Otro mecanismo para evitar la carcinogénesis es mediante la activacion
de los enzimas de detoxificacion de carcindgenos, como es el caso de los

enzimas de Fase Il

e Flavonoides

Los flavonoides, nombre que deriva del latin "flavus"”, cuyo significado
es "amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles méas abundante dentro
del reino vegetal. El cientifico hingaro Albert Szent-Gyorgyi, premio Nobel

de Fisiologia y Medicina en 1937, los descubrio en el siglo pasado cuando
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aislo de la cascara de limon una sustancia, la citrina, y demostré que su
consumo regulaba la permeabilidad de los capilares. A la citrina y a los

compuestos afines los denomind "vitamina P" (por permeabilidad).

Posteriormente, también observd que estos compuestos poseian
propiedades similares a la vitamina C. Mejoraban la absorcion de esta
vitamina y la protegian de la oxidacién, y por ello también se
denominaron vitamina C,* Sin embargo, no se pudo confirmar que los
flavonoides fueran vitaminas, y ambas denominaciones se abandonaron
alrededor de 1950 (Martinez.,2002)

Los flavonoides son pigmentos naturales que protegen al organismo,
estdn presentes en los vegetales y son fundamentales, debido a que el
organismo no tiene la capacidad de sintetizar estas sustancias quimicas y por

tal razon se obtienen enteramente de la ingesta de alimentos.

En un principio, fueron consideradas sustancias sin accién beneficiosa
para la salud humana, pero méas tarde se demostraron multiples efectos
positivos debido a su accién antioxidante y eliminadora de radicales libres
como los rayos ultravioleta, la polucion y sustancias quimicas presentes en

los alimentos.

Los flavonoides han adquirido notoriedad publica a raiz de su
actividad biologica, poseen propiedades muy apreciadas en medicina, Al
limitar la accion de los radicales libres los flavonoides reducen el riesgo de
cancer, enfermedades cardiacas, mejoran los sintomas alérgicos y de artritis,
aumentan la actividad de la vitamina C, bloquean la progresion de las
cataratas, la degeneracion macular, poseen efectos antimicrobianos entre

otros efectos.

54



Estos compuestos fueron descritos por primera vez por el premio
Nobel Szent-Gyoérgy, quien en 1930 aislé de la cascara del limon una

sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares.

Estructura

Los flavonoides son moléculas de bajo peso molecular que comparten
un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos
anillos fenolicos (A y B) ligados a traves de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del
2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (fig. 1). La actividad de los
flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre las diferentes partes

de la estructura quimica.

Esta estructura bésica permite una multitud de patrones de sustitucion

y variaciones en el anillo C.

Se conocen unos 8.000 flavonoides vegetales (Benavente.,2008) y
todos comparten la estructura basica venzo-y-pirona a la cual se adiciona uno
0 mas grupos hidroxilo, cetona y/o metilo fundamentalmente lo que permite
por si solo adquirir una gran cantidad de configuraciones estructurales. Sin
embargo es la glicosilacion de la estructura el factor que multiplica la
variabilidad estructural de esta familia, que de hecho se observa en la

naturaleza.

Se trata pues, de un grupo muy heterogéneo tanto en estructura
molecular como en sus caracteristicas quimicas, asi como en sus funciones
en las plantas que los sintetizan; desde pequefias moléculas solubles e

inestables hasta macromoléculas de elevado peso molecular e insolubles.
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Fundamentalmente dos rutas biosintéticas confluyen para generar la
estructura C6-C3-C6 caracteristica de los flavonoides. Por un lado a partir
del acido shikimico se genera un fenipropanoide que constituira el anillo B
y el puente tricarboxilico. Por otro lado el anillo A se constituye tras una
serie de condensaciones de acetil-CoA. A partir de estos dos puntos de
partida se producen todas las subfamilias de flavonoides: flavonoles, flavan-
3-oles, catequinas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonoles,

antocianidinas y procianidinas.
En funcidn de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo
C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo

en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion

4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas

poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

3
2 /\ &
B
8 n |, o

——
—

G@g

o O+

n
w

o’{

N

)

OH

5 4
FLAVONOIDE FLAVAN-3-OL
S
0 ‘ A0 ‘ #
0O o} 0
FLAVONA FLAVANONA CHALCONA

Fig. 1. Estructuras quimicas de las subclases de flavonoides mas usuales.
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Hay tres flavonas importantes: la tricetina, presente en el polen de algunas
mirtaceas, y también en las podocarpaceas (Podocarpus spp.); apigenina,
presente en muchas plantas como la camomila, (Matricaria recutita) o el
espino blanco (Crataegus laevigata), da un color marron marfilefio a las
flores si se presenta sola; y luteolina, de color amarillo, que incluso sirve

para tefiir lana y otros tejidos.

4. Apigenina

OH
OH

HO

La apigenina es un flavonoide natural, del grupo de las flavonas y cuya
formulacion quimica es 47,5, 7-trinydroxyflavona. Es un flavonoide de bajo
peso molecular, baja toxicidad intrinseca y no mutagénico. Es practicamente
insoluble en agua, moderadamente soluble en alcohol caliente, y soluble en
otros disolventes como el KOH y DMSO (Shukla, 2010).

Se halla en cantidades elevadas en vegetales como apio y perejil
(Manach, 2004) y en las flores de la manzanilla (Matricaria recutita)
(McKay, 2006), también estd presente en numerosas plantas aromaticas
como la menta, el oregano, el tomillo, el romero y la hierbabuena (Bhagwat,
2011). Al igual que la mayoria de los flavonoides, tiene propiedades

antioxidantes.
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La apigenina ha sido relacionada con efectos ansioliticos sin provocar
relajacion muscular ni sedacion excesiva, también efectos antiespasmaodicos

y antinflamatorios.

Posee también efectos antitumorales, se han realizado estudios en los
que la aplicacion topica de apigenina en la piel del redujo el nUmero y tamafio
de tumores inducidos tanto por carcindgenos quimicos, como fisicos
(exposicion UV) y otros estudios en los que actua como fotoprotector
(Vescovi.,2016)

Se han investigado los efectos protectores de la apigenina en la piel y
se encontrdé que, restablecié la viabilidad de los fibroblastos dérmicos
humanos normales (nHDFs), que habian disminuido por exposicion a la
radiacion ultravioleta (UV). Utilizando un ensayo asociado a la senescencia
(SA) -B-gal, también se demuestra que la apigenina protege frente a la
senescencia inducida por UVA de nHDFs. Ademas, se encontro que la
apigenina disminuyd la expresion de la colagenasa, metaloproteinasa de
matriz (MMP) -1, en UHV nHDFs irradiados (Choi.,2016).

La apigenina es un prometedor agente quimiopreventivo, respecto al
cancer oral, existen por su capacidad de inhibicion de la angiogénesis
(Kim.,2011), la estabilizacion y mejora de la expresion de p53 (Tong.,2009),
la regulacion de la expresion de la COX-2 (44).

Varios estudios demuestran la capacidad de la apigenina para reducir el
numero y la agresividad de tumores provocados por la aplicacién topica de
DMBA (7, 12 dimetil -1,2- benzantraceno) en la mucosa yugal del hdmster
(Gomez.,2012)
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5. Acido carndsico

El acido carndsico, uno de los componentes del popular arbusto
aromatico conocido como romero (Rosmarinus officinalis), posee
propiedades antiinflamatorias (Gonzalez-Trujano.,2007), antioxidantes y
antitumorales (Kontogianni.,2013). Dichos efectos son atribuidos a los
numerosos compuestos polifenolicos que contiene el romero. Los mas
importantes son el &cido carnésico, el carnosol (Johnson.,2011), los acidos

rosmarinico y ursolico(Kanjoormana.,2010).

De ellos el que mas efecto antioxidante posee es el acido carnosico.
Ademas esta molécula diterpenica tiene actividad antimicrobiana, es capaz
de inhibir la absorcion lipidica en humanos y eliminar radicales libres debido
a su esqueleto fenolico (Tsai.,2011). In vitro, el acido carnosico inactiva
carcindgenos, protege contra la radiacion ionizante y benzopireno, también
tiene efectos antiproliferativos (Yesil-Celiktas.,2010). In vivo, se ha
demostrado que tienen un efecto protector contra DMBA — que induce
carcinogénesis en ratones y piel de ratas, y de la HBP, donde actlia mediante
la inhibicion de DMBA-ADN (Goméz.,2013).
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Justificacion

La incidencia del céancer oral de células escamosas (COCE),
representa un caso de interés de salud publica con mas de 6.000 nuevos casos
anuales en Espafia durante el 2015. Ademas de esto se identifica una
variacion de la poblacién en riesgo que inicialmente comprendia personas
mayores de 45 afios y ahora presenta un aumento significativo de casos en
personas jovenes lo que demuestra la necesidad de nuevas estrategias y
estudios que permitan un mejor entendimiento de la epidemiologia,

diagnostico, tratamiento y prondstico de esta enfermedad.

Existe evidencia cientifica de que podemos reducir el riesgo de cancer,
incluyendo el cancer oral, a través de habitos alimenticios saludables. Una
dieta rica en verduras, frutas, antioxidantes, té y fibra disminuye el riesgo de
cancer bucal y faringeo, debido a que estos nutrientes pueden prevenir la

activacion de los carcindgenos y aumentar su desintoxicacion.

Hay un grupo de sustancias naturales que presentan numerosas
propiedades benéficas como lo son los polifenoles los cuales pueden ejercer
sus efectos contra el cancer a través de varios mecanismos, tales como la
eliminacion de agentes cancerigenos, la modulacion de la sefializacion de las
células cancerigenas y actividades enzimaticas antioxidantes, la induccion

de apoptosis, asi como la detencion del ciclo celular.

Por esta razon es importante desarrollar nuevas investigaciones que
permitan mejorar nuestra comprension del cancer y el estudio de nuevas

sustancias para su deteccion y tratamiento de forma eficaz.
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Como Objetivo General hemos definido el estudio in-vitro de los
compuestos apigenina, 5-fluorouracilo, dcido carndsico y paclitaxel en las
lineas celulares, HaCaT de queratinocitos sanos humanos y PE/CA-PJ15 de

cancer oral de células escamosas.

Objetivos especificos:

e Estudiar los efectos de la apigenina, 5-fluorouracilo, acido carndsico y
paclitaxel in-vitro, sobre la viabilidad de la linea celular de cancer oral

PE/CA-PJ15 vy la linea de queratinocitos sanos humanos HaCaT.

e Determinar los efectos de la apigenina, 5-fluorouracilo, acido carndsico
y paclitaxel in-vitro, sobre el ciclo celular de dichas lineas mediante

citometria de flujo.
e Realizar un estudio comparativo de los efectos sobre la apoptosis en

ambas lineas celulares, tras el tratamiento con apigenina, 5-fluorouracilo,

acido carnosico y paclitaxel.
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IIl. MATERIAL Y METODOS
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. MATERIAL Y METODOS

1. Cultivos celulares

a. Lineas celulares

PE/CA-PJ15 (ECACC, Alemania). La linea celular PE/CA-PJ15 se
estableci6 a partir de un tejido con carcinoma oral de células escamosas de
la lengua en un paciente masculino de 45 afios de edad. Se ha demostrado
que estas células tienen caracteristicas epiteliales diferenciadas que expresan
la laminina y citoqueratinas. La involucrina también se ha detectado en

algunas células y grupos de celulas.

Para el cultivo de esta linea celular, hemos utilizado el medio IDMEM,
suplementado con 2um glutamina y 10% de suero bovino fetal (SBF). Los

cultivos se han mantenido a 37°C, en una atmdsfera con el 5% de CO..

Los medios de cultivo para el mantenimiento celular, se han usado con el
marcador colorimétrico de pH (rojo fenol) y se han conservado en frascos de
75 cm,, dentro de las estufas, con las condiciones de temperatura, humedad

y concentracion de CO; adecuados.
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HaCaT. La linea Celular HaCaT se establecio a partir de queratinocitos
humanos sanos, inmortalizados espontaneamente a partir de su incubacion a
temperaturas altas y concentraciones bajas de calcio (Ca2+) en el medio de
cultivo (Boukamp et al., 1988), se ha demostrado que esta linea conserva en
gran medida las caracteristicas de queratinocitos humanos primarios,
manteniendo la sintesis de queratinas al igual que un fenotipo epidérmico

practicamente normal (Boukamp et al., 1997).

Para el cultivo de esta linea celular, hemos utilizado el medio DMEM 4,5,
suplementado con 2uM glutamina y 10% de suero bovino fetal (SBF). Los

cultivos se han mantenido a 37°C, en una atmosfera con el 7,5% de CO..

Los medios de cultivo para el mantenimiento celular, se han usado con el
marcador colorimétrico de pH (rojo fenol) y se han conservado en frascos de
75 cmy, dentro de las estufas, con las condiciones de temperatura, humedad

y concentracion de CO, adecuados.
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b. METODO DE CULTIVO

Establecimos los cultivos a partir de viales criocongelados en nitrogeno
liquido a -196°C. Descongelamos los viales rapidamente en un bafio a 37°C,
pasando el contenido del vial a un frasco de cultivo de 75¢cm? con 10ml de
medio de cultivo fresco. Cuando las células se habian fijado al sustrato,
pasadas 24 horas, sustituiamos el medio por medio fresco para eliminar el

crioprotector (dimetilsulfoxido al 10% (DMSO)) que contenia el vial.

Para el cultivo masivo usamos frascos de 75 cm? y el medio adecuado,
todo el instrumental utilizado fue esterilizado previamente y realizamos la
manipulacion de las células en cabinas de flujo laminar vertical Cultair ASB
tipo Il. Controlamos el crecimiento celular diariamente mediante un
microscopio invertido de contraste de fases, cambiando el medio
aproximadamente cada dos dias, o cuando el indicador de ph sefialaba

agotamiento.

Los cultivos se dejaban crecer hasta alcanzar el 70 — 80 % de confluencia.
En esta fase tratamos los cultivos con 2ml de tripsina (0,2dmg/ml) durante 5
minutos en estufa a 37°C y tras despegar las células mediante agitacion,
afladiamos 3ml de medio fresco, para detener la accion de la enzima, luego
centrifugabamos a 200g durante 10 minutos. Pasado este tiempo se
eliminaba el medio con la enzima reemplazandolo por 2ml de medio fresco
y procediamos al recuento de células vivas con azul tripan, utilizando el

contador automatico.

A partir de la densidad asi obtenida calculabamos el inocuo necesario

para el subcultivo o para los ensayos.
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2. Reactivos y agentes

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) de Pm 4143
(Sigma-Aldrich Quimica S.A.) almacenado a 0,5°c en condiciones de
absoluta oscuridad. Preparado con medio IDMEM , o DMEM 4,5 sin RF,
de acuerdo a cada la linea celular a una concentracion de 5mg/ml de MTT.

Dimetilsulféxido (DMSQO) Pm 78 (Sigma-Aldrich Quimica S.A.). Se
utiliz6 con una pureza minima de 99,5% y mantenido a temperatura ambiente

(nunca por debajo de 4°c).
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Apigenina (A) Pm 270.24 pureza >99.0% (HPLC) (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.). Fue administrado tras su dilucion en medio fresco de
IDMEM y DMEM 4,5 sin RF (respectivamente para cada linea celular) en
concentraciones de 1uM, 5uM, 10uM, 20uM, 50uM y 100uM.

Acido Carnoésico Pm 332.43 pureza >91% (HPLC) (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.). Es uno de los principios activos méas importantes del romero
fue administrado tras su dilucion en medio fresco de IDMEM y DMEM 4,5
sin RF (respectivamente para cada linea celular) en concentraciones de 1uM,
suM, 10uM, 20uM, 50uM y 100uM.
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Paclitaxel Pm 853.91 pureza >95.0% (HPLC) (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.). Es uno de los principios activos méas importantes del romero
fue administrado tras su dilucion en medio fresco de IDMEM y DMEM 4,5
sin RF (respectivamente para cada linea celular) en concentraciones de 1nM,
5nM, 10nM, 20nM, 50nM y 100nM.
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5-Fluorouracilo (5-FU) Pm 130.08 (Sigma-Aldrich Quimica S.A.).
Se utilizo con una pureza >99.0% (HPLC). Fue administrado tras su dilucion
en medio fresco de IDMEM y DMEM 4,5 sin RF (respectivamente para cada
linea celular) en concentraciones de 1uM, 5uM, 10uM, 20uM, 50uM y
100uM.
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Kit apoptosis Anexina V- FITC (Sigma-Aldrich Quimica S.A.)

APOAF-20TST Lot # 036MA152Y Fcose 002203794 v st
Annexin V-FITC i
Detection Kit

sigma-aldrich.com SIGMA-ALDRICH

loduro de Propidio (Sigma-Aldrich Quimica S.A.)
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3. Equipos

Espectrofotometro

Utilizamos el modelo BMG Labtech, CLARIOstar (Servicio de
cultivo de tejidos SAI, Universidad de Murcia), que realiza medidas de
absorbancia en placas maultiples de 96 pocillos de diferentes modos
(absorbancia UV/Vis con barridos espectrales espectro completo o lectura de
8 longitudes de onda, diferentes intervalos de tiempo), que dispone de los
siguientes filtros: 220 — 1000nm.
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Citometro Fc 500

Se puede utilizar una gran variedad de fluorocromos para analizar

cinco colores (FITC, ECD, PC5 0 APC y PC7) con uno o dos rayos laser.

Microscopio 6ptico

Modelo Nikon Eclipse TE 2000-U, Microscopio optico invertido,
Campo claro, Contraste de fases, Epifluorescencia, Objetivos de larga
distancia (4, 10, 20 y 40x), platina mecanica graduada y mévil con adaptador

para todo tipo de portamuestras, acoplado a un sistema de fotografia digital.

Filtros disponibles para microscopia de fluorescencia (SCT)

Blogque de filtros
Microscopio Método de Nombre Filtro de Espejo Filtro de Indicaciones
excitacion excitacion dicroico harrera
Ultravicleta UV-2B EX 330~380 DM400 BA433 Hoechst
Ultravieleta DAFPIL EX 340-320 D400 BA435-485 DAPT
NIKON Mod. Eclipze TE2000-T (azBuJ) FITC EXN463-403 DM375 | BAS15-355 FIIC
G G-2A EX 310~360 DM375 BAS90 IP, Rodamina
(verde)
v uv-2B EX330~380 DM400 BA433 Hoechst
(ultravioleta)
] 7 19/
NIKON™ Mod. Diaphot-TAD 1(3&;;5 B-1E EX470~490 DMS510 BA320~360 lnmumfhé:i;;wﬁlm'mﬂTC
Naranja de acridina
G G-1B EX510-560 DM380 BAs10 Fodamina
(verde) P
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Modelo Olympus CKX31 se usa de forma habitual para evaluar la
viabilidad de células en placas de Petri, frascos de cultivo y placas con varios

pocillos.

Tiene un anillo de fase comdn sin centralizacion para 10x, 20x y 40x;

no existe necesidad de ajustarlo.
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Contador de Células TC 20

Completamente automatizado, proporciona un recuento total de
células de mamiferos, es posible determinar la relacion entre células vivas y

muertas, con resultados precisos y reproducibles.

Osmbémetro

Vapro modelo 5520, osmometro de presion de vapor, permite la
lectura de muestras pequefias (a partir de 2 microlitros), posee un margen de

error inferior al 1%.
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4. Procedimiento experimental

Solubilizacién y diluciones

Para todos los compuestos utilizados procedimos a preparar

disoluciones stock basados en la ficha técnica de cada producto.

Compuesto Disolucion Cantidad
Apigenina 1M KOH 50mg/mi
Acido carndsico MeOH 10g/100ml
5-Fluorouracilo DMSO 10-50 mg/ml
Paclitaxel MeOH 50mg/ml

Se definio 500uM como la concentracion del stock madre mas
adecuada para realizar las diluciones, lo que permitio estandarizar un

protocolo de diluciones seriadas de las diferentes concentraciones a probar.

[6,860) |5,720] 6,300 |4,800] |1,600]
AT ST N Nl N TN N
R <> < = = <
. k> = =
(= PHluciones 11,888 le.260] '_: |8.580] \ l6.500| l4,800] | 6.409
Sooum - | | Ut}
100uM S0uM 10uM SuM 1M
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Control de osmolaridad

Cualquier sustancia que forme parte del medio de cultivo es susceptible
de modificar el potencial osmotico modificando la viabilidad, proliferacion
e incluso la supervivencia de las celulas en cultivo. Comprobamos que las
concentraciones seleccionadas con las que realizamos los ensayos no
alteraban significativamente la osmolaridad del medio de cultivo. Para ello
preparamos alicuotas de cada uno de los extractos en todas sus
concentraciones. Se emple6 un osmometro de vapor de vacio (Wescor,
Vapro 5520, USA). Todos los valores obtenidos se comparaban con el valor
de una alicuota control de IDMEM y DMEM 4,5 respectivamente a cada
linea celular, suplementado y sin suplementos. En ningun caso encontramos

variacion significativa.
Test de Mycoplasma

La contaminacion de sistemas de cultivo celular con Mycoplasma
sigue presentando un importante problema para la investigacion basica, se
ha demostrado que contaminaciones con Mycoplasma producen una
variedad de efectos en células cultivadas (por ejemplo, cambios en el
metabolismo, propiedades inmunoldgicas o bioquimicas, crecimiento,
viabilidad, etc.); por este motivo hemos realizado controles utilizando el
método de tincion de ADN con fluorocromos. De los frascos de cultivo,
comprobamos regularmente la ausencia de mycoplasma spp, mediante
fluorescencia directa con el colorante especifico para el ADN Hoechst
H33233. En ninguna de las pruebas realizadas encontramos contaminacion

por Mycoplasma en los cultivos de las células PE/CA — PJ15 y HaCaT.
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Cuantificacion de la viabilidad y proliferacion

Para evaluar el efecto de los extractos sobre viabilidad y proliferacion
de células de las lineas celulares PE/CA-PJ15 y HaCaT, utilizamos el test
de formacion de cristales de formazano tras la aplicacién de bromuro de 3-
(4-5 dimetiltriazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT). Usamos placas de 96
pocillos de fondo plano (Nunc, USA) con capacidad maxima de 300 uL por

pocillo.

Para la linea celular PE/CA-PJ15 sembramos 4.000 células por
pocillo; para la linea celular HaCaT sembramos 3.000 células por pocillo
para asegurar un crecimiento exponencial durante todo el ensayo. Pasadas
24 horas tras la siembra, para permitir la adhesion de las células al fondo de

los pocillos, procedimos a aplicar los distintos tratamientos con los extractos.

Las concentraciones utilizadas fueron 1, 5, 10, 20, 50 y 100 puM.
Realizamos el ensayo a tres tiempos: 24, 48, 72 y 96 horas desde la
aplicacion de cada extracto. Mantuvimos todas las placas en estufa de
incubacion a una temperatura de 37°C, 5% CO, para la linea celular PE/CA
—PJ15y de 37°C, 7,5% CO;para la linea celular HaCaT.

Pasado el tiempo correspondiente eliminamos el medio de cultivo y
agregamos a cada pocillo 50 pl de una disolucion de MTT a 5 mg/mL mas
200 uL del medio de cultivo correspondiente a cada linea celular, de modo
que la concentracion final de MTT fuese 1 mg/ml. Dejamos incubar durante
4 horas en oscuridad a una temperatura de 37°C, 5% CO, para la linea celular
PE/CA-PJ15y de 37°C, 7,5% CO,para la linea celular HaCaT.
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Pasadas las 4 horas de incubacién, vaciamos los pocillos dejando sélo
las células, adheridas al fondo de los pocillos y procedimos a disolver el
formazano sintetizado en el interior celular mediante la adicion de 100 pL
de DMSO a cada pocillo. Tras una agitacion de 10 minutos a 80 rpm,
procedimos a la lectura de absorbancia en espectrofotometro a longitudes de

onda 570 nm y 690 nm.

Ciclo celular

Para evaluar el efecto de los extractos sobre ciclo celular de las lineas
celulares PE/CA-PJ15 y HaCaT Utilizamos placas de 6 pocillos de fondo

plano (Nunc, USA) con capacidad maxima de 16 mL por pocillo.

Para la linea celular PE/CA-PJ15 sembramos 118.750 células por
pocillo; para la linea celular HaCaT sembramos 89.062 células por pocillo
para asegurar un crecimiento exponencial durante todo el ensayo. Pasadas
24 horas tras la siembra, para permitir la adhesion de las células al fondo de

los pocillos, procedimos a aplicar los distintos tratamientos con los extractos.

Las concentraciones utilizadas fueron apigenina 20uM, acido
carnosico 20uM, paclitaxel 20nM, 5-fluorouracilo 5uM. Realizamos el
ensayo a dos tiempos: 24 y 72 horas desde la aplicacion de cada extracto.

Mantuvimos todas las placas en estufa de incubacion a una temperatura de
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37°C, 5% CO; para la linea celular PE/CA-PJ15y de 37°C, 7,5% CO, para

la linea celular HaCaT.

Disefio experimental
Placa N21 24 Horas Siembra: 118.750 células x pocillo PE/CA-PJ15

Placa N21 72 Horas Siembra: 85.062 células x pocillo HaCaT

Control  Apiganin

OOO

@00

Placa N22 24 Horas Siembra: 118.750 células x pocillo PE/CA-PI15

Placa Ne2 72 Horas Siembra: 83.062 células x pocillo HaCaT

Ac.Carno Paclita

OOO

OO0

Procedimiento

Una vez cumplido el tiempo de ensayo con cada tratamiento,
eliminamos el medio de cultivo, lavamos utilizando PBS y procedimos a
despegar las células de la placa de 6 pocillos, utilizando Tripsina 0.25%
EDTA 0.25%.

Luego centrifugamos 10 min a 200g y resuspendimos en 200ul de
PBS.

Anadimos agitando 2 ml de una mezcla de etanol-PBS (70%-30%) frio

y dejamos en frio durante 30 min.
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Centrifugamos 10 min a 200g y resuspendimos en 800ul de PBS.

Afiadimos 100ul de RNasa (Img/ml) y 100ul de IP(400ug/ml).

Incubamos a 37°C durante 30min.
Luego analizamos con un laser de Argon de 488nm.

Analizaremos los datos con el citometro y su software asociado
(CELLQUEST) los datos de FSC (forward scatter), SSC (side scatter) y
PLA-2 (intensidad de fluorescencia del yoduro de propidio) de una muestra
de 30.000 células totales. Para obtener la cuantificacion detallada de cada

poblacion emplearemos el software de analisis ModFitLT V2.0.

Apoptosis

La fosfatidilserina se encuentra de modo normal en la superficie
interna de la membrana plasmatica de las celulas. Por otro lado, la anexina
V es una proteina normal del organismo que participa en importantes vias de
sefializacion celular, endocitosis y trafico intracelular al interaccionar con
alta afinidad con la fosfatidilserina de la membrana plasmatica, actuando
como inhibidor competitivo de otras proteinas sefializadoras que tienen

como diana la fosfatidilserina.

El ensayo se fundamenta en una caracteristica comun a todas las
células que se hallan en apoptosis: la translocacién de la fosfatidilserina
desde su localizacion normal en la superficie citoplasméatica hacia la
superficie externa de la membrana celular, quedando expuesta al medio
externo. La anexina V esta conjugada con un fluoréforo, Alexa Fluor® 488,
gue emite luz verde al someterlo al laser argon a 488 nm del citobmetro de
flujo. Como resultado la anexina V- Alexa Fluor® 488 (AV) emite

fluorescencia verde asociada a celulas en apoptosis. El test se complementa
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con yoduro de propidio (IP), que se une al ADN de células necroticas cuya
membrana plasmatica se encuentra completamente alterada. El efecto de esta
tincién fluorescente combinada permite distinguir poblaciones de células en
apoptosis temprana (AV** - PI’), en apoptosis tardia (AV*™™" - PI"™™), en
necrosis (AV* - PI"™) y viables (AV™- PI).

Para la determinacién del porcentaje de celulas apoptoticas se
analizaran las células segun la presencia e intensidad de fluorescencia de AV
e IP, y se visualizaran en diferentes cuadrantes de un diagrama que relaciona

frecuencia de conteo con intensidad de fluorescencia de cada fluorocromo.

Para evaluar el efecto de los extractos sobre la apoptosis de las lineas
celulares PE/CA — PJ15 y HaCaT Utilizamos placas de 6 pocillos de fondo
plano (Nunc, USA) con capacidad maxima de 16 mL por pocillo.

Para la linea celular PE/CA — PJ15 sembramos 118.750 células por
pocillo; para la linea celular HaCaT sembramos 89.062 células por pocillo
para asegurar un crecimiento exponencial durante todo el ensayo. Pasadas
24 horas tras la siembra, para permitir la adhesion de las células al fondo de

los pocillos, procedimos a aplicar los distintos tratamientos con los extractos.

Las concentraciones utilizadas fueron apigenina 20uM, acido
carnosico 20uM, paclitaxel 20nM, 5-fluorouracilo SuM y como control
positivo utilizamos camptotecina 6 uM. Realizamos el ensayo a las 24 horas
desde la aplicacion de cada extracto. Mantuvimos todas las placas en estufa
de incubacion a una temperatura de 37°C, 5% CO, para la linea celular
PE/CA —PJ15y de 37°C, 7,5% CO, para la linea celular HaCaT.
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Disefio experimental
Placa N21 24 Horas Siembra: 118.750 células x pocillo PE/CA-PJ15

Siembra: 89.062 células x pocillo HaCaT

Placa N22 24 Horas Siembra: 118.750 células x pocillo PE/CA-PJ1S

Siembra: 89.062 células x pocillo HaCaT

1 2 3
Az Carno Paclita Camptot

- 000

- QO@®

Procedimiento

Una vez cumplido el tiempo de ensayo con cada tratamiento,
eliminamos el medio de cultivo, lavamos utilizando PBS y procedimos a
despegar las células de la placa de 6 pocillos, utilizando Tripsina 0.25%
EDTA 0.25%.

Luego centrifugamos 10 min a 200g y resuspendimos en 500ul de
Buffer de unién (Binding Buffer).

Anadimos agitando Sul de Anexina V FITC conjugada y 10ul de
yoduro de propidio en cada tubo de las células tratadas con los diferentes

compuestos.

Incubamos los tubos a temperatura ambiente y protegidos de la luz por

10 minutos.
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Pasado este tiempo determinamos la fluorescencia de las células,

utilizando el citometro de flujo.

Método estadistico

Se realiz6 una estadistica descriptiva de cada una de las variables
obteniendo los pardmetros caracteristicos: media, desviacion tipica, maximo

y minimo.

Para determinar el grado de asociacion estadistica entre las variables
en estudio, se aplicé el anélisis de la varianza de una via (ANOVA, programa
SPSS Version 8.0), complementado con el contraste de igualdad de pares de
medias, con el método de la minima diferencia significativa(DMS) y con la

correccion de Bonferroni.

Se consideraron significativos valores iguales o menores a 0,005
(p<0,005). Realizamos la relacion entre variables cuantitativas mediante un

analisis de regresion y correlacion lineal.
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V. RESULTADOS
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1. Resultados

1. Viabilidad celular

Los siguientes resultados se fundamentan en la aplicacion del test de

proliferacidn-citotoxicidad sobre la linea celular HaCaT de cada uno de los
compuestos objeto de estudio. Los ensayos se han realizado por duplicado
durante cuatro periodos de tiempo (24, 48,72 y 96 horas) siendo, los
resultados graficos presentados a continuacion, la media ponderada de
ambos ensayos.

Apigenina
Tiempo Concentracion 1 5 10 20 50 100
24 horas Media 0,343 0,375 0,4 0,34 0,214 0,156
Desv. est. 27,136 0,92 29,666 4,64 3,303 9,619
% respecto control 114,379 123,66 133,386 112,127 70,466 51,838
48 horas Media 0,667 0,727 0,758 0,622 0,306 0,099
Desv. est. 8,846 6,544 0,306 10,199 9,207 1,318
% respecto control 91,633 99,426 102,666 85,749 40,182 13,594
72 horas Media 1,483 1,382 1,164 1,098 0,433 0,018
Desv. est. 6,078 0,766 10,367 2,538 4,656 0,218
% respecto control 111,28 104,217 86,863 82,935 32,272 1,417
96 horas Media 2,552 2,519 1,996 1,452 0,358 0
Desv. est. 11,175 16,493 4,099 21,297 8,375 0,653
% respecto control 101,347 99,821 79,448 57,116 13,984 0
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Fig.1. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando apigenina a distintas

concentraciones tras un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las

concentraciones indicadas.

89



160,000

S 140,000

c

8 120,000 v

g 100,000 -

;& 80,000 -

2 60,000 -

<

S 40,000 -+

S 20,000 -

o

> 0,000 -

S

20,000 1 5 10 20 50 100
24 horas
4 48 horas
concentracién(microMolar) 72 horas

M 96 horas

Fig.2. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando apigenina tras un
periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

En la prueba con apigenina observamos que a las 24horas de tratamiento las
concentraciones entre 1uM y 20uM estimulan la proliferacion celular de la
linea HaCat.

En cuanto a las concentraciones méas altas encontramos inhibicion de la
proliferacion celular, las dosis utilizadas fueron 50uM y 100uM, el IC 50 se
ha establecido tras 24 horas de tratamiento a una concentracion de 100uM

A partir de las 48 horas el efecto antiproliferativo se presenta a partir de una
concentracion de 20uM vy a las 72horas este efecto se evidencia a partir de
una concentracion de 10uM; esto nos permite establecer una relacion directa
entre el tiempo de exposicidn al compuesto y la concentracion utilizada con
respecto a la viabilidad celular.

Tras 72 horas de tratamiento utilizando una concentracion de 100uM, se
disminuye la viabilidad celular casi a un 98,5%.
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Ac. Carnosico

Tiempo Concentracion 1uM 5uM 10uM 20uM 50uM 100pM
24 horas Media 0,292 0,294 0,256 0,119 0,007 0,008
Desv. est. 4,646 30,825 46 31,787 2,065 4,253
% respecto control 114,974 119,112 105,905 50,72 2,51 3,967
48 horas Media 0,63 0,527 0,384 0,22 0,004 0,003
Desv. est. 21,762 7,83 27,712 12,054 0,697 0,406
% respecto control 101,222 83,799 63,071 35,783 0,601 0,509
72 horas Media 0,887 0,712 0,493 0,178 0,003 0
Desv. est. 7,46 0,691 32,005 14,473 0,912 0,607
% respecto control 95,459 76,649 53,0811 19,154 0,322 0
96 horas Media 1,466 0,966 0,784 0,23 0 0
Desv. est. 18,269 4,92 22,239 11,069 0,117 0,016
% respecto control 94,203 61,319 46,952 13,307 0,008 0
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Fig.3. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando dcido carndsico tras
un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.4. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando dcido carndsico tras
un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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En cuanto a los efectos del acido carndsico sobre la linea celular HaCaT
podemos observar que las concentraciones de 1uM a 10uM se presenta un
aumento de la proliferacion celular, alcanzando el pico méximo a una
concentracion de 5uM y un porcentaje de 119% con respecto al control.

Para las concentraciones mas altas 20uM - 100uM observamos una
considerable disminucion de la proliferacién celular. EI 1C50 se ha
establecido tras 24 de tratamiento a una concentracion de 20uM.

En cuanto a las concentraciones de 50uM y 100uM se evidencia la no
viabilidad para esta linea celular.

Se observa una relacion directa entre la concentracion y el tiempo de
tratamiento.

5-Fluorouracilo

Tiempo Concentracion 1uM 5uM 10uM 20uM 50uM 100uM
24 horas Media 0,236 0,273 0,23 0,226 0,236 0,208
Desv. est. 6,295 19,285 2,779 10,618 2,147 7,943
% respecto control 79,065 92,787 76,267 73,958 78,883 68,562
48 horas Media 0,394 0,375 0,352 0,289 0,26 0,239
Desv. est. 11,009 0,801 15,051 9,316 17,549 11,177
% respecto control 71,397 68,36 63,398 52,202 46,579 43,019
72 horas Media 0,671 0,415 0,356 0,277 0,222 0,17
Desv. est. 8,7 14,878 10,822 3,806 1,249 0,139
% respecto control 75,896 49,171 41,741 31,449 24,804 18,766
96 horas Media 0,824 0,465 0,367 0,272 0,1885 0,176
Desv. est. 7,678 16,317 10,931 4,535 2,043 3,457
% respecto control 41,392 27,216 20,872 14,307 9,555 9,433
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Fig.5. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando 5-fluorouracilo tras

un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.6. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando 5-fluorouracilo tras
un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

En la prueba con el compuesto 5-fluorouracilo observamos la accion del
compuesto a partir de las 24 horas de tratamiento ocasionando una
disminucion de la viabilidad celular con respecto al control de un 21% para
la concentracion de 1uM y de un 32.5% para la concentracion mas alta
100uM.

A partir de las 48 hasta las 96 horas es posible observar una disminucion de
la viabilidad celular con respecto a la concentracion (dosis-respuesta)

El IC50 podemos observarlo tras 48horas de tratamiento a una concentracion
de 20uM o a las 72 horas a una concentracion de 5pM
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Paclitaxel

Tiempo Concentracion 1nM 5nM 10nM 20nM 50nM 100nM
24 horas Media 0,537 0,582 0,516 0,486 0,34 0,241
Desv. est. 16,568 10,88 15,648 15,118 23,036 18,503
% respecto control 104,626 114,571 100,643 94,656 64,516 45,32
48 horas Media 1,221 1,251 1,018 0,785 0,212 0,115
Desv. est. 11,844 29,585 14,233 29,155 5,081 6,068
% respecto control 98,739 98,82 81,766 60,632 16,802 8,643
72 horas Media 2,253 2,327 1,804 0,981 0,129 0,048
Desv. est. 1,409 1,067 8,942 25,618 3,181 1,001
% respecto control 96,85 100,137 79,368 37,677 4,997 1,913
96 horas Media 2,934 2,676 2,246 1,05 0,072 0,02
Desv. est. 3,385 19,517 19,481 16,469 1,379 0,461
% respecto control 96,105 86,708 72,629 33,646 2,302 0,651
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Fig.7. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando paclitaxel tras un

periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.8. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células HaCaT utilizando paclitaxel tras un
periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

En la prueba realizada con el compuesto paclitaxel después de 24 horas
observamos un aumento en la viabilidad celular en las concentraciones mas
bajas 1nM y 10nM

A partir de las 48horas se observa una disminucion de la viabilidad celular
directamente relacionada con la dosis respuesta. Para este tiempo de
tratamiento y una concentracion de 20nM encontramos una disminucion del
40% de la viabilidad celular con respecto al control.

Observamos que después de 72 horas de tratamiento utilizando las
concentraciones més altas del compuesto en este caso 50 nM y 100 nM la
viabilidad celular esta por debajo del 5%.
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Los siguientes resultados se fundamentan en la aplicacion del test de
proliferacion-citotoxicidad sobre la linea celular PE/CA-PJ15 de cada uno
de los compuestos objeto de estudio. Los ensayos se han realizado por
duplicado durante cuatro periodos de tiempo (24, 48,72 y 96 horas) siendo,
los resultados graficos presentados a continuacion, la media ponderada de
ambos ensayos.

Apigenina
Tiempo Concentracio| 1uM 5uM 10uM 20uM 50uM 100uM
24 horas Media 0,422 0,469 0,437 0,398 0,362 0,346
Desv. est. 1,73 2,429 4,843 1,659 7,14 3,274
% respecto ¢ 107,778 119,742 111,853 101,705 92,25 88,232
48 horas Media 1,011 0,97 0,904 0,813 0,591 0,27
Desv. est. 0,92 10,256 2,238 7,67 1,394 1,629
% respecto ¢ 106,61 101,966 95,369 85,923 62,357 28,553
72 horas Media 1,677 1,561 1,517 1,211 0,58 0,233
Desuv. est. 12,828 15,269 14,15 24,34 12,391 2,117
% respecto | 98,537 91,928 89,283 72,132 34,591 13,724
96 horas Media 2,593 2,596 2,737 1,961 0,527 0,144
Desv. est. 3,728 2,152 21,188 5,633 0,037 0,257
% respecto ¢ 90,941 91,006 96,795 68,422 18,461 5,032
140
120
100
24
80
48
60 72
96
40
20
0
1 2 3 4 5 6 7

Fig.9. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando apigenina, tras

un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.10. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando apigenina, tras
un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

En la prueba realizada con el compuesto apigenina después de 24 horas de
tratamiento observamos un aumento en la viabilidad celular en las
concentraciones mas bajas 1uM - 10uM

Observamos que después de 72 horas de tratamiento utilizando las
concentraciones mas altas del compuesto en este caso 50uM y 100uM la
viabilidad celular esta por debajo del 40%.

A 96 horas de tratamiento se consigue una disminucion de la viabilidad
celular en todas las concentraciones probadas con una relacion directa dosis-
respuesta.
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Acido Carnésico

Tiempo Concentracion 1uM 5uM 10uM 20uM 50uM 100puM
24 horas Media 0,298 0,305 0,299 0,27 0,239 0,175
Desv. est. 18,305 21,124 11,742 17,02 21,24 27,938
% respecto control 96,536 99,595 94,257 87,757 80,205 41,209
48 horas Media 0,552 0,548 0,549 0,462 0,337 0,124
Desv. est. 4,248 10,868 1,703 3,93 0,76 19,515
% respecto control 95,5 96,287 93,558 78,216 57,521 16,747
72 horas Media 1,082 1,207 1,141 0,824 0,354 0,071
Desv. est. 8,621 14,221 17,035 18,903 13,34 6,679
% respecto control 101,525 106,625 99,763 70,214 28,777 4,723
96 horas Media 1,841 1,614 1,386 1,016 0,345 0,005
Desv. est. 5,652 23,606 26,992 40,66 10,218 1,98
% respecto control 95,93 88,255 81,38 60,002 10,318 1,509
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Fig.11. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando dcido carndsico,

tras un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.12. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando dcido carndsico,
tras un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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En la prueba realizada con el compuesto a después de 24 horas de tratamiento
observamos un aumento en la viabilidad celular en las concentraciones mas
bajas 1uM - 10uM

Observamos que después de 72 horas de tratamiento utilizando las
concentraciones mas altas del compuesto en este caso 50uM y 100uM la
viabilidad celular esta por debajo del 40%.

A 96 horas de tratamiento se consigue una disminucion de la viabilidad
celular en todas las concentraciones probadas con una relacion directa dosis-
respuesta.

5-Fluorouracilo

Tiempo Concentracion 1uM 5uM 10uM 20uM 50uM 100uM
24 horas Media 0,271 0,226 0,235 0,213 0,206 0,198
Desv. est. 15,781 27,352 33,375 9,426 11,788 8,894
% respecto control 112,607 97,174 102,381 87,594 85,42 81,626
48 horas Media 0,451 0,43847 0,352 0,307 0,259 0,207
Desv. est. 15,809 18,183 13,62 1,697 13,184 5,219
% respecto control 104,208 100,742 81,169 72,161 59,274 48,162
72 horas Media 0,665 0,562 0,551 0,358 0,362 0,33
Desv. est. 12,213 12,154 36,599 30,463 28,866 37,572
% respecto control 97,543 82,314 78,743 50,697 51,448 45,959
96 horas Media 1,07 0,773 0,67 0,37 0,268 0,26
Desv. est. 5,842 3,908 1,166 2,466 1,106 3,4
% respecto control 73,204 52,819 45,622 25,391 18,153 17,411
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Fig.13. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando 5-fluorouracilo,

tras un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.14. Efecto sobre la proliferacicn in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando 5-fluorouracilo,
tras un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

En la prueba realizada con el compuesto 5-fluorouracilo después de 24 horas
de tratamiento observamos un aumento en la viabilidad celular en la
concentracion mas baja 1uM.

Observamos que después de 72 horas de tratamiento se consigue una
disminucion de la viabilidad celular en todas las concentraciones probadas
con una relacion directa dosis- respuesta; a una concentracion de 20uM
obtenemos el 1C50.

A 96 horas de tratamiento continua la tendencia de disminucion de la
viabilidad celular en todas las concentraciones probadas. En la concentracion
méas baja de 1uM se consigue una reduccion del 27%, mientras que las
concentraciones de 50uM y 100uM consiguen un resultado similar con una
reduccion de mas del 80%
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Paclitaxel

Tiempo Concentracio{1nM 5nM 10nM 20nM 50nM 100nM
24 horas Media 0,423 0,404 0,345 0,361 0,329 0,297
Desuv. est. 9,93 3,623 6,467 7,67 16,667 24,037
% respecto ¢ 109,159 103,037 88,596 93,008 86,31 79,643
48 horas Media 0,813 0,799 0,753 0,713 0,611 0,521
Desv. est. 20,315 13,698 6,264 2,068 15,486 1,107
% respecto ¢ 113,447 111,642 105,443 99,892 85,298 73,105
72 horas Media 1,329 1,277 1,128 0,764 0,503 0,415
Desv. est. 24,601 29,242 14,943 11,616 3,688 3,882
% respecto ¢ 117,163 112,584 99,365 67,345 44,319 36,582
96 horas Media 2,117 1,966 1,853 1,443 0,761 0,581
Desv. est. 0,066 3,909 14,463 4,476 2,411 2,54
% respecto ¢ 97,3 90,969 87,369 65,635 35,348 27,122
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Fig.15. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando paclitaxel, tras
un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.
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Fig.16. Efecto sobre la proliferacion in vitro de células PE/CA-PJ15 utilizando paclitaxel, tras
un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con las concentraciones indicadas.

En la prueba realizada con el compuesto a después de 24 horas de tratamiento
observamos un aumento en la viabilidad celular en las concentraciones mas
bajas 1uM 5nM, que fue constante hasta las 72 horas. En las concentraciones
mas altas 50nM y100nM se consigue una disminucion de la viabilidad
celular.

Observamos que después de 72 horas de tratamiento se consigue una
disminucion de la viabilidad celular a partir 20nM.

A 96 horas de tratamiento se consigue una disminucion de la viabilidad
celular en todas las concentraciones probadas.
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Ciclo celular HaCaT 24h
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G0-G1 G2-M s
W Control M Apigenina M Ac, Carnosico M5FU M Paclitaxel
G0-G1 G2-M
Control 40,08% 22,48% 37,44%
Apigenina 58,01% 8,44% 33,56%
Ac, Carnésico 41,57% 8,48% 49,95%
5-fluorouracilo 49,50% 2,19% 48,31%
Paclitaxel 40,78% 9,30% 49,93%

Para el ciclo celular de la linea celular HaCaT encontramos que a las 24 horas
los compuestos acido carnosico 49,95%, 5-fluorouracilo 48,31 y paclitaxel
49,93% presentaron un aumento en la fase S con respecto al control 37,44%

Para la fase GO-G1 la apigenina 58,01% y % 5-fluorouracilo 49,50%
presentaron un aumento con respecto al control 40,08%

Para la fase G2-M todos los compuestos probados presentaron una
disminucion en esta fase con respecto al control, siendo el mas representativo

el 5-fluorouracilo 2,19%.
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Ciclo celular HaCaT 72h

HaCaT 72h
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GO0-G1 G2-M s

M Control M Apigenina M Ac, Carnosico HM5FU ® Paclitaxel

G0-G1 G2-M S
Control 50,21 8,84 40,94
Apigenina 50,36 10,62 39,02
Ac, Carnésico 52,28 8,06 39,66
5-fluorouracilo 45,31 0,36 54,33
Paclitaxel 48,04 8,47 43,50

Para el ciclo celular de la linea celular HaCaT encontramos que a las
72 horas de tratamiento la apigenina presenta un pequefio aumento de la fase
G2-M con respecto al control mientras que el acido carnosico presenta un
ligero aumento en la fase GO0-G1; ambos compuestos presentan una
disminucién en la fase S con respecto al control.

El compuesto paclitaxel presenta una ligera disminucién 48,04% en la
fase GO-GL1 con respecto al control 50.21% y un ligero aumento en la fase S
43,50 con respecto al control 40,94%

El 5-fluorouracilo presenta los efectos mas significativos de los
compuestos probados, encontramos un aumento de la fase S 54,33% con
respecto al control 40,94% la fase GO-G1 presenta una disminucion de un
5% con respecto al control y la fase G2 practicamente ha desaparecido 0,36%
con respecto al control 8,84%
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Ciclo celular PE/CA-PJ15 24h

PE/CA-PJ15 24h
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G0-G1

M Control M Apigenina M Ac, Carnosico E5FU M Paclitaxel

G0-G1 G2-M S
Control 45,44 25,54 29,01
Apigenina 37,90 32,88 29,22
Ac, Carnésico 49,59 27,82 26,59
5-fluorouracilo 54,40 1,27 44,32
Paclitaxel 50,02 30,25 19,73

Para el ciclo celular de la linea celular PECA PJ 15 encontramos que
a las 24 horas de tratamiento la apigenina presenta una disminucién en la
fase GO-G1 con un porcentaje 37,90% los otros compuestos probados
presentan aumento del porcentaje de células en esta fase: acido carnésico,
49,59% paclitaxel 50,02%, 5-fluorouracilo 54,40% con respecto al control
que es 45,44%.

Para la fase G2-M todos los compuestos probados presentaron un
aumento en esta fase con respecto al control excepto el 5-fluorouracilo que
presenta una disminucion 1,27% con respecto al control 25,54%.

Con respecto a la fase S encontraos que el 5-fluorouracilo tiene un
aumento considerable 44,32% con respecto al control 29,01% mientras que
el paclitaxel tiene el porcentaje mas bajo en esta fase del ciclo con 19,73%
seguido del &cido carndsico con 26,59%
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Ciclo celular PE/CA-PJ15 72h

PE/CA-PJ15 72h
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GO0-G1

M Control H®Apigenina M Ac, Carnosico H5FU ® Paclitaxel

G0-G1 G2-M S
Control 63,23 17,41 19,35
Apigenina 46,31 25,09 28,60
Ac, Carnésico 59,46 22,63 17,91
5-fluorouracilo 0,00 8,76 91,24
Paclitaxel 63,01 21,24 15,75

Para el ciclo celular de la linea celular PECA PJ 15 encontramos que
a las 72 horas de tratamiento el compuesto 5-fluorouracilo ha disminuido
totalmente (0,0) la fase GO-G1 con respecto al control 63,23% y ha hecho
una parada del ciclo en la fase S 91,24% con respecto al control 19,35%.

La apigenina presenta una disminucion en la fase G0-G1 46,31% y
aumento en las fases G2-M 25,09% Y S 28,60%.

El 4cido carnosico presentaba una pequefia disminucion en las fases G0-G1
59,46% y S 17,91%y un aumento en la fase G2-M 22,63%.

El paclitaxel presenta una leve disminucion en la fase S 15,75% y un
aumento en la fase G2-M.
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Efectos sobre la apoptosis en la linea HaCaT 24h

Apoptosis HaCaT 24h
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Apoptosis inicial Apoptosis tardia Necrosis Viables
H Contol 24h M Apigenina M Ac carnosico BM5FU M Paclitaxel ® Camptotecina
Apoptosis Apoptosis tardia | Necrosis Viables
inicial
Control 24h 4,3% 5,9% 1,0% 88,8%
Apigenina 4,7% 5,6% 0,8% 88,9%
Ac carndsico 3,7% 7,7% 0,8% 87,8%
5-fluorouracilo | 3,1% 4,5% 0,6% 91,7%
Paclitaxel 2,2% 3,8% 0,6% 93,4%
Camptotecina 4,8% 61,4% 1,5% 32,3%
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Efectos sobre la apoptosis en la linea HaCaT 72h
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U N Ilm_
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Viables

W Contol 24h M Apigenina M Ac carnosico M5FU M Paclitaxel M camptotecina
Apoptosis Apoptosis tardia | Necrosis Viables
inicial

Control 72h 0,3% 2% 11% 86,8%
Apigenina 1% 5,9% 5,2% 87,9%
Ac carnosico 0,5% 2,4% 11,1% 86%
5-fluorouracilo | 10% 18,8% 4,5% 66,7%
Paclitaxel 0,7% 3,7% 3,4% 92%
Camptotecina 47,9% 44.6% 5,4% 2,2%

En el anélisis del porcentaje de poblacion celular HaCaT que se
encontraba en lo que denominamos apoptosis inicial, apoptosis tardia y
necrosis mostro valores mas bajos que el control para los compuestos
apigenina y paclitaxel, el acido carnosico mantiene valores similares al
control mientras que el 5-fluorouracilo presenta unos resultados destacables

con un 20% mas con respecto al control.
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Efectos sobre la apoptosis en la linea PE/CA-PJ15 24h

Apoptosis PE/CA-PJ1524h
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M Contol 24h M Apigenina M Ac carnosico #5FU M Paclitaxel ® camptotecina
Apoptosis Apoptosis tardia | Necrosis Viables
inicial

Control 24h 2,2% 1,8% 1,3% 94,7%
Apigenina 2,6% 2,9% 2,3% 92,2%
Ac carndsico 2,6% 2,9% 0,6% 93,8%
5-fluorouracilo | 1,6% 2,4% 2,5% 93,5%
Paclitaxel 1,7% 2,4% 1,1% 94.8%
camptotecina 21,4% 3,8% 1,3% 73,5%
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Efectos sobre la apoptosis en la linea PE/CA-PJ15 72h
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Apoptosis Apoptosis tardia | Necrosis Viables

inicial
Control 72h 2% 3,3% 1,5% 93,2%
Apigenina 1,5% 4,0% 9,5% 85%
Ac carngsico 2,8% 3,0% 1,2% 93,0%
5-fluorouracilo | 6,4% 9,7% 0,6% 83,2%
Paclitaxel 2,2% 2,8% 0,8% 94,3%
camptotecina 36,4% 43,7% 0,2% 19,7%

En el andlisis del porcentaje de poblacion celular PE/CA-PJ15 que se
encontraba en lo que denominamos apoptosis inicial, apoptosis tardia y
necrosis mostro valores mas bajos que el control para el compuesto
paclitaxel, el &cido carndsico mantiene valores similares al control mientras
que el 5 fluorouracilo y la apigenina presenta unos resultados destacables

entre un 8-10 % mas con respecto al control.
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V. DISCUSION
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El carcinoma oral de células escamosas es el sexto tumor maligno mas
frecuente a nivel mundial (Jemal A., 2008 y de Matos.,2012) y la séptima
causa mas comun de muerte por canceres en el mundo. La incidencia anual
en todo el mundo de carcinoma de celulas escamosas se estimo en 500.000
casos, lo que representa el 3% de todos los tumores malignos en el afio 2012;

el 90% de las lesiones que se presentan en cavidad oral son de este tipo.

En 2015 la incidencia estimada de cancer oral y faringeo en Espafia
fue de 4.980 casos en hombres y 1.690 casos en mujeres, lo que daria una

relacion de 3 a 1 (Galceran.,2016).

A pesar de que la cavidad oral es un area de facil acceso, la mayoria
de consultas y diagnosticos asociados a esta patologia se dan en estadios
avanzados lo que dificulta el prondstico y tratamiento. Se estima que el
tratamiento de la enfermedad en estadios tempranos (estadios | o 1) tiene
éxito con frecuencia (80%). Para pacientes con enfermedad avanzada
(estadios 111 y V), la terapia estandar es mucho menos exitosa (menos del
30%). La recurrencia de la enfermedad ocurre aproximadamente entre el

20% Yy el 30% de los pacientes, en particular las locales o linfaticas.

A pesar de los avances recientes en cirugia, radioterapia Yy
guimioterapia, la tasa de supervivencia global a los 5 afios para los pacientes
en fases avanzadas de la enfermedad es de las mas bajas de los principales
tipos de cancer y no ha cambiado durante las ultimas dos décadas. La
localizacidbn mas frecuente de este tipo de tumores es borde lateral y

superficie ventral de la lengua, seguido de suelo de boca.

Por ahora, una de las principales medidas contra el cancer oral es la
prevencién, es importante educar a las personas para que se realicen

autoexamen de boca y aprendan a detectar los signos y sintomas de esta
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patologia, dado su facil acceso y deteccion, ademas de concienciar sobre los

factores de riesgo conductuales como lo son el consumo de tabaco y alcohol.

También es responsabilidad del odont6logo o el médico de Atencidn
Primaria identificar cualquier lesion sospechosa que le pueda aparecer en
boca o labio y realizar un diagndstico precoz de la enfermedad; una correcta
Historia Clinica junto con una exploracion exhaustiva extraoral e intraoral,
teniendo especial cuidado en las zonas mas frecuentes de aparicion de
lesiones cancerosas o0 lesiones premalignas, y el uso de pruebas
complementarias como screening o biopsia para descartar la posibilidad que
sea un cancer de toda aquella lesién que persista méas de dos o tres semanas

en boca que no tenga una causa aparente.

Las opciones de tratamiento para los carcinomas orales, son variables
y dependen de varios factores como del tamafio y localizacion del tumor
primario, del estado de los ganglios linfaticos, presencia o ausencia de
metastasis a distancia, o incluso, de los deseos del propio paciente y de la

capacidad que tenga para tolerar el tratamiento.

Tanto la cirugia como la radioterapia, siguen siendo la primera opcion
para el tratamiento de los tumores de labio y cavidad oral, ya sea usados por

separado, o en combinacién con quimioterapia en estadios avanzados.

Cuando se utiliza la cirugia para el tratamiento de este tipo de cancer
se debe intentar preservar la maxima estructura sana posible, todo dependera
de la afectacion de los nddulos cervicales. Si no lo estan, bastara con extirpar
toda la lesion con méargenes de seguridad, ademas de los ganglios cervicales.
Si por el contrario, éstos estan afectados sera necesario realizar una cirugia
radical estandar, extirpando el muasculo ECM, milohioideo, nervio IX,
glandula submaxilar, venas yugulares, sistema linfatico cervical y polo

inferior de parotida e incluso estructuras 0seas vecinas si el tumor es muy
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grande. El tratamiento quirdrgico para el cancer oral compromete en gran
medida el habla y la estética facial, ademas del compromiso a nivel

psicoldgico que genera en el paciente (Vissink.,2003 y Schuster.,2012).

Al igual que en otros tipos de cancer, la radioterapia juega un papel
muy importante en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello. Esté limitada
debido a su toxicidad grave hacia las células normales cuando se aplica a
dosis altas, mientras que tiene un minimo efecto sobre las celulas cancerosas
a dosis bajas. Por lo tanto, la basqueda de agentes y modalidades que podrian
aumentar la sensibilidad de las células tumorales a la radiacién es muy

importante (radiosensibilizantes) (Reagan.,2008).

La dosis de la radioterapia va a depender de la localizacion y tipo de
tumor, y la dosis utilizada y esquema de tratamiento utilizado. Normalmente,
las dosis de radiacion en un paciente con cancer de cabeza y cuello alcanzan
los 50-70 Gy, en un periodo de 5 a 7 semanas, una vez al dia, 5 dias a la

Semana.

Una de las nuevas técnicas es afiadir cisplatino en el tratamiento de la
radioterapia para ver si puede mejorar los resultados en el tratamiento. En el
estudio presentado por S. Cooper, y tras analizar a 459 pacientes de los
cuales 231 fueron asignados al azar para recibir radioterapia y 228 pacientes
radioterapia ademas de cisplatino, llego a la conclusion de que la radioterapia
y la quimioterapia mejoran significativamente el control locorregional,

ademas de aumentar la supervivencia.

Pero la radioterapia tiene también complicaciones graves que afectan
a estructuras orales como glandulas salivales, hueso, denticidn y mucosa
oral, entre otros, provocando en el paciente consecuencias clinicas como
mucositis, Xxerostomia, osteorradionecrosis Yy caries por radiacion
(Gevorgyan.,2013).
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Todas estas consecuencias tienen un gran impacto en la calidad de vida
del paciente, por ello se desarrollé la braquiterapia, tipo de radiacion interna
local, que se encuentra en contacto con la masa tumoral a través de unos
adaptadores, como agujas o tubos, que son codmodos y no producen dafio. Es
una técnica poco lesiva ya que ofrece una radiacion menor que la radioterapia
externa, ademas de evitar que la radiacion no llegue a los tejidos vecinos

sanos gracias a un protector de acrilico de 2 mm de plomao.

Pero no en todos los casos se puede usar esta terapia, y es que cuando
el hueso esta afectado, o haya pérdida importante de tejido o necesite una
gran escision quirargica, esta totalmente contraindicado utilizarla. Con el uso
de esta técnica hay que considerar que en algunos casos puede producir
mucositis en la zona donde aplicamos la radiacion, pero este inconveniente

suele ser leve y desaparece entre 1-1,5 meses (Casino.,2006).

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células
cancerosas. Actla evitando que las células cancerosas crezcan y se dividan
en mas células. Debido a que las células cancerosas en general suelen tener
un indice mitdtico alto, la quimioterapia las destruye més rapido que a la
mayoria de las células sanas. Pero las células de las mucosas también se
dividen de forma rapida, por lo que éstas al igual que las células cancerigenas
pueden ser sensibles a accidn de la quimioterapia, ocasionando la aparicién
alteraciones en la mucosa oral y del tubo digestivo superior en mas de la

mitad de los pacientes sometidos a quimioterapia.

Un quimioterdpico se puede usar solo o combinado con otros
medicamentos. Entre los quimioterapicos mas empleados en los canceres de
cabeza y cuello son la bleomicina, el cisplatino, el metotrexato, el 5-
fluoruracilo, la vinblastina y la ciclofosfamida (Infante.,2000 y Jacob.,2016).
Con frecuencia, la combinacién de medicamentos puede reducir el tamafio
de los tumores con maés eficacia, aunque probablemente causara mas efectos
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secundarios. Una combinacion usada comunmente es cisplatino y 5-
fluorouracilo. Esta combinacion es més eficaz que cualquier medicamento
por si solo en la reduccion del cancer de cavidad oral y de orofaringe. Otra
combinacion usada a menudo consiste en cisplatino, 5-fluorouracilo, mas

docetaxel.

El 5-fluorouracilo es uno de los farmacos mas utilizados para el
tratamiento del cancer, este penetra en la célula utilizando el trasportador
natural de uracilo por un sistema de transporte facilitado. Una vez dentro de
la célula, es transformado por distintas vias enzimaticas en varios

metabolitos activos, responsables del efecto antineoplasico (Longley., 2003).

El efecto citotdxico se ejerce durante todas las fases del ciclo celular
siendo maximo durante la fase de sintesis (S). La principal ruta metabdlica
es la conversion directa de 5-fluorouracilo en 5- fluorodeoxiuridina (5-
FUdR) por la accion de la timidina fosforilasa. EI 5-FUdR es a su vez
fosforilado por la timidina quinasa (TK) transforméandose en un metabolito

activo, el 5’-fluoro-2’ deoxiuridina monofosfato (5-FAUMP).

Posteriormente, el 5-FAUMP en presencia de folato reducido (5,10-
metilentetrahidrofolato) forma un complejo estable unido covalentemente a
la timidilato sintetasa (TS). Este complejo inhibe el funcionamiento de TS
dando lugar a la deplecidn de deoxitimidina trifosfato (dTTP) e interfiriendo

con la sintesis y reparacion del ADN (Longley., 2003)

Existen numerosos estudios relacionados con el tratamiento del cAncer
utilizando 5-fluorouracilo autores como Focaccetti et all. (2015) evaluaron
los efectos de 5-fluorouracilo en HCM y HUVE sobre la proliferacion celular
utilizando un ensayo estdndar MTT. La inhibicidn del crecimiento de celulas
endoteliales se hizo estadisticamente significativa a concentraciones de

10uM o superiores después de 24 h, y se mantuvo a lo largo de todo el curso
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del tiempo; compararon los efectos sobre las células vasculares con los

resultados terapéuticos ejercidos sobre las células de cancer de colon.

La comparacion de la eficacia de 5-fluorouracilo en las lineas celulares
de cancer de colon confirmo una respuesta, con la mitad de la concentracion
maxima eficaz (EC50) de 13,72 uM para HCT116 y 106,8 uM para HT29
células. Los efectos secundarios sobre las células vasculares se produjeron a
EC50 de 3.832 uM para HUVECs y 4.866 uM para HCMs. Las tasas de
replicacion celular variaron ampliamente entre cardiomiocitos, células

endoteliales y tumorales.

En este mismo estudio se evaluo el ciclo celular el cual indicé una
tendencia hacia un aumento en las células apoptoticas y una disminucion en
las células endoteliales de replicacion (fase S) en los tratamientos con 5-
fluorouracilo mayores de 1puM. Ademas, investigaron los efectos
citostaticos / citotdxicos de 5-fluorouracilo usando el ensayo de liberacion
de deshidrogenasa lactica (LDH), que mide la pérdida de integridad de la
membrana mediante la deteccion de la actividad de la enzima LDH en el
medio de cultivo. Concentraciones de 5-fluorouracilo mayores que 1uM
comprometieron significativamente la integridad de la membrana celular
tanto para los cardiomiocitos como para las células endoteliales. Hemos
examinado en profundidad la capacidad de 5-fluorouracilo para inducir la
apoptosis utilizando Annexina V' y 7AAD. Después de un tratamiento
prolongado (96 horas) con 5-fluorouracilo, ambos tipos de células mostraron
una muerte celular inducida por 5-fluorouracilo (AnexinaVV +/7AD ). Con
un porcentaje de apoptosis inducido en cardiomiocitos y células endoteliales
estadisticamente significativo (P < 0,05) para concentraciones de 10uM, 10
uM y ImM.
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En otro estudio realizado por Milczarek el al. (2014) se realizo el
analisis del ciclo celular de tumores cosechados en ratones tratados tanto con
5-fluorouracilo solo y combinados con compuestos analogos de la vitamina
D. Se observé que, en los tumores tratados con 5-fluorouracilo, el porcentaje
de células en la etapa GO / G1 disminuyd significativamente. Ademas, estas
células fueron detenidas en la fase S (P <0,05) y el porcentaje de muertes
celulares aumentd. EI PRI-2191 usado solo no afectd significativamente al
ciclo celular de los tumores HT-29. Sin embargo, se utilizo en el tratamiento
combinado con 5-fluorouracilo, aumento6 el nimero de célulasen GO/ Gl y
en paralelo disminuyo las células tanto en las etapas G2 / M y S, asi como
las células de muerte en comparacion con 5-fluorouracilo solo. Los tumores
de ratones tratados con PR1-2205 combinados con 5-fluorouracilo mostraron
una distribucién del ciclo celular similar a la de los ratones tratados con 5-

fluorouracilo solo.

En nuestro estudio el 5-fluorouracilo afectaba significativamente la
viabilidad celular de ambas lineas en la prueba de MTT; a partir de las 24
horas observamos una considerable disminucion de la proliferacion celular
para todas las concentraciones probadas (1, 5, 10, 20, 50 y 100 uM) con una
relacion directa dosis respuesta, el 1C50 se ha obtenido en la line HaCaT a
las 48 horas de tratamiento a una concentracion de 20uMmientras que en la

linea tumoral PE/CA-PJ15 se consigue a las 72 horas de tratamiento.

En cuanto a la apoptosis, se observa un incremento en ambas lineas
celulares a las 72h a una concentracion de 5uM, en la linea celular HaCaT
se observaba un aumento del 20% mientras que en la linea tumoral PE/CA-
PJ15 solo del 10.

En cuanto al ciclo celular observamos que la linea celular HaCaT y

la linea tumoral PE/CA-PJ15 tras 24 horas presentaban un aumento en las
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fases GO-G1 y la fase S y disminucién en la fase G2-M. A las 72 se observa

disminucion en las fases GO-G1 y G2-M y aumento en la fase S.

Otro farmaco que también se usa como quimioterapéutico y que ha
sido evaluado en nuestro estudio es el paclitaxel; los resultados que hemos
obtenido en cuanto a la viabilidad celular utilizando paclitaxel, encontramos
gue en ambas lineas celulares HaCaT y PE/CA-PJ15 las concentraciones mas
bajas utilizadas (1, 5 y 10 nM) en las primeras 24 horas de tratamiento
aumentan la viabilidad celular. A partir de las 72 horas observamos una
considerable disminucion de la proliferacién celular para todas las
concentraciones probadas (1, 5, 10, 20, 50 y 100 nM)

En cuanto a la prueba de apoptosis en la linea HaCaT observamos una
disminucion de la apoptosis, mientras que la linea tumoral PE/CA-PJ15 no
existia ningun cambio con respecto a las células no tratadas. En las pruebas
de ciclo celular la linea celular HaCaT se observaba un aumento en la fase
S, mientras que la linea tumoral presentaba un aumento en la fase G2-M lo

que concuerda con otros autores.

Maushagen R et al. (2016) han realizado pruebas in vitro donde la
linea celular HNSCC fue tratada con 10 uM paclitaxel por 24, 48 y 72 h. Los
datos demuestran que paclitaxel induce un arresto en la fase G2 / M
dependiente del tiempo, incrementa en la fraccion SubG1 que representa las
células apoptoticas con hipodiploides ADN. Estos resultados confirman que
el paclitaxel induce la muerte celular programada en la linea celular HNSCC
después de prolongar un blogueo mitético. En todas las lineas celulares
HNSCC, la Fraccion SubG1l aumentd notablemente entre las horas de
tratamiento farmacoldgico 48 y 72 h, en comparacion con los controles no
tratados. EI aumento dependiente del tiempo en la fraccion SubG1l fue
estadisticamente significativa en todas las lineas de células HNSCC
analizadas.
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Estos resultados fueron confirmados por la prueba de anexina V-APC
/ P1 doble tincion, se tifieron y se analizaron mediante citometria de flujo. Se
mostré la induccion de apoptosis inducida por paclitaxel con una reduccién

en células viables bajo tratamiento.

A pesar de los avances recientes en cirugia, radioterapia y
guimioterapia, la tasa de supervivencia global a los 5 afios para los pacientes
en fases avanzadas de la enfermedad es de las mas bajas de los principales
tipos de cancer y no ha cambiado durante las Gltimas dos décadas (Funk GF
y cols., 2002; Neville BW y Day TA, 2002).

Debido a que los tratamientos que se emplean en la actualidad no
consiguen resolver totalmente esta enfermedad en todos los casos, y que
presentan muchos efectos secundarios que en ocasiones obligan a la
suspension del tratamiento e incluso llegan a comprometer la vida de los
pacientes, es necesaria la busqueda de nuevas sustancias y realizacion nuevas

investigaciones que permitan determinar su eficiencia.

Durante los ultimos afios, ha generado gran interés un grupo de
sustancias de origen natural presentes en muchos casos en alimentos y
bebidas a las cuales se han atribuido propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antitumorales. Por esta razon en este estudio hemos
decidido poner a prueba un polifenol extracto del romero llamado &cido
carnosico y un flavonoide extraido de la manzanilla y el perejil llamado

apigenina.

Para determinar el efecto del &cido carnosico sobre el crecimiento
celular, las células HaCaT y PE/CA-PJ15 se incubaron con diferentes
concentraciones (1, 5, 10, 20, 50, 100 uM) durante 24, 48, 72 y 96 h y los

resultados demuestran en la linea HaCaT en las concentraciones mas altas
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20uM - 100uM observamos una considerable disminucion de la
proliferacion celular. El IC50 se ha establecido tras 24 de tratamiento a una
concentracion de 20uM. En la linea tumoral se observa una mayor resistencia
a este compuesto, observamos que después de 72 horas de tratamiento
utilizando las concentraciones mas altas del compuesto en este caso S0uM y
100uM la viabilidad celular estd por debajo del 40%, en ambas lineas
pudimos observar que este compuesto inhibe el crecimiento celular de una

manera dependiente de la concentracion y el tiempo.

Otros autores han realizado pruebas en otras lineas celulares HL-60 y
U937 sobre la proliferacion celular: se incubaron con concentraciones
crecientes de este agente durante un maximo de 96 h y luego directamente
contado los resultados demuestran que el acido carnosico inhibe el
crecimiento celular de una manera dependiente de la concentracion, lo cual
concuerda con nuestros resultados. Valores de concentracion inhibitoria
semiméaxima similares (6-7uM) se obtuvieron 24 - 96 h después del

tratamiento.

Para evaluar el mecanismo de la inhibicion del crecimiento, primero
se examind si la reduccion del nimero de células era debida a un posible
efecto citotdxico del acido carndsico. Para este propdsito, las células se
tifleron con azul de tripan y la liberacién de LDH a medio de cultivo se midié
a lo largo de 96 h de incubacion con &cido carndsico. No hubo reduccion
significativa en HL-60 y U937 (no se muestra) viabilidad celular, en
comparacion con celulas de control, se detecté a <7,5 \ uM de acido
carnosico, aunque una dosis mas alta (10 \ uM) provocé un aumento en el
numero de las células tefiidas con azul de tripano en un 10-15% por encima
del control nivel. Se obtuvieron resultados similares usando el ensayo LDH.
Por lo tanto, en todos los experimentos posteriores, se utilizd acido carndsico
2,5-7,5\uM.
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A <75\ uM, el acido carndsico no afectd significativamente la
viabilidad de las células ni indujo a la muerte celular apoptética, tal como lo

reveld el uso de diferentes marcadores de citotoxicidad.

En nuestro estudio el acido carndésico afectaba significativamente la
viabilidad celular en la prueba de MTT. En cuanto a la apoptosis, en ambas
lineas celulares HaCaT y PE/CA-PJ15, a una concentracion de 20 se
observaba un aumento del 1%. En cuanto al ciclo celular observamos que la
linea celular HaCaT experimentaba un ligero aumento en la fase GO-G1 a las
72h, mientras que en la linea tumoral PE/CA-PJ15 aumentaba ligeramente
la fase G2-M.

Otros autores como Cattaneo, Lucia et al. (2015) plantearon que la
inhibicion de la viabilidad celular podria resultar de la induccién de la
apoptosis y / o la detencion del crecimiento celular, por lo que, para obtener
informacion sobre los procesos celulares posiblemente afectados por el
extracto de romero, el efecto sobre el ciclo celular fue investigado por
citometria de flujo. Para ello se incubaron células de melanoma A375 con
diferentes diluciones de extracto acido carnosico, durante 24, 48 y 72 h,
luego se marcaron con yoduro de propidio y se sometieron a analisis FACS.
Los resultados, mostraron que los tratamientos a las diluciones 1: 120 y 1:
240 afectaron profundamente el ciclo celular, mientras que las diluciones
mas altas fueron ineficaces. En particular, la dilucion 1: 120 promovid un
aumento de hasta 30% de las células en fase sub-GO, presumiblemente
muerte por apoptosis, de una manera dependiente del tiempo, con una fuerte
reduccion de la poblacion en fase GO / G1, mientras que la dilucién 1: 240
Indujo una fuerte reduccién de la fase GO / G1, contrabalanceada por una
detencion en la fase G2 / M, seguida de la aparicion de células hiperploides.
Los informes de la literatura muestran que muchas moléculas con efectos

antiproliferativos sobre las células cancerosas, bloquean el ciclo celular en
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la fase G2 / M, asi como que diferentes mecanismos podrian ser implicados,
incluyendo dafio al ADN, o la interferencia con la formacién de la mitética
huso. Independientemente del mecanismo especifico involucrado, algunas
de estas células pueden progresar a través de una mitosis retardada y morir
en la mitosis o finalmente salir de la mitosis, produciendo una sola célula 4N
G1, que se detiene en G1 o continua ciclando, formando células hiperploides.
En resumen, comparando estos ultimos datos con los obtenidos con el
recuento directo de células, parece que el extracto de romero podria inhibir
la proliferacion celular a través de mecanismos citotoxicos y citostaticos, de
una manera dosis-dependiente del tiempo, como se observa para otras

sustancias con propiedades anticancerigenas.

En resumen, este estudio permitié determinar que un extracto era
capaz de reducir eficientemente, de una manera dependiente de la dosis y del
tiempo, la proliferacion de la linea celular de melanoma A375 humano,
resistente a agentes citotoxicos. La investigacion del ciclo celular indicé que
el extracto de romero inhibia la proliferacion celular a traves de efectos tanto
citotoxicos como citostaticos. La evaluacion de la produccion de ROS
celular y de la carbonilacion de proteinas indic6é que el efecto

antiproliferativo no se debia a una actividad prooxidante del extracto.

También se han realizado experimentos in-vivo. Manoharan et al
(2010) utilizaron un total de 40 hamsters, que fueron distribuidos al azar en
cuatro grupos de diez animales en cada uno. Grupo | los animales sirvieron
como control y fueron pintados con parafina liquida solo tres veces a la
semana durante 14 semanas en su vestibular izquierdo bolsas Los animales
de los Grupos Iy 111 fueron pintados con DMBA al 0,5% en parafina liquida
tres veces a la semana durante 14 semanas en sus bolsas bucales izquierdas.
Los animales del Grupo Il recibieron por via oral acido carndsico a una
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dosis de 10 mg / kg de peso corporal / dia, comenzando una semana antes de
la exposicion al carcindgeno y continuando en los dias alternando a la pintura
DMBA, hasta el final del experimento. Los animales del grupo IV recibieron

una administracion oral de &cido carnosico 10 mg / kg de peso corporal / dia.

La administracion oral de &cido carnosico a una dosis de 10 mg / kg
de peso evitdo la aparicion del tumor y redujo las severidades de la
hiperplasia, displasia e hiperqueratosis en los hamsters tratados con DMBA
(Grupo 111). No se observo tumor en los animales de control pintados con
parafina liquida sola (Grupo I) Asi como los animales administrados solo

con &cido carndsico (Grupo IV).

En cuanto a la Apigenina Maggioni et al. (2013) estudiaron su efecto
sobre la linea de cancer oral SCC-25 y queratinocitos sanos (HaCaT). En los
ensayos de viabilidad celular (MTT), la apigenina redujo la supervivencia
del cultivo en ambas lineas celulares, pero sobre todo en las SCC-25, que fue
significativamente menor al control en las tres concentraciones de estudio
(25, 50 y 100 pM). En concordancia con este estudio los resultados obtenidos
en los ensayos de viabilidad celular para las lineas HaCaT y PE/CA-PJ15 los
resultados son significativamente menores al control para las
concentraciones utilizadas (1, 5, 10, 20, 50 y 100 uM). También ha sido
reportado un efecto inhibitorio de la proliferacion en células de cancer de
prostata respecto a células prostaticas no transformadas, ambas tratadas con
apigenina (Gupta.,2001). A las 24 h, obtuvieron d.e.s con las tres
concentraciones en las SCC-25, destacando los valores de viabilidad por
debajo del 50% con la concentracion de 100 pM, sin embargo, con las

HaCaT estos valores no eran tan bajos, y solo eran significativos a 100 puM.

Estos autores también realizaron el test de apoptosis con Anexina V
en ambas lineas a las 24h y con la concentracion de 100uM. En la SCC-25,
tanto la apoptosis inicial (20 vs 1,5%) como la tardia (14,5 vs 4,8%) se vieron
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aumentadas respecto al control, mientras que con las HaCaT se aprecio un

ligero aumento, pero no significativo.

En el estudio del ciclo celular, que realizaron a las 24 y 48 horas,
también con la concentracién de apigenina de 100uM, observando un

blogueo en G,/M en ambas lineas, con d.e.s a las 48 h.

En nuestro estudio en las pruebas realizadas a una concentracion de
20 UM en las lineas celulares HaCaT y PE/CA-PJ15 un aumento de la fase

G./M en ambas lineas, con datos significativos a las 72 h.

En cuanto a la apoptosis en las pruebas realizadas a una concentracion
de 20 puM en la linea celular HaCaT no observamos ninguna variacion
significativa con respecto al control mientras que en la linea tumoral PE/CA-

PJ15 a las 72h se evidencia un aumento significativo de la apoptosis.

Al estudiar la ciclina B1 en las SCC-25, una de las proteinas que regula
el ciclo celular (transicién Go/G; y G,/M), no encontraron modulaciones
destacables en su expresion, por lo que estudiaron los niveles de otra proteina
asociada, llamada CDK1, no encontrando tampoco ninguna variacion
respecto al control. Sin embargo, si encontraron que el tratamiento con
apigenina favorece la modulacion del ciclo celular mediante la ciclina D,
(transicion Go/G;) en la linea SCC-25 (en HaCaT también se observo
diferencia pero no e.s) y en la ciclina E (transicion G;/S) en este caso

solamente en HaCaT.

Sin embargo, la dificultad en la correlacion de los estudios in vitro con
aquellos realizados in vivo, quedd patente en el trabajo realizado por
Swanson et al. (2014). Estos autores observaron una actividad
antiproliferativa dosis-respuesta en la linea celular FaDu (carcinoma de
células escamosas faringeo) tratada con apigenina y con kaempferol, siendo

la primera mas efectiva, con una 1C50 de 20 uM frente a la de 46 uM del
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kaempferol. Para testar el efecto in vivo de la apigenina, adiministraron 50
ug diarios de esta flavona mediante gavage a ratones atimicos nu/nu durante
todo el experimento. Después de una semana de tratamiento, inocularon en
el flanco izquierdo de cada animal por via subcutanea una suspension con 1
x 10° células FaDu. Fueron midiendo con calibre el volumen de los tumores
que se iban desarrollando, y al final del experimento, eran mayores los
tumores de los animales tratados con apigenina que los de los controles con
d.e.s (3.024 vs 1858 mm?).

Segln nuestra experiencia, en estudios previos realizados in vivo por
nuestro grupo de investigacion, la apigenina se ha comportado como agente
quimiopreventivo, disminuyendo tanto la incidencia como el volumen de los
tumores desarrollados. En un trabajo publicado por Gémez-Garcia et al.
(2013), se aplico tépicamente a los animales (hamster sirio) en la mucosa
yugal, el carcindgeno quimico 7,12-dimetil-benzantraceno (DMBA). Un
grupo de animales, ademas, fue tratado con apigenina potasica administrada
por via oral, obteniendo una reduccién de la incidencia de tumores del 50%
respecto al grupo control. Ademas, estos tumores tenian un comportamiento
bioldgico menos agresivo y un volumen mucho menor (140 vs 9 mm?®). En
otro trabajo del grupo publicado en 2014 (Baldasquin-Céaceres et al.),
utilizamos 50 hamster sirios divididos en 5 grupos, que fueron tratados con
DMBA de forma tépica y diferentes polifenoles por via oral: apigenina
potasica, catequinas del cacao, eriocitrina y &cido rosmarinico. Los animales
se sacrificaron después de 12 semanas, tras las que se procedio al estudio
macro y microscopico, que incluia el marcaje inmunohistoquimico con
PCNA (marcador de proliferacion celular) y p53 (antioncogen que se ve
alterado en maltiples tumores, incluyendo el COCE). Todos los grupos
tratados con polifenoles mostraron menor incidencia de tumores, mayor

diferenciacion celular y menores puntuaciones en el grado de invasion
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tumoral que los animales control, destacando la apigenina y el &cido
rosmarinico. Probablemente, la diferencia con el estudio de Swanson et al.
(2014) venga dada por el tipo de tumor. En nuestro caso, se trataba de
tumores inducidos por un carcinégeno aplicado a los animales, es decir,
tumores provocados y desarrollados por los propios animales, mientras que
en el trabajo de Swanson, se inoculaban células humanas muy poco
diferenciadas de CCE faringeo. Esta descrito que la apigenina puede
bloquear el receptor AHR, con la consiguiente induccion de las enzimas de
metabolizacion de fase | como las CYP1AL, pudiendo intervenir asi en la
inhibicion de la activacion metabodlica del carcinogeno DMBA. Este
mecanismo, obviamente, no estaria activo en los tumores inducidos por
explantes celulares, como los del trabajo de Swanson. EI hecho de que no
solo no sea favorable el tratamiento con apigenina, sino que favorezca la
proliferacién tumoral, Swanson et al. Lo atribuyen a una posible activacién
de los receptores estrogénicos o y B que ya ha sido reportada en células de
cancer de mama en las que la apigenina favorece su proliferacion por encima

del control debido a este mecanismo (Hye.,2006).

Los cultivos celulares presentan una serie de ventajas y desventajas.
Entre las ventajas mas importantes que cabe resaltar es que resulta mas
econdmico que realizar experimentacion en un modelo “in-vivo”, no es
necesario el sacrificio de animales (una vez esta establecida la linea celular),
el control de las condiciones fisico-quimicas (pH, temperatura, presion
osmotica, presion parcial de O, y CO,), y fisioldgicos (hormonas, factores

de crecimiento, densidad celular, etc.).

Para algunas lineas celulares se han establecido medios definidos, lo
que permite un mantenimiento en Optimas condiciones y obtener réplicas
idénticas en cada subcultivo, asi las caracteristicas de la linea celular se

conservan durante varias generaciones, permitiendo una mayor estabilidad
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en los ensayos y facilitando mucho el tratamiento estadistico de los

resultados.

Como aspecto negativo seria la validez del modelo 'in vitro'. En
realidad, un cultivo celular es un disgregado celular de un tejido y se
diferencia de éste en que se ha perdido la organizacion espacial
tridimensional propia del tejido ya que éstas se propagan en dos dimensiones,
y también se han perdido las interacciones entre los distintos tipos celulares
y entre las células y la matriz extracelular. Pero quiza, la mayor diferencia se
encuentra en la carencia de los componentes sistémicos implicados en la
regulacion de la homeostasis “in vivo”, especialmente los sistemas nervioso
y endocrino. Por estas razones el cultivo celular no puede reemplazar
siempre al ensayo 'in vivo' pero es una alternativa valida en muchas

situaciones.

Como linea de investigacion futura, nos planteamos continuar con el
estudio de estos compuestos y otros mas que nos generen interes, dados los
buenos resultados en las pruebas de citotoxicidad. Seria interesante realizar
mas estudios a mayores concentraciones de las sustancias probadas para
analisis de ciclo celular y apoptosis. Ademas de esto consideramos que
resultaria de gran interés realizar pruebas adicionales realizando la
combinacion de citotoxicos, ya que hoy en dia es un concepto que parece
incuestionable y necesario en el tratamiento del cancer si queremos obtener
una mayor capacidad antitumoral evitando en la medida de lo posible la
formacion de resistencias y potenciar el efecto del farmaco. Los efectos
sinérgicos entre farmacos provocan una menor toxicidad sistémica y por
consiguiente la disminucion de los posibles efectos secundarios del
tratamiento. Una vez establecidas todas las pruebas “in-vitro” Yy tener
resultados satisfactorios, nos plantearemos la realizacion de pruebas en un

modelo “in-vivo”.
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VI. CONCLUSIONES

131



Todos los extractos estudiados (acido carnosico, apigenina, 5-fluorouracilo
y paclitaxel) mostraron efecto antiproliferativo y/o citotoxico con relacion
directa tiempo—dosis respuesta, tanto en la linea de queratinocitos normales
HaCaT como en la linea tumoral PE/CA-PJ15

En el estudio del ciclo celular sobre la linea HaCaT, todos los compuestos
provocaron un bloqueo en la fase G2-M a las 24h, mientras que a las 72h,
solamente se mantenia en el 5-fluorouracilo.

En la linea celular transformada PE/CA-PJ15, el agente que mejor se
comporté fue el 5-fluorouracilo, con un gran blogueo de la fase G2-M a las
24h, 72h y un aumento de la fase de sintesis.

En el estudio de apoptosis sobre la linea HaCaT, el a&cido carndsico fue el
agente gue provocd un mayor porcentaje de células en apoptosis tardia a las
24h, mientras que a las 72h fue en 5-fluorouracilo el tratamiento que indujo
mas apoptosis en esta linea celular.

En la linea celular PE/CA-PJ15 también fue el 5-fluorouracilo el agente que
indujo mayor porcentaje de células apoptoticas en ambos tiempos de
estudio.

All extracts examined (carnosic acid, apigenin, 5-fluorouracil and
paclitaxel) showed antiproliferative and / or cytotoxic effects with a direct
time-dose response relationship, both in the normal HaCaT keratinocyte
line and in the PE/CA-PJ15 tumor line.

In the study of the cell cycle on the HaCaT line, all compounds caused
blockade in the G2-M phase at 24h, while at 72h, it was only maintained at
5-fluorouracil.

In the transformed cell line PE/CA-PJ15, 5-fluorouracil was the best agent,
with a large blockade of the G2-M phase at 24h, 72h and an increase in the
synthesis phase.

In the study of apoptosis on the HaCaT line, carnosic acid was the agent
that caused a higher percentage of cells in late apoptosis at 24h, whereas at
72h it was in 5-fluorouracil treatment that induced more apoptosis in this
cell line.

In the PE/CA-PJ15 cell line 5-fluorouracil was also the agent that induced
a higher percentage of apoptotic cells at both study times.
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