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RESUMEN

Justificacidn: El carcinoma oral de las células escamosas (COCE) es el cancer mas comun de cabeza
y cuello. La extirpaciéon quirdrgica es el tratamiento de referencia, junto a la quimioterapia y
radioterapia, en combinacion con la cirugia. Pese a los avances conseguidos, estos tratamientos
aumentan de manera substancial los efectos adversos. En estudios recientes, se han usado distintos
extractos y fitoquimicos para explotar su accidon adyuvante terapéutica, con el objetivo de reducir
los efectos adversos de los tratamientos convencionales.

Objetivo: Busqueda de agentes noveles como adyuvantes para el tratamiento del cadncer oral y sus
complicaciones.

Métodos: Realizamos ensayos de migracidn, viabilidad, ciclo celular y apoptosis sobre la linea de
cancer oral escamoso PE/CA-PJ15 tras el tratamiento con los agentes antirresortivos epigalo-3-
catequingalato (EGCG), diosgenina (DG) y acido zoledrénico (ZA). Evaluamos la efectividad de la
combinacion del 5-Fluorouracilo (5-FU) con EGCG y radiacion (0,2.5 y 5 Gy), mediante ensayos de
viabilidad, migracion y ciclo celular en las lineas PE/CA-PJ15 y H357 de céncer oral escamoso. Por
ultimo, estudiamos el efecto del ZA y los efectos protectores de la combinacion de ZA con EGCG
mediante pruebas de viabilidad, mineralizacion, deposicion de colageno y migracion en células con
fenotipo de osteoblasto SAOS-2.

Resultados: Dosis de 100 uM de DG o ZA redujeron la viabilidad (p<0.01) y estimularon la apoptosis.
ZA, DG y EGCG redujeron la migracion celular y alteraron el ciclo celular, cada uno en una fase
distinta. La combinacién de 5-FU+EGCG redujo la viabilidad celular y la migracion celular en mayor
medida que el 5-FU sélo. La adicion de EGCG modificé el ciclo celular aumentando la fase G2/M
mientras que 5-FU secuestraba la fase S del ciclo celular. La exposicion de las células a 5 Gy de
radiacion disminuye el efecto de la combinacién con EGCG. Por ultimo, dosis micromolares (1y 5
UM) de ZA redujeron la viabilidad celular (p<0.001), migracion (p<0.001) y sintesis de colageno
(p<0.001), mientras que la dosis nanomolar (0.1 uM) no produjo ningtin efecto. La adicion de EGCG
tuvo un efecto protector revirtiendo parcialmente la inhibicién producida por ZA, incluso
aumentando la mineralizacion (p<0.001).

Conclusiones: DG y ZA fueron capaces de reducir la viabilidad, incrementar la apoptosis, modificar
el ciclo y reducir la migracién celular, mientras que EGCG fue capaz Unicamente de modificar el ciclo
celular y reducir la migracién, por lo tanto los tres agentes testados presentan un potencial efecto
guimioterapéutico en el cdncer oral. La combinacién de 5-FU con EGCG redujo la viabilidad,
migracion y alterar el ciclo celular en mayor medida que el 5-FU sdlo, principalmente sin radiacion
0 a 2.5 Gy, ya que el aumento de radiacidn desvanecia el efecto de EGCG. ZA produce efectos
negativos sobre la viabilidad, mineralizacidn, deposicion colageno y migracion de los osteoblastos a
nivel micromolar. Mientras, la adicién de EGCG pudo revertir parte de los efectos inhibitorios del
ZA. Por ello, la administraciéon conjunta podria reducir los efectos adversos producidos por el
tratamiento. Los resultados obtenidos muestran posibles terapias adyuvantes en el tratamiento del
cancer oral, pero han de ser estudiadas in vivo para poder confirmar estos hallazgos.

Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 13



Universidad de Murcia. Escuela internacional de doctorado

ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most frequent head and neck cancer. It
can frequently invade bone from the mandible causing severe bone destruction, thus presenting
problems not only in function but also in prognosis. Surgical excision is the benchmark treatment
for OSCC patients, but it is not effective in the advanced phases of the disease. Other options are
chemotherapy and radiotherapy in combination with surgery, although the mortality ratio is
approximately 50% after 5 years, due to the difficulty of preventing metastasis and reappearance of
the tumor. In high-risk patients, recurrent post-operative chemotherapy and radiotherapy increase
patients’ survival rates, although this combined treatment substantially increases adverse effects
that can include oral mucositis, xerostomy, infection, loss of taste, osteoradionecrosis, fatigue,
diarrhea, loss of hearing, anemia, nausea, and other problems.

Zoledronic acid (ZA; 2-(Imidazol-1-yl)-1-hydroxyethane-1,1-diphosphonic Acid) belongs to a
group of agents denominated bisphosphonates, which are pyrophosphate analogues. It acts on the
bone remodeling process as a powerful antiresorptive agent, due to its osteoclast-inhibiting action.
Despite Zoledronic acid has been widely used to avoid bone metastasis, in numerous cases it has
shown serious adverse effects such as osteonecrosis of the jaw. Therefore, adverse effects in the
management of oral cancer are a serious obstacle in order to improve the quality of life of patients
under treatment.

On the other hand, in recent studies, different plant extracts and phytochemicals have been
used to explore their potential action as adjuvants in cancer therapy, with the purpose of decreasing
the adverse effects of conventional treatment without losing efficacy. Diosgenin (DG; 3-hydroxy-5-
spirostene) is a steroidal saponin found in numerous plants, such as Fenugreek (Trigonella foenum
graecum). It has proven several chemotherapeutic properties on different studies, such as reducing
cell viability with cell cycle arrest and boosting apoptosis on different squamous cell carcinoma lines,
as well as presenting antiresorptive properties. Polyphenol epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
represents the major catechin found in green tea (Camellia sinensis). EGCG, exhibits a wide variety
of properties that may offer health benefits such as antioxidant, anti-inflammatory and bone
regulating activities. It has also shown to have different chemotherapeutic effects. However, the
effect of this substances on oral cancer still remain unclear.

Objectives: There are three main objectives in this study. The first objective is to measure the
potential chemotherapeutic effects of the antiresorptive drugs zoledronic acid, diosgenin and
epigallocatechin-3-galate on PE/CA-PJ15 oral cancer cells. The second objective consists in
evaluating the effects of the combination of 5-Fluorouracil (5-FU) with EGCG and radiotherapy on
PE/CA-PJ15 and H357 oral cancer cells. The third objective of this study was to assess the effect of
zoledronic acid on osteoblast cells and whether the combination of zoledronic acid with EGCG could
reduce ZA's damage on SAOS-2 osteoblast-like cells.

Methods: Cell viability, migration, apoptosis and cell cycle evaluation assays were performed in
order to measure the effects of different doses (5-100 uM) of the antiresorptive drugs diosgenin,
zoledronic acid and EGCG on the PE/CA-PJ15 oral cancer cell line. Cell viability, migration and cell
cycle were assayed in H357 and PE/CA-PJ15 oral cancer cell lines treated with 5- Fluorouracil (5-FU)
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alone or in combination with EGCG and radiation (0, 2.5 and 5 Gy) to evaluate the effectiveness of
the combination of 5-FU and EGCG. Lastly, we studied the effect of ZA and the protective effects of
the combination of ZA with EGCG on SAQOS-2 osteoblast-like cells, assaying cell viability,
mineralization, collagen synthesis and migration.

Results: On our first study we performed cell viability, migration, apoptosis and cell cycle evaluation
assays on the PE/CA-P15 cell line and obtained the following results: Zoledronic’s acid action on cell
viability was time-dependent but not dose-dependent until 72 hours, when the most noticeable
effects were observed: cell viability was reduced with statistically significant differences in
comparison with the control group for all doses assayed at 72 hours, the 100 uM dose being the
most effective (p < 0.001). ZA boosted apoptosis of PE/CA-PJ15 cells in a dose dependent manner
at 48 and 72 hours, but not at 24 hours, with major differences in comparison with the other tested
substances. 50 and 100 uM doses reduced cell migration at 4 and 8 hours and prolonged the cell
cycle on phase S. Regarding diosgenin’s action on cell viability, it had a dose-dependent action,
causing a significant reduction in comparison with the control group after 24 hours, especially at 50
and 100 uM doses (p < 0.001). The most powerful effects were seen with the 100 uM dose at 72
hours (p < 0.001.). At 5 pM, viability increased at all times, although only the 24-h time was
statistically significant (p < 0.01). Diosgenin enhanced apoptosis at all times tested in a dose-
dependent manner, while only 50 uM DG could reduce migration at 4 and 8 hours tested (p < 0.01
and p < 0.001 respectively). Diosgenin boosted the G2/M phase to the detriment of the S phase, this
being a time-dependent effect, although statistical significance was reached only at the 25 uM dose
at 24 hours (p < 0.05). EGCG did not reduce cell viability nor boost apoptosis, but it could reduce cell
migration and arrest the cell cycle on phase GO/G1.

On our second study, where we evaluated the combination of 5-FU with EGCG and radiation
measuring cell viability, migration and changes in the cell cycle, we had the following results: At
most doses, 5-FU alone and in combination with EGCG reduced cell viability in both cell lines in
comparison with control samples. For the H357 cell line, it was seen that higher doses of radiation
produced smaller decreases in cell viability with 5-FU and 5-FU+E. At 2.5 Gy and over, the addition
of EGCG to 5-FU produced less synergy, whereby the addition or not of EGCG did not produce
significant differences. 0 Gy produced the greatest reduction in cell viability in comparison with
control samples, with the 200 uM dose of 5-FU+EGCG (p < 0.001); this radiation dose also showed
more contrast between 5-FU and 5-FU+EGCG, at doses of 3.12, 12.5 100 and 200 uM (p < 0.05). For
the PE/CA cell line, 2.5 Gy produced the greatest differences between 5-FU and 5-FU+E, at doses of
6.25 UM (p < 0.05), 12.5 uM (p < 0.05), 25 uM (p < 0.001), 50 uM (p < 0.001), 100 uM (p < 0.001)
and 200 uM (p < 0.01). At 5 Gy, the addition of EGCG had less effect, with significant differences
produced by 5-FU+EGCG at doses of 25-200 uM between the three radiation doses (p < 0.05). The
dose that produced the greatest reduction in cell viability was 200 uM 5-FU+EGCG (p < 0.001) at O
Gy. For both cell lines, 5-FU and 5-FU+EGCG reduced cell migration in comparison with control
samples. Variations in dose repeated the same pattern as in the cell viability assay, so that 5-FU
reduced migration and the addition of EGCG produced a synergy that boosted this effect.
Differences between 5-FU and 5-FU+EGCG were significant in both cell lines at 0 and 2.5 Gy; when

EGCG was added to the same dose of 5-FU significant decreases in cell migration were produced in
I —
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comparison with the same dose without EGCG. At 5 Gy, the efficacy of EGCG decreased, as were the
differences between the same doses of 5-FU with and without EGCG. The greatest reductions in
migration were seen with 0 Gy, and 50 uM 5-FU+EGCG after 10 hours in the H357 line (p < 0.001)
and the same dose after 5 hours in the PE/CA cell line (p < 0.001). Finally, both 5-FU and 5-FU+EGCG
modified the cell cycle of both cell lines in comparison with control samples. In the H357 cell line,
the addition of 5-FU and 5-FU+E reduced the GO/G1 phase in comparison with control samples at
all radiation doses. Numbers of cells in the G2/M phase increased with the addition of EGCG, also
increasing as radiation doses increased. Lastly, 5-FU increased the number of cells in the S phase.
Most of the cells were found to be in this phase in all experiments. The greatest contrasts between
5-FU and 5-FU+ECGC were seen at 2.5 Gy, at doses of 25 uM in the G2/M and S phases (p < 0.01)
and 50 uM in the GO/G1 and S phases (p < 0.05), and in the G2/M phase (p < 0.01).

On our last study, we evaluated the effect of ZA and ZA+EGCG on SAQS-2 osteoblast-like
cells, assaying cell viability, mineralization, collagen synthesis and migration, from which we
obtained the following results: All EGCG doses stimulated cell viability, the 10 uM dose showing the
maximum effect of all doses tested (p < 0.001). On the basis of this finding, the 10 uM dose was
used (in combination with ZA) in subsequent assays. With regard to ZA, while nanomolar doses
(0.01-0.1 uM) did not appear to produce any effect, it was found that over and above a dose of 1
UM ZA did significantly reduce cell viability in a dose-dependent manner (p < 0.001). It was also
observed that with higher doses of ZA in combination with 10 uM EGCG, cell viability increased in
comparison with cells treated with ZA alone (p < 0.001), while lower (nanomolar) doses of ZA did
not produce any effect on viability. The addition of ZA altered the mineralization of SAOS-2 cells.
After 7 days of induced mineralization, this was abruptly inhibited when doses of 1 or 5 uM of ZA
were added, slightly reversing ZA’s inhibition of mineralization with the addition of 10 uM EGCG to
5uMZA (p<0.001). ZA 0.1 uM did not produce any significant difference in comparison with control
samples, nor was any effect produced by the addition of EGCG to this dose of ZA. After 14 days, it
was found that the 1 and 5 uM doses of ZA continued to reduce the formation of calcium nodules
(p < 0.001). When EGCG was added to 1 uM ZA, it partly reversed this inhibition effect (p < 0.001).
For 0.1 uM dose of ZA, the value obtained was similar to the control sample, and when EGCG was
added, mineralization increased significantly in comparison with the control sample (p < 0.001) and
the same dose without EGCG (p < 0.05). Doses of 1 and 5 uM ZA decreased collagen deposition
dose-dependently after 7 and 14 days of treatment (p < 0.001). While ZA 0.1 uM concentration at 7
days had no effect in comparison with control samples, keeping the same dose at 14 days slightly
stimulated collagen synthesis. After 7 days exposure, the addition of EGCG appeared to partially
reverse the inhibition of collagen synthesis for doses of 1 (p < 0.05) and 5 uM (p < 0.001), while after
14 days this effect only occurred with the 1 uM dose (p<0.001). Treatment with ZA produced a
decrease in cell migration compared with control samples at both assay times, an effect that
increased as the dose and time increased, 5 uM ZA after 24 hours being the dose that reduced
migration the most (p < 0.001). The addition of EGCG reversed this effect notably and increased
migration distances in comparison with the same ZA dose without EGCG at all dose and time
measured, except for 0.1 uM at 6 hours. This EGCG migration-stimulating effect was more evident
at higher concentrations, with greater migration distances of 5 UM ZA + EGCG at 6 hours in
comparison with control samples (p < 0.01) and the same dose without EGCG (p < 0.001)
|
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Conclusions: Diosgenin and zoledronic acid were able to decrease viability, boost apoptosis, modify
the cell cycle and reduce migration, whereas EGCG only modified the cell cycle and decreased
migration: therefore, these compounds display potential chemotherapeutic effects on oral cancer.
The combination of EGCG and 5-FU reduced cell viability and migration and altered the cell cycle to
a greater extent than 5-FU alone, mainly without radiation or at 2.5 Gy, as an increase in radiation
dose decreased EGCG’s effect. ZA at micromolar doses produced negative effects on osteoblast-like
cells at all parameters measured, while at nanomolar levels, ZA only affected cell migration. The
addition of EGCG partly reversed the effects produced by ZA, thus the joint application of both could
reduce the adverse effects produced by conventional treatment. The obtained results show possible
promising adjuvant therapies on the treatment of oral cancer. However, these results must be
studied in further depth in order to be confirmed.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer oral
1.1.1 Generalidades y epidemiologia

El cdncer es una enfermedad que crece exponencialmente y por tanto es una amenaza
global a la salud publica. Segun las ultimas cifras que arroja la IARC (agencia internacional para la
investigacion del cancer), el cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes
relacionadas con el cancer. Las previsiones para el futuro no son ni mucho menos esperanzadoras,
pues se prevé que los casos anuales de cancer aumentardn de 14 millones en 2012 a 22 millones en

las proximas dos décadas (1).

El cdncer oral pertenece al grupo de canceres de cabeza y cuello siendo el noveno tipo de
cancer mas comun en el mundo (2). La incidencia mundial anual estimada es alrededor de 275.000
casos de cancer oral, con una gran disparidad geografica, ocurriendo dos tercios de los casos en
paises en vias de desarrollo. Las zonas con mayor incidencia de cancer oral son el sur y sureste
asiatico ( Taiwan, Pakistan, India y Sri Lanka), regiones de Latinoamérica y el caribe ( Uruguay, Puerto
Rico y Brasil), regiones del pacifico ( Papua Nueva Guinea, Melanesia ) y parte de Europa del este y
occidental ( Hungria, Eslovaquia , Eslovenia y Francia). En paises como Bangladesh, el cancer oral es
el tipo de cancer mas frecuente en hombres, llegando hasta un 25% de los casos totales de cancer

diagnosticados (3).

Dentro de Europa, Francia tiene las mayores tasas de incidencia, con alrededor de 15.500
canceres de labio, cavidad oral y faringe diagnosticados cada afo, siendo un 5.5% de la incidencia
de cancer en el pais (3). En Espafia, el nimero estimado de casos en 2015 fue de 6670, apareciendo
mayoritariamente en varones (4980 casos, alrededor del 3% del total de hombres pacientes con
cancer) mientras que en la mujer fue de 1690 casos, inferior al 2% de los canceres diagnosticados

en mujeres en el pais (4).
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1.1.2 Cancer oral de células escamosas

Con un 90%, el tipo de cancer oral mds comun es el grupo de carcinoma de células
escamosas (CCS). El carcinoma oral de células escamosas (COCE) surge del epitelio de la mucosa del
tracto aero-digestivo superior, en su mayoria en el labio o la cavidad oral (2,5). En un gran niumero
de casos, se desarrollan metdstasis locales en los nédulos linfaticos y con el paso del tiempo,

metastasis a distancia.

1.1.3 Etiologia y factores de riesgo

En el COCE, como en la mayoria de los cdnceres, no se conoce un mecanismo Unico que
conlleve su aparicion, ya que es una enfermedad multifactorial, en el que la suma de distintos
factores de riesgo puede conllevar a desarrollar la enfermedad. Entre estos factores de riesgo, hay

algunos que pueden ser modificables y otros que no pueden ser modificados.

La célula de origen del COCE es el queratinocito oral, en el cual de forma espontdnea o
inducida por mugatenos, se produce una modificacion del ADN (acido desoxirribonucleico).
Posteriormente, los efectos que tengan los factores de riesgo sobre los individuos dependeran de
los mecanismos de proteccion que tenga el organismo frente al dafio en el ADN: la variabilidad en
las enzimas encargadas de metabolizar los xenobiéticos, la capacidad de reparar el ADN asi como
de otros mecanismos de protectores frente al posible dafio celular (6). Por lo tanto, los factores de

riesgo se caracterizan son por su capacidad de aumentar el nimero de mutaciones.

Las lesiones orales potencialmente malignas son, leucoplasia, eritoplasia, liquen plano oral

y fibrosis oral submucosa (7).

Entre los factores de riesgo, los que mas peso tienen son fundamentalmente el tabaco y el
alcohol; ambos factores actuian sinérgicamente. En un estudio de Petty y cols (8) , 25 % de los
canceres orales son atribuibles al consumo de tabaco, 7-19 % al consumo de alcohol y 10-15%
debido a una déficit de micronutrientes. En zonas donde el consumo de betel es de alta prevalencia,
el porcentaje puede llegar hasta el 50%. Aqui enumeramos los distintos factores de riesgo,

ilustrados en la figura 1:
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e Tabaco: el tabaco es de lejos el mayor factor de riesgo para el desarrollo del COCE. El humo
del tabaco contiene gran diversidad de carcindégenos, entre los que figuran las
nitrosaminas especificas del tabaco 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridilo)-1-butanona (NNK)
y N-nitrosonornicotina (NNN); hidrocarburos aromaticos policiclicos como el benzopireno
y bezantraceno; aldehidos y aminas aromdticas; metales pesados como el plomo o el
arsénico; asi como la liberacion de numerosos radicales libres, induciendo un estrés
oxidativo (9). El riesgo es proporcional a la cantidad de cigarrillos fumados por dia vy al
tiempo de exposicion al tabaco. Por lo tanto, los fumadores poseen un riesgo de 2 a 13
veces mas alto que un no fumador a la hora de desarrollar un cancer oral (10). También el
consumo de tabaco no fumado aumenta el riesgo de padecer este tipo de cancer (7). El
consumo en paises asiaticos de sustancias como Betel, Areca y bidi esta relacionado con
un aumento del cdncer oral, independientemente de que este mezclado con tabaco, sean
o no fumadores (8,11-14), posiblemente debido a su composicion de alcaloides,
nitrosaminas y otros compuestos que pueden hacer la mucosa oral sensible a varias

infecciones virales y microbianas, desencadenando el proceso de carcinogénesis (15,16).

e Alcohol: El rol del alcohol (etanol) en el desarrollo del cancer oral es controvertido. Por un
lado, es complicado investigar los efectos del alcohol por si solo, ya que suele ir asociado
a fumar. Sin embargo, se ha podido observar como el cese del consumo de alcohol reduce
en un 40% el riesgo de padecer un carcinoma de cabeza y cuello tras 20 afios de abandono
del habito (17). Otro estudio relacioné el aumento de la incidencia del cancer oral
(especialmente individuos jovenes) con el consumo de alcohol (18). El mecanismo mas
importante por el que el etanol es cancerigeno surge de su metabolizacion. El etanol es
transformado por las alcohol deshidrogenasas en acetaldehido, un reconocido
carcindgeno (19). El consumo de tabaco aumenta el efecto del acetaldehido tras la ingesta
de alcohol y el consumo de alcohol aumenta a su vez la activacidon de procarcindgenos
presentes en el tabaco, inducido por la biotransformacién microsomal en la mucosa e

higado de la enzima citocromo P450 (20).

e Dieta: La relacion de la dieta respecto al cancer oral y otro tipo de canceres ha sido
ampliamente analizada con distintos estudios epidemioldgicos, en los que se observa el
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rol importante de una alimentacién correcta. Actua tanto como factor de riesgo como
factor protector. En uno de estos estudios, se observé una relacién inversa entre el riesgo
de padecer cancer oral y el consumo de frutas y verduras (21). Este efecto protector puede
ser debido a los compuestos hallados en éstos (fitoquimicos) como los polifenoles,
saponinas, estilbenos, vitaminas y micronutrientes. El mecanismo por el que pueden
reducir el riesgo depende de la naturaleza del compuesto pero puede ser debido al
caracter antioxidante de estas sustancia protegiendo a la mucosa oral frente al dafo
oxidativo (22). Ademds el consumo de frutas y verduras suele estar asociado con una
mejor dieta y por tanto un mejor estado nutricional. Incluso con un gran consumo de
alcohol o tabaco, una ingesta alta de verduras y frutas podria prevenir el desarrollo de
alrededor de un 50% casos de COCE (23). Por otro lado, el déficit de micronutrientes estd

asociado a un mayor riesgo de desarrollo del cadncer oral (8).

¢ Infecciones: Varios micro-organismos orales (bacterias, candida) pueden producir
acetaldehido carcinogénico a partir del alcohol (24). Sin embargo no hay estudios en el
que el control de las infecciones por estos organismo aumente la incidencia de cancer oral
(8). EI VPH (Virus del Papiloma Humano ) —principalmente los genotipos 16 y 18 —también
es considerado como un factor carcinogénico en la cavidad oral y es responsable de la

infeccidn del epitelio escamoso y de la generacion de lesiones (25).

e Otros: factores ambientales, como la radiacidon ionizante de los rayos ultravioleta del sol o
por fuentes terapéuticas o accidentes nucleares, pueden contribuir a aumentar el
riesgo(8). Un meta-anadlisis asocié un estatus social y econdmico bajo con un riesgo
aumentando de padecer cancer oral (26).Varios condicionantes genéticos también

podrian aumentar el riesgo de incidencia (19).
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Fig.1: Factores de riesgo predominantes en el desarrollo del cancer oral
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1.1.4 Caracterizacion histoldgica

Desde el punto de vista histolégico, la mayoria de los canceres orales son carcinomas de

células escamosas (2).
En funcidn del tejido del que derivan encontramos (27):
a) Tumores malignos derivados del epitelio:

e Carcinoma oral de células escamosas (90%).

e Carcinoma verrugoso.

e Carcinoma de células fusiformes.

e Melanoma.

e Adenocarcinoma, carcinoma mucoepidermoide.

e Carcinoma basocelular.
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b) Tumores malignos derivados del tejido conectivo.

En funcidn de las células conectivas de las que derivan se dividen en:

Fibrosarcoma

e Fibrohistocitoma maligno
e Liposarcoma

e Angiosarcoma

e Neurosarcoma

e Rabdomiosarcomas

e |eiomiosarcomas

c) Metastasis en las partes blandas de la cavidad

Son poco frecuentes en la mucosa oral, ya que de todas las neoplasias del organismo sélo
un 1% metastatizan en mucosa oral, el 90% en huesos maxilares y el 10% en partes blandas. Los

tumores primarios suelen localizarse en pulmodn, rindn e higado.
d) Neoplasias del sistema inmune con afectacién oral:

e Linfoma No Hodgkin

e Plasmocitoma-mieloma multiple

1.1.5 Aspectos clinicos

Para realizar una evaluacién clinica de un paciente con sospecha de cancer oral, es
fundamental una historia clinica con una anamnesis completa, seguida de una exploracién fisica.
En relacidn con los signos y sintomas iniciales del carcinoma intraoral, el motivo de consulta mas
frecuente suele ser la Ulcera indolora. Aproximadamente un 50% de los carcinomas células
escamosas se desarrollan sobre un epitelio previamente alterado; sobre lesiones de leucoplasia o

eritoplasia (28,29).
La forma clinica de presentacidn es variable, pudiendo encontrar:

* Morfologia endofitica: presentan un area central deprimida, de forma irregular, ulcerada, rodeada
de un borde revertido de mucosa normal, roja o blanca, que resulta de la invasion del tumor hacia
abajo y lateralmente en el epitelio adyacente, siendo ésta su presentacion mas tipica apareciendo

como una Ulcera irregular con bordes evertidos y fondo sucio.
I —
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* Morfologia exofitica: de crecimiento tumoral irregular vegetante y exofitico de forma e indurada

a la palpacion.

¢ Tipo mixto: formado por asociacién de las dos formas anteriores. La superficie puede estar con
frecuencia ulcerada y presenta induracidn a la palpacién, pudiendo aparecer también en forma de

lesiones mixtas endofiticas y exofiticas.

Fig.2 (A) carcinoma
Verrucoso en
mucosa yugal (B)
Carcinoma oral de

células escamosas

(COCE) en el borde

lateral de la lengua

La palpacién del cuello es un componente imprescindible para la estadificacién del cancer
de la cavidad oral, porque revela la localizacién y la extension de las adenopatias. Cuanto mayor es
el tumor primario y mas larga su evolucién, mayor es la probabilidad de que presente afectacidn de
los ganglios linfaticos cervicales. Sin embargo, tumores pequefios y de corta evolucidon también
pueden producir metdstasis ganglionares. En ocasiones, la presencia de una metastasis en un
ganglio cervical, puede ser el primer sintoma de un COCE de la cavidad oral, siendo esto mads

frecuente en tumores primarios de hipofaringe o nasofaringe (28).

Con el tiempo invade y destruye estructuras vecinas, como musculo, hueso o glandulas
salivales. Este proceso de crecimiento y de invasion se desarrolla generalmente durante varios
meses, desde un tumor localizado de pocos milimetros, hasta una masa de importantes
dimensiones que destruye estructuras vecinas. Durante este periodo de crecimiento localizado, el
tumor produce metdastasis en los ganglios linfaticos cervicales, generalmente en los mds préximos
al drenaje linfatico del tumor primario, extendiéndose progresivamente a otros ganglios linfaticos
mas alejados y rompiendo los limites anatdmicos de dichos ganglios, afectando a las estructuras

anatomicas del cuello (29).
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El tumor puede frecuentemente invadir el tejido éseo de la mandibula, causando gran
destruccién dsea, por lo tanto presentando problemas no solo en la funcionalidad del paciente sino
también en la prognosis (30,31). Durante la resorcién dsea, los osteoclastos locales erosionan el

hueso, permitiendo a las células tumorales invadir el tejido adyacente.

La duracién de los sintomas y la rapidez de crecimiento pueden indicar la agresividad del
tumor. La hiperestesia puede indicar la afeccién perineural, mientras que la otalgia indica afeccion
del nervio lingual o del dentario inferior. Los sintomas sistémicos incluyen anorexia, pérdida de peso,

debilidad y fatiga, sobre todo en caso de tumores avanzados(27-29).
1.1.6 Diagnéstico y Estadiaje

Para llevar a cabo un buen diagndstico se debe realizar la descripcidn clinica que indique la
apariencia, tamano, espesor, histopatologia, localizacion, afecciéon de estructuras estratégicas
adyacentes, alteraciones morfoldgicas y funcionales locales, niveles ganglionares afectados,
clasificacion TNM y estadificacidn, diagndsticos de enfermedades intercurrentes y estado general

del paciente (28).

La exploracién oral convencional (examen visual y palpacién) constituye el criterio de
referencia en los estudios sobre cribado de cdncer y precancer oral. La referencia la constituye la

biopsia; esta prueba es imprescindible para obtener un diagndstico.

El estadiaje de la enfermedad en el momento del diagndstico es el factor predictivo
importante en el prondstico de la misma. EIl TNM estd basado en el AJCC (American Joint Commite
on Cancer) (32). Las definiciones para el estadiaje del tumor primario (T), basadas en el tamafio

tumoral, son uniformes para las localizaciones del labio, del resto de la cavidad oral y la orofaringe.

En general, los estadios | y Il de la enfermedad son tumores relativamente pequefios y sin afectacion
ganglionar. Los estadios Il y IV son tumores de gran tamafio, que pueden invadir las estructuras

adyacentes y/o tienen afectacion ganglionar regional (33).
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Tabla 1: Estadiaje clinico. (T) Extension del tumor primario; (N) Ausencia o presencia de
afectacion de ganglios linfaticos regionales;(M) Ausencia o presencia de metdstasis a

distancia

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | Tl NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Ill T1,T2 N1 MO
T3 NO,N1 MO

Estadio IVA T1,T2,T3 N2 MO

(labio)

T4a NO,N1,N2 MO

Estadio IVB Cualquier T N3 MO

(cavidad oral)

T4b Cualquier N MO

Estadio IVC Cualquier T Cualquier N M1

(labio y cavidad oral)

El prondstico depende de diversos factores como son: la clinica, la localizacién, el grado
histoldgico, la presencia o no de metastasis y la clasificacion TNM. Pero hay que considerar que el
prondstico también depende de factores relacionados directamente con el paciente: edad, sexo,

condicidn general y pardmetros inmunolégicos.

Las tasas de curacién dependen en general del estadio de deteccidon del mismo. Esto es
importante, porque tiene una influencia significativa sobre el plan de tratamiento y el prondstico
del mismo. Los pacientes con carcinomas bucales de células escamosas tienen una tasa de
supervivencia del 80% en estadios iniciales dentro de los 5 afios, del 40% en neoplasias con

afectacién regional, y menos del 20% en metdstasis a distancia (34,35).

1.1.7 Prevencion

La prevencién esta orientada a reducir la incidencia de la enfermedad. Asi, la deteccién
precoz y el reducir los factores de riesgo constituyen la mejor politica de salud encaminada a

reducir la morbi-mortalidad por cancer oral (27).
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Prevencion primaria (promocion de un estilo de vida saludable)

La etiologia del cancer oral es multifactorial, siendo los factores de riesgo mas importantes
el tabaco y el consumo de alcohol; son muchos los factores relacionados con el estilo de vida, pero
el medio ambiente y la genética también juegan un papel importante. Por lo tanto, muchos de los

canceres orales podrian prevenirse mediante un cambio en el estilo de vida (3,8).
Prevencion secundaria

Se refiere a la deteccién de la enfermedad en una etapa precoz de su historia natural. La
deteccidn precoz en estadios asintomdticos garantiza no sélo un aumento en las tasas de
supervivencia, sino también una mejor calidad de vida, como consecuencia de tratamientos menos
agresivos y mutilantes. Por ello, un examen sistematico de la mucosa oral debe formar parte de

todo examen dental rutinario (27,36).

El retraso diagndstico se puede deber tanto al paciente, como al profesional y también a la
accesibilidad al sistema de salud. Entre las causas del retraso profesional se incluyen el examen
clinico deficiente, signos clinicos no especificos, un bajo indice de sospecha, la falta de familiaridad

y experiencia con la enfermedad, y la presencia de comorbilidades.
Prevencion Terciaria

Persigue prevenir la aparicién de recidivas asi como reducir la morbilidad terapéutica,

mejorando la calidad de vida.

1.1.8 Tratamiento

La finalidad del tratamiento de los tumores de cabeza y cuello consiste en erradicar el tumor,
manteniendo una adecuada funcidn fisiolégica e intentando conseguir una buena calidad de vida.
Se trata de tumores muy estigmatizantes por las secuelas fisicas de los tratamientos. Existen tres

opciones principales de tratamiento contra el cancer oral: cirugia, radioterapia y quimioterapia (37).

El tratamiento del cancer de la cavidad oral es complejo y multidisciplinar. El objetivo del
tratamiento quirurgico es lograr el control locorregional del tumor y la supervivencia del paciente,
junto con el minimo de dafios funcionales y/o estéticos. Los avances en el tratamiento se han
enfocado, en la enfermedad local o localmente avanzada resecable e irresecable y en la enfermedad

recurrente/metastasica (37).
|

Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 28



INTRODUCCION

Si bien el principal objetivo de un tratamiento es curar, eliminando el tumor, también es
muy importante preservar la funcién de los nervios, érganos y tejidos cercanos, asi como restaurar
la morfologia y la funcidn del érgano perdido, minimizar las secuelas y prevenir la aparicién de una
recidiva o un nuevo tumor primario.

Las opciones y recomendaciones en cuanto a los tratamientos dependen de varios factores, entre
ellos, el tipo y estadio del cadncer, los efectos secundarios posibles asi como las preferencias del

paciente y su estado de salud general (38,39).

En general, los pacientes con cancer de cabeza y cuello en etapas tempranas se tratan con
una sola modalidad, ya sea radioterapia o cirugia. Los pacientes con un cancer mas extendido se
tratan a menudo con quimioterapia y radioterapia concurrentes. A veces, segun el escenario clinico,
los pacientes se tratan con cirugia seguida de radioterapia y quimioterapia postoperatorias. Los
progresos en las técnicas quirdrgicas y en la administracién de la radiacidn, asi como el desarrollo
de nuevos agentes quimioterapéuticos, han producido notables avances en el tratamiento de estos

tumores, pero en muchas ocasiones este aumento ha sido a costa de una importante toxicidad (40).

La cirugia puede ocasionar mutilaciones que impiden una correcta alimentacién, existiendo
riesgo de aspiracion hacia el aparato respiratorio con posibilidad de infecciones graves. Las
radiaciones causan una inflamacion transitoria de la mucosa del tracto aerodigestivo, lo que
también dificulta la alimentacién y también pueden producirse episodios de disnea, que precisan

un tratamiento inmediato.

En el empleo de la radioterapia, deben considerarse pardmetros técnicos tales como dosis
total, dosis por fraccidn, tipo de haz de radiacidn empleado, utilizacidn de bolus, y tamafio del drea
tratada, ya que tienen impacto sobre los resultados. Actualmente, la radioterapia se usa como Unico
tratamiento del cdncer o en combinacidn con cirugia, quimioterapia o ambas. Se puede usar como

tratamiento previo a la cirugia, posterior a la cirugia o bien como tratamiento Unico (38,41,42).

El papel de la quimioterapia en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello ha sido
controvertido y limitado. La pauta del tratamiento quimioterapéutico, se lleva a cabo mediante
combinaciones de agentes frente al tratamiento Unico, buscando un efecto sinérgico de los
farmacos a la vez que la disminucién de los efectos adversos. Existen diversas formas de administrar

la quimioterapia (27):
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* Quimioterapia neoadyuvante o de induccidn: Es la que se administra antes de un tratamiento

quirurgico o radioterapico. Disminuye el estadio tumoral y es un factor prondstico.

*Quimioterapia adyuvante o coadyuvante: Es la que se administra después del tratamiento

principal, para disminuir la incidencia de diseminacién del cancer a distancia.

= Quimioterapia concomitante o concurrente: Es la que se administra a la vez junto con la
radioterapia para potenciar su efecto, integrando los efectos locorregional y sistémico desde el

comienzo. Presenta tasas de respuesta mas altas.

Entre los fdrmacos antineopldsicos usados en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello
tenemos metrotexato, bleomicina, cisplatino, carboplatino, 5-fluoruracilo (5-FU), gemcitabina,
ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y vinblastina .Los farmacos antineopldsicos actuan sobre
diversas fases de la cinética celular, bien sobre una o varias fases de la division celular o bien sobre
células en reposo, controlando el crecimiento o replicacién y/o destruyendo células cancerosas;
pero debido a su falta de selectividad, también acttdan sobre células normales con una elevada tasa
de replicacion, causando diversos efectos secundarios que variardn en funcién de la dosis, ciclos y

vias de administracién (43).

Gran parte de la investigacién se esta enfocando en mejorar los resultados de la
qguimioterapia. Esto incluye encontrar el momento propicio para suministrar estos medicamentos y
averiguar cudles son las combinaciones de medicamentos que funcionan mejor (44). También se
estan desarrollando nuevos medicamentos de quimioterapia que podrian ser mas eficaces contra

los tumores cancerosos avanzados de la cavidad oral y de la orofaringe.

Algunos medicamentos que se dirigen al receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) pueden ayudar a tratar los tipos de cancer de la cavidad oral y de la orofaringe. Actualmente
se estan estudiando otros medicamentos como cetuximab, erlotinib, panitumumab, lapatinib, y
gefitinib. Existen en el momento actual numerosos estudios de inmunoterapia sola y en
combinacion con quimioterapia que aclararan el algoritmo terapéutico en la enfermedad recurrente

metastasica(45).
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En estudios recientes, se han usado distintos extractos y fitoquimicos para explotar su
accion adyuvante quimioterapéutica, con el objetivo de reducir los efectos adversos de los

tratamientos, ya que estos compuestos suelen presentar pocos efectos secundarios (46,47).
1.1.8.1 5-Fluorouracilo

5-fluoruracilo es un farmaco indicado para el tratamiento de muchos tumores sélidos,
incluyendo los, cdnceres colorectales tumores de mama y cancer de cabeza y cuello. El 5-
fluorouracilo es una pirimidina fluorada que pertenece a la clase de los antimetabolitos
antineopldsicos, con actividad de amplio espectro; actia sobre células de rdpida proliferacion

(39,44).
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La toxicidad y eficacia del 5-FU depende de la forma de administraciéon, siendo muy alta la
variabilidad entre pacientes y la via y forma de administracion. Produce mielosupresion, mucositis,

vomitos, sindrome pseudogripal y, a dosis altas, neurotoxicidad central(48).
Mecanismo de accién

El 5-FU es un antimetabolito que inhibe la timidilato sintasa , por lo tanto interfiere con la

sintesis del ARN (acido ribonucleico) y del ADN(49):

Efectos sobre el ARN: paraincorporarse al ARN, el 5-FU se debe transformar en monofosfato
de fluoruracilo, lo que se puede producir de dos maneras: la primera es mediante la transferencia
directa de una ribosa desde el fosforibosilpirofosfato al 5-fluoruracilo, transferencia que es
catalizada por la acido-orético-fosforribosiltransferasa. La segunda es la adicidn de una ribosa al 5-
fluorouracilo mediante la uridina-fosforilasa para formar la fluorouridina. Esta experimenta
|
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seguidamente una fosforilizacién con uridina kinasa para ocasionar el monofosfato de fluoruracilo.
Este ultimo experimenta dos fosforilizaciones secuenciales a través de la pirimidina monofosfato
kinasa y pirimidina difosfato kinasa, respectivamente. El trifosfato de fluoruracilo es entonces

incorporado al RNA, bloqueando la actividad del ADN y su sintesis (49).

Efectos sobre el ADN: 5-FU puede ser transformado en fluordeoxiuridina mediante la accidn
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 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 sintasa bloquea la sintesis del timidinilato a partir del uracilo. Como el
timidinilato es el precursor de la timidina trifosfato, uno de los cuatro deoxiribonucledtidos
necesarios para la sintesis de ADN, su deficiencia ocasiona la deplecién del trifosfato de timidina vy,
la interrupcién de la sintesis de ADN. Ademas, 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 (48,49).
Citotoxidad

Durante las primeras 24 horas 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 incorporacién del 5-
fluorouracilo en el RNA. La selectividad del 5-FU hacia las células en division rapida se debe a que
las concentraciones de timidilato sintasa son 20 veces mayores en las células en divisidon que en las

células no proliferantes (44,48).

La resistencia al 5-FU puede ser debida a una variedad de mecanismos. Se han descrito la
reduccion o desapariciéon de la actividad de varias enzimas activantes, la reduccion 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. 5-FU no tiene efectos citotdxicos

cuando se administra de forma aislada, pero en combinacién con el tegafur inhibe la enzima
I —
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encargada de catabolizar el 5-FU, que también tiene concentraciones mds altas en el tejido tumoral

que en el sano (49,50).

Produce mielosupresion y el sindrome palmo-plantar (eritema y descamacion dolorosa de
manos y pies). Cuando su accidn se ve modificada por otros farmacos (como el folinato calcico), 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 cardiolégica es independiente de la dosis. Se utiliza principalmente para el tratamiento

adyuvante del cancer colorrectal, el cancer gastrico y el de mama (48,50).
Farmacocinética

El 5-FU se puede administrar tdpica o parenteralmente. Debido a su absorcién digestiva muy
baja y variable, este fadrmaco no se administra por via oral. Después de la aplicacion tépica de 1
gramo 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 hematoencefailica y
produciendo concentraciones significativas en el liquido cefalorraquideo que se mantienen durante
varias horas. También se distribuye en el liquido pleural y ascitico. 5-FU tiene una amplia distribucion
sistémica, farmacocinética no lineal, su biotransformacién depende de enzimas las cuales cada una
con variaciones genéticas y dificultad de mantener las concentraciones en la ventana

terapéutica(48).

Después de la administracidn intravenosa de 5-FU, la semi-vida de eliminacién es de 16 minutos
(entre 8 y 20 minutos) y es dosis-dependiente. A diferencia del farmaco nativo, los nucledtidos
intracelulares fluoruridina trifosfato y fluorodeoxiuridina monofosfato tienen semi-vidas muy
prolongadas. 5-FU sin alterar y sus metabolitos son eliminados primariamente a través de la bilis y
de la orina. Se ha administrado intra-arterialmente mediante infusion en la vena hepdtica. 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 (48).
1.1.10 Complicaciones orales del tratamiento

La cavidad oral es muy susceptible a los efectos tdxicos debido a la alta tasa de renovacién
celular de la mucosa, la microflora compleja y diversa, y el trauma en los tejidos orales durante la

funcién oral normal. El tratamiento puede producir efectos tdxicos inevitables en las células
|
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normales. El recubrimiento mucoso, es el blanco principal de los efectos téxicos relacionados con el

tratamiento a causa de su alta tasa de proliferacién celular (51).

Las complicaciones orales aparecen practicamente en todos los pacientes. La frecuencia con
gue se presentan las complicaciones orales varia dependiendo de la terapia para el cancer utilizada

(51).

La toxicidad observada en los tumores de cabezay cuello, es el resultado del dafio producido
en los tejidos sanos incluidos dentro del volumen de irradiacion: glandulas salivares, mucosa oral y
faringo-laringea, piel, hueso, dientes, musculaturay articulacién témporo-mandibular. Clinicamente
se expresa como mucositis, radiodermitis, xerostomia (boca seca), disgeusia o ageusia (pérdida total
o parcial del gusto), aumento del riesgo de problemas dentales (caries, pérdida de piezas, etc.),
osteonecrosis, trismus y alteraciones de la deglucidon. Muchos de estos sintomas van apareciendo a
lo largo del tratamiento, mientras que otros aparecen después del mismo persistiendo en el tiempo

(osteoradionecrosis, xerostomia), lo que va a afectar su calidad de vida a largo plazo (41,43,51).

Las complicaciones orales mas comunes relacionadas con los tratamientos del cancer
incluyen mucositis, infecciones, disfuncidn de las glandulas salivales, disfuncidn del sentido del gusto
y dolor y osteonecrosis. Estas complicaciones pueden producir a su vez deshidratacién vy

desnutricién (43,51).

La quimioterapia, al asociarse con la radioterapia, agrava la mucositis radioinducida y afiade
otros efectos secundarios como la inmunosupresion, que obligan a la hospitalizacion de los
pacientes. Los efectos secundarios al administrar la radioquimioterapia de forma concurrente son
mas severos y puede ser que también lo sean los tardios. Los nuevos avances de las técnicas de
irradiacién, como la Intensidad modulada de dosis, permitirdn disminuir las secuelas de los
tratamientos. La toxicidad aguda exige un seguimiento estrecho del paciente durante el tratamiento

y un completo tratamiento de soporte (39,41,43,51).

Casi todos los pacientes sufren algun grado de mucositis. Su severidad dependera del
volumen de radiacién, esquema de aplicacidn y del uso combinado con quimioterapia. Se describe
que la mucositis oral aparece alrededor de las 2 semanas posteriores al inicio de la radioterapia.
Dosis de 10-20 Gy (Grey) pueden generar mucositis, aunque los cambios mas significativos ocurren

cuando la dosis acumulada alcanza 30 Gy (41).
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Cada vez se entienden mejor los mecanismos relacionados con las complicaciones orales
pero, desafortunadamente, no existen farmacos ni protocolos universales que eviten estos efectos
secundarios. Sin embargo, la eliminacidn de infecciones dentales preexistentes, periodontales y de
la mucosa, la instauracidén de protocolos de higiene oral integrados y la reduccidn de otros factores
gue pueden afectar a la integridad de la mucosa oral pueden reducir la frecuencia y severidad de

las complicaciones orales en el paciente con cancer (41-43).
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1.2 BIFOSFONATOS

1.2.1 Estructura quimica y clasificacion

Los bifosfonatos (BFs) son un grupo de agentes quimicos que han tenido un uso diverso
desde su aparicidon, hace mds de 100 afios. Son estructuralmente andlogos al pirofosfato inorgdnico
(PPi) (Fig.4) , un compuesto que se halla de forma natural en nuestro organismo(52). El PPi dentro
de nuestro organismo es liberado como un sub-producto de numerosas reacciones que ocurren en
nuestro organismo y desde hace tiempo se relaciond con el proceso de regulacion de la
mineralizacién dsea, debido a la capacidad de inhibir la calcificacidn uniéndose a los cristales de

hidroxiapatita (HA) (52,53).

Fig.4: estructura quimica del (A) pirofosfato inorganico y (B) de los bifosfonatos

A Pirofosfato inorgdnico B Bifosfonato
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Los bisfosfonatos estan formados quimicamente por un atomo central de carbono enlazado a
dos grupos fosfato siendo una estructura P-C-P en vez de la P-O-P del PPi. Los bifosfonatos tienen
dos grupos radicales en el atomo de carbono, que modifican las propiedades de éste. La estructura
P-C-P es lo que provee la gran afinidad por los cristales de HA, mientras que la posiciéon R, en la que
suele haber unido un grupo hidroxilo, potencia esta afinidad, por lo que todos los bisfosfonatos
usados en clinica incluyen este grupo hidroxilo (52,53). Es la posicién R? la que determina la potencia

del bifosfonato. Por ello se clasifican en dos grupos:

¢ No nitrogenados: fueron los primeros bifosfonatos descubiertos, considerados de primera
generacidon. A este grupo pertenecen el etidronato, clodronato y tiludronato. Su
mecanismo de accién es distinto de los bifosfonatos no nitrogenados. Debido a la similitud

de estos compuestos con el PPi, son transformados mediante las aminoacil-tRNA-
sintetasa de los osteoclastos en adenosintrifosfato (ATP) no hidrolizable. El osteoclasto es
|
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incapaz de usar el ATP para diversos procesos ATP-dependientes, acumuldndose y

resultando citotdxico para los osteoclastos, conduciéndolos a la apoptosis (53,54).

e Nitrogenados: llamados bifosfonatos nitrogenados o aminobisfosfonatos (BFs-N), son
considerados de 22 y 32 generacidn y son los utilizados hoy en dia en clinica por su mayor
afinidad a la HA (55). A este grupo pertenecen el pamidronato, risendronato, ibandronato
y el 4cido zoledrénico (ZA) y en la cadena R? llevan nitrégeno. La presencia del nitrégeno
en la cadena lateral hace que la potencia antirresortiva aumente de 10 a 10.000 veces,
respecto a los que no la contienen (53,54,56). El mecanismo de accién es distinto a los de
primera generacion, ya que inducen la apoptosis de los osteoclastos mediante la unién e
inhibicion de la enzima farnesil pirofosfato, que se encuentra en la ruta del acido
mevaldnico, indispensable en la sintesis del colesterol y otros lipidos necesarios para el

metabolismo de la célula (53,56,57).

Tabla 2. Potencia de los BFs para inhibir la reabsorcion 6sea(53,54,56)

=100 =1000 x =10.000x
<1000x <10.000x

Etidronato | Clodronato Pamidronato | Alendronato | Ibandronato Zoledrénico
Tiludronato Neridronato | Incadronato | Risendronato
Olpadronato

1.2.2 Farmacologia y farmacocinética

El mecanismo de accién de los bifosfonatos, como hemos comentado anteriormente,
depende de si son nitrogenados o no nitrogenados. Como los utilizados en clinica son los del grupo

de los nitrogenados, nos centraremos en este tipo de bifosfonatos.

El mecanismo de accidn de todos los BFs-N tiene en comun la inhibicion de la ruta del
mevalonato. Esta ruta es responsable de la formacion de lipidos indispensables para el organismo,
como son el colesterol y otros esteroles, lipidos isoprenoides como isopentenil pirofosfato (IPP),
farnesilpirofosfato (FPP) y geranilgeranildifosfato (GGPP) (54). FPP y GGPP son importantes para el

correcto funcionamiento del osteoclasto, ya que se encargan de realizar el proceso de prenilacién
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de las GTPasas. Este grupo prenilo que se afiade mediante una modificacién posttranslacional
(prenilacién), se cree clave para la interaccidon proteina-proteina y para anclar las proteinas a la

membrana celular (58).

Las GTPasas (Ras,Rab,Rho y Rac) son pequeias proteinas de sefializacién celular, que
cumplen un papel clave en el osteoclasto, regulando procesos celulares como el trafico de vesiculas,

apoptosis, cambios en la morfologia y organizacidon del citoesqueleto, entre otros (54,59,60).

Por tanto, la inhibicién de la ruta mevaldnica — eliminando la produccion de los metabolitos
FPP y GGPP- evita la prenilacidn de las GTPasas y éstas pierden su funcién, llevando al osteoclasto
a la apoptosis. En estudios mds recientes se pudo observar como la inclusién de geranilgeranil
pirofosfato (GGPPi) y acido geranilgeranilo (GGOH) , los cuales son metabolitos que forman parte
de la ruta mevaldnica, recuperaron parcialmente la osteoclastogenesis que habia sido inhibida

previamente por accién del ZA (61).

Estos efectos consiguen que se reduzca el remodelado dseo en el organismo como también
la mineralizacion. Por ello han sido utilizados en distintas complicaciones relacionadas con el

metabolismo éseo (62—-64).

En cuanto a la farmacocinética de los bifosfonatos, se caracterizan por su baja
biodisponibilidad tras la administracién oral (absorcion de menos del 1% de la dosis) debido a su
caracter hidréfilo, mientras que mejora mediante la administracién intravenosa (V). Administrado
de esa forma se evitan las molestias gastrointestinales, aunque pueden aparecer sintomas similares
a un resfriado, con dolor en los huesos, escalofrios y nauseas tras la IV (65) . En el tracto intestinal,

atraviesan mediante el transporte paracelular debido a su baja lipofilia (66).

La retencion y reabsorcion de los BFs en el hueso dependera de distintos factores
enddgenos (tasa de remodelado dseo, funcién renal y disponibilidad de sitios de fijacion) y de la
potencia del bifosfonato, siendo ZA el que mas afinidad tiene por la HA. Solo el 50% del bifosfonato
absorbido serd retenido en el hueso, mientras que el resto serd expulsado mediante la orina sin

llegar a ser metabolizado por el cuerpo. Pese a esto, debido a su parecido al PPi, tendran una alta

Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 38



INTRODUCCION

afinidad para ser depositados en el hueso, por lo que permite a los BFs alcanzar una alta

concentracién local en todos los tejidos éseos (53).

La maxima inhibicidn del remodelado dseo en caso de ingesta oral ocurre tras los 3 meses
del tratamiento inicial, mientras que de forma intravenosa la resorcidn se inhibe en un menor plazo
de tiempo (67,68). Tras la administracién IV de una dosis de 4 o 5 mg de zoledrdnico, se eliminan
los marcadores de resorcidon ésea durante un afio en mujeres postmenopdausicas (65) . Calcular la
vida media del farmaco es mas complicado debido a la incapacidad de obtener medidas en suero u
orina, aunque la estimacién de vida media para el alendronato puede ser de mas de 10 afos tras

una Unica administracion IV (69).

1.2.2.1 Efecto en osteoblastos

Mientras hemos podido observar que el rol de los bifosfonatos en los osteoclastos ha sido
ampliamente estudiado (52,57,61,70,71), no podemos decir lo mismo sobre las células encargadas
de la formacién del hueso, los osteoblastos. En los primeros estudios se pudo observar que parte
del efecto de los bifosfonatos podria también ser debido a la interaccién osteoblasto-osteoclasto,
mediante la liberacién de factores que disminuyen la actividad de los osteoclastos. Los BFs activaban
la liberacién de osteoprotegerina (OPG) y desactivaban la liberacién del receptor de activacion del
ligando NF-kP (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas),

disminuyendo el remodelado dseo (72-75).

En estudios mas recientes han observado como los BFs regulan la expresion de sustancias
que regulan la osteoclastogenesis como el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y
la expresion de OPG, estimulando la liberacién del primero e inhibiendo la liberacién del segundo

(76).

Hay abundancia de evidencia para apoyar la teoria de que los bifosfonatos modulan la
proliferacién y diferenciacién de los osteoblastos , aunque hay gran variedad en los efectos y sobre
todo depende de las dosis utilizadas (77,78). En estudios preclinicos, parece que los BFs a
concentraciones del nivel nanomolar (107° M) estimulan el crecimiento y diferenciacion de los
osteoblastos (79,80). En estos estudios realizados, se observa como con estas dosis, aumenta la
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viabilidad, la capacidad de mineralizacién, liberacién de enzimas como la fosfatasa alcalina y la
expresion de colageno. Por otro lado, a dosis mayores (2107® M) producen efectos inhibitorios

(78,81,82).

1.2.3 Aplicaciones terapéuticas

El principal efecto de los bifosfonatos es la disminucidn del remodelado éseo por inhibicién de
los osteoclastos, por lo que lo hace una herramienta muy importante para ser utilizada en
enfermedades dseas en las que hay un exceso de remodelado dseo u otras enfermedades que
cursan con procesos 6seos. Estas son la osteoporosis, enfermedad de Paget y el cancer,

principalmente.

1. Osteoporosis : Hoy en dia, los BFs son el tratamiento de referencia para tratar las distintas
formas de osteoporosis (osteoporosis post-menopausica, osteoporosis por privacion de
andrégenos, osteoporosis inducida por glucocorticoides y osteogenia imperfecta) (53).

Los mas usados para tratar esta enfermedad son alendronato, risendronato e ibandronato
en forma oral, mientras que el ZA ha sido utilizado IV, con una mejor afinidad y adherencia
al tratamiento, ya que solo hay que dar una dosis por afio. El efecto que consiguen este
grupo de medicamentos es reducir el riesgo de fractura, especialmente la de cadera y

podrian mejorar la densidad mineral ésea (65,83).

2. Enfermedad de Paget: Los BFs y en concreto ZA son el tratamiento de referencia para
tratar ésta enfermedad. La enfermedad, de etiologia desconocida, se caracteriza por un
exceso de remodelado dseo que por consiguiente provoca deformidad y una
microaquitectura defectuosa en los huesos. El ZA ha sido capaz de disminuir el remodelado

dseo y mantener esa remision (63).

3. Bifosfonatos en el cancer: El papel de bisfosfonatos en el cancer abarca un gran abanico
de posibilidades y sigue creciendo segln se hacen nuevas investigaciones. Se cree que un
90% o mas de los pacientes con cancer avanzado llegan a desarrollar lesiones en el sistema

esquelético (84).
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Por un lado, muchos tipos de cancer, especialmente los de préstata, mama y pulmodn,
pueden desarrollar metastasis en los huesos en la progresién de la enfermedad, por lo que
con la disminucién del remodelado dseo producida por los BFs, se reducen las
posibilidades de metastatizacidn. En un estudio en mujeres con cdncer de mama operable
, la administracidn de clodronato redujo la recurrencia de metastasis dseas, habiendo una
significativa reduccion de la mortalidad (85).

Por otro lado, en el caso de mieloma multiple, se utiliza para reducir la incidencia de
hipercalcemia y eventos 6seos (86). En el caso de cancer de mama y préstata, han podido

aliviar el dolor de huesos y complicaciones esqueléticas (87,88), asi como prevenir la

pérdida dsea debido a la privacién de hormonas (89,90). Por ultimo, estudios preclinicos
recientes indican una accion directa de los BFs frente al cancer, como inductor de

apoptosis y disminuyendo la viabilidad de células cancerosas (46,91).

1.2.4 Efectos secundarios

Los bifosfonatos, pese a ser los tratamientos de referencia de numerosas enfermedades y
siendo efectivos en la reduccién del dolor éseo, pérdida de masa ésea y otras complicaciones, tiene
numerosos efectos adversos.

e Respuesta inflamatoria aguda: Se caracteriza por pirexia transitoria asociada a artralgias,

mialgias, dolores de cabeza y sintomas parecidos a los de un resfriado. Ocurre en un 10-
30% de pacientes recibiendo la primera dosis de N-BFs via IV (53) Esta tasa disminuye a un
2.8% tras las subsiguientes administraciones (65). El pretratamiento con anti-histaminicos
o antipiréticos pueden aliviar estos sintomas. En menor porcentaje, puede conllevar a una
inflamacidn ocular.

e Fractura femoral atipica: la fractura atipica femoral ocurre con sin necesidad de que haya
un trauma o con un trauma minimo. El mecanismo por el que ocurre este proceso es
desconocido. Se cree que puede ser causado por una suma de distintos factores: aumento
de la mineralizacion, alteracion de la tasa de remodelado dseo, procesos antiangioénicos,
alteraciones en la estructura del colageno y acumulacion de micro-lesiones (92). Pese a
esto, el beneficio que se obtiene al tomar esta terapia es mayor al riesgo posible de sufrir

una fractura femoral atipica (75).
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e Fibrilacidn atrial: la primera vez que se registraron este efecto secundario fue durante un
estudio de 3 afios en el que se administraba anualmente una dosis intravenosa de ZA en
mujeres postmenopausicas con osteoporosis (65). En este estudio, se observé un aumento
en la incidencia de casos de fibrilacion auricular. Pese a esto, en otro estudio en el que
mujeres postmenopausicas tomaban alendronato o risendronato oral no se observaron

estas complicaciones (93).

e Supresidn excesiva del remodelado 6seo: La supresién del remodelado éseo de manera
excesiva debido al tratamiento prolongado con BFs puede conducir al estado conocido
como “hueso congelado”. La disminucién del remodelado éseo de manera constante
produce que el hueso sea incapaz de reparar las microfracturas producidas, incrementado
el riesgo de fractura (53). No es un sintoma comun en mujeres postmenopausicas tratadas
con BFs de manera oral o IV (94), pero se han detallados casos aislados dénde si ocurrio

(95).

e Molestias gastrointestinales: la irritacién gastrointestinal es la causa mas comun de
abandono o discontinuacidn del tratamiento de bifosfonatos(96). El Alendronato, ingerido
de forma oral provoca numerosos sintomas gastrointestinales como dispepsia, gastritis,
reflujo esofagogastrico y esofagitis. Estos efectos secundarios solo ocurren cuando se

consumen de forma oral (97).

e Hipocalcemia: ocurre con mayor frecuencia tras la perfusion IV y en pacientes con alta
resorciéon 6sea mediada por osteoclastos (enfermedad de Paget), hipoparatiroidismo sin
diagndstico previo, insuficiencia de vitamina D antes del tratamiento o deterioro de la
funcién renal. Para evitar estos efectos, se suplementa a los pacientes con vitamina D y

calcio (53).

e Dolor musculoesquelético severo: es un efecto adverso potencial que esta descrito dentro
del prospecto del medicamento. Pese a ello, la FDA americana (administracién de
alimentos y medicamentos) avisé de la posibilidad que tras el inicio del tratamiento con
BFs puede llegar a desarrollarse un dolor musculoesquelético severo, de caracter
incapacitante (53).

I —
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e Osteonecrosis maxilar o mandibular por bifosfonatos (ONM): se denomina asi a un area
expuesta del hueso en el area maxilofacial que tras 8 semanas, no ha cicatrizado, habiendo
estado expuesto a terapia con bifosfonatos y sin haber estado expuesto a radioterapia en
la regién craneofacial (98). Ha sido descrita en pacientes que recibian dosis altas de
bifosfonatos via IV (mayormente ZA y pamidronato) durante el tratamiento oncoldgico,
mientras que por via oral el nUmero de casos es muy inferior. La incidencia real aln tiene
que ser calculada pero las estimaciones a partir de la incidencia acumulativa de casos de
ONM tras la administracion IV de altas dosis de bifosfonatos estan entre 0.8-12% (99).
Segun el fabricante del alendronato (Merck), la incidencia de BRONJ es de 0,7/100,000
personas/afios de exposicidon (100). Los factores de riesgo asociados son los siguientes
(100,101):

o Factores relacionados con los BFs: el riesgo incrementa con la potencia del
BF, siendo el ZA el mas potente. También si es administrado por IV, por la
duracion del tratamiento y la dosis.

o Factores locales: cirugias dentales incluyendo extracciones dentales,
colocacién de implantes dentales, lesiones en la mandibula y maxilar
(abscesos), enfermedad concomitante oral, cirugia periapical y cirugia
periodontal con implicacién dsea.

o Factores demograficos y sistémicos: el riesgo aumenta con el aumento de
edad, raza caucasica vy otros factores (didlisis renal, hemoglobina baja,
obesidad y diabetes).

o Factores de riesgo genéticos: mutaciones en el gen que codifica la enzima
citocromo P450-2 estan asociadas con un riesgo aumentado en pacientes

de multiple mieloma tratados con bifosfonatos via IV.

La cldsica presentacion clinica consiste en un area expuesta de hueso que puede ser el
lugar de una infeccién secundaria. El tejido mucoso alrededor del hueso necrosado suele
estar inflamado y es sensible a la palpacién. En ocasiones, los dientes contiguos pueden
estar envueltos, presentando una movilidad aumentada. La evolucion de la enfermedad
lleva a la fractura de los huesos maxilar/mandibulares (102). En casos mas severos, se han
reportado fistulas mucosas y hueso expuesto a través de la piel (100). Pese al tiempo que

ha pasado desde la primera vez que fuese reportado la aparicién de este efecto adverso
|
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(103) , no se ha podido elucidar el mecanismo exacto por el que ocurre. Segun las
investigaciones hechas sobre este tema, se cree que puede ser una suma de distintos
factores. Por un lado, en la manera que afecta a los osteoblastos y osteoclastos,
disminuyendo el remodelado éseo resultando en un acumulamiento de microlesiones. Por
otro lado, esas lesiones expuestas pueden ser infectadas (mayormente por actinomyces) y
junto a posibles traumas, aumentan la demanda de reparacién del hueso que no puede ser
completada, concluyendo en necrosis. Otro factor que puede participar en el desarrollo es
la capacidad antiangiogénica de los bifosfonatos, aumentando el riesgo de persistencia o
progresion(104—106). Una vez diagnosticado, el tratamiento actual es plenamente paliativo,

con enjuagues orales antisépticos, antibiéticos y desbridamiento quirirgico limitado(107).

1.2.5 Acido Zoledrénico

El acido zoledrénico pertenece al grupo de los BFs-N. Como hemos podido observar
anteriormente, es el bifosfonato mds potente ya que es el que tiene mds afinidad por el cristal de
HA(56). Por lo tanto es uno de los bifosfonatos mas usados en clinica para el tratamiento de

enfermedades que cursan con un remodelado éseo alto.

Fig.5:

N /
Estructura

quimica del
HO OH acido
> P P< zoledronico
HO M OH L OH

El ZA ha sido ampliamente estudiado tanto en estudios preclinicos como estudios clinicos.
A pesar de ello, ain hay mucho que saber de este compuesto, ya que en los ultimos afios se ha

estado investigando su uso como agente anticancerigeno en diferentes tipos de cancer.
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En células de carcinoma de pulmadn, ZA ha sido capaz de inhibir la prenilacion en las células
cancerosas, induciendo la apoptosis e inhibiendo la proliferacién mediante la supresién de la
activacion de la cascada de sefializacién Ras y EGFR (108). En células de cancer de préstata provocé
efectos similares mediante la regulacion decreciente de la proteina Survivin (109), con resultados

similares en el cancer cervical (110).

En lo que respecta al cdncer oral, hay algunos estudios en los que también ha mostrado
potenciales efectos anticancerigenos. Principalmente inhibiendo la proliferacion celular,
modificando el ciclo celular y estimulando la apoptosis, mediante la activacion de las caspasas -3,-8
y -9y disminuyendo la expresidn de las las familias proteicas Bcl-2 y Bid (111,112). Pese a esto, aln

hay mucho que estudiar del potencial anticancerigeno de este compuesto.
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1.3 Fitoquimicos

1.3.1 Generalidades y clasificacion

Los fitoquimicos son compuestos quimicos naturales que tienen su origen en el reino
vegetal. Son un metabolito secundario de los vegetales y aunque no es un nutriente esencial para
los humanos, tienen multiples propiedades que les confieren un interés especial, ya sean ingeridos

por interés médico o como parte de una dieta balanceada.

Las frutas y verduras hace tiempo que fueron reconocidas como importantes fuentes de
micronutrientes, pero no ha sido hasta recientemente cuando se ha mostrado un mayor interés por
estos compuestos, ya que se ha podido observar la importancia que pueden tener para mantener
nuestra salud (113). Nuevas investigaciones muestran el rol que pueden tener estos compuestos en
distintas enfermedades como canceres, enfermedades degenerativas y problemas cardiacos. Estas
sustancias suelen ser complejas, encontrandose en pequefias cantidades (micro y miligramos) y
mayoritariamente presentan actividad antioxidante, captando radicales libres presentes en nuestro
organismo (114).

Hay una gran cantidad de fitoquimicos con una gran diversidad en su estructura y funcién.
Los grupos mas investigados han sido los compuestos fendlicos, en particular los polifenoles y los

terpenos. En la figura 6 podemos ver la clasificacién de estos.

Fig.6: Clasificacion de los fitoquimicos modificado de Tiwariy cols (114)

Compuestos : .
S Terpenoides Glucosinolatos
fendlicos

* Monofendlicos naturales « Carotenoides * Precursores de * Saponinas
* Polifenoles (tetraterpenos) isotiocianatos * Betalainas
* Flavonoides * Triterpenos * Derivados de aglicona * Alcaloides
* Flavolignanos * Diterpenos *  Organosulfitos / * Clorofila
* Lignanos * Monoterpenos compuestos *  Aminas
* Estilbenos * Esteroides organosulfurados * Capsaicinoides
* Alcoholes fendlicos * Indoles * Lectinas
+ Acidos fendlicos * Polisacaridos

* Benzopirenos
* Feniletanoides
* otros
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1.3.2 Polifenoles

Los polifenoles son los antioxidantes que mas abundan en la dieta. Han sido identificados
mds de 8000 compuestos en distintas especies de plantas. Todos los componentes tienen un
intermediario comun, la fenilalanina o el acido shikimico. Estos compuestos se caracterizan por
tener grupos fenol (uno anillo aromatico con uno o mas grupo hidroxilo), que les confiere sus
propiedades. Estos se clasifican segun el nimero de grupos fenol y las estructuras que conforman
estos anillos. Hay dos grupos mayoritarios a la hora de clasificarlos, los flavonoides y los no
flavonoides. Los flavonoides son compuestos con una estructura C6-C3-C6: flavanonas, flavonas,
dihidroflavonoles, flavonoles, flavan-3-oles, antocianidinas, isoflavonas y proantocianidinas. Los no-
flavonoides se clasifican de acorde al numero de carbonos y a su vez tiene otros subgrupos: fenoles
simples, acidos benzoicos, taninos hidrolizables, acetofenonas, acidos fenil acéticos, acidos
cindmicos, cumarinas, benzofenonas, xantanos, Estiloenos, chalcones, Lignanos y secoiridoides

(114,115).

Tabla 3: Clasificacion de los polifenoles principales modificado de Tiwariy cols (114)

Subclases Polifenoles Alimentos que los contienen
principales

Acidos Acido Acido benzoico Frutos rojas, canela,
fendlicos hidroxibenzoico Acido p-cumérico | cebollas, rabano negro, aceite de
Acido Acido sinapico argan
hidroxicindmico Acido caféico

Acido ferulico

Benzopirenos Furanocumarinas Umbelliferon Género garcinia, mango,
simples Escopoletina Anthoxanthum odoratum,
Piranocumarinas Psoralen Dipteryx odorata
Cumarinas
sustituidas
Estilbenos Fitoalexinas Capsidiol Uva, ruibarbo, nueces,
Resveratrol cacahuete, avellanas
Rapontina
Lignanos Enterodiol Cereales, fresas, sésamo,
Enterolactona cruciferas, soja
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Flavonoides Flavonoles Catequinas Cacao, soja, té verde, maiz,
Flavononas Genisteina pimiento rojo, remolacha
Antocianinas Luteina
Flavonas Hesperidina
Isoflavonas
Taninos
condensados

Estos compuestos presentan distintas propiedades. Suele aportar color, un sabor amargo,

astringencia y aroma, por lo que le confieren propiedades Unicas a la planta que los contiene(114).

Suelen estar distribuidos de manera no uniforme en las plantas, repartidos entre niveles
subcelulares, tisulares, como paredes celulares o vacuolas. Ciertos polifenoles como la quercetina,
se encuentran en distintas plantas y en distintas ubicaciones (flores, cereales, hojas). La mayoria de
los alimentos suele tener combinaciones de distintos polifenoles, aunque algunos son solo

encontrados en alimentos concretos (114).

La cantidad de polifenoles presentes en los alimentos depende de numerosos factores:
grado de madurez, almacenaje, procesamiento, tiempo de cosecha, asi como de los factores previos
a su recogida como son el tipo de suelo, los nutrientes que disponga, la exposicién solar,
precipitaciones, etc. El grado de maduracidn afecta considerablemente a las concentraciones de los

polifenoles (116).

En cuanto a la biodisponibilidad de los polifenoles, es bastante baja, debida a que la forma
nativa de estos (en forma de ésteres, glicdsidos o polimeros) no puede ser absorbida. Sin embargo,
las agliconas pueden ser absorbidas en el intestino delgado (117). Antes de ser absorbidos deben
ser hidrolizados por enzimas intestinales o por la microflora intestinal. Las agliconas se rompen por
la apertura del heterociclo en diferentes puntos dependiendo de la estructura quimica, y esto
produce distintos acidos, que luego son metabolizados a derivados del acido benzoico. Durante ese
proceso, sufren grandes modificaciones, para poder ser absorbidos y posteriormente eliminados

mediante las reacciones de detoxificacion del organismo (118).

Los polifenoles han demostrado numerosos efectos en el ser humano. Estudios
epidemioldgicos muestran una asociacion positiva entre la ingesta de estos compuestos y la

prevencion de distintas enfermedades (118,119). Los grupos fenol presentes pueden captar un
|
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electrén para formar radicales fenoxilo-compuestos relativamente estables- parando la cadena de
reacciones de oxidacion celular. Por lo tanto, actian como antioxidantes, reduciendo el proceso de
estrés oxidativo, ligado al desarrollo de un gran nimero de enfermedades. Se cree que por este
mecanismo ejercen su accién protectora, habiendo presentado efectos cardioprotectores,

anticancerigenos, anti-envejecimiento, neuroprotectores, osteoreguladores, etc.

e Acidos fendlicos: se dividen en dos subgrupos, los &cidos hidroxicindmicos y los
hidroxibenzéicos (Fig.7). De estos, los acidos hidroxicindmicos son los mas abundantes.
Estan formados por un anillo aromatico y una cadena de tres &tomos de carbono. A su vez
se dividen en cuatro grupos, los acidos p-cumaricos, caféicos, ferulicos y sindpicos. En la
naturaleza suelen estar asociados a compuestos como el acido clorogénico. Se encuentran
en alimentos como frutos rojos, el aceite de argdn, cebollas, canela y rabano negro, entre

otros (115).

Fig.7: Estructura quimica de los acidos fendlicos (A) Cinamico y (B) Benzoico

OH OH

e Benzopirenos: Su estructura consta de un anillo bencénico unido a una pirona (Fig.8). En
la naturaleza suelen encontrase junto a azucares, formando glicésidos. Se dividen en tres
grupos, Furanocumarinas simples, Piranocumarinas y cumarinas sustituidas. Se hallan en

el género garcinia y mango entre otros.
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Fig.8: Estructura quimica del (A) benzopireno y (B) cumarina escopoletina

e Estilbenos: su estructura basica consta de 1,2-difeniletileno (C6-C2-C6) (Fig.9) y el grupo
mayoritario son las fitoalexinas. La presencia de estilbenos en la dieta es baja, actuando
en los organismos que los contienen como antifungicos. El mas popular y estudiado es el
resveratrol, hallado en la vid roja. Abundan en la uva, ruibarbo ,nueces, cacahuetes y

avellanas, entre otros (115).

Fig.9: Estructura quimica (A) general de los estilbenos y (B) resveratrol

A B HO
\‘“OH
OH

e Lignanos: son compuestos derivados de la unién B-B° de dos fenilpropanoides (C6-C3) (Fig.

10). Tienen una amplia distribucion en el reino vegetal en cereales, fresas, sésamo,
cruciferas y soja. Muchos de éstos estdn considerados como fitoestrégenos, como el

secoisolariciresinol encontrado en el lino (115).
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Fig.10: Estructura quimica del lignano enterodiol

HO

OH
HO

OH

e Flavonoides: su estructura comun consta de dos anillos aromaticos unidos por tres 4&tomos
de carbdén que forman un heterociclo oxigenado (Fig. 11). Es el grupo mas estudiado,
habiéndose encontrado mds de 4000 variedades distintas. Basados en la modificacidn del
heterociclo, hay distintos grupos: Flavonoles, Flavononas, Antocianinas, Flavonas,
Isoflavonas y Taninos condensados. En la naturaleza suelen encontrarse glicosilados con
glucosa o ramnosa. Los flavonoides se hallan repartidos por gran diversidad de plantas y
frutos, como el pimiento rojo, té, maiz cacao, soja, entre otros. Los componentes mas

estudiados son la hesperidina, luteina, genisteina y catequinas (114,115).

Fig.11: Estructura quimica (A) general de los flavonoides y (B) quercetina

OH
A B
OH
0 HO 0
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Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 51



INTRODUCCION

1.3.2.1 Epigalo-3-catequingalato

Caracteristicas generales y estructura

El polifenol epigalo-3-catequingalato (EGCG) es la catequina mas abundante en el té verde
(Camellia sinensis). Aparte de EGCG, las principales catequinas en las hojas frescas del té verde son,
(-)-epicatequin (EC) y (-)-epigallocatechin (EGC). Las formas trans menos activas estan presentes en

menor cantidad (120).

EGCG es un éster del acido galico y epigalocatequin (Fig. 12). Es la catequina mas abundante
y con mayor actividad de las estudiadas. Estructuralmente, tiene grupos hidroxilos en 3°,4" y 5” del
anillo B y una fraccién galato esterificada en el carbono 3 del anillo C, confiriéndoles capacidad para
poder captar electrones y mantenerse con mayor estabilidad que otros compuestos (121,122). Sin
embargo la estructura de EGCG también le confiere susceptibilidad de ser degradada mediante la

auto-oxidacion (120).

Fig.12: Estructura quimica del epigalocatequin-3-galato
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Biodisponibilidad

La via de administracién mas usada para el EGCG es la oral, ya sea en infusiones de té o en
capsulas. Las hojas secas de té verde aportan aproximadamente un 10% de catequinas, que serian
entre 8-15 gramos por cada 100 gramos de hojas secas. El promedio de hojas secas usadas seria de
unos 4-5 gramos por taza, por lo que de 400-500mg de catequinas podrian ser ingeridas por cada
taza de té (300-400 ml) (123). Sin embargo, tras la ingesta oral, EGCG es sometida a modificaciones

metabdlicas no beneficiosas en el higado y tracto digestivo.

Tras la ingesta de una dosis de EGCG se ha llegado a medir concentraciones plasmaticas de
1-10 uM en humanosy en roedores (124,125). Solo un 0.1-1% de las dosis administradas oralmente
alcanzan la circulacion sistémica (125). Sin embargo, los niveles de EGCG pueden ser muy superiores

en tejidos que entran en contacto directo, como la cavidad oral (126).

Tras ser ingerido, las primeras reacciones de transformaciéon comienzan en la saliva,
mediante la hidrolisis del EGCG por las esterasas. La metabolizacidon suele ser llevada a cabo en gran
parte en el intestino e higado, donde ocurren las reacciones de glucuronidacion, sulfuracién de los
grupos hidroxilo y la O-metilacidn de los grupos catecol a través de la UDP-glucuroniltransferasa

(UGT), fenolsulfotransferasa (SULT) y catecol-O-metiltransferasa(COMT) (125).

Las catequinas que se encuentran en forma libre, tanto las O-metiladas como las O-
metiladas y conjugadas con acido glucurdnico pueden ser encontrados en plasma, orina y bilis (127).
Los conjugados que siguen manteniendo intacta la fraccion galato tienen actividades similares a los
compuestos primarios. Posteriormente las catequinas que no son absorbidas por el intestino
delgado vy las excretadas por la bilis llegan al colon donde pueden ser metabolizadas por la flora

bacteriana y reabsorbidas (127,128).

Propiedades

EGCG, por ser la catequina con mayor actividad, ha sido la mas estudiada, con gran cantidad

de propiedades. Aqui veremos las mds importantes:
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«* Antioxidante: como hemos visto antes, la estructura molecular de EGCG le confiere la
capacidad de captar electrones. Los tres grupos hidroxilo en el anillo B (Fig. 12) participan
en la deslocalizacion de electrones y estabilizacidon (129), mientras que el anillo A esta
identificado como un punto antioxidante (130). Por otro lado, la fraccidén galato en la
posicién 3 del anillo C estd asociado con la capacidad de eliminar radicales libres y especies
nitrogenadas (122).

Se ha podido observar como la funcién antioxidante de EGCG puede mejorar la funcién de
la mitocondria (131). En plaquetas ha sido capaz de inhibir el estrés oxidativo producido
por la nitracidon del aminodcido tirosina (132). Sin embargo en otros estudios —al igual que
ocurre con todos los antioxidantes- concentraciones altas de EGCG pueden revertir la
capacidad antioxidante y convertirse en pro-oxidante, pudiendo auto-oxidarse la molécula
de EGCG. En este caso, la propia molécula de EGCG produciria radicales hidroxilo, peréxido
de hidrégeno y otros intermediarios generando toxicidad (132,133).

En la concentracion fisioldgica de 1-10 uM, EGCG puede producir pequeias cantidades de
especies reactivas del oxigeno (ROS) que activan rutas de sefializacién que estimulan la

linea de defensa celular que tiene el organismo (134).

¢ Anti-inflamatorio: EGCG tiene un papel fundamental en la transcripcidn y expresién de
genes que regulan la respuesta inflamatoria. La respuesta inflamatoria comprende
numerosos procesos complejos en nuestro organismo, como la agregaciéon de células
inmunitarias, liberacion de moléculas de sefializacién celular - citoquinas y ROS -,
activacion del NF-kB y la proteina activadora (AP-1). Estas dos se integraran en el nlcleo
celular regulando la sintesis de genes que producirdn la reaccién inflamatoria. EGCG
consigue reducir la expresién de factores que producen la inflamacién y asi obtener
efectos antiinflamatorios mediante distintos métodos: inhibiendo la transfecidn del factor
NF-kB y AP-1 y eliminando los radicales de dxido nitroso, peroxinitrilos y otros radicales
libres, evitando la reaccién inflamatoria exacerbada (135). EGCG también ha sido capaz de
inhibir la liberacidn de interleucinas como la IL-8 en el epitelio respiratorio, reduciendo la
respuesta inflamatoria (136). En otro estudio fue capaz de inhibir la liberacién de especies
reactivas del nitrégeno de una manera dosis-dependiente en lineas celulares de cancer de
colon, por lo que podria tener gran importancia en enfermedades inflamatorias crénicas
(135).
|
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+» Osteoregulador: numerosos estudios se han hecho respecto a la capacidad del té verde de
regular el metabolismo dseo. En un estudio realizado en mujeres entre 70 y 85 afios,
mostré que el consumo de té estaba relacionado con una mejor preservacion de la
estructura de la cadera (137). EGCG tiene un doble papel sobre las células dseas. Por un
lado, tiene potencial antirresortivo, produciendo la apoptosis de osteoclastos y
disminuyendo el remodelado dseo, mediante el bloqueo de la generacién del factor NF-
KB y la interleucina 1b (138). Por otro lado, EGCG actua aumentando la proliferacion,
mineralizacién y diferenciacién de osteoblastos (139,140). Concentraciones de 5 uM
fueron capaces de promover la diferenciacion de células osteoprogenitoras a osteoblastos

(132,141).

+» Anticancerigeno: EGCG tiene distintos efectos anticancerigenos y ha sido la propiedad mas
estudiada de esta sustancia. EGCG fue capaz de inhibir la angiogénesis del tumor en células
endoteliales y progenitoras (142), asi como aumento la apoptosis y redujo la viabilidad en
una linea celular de fibrosarcoma(143).
En numerosos estudios, ha demostrado distintas propiedades quimiopreventiva y
quimioterapéuticas en lineas celulares de cancer oral, como reduccidn de la invasion y
migracion via reduccién de la expresion de matrix metalloproteinasas y activador del
plasmindgeno (46,144-146), inhibicion de la proliferaciéon celular (147,148), induccidn de
apoptosis y autofagia (148), alteracidon del ciclo celular (46,147), asi como efecto
antitumoral in vivo (145).
También hay estudios en relacion a la combinacion de EGCG con agentes
guimioterapéuticos usados en clinica. EGCG ha demostrado sensibilizar a células de
cancer colorrectal frente a la actividad del 5-FU, exhibiendo sinergia en células quimio-
resistentes (44,149) y aumenté los efectos inhibitorios sobre la proliferacion celular del 5-
FU en células de carcinoma escamoso de cabeza y cuello (150).
La administracién de extracto de té verde a fumadores durante 4 semanas consiguio
reducir el dafio en el ADN de los queratinocitos (151). En otro estudio aleatorizado, con
grupo control y placebo en fase dos, evalud el papel quimiopreventivo del EGCG en
lesiones orales premalignas. Se observé que aquellos que tomaban dosis mas altas tenian
mayores tasas de respuesta clinica que el grupo placebo, indicando un efecto dosis-

|
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dependiente, aunque no tuvo significancia estadistica. EGCG fue dado en capsulas y fue
bien tolerado, con diarrea, insomnio y molestias en el cuello como efectos adversos. Tras
27.5 meses de estudio, no hubo diferencias en la supervivencia con ausencia de cancer

entre un grupo y otro (152).

1.3.3 Saponinas

Las saponinas son un grupo de compuestos que se encuentran en distintas especies del
reino vegetal, especialmente en las legumbres. Su nombre viene de la palabra del latin sapo,
haciendo referencia a las propiedades detergentes y tensioactivas que tienen estos compuestos. En
contacto con agua forman una espuma similar al jabén y habian considerado a este grupo de
nutrientes “factores antinutricionales” por lo que su uso habia sido limitado(114).

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha vuelto a poner la atencién en este grupo de sustancias por
sus efectos sobre la salud y por el interés de la industria para la produccion sintética de esteroides
(153). Se han investigado para el desarrollo de nuevas medicinas naturales y para probar la eficacia
de las plantas medicinales ya usadas. Los medicamentos que contienen saponinas tienen un menor
efecto irritativo al ser ingeridas via oral y han sido usadas generalmente como agentes antitusigenos
y expectorantes (154). Otros efectos investigados son sus propiedades anti-inflamatorias (155),

antirresortivas (156) y anticancerigenas (157).

Las saponinas son glucésidos de triterpenoides y esteroides. Tienen una parte compuesta
por un glucido y la otra compuesta por un triterpenoide o un esteroide. Por ello se clasifican en
saponinas esteroideas y saponinas triterpenoides. En general, en el carbono C-3 de la parte no
glucidica (aglicona), es donde se une la parte glucidica, que pueden ser de una a varias unidades de
monosacaridos (158).

La complejidad estructural de las saponinas es responsable de las distintas propiedades
farmacoldgicas, fisico-quimicas y bioldgicas, asi como la relevancia que puedan tener por su

aplicacion en cosméticos, tecnologia alimentaria y en su uso medicinal (159).
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Tabla 4: Clasificacidn de las saponinas modificado de Tiwari y cols(114).

Clases

Subclases

Saponinas

principales

Alimentos que los
contienen

Saponinas Ginsendsidos Lentejas, garbanzos,
triterpenoides Cucurbitacina soja, guisantes,
ginseng, brionia,
eleuterococo, regaliza
Saponinas Glicésidos del Dioscina Legumbres, familias
esteroideas furoestanol Gracilina Agavaceae,
Glicésidos del Protoneodioscina Dioscoreaceae,
espirostano Protoneogracilina Liliaceae, Solanaceae,
Diosgenina Scrophulariaceae,
Amaryllidaceae,
Leguminosae, y
Rhamnaceae

e Saponinas triterpenoides

Las aglicona de las saponinas triterpenoides contienen 30 carbonos y son

estructuralmente diferentes entre ellas. Suelen consistir de 5 o raramente 4 unidades de

carbono formando ciclos.

Los mas estudiados son los ginsendsidos, presentes en el

ginseng. Se encuentran aparte en otros alimentos como legumbres (lentejas, garbanzos,

soja, guisantes) y plantas como el eleuterococo y la brionia (159,160).

Fig. 13: Estructura quimica de la saponina triterpenoide ginsegdsido RG1

HO
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e Saponinas esteroideas

La estructura base es de 27 carbonos y puede estar formado por un espirostano de 6
anillos o un furostano de 5 anillos. Por ello, a su vez se clasifican a su vez en dos grupos.
Por un lado, los glicdsidos del furoestanol, como la protoneodioscina y protoneogracilina
y por otro lado los glicdsidos del espirostano, como la dioscina y gracilina (114). Las
saponinas mas importantes son la gracilina y la dioscina (Fig.14), de la cual se extrae la
aglicona Diosgenina (DG). Estas estan presentes en numerosas legumbres y en las familias
Agavaceae, Dioscoreaceae, Liliaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Amaryllidaceae,

Leguminosae, y Rhamnaceae (160).

Fig. 14: Estructura quimica de la saponina esteroidea dioscina, formada (A) por una porcion

esteroidea (Diosgenina) y (B) una porcion glucidica unidas por (C) un atomo de oxigeno

.\‘\“

l (é)H l

1.3.3.1 Diosgenina

La diosgenina (3-hydroxy-5-spirosteno) es una sapogenina esteroidea que se encuentra en
numerosas plantas, como el fenogreco (Trigonella foenum graecum), Agave Sisalana o Cheilocostus

speciosus, entre otros (Fig. 15)
|
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Fig. 15: Estructura quimica de la diosgenina

La DG es la aglicona de la saponina esteroidea dioscina, que es separada del glucido
mediante hidrdlisis. Tradicionalmente, ha sido usada en la industria farmacéutica como precursor
para la sintesis de hormonas esteroideas (153), pero ha suscitado nuevo interés debido a recientes
investigaciones, en las que se ha podido observar numerosos beneficios sobre la salud, como anti-

inflamatoria, antirresortiva, y sobre todo, anticancerigena.

e Antiinflamatoria y modulacion de la respuesta inmunitaria: En diversos estudios, se ha
podido observar como DG redujo varios mediadores inflamatorios -incluyendo
interleucinas 1y 6 y dxido nitroso- en macréfagos murinos (155). Por otro lado, fue capaz
de alivianar sintomas alérgicos en ratones mediante la regulacién de la respuesta inmune
de las células T, la supresion de la produccién de Inmunoglobulina E y la infiltracion y

degranulacidon de mastocitos (161,162)

e Actividad anti-infecciosa: DG ha mostrado significante susceptibilidad frente a varios
microbios Gram negativos (escherichia coli y salmonella typhi) y postivos (bacilus subtilis,

bacilus cereus, stafilococos aureus y estafilococos epidermis) (163).

e Anticoagulante y antitrombdtico: Modelos in vitro e in vivo demostraron el efecto
antitrombdtico que ejerce DG, prolongando el sangrado y la coagulacién mediante la

inhibicidn plaquetaria de manera dosis-dependiente (164).

Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 59



INTRODUCCION

e Antirresortivo y regulador dseo: DG ha mostrado efectos antirresortivos in vitro con la
inhibicidon de la formacién, proliferacion y diferenciacion de osteoclastos (156,165). De
manera similar, en un modelo de osteoporosis post-menopausica en ratas, se pudo
observar como DG previene la pérdida de masa ésea inducida por la deficiencia de

estrégenos (166).

e Anticancerigeno: ha sido el efecto mas estudiado en los Ultimos afios y ha despertado un
gran interés debido a su polivalencia. Chang y cols (167) observaron como DG fue capaz
de inhibir el factor de crecimiento de hepatocitos, que regula la transicién epidermal-
mesenquimal, clave en el proceso de diseminacién del tumor. También fue capaz causar
efectos antiproliferativos mediante la activacién de la proteina p53 y estimular la
apoptosis mediante la modulacién de la actividad de la caspasa-3 en distintas lineas de
cancer (168). Por otro lado modificé el ciclo celular mediante un secuestro en la fase G2/M,
causando la apoptosis en células de cancer hepatico (169). En cuanto al cancer oral, ha
demostrado capacidad para inhibir la migracion e invasion mediante la reduccion de la
expresion de metalomatrixproteasas y la reduccién de la actividad de la via de sefalizacion
PI3K-Akt-mTOR (157). Se cree que la capacidad anticancerigena proviene de la modulacion
de las vias de sefializacion PI3K/Akt, mapkinasas , NF-kB y desregulacidon de ciertas

proteinas funcionales (160).
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Justificacidon e hipoétesis

En los Ultimos afios se ha observado un aumento de la supervivencia de los pacientes debido
principalmente al avance de las técnicas quirdrgicas, a un mejor conocimiento de la biologia
molecular del cancer, al desarrollo de nuevos farmacos antitumorales y a la utilizacion de farmacos

dirigidos contra dianas moleculares especificas (38,170).

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el cancer mas comun de cabeza y cuello.
La extirpacidon quirurgica es el tratamiento de referencia para los pacientes de COCE, pero no suele
ser suficientemente efectivo cuando se encuentra en fase avanzada. Las otras opciones de

tratamiento son la quimioterapia y radioterapia, en combinacién con la cirugia (36,171).

El tratamiento exitoso de pacientes con cdncer oral por lo tanto se basa en estrategias de
tratamiento multidisciplinario para maximizar el control oncolédgico y minimizar el impacto de la
terapia. Por ello, al elegir la modalidad de tratamiento, muchos factores deben tenerse en cuenta.
El tratamiento debe adaptarse individualmente a las necesidades de cada paciente, con el fin de
garantizar una buena calidad de vida, asi como una supervivencia favorable (38,170). La
guimioterapia y la radioterapia, aumentan la tasa de recuperacion y supervivencia de los pacientes,
aunque estos tratamientos también aumentan de manera substancial los efectos adversos, como
mucositis oral, xerostomia, infecciones, perdida de sabor, radio-osteonecrosis, cansancio, fatiga,

diarrea, pérdida de audicién, anemia y nauseas, entre otros (40,172).

En estudios recientes, se han usado distintos extractos de plantas y fitoquimicos para
explotar su accion adyuvante terapéutica, con el objetivo de reducir los efectos adversos de los

tratamientos, ya que estos compuestos suelen presentar pocos efectos secundarios (47).

Los fitoquimicos presentan caracteristicas que los han hecho atractivos para la
investigacion anticancerigena. Interfierenin vitro por distintos mecanismos en el proceso
oncogénico, lo que los hace posibles agentes de utilidad en las primeras fases del cancer o en la
inhibicion de las etapas posteriores de progresidon o invasidn. Existen todavia dos problemas
cruciales: por un lado, el escaso conocimiento sobre la biodisponibilidad de los fitoquimicos en

humanos y por otro lado, la posible accion mutagénica de algunos de éstos compuestos.
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Los modelos celulares son considerados una herramienta Util en investigacion ya que
proporcionan informacién importante sobre mecanismos de accidn y eficacia de las sustancias. Los
modelos animales y estudios en humanos son costosos y por tanto, no son siempre apropiados para
la caracterizacion inicial de los fitoquimicos. Por esta razdn, es interesante realizar una evaluacion

previa mediante ensayos in vitro para posteriormente proceder a su evaluacidn in vivo.

Basandonos en los razonamientos anteriores nos planteamos las siguiente hipdtesis HO: La
utilizacidon de fitoquimicos asociados a los tratamientos utilizados actualmente en el cancer oral

no reducen los efectos adversos de los mismos.
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2.2 Objetivos

Los objetivos de este estudio estan descritos en dos niveles; un objetivo general que
determina el planteamiento global de la investigacién y unos objetivos especificos que componeny
desarrollan los diversos aspectos del objetivo general.

Nuestro objetivo fundamental es analizar el efecto de los fitoquimicos con los tratamientos
usados en el cancer oral de células escamosas, para evaluar un posible efecto sinérgico y si son
capaces de reducir los efectos adversos producidos por el tratamiento convencional. Los objetivos

especificos los dividiremos en tres bloques:

e Determinar los efectos potenciales quimioterapéuticos de
los agentes antirresortivos acido zoledrdnico, diosgenina y
epigalo-3-catequingalato en la linea PE/CA-PJ15 de cancer
oral, mediante la evaluacion de la viabilidad celular,
apoptosis, migracion y ciclo celular.

e Evaluar el efecto de la combinacién de 5-Fluorouracilo con
EGCG y radioterapia en el cancer oral, midiendo parametros
como la viabilidad, migracién y ciclo celular en las lineas de
cancer oral PE/CA-PJ15y H357 .

e Estudiar el rol que tiene el acido zoledrénico sobre los
osteoblastos y el efecto de la combinacion del mismo con
EGCG, mediante la evaluacion de la proliferacion, migracion,
mineralizacion y deposicidon de colageno en la linea celular
SAQS-2.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

3.1.1 Lineas celulares

En los siguientes experimentos hemos utilizado las siguientes lineas celulares:
e Linea celular de carcinoma oral de células escamosa PE/CA-PJ15

La linea celular PE/CA-PJ15 (PE/CA) fue obtenida de la coleccion Europea de cultivos
celulares autentificados (ECACC). Son células adherentes de tipo epitelial provenientes de

un tejido de lengua de un paciente de 45 afios con cancer oral de células escamosas

Las células fueron cultivadas en medio Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) con
10% de SBF (suero bovino fetal), 1% de penicilina y 1% estreptomicina (medio completo)

a 37°C, en una atmosfera de 95% oxigeno y 5% CO,.

Fig. 16:
Linea
celular de
carcinoma
oral de
células

escamosas

PE/CA-

PJ15

e Linea celular de carcinoma oral de células escamosas H357

Esta linea celular fue obtenida de la ECACC. Son células adherentes con morfologia
poligonal provenientes de un tejido de lengua de un paciente de 74 afios con céncer oral
escamoso. Fueron cultivadas en DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco): HAMS

F12 (1:1) con 10% de SBF, 2mM de glutamina, 1% penicilina, 1% estreptomicina y 0.5 pg/ml
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de succinato de hidrocortisona (medio completo) en una atmosfera de 37 °C, 95% oxigeno

y 5% COs.

Fig. 17:
Linea
celular de
carcinoma
oral de
células
escamosas

H357

Esta linea celular fue obtenida de la ECACC. Son células adherentes con fenotipo de
osteoblasto, cuyo origen es un osteosarcoma primario de una nifia de 11 afios. Tiene un
fenotipo de osteoblasto estable, por lo que es un buen modelo para estudiar las
propiedades y funciones de los osteoblastos (139).

La linea fue cultivada en medio McCoy 5-alpha modificado, suplementado con 2
mM de glutamina, 10% FBS, 1% de penicilina y 1% estreptomicina (medio completo) en

una incubadora con una atmosfera de 37°C, con 95% oxigeno y 5% CO,.

Fig. 18:
Linea
celular de

osteosarco-

ma SAOS-2
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3.1.2 Reactivos

e El medio Dulbecco modificado por Iscove (IMDM), El medio McCoy 5-alpha modificado, el
medio DMEM, el medio HAMS 12, la penicilina, la estreptomicina, la glutamina, el
bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), el DMSO
(Dimetilsulféxido), el PBS ( Tampdn fosfato salino), la RNAsa (Ribonucleasa A), el yoduro
de propidio (Pl) el epigalo-3-catequingalato, la diosgenina, el acido ascorbico (AA), el B-
glicerolfosfato (BG), el acido picrico en solucién acuosa saturada al 1.3 % , el 5-
Fluorouracilo, la tinciéon Direct red 80 y la hidrocortisona sddica provenian de Sigma-

Aldrich (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. Madrid, Espaiia)

e El acido zoledrdnico procedia de Intatrade Chemical GmbH (Muldestausee, Alemania).

e Elsuero bovino fetal procedia de Gibco (EEUU).

e Eletanoly el formaldehido se obtuvieron de Scharlab (Scharlab S.L; Espafia).

e El kit de apoptosis Cell Death Detection ELISAPLUS, 10X pertenece a Roche (Roche

Diagnostics GmbH; Alemania).

e Laalizarina roja S fue comprada a VWR internacional (Barcelona, Espafia).

Fig. 19: Reactivos
usados en los
experimentos. (A)

B-glicerolfosfato

(B) Acido

ascorbico (C) Azul

tripan (D) DMSO
: w. ' (E) Direct Red 80

(F) Alizarina roja
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3.1.3 Instrumentacion

e Lector de placas de 96 pocillos (Servicio de Cultivo de Tejidos, Servicio de Apoyo a la
investigacion (SAl), Universidad de Murcia) modelo FLUOstar Omega (BMG Lab.
Technologies, USA), que realiza medidas de absorbancia en placas multiples de 96 pocillos,

y que es capaz de medir absorbancia (220-850 nm), fluorescencia y luminiscencia (Fig.20).

Fig. 20: Lector de placas FLUOstar Omega

T —

e Microscopio 6ptico (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAIl, Universidad de Murcia) Nikon
Eclipse TE2000-U (Nikon corp; Japdn) equipado con contraste de fases, objetivos de 4, 10,
20 y 40 aumentos y epifluorescencia. Esta acoplado a un sistema de grabacién de video y
fotografia digital.
Fig. 21: Microscopio Optico Nikon Eclipse TE2000-U
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e Irradiador de rayos X (Servicio de Radioproteccidn y Residuos, SAI, Universidad de Murcia)
de la marca YXLON (YXLON International AS, Dinamarca) de 200 kilovoltios y 4,5
miliamperios, que consta de una unidad control modelo SMART 583 E y un tubo de rayos

X modelo SMART 200 E (Fig. 22).

Fig. 22: Irradiador de Rayos X YXLON

e Citometro de flujo (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAl, Universidad de Murcia) modelo
FACSCaliburTM (Becton Dickinson, EEUU) equipado con laser de argén de 15mW a 488nm
y detectores para fluorescencia a longitudes de onda aproximadas de 530, 585 y 661nm

(Fig. 23)

Fig. 23: Citometro de flujo FACSCaliburTM

Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 70



MATERIAL Y METODOS

e Balanza de precisién (SAl, Servici6 de cultivo de Tejidos) Ohaus Explorer (Ohaus

Corporation; EE.UU). Es capaz de pesar desde 1 miligramo a 220 gramos.

Fig. 24: Balanza de precision Ohaus explorer

3.1.5 Agentes

En nuestros ensayos, hemos usado distintos agentes. Todos ellos fueron disueltos en sus respectivos
vehiculos para hacer soluciones stock de 10 mM y ser congelados en multiples viales a -20°C.
Cuando realizabamos un experimento, descongeldbamos los viales previamente al experimento
para realizar las diluciones necesarias. A las células control (células sin tratamiento alguno) se les

afiadia el vehiculo usado para disolver los agentes.

e Extracto concentrado de epigalcatequin-3-galato (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. Madrid.

Espaia) procedente de Camellia sinensis al > 97%, soluble en DMSO y PBS (Fig. 25).

Fig. 25: Extracto concentrado de EGCG
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e Extracto concentrado de diosgenina (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. Madrid. Espafia) procedente

de Agave Sisalana >93%, soluble en etanol (Fig. 26).

Fig. 26: Extracto concentrado de diosgenina

e Acido Zoledrénico procedente de Intatrade Chemical GmbH (Muldestausee, Alemania), soluble

en PBS (Fig.27)
Fig. 27: Acido Zoledrénico

ShTaTrane
—_—  e— =
ZOLEDRONIC ACID
Intatrade code: 1S03704
CAS: 118072-93-8
Batch no.: 20100121

~ Net weight: 10g
rder no.: by e-mail 09.03.10 \|

5-Fluorouracilo procedente de Sigma-Aldrich (Madrid. Espafia), soluble en DMSO (Fig.28)

Fig. 28: 5-fluorouracilo
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3.2 Métodos

3.2.1 Método de cultivo

El material utilizado era previamente esterilizado y manipulado en condiciones de
esterilidad en cabinas de flujo laminar vertical Cultair modelo ASB Il (Fig. 29). Los cultivos fueron
establecidos a partir de viales criocongelados en nitrégeno liquido. Los viales sufrian una
descongelacion rdpida para evitar el dano producido por el DMSO presente en el medio de
congelacion. Mezclabamos las células recién descongeladas con mdas medio de cultivo en un tubo
de 50 ml para diluir el DMSO y procediamos a centrifugar. Resuspediamos las células en 2 ml de
medio y las contdbamos con azul tripan mediante camaras de recuento automaticas o manuales
para ser sembradas en frascos de 75 cmy 25 cm?, segin la densidad requerida por cada linea celular.

El crecimiento y replicacidn de las células podia ser observado por un microscopio invertido
de contraste de fases. Cada 2-3 dias el medio de cultivo era removido y medio nuevo era afiadido.
Al llegar a una confluencia cercana al 70%, realizabamos el subcultivo de la linea celular. Para ello
afiadiamos al frasco de cultivo 2ml de tripsina con acido etilendiaminotetracético (EDTA),
incubdbamos a 37°C las células durante 5-7 minutos (hasta que se habian despegado del frasco) y
posteriormente anadiamos mds medio para inactivar la tripsina mediante el suero presente en el
medio. Una vez despegadas, recogiamos todo el medio, lo metiamos en un tubo de ensayo y lo

centrifugdbamos a 200 G durante 10 minutos, para poder eliminar el medio y quedarnos con las

células que formaban un sedimento al final del tubo.

Fig. 29: Cabina de flujo laminar vertical Cultair modelo ASB II
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Por ultimo afiadiamos 2 ml de medio en el tubo y resuspendiamos, para finalmente poder

hacer el recuento y sembrar el nimero de células deseadas para cada experimento.

3.2.2 Diseiio del estudio

El manejo de los cultivos y la realizacion de los experimentos fueron hechas por el mismo

investigador en las mismas condiciones.

Antes de realizar los experimentos, congeldbamos varios criotubos de células para hacer
un stock. Una vez descongeladas, les realizdbamos varios subcultivos a las células para que
volvieran a su metabolismo normal antes de hacer experimentos. Por otro lado, hicimos curvas de
crecimiento para saber la concentracion éptima de células que sembrar para los experimentos. Si la
linea superaba un determinado numero de pases indicado por el proveedor, éstas eran desechadas

y se volvia a descongelar otro vial de células de pases anteriores.

Siempre dejdbamos un minimo de 24 horas después de sembrar las células para que éstas
estuvieran adheridas correctamente a la superficie donde habian sido sembradas y recuperaran su

metabolismo normal. Posteriormente se afladian los tratamientos.

La siguiente seccién la vamos a dividir en tres bloques.

Tabla 5: Disefio de los estudios 1,2y 3

OBJETIVOS ESPECIFICOS ‘ LINEA CELULAR VARIABLES DEL ESTUDIO
ESTUDIO 1 Linea PE/CA-PJ15 v" VIABILIDAD
CELULAR
Efecto quimioterapéutico de los agentes v'  APOPTOSIS
antirresortivos CELULAR
e Acido zoledrénico, v" MIGRACION
e Diosgenina CELULAR
e Epigalo-3-catequingalato(EGCG) v' CICLO CELULAR
ESTUDIO 2 Lineas PE/CA-PJ15y v" VIABILIDAD
linea H357. v MIGRACION
Determinaciéon combinacion v" CICLO CELULAR

e 5-Fluorouracilo
e Epigalo-3-catequingalato(EGCG)
e Radioterapia

ESTUDIO 3 Linea celular SAOS-2

VIABILIDAD
MIGRACION,
Analisis de asociacién MINERALIZACION
e Acido zoledrénico DEPOSICION  DE
e Epigalo-3-catequingalato(EGCG) COLAGENO

ANANENEN
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3.2.2.1 ESTUDIO 1: POTENCIAL QUIMIOTERAPEUTICO DEL ACIDO ZOLEDRONICO, DIOSGENINA Y

EGCG SOBRE CELULAS DE CANCER ORAL

En este bloque estudiaremos la accidn del ZA, DG y EGCG sobre la linea de céncer oral

PE/CA-PJ15 midiendo distintos parametros, como la viabilidad, apoptosis, migracion y analisis del

ciclo celular.

Tabla 6: Diseio del estudio 1

OBJETIVOS ESPECIFICOS
ESTUDIO 1

Efecto quimioterapéutico de los agentes
antirresortivos

e Acido zoledrénico,

e Diosgenina

e Epigalo-3-catequingalato(EGCG)

' LINEA CELULAR
Linea PE/CA-PJ15 v

VIABILIDAD CELULAR
v" APOPTOSIS CELULAR
v MIGRACION CELULAR
v CICLO CELULAR

VARIABLES DEL ESTUDIO

Tabla 7: Ensayos realizados en el estudio 1

VIABILIDAD CELULAR

Linea celular

Linea celular PE/CA-PJ15
Dosis EGCG, DGy ZA (5, 25,50 y 100 uM)
Combinacion: 25 uM DG+ 50 uM EGCG
25 uM DG+ZA50 uM
50 uM EGCG +ZA 50 uM
25 uM DG+ 50 uM EGCG+50 uM ZA
Tiempo 24,48 y 72 horas
APOPTOSIS CELULAR ‘
Linea celular PE/CA-PJ15
Dosis EGCGy ZA (50 y 100 uM)
DG (25 y 50 uM)
Tiempo 24,48 y 72 horas
MIGRACION CELULAR ‘

PE/CA-PJ15

Dosis EGCGy ZA (50 y 100 uM)
DG (25 y 50 uM)
Tiempo 4y 8 horas
CICLO CELULAR |
Linea celular PE/CA-PJ15
Dosis EGCGy ZA (25 y 50 uM)
DG (10 y 25 uM)
Tiempo 24 y 48 horas
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Estudio del efecto de ZA, DG y EGCG sobre la viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular hicimos el ensayo de MTT. Lo hacemos usando la técnica
descrita por Carmichael y cols (173) adaptada a las condiciones de nuestro cultivo. Las células fueron
cultivadas a una densidad de 5000 células/pocillo en placas de 96 pocillos. Tras 24 horas, las células
eran tratadas con distintas concentraciones de los agentes (5, 25, 50, 100 uM). Por otro lado hicimos
otro MTT en las mismas condiciones con la combinacidon de los agentes (DG+EGCG, DG+ZA,
EGCG+ZA Y DG+EGCG+ZA) usando las siguientes dosis: DG 25 uM, EGCG y ZA 50 uM. Los

experimentos fueron realizados con un minimo de 6 réplicas

A las 24, 48 y 72 horas después, el medio era sustraido y las células incubadas con MTT
(1mg/ml) durante 4 horas. Entonces el exceso de MTT era eliminado y se afiadia 100 puL de DMSO
para disolver el formazano metabolizado. La densidad 6ptica fue medida usando un

espectrofotometro Multiskan MCC/340P (Labsystems, Helsinki, Finlandia) leyendo a una longitud

de onda de 570 nm y a una longitud de referencia de 690 nm.

Fig. 30: Placas de 96 pocillos con células sembradas para realizar el MTT

Estudio del efecto de ZA, DG y EGCG sobre la apoptosis celular

Cell Death Detection ELISA PLUS kit (Roche diagnostics GmbH; Alemania) fue utilizado para
cuantificar la apoptosis en las células tratadas, siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células
fueron sembradas a una densidad de 5000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos por
cuadriplicado. 24, 48 y 72h después del tratamiento (EGCG y ZA: 50 y 100 uM; DG: 25 y 50 uM), el
extracto del citosol fue transferido a una placa de 96 pocillos cubierta con estreptavidina e incubado
con el anticuerpo correspondiente para la deteccidon apoptética durante 2 horas a temperatura
ambiente. La absorbancia fue medida usando el espectrofotémetro lector de placas Multiskan

MCC/340P a una longitud de onda de 405 nm y otra de referencia a 490 nm.
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Fig. 31 Placas de 96 pocillos con células para cuantificar la apoptosis

Estudio del efecto de ZA, DG y EGCG sobre la migracion celular

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos hasta llegar a la confluencia adecuada
en monocapa. Después se hizo una herida usando una punta de pipeta estéril de 200 ul y el medio
fue removido con las células en suspensidn. Tras esto, afiadimos el nuevo medio con el tratamiento
(EGCG y ZA: 50y 100 uM; DG: 25 y 50 uM). Las imagenes de la migracidn a la herida fueron tomadas
con un microscopio con camara digital acoplada (Nikon Eclipse TE2000-U, Nikon corp., Japan) en el
momento de hacer la herida, a las 4 y 8 horas después. El test se hizo por triplicado en dos ensayos

independientes.

Las distancias de los bordes de la herida se obtuvieron por conteo de pixeles con un minimo
de 10 zonas por herida y seleccionadas de forma aleatoria usando el software de imagen MIP-4 (CID,

Barcelona, Spain) y aplicando la siguiente formula(174):

migracion inicial — migracion final
2

distancia de migracion =
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Fig. 32: Surco producido en la monocapa de células para medir la migracion celular
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Estudio del efecto de ZA, DG y EGCG sobre el ciclo celular

Para estudiar el ciclo celular, tefiimos el ADN celular con yoduro de propidio para poder
observarlas a través de un citémetro de flujo. Doscientas mil células fueron sembradas en frascos
de 25 cm? y tratados con 25 y 50 uM de ZA, 50 y 100 uM de EGCG, 10 y 25 uM de DG por 24 y 48
horas. Entonces, antes de alcanzar el 80% de confluencia, las células eran recolectadas con tripsina
y centrifugadas a 200G durante 10 minutos. Posteriormente fueron fijadas en 70% etanol en PBS a
4° durante 30 minutos. Por ultimo fueron incubadas y tefiidas con RNAsa (100 pg/ml) y yoduro de
propidio (40 pg/ml). Las células tefiidas fueron analizadas con un citdmetro de flujo (BD FACSCalibur
System, CA, USA) registrando mas de 20 000 eventos. Los datos fueron procesados con el software
CELLQUEST y analizados con MODFIT (Becton Dickinson). Las células fueron clasificadas en tres fases
del ciclo celular, GO-G1, G2-M o S. Los experimentos se hicieron por duplicado y se obtuvieron los

valores de la media.

Fig. 33: Andlisis de las distintas fases celulares capturando mas de 20.000 eventos
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3.2.1.2 ESTUDIO 2: EVALUCION DE LA COMBINACION DE 5-FLUOROURACILO CON EGCG Y

RADIOTERAPIA EN LAS LINEAS DE CANCER ORAL PE/CA-PJ15 y H357

En este bloque estudiaremos los efectos de la combinacién de 5-FU con EGCG vy radioterapia sobre

las lineas de cancer oral PE/CA-PJ15 y H357.

Tabla 8: Diseio del estudio 2

OBJETIVO ESPECIFICO

ESTUDIO 2

Determinacidon combinacién
e 5-Fluorouracilo
e Epigalo-3-catequingalato(EGCG)
e Radioterapia

Linea H357.

\ LINEA CELULAR
Lineas PE/CA-PJ15y

\ VARIABLES DEL ESTUDIO
v’ VIABILIDAD
v" MIGRACION
v’ CICLO CELULAR

Tabla 9: Ensayos realizados en el estudio 2

VIABILIDAD

CICLO CELULA

Linea celular PE/CA-PJ15 H357
Dosis 5-FU: 3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100y 5-FU: 3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100y
200 uM 200 uM
EGCG: 100 uM EGCG: 100 uM
Dosis de 0Gy, 2.5Gy, 5Gy 0Gy, 2.5Gy, 5Gy
Irradiacién
Tiempo 48 horas 48 horas
Linea celular PE/CA-PJ15 H357
Dosis 5-FU: 3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100y 5-FU: 3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 y
200 uM 200 uM
EGCG: 100 uM EGCG: 100 uM
Dosis de 0Gy, 2.5Gy, 5Gy 0Gy, 2.5Gy, 5Gy
Irradiacién
Tiempo 5y 10 horas 5y 10 horas

|

Linea celular PE/CA-PJ15 H357
Dosis 5-FU: 3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100y | 5-FU:3.12;6.25; 12.5; 25; 50; 100y
200 uM 200 uM
EGCG: 100 uM EGCG: 100 uM
Dosis de 0Gy, 2.5Gy, 5Gy 0Gy, 2.5Gy, 5Gy
Irradiacion
Tiempo 48 horas 48 horas
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Ensayo de los Efectos de la radiacién, 5-FU y EGCG sobre la viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular hicimos el ensayo de MTT. Lo hacemos usando la técnica
descrita por Carmichael y cols (173) adaptada a las condiciones de nuestro cultivo. 3,200 (H357) y
5000 (PE/CA-PJ15) células fueron sembradas por pocillo en placas de 96 pocillos. Tras 24 horas de
incubacioén, irradidbamos las células con distintas dosis (0, 2.5y 5 Gy) y 30 min después eran tratadas
con distintas concentraciones (3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 y 200 uM) de 5-FU sélo o en
combinacion con 100 uM de EGCG. 48 horas después, el medio fue eliminado y las células incubadas
con MTT (1mg/ml) durante 4 horas. A continuacion se retiraba el MTT no metabolizado y se afiadia
100 pL de DMSO para disolver el formazano. Por ultimo, procediamos a la lectura de la placa usando
el espectrofotémetro Multiskan MCC/340P, midiendo con una longitud de onda de 570 nm y una
longitud de onda de referencia de 690nm. El ensayo se hizo por triplicado con 4 réplicas de cada

muestra.
Ensayo del efecto de la radiaciéon, 5-FU y EGCG sobre la migracién celular

Las células fueron sembradas hasta formar una monocapa en placas de 6 pocillos. Tras esto,
procediamos a irradiar las células (0, 2.5 y 5 Gy) y 30 min después, haciamos una herida con una
punta estéril de pipeta de 200 pl, eliminando el medio con las células en suspensidn y afiadiendo
nuevo medio con 25 y 50 uM de 5-FU sélo o en combinacién con 100 uM de EGCG. La distancia
entre los extremos de la herida fue medida a las 0, 5 y 10 horas tras la realizacién de la herida,
usando una camara digital adherida a un microscopio (Nikon Eclipse TE2000-U, Nikon corp., Japan).
Las distancia de migracion de las células fue calculadas mediante el conteo de pixeles usando el
software NIH Image J (National Institutes of Health, Bethesda, USA), usando la férmula de Valstery

cols (174). El ensayo fue realizado en dos experimentos independientes con tres repeticiones.
Ensayo del efecto de la radiacion, 5-FU y EGCG sobre el ciclo celular

Para estudiar el ciclo celular, tefiimos el ADN celular con yoduro de propidio para poder
observarlas a través de un citdmetro de flujo. Se sembraron 200 000 células en placas de 6 pocillos
y tras 24 horas de incubacidn, se irradiaban las células (0, 2.5 y 5 Gy) y se afiadia 25 y 50 uM de 5-
FU sélo o en combinacién con 100 uM de EGCG. 48 horas después, las células eran despegadas con
tripsina y fijadas en etanol con PBS al 70%. Por ultimo, eran incubadas con ioduro de propidio (40
pg/ml) y RNAsa (100 pg/ml). Las células tefidas fueron analizadas con un citémetro de flujo (BD
FACSCalibur System, CA, USA), registrando mas de 20.000 eventos. El procesamiento de los datos
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se hizo mediante el software cellquest (BD Biosciences, San José, Ca, USA) y el andlisis de las fases
celulares mediante el software modfit (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Las células se

clasificaron en tres fases del ciclo celular: GO-G1, G2-M o S. El ensayo fue realizado por duplicado.

3.2.1.3. ESTUDIO 3: EFECTOS DEL ACIDO ZOLEDRONICO SOLO O EN COMBINACION CON EGCG

SOBRE LAS CELULAS CON FENOTIPO DE OSTEOBLASTO SAQS-2

En este bloque evaluaremos los efectos del acido zoledrdnico sélo y en combinacion con

EGCG sobre la linea de fenotipo de osteoblasto SAOS-2

Tabla 10: Disefio del estudio 3

OBIJETIVO ESPECIFICO ‘ LINEA CELULAR VARIABLES DEL ESTUDIO ‘
ESTUDIO 3 Linea celular SAOS-2 v" VIABILIDAD
v MIGRACION
Analisis de asociacién v" MINERALIZACION
e Acido zoledrénico v DEPOSICION DE
e Epigalo-3-catequingalato(EGCG) COLAGENO

Tabla 11: Ensayos realizados en el estudio 3

VIABILIDAD
Linea celular SAOS-2

Dosis EGCG (0.01;0.1; 1; 5y 10 uM)

ZA (0.01;0.1; 1; 5y 10 uM)
ZA (0.01;0.1; 1; 5y 10 uM) + 10 pM EGCG

Tiempo 72 horas
Linea celular SAQS-2
Dosis ZA (0.1; 1y 5 uM)
ZA(0.1; 1y 5 uM) + 10 uM EGCG
Tiempo 7 y 14 dias
Linea celular SAQS-2
Dosis ZA (0.1; 1y 5 uM)
ZA(0.1; 1y 5 uM) + 10 uM EGCG
Tiempo 7 y 14 dias
Linea celular SAOS-2
Dosis ZA(0.1; 1y 5 uM)
ZA(0.1; 1y 5 uM) + 10 uM EGCG
Tiempo 6y 24 horas
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Estudio del efecto de ZA, EGCG y ZA+EGCG sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular fue medida usando el ensayo de MTT, como fue descrito por Carmichael y cols
(173) adaptado a las condiciones de nuestro cultivo de estudio. Se sembraron 5000 células/pocillo
en placas de 96 pocillos. Tras 24 horas de incubacidn, las células fueron tratadas con 0,01; 0,1; 1; 5
y 10 uM de ZA y EGCG y la combinacién de ZA y 10 uM EGCG. 72 horas después, se eliminaba el
medio y las células eran incubadas con MTT (1mg/ml) durante 4 horas. El formazano fue disuelto en
100 pL de DMSO y medido a una longitud de onda de 570 nm y a una longitud de referencia de 690

nm mediante el espectrofotometro Multiskan MCC/340P. El experimento se hizo por triplicado.
Estudio del efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la mineralizacién

Las células fueron sembradas a una densidad de 25 x 103 células/cm? en placas de 24 pocillos
con medio de crecimiento durante 3 dias hasta alcanzar confluencia aproximada del 95%. Entonces
cambiamos el medio de crecimiento por el medio osteogénico (OM) , que consiste en suplementar
el medio de crecimiento con 7,5 mM de B-glicerolfosfato y 50 pg/ml de acido ascérbico para inducir
la mineralizacién de las células (175) . Simultdneamente, afadiamos distintas dosis de ZA en
solitario y en combinacion con EGCG disuelto en el medio osteogénico, mientras que el control era
tratado con medio osteogénico Unicamente. Las dosis usadas fueron 0.1, 1y 5 uM de ZA y esas dosis
de ZA en combinacién con 10 uM de EGCG. Cada 3-4 dias el medio era removido y se afiadia medio

osteogénico nuevo con los tratamientos.

7 y 14 dias después, las células eran fijadas y tefidas con Alizarina roja. Para ello,
eliminabamos el medio y lavdbamos las células tres veces con PBS. Luego afiadiamos formaldehido
al 4% y lo dejadbamos a temperatura ambiente durante 15 minutos para que se fijaran las células.
Después de que estuvieran fijadas, lavabamos nuevamente las células 3 veces con agua destilada y
afiadiamos 1 ml de alizarina roja 40 mM con un pH entre 4.1-4.3, dejandolo incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente con agitacidn suave. Tras esto, elimindbamos la tincidon que no
habia sido fijada y lavdbamos las células 3 veces con agua destilada, tomdbamos fotos y

congelabamos la placa a -20°C hasta la cuantificacion.

La cuantificacién se hizo mediante la extracciéon con 4cido acético como describié Gregory
y cols (176) adaptado a nuestras condiciones. Afladimos 200 uL de 10% acido acético e incubamos
en agitacion durante 30 min. Luego calentamos la solucidn durante 10 min a 85°Cy dejamos enfriar
en hielo, para posteriormente centrifugarlo a 20,000 g durante 15 min. El sobrenadante fue
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transportado a otro tubo y se le afiadié 10% de Hidréxido de amonio para ajustar el pH a 4.2. Luego
se paso 50 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos para leer la absorbancia a 405 nm en el lector de

placas Multiskan MCC/340P. El experimento fue realizado por triplicado.

Fig. 34: Imagen 10X de las nédulos de calcio tefiidos con Alizarina Roja

Estudio del efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la deposicion de colageno

El coldgeno producido por los osteoblastos fue cuantificado usando la tincion de Sirius Red
adaptada a nuestras condiciones de estudio (177). Las células fueron sembradas a una densidad de
25 x 102 células/cm? en placas de 96 pocillos con medio de crecimiento durante 3 dias. Al tercer dia
afiadiamos el medio osteogénico con los tratamientos (0.1, 1y 5 uM de ZA y esas mismas dosis de
ZA en combinaciéon con 10 uM de EGCG). El medio era renovado junto con los tratamientos cada 3-
4 dias y el dia 7 y 14, las células eran lavadas en PBS y puestas a secar durante la noche a 37°C. Al
dia siguiente afladiamos 100 pL de la tincidn de Sirius Red (Direct Red 80 disuelto al 0.1% en acido
picrico saturado) y lo poniamos en agitacion suave durante una hora a temperatura ambiente.
Luego lavamos con 10 mM HCL tres veces para eliminar todo el resto de la tincién no fijada. Para
cuantificarlo, disolvemos la tincién en 0.2 ml de 0.1N NaOH en agitacién y medimos la absorbancia

a 540 nM. El experimento fue realizado por triplicado.
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Fig. 35: Imagen 10X de las tincion de Sirius Red sobre células SAOS-2

Estudio del efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la migracion celular

Las células fueron sembradas en placas de seis pocillos hasta obtener una monocapa. Luego,
se hicieron heridas con la punta estéril de una pipeta de 200 pul y se eliminé el medio. Nuevo medio
fue afiadido con el tratamiento (0.1, 1y 5 uM de ZA y esas dosis de ZA en combinacién con 10 uM
de EGCG). La migracion de las células a la herida fue fotografiada a las 6 y 24 horas tras la herida,
usando un microscopio invertido con camara digital (Nikon Eclipse TE2000-U, Nikon corp., Japan).
La distancia entre los bordes fue medido mediante conteo de pixeles con el software NIH Image J
(National Institutes of Health, USA, Bethesda) y aplicando la férmula de Valster y cols (174). El

experimento fue realizado por triplicado.

3.2.1.4 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis fueron realizados mediante el software SPSS V.20 (SPSS Inc., Chicago, IL
USA). Para el andlisis comparativo de las variables se considerd que la hipdtesis nula (existencia de
una relacién de independencia entre las variables) se deberia rechazar (cuando esta se rechaza, se
considera que la relacién entre las variables es de dependencia) cuando la probabilidad minima de
rechazo (p-valor) no sea superior al nivel critico estandar de 0.05. Para ello, se han realizado los

siguientes contrastes para el estudio de las asociaciones entre las variables cuantitativas continuas:

-Test «t de Student»: Los datos cuantitativos fueron analizados con el test «t de Student» para
comparar dos medias (de muestras independientes), cuando eran dos las variables que se

comparaban.
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-Test «kANOVA» de un factor: Para comparar tres o mas medias (de muestras independientes),

cuando eran tres o mas las variables que se comparaban.

-Prueba de Levene: para evaluar la igualdad de las varianzas para una variable calculada para dos o

Mas grupos.

Los resultados estdn expresados como media + desviacién estandar, con significancia estadistica

indicada cuando p < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS ESTUDIO 1: POTENCIAL QUIMIOTERAPEUTICO DEL ACIDO ZOLEDRONICO,

DIOSGENINA Y EGCG SOBRE CELULAS DE CANCER ORAL.

4.1.1 Efecto de EGCG, DG y ZA en la viabilidad celular de PE/CA-PJ15

El tratamiento de la linea celular PE/CA-PJ15 con EGCG, DG y ZA con distintas dosis (5, 25,50
y 100 uM) durante 24, 48 y 72 horas provocé diferentes efectos sobre la viabilidad de las células

estudiadas.
e Acido Zoledrénico

La accion del ZA fue tiempo-dependiente, pero no dosis-dependiente hasta las 72 horas (Fig.
36). A las 24 horas se puede observar que hay una pequefia disminucidn de la proliferacién celular,

siendo la mas pronunciada y significativa a 5 uM (p<0.001).

A las 48 horas podemos observar como empieza a hacerse visible con mayor efectividad los
efectos citotdxicos del ZA. Aun sin actuar de forma dosis-dependiente, reduce de manera

significativa la proliferacion celular a 50 y 100 uM (p<0.01 y p<0.001, respectivamente)

A las 72 horas los efectos del ZA causan una notable disminucién de la viabilidad celular, de
manera dosis-dependiente. La dosis mas potente fue la de 100 uM, reduciendo la viabilidad celular

respecto al control en un 4.17% de manera significativa (p<0.001) (tabla 12)

Fig. 36: Efectos de ZA a 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular de las células PE/CA-

PJ15. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control, teniendo el

control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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Tabla 12: Efectos de ZA a 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular de las células
PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,

teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control

24 H 48 H 72 H
5uM 80,59+7,66*** 58,96+19,67 41,17+15,49***
25 uM 87,08+15,83 63,71+19,97 22,9242,91***
50 uM 97,81+11,78 71,56x12,26** 10,19+1,82***

100 uM 93,40+18,30 68,331+4,45*** 4,1740,52***

e Diosgenina

Diosgenina presenta una accion dosis-dependiente a todos los tiempos (Fig. 37). A las 24
horas, causa una gran y significativa reduccién de la proliferacién siendo 50 y 100 uM las dosis mds
efectivas (p<0.001). La concentracion de 5 UM, como observamos también en el resto de los tiempos,
produce el efecto contrario, aumentando la proliferacién de la linea celular y especialmente

significativa a las 24 horas (p<0.01)

A las 48 horas, vemos como la viabilidad disminuye de forma pronunciada vy significativa a

excepcion de 25, 50 y 100 uM (p<0.001), siendo 100 uM la mas efectiva de las tres sustancias.

Alas 72 horas, podemos observar de nuevo como la dosis de 25 UM y superiores son capaces
de reducir la proliferacién de manera significativa (p<0.001) y especialmente 100 uM, reduciendo la

proliferacién y quedando solo un 1.70 % de células viables respecto al control (p<0.001) (tabla 13).
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Fig. 37: Efectos de DG a 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular de las células
PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,

teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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Tabla 13: Efectos de DG a 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular de las células
PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,

teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control

24 H 72 H
5 uM 144,46+27,68** 106,59+16,08 140,59+0,86
25 uM 78,89+22,81* 25,77+11,07*** 17,66+5,56%**
50 pM 23,07+9,86*** 8,8042,61%** 4,62+1,03***
100 uM 9,96+2,53*** 3,82+1,26%** 1,70%0,77***
e EGCG

Como se puede observar a primera vista, EGCG parece aumentar la proliferacién a la
mayoria de tiempos y dosis (Figura 38). Alas 24 horas se da el mayor incremento respecto al control

a 50y 100 uM (p<0.001), siendo todas las dosis por encima del control.

A las 48 horas, la dosis de 5 uM reduce la proliferacién celular pero sin ser estadisticamente
significativo. El resto de dosis siguen aumentando la proliferacién celular, siendo 50 uM la dosis que

mas la aumenta de forma significativa (p<0.001).
|
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A las 72 horas, podemos observar como la proliferacidon es un poco mas baja que al resto

de tiempos pero aun con valores similares al control, siendo significativos a 50 y 100 uM (p<0.05).

Fig.38: Efectos de EGCG a 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular de las células

PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,

teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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Tabla 14: Efectos de EGCG a 24, 48 y 72 horas sobre la viabilidad celular de las células

PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,

teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control

24 48 72
5pum 120,44+9,32** 95,37+13,37 110,99+11,75
25 uM 119,91+19,82* 122,69+13,66** 99,06+6,21
50 pMm 131,81+13,05*** 128,26+11,06*** 107,12+7,42*
100 pM 137,79+10,83*** 119,21+9,66** 109,83+7,29*

e Combinacion de los agentes

Se combinaron los distintos agentes (DG 25 uM, EGCG y ZA 50 uM) para observar el efecto

sobre la proliferacién celular a las 24, 48 y 72 horas de exposicién (Fig. 39).
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A las 24 horas, se puede observar como todas las sustancias reducen la viabilidad celular,
siendo la combinacién de DG+ZA la disminucidn mas pronunciada y significativa (p<0.001) seguida

de cerca por la combinacién de DG+EGCG+ZA (p<0.001)

Alas 48 horas, podemos observar como las combinaciones de DG+ZA y DG+EGCG+ZA siguen

siendo las mas efectivas (p<0.001), obteniendo unos resultados muy parejos.

Alas 72 horas, todas las combinaciones parecen reducir la viabilidad de manera significativa,

siendo la combinaciéon de DG+ZA |a mas potente de las cuatro (p<0.001).

Fig.39: Efectos de la combinacion de ZA, DG y EGCG (E) a 24,48y 72 horas sobre la

viabilidad celular de las células PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como

porcentaje respecto al control, teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01,

***p < 0.001 vs. Control
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Tabla 15: Efectos de la combinacion de ZA, DG y EGCG (E) a 24, 48 y 72 horas sobre la
viabilidad celular de las células PE/CA-PJ15. Los resultados estan expresados como

porcentaje respecto al control, teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01,

***p < 0.001 vs. Control

24 H 48 H 72 H
DG+E 73,13£10,53** 79,97+25,67 27,16,64***
DG+ZA 51,94+11,27*** 28,10+1,56*** 4,66+0,18***
E+ZA 93,41+11,01 53,46+2,08%** 11,71+0,72%**
DG+E+ZA 61,9144, 14%** 30,65+1,63*** 7,02£0,34***
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4.1.2 Efectos de EGCG, DG y ZA en la apoptosis celular de PE/CA-PJ15

Los diferentes tratamientos tuvieron distintos efectos sobre la apoptosis celular de la linea
de carcinoma oral PE/CA. Las dosis usadas fueron, DG (25 y 50 uM), ZA (50 y 100 uM) y EGCG (50 y

100 uM) y fueron expuestas durante 24, 48 y 72 horas (Fig.40).

A Las 24 horas podemos observar como las dosis que mas aumentan la apoptosis son 25y
50 uM de Diosgenina (p<0.05). 50 uM de EGCG muestra un valor inferior al control, mientras que
100 uM un valor ligeramente superior, aunque ninguno de ellos muestra significancia. Sin ser

estadisticamente significativo, ZA muestra unos valores ligeramente superiores al control

A 48 horas podemos observar como la sustancia que produce mayor apoptosis celular es el
ZA, siendo 100 uM la que mayor valor da (p<0.01). EGCG tiene unos valores por debajo del control

y DG es superior al control, siendo significativa a 25 uM (p<0.05)

A las 72 horas, podemos ver como EGCG sigue siendo inferior al control y de manera
significativa para ambas dosis (p<0.01). DG es superior al control, siendo 50 uM significativa
respecto al control (p<0.05). Con una gran diferencia, ZA es el mayor estimulador de apoptosis de

las tres sustancias, siendo 100 uM la dosis mas efectiva (p<0.01).

Fig.40: Efectos de las distintas concentraciones de ZA, DG y EGCG (E) sobre la apoptosis

en la linea celular PE/CA-PJ15 tras 24, 48 y 72 horas de exposicién. *P < 0.05, **P < 0.01,

***p < 0.001 vs. Control
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Tabla 16: Efectos de las distintas concentraciones de ZA, DG y EGCG (E) sobre la apoptosis
en la linea celular PE/CA-PJ15 tras 24, 48 y 72 horas de exposiciéon. *P < 0.05, **P < 0.01,

***p < 0.001 vs. Control

24H 48 H 72 H

Control 0,1040+0,0580 0,1250+0,0891 0,5290+0,3090
E 50 uM 0,0743+0,0354 0,0676+0,0569 0,1710+0,0535**
E 100 pM 0,1233+0,0638 0,1005+0,0329 0,2303+0,0952**

DG 25 uM 0,2835+0,0911* 0,3675+0,1337* 0,7478+0,1963
DG 50 uMm 0,7943+£0,2442* 0,4075%0,2412 0,8685+0,1850*
ZA 50 pM 0,1888+0,0884 1,1750+0,1049*** 2,3350+0,4944**
ZA 100 pM 0,1740£0,0948 1,6070+0,2356** 2,4825+0,7053**

4.1.3 Efectos de EGCG, DG y ZA sobre la migracién celular de PE/CA-PJ15

Los tratamientos modificaron la migracidn celular de las células. Las dosis usadas fueron,
DG (25 y 50 uM), ZA (50 y 100 uM) y EGCG (50 y 100 uM) y las medidas fueron tomadasalas 0,4y

8 horas después de la herida.

A las 4 horas de exposicidn al agente se puede observar como todas las dosis a excepcién
de EGCG 50 uM reducen la migracidn respecto al control, aunque no todas de forma significativa
(Fig. 41). Las dosis que consiguen reducir de forma mas efectiva la migracién son 50 y 100 uM de ZA,

siendo sélo la primera de éstas de manera significativa (p<0.01) y 50 pM de DG (p<0.01).

A las 8 horas de exposicién podemos observar un patrdén parecido al anterior. Vemos como
25 uM de DG es superior al control, mientras que 50 uM es inferior y de manera significativa
(p<0.001). Por otro lado, con EGCG ocurre algo parecido, mientras que el resultado de la dosis de
50 uM es parecido al control, a 100 uM consigue reducir la migracién de forma significativa (p<0.05).
Tanto 50 uM como 100 uM ZA consiguen reducir la migracion de forma significativa (p<0.01). 25 uM

DG fue la Unica dosis que migrd una distancia total superior a la del control.
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Fig.41: Efectos de EGCG (E), DG y ZA sobre la migracion celular de PE/CA-PJ15alas 4y 8

horas. Los resultados estan expresados como distancia migrada por las células en

micrémetros. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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Tabla 17: Efectos de EGCG (E), DG y ZA sobre la migracion celular de PE/CA-PJ15alas 4y

8 horas. Los resultados estan expresados como distancia migrada por las células en

micréometros. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control

CONTROL 91,81+28,30 63,03£12,17
DG 25 pM 88,90+1 93,91+3,88
DG 50 uM 45,60+11,61** 51,1816,62***
E 50 uM 93,91+17,81 59,441+30,57
E 100 uM 51,18+13,52 32,57+3,84**
ZA 50 uM 36,05+46,69* 35,77+48,30**
ZA 100 pM 44,75+10,02 24,86+6,15**
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Fig.42: Imagenes de la migracion celular de las células tratadas con EGCG (E), DG y ZA a las

4y 8 horas.
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4.1.4 Efectos de EGCG, DG y ZA sobre el ciclo celular de PE/CA-PJ15:

La exposicidon de las células a distintas concentraciones de los agentes durante 24 y 48 horas
causo alteraciones del ciclo celular, produciendo distintos efectos dependiendo de los agentes. En
cuanto al control, podemos observar cdmo a las 24 horas, la fase GO/G1 y S tienen una distribucidn
parecida, mientras que la fase G2/M es menor que ambas (Fig. 43). A las 48 horas vemos como se
produce un aumento de la fase GO/G1 en detrimento de la fase S y G2/M. Las dosis usadas fueron

DG 10y 25 uM, EGCG 50y 100 uM y ZA 25 y 50 uM.

e 24 horas:

Tras las primeras 24 horas de exposicidn, se puede observar como a 25 uM de DG se puede
observar un pequefio aumento de la fase G2/M (p<0.05) y de la fase GO/G1 en detrimento de la fase
S. En cuanto a EGCG, se puede observar cédmo va aumentando ligeramente la fase G1/GO, en
detrimento de la fase S, que a 50 uM se ve significativamente reducida (p<0.05). ZA produce una
acumulacidn en la fase S a expensas de las otras fases, que se hace particularmente significativa a

100 uM en todas las partes del ciclo (p<0.05)
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Fig.43: Efectos ZA, DG y EGCG (E) sobre el ciclo celular de PE/CA-PJ15 a las 24 horas. Las

células fueron clasificadas en tres fases. G0O/G1, G2/M y S. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001 vs. Control.
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Tabla 18: Efectos ZA, DG y EGCG (E) sobre el ciclo celular de PE/CA-PJ15 a las 24 horas. Las

células fueron clasificadas en tres fases. G0O/G1, G2/M y S. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001 vs. Control.

CONTROL 37,1510,01 20,22+0,87 42,64+0,86
DG 10 pM 38,16+0,69 21,24+1,00 40,60+1,70
DG 25 pM 43,12+4,16 22,69+0,13* 34,20+4,02
E 50 uM 39,89+1,65 21,07+1,85 39,05+0,19*
E 100 uM 43,85%2,79 19,98+3,65 36,18+6,44
ZA 25 uM 28,25+2,04 9,8913,26 61,86%5,30
ZA 50 uM 27,78+0,71* 8,74+0,89* 63,49+1,61*

e 48 horas

Tras 48 horas de exposicién se puede observar cémo se acentlan los efectos vistos
anteriormente. DG, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas, aumenta la fase G2/M

respecto al control a expensas de la fase S. EGCG secuestra el ciclo celular en la fase GO/G1,
|
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aumentandola de forma significativa a 100 uM (p<0.05). ZA sigue prolongando el ciclo celular en
fase S a expensas de las otras fases, siendo ésta diferencia significativa en todas las fases a 100 uM

(p<0.05)

Fig.44: Efectos ZA, DG y EGCG (E) sobre el ciclo celular de PE/CA-PJ15 a las 48 horas. Las

células fueron clasificadas en tres fases. G0/G1, G2/M y S. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001 vs. Control.
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Tabla 19: Efectos ZA, DG y EGCG (E) sobre el ciclo celular de PE/CA-PJ15 a las 48 horas. Las

células fueron clasificadas en tres fases. G0/G1, G2/M y S. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001 vs. Control.

T‘ GO0-G1 G2-M s
CONTROL 49,78+2,54 13,54+2,38 36,69+0,17
DG 10 uM 47,31+1,12 17,18+2,35 35,51+1,22
DG 25 pM 48,70+3,73 20,41+3,08 30,89+0,65

E 50 uM 59,19+1,64 16,67+2,52 24,14+4,15
E 100 uM 68,19+0,46* 12,43+1,58 19,39+1,13
ZA 25 uM 31,5540,73* 7,66+3,24 60,80+2,51
ZA 50 uM 31,26+1,75* 4,95+0,01* 63,79+1,76*
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Tabla 20: Resumen de los resultados del estudio 1

ESTUDIO 1
VIABILIDAD ZA Reduce la viabilidad, mostrando su mayor efecto a
las 72 horas
DG Todas las dosis salvo 5 uM reducen la viabilidad. Fue
el mas citotoxico
EGCG No reduce la viabilidad
COMBINACION | Todas las dosis reducen la viabilidad, siendo DG+ZA
la combinacion mas efectiva
APOPTOSIS ZA Es el que mas aumenta la apoptosis, mostrando su
mayor efecto a las 72 horas
DG Aumenta la apoptosis
EGCG No aumenta la apoptosis
MIGRACION ZA 25 y 50 uM reducen la migracion celular
DG 50 uM reduce la migracion celular
EGCG 100 uM reduce la migracion celular
CiCLO ZA Prolonga el ciclo en la fase S
CELULAR DG Aumenta la fase G2/M en detrimento de la fase S
EGCG Produce secuestro del ciclo celular en la fase GO/G1
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4.2 RESULTADOS ESTUDIO 2: EVALUCION DE LA COMBINACION DE 5-FLUOROURACILO CON

EGCG Y RADIOTERAPIA EN LAS LINEAS DE CANCER ORAL PE/CA-PJ15 y H357

4.2.1 Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG sobre la viabilidad celular

Las distintas dosis de 5-FU (3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 y 200 uM) sélo o en combinacion
con 100 uM EGCG junto con las dosis de radiacion (0, 2.5 y 5 Gy) durante 48 horas modificaron la

viabilidad celular de las dos lineas estudiadas
e H357

La mayoria de las dosis de 5-FU sélo y en combinacidn con 100 uM EGCG consiguieron
reducir la viabilidad celular respecto al control en ambas lineas celulares (Fig. 45) En cuanto a la
linea H357, podemos observar como a mayor radiacion, se produce un menor descenso de la
viabilidad por parte del 5-FU y 5-FU+E, siendo 5 Gy donde menos se reduce la viabilidad respecto
al control. A partir de 2.5 Gy, la adicion de EGCG a 5-FU produce menor sinergia, por lo que la
adiccién de EGCG no supone una diferencia significativa respecto a la no adicién de la misma. Por el
contrario, es a 0 Gy cuando se produce el mayor descenso de la viabilidad respecto al control, con
la dosis de 200 uM 5-FU+E (p<0.001) y donde mas contraste hay entre el 5-FU y 5-FU+E, en las dosis
de 3.12,12.5, 100 y 200 uM (p<0.05).

Tabla 21: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre la viabilidad celular en la linea
H357. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control, teniendo el

control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control

0 Gy 2.5 Gy 5 Gy

3,12 uM 96,49+15,05 91,64+12,77 99,10+17,65

3,12+E pM 75,91+12,50** 67,85+8,28*** 93,14+13,34
6,25 uM 70,50+15,90** 70,04+15,94** 80,23+10,98**

6,25+E pM 55,12413,98*** 66,88+9,86*** 90,75+16,36
12,5 uM 68,76+11,32%** 65,024+15,22%** 77,5816,40***

12,5+E pM 51,08+15,18*** 60,5545,18*** 74,82+12,35

25 uM 56,3746,32%** 59,37+14,65%** 84,72+15,26
25+E pM 45,97+10,61*** 59,434+11,35%** 67,88+12,61**
50 uM 52,324+12,91 *** 53,81+8,06%** 74,27+14,04**
50+E pM 42,531+12,43%** 56,0146,27%** 69,40+12,36**
100 pMm 51,86+4,85%** 51,1048,38*** 65,5315,04***
100+E pM 41,36+8,16*** 48,25+7,99*** 58,24+4,23***
200 uM 44,87+5,38*** 44,64+14,47*** 48,83+6,76***
200+E pMm 35,4148,05%** 45,38+6,36*** 47,17+6,63***
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Fig.45: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre la viabilidad celular a las 48 horas en la
linea H357. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control, teniendo el
control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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Respecto a la linea PE/CA (Fig. 46), es a 2.5 Gy cuando mas diferencias hay entre 5-FU y 5-

FU+E, en las dosis de 6.25 pM (p<0.05), 12.5 uM (p<0.05), 25 uM (p<0.001), 50 uM (p<0.001), 100

MM (p<0.001) y 200 uM (p<0.01). Sin embargo, A 5 Gy la adicién de EGCG tiene menor efecto,

habiendo diferencias significativas en las dosis de 25-200 uM de 5-FU+E entre las 3 dosis de

radiacidn (p<0.05), incrementando los valores de la viabilidad con el aumento de la radiacion. A 0

Gy es cuando los valores de la viabilidad celular estdan mas bajos, pero salvo en las dos dosis mas

altas de 5-FU, no hay diferencia significativa entre la adicién o no de EGCG.

La dosis que mas

consiguid disminuir la viabilidad fue 200 uM 5-FU+E (p<0.001) a 0 Gy.
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Tabla 22: Efectos de la radiacién, 5-FU y EGCG (E) sobre la viabilidad celular a las 48 horas en

la linea PE/CA. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,

teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control

0 Gy 2.5 Gy 5 Gy

3,12 uM 94,44+7,63 97,46+11,01 92,77%6,90

3,12+E pM 89,54+10,00 86,64+12,74* 89,79+11,31
6,25 uM 59,61+4,51%** 67,08+3,76*** 61,94+2,65***
6,25+E pM 56,80+7,30%** 60,7715,17*** 67,4316,43***
12,5 uM 53,70+0,91%** 58,77+5,33** 56,94+0,82%**
12,5+E uM 52,82+11,50*** 49,80+8,26*** 56,14+4,10***
25 UM 52,14+45,49*** 54,26+2,86*** 54,56+2,58%**
25+E pM 49,948,88*** 36,14+3,74%* 51,63+6,91***
50 uM 50,35+3,64%** 53,00+2,24*** 52,1143,12%**
50+E pMm 45,52+6,45*** 35,00+6,83*** 48,78+5,49%**
100 pm 46,27+4,72%** 50,35+3,42*** 49,51+1,78***
100+E pM 38,5245,24%** 34,82+3,21 *¥** 46,943,84***
200 uM 44,18+4,04%** 48,68t6,24*** 45,27+1,47***
200+E uMm 29,5545,63*** 34,7945,60*** 39,0615,06***

Fig.46: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre la viabilidad celular a las 48 horas en
la linea PE/CA. Los resultados estan expresados como porcentaje respecto al control,
teniendo el control el valor del 100%.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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4.2.2. Efectos de la radiacién, 5-FU y EGCG sobre la migracién celular

Las distintas dosis de 5-FU (3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 y 200 uM) sdélo o en combinacion
con 100 uM EGCG junto con las dosis de radiacion (0, 2.5 y 5 Gy) durante 48 horas redujeron la

migracion celular de las dos lineas celulares estudiadas.

e H357

En la linea celular H357, tanto el 5-FU como 5-FU+E consiguen reducir la migracién celular
respecto al control (Fig. 47). Podemos ver un patron en el a que al afiadir 5-FU se reduce la migracion
celular y la adicién de EGCG aumenta el efecto del 5-FU. Las diferencias entre 5-FU y 5-FU+E son
significativas a 0y 2.5 Gy, por lo que al aifiadir 100 uM EGCG hay una disminucidn significativa de la
migracion respecto a los grupos de 5-FU sélo. A 5 Gy, la eficacia del EGCG disminuye y las diferencias
entre la misma dosis con y sin EGCG se reducen. Esto lo podemos observar viendo como las
distancias de migracion entre las mismas dosis de 5-FU+E son superiores con el aumento de la
radiacidn, siendo significativo en 50 uM 5-FU+E (p<0.001). Las dosis que mas reducen la migracion

estan en 0 Gy, siendo 50 uM 5-FU+E a las 10 horas en la linea H357 (p<0.001).

Fig.47: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre la migracion celularalas 5y 10
horas de la linea H357. Los resultados estan expresados como distancia migrada por las

células en micrometros. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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e PE/CA

En la linea PE/CA, ambos 5-FU y 5-FU+E consiguen reducir la migracion celular respecto al
control (Fig. 48). Los resultados son similares a la linea H357. El 5-FU reduce la migracion celular y
al afadir EGCG se ve aumentado este efecto. Las mayores diferencias respecto al control y a la
misma dosis con EGCG se encuentrana 0y 2.5 Gy. En 5 Gy se reduce la efectividad de EGCG. A esta
dosis de radiacion, siguen habiendo diferencias significativas entre la adicién o no de EGCG, aunque
menores que a dosis mas bajas de radiacién. Esto lo podemos observar viendo como las distancias
de migracidn entre las mismas dosis de 5-FU+E varian con las distintas dosis de radiacién, a ambos
tiempos, en 25-FU+E y 50-FU+E (p<0.01). Las dosis que mas reducen la migracion se encuentran en

0 Gy, siendo 50 uM 5-FU+E a las 5 horas en la linea PE/CA (p<0.001).

Fig.48: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre la migracion celular alas 5y 10

horas de la linea PE/CA. Los resultados estan expresados como distancia migrada por las
células en micrometros. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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4.2.2. Efectos de la radiacidn, 5-FU y EGCG sobre el ciclo celular

Las distintas dosis de 5-FU (3.12; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 y 200 uM) sdélo o en combinacion
con 100 uM EGCG junto con las dosis de radiacién (0, 2.5 y 5 Gy) durante 48 modificaron el ciclo

celular.
e H357

En la linea H357 (Fig. 49), la adicién de 5-FU y 5-FU+E disminuyé la fase GO/G1 respecto al
control en todas las radiaciones. La fase G2/M aumentd6 con la adicién de EGCG y a su vez se
incrementaba con el aumento de la radiacion. Por ultimo, el 5-FU incrementd el nimero de células
en la fase S. La mayoria de células en todos los experimentos realizados se encuentran en esta fase.
Los mayores contrastes entre 5-FU y 5-FU+E se vieron a 2.5 Gy, en las dosis de 25 uM en las fases

G2/My S (p<0.01) y 50 uM en la fase GO/G1y S (p<0.05) y en la G2/M (p<0.01)

Fig.49: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre el ciclo celular tras 48 horas de
exposicion en la linea H357. Las células fueron clasificadas en tres fases. G0/G1, G2/My S.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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e PE/CA

En la Linea PE/CA (Fig. 50), mientras que 5-FU aumentaba la fase GO/G1, 5-FU+E disminuia
el nimero de células en esta fase. En la fase G2/M ocurre algo similar, 5-FU disminuye la fase y 5-
FU+E la aumenta respecto al control. Por uUltimo, ambas 5-FU y 5-FU+E aumentan el nimero de
células en la fase S. La mayoria de contrastes entre 5-FU y 5-FU+E se vieron a 0 Gy, en las dosis de
25 uM en las tres fases (p<0.05) y 50 uM en la GO/G1 y G2/M (p<0.05) y también a 2.5 Gyen 25y
50 uM en GO/G1y G2/M (p<0.05)
Fig.50: Efectos de la radiacion, 5-FU y EGCG (E) sobre el ciclo celular tras 48 horas de

exposicion en la linea PE/CA. Las células fueron clasificadas en tres fases. G0/G1, G2/M y
S. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control
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Tabla 23: Resumen de los resultados del estudio 2

ESTUDIO 2

VIABILIDAD H357 La combinacién de 5-FU+EGCG reduce la viabilidad en mayor

proporcidon que 5-FU sélo, aunque principalmente a 0 Gy. A dosis
mayores, la adicion de EGCG apenas tiene efecto
PE/CA La combinacién de 5-FU+EGCG reduce la viabilidad en mayor
proporcién que 5-FU sélo, aunque principalmente a 2.5 Gy. Con 5 Gy
la adicidn de EGCG apenas tiene efecto
MIGRACION H357 5-FU reduce la migracién y la adicidn de EGCG produce sinergia,
aumentando el efecto. Las diferencias entre 5-FU y 5-FU+E son
significativas en las dos lineas a 0 y 2.5 Gy. A 5 Gy las diferencias
disminuyen

PE/CA 5-FU reduce la migracién y la adicidon de EGCG produce sinergia,
aumentando el efecto. Las diferencias entre 5-FU y 5-FU+E son
significativas en las dos lineas a 0 y 2.5 Gy. A 5 Gy las diferencias

disminuyen
CICLO H357 5-FU y 5-FU+E disminuyeron la fase GO/G1 respecto al control. EGCG
CELULAR aumentaba la fase G2/M. El nimero de células en esta fase crece

con el aumento de radiacion. La mayoria de las células se
encuentran en la fase S. Las mayores diferencias se vieron a 2.5 Gy
PE/CA 5-FU+E disminuyd la fase GO/G1 respecto al control. EGCG
aumentaba la fase G2/M. 5-FU y 5-FU+E aumentan el nimero de
células en la fase S. Las mayores diferencias se vieron a 0 Gy

Fitoquimicos como agentes adyuvantes terapéuticos frente al cdncer oral 106



RESULTADOS

4.3 RESULTADOS ESTUDIO 3: EFECTOS DEL ACIDO ZOLEDRONICO SOLO O EN COMBINACION CON

EGCG SOBRE LAS CELULAS CON FENOTIPO DE OSTEOBLASTO SAOS-2

4.3.1 Efecto de ZA y EGCG sobre la viabilidad celular

Para determinar los efectos del ZA y EGCG sobre la viabilidad celular, usamos varias

concentraciones (0.01, 0.1, 1, 5y 10 uM) sobre las células durante 72 horas.

e EGCG

Primero medimos el efecto de EGCG sobre la viabilidad de las células. Todas las dosis
producen una estimulacion de la viabilidad de las células respecto al control, siendo 10 uM la que
produce el maximo efecto (p<0.001) (Fig. 51). Por ello, utilizaremos ésta en combinacidn con el ZA

para los siguientes experimentos.

Fig.51: Efecto de EGCG sobre la viabilidad celular de las células SAOS-2 a las 72 horas. *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control.
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e Acido Zoledrénico (ZA)

En cuanto al ZA, mientras que las dosis nanomolares (0.01-0.1 uM) parecen no producir
efecto alguno sobre la viabilidad de las células, podemos observar como a partir de 1 UM, reducen
la viabilidad celular de manera significativa y concentracién dependiente (p<0.001). Asi podemos
ver también como con esas dosis de ZA, al ser afadido 10 uM de EGCG, la viabilidad de las células
aumenta comparadas con las que han sido tratadas Unicamente con ZA (p<0.001), mientras que en

las dosis mads bajas (nanomolar) no produce efecto alguno sobre la viabilidad.
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Fig.52: Efecto de ZA sobre la viabilidad celular de la linea SAOS-2. *P < 0.05, **P < 0.01,
***p < 0.001 vs. Control.

ABSORBANCE

4.3.2 Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la mineralizacion

Para observar la mineralizacién por parte de las células usamos la tincidn de alizarina roja.
Las células fueron expuestas a dosis de 0.1, 1 y 5 uM de ZA y las mismas dosis de ZA + 10 uM de

EGCG en medio inductor osteogénico durante 7 y 14 dias.
e Siete dias

La adicidon de ZA alteré la mineralizacion de las células SAOS-2. Los depdsitos de calcio
podian ser vistos a simple vista después de la tincion como unos puntos rojos-anaranjados (Fig. 55).
A los 7 dias de la induccidn de la mineralizacidn, ésta fue inhibida de manera brusca en las dosis de
1y 5 uM (p<0.001), revirtiendo minimamente la capacidad de mineralizacidn con la adicion de EGCG
con 5 uM (p<0.001). ZA 0.1 uM no produjo ninguna diferencia significativa respecto al control, como
tampoco la adicion de EGCG a ésta dosis, aunque podemos ver que el valor es ligeramente superior

al grupo control (Fig.53).
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Fig.53: Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la mineralizacion de las células SAOS-2 a los 7 dias.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control.
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A los 14 dias podemos ver como las dosis de ZA 1y 5 uM siguen reduciendo la formacion de
nodulos de calcio (p<0.001), pero en este caso, al afiadir EGCG a 1 uM ZA, consigue revertir parte
de la inhibicién producida por el ZA (p<0.001). En cuanto a la dosis de 0.1 uM ZA, los valores son
similares al control, y al afadir EGCG, aumenta la mineralizacién de manera significativa respecto al

control (p<0.001) y a la misma dosis sin EGCG (p<0.05).

Fig.54: Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la mineralizacion de las células SAOS-2 a los 14 dias.

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control.

ABSORBANCE
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Fig.55: Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la mineralizacidon de las células SAOS-2 alos 7 y 14

dias mediante la tincidn de alizarina roja
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4.3.3 Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la deposicidn de colageno

Para observar la deposicion de coldgeno por parte de las células usamos la tincion de Sirius
Red. Las células fueron expuestas a dosis de 0.1, 1 y 5 uM de ZA y las mismas dosis de ZA + 10 uM

de EGCG en medio inductor osteogénico durante 7 y 14 dias.

e Sjete dias

Las dosis de 1 y 5 uM ZA disminuyeron la deposicion de coldageno a los 7 dias (p<0.001),
mientras que la dosis de 0.1 uM parece no tener ningun efecto respecto al control. Se puede
observar como la adicidon de EGCG a las dosis de 1y 5 uM consigue aumentar de manera significativa
la deposiciéon de coldageno en comparacion con las no tratadas con EGCG (p<0.01 y p<0.001

respectivamente).
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Fig.56 Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la deposicion de colageno a los 7 dias. *P < 0.05,
**p < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control.

ABSORBANCE
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A los catorce dias podemos observar unos resultados similares a los anteriores. Las dosis
de 1y 5 uM disminuyeron la deposicidn de colageno (p<0.001y p<0.01 respectivamente) de una
manera mas pronunciada que a los 7 dias. La adicién de EGCG a 1 uM pudo revertir minimamente
aunque de forma significativa los dafios causados por ZA (p<0.001). La dosis de ZA 0.1 uM
aumento ligeramente la expresion de colageno (p<0.01), mientras que la adicién de EGCG a esa

dosis no tuvo efecto alguno.

Fig.57 Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la deposicion de colageno a los 14 dias. *P < 0.05,
**p < 0.01, ***P < 0.001 vs. Control.
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Fig.58: Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la deposicion de colageno de las células SAOS-2 a

los 7 y 14 dias mediante la tincion de Sirius Red

4.3.4 Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la migracion celular

Las células fueron expuestas a dosis de 0.1, 1y 5 uM de ZA y las mismas dosis de ZA + 10

UM de EGCG, tomando imagenes de la migracion a las 0, 6 y 24 horas.

e Seis horas

El tratamiento de las células con ZA produjo un descenso de la migracion respecto al
control a todas las dosis testadas, siendo de forma significativaa 1y 5 uM (p<0.01 y p<0.05
respectivamente). La adicién de EGCG a 0.1 uM no produjo ninglin cambio significativo, sin
embargo, al afiadirlo a las dosis de 1y 5 uM conseguia recuperar la capacidad migratoria, incluso
superando los valores del control en la dosis de 5+E (p<0.01), siendo también superior a la misma

dosis sin EGCG (p<0.001)
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Fig.59 Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la migracion celular a las 6 horas. Los resultados

estan expresados como distancia migrada por las células en micrometros. *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001 vs. Control.
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El tratamiento de las células con ZA redujo la migracidn de forma dosis dependiente a
todas las dosis testadas tras 24 horas de exposicién (p<0.001). La adicién de EGCG pudo revertir
parte de la inhibicidn producida por ZA, a 0.1 uM (p<0.01), 1 uM (p<0.001) y de manera mas
pronunciada en 5 uM (p<0.001)

Fig.60: Efecto de ZA y ZA+EGCG sobre la migracidn celular a las 24 horas. Los resultados

estan expresados como distancia migrada por las células en micrometros. *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001 vs. Control.
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Tabla 24: Resumen de los resultados del estudio 3

ESTUDIO 3

VIABILIDAD EGCG Aumenta la viabilidad de las células de manera dosis-
dependiente, siendo 10 uM la dosis mas efectiva probada

ZA Las dosis de 1, 5y 10 uM disminuyen la viabilidad
La dosis de 0,01 y 0,1 uM no modifican la viabilidad

ZA+EGCG La adicién de EGCG a las dosis de 1, 5y 10 uM consigue
recuperar parte de la inhibiciéon producida por EGCG. Su

adicion al resto no produce ningun efecto
MINERALIZACION ZA Las dosis de 1y 5 uM reducen la mineralizacidn. La dosis de 0.1
no produce efecto alguno

ZA La adicién de EGCG consigue recuperar parte de la inhibicidn y

+EGCG a 14 dias con la dosis de ZA 0.1 uM consigue aumentar la

mineralizacion por encima de la misma dosis de ZA sélo y el
control.
COLAGENO ZA Las dosis de 1y 5 uM reducen la deposicion de colageno. La
dosis de 0.1 apenas modifica la deposicién de colageno
ZA+EGCG La adicién de EGCG apenas consigue recuperar parte de la
inhibicion
MIGRACION ZA Todas las dosis disminuyen la migracién celular

ZA+EGCG | La adicidon de EGCG recupera parte de la inhibicién producida
por el ZA
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5. DISCUSION

5.1 DISCUSION ESTUDIO 1: POTENCIAL QUIMIOTERAPEUTICO DEL ACIDO ZOLEDRONICO,
DIOSGENINA Y EGCG SOBRE CELULAS DE CANCER ORAL.

Actualmente los sistemas de cultivo celular son ampliamente usados, ya que constituyen un
modelo experimental econdmico, son relativamente faciles de mantener, permiten aislar virus,
preparar antigenos virales y realizar pruebas de neutralizacion. Ademas, incrementan la
complejidad de los estudios o estrategias experimentales sobre la biologia molecular de las

respuestas celulares basicas.

ZA, EGCG y DG son tres sustancias que tienen actividad antirresortiva y han mostrado una
potencial actividad antitumoral frente a distintos tipos de cancer (61,109,142,156,157,178).
Estudios recientes sugieren que El ZA, que ha sido usado anteriormente como coadyuvante en
terapia de distintos cdnceres para prevenir metdstasis dseas, podria tener un potencial efecto frente
al cancer oral (111,112). Debido a estudios previos, en los que se ha observado un potencial efecto
de las saponinas esteroideas y distintos extractos de Camellia sinensis en lineas celulares de cancer
oral (179,180), decidimos evaluar los efectos de ZA, DG y EGCG en el cancer oral. El rango de dosis

elegida de los compuestos esta basada en estudios previos (111,157,178).

Tamuray cols (112) observaron que en distintas lineas celulares de COCE, el ZA conseguia
reducir la proliferacion de manera dosis-dependiente a las 72 horas, asi como inducir la apoptosis
mediante la actividad de las caspasas-3,-8 y -9. En nuestro estudio, obtenemos unos resultados
similares, observando como la accién antiproliferativa del zoledrénico no empieza hasta pasadas las
72 horas de exposicion, obteniendo resultados parecidos en otros estudios (181,182). Sin embargo,

a las 24 y 48 horas las dosis mas bajas reducen mas la viabilidad celular que las dosis altas.

La apoptosis del ZA en nuestro estudio aumenta de manera significativa de forma dosis
dependiente, llegando a su maximo a las 72 horas, siendo ademas la sustancia que mas indujo la
apoptosis de las 3 estudiadas. Lopez Jornety cols (111) pudieron observar como distintas dosis de
ZA, independientemente de haber sido expuestas a la radiacién, podian disminuir la capacidad
migratoria de las células de COCE. En nuestro estudio, ZA fue capaz de reducir la migracion de las
células cancerigenas de manera dosis-dependiente, demostrando la capacidad de reducir la

migracion celular.
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Para observar como afectan estas sustancias en los procesos celulares, evaluamos los
cambios en el ciclo celular. Pudimos observar como a las 24 y 48 horas se producia un incremento
en la fase S del ciclo celular en detrimento de la GO/G1 y G2/M, prolongando el ciclo celular en esta
fase, por lo que podria explicar la accion retardada del ZA (112). También podemos observar
cambios en los valores del control en la fase GO/G1 de las 24 a las 48 horas, que podrian ser
explicados debido a que las células se encontraban en fase de crecimiento exponencial, a un ritmo

muy elevado, lo cual es una caracteristica distintiva de esta linea celular.

En anteriores estudios, DG habia mostrado potencial anticancerigeno in vitro (168).
Corbiere y cols (168) observaron cémo a 40 uM la proliferacion se veia reducida de manera abrupta
a las 24 horas de exposicion también produciendo un aumento en la apoptosis de células de
melanoma y carcinoma de laringe. Das y cols (157) demostraron que DG tenia propiedades
antiproliferativas y apoptéticas sobre distintas lineas in vitro, entre ellas una de carcinoma de células
escamosas, regulado mediante la ruta de caspasas, JNK (c-jun N-terminal proteina quinasa) y PKB
(proteina kinasa B). En nuestro estudio, hemos observado como a una dosis baja (5 uM) aumentaba
la proliferacién celular, mientras que con 25 uM y dosis superiores disminuia de manera significativa
la proliferacidn en las primeras 24 horas, mas que el resto de agentes, mostrando un rapido efecto
citotéxico. También fue capaz de estimular la apoptosis de forma dosis dependiente, aunque
pasada las 48 y 72 horas los valores no eran tan altos como el ZA, pese a reducir mas la viabilidad
celular que éste ultimo. Esto puede ser debido a que las células murieron por necrosis, parametros
que no fueron evaluados en este experimento. Pudimos observar en nuestro estudio como DG era
capaz de reducir la migracion celular en la linea PE/CA-PJ15, aunque sélo a la dosis de 50 uM,
mientras que la dosis de 25 UM no fue capaz de reducir la capacidad migratoria. Cheny cols (183)
observaron en un estudio in vitro con células de cdncer de préstata, como DG inhibia la invasiony
migracion de las células. En nuestro estudio, DG fue capaz de secuestrar el ciclo celular en la fase
G2/M, aunque la variacién en la fase celular parece variar dependiendo del tipo de células (157,168).

El uso de una Unica linea celular es una de las limitaciones del estudio.

La combinacion de los agentes (DG 25 uM, EGCG y ZA 50 uM) consiguio reducir la viabilidad
a todos los tiempos testados. La combinacion de DG con ZA fue la mas efectiva de todas, seguida
de cerca por la combinacidn de las tres. Pese a esto, la combinacién de los agentes no consigue
reducir mas la viabilidad que la DG sola, que es la sustancia que de mayor manera reduce la

viabilidad. En un estudio, Luo y cols (184) observaron como la combinacion de ZA metronémico con
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extracto de camelia sinensis, la planta de donde se extrae EGCG, demostrd efectos significativos

antitumorales, antimetastdticos y antiosteoliticos en células de cancer de mama de roedores.

EGCG en nuestro estudio no fue capaz de disminuir la proliferacion celular ni de aumentar
la apoptosis sobre la linea PE/CA-PJ15. Podemos observar como hay una tendencia tiempo-
dependiente hacia la reduccién de la viabilidad de las células tratadas con EGCG, por lo que puede
gue una mayor exposicidon tuviera efectos inhibitorios sobre las células. Sin embargo, esto no fue
estudiado. En otros estudios in vitro de cancer oral, también se han observado resultados parecidos,
en el que no causaban efecto citotoxico a las células (145,146) mientras que en otros estudios si que
reducia la proliferacién a dosis similares e inducia la apoptosis (143,148). Sin embargo, si fue capaz
de reducir la migracién celular y modificar el ciclo celular de manera dosis-dependiente,
secuestrando el ciclo celular en la fase GO/G1. Ho y cols (146) determinaron que EGCG podria ser
un potencial agente frente a la metastasis en su estudio debido a que EGCG reducia la migracién e

invasion celular sin causar toxicidad a la célula.

5.1.2 DISCUSION ESTUDIO 2: EVALUCION DE LA COMBINACION DE 5-FLUOROURACILO CON EGCG

Y RADIOTERAPIA EN LAS LINEAS DE CANCER ORAL PE/CA-PJ15 y H357

La cirugia, quimioterapia y radioterapia son el tratamiento de referencia para el COCE. Pese
a los numerosos avances en las Ultimas décadas, los efectos secundarios del tratamiento suponen
una grave complicacidn para la calidad de vida de los pacientes, por ello es necesario minimizar el
impacto negativo de la terapia. Existen numerosos compuestos de origen vegetal que han probado
tener accién quimioterapéutica (144,183,185) y que podrian combinarse con el tratamiento
convencional, para reducir los efectos secundarios, disminuyendo las dosis, sin que el tratamiento

pierda efectividad.

Seleccionamos dos lineas celulares de COCE para hacer un estudio in vitro de la
combinacion de la terapia de quimioradiacién con EGCG. El 5-FU ha sido ampliamente utilizado en
este tipo de céncer, asi como las dosis de radiacién usadas en el estudio (2.5 y 5 Gy) estan en el
rango de las usadas en la clinica para tratar el COCE (39,40). La dosis elegida de EGCG para la

combinacion (100 uM) ha sido usada en otros estudios previamente (44)

En nuestros ensayos de viabilidad, la mayoria de las dosis testadas redujeron la viabilidad

respecto al control. Pese a que hay diferencias entre ambas lineas celulares, hay patrones parecidos
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en ambas. Sin radiacién y expuestas a 2.5 Gy es cuando la accién de EGCG tiene mas efecto,
encontrando notables diferencias entre 5-FU y 5-FU+E, viéndose en algunos casos como la
combinacion de EGCG con 5-FU produce un mayor descenso de la viabilidad que el doble de la dosis
de 5-FU sin EGCG. Estos resultados implican que reduciendo la dosis de 5-FU y afiadiendo EGCG se
obtiene un mayor efecto que aumentando la dosis de 5-FU solo. En un estudio previo de Yangy cols
(149), concluyeron que EGCG sensibilizé a células de carcinoma hepatico frente a la actividad
antitumoral de 5-FU, coincidiendo con nuestros hallazgos, como también ocurrié en células de
carcinoma escamoso de cabeza y cuello (150). En la dosis de 5 Gy, EGCG parece perder su efecto,
como se ha podido observar en el resto de experimentos. La reduccién de la efectividad de EGCG,
puede ser debido a su efecto radioprotector. Kondo y cols (186) observaron como EGCG inhibid la
apoptosis inducida por la radiacién en queratinocitos humanos HaCaT via inhibicién de la cascada
de caspasas. En otro estudio, EGCG mostré un efecto protector frente a la muerte celular en
esplenocitos in vitro (187). Por ello, puede que EGCG actle en condiciones de estrés oxidativo
inducido por la radiacidn captando los electrones desapareados y modificando su estructura para
producir un efecto protector sobre las células, asi que en dosis altas, ésta pierde parte de su accion

citotoéxica. Llevado a la clinica podriamos pensar que EGCG deberia ser aplicado tras la irradiacion.

La migracion de las células cancerosas conforma parte del proceso de extensién del tumor
primario al resto de los drganos. Ambos 5-FU y EGCG habian reducido la migracién celular en
estudios previos (146,188). Por un lado, EGCG habia reducido la invasidn y la migracion celular
mediante la disminucidn de la produccidon de matrix metalloproteinasas, tipo 2 y tipo 9 en células
de cancer oral. Por otro lado, 5-FU aumento los niveles de la proteina sestrin2 mediante la ruta
dependiente de p53, inhibiendo la migracién celular en células de cancer de colon. En nuestro
estudio, 5-FU produce un descenso de la migracién dosis-dependiente, mientras que la adicién de
EGCG produce un descenso auin mayor en la migracion. Al igual que con el anterior experimento, es

a dosis de 0y 2.5 Gy cuando 5-FU+E tiene mayor accion.

La distribucién del ciclo celular fue alterada respecto al control por la adiciéon de 5-FU y 5-
FU+E. Pese a las diferencias en las distintas lineas celulares, podemos observar dos tendencias
claras. Primero, la incorporacién de EGCG a 5-FU aumenta el nimero de células en la fase G2/My
segundo, como 5-FU (y 5-FU+E en la linea PE/CA) producen un secuestro del ciclo celular en la fase
S, encontrandose la mayoria de las células en ésa fase. En un estudio previo, 5-FU produjo un

secuestro del ciclo celular en la fase S en células de cancer de mama (189). Toden y cols (44)
|
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observaron que EGCG inducia un secuestro en fase G2 de células de cancer colorrectal, sin embargo,
en combinacion con 5-FU, predominaban los efectos del 5-FU, que modificaban el ciclo
secuestrando la fase GO/G1. En nuestro estudio, sin embargo, predominan los efectos del EGCG
sobre el ciclo celular. De nuevo, los contrastes entre 5-FU y 5-FU+E son mayores en células sin

irradiar y en 2.5 Gy que en 5 Gy.

Pese a los datos obtenidos, nuestro estudio tiene diversas limitaciones: la variabilidad entre
las lineas celulares vy sobre todo la falta de estudios previos en los que se combinaran ambas

sustancias junto a la radiacion para poder hacer comparaciones.

5.1.3 DISCUSION ESTUDIO 3: EFECTOS DEL ACIDO ZOLEDRONICO SOLO O EN COMBINACION CON

EGCG SOBRE LAS CELULAS CON FENOTIPO DE OSTEOBLASTO SAOS-2

El ZA es un agente antirresortivo que disminuye el remodelado éseo por inhibicién de los
osteoclastos. Por ello ha sido ampliamente utilizado para tratar enfermedades dseas u otras
enfermedades que cursan con procesos 6seos, como la prevencidn de la metdstasis de las células
tumorales al hueso (61). Pese a que son efectivos en la prevencidn de metdastasis, producen
numerosos efectos adversos dseos, entre ellos hipocalcemia, fracturas atipicas y supresién excesiva
del remodelado. Pese a que el papel de ZA sobre los osteoclastos ha sido extensamente estudiado,
no ocurre igual con los osteoblastos (79—82,190). Por ello es importante seguir estudiando el rol del
ZA en el metabolismo éseo y buscar diferentes alternativas para revertir la aparicién de los eventos

Oseos.

En nuestro estudio, utilizamos la linea de osteosarcoma SAQOS-2, que tiene un fenotipo de
osteoblasto estable, por lo que es un buen modelo para estudiar las propiedades y funciones de los
osteoblastos (139,191). En distintos experimentos se ha observado que dependiendo de la dosis, el
ZA puede aumentar o disminuir la viabilidad de los osteoblastos (79-81,192). En nuestro estudio,
las dosis a nivel nM (0.01 y 0.1 uM), no producen ninguna diferencia en la viabilidad respecto al
control, pero si que lo producen al sobrepasar la barrera del nivel micromolar, reduciendo la
viabilidad. Esta disminucidn en la viabilidad puede ser parcialmente revertida con la adicién de EGCG.
Resaltamos que la eleccién de la dosis de 10 uM EGCG para la combinacidn se basa en tres motivos;
estudios previos (139,140); por ser la concentracion que mas aumento la viabilidad en nuestro

experimento (Fig.50); por ser una dosis fisologicamente alcanzable (124).
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Tabla 25: Resumen de los efectos de ZA en distintas linea celulares de osteoblastos

Linea celular Dosis usada Resultados Autor

Osteoblastos 0.001 nM — Inhibicién la proliferacién Yang. y cols (79)
primarios humanos 1000 puM celular hasta 0.1 nM, donde
aumenta ligeramente. De

0.01 nM a 0.01 pM se
produjo un aumento en la
mineralizacién

Células con fenotipo 5-25uM Reduccidn de la proliferacién Huang y cols (81)
de osteoblasto MG-63 celular, migracion,
y G-292 mineralizacidn y sintesis de
colageno
Osteoblastos 10-100 uM Reduccidn de la viabilidad. Zara y cols (80)
primarios humanos 10 uM aumento la expresion

de pro-colageno |
Células con fenotipo | 0.01-100 uM | Dosis >10 uM disminuyeron Huang y cols (82)

de osteoblasto viabilidad. Todas las dosis
MC3T3-E1 redujeron la mineralizacion
MC3T3-E1 y células 0.01-100 uM Dosis superiores a 1 pM Patntirapong y cols
madre redujeron la viabilidad. La (192)
mesenquimales mineralizacién fue
disminuida a todas las dosis
Osteoblastos 1-50 uM Todas las dosis disminuyeron Zafar y cols (193)
primarios humanos la migracién. Mineralizaciéon

y la proliferacién fueron
inhibidas a la dosis testada
de 30 uM.

El proceso de mineralizacion es muy importante en la formacion del hueso. Para poder
observar la mineralizacion in vitro, usamos la tincion de Alizarina roja, un derivado antraquindnico.
La Alizarina roja forma complejos con el calcio, produciendo una tincién de color roja brillante,
utilizada para detectar la deposicion de calcio en la mineralizacién de la matriz extracelular (139).
En nuestros experimentos, pudimos observar que mientras la adicion a nivel nanomolar no producia
ninguna diferencia respecto al control, las dosis a nivel micromolar si que producian una disminucidn
en la mineralizacién. Yang y cols (79) encontraron resultados similares a los hallados en nuestra
investigacion, aunque en otros estudios se han observado que la adicion de ZA a nivel nanomolar
reducen la mineralizacion (192-194). Esta variabilidad de resultados puede ser debido a las
diferencias en las condiciones experimentales, como el tiempo de exposicion, lineas celulares, entre
otras. Estos efectos inhibitorios eran parcialmente revertidos en la mayoria de los casos con la
|
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adicién de EGCG, llegando a superar inclusos los valores del control a los 14 dias y a la dosis de 0.1

MM, EGCG ya habia mostrado aumentar la mineralizacidn in vitro en otros estudios (139,140)

El coldgeno totaliza el 90% del material organico del hueso y es indispensable para la
formacién del mismo. Sirius Red es una tincién anidnica que se une a las moléculas de colageno,
predominantemente fibras tipo |y lll (195). Los resultados que arrojan nuestro estudio indican que
la produccion de coldgeno a nivel micromolar se ve dramaticamente comprometida, al igual que en
otros estudios (80,81,196). Sin embargo, las dosis a nivel nanomolar no producen grandes cambios
en la produccién de colageno respecto al control. La aplicacidn de EGCG a nivel micromolar
consiguid revertir minimamente los efectos del ZA y apenas tuvo efecto a nivel nanomolar. En un
estudio previo, Qiu y cols (197) observaron que EGCG era capaz de estimular la expresién del

propéptido de Procolageno tipo | (PINP) en células mesenquimales de hueso.

El proceso de migracidn celular es indispensable a la hora de la reparacion de tejidos
danados. La falta de la capacidad de reparacién del hueso puede llevar a una exposicién del hueso
sin cicatrizar, culminando en un proceso de necrosis del hueso expuesto (198). En todas las dosis
usadas, tanto a nivel uM como nM, ZA produce un descenso de la capacidad de la migracion de los
osteoblastos, como ha sido observado por otros autores (81,193,199). Esto puede resultar en la falta
de migracién de osteoblastos y otras células para la reconstruccién del hueso, pudiendo conllevar a
la aparicidn de eventos dseos. Sin embargo, la adicion de EGCG fue capaz de restaurar parte de la
capacidad migratoria de los osteoblasto, ejerciendo mayor accion en aquellas células que mas

dafiadas estaban.

Las limitaciones deben ser consideradas. La principal limitacidn del estudio es el uso de una
sola linea celular, ya que el uso de otras lineas celulares como osteoblastos diferenciados de células
madre mesenquimales (hBMSCs) u osteoblastos primarios humanos (HOb) hubiera aumentado el
valor de la investigacion. Otra limitacién es que no hemos podido comparar nuestros resultados
con otras investigaciones debido a la falta de estudios similares, por lo que son necesario mas

investigaciones en este campo.

Resulta interesante resaltar que EGCG ha sido capaz de estimular la migracion,
mineralizacién, formacién de colageno y estimular la viabilidad celular de los osteoblastos. Sin
embargo a dosis mas altas ha mostrado efectos distintos en numerosos estudios, produciendo
citotoxicidad y reduciendo la capacidad de migracidn, entre otros factores. Con el ZA ocurre algo

similar, parecia no afectar a las células a dosis nanomolares, mientras que a dosis mayores afectaba
I —
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a las células de manera negativa. Por lo tanto, es de suma importancia un control de la dosis y

farmacocinética de éstos compuestos para obtener el efecto deseado.

En las ultimas décadas, la necesidad de desarrollar nuevos compuestos que permitan
atender la alta demanda del cancer y por otra parte disminuir los efectos adversos que se generan
por los medicamentos empleados rutinariamente, han motivado la busqueda de fuentes alternas

para nuevos compuestos.

Los resultados mostrados en esta tesis abren distintas perspectivas de futuro en la
investigacion del tratamiento del cancer oral. Sin embargo es necesario seguir avanzando en el
estudio de los mecanismos por los que estas sustancias causan sus efectos, asi como el uso de un
mayor numero de lineas celulares. El siguiente paso seria aplicar estos estudios a modelos in vivo,

para ver si se plasman estos resultados.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados aportados por este estudio nos muestran las siguientes conclusiones:

~

* DG y ZA fueron capaces de reducir la viabilidad, incrementar la
apoptosis, modificar el ciclo y reducir la migracién celular, mientras
gue EGCG fue capaz Unicamente de modificar el ciclo celular y reducir
la migracién, por lo tanto, las tres sustancias testadas presentan un
potencial efecto quimioterapéutico en el cancer oral.

J

¢ La combinacion de 5-FU con EGCG fue capaz de reducir la viabilidad,
migracion y alterar el ciclo celular en mayor medida que el 5-FU sdlo,
principalmente sin radiacion o a 2.5 Gy, ya que el aumento de radiacién
desvanecia el efecto de EGCG

¢ El ZA produce efectos negativos sobre la viabilidad, mineralizacion,
deposicidn coldgeno y migracion de los osteoblastos a nivel
micromolar. Mientras, la adicion de EGCG pudo revertir parte de los
efectos inhibitorios del ZA.
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6.1 CONCLUSIONS

The results obtained from our study has shown us the following conclusions:

e DG and ZA were able to decrease viability, boost apoptosis, modify
the cell cycle and reduce migration, meanwhile EGCG only modified
the cell cycle and decreased migration: therefore, these three drugs
display potential chemotherapeutic effects on oral cancer

* The combination of EGCG and 5-FU reduced both cell viability and
migration as well as altering the cell cycle to a greater extent
compared to 5-FU alone, which mainly occurs without radiation or at
2.5 Gy, as an increase in radiation dose decreased EGCG’s effect

e ZA at micromolar doses produced negative effects on osteoblast-like
cells at all parameters measured, while at nanomolar levels, ZA only
affected cell migration. The addition of EGCG partly reversed the
effects produced by ZA
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