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RESUMEN
Objetivo. Este estudio tuvo la finalidad de aportar conocimiento al mecanismo del
efecto citotoxico de quercetina en células de céncer cervicouterino HelLa y SiHa,
particularmente, en la inducciéon del arresto celular y apoptosis, asociado a la
activacion de p53, independientemente de la expresion de la oncoproteina E6 VPH.
Metodologia. Se ensayo la citotoxicidad de quercetin en células HelLa y SiHa por
MTS, ademas de su impacto en el ciclo celular por citometria. La apoptosis se
evalud por microscopia, actividad de caspasas, y molecularmente por la relacién de
la expresion Bax/Bcl-2 por western blot. Particularmente se analizé la expresion de
p53 por western blot y su localizacién celular por microscopia confocal. La actividad
de p53 se investigd mediante la expresidon algunos de sus blancos transcripcionales,
por western blot 0 RT-PCR. Ademas, se evalud la expresion de E6 VPH por western
blot. Finalmente, se predijo computacionalmente, la unién de quercetina a E6 VPH.
Resultados. Los resultados revelaron que la toxicidad de quercetina involucro
arresto celular en la fase G2 e induccién de apoptosis a tiempos mas tardios.
Identificamos que quercetina incrementd la proteina total de p53 y su localizacion
nuclear. Asi mismo, quercetina aumenté la expresion de los blancos
transcripcionales de p53, p21 y Bax, sugiriendo la activacion transcripcional de p53
y su rol en ciclo celular y apoptosis. Interesantemente, la activacion de p53 en
células HelLa y SiHa, no involucré cambios de expresion de E6 VPH, el regulador
negativo de la expresion de p53 en células de cancer cervicouterino infectadas por
VPH, lo que supone un efecto de quercetina sobre la actividad de E6. Esta nocion
es apoyada por el ensayo computacional que predijo que guercetina se une a
residuos claves de E6 VPH para la formacion del complejo E6/E6AP, y por lo tanto,
la degradacién de p53.
Conclusién. Quercetina induce arresto en la fase G2, seguido de apoptosis, en
células HelLa y SiHa, posiblemente a través de la activacion de p53, derivado del
impedimento de la formacion del complejo E6/E6AP.
Aportacion. Este estudio aporta conocimiento sobre las acciones moleculares y
celulares de quercetina en las células de cancer cervicouterino HelLa y SiHa.
Ademas, propone que quercetina es una molécula con interesantes actividades

biol6gicas que deberian ser exploradas a fondo.



SUMMARY
Objective. The aim of this study was to contribute knowledge to the cytotoxic
mechanism of quercetin in cervical cancer cells, HeLa and SiHa, mainly in cell cycle
arrest and apoptosis, associated with the activation of p53 which resulted
independent of the expression of HPV E6 ocoprotein.
Methods. The cytotoxicity of quercetin in HeLa and SiHa cells was tested by MTS.
The effect of quercetin on the cell cycle was assessed by cytometry and by the rate
of mitotic nuclei. Apoptosis was tested by microscopy, by caspases activity, and by
measuring the Bax/Bcl-2 ratio. The expression of total p53 protein was analyzed by
western blot, while, its cellular localization it was try out by confocal microscopy. We
also investigated the expression of transcriptional targets of p53, by western blot or
RT-PCR. The expression of HPV E6 was evaluated by western blot. The binding
between quercetin and HPV E6 was predicted by molecular docking.
Results. The results revealed that the toxicity of quercetin involved G2 phase cell
arrest and triggering of apoptosis at later times. We identified that quercetin
increased the total p53 protein and its nuclear signal. Likewise, quercetin increased
the expression of the p53 targets genes, p21 and Bax, suggesting the transcriptional
activation of p53 and its role in cell cycle and apoptosis. Interestingly, the activation
of p53 in HeLa and SiHa cells did not involve changes of the E6 HPV expression, the
negative regulator of p53, which presumes an effect of quercetin on the activity of
EG6, rather than on its expression. This assumption is supported by the molecular
docking assay that predicted quercetin binds to key HPV E6 residues in the
formation of the E6 / EGAP complex, and therefore, the degradation of p53.
Conclusion. Quercetin causes G2 arrest, followed by apoptosis in HeLa and SiHa
cells, possibly through the activation of p53, derived from disrupting of the E6/E6AP
complex formation.
Contribution. This study provides knowledge about the molecular and cellular
actions of quercetin in HeLa and SiHa cervical cancer cells. In addition, it proposes

that quercetin possess interesting activities that should be thoroughly explored.



1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cancer es un término designado a un conjunto de células que han perdido el
control de la divisién celular y que se han vuelto inmortales, de tal manera, que
alcanzan altas tasas de proliferacion, pudiendo llegar a formar tejido con anatémica
y funcionalmente distinto a la del tejido proveniente. Ademas, en etapas tardias del
cancer, este tipo de células cancerosas pueden llegar a invadir a érganos distantes
a través del sistema linfovascular. Este proceso de invasién es conocido como
metastasis y es la casusa principal de muertes por cancer con un aproximado del
90% [Seyfried T. et al., 2013]. En 2015, se registraron 8.8 millones de muertes por
cancer, lo correspondiente a 1 de cada 6 muertes a nivel global, y se estima que
entre el 30 y 50% de los canceres podrian ser prevenidos, evitando habitos como el
consumo de tabaco o por la inmunizacién contra infecciones causantes de cancer
[WHO cancer, 2018]. Uno de estos tipos de canceres que puede ser prevenido por
inmunizacién, es el cancer cervicouterino, pero a pesar de ello, es actualmente el
cuarto cancer mas comun que afecta mujeres, contando con alrededor de 530 000
nuevos casos y 270 000 muertes por afio en todo el mundo. Alrededor del 90% de
la incidencia y de la mortalidad por cancer cervicouterino ocurren en paises menos
desarrollados econémicamente, situando a este tipo de cancer en el segundo lugar
de incidencia y el tercero en mortalidad, entre todos los tipos de canceres que
afectan mujeres en paises menos desarrollados y el cuarto a nivel mundial (Tabla
1) [GLOBOCAN, 2012].



Tabla 1. Namero estimado de nuevos casos de cancer y de muertes a nivel mundial entre
mujeres, por nivel de desarrollo, 2012.

Cases Deaths
Worldwide
Breast 1,671,100 Breast 521,900
Colorectum 614,300 Lung, bronchus, & trachea 491,200
Lung, bronchus, & trachea 583,100 Colorectum 320,300
Cervix uteri 527,600 Cervix uteri 265,700
Stomach 320,300 Stomach 254,100
Corpus uteri 319,600 Liver 224,500
Ovary 238,700 Pancreas 156,600
Thyroid 229,900 Ovary 151,900
Liver 228,100 Esophagus 119,000
Non-Hodgkin lymphoma 168,100 Leukemia 114,200
All sites* 6,657,500 All sites* 3,548,200
More developed
Breast 788,200 Lung, bronchus, & trachea 209,900
Colorectum 338,000 Breast 197,600
Lung, bronchus, & trachea 267,900 Colorectum 157,800
Corpus uteri 167,900 Pancreas 91,300
Ovary 99,800 Stomach 68,000
Stomach 99,400 Ovary 65,900
Thyroid 93,100 Liver 42,700
Pancreas 92,800 Leukemia 40,300
Melanoma of skin 91,700 Cervix uteri 35,500
Non-Hodgkin lymphoma 88,500 Corpus uteri 34,700
All sites* 2,826,900 All sites* 1,287,000
Less Developed
Breast 882,900 Breast 324,300
Cervix uteri 444,500 Lung, bronchus, & trachea 281,400
Lung, bronchus, & trachea 315,200 Cervix uteri 230,200
Colorectum 276,300 Stomach 186,100
Stomach 220,900 Liver 181,800
Liver 185,800 Colorectum 162,500
Corpus uteri 151,700 Esophagus 103,700
Ovary 139,000 Ovary 86,000
Thyroid 136,800 Leukemia 73,800
Esophagus 114,400 Pancreas 65,300
All sites* 3,830,600 All sites* 2,261,200

* Exclude skin cancer no-melanoma. Fuente: GLOBOCAN, 2012.



En México, desde el afio 2000 a 2012, la incidencia y la mortalidad del cancer
cervicouterino presentaron una tendencia a la baja, asociada principalmente a la
revision ginecolégica y deteccion oportuna del agente etioldgico, la infeccion por
virus de papiloma humano (VPH), y de neoplasias intraepiteliales cervicales (NICs),
aunado a la implementacion de esquemas de prevencion a través de inmunizacion
contra el VPH. Sin embargo, el cancer cervicouterino es aun, el segundo tipo de
cancer mas mortal entre mujeres, en México. Los datos manifiestan que este tipo de
cancer ocasiona 4769 decesos anuales, lo que corresponde al 12% de todas las
muertes por cancer en mujeres mexicanas (Figura 1). Ademas, el céancer
cervicouterino en México ocupa una incidencia de 23.7 nuevos casos por afio por
cada 100 000 mujeres [Mohar-Betancourt. et al., 2017].
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Figura 1. Perfil de mortalidad de céancer cervicouterino y tendencia de mortalidad por cada
100,000 mujeres del afio 2000 a 2012, en México [WHO-Cancer Country Profiles, 2014].



2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer cervicouterino y su agente etioldgico.

La infeccion por VPH de alto riesgo es necesaria en la carcinogénesis del cancer
cervicouterino, ya que en virtualmente todos los tejidos cancerosos cervicales, un
tipo de VPH de alto riesgo esta presente [Walboomers J. et al., 1999; Villiers E. et
al., 1981; Dirst M. et al., 1983], siendo los tipos 16 y 18 los mas prevalentes, y los
responsables del 70% del total de canceres de cervicouterino [So K. et al., 2016].

La infeccion por VPH esta limitada a las células basales del epitelio estratificado, a

las cuales el virus tiene acceso solamente después de un trauma mecanico o
quimico sobre el epitelio.
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Figura 2. Infeccion por el virus del papiloma humano [Scheffer K. et al., 2014].



El proceso de infeccibn por VPH (Figura 2) inicia desde las interacciones
moleculares membrana basal-virus-célula que son indispensables para mediar la
entrada del virus a la célula basal. Estas interacciones incluyen el reconocimiento
entre la proteina de capside viral L1 y los proteoglicanos de heparan sulfatos
(HSPGs, por sus siglas en inglés) que emergen de la membrana basal (MB), lo que
provoca un cambio conformacional de la proteina de capside viral L2, que expone
su N-terminal para su corte proteolitico por furina [Giroglou T. et al., 2001;
Richards R. et al., 2006]. Estos eventos conllevan a una disminucion de la afinidad
de L1 por HSPGs, y por la tanto, facilita la transferencia de la particula viral a
receptores secundarios especificos de queratinocitos, cuya identidad es aun
desconocida.

Subsecuentemente, las particulas son internalizadas por una via endocitica que no
requiere de clatrina, caveolina, dinamina, ni balsas lipidicas, pero requiere
polimerizaciébn de actina y del receptor de membrana tetraspanina, aunque el
mecanismo no es conocido [Spoden G. et al., 2013; Schelhaas M. et al., 2012].
Ademas existe coincidencia en que la proteina de capside L2 permanece en
complejo con el genoma viral y que este complejo escapa del endosoma tardio, para
después conseguir la entrada a nucleo, una vez que la ruptura de la membrana
nuclear durante la mitosis, tiene lugar [Schiller J. et al., 2010].

Aungue los eventos tempranos de la infeccion pueden tener lugar en tipos celulares
permisivos y no permisivos, existe una restriccion de las funciones de replicacion
viral y de la produccién de viriones, determinada por factores limitados al programa
de diferenciacién de queratinocitos.

La entrada del ADN viral al ndcleo es seguida de la activacion del promotor
localizado en la region regulatoria rio arriba (URR) que inicia la expresion de
proteinas virales tempranas. Dos de estas proteinas, E1 y E2, se apropian de los
factores de replicacién celular y los dirigen hacia el origen de replicacion viral
localizado en la URR. La proteina E1 es responsable de la apertura del ADN
genomico en el origen y del subsecuente separacion de la doble hebra de ADN,
siendo la proteina E2 quien confiere especificidad de union al DNA de la cual carece
El [Chiang C. et al., 1992].

Los papilomavirus han evolucionado para adaptar su ciclo de vida al proceso de

maduracion de los queratinocitos, para ello han adoptado un modo de replicaciéon de
7



tres fases (Figura 3). La primera de estas fases consta de una amplificacion
transitoria del genoma en células basales proliferando, resultando en un incremento
del niumero de copias de DNA viral por célula. Después, el genoma viral entra en
una segunda fase de mantenimiento del genoma, donde el niumero de copias de
DNA viral extracromosomal por célula, es mantenido establemente a un nivel casi
constante durante las divisiones subsecuentes de las células basales. En esta fase,
el genoma viral que es aproximadamente duplicado durante la fase S del ciclo
celular, es casi equitativamente segregado dentro de los nucleos de las células
hijas. Para la segregacion equitativa del genoma viral en las células hijas, la
proteina E2 del VPH particiona y mantiene el genoma viral unido a los husos
mitéticos [Kadaja M. et al., 2009; McBride A. et al., 2008]. La tercera fase de
replicacion viral es denominada amplificacién vegetativa, donde los genomas virales
son amplificados a un alto nimero de copia para ser empaquetados por las
capsides y producir finalmente progenie viral. La amplificacién vegetativa ocurre
solamente en queratinocitos diferenciando, los cuales se han desprendido desde la
membrana basal, y migran hacia las capas celulares suprabasales como parte del
proceso de diferenciacion epitelial [Kadaja M. et al., 2009]. Sin embargo, estas
células hospederas arrestadas no producen la maquinaria de replicacion necesaria
para la replicacién de los papilomavirus. Los mecanismos moleculares para la
desconexion del arresto celular desde el proceso de diferenciaciéon de
gueratinocitos, no son bien comprendidos, pero las oncoproteinas virales E6 y E7
son absolutamente requeridas para establecer un estado competente de replicacion
vegetativa [McBride A. et al., 2008]. Pero se propone que las oncoproteinas virales
E6 y E7 podrian alterar los puntos de regulacion del ciclo celular para generar o
mantener una pseudofase S, de modo que la maquinaria de replicacion celular esté

disponible para la replicacion viral.
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Figura 3. Fases de replicacion del virus de papiloma humano [McBride A. et al., 2008].

Al final del ciclo de replicacion viral del VPH, la expresion de las proteinas tardias
estructurales L1 y L2 se desencadena, y el ensamblaje del genoma viral ocurre en
las células de las capas superiores del epitelio. Los viriones producidos al no ser
liticos, son liberados una vez que las células infectadas que los contienen alcanzan
la superficie del epitelio y son desprendidas. De este modo el ciclo de replicacion
viral es completado y las particulas virales infecciosas generadas pueden

nuevamente iniciar otro nuevo ciclo [Conway M. et al., 2009].



2.2. Mecanismos moleculares de la carcinogénesis cervical por VPH.

En lesiones precancerosas cervicales, el genoma de VPH es mantenido de forma
episomal, pero en la mayoria de los casos la infeccion puede revertir y el virus ser
eliminado en un periodo de meses. Por el contrario, la frecuencia de integracién de
ADN viral en el ADN cromos6mico, incrementa conforme una lesidon precancerosa
progresa a cancer [McBride A. et al., 2017]. Esto toma sentido por el hecho de que
la integracion del DNA viral, normalmente involucra ruptura del genoma viral en
regiones E1 y E2, generando marcos abiertos de lectura incompletos y la
inactivacion de estos genes. Por consecuencia, se genera una expresion
incrementada de los oncogenes E6 y E7, al ser perdido su represor transcripcional,
la proteina E2 (Figura 4). Ademas, la integracion de VPH en el genoma de células
de céncer cervicouterino ocasiona variaciones estructurales genémicas, incluyendo
amplificaciones focales, deleciones y/o translocaciones. Estas alteraciones
genodmicas frecuentemente interrumpen la expresion y estructura de genes vecinos
involucrados en carcinogénesis, y resulta también, en la amplificacion y expresion
de los genes E6 y E7. Por lo tanto, la integracion del VPH, y la concomitante pérdida
del gen E2 son consideradas eventos criticos en la carcinogénesis asociada a este
virus [Shulzhenko N. et al., 2014; Zhang R. et al., 2016].

En efecto, la expresion exdgena de E2 en células HelLa indujo apoptosis y reactivd
la transcripcion dependiente de p53, un blanco de degradacién de E6 [Desaintes C.
et al., 1997].

Una inestabilidad gendmica adicional a la ocasionada por la integracién del VPH,
resulta de las actividades oncogénicas de las proteinas virales E6 y E7. La
expresion exdégena de estas proteinas inmortalizan células humanas en pasajes
tempranos, pero a través de pasajes extensivos, conducen a la acumulacion de
aberraciones genémicas que conllevan a un fenotipo transformante, sugiriendo que
la ganancia de la inestabilidad genémica originada por E6 y E7 a lo largo del tiempo,

son cruciales en la carcinogénesis por VPH [Schlecht N. et al., 2003].
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Figura 4. Consecuencias de integracién del VPH [Powell N. et al., 2015].

2.2.1. Actividades de E6 y E7 del VPH en la carcinogénesis.

Como se mencion6 anteriormente, el VPH como parte de su ciclo de replicacion
requiere y es capaz de tomar control del ciclo celular a través de las oncoproteinas
E6 y E7, pero ademas tiene la de habilidad promover sobrevivencia celular
inhibiendo la muerte por apoptosis. La manera en que consigue esto, es inactivando
a los las proteinas supresoras de tumores p53 y RB, respectivamente, quienes
tienen roles importantes en controlar la progresion del ciclo celular y la apoptosis
(Figura 5), por lo tanto estos controles celulares se pierden con la expresion de
estas proteinas virales [Werness B. et al.,, 1990; Dyson N. et al., 1989]. La
proteina E7 se asocia a RB e induce su degradacién en una manera dependiente
del proteasoma, lo que ocasiona la liberacién del factor transcripcional E2F y con
esto, la pérdida del control de la transicion G1/S, por lo tanto, se establece una
permisiva entrada a la fase S de sintesis del ADN incluso en presencia de ADN
dafiado desde la fase G1.

Por su parte, E6 a través de su region hidrofobica (pocket E6) interactia con la

ubiquitina ligasa E3 celular, EGAP y forman el complejo E6/E6AP que induce la
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conformacion competente de E6 para asociarse a p53 e inducir su degradacion por
ubiquitinacion, dirigida por EG6AP [Talis A. et al., 1998]. Para lograr dicha
conformacion de E6, se mostré que es suficiente su union a un fragmento de E6AP
de tan solo de 11 a 18 residuos que incluye el motivo LQELL [Ansari T. et al.,
2012]. Entonces, solamente una vez que el complejo E6/E6AP ha sido formado, la
proteina p53 puede ser reclutada y poliubiquitinada por E6AP vy, posteriormente
degradada por el proteasoma. Pero de manera independiente ni E6 ni EGAP son
capaces de unirse a p53. Entonces, E6 se apodera del control de la estabilidad de
p53 volviéndose dependiente de la ligasa E6AP e independiente de la ligasa celular
E3, HDM2 [Hengstermann A. et al., 2001].

Inhibition of apoptosis
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Figura 5. Roles de las proteinas E6 y E7 VPH en el ciclo celular y apoptosis [Senba M. et
al., 2012].

Progression of cell cycle

Consecuentemente, con la degradacion de p53 se pierde un importante control del
ciclo celular en las fases intra-S y G2, aunado al control de la fase G1 por E7-RB,
previamente mencionado. La degradacién de p53, conlleva ademas a la pérdida de

una eficiente reparacion de dafios al ADN, asi como a una disminucion de la
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sensibilidad a estimulos o sefiales de muerte dependientes de p53. Lo anterior,
provoca una progresion del ciclo celular permanente, con potencial acarreo de ADN
dafado, y por lo tanto, a una susceptibilidad de la célula a la ganancia de
inestabilidad genémica que, a lo largo del tiempo puede llevar a la generacion de

una neoplasia y después a un cancer.

2.3. VPH, desde la infeccion hasta el establecimiento del cancer
cervicouterino.

Es claro entonces, que la inestabilidad gendmica es favorecida por el VPH, y dicha
inestabilidad es primordial en la carcinogénesis en cervicouterino asociada a este
virus. Aunque, el tiempo necesario desde la infeccion hasta el establecimiento del
cancer cervicouterino, puede ser tan prolongado, como un periodo de varios afios.
Durante este tiempo se habran presentado distintos grados de lesiones
precancerosas, las NICs. Asi mismo, el tiempo que transcurre desde el momento de
la infeccién por algun tipo de VPH de alto riego, hasta la generacion de una NIC, es
dificil de precisar. Aungque, un estudio estimo que el riesgo de desarrollar una NIC es
mayor cuando la infeccidn persistente (por un tiempo de 6 meses 0 mas) es por
VPH 16, y este mismo tipo de VPH es menos probable de ser eliminado, entre todos
los VPH oncogénicos. En el mismo estudio, estimaron que a partir del momento de
la deteccidn de la infeccion, hasta un periodo de 48 meses el 89% de la poblacion
elimind el virus, siendo los menos probables de eliminar, los tipo 16 y 33. Mientras
que, el riesgo de que una infeccién por VPH 18 progrese a una NIC es menor en
comparacion a otros VPHs oncogénicos, pero el riesgo de que una NIC3 progrese a
cancer cervicouterino invasivo (CCl) es mayor cuando la NIC es asociada a VPH 18.
Es decir, que la oncogenicidad del VPH 18 esta dada por la alta tasa de progresion
de una NIC- VPH 18 a cancer, mas que por una alta tasa de progresion de una
infeccién por VPH 18 a una lesion precancerosa [Jaisamrarn U. et al. 2013]. El
tiempo que transcurre para que una NIC2/3 progrese a CCI es dificil precisar, ya
que los estudios longitudinales no son permitidos, porque al momento en que una
NIC2/3 es detectada debe ser intervenida. Sin embargo, empleando modelos
estadisticos y datos de registros nacionales holandeses se ha estimado que el

tiempo medio de progresion de una NIC2/3 a cancer cervical es de 23.5 afios [Vink
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M. et al., 2013]. En el caso particular de las NIC2/3 VPH 16 positivas, el tiempo de
progresion requerido para establecer un cancer, es altamente variable en
comparacion a las NIC2/3-VPH 16 negativas. Este hecho tiene sentido con los
reportes actuales, que indican que la mayoria de los canceres cervicouterino, en
mujeres jovenes y en las de edad mas avanzada, son VPH 16 positivos
[Jaisamrarn U. et al., 2013]. En general, el tiempo para el establecimiento del
cancer cervicouterino a partir de la deteccion de una neoplasia, es lo
suficientemente prolongado para la intervencion terapéutica oportuna y exitosa,
cuando los estudios de deteccidbn se hacen con la frecuencia recomendada
[Skinner S. et al., 2016].

2.4. Diagnéstico y tratamiento del cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino es una enfermedad clinicamente organizada, de tal manera
que, es posible determinar el grado de avance de esta enfermedad, lo cual cobra
relevancia para establecer un éptimo esquema de tratamiento. La biopsia cervical es
la investigacién clinica mas importante en el diagndstico del cancer cervicouterino,
sin embargo, para clasificar adecuadamente la etapa de avance del cancer, el
sistema de la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) toma en
cuenta resultados de la examinacién fisica, colposcopia, histopatologia (biopsia
cervical o conizacion), radiografia y endoscopia. Este sistema de clasificacion
considera 12 etapas que son ilustradas en la tabla 2 y, dependiendo de la etapa de
avance en que se detecte el cancer, es el tipo de tratamiento que debe
establecerse. Por ejemplo, la quimioradioterapia es el tratamiento estandar en
canceres avanzado localmente o en etapa temprana con factores de mal prondstico;
la quimioterapia, es paliativa solo en pacientes con cancer metastasico o recurrente
cuya expectativa de sobrevivencia es baja; mientras que pacientes, con carcinomas
invasivos confinados a cérvix, pueden ser tratados quirdrgicamente (solo pacientes
candidatos a cirugia), seguido de radioterapia o quimioradioterapia [Janicek M. et
al., 2001, Petignat P. et al., 2007].
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Tabla 2. Estadios del cancer cervicouterino por FIGO [Janicek M. et al., 2001].

Estadio |
El carcinoma es confinado estrictamente al cérvix (La extension al corpus deberia ser descartada).

Estadio IA: El cancer invasivo es identificado solo microscépicamente. Todas las lesiones graves, incluso con
invasion superficial, son canceres en estadio IB. La invasion se limita a la invasién estromal medida con una
profundidad méaxima de 5.0 mm y no mas ancha que 7.0 mm.

Estadio IA1: Invasion medida del estroma no mayor a 3.0 mm de profundidad y no méas ancha que 7.0 mm.

Estadio 1A2: invasién medida del estroma mayor de 3.0 mm y no mayor de 5.0 mm y no mayor de 7.0 mm. La
profundidad de la invasién no debe ser mas de 5.0 mm tomada desde la base del epitelio, ya sea superficial o
glandular, desde donde se origina. La afectacion del espacio preformado (vascular o linfatico) no debe alterar la
estadificacion, pero debe registrarse especificamente para determinar si deberia afectar las decisiones de
tratamiento en el futuro.

Estadio IB: lesiones clinicas confinadas al cuello uterino o lesiones preclinicas mayores de IA.

Estadio IB1: Las lesiones clinicas no mas grandes a 4.0 cm en tamafio.

Estadio IB2: Las lesiones clinicas méas grandes a 4.0 cm en tamafio.

Estadio Il

El carcinoma se extiende mas alla del cuello uterino, pero no se ha extendido a la pared pélvica. El carcinoma

afecta a la vagina, pero no tanto como al tercio inferior.

Estadio IlIA: No hay afectacion parametrial evidente.

Estadio 1IB: Afectacién parametrial evidente.

Estadio Il

El carcinoma se ha extendido a la pared pélvica. En el examen rectal, no hay espacio libre de cancer entre el tumor
y la pared pélvica. El tumor afecta al tercio inferior de la vagina. Se incluyen todos los casos con hidronefrosis o

rifién no funcional, a menos que se sepa que se deben a otras causas

Estadio IlIA: El tumor no se extiende a la pared pélvica.

Estadio 1lIB: El tumor se extiende a la pared pélvica y/o hidronefrosis o rifién no funcional

Estadio IV

El carcinoma se ha extendido mas alla de la pelvis verdadera o ha afectado clinicamente la mucosa de la vejiga o el

recto. Un edema bulloso como tal no permite que un caso sea asignado a la Etapa IV.

Estadio IVA: El tumor se disemina a érganos adyacentes.

Estadio IVB: El tumor se disemina a 6rganos distantes.
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Cisplatino es una molécula de naturaleza organica que entra a la célula por
multiples vias, y forma aductos DNA-platino. Cisplatino es considerado un
quimiofarmaco de primera linea en el tratamiento del cancer cervicouterino. El uso
combinado de radioterapia y quimioterapia basada en cisplatino ha probado mejorar
la tasa de sobrevivencia en mujeres con céncer cervicouterino avanzado
localmente, en comparacién con la combinacion de radioterapia y quimioterapia
basada en hidroxiurea [Rose P. et al., 1999; Hu Q. et al., 2016]. Sin embargo, la
eficiencia que inicialmente exhibe cisplatino, en la mayoria de los pacientes con
cancer cervicouterino, eventualmente se desarrolla resistencia al farmaco [Li Y. et
al., 2015]. Los eventos celulares que subyacen a la pérdida de la sensibilidad a
cisplatino son la supervivencia celular, proliferacién celular, reparacion del dafio al
DNA y endocitosis. La proteina p53 juega un rol clave en la regulacién de estos
procesos celulares. La pérdida de la sefal de localizacién nuclear en p53 resulté en
una dramética disminucion de la sensibilidad a cisplatino [Mandic R. et al., 2005].
En efecto, la quimioterapia basada en cisplatino es mas efectiva en pacientes que
albergan p53 silvestre que en pacientes con p53 mutado [Garzetti G. et al., 1995].
Adicionalmente, pacientes que responden bien a cisplatino muestran una mayor
proporcion de células p53 positivas, que aquellos que no responden. Por lo tanto,

las actividades de p53 son importantes en la sensibilidad a cisplatino.

2.5. El ciclo celular

Entre las actividades mejor caracterizadas de p53 se encuentran aquellas
involucradas en el control del ciclo celular. El ciclo celular se compone de un
conjunto de eventos que se repiten periédicamente y son regulados para lograr que
dos células hijas posean idéntico tamafio y contenido genético al final del ciclo
(Figura 6). El ciclo celular, temporalmente en cuatro fases. Las células, antes de
iniciar un nuevo ciclo celular, deben garantizar una tasa de sintesis de proteinas, lo
mismo que niveles energético y metabdlico adecuados, asi como un tamafio celular
critico para que la fase G1 progrese a través del ciclo celular. Los principales
reguladores en la progresion del ciclo celular son las ciclinas y las quinasas
dependientes de ciclinas (Cdks). Los complejos Cdk-ciclina pueden activar o inhibir

una plétora de sustratos que promueven o detienen, respectivamente, el inicio y la
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progresion de la sintesis del DNA y la mitosis. En la fase G1, hay dos principales
clases de ciclinas: ciclina D y ciclina E. La ciclina D interactia con Cdk4 o Cdk6, y
ciclina E interactia con Cdk2. El complejo Cdk4/6-ciclina D fosforila al supresor de
tumores, retinoblastoma (RB) que se encuentra asociado a factores de transcripcion
E2F, para producir RB hipofosforilado [Kato J., 1993]. La forma hipofosforilada de
RB, es capaz de asociarse e inhibir a factores de transcripcion de la familia E2F,
gue activan la expresion de genes que promueven la progresion a la fase S. Por lo
tanto, la expresion de estos genes regulados por E2F, permanece apagada. Por otra
parte, RB hipofosforilado se disocia de las desacetilasas de histonas v,
consecuentemente la expresion génica de ciclina E es activada [Zhang H. et al.,
2000]. Entonces, ciclina E forma un complejo con Cdk2, el complejo Cdk2/ciclina E
que fosforila a RB para generar la forma hiperfosforilada [Hinds P. et al., 1992]. RB
hiperfosforilado se disocia del factor transcripcional E2F y, E2F libre activa la
transcripcién de varios genes implicados en la replicaciéon del DNA (POLA2, MCMS,
TOP2A, PCNA) y en la regulacién del ciclo celular (CCNA2 (ciclina A), CDK2, CDC2
(Cdk1), CDC25A) [Ren B. et al., 2002].
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La actividad de los complejos Cdk2-ciclina E/A es necesaria para iniciar la
replicacion del DNA (entrada a la fase). A su vez, la actividad de estos complejos es
positivamente regulada por la fosfatasa Cdc25A que remueve fosfatos inhibitorios
desde la tirosina 15 de Cdk2 [Blomberg I. et al., 1999]. Los origenes de replicacion
tempranos son especificamente encendidos por el complejo Cdk2-ciclina E/A,
mientras que los origenes de replicacion tardios son preferencialmente encendidos
por el complejo Cdkl-ciclina A, durante la mitad y hacia el final de la fase S
[Katsuno Y. et al., 2009]. El encendido de los origenes de replicacion implica la
fosforilacion de proteinas iniciadoras especificas, las cuales nuclean el ensamblaje
de un gran complejo de proteinas que activa la DNA helicasa y reclutan la
maquinaria de replicacion al complejo de pre-replicacién del DNA en el origen
[Leman A. et al., 2013].

Una vez que el DNA es replicado, el ciclo celular progresa hacia la fase G2. Esta
fase tiene como prioridad verificar y reparar los dafios al DNA que surgen durante
las fases previas, G1 0 S y que han escapado de sus propios puntos de verificacion
(checkpoints). La reparacion de dafios al DNA en la fase G2 garantiza que la célula
no transite a mitosis (fase M) con dichas aberraciones, manteniendo asi la
integridad del genoma, que resulta importante para las funciones celulares normales
y la prevencion de enfermedades como cancer [Kousholt H. et al., 2012]. Hacia el
final de la fase S, la transcripcion de la ciclina B1 es iniciada y, la proteina es
principalmente citoplasmatica. Pero al final de la fase G2, ciclina B1 se trasloca y
acumula en nucleo para formar junto con Cdkl, el complejo Cdkl1-ciclina B1. Este
complejo permanece inactivo por fosforilacion de Cdkl en los residuos T14 y Y15
dependiente de Mytl y Weel, respectivamente [Booher R. et al., 1997; Parker L.,
et al., 1993]. Estos fosfatos inhibitorios son removidos por la fosfatasa Cdc25C,
cuya sintesis es iniciada al final de la fase S. La completa activacion de Cdk1-ciclina
B1 requiere la fosforilacion activante por la quinasa CAK en el residuo treonina 161
(Thr 161) de Cdkl [Castedo M. et al., 2002]. Una vez activado, el complejo Cdk-
ciclina B1, puede fosforilar una plétora de sustratos para promover sustancial
reorganizacion de la arquitectura celular, de los cuales depende la mitosis y la
citocinesis. Estos sustratos son nucleares y citoplasmaticos, que incluyen
componentes del microtubulo del citoesqueleto, actina, y filamentos intermediarios,

laminas nucleares, complejos del poro nuclear, y el complejo APC/C (la ligasa que
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eventualmente degrada ciclina B en mitosis). Estos sustratos resultan cruciales para
la formacién del huso mitético, la condensacion de la cromatina, la ruptura de la
envoltura nuclear que caracterizan a la mitosis en animales [Gavet O. et al., 2010].
Después, la degradacion de ciclina B1 es requerida para el establecimiento de la
anafase, de manera tal que, ciclina B1 debe ser degrada en la metafase por APC/C
quien es activada por la union a Cdc20 [Chang D. et al., 2003]. En consecuencia, la
activacion de APC/C, activa a la protease separasa, la cual promueve la disociacién
de las cromatides hermanas por degradacidon de cohesinas para que mitosis

progrese.

2.5.1. Papel de p53 en ciclo celular

p53 es una proteina de vida media relativamente muy corta (5-20 minutos en
promedio), cuya estabilidad es regulada por HAM2, una ubiquitina ligasa tipo E3 que
poliubiquitina a p53 para su degradacién por el proteasoma. Sin embargo, un rango
de insultos celulares incluyendo quimioterapia y estrés oxidativo, pueden causar
dafio al DNA y desencadenar la activacion de la quinasa ATM (Figura 7) [Guo Z. et
al., 2010]. ATM activada fosforila a p53 en la serina 15 y activa por fosforilacion a
ChK2, la cual en cambio, fosforila a p53 en la serina 20, un sitio clave para la unién
a HdM2. Aunque, estudios bioquimicos indican que la fosforilacién de estos sitios en
p53 no fueron suficientes para su estabilizacion. En efecto, la estabilizacién de p53
requiere la fosforilacion de HAM2 en al menos dos sitios blancos de ATM, después
de la induccion del dafio al DNA [Cheng Q. et al., 2009]. Lo anterior es consistente
con la nocién de que la activacion de ATM induce la degradacion de HAM2.

La estabilizacion de p53 involucra homotetramerizacion y unién de un doble
tetrdmero a elementos de DNA de respuesta (ER) a p53 [Kearns S. et al., 2016]. El
promotor del gen p21 contiene dos ER a los que p53 se une para activar su
transcripcibn y en consecuencia, incrementar los niveles de proteina p21. Altos
niveles de p21 se asocian e inhibe al complejo Cdk2-ciclina E/A induciendo cambios
conformacionales. Por lo tanto, pRB no es subsecuentemente fosforilado por Cdk2-
ciclina E y permanece asociado a factores de transcripcion E2F, de manera que la

entrada a la fase S es retardada. Adicionalmente, a su capacidad de arrestar en G1
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por asociacion con complejos Cdk-ciclina, p21, por asociacion a PCNA inhibe la
sintesis de DNA y arresta en G1 y G2 [Cayrol C. et al., 1998].

La participacion de p53 en el checkpoint durante la fase S es menos claro, pero hay
evidencia que el estatus de p53 en fibroblastos tiene un rol en el arresto intra S. A
diferencia de los fibroblastos que expresan p53, los fibroblastos isogénicos que no
expresan p53, progresaron a mitosis con un contenido de DNA menor a 4N, lo que
derivé en la propuesta que p53 evita que la célula con DNA no replicado progrese a
mitosis [Taylor W. et al., 1999]. Otro trabajo mostré evidencia que una nueva
isoforma de p53 (Ap53) pero no p53 candnico, sobre la activacion de ATR, indujo la
transcripcién de p21. La induccién de p21 resultdé en la disminucion de la actividad
Cdk1/2-ciclina A con una concomitante atenuacion de la progresion de la fase S
[Rhoaly G. et al., 2005].

La progresion G2/M implica un tamafio celular adecuado, un DNA sin dafos y
enteramente replicado. Si alguna de estas no cumple, el arresto G2 puede ocurrir. El
rol de p53 en el arresto G2 es atribuido a su actividad transcripcional. Cuando p53
es estabilizado por ATM y ChK1/2, activa la transcripcién de multiples genes que
acttan retardando la progresion a mitosis. Entre ellos, estda p21 que a niveles altos
se asocia e inhibe al complejo Cdkl-ciclina B1 [Bunz F. et al., 1998]. También el
producto del gen 14-3-30, quien es inducido por p53, se une y secuestra en
citoplasma a la fosfatasa Cdc25C previamente fosforilada por ChK1/2, para impedir
la activacion de Cdk1 en nacleo[Hermeking H. et al., 1997; Peng CY. et al., 1997].
Ademas, GADD45 cuya transcripcion es activada por p53, induce la disociacion del
complejo Cdkl-ciclina B1, de tal forma que Cdkl permanece inactiva [Kastan M. et
al., 1992; Wang X. et al., 1999]. p53 mediante su actividad represora disminuye la
expresion de ciclina B1 [Krause. K. et al., 2000], Cdkl [Yun J. et al., 1999] vy
Cdc25C [Clair S. et al., 2004]. En todos los casos, los estudios tempranos en los
que caracterizaron esta actividad de p53, observaron que formas mutantes de p53,
pero no p53 silvestre, fueron incapaces de reprimir los promotores de estos genes, y
fue soportado por ensayos mutagénicos sobre los promotores de estos genes,
encontrando que ciertos elementos secuencia, como la secuencia distal CCAAT en
el promotor Cdkl o el elemento CDE/CHR en el promotor Cdc25C, son necesarios

para la unién de p53 y la represion del promotor. Por lo tanto, es claro el rol
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importante que tiene p53 en la regulacion del ciclo celular en la fase G2 para
asegurar una estabilidad genética.
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Figura 7. Regulacién de la transicion G2/M por p53 [Taylor W. et al 2001].

2.6. Apoptosis

La muerte celular puede ocurrir por diferentes vias dependiendo del tipo y del grado
de estimulo. Entre los tipos de muerte que se conocen, se encuentran apoptosis,
necrosis, autofagia y necroptosis, etc. Pero los tipos de muerte que mejor se han
caracterizado son necrosis y apoptosis, dos procesos que pueden ocurrir
independientemente, secuencialmente y simultaneamente, [Hirsch G. et al., 1997;
Zeiss C., 2003] y pueden incluso, obedecer a un mismo tipo de estimulo. Por
ejemplo, necrosis la cual por mucho tiempo fue asociada a una muerte no
programada, puede ser provocada por dafios celulares que obedecen a estimulos
como choque térmico, radiacion, farmacos quimioterapéuticos, etc., principalmente,
cuando estos estadn presentes a un nivel excesivo. Sin embargo, estos mismos

estimulos pueden inducir apoptosis pero cuando estan presentes a un relativo
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menor nivel. También es contemplado que la induccién de apoptosis 0 necrosis
depende del tipo celular [Laster S. et al., 1998]. De igual manera, fue descrito que
la expresion de caspasas o la disponibilidad de ATP intracelular, son determinantes
para la decisibn entre apoptosis y necrosis, lo que significa que células que
expresan caspasas, 0 con niveles adecuados de energia (ATP), se someten
jerdrquicamente a apoptosis sobre necrosis, sobre un estimulo de muerte
determinado, pero bajo el mismo estimulo de muerte, las células con expresion
nulificada de caspasas o con niveles de energia depletados se someten a necrosis
[Oppenheim R. et al., 2001; Nicotera P. et al., 1998].

Necrosis morfolégicamente puede distinguirse por el hinchamiento celular,
formacion de vacuolas citoplasmaticas, la ruptura de la membrana celular, por
mencionar algunas [EImore S., 2007].

Por su parte, apoptosis ocurre de manera programada, a través de eventos
moleculares secuenciales mediados por receptor (extrinseca) o a través de la
mitocondria (intrinseca), pero ambos tienen en comdn que activan caspasas, unas
proteasas que escinden proteinas conteniendo motivos DXXD y que entre sus
muchos sustratos se hayan las nucleasas CAD (DNasa activada por caspasa), las
cuales son activadas por escision. Una vez activas, estas nucleasas catalizan la
ruptura del DNA cromosomico en fragmentos de aproximadamente 200pb.

Del mismo modo, los cambios morfolégicos que caracterizan la apoptosis suceden
de manera secuencial. Los eventos morfolégicos mas tempranos son la disminucién
del tamafio celular, la redondez celular y la condensacion de la cromatina.
Posteriormente, las invaginaciones de la membrana celular son evidenciadas, asi
como la formacion de cuerpos apoptoticos que consisten de citoplasma conteniendo

organelos con o sin fragmentos de DNA [Elmore S., 2007].

2.6.1. Rol de p53 en apoptosis

Una variedad de estimulos apopt6ticos, que van desde radiacion ionizante, hipoxia y
moléculas pequefas, promueven también la activacién de p53. Por su parte, el rol
de p53 en apoptosis ha sido bien estudiado, y se conoce que su activacion puede

originar apoptosis mediante sus actividades transactivadora y transrepresora de la
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transcripcion de genes apoptoéticos que controlan ambas vias, la extrinseca
(mediada por receptor) y la intrinseca (mediada por mitocondria). También p53
puede activar apoptosis por un mecanismo independiente de la transcripciéon, que
implica su participacién directa en mitocondria (Figura 8). Mediante ensayos en
animales, se observdO que en o6rganos radiosensibles, p53 se acumula en
mitocondria tan pronto los ratones son irradiados por radiacion y. Como resultado,
una primera onda apoptotica independiente de la transcripcion de p53 es
desencadenada, seguida de una segunda onda apoptética dependiente de la
transcripcion de p53 [Erster S. et al. 2004]. La acumulacién mitocondrial de p53 en
timocitos irradiados, conduce a la formacién de complejos con Bcl-xL y Bcl-2 a
través del dominio de transactivacién de p53, lo que deriva en la liberacién de las
proteinas proapoptéticas Bax y Bak, y la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa, ademas de una concomitante liberacion de citocromo C
[Mihara M. et al., 2003]. Otros trabajos muestran que la traslocacion mitocondrial de
p53 conduce a la oligomerizacion de Bax [Chipuk J., et al., 2004] y Bak [Leu J. et
al., 2004] y a la activacion de apoptosis.

Después de la permeabilizacion de la membrana, citocromo C es liberado, y en
presencia de Apaf-1 y dATP, oligomeriza para formar un gran complejo
denominado, apoptosoma, el cual recluta y procesa a la pro-caspasa-9 para
producir caspasa-9 activa [Yuan S. et al., 2013]. Caspasa-9 recluta y activa a
caspasas efectoras -3 y -7, que desencadenan la apoptosis por escision de
multiples sustratos, como las nucleasas anteriormente mencionadas [Li P. et al.,
1997].
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Figura 8. Vias apoptéticas mitocondriales de p53 [Amaral J. et al., 2010].

Los reportes méas tempranos establecieron un rol de p53 en apoptosis que requiere
de su actividad de transactivacion, mediante la cual incrementa la expresion de
genes pro-apoptéticos Bax [Miyashita T. et al., 1995], Puma [Nakano K. et al.,
2001], Noxa [Oda E. et al., 2000], Bid [Sax J. et al., 2002]. Mientras que por su
actividad transrepresora, p53 reprime la expresion de genes anti-apoptéticos como
Bcl-2, lo que resulta en la disminucién de su produccion y la induccién de apoptosis
a través de la formacion de poros y la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial [Miyashita T. et al., 1994].
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2.7. Flavonoides

Los flavonoides son moléculas fendlicas hidroxiladas que pertenecen al grupo de los
polifenoles y son producidos por la via de fenil-propanoides, en una amplia variedad
de plantas, tales como cebolla, té verde y frutos rojos, entre otros. En plantas los
flavonoides juegan un rol importante, brindando proteccion contra distintos estreses
de origen bidticos y abiéticos, como bacterias, virus y rayos UV [Kumar S. et al.,
2013]. Pero la importancia central del estudio de estas moléculas, deriva de las
actividades benéficas para la salud en humanos. Las actividades de los flavonoides
son dependientes de la estructura, que a su vez, depende de la clase estructural,
del grado de hidroxilacién y polimerizacién, asi como, de otras sustituciones y
conjugaciones [Kelly E. et al., 2002; Kumar S. et al., 2013], pero la actividad in
vivo, incluso, puede depender de la capacidad de captacion/retencién del flavonoide
por la célula [Watjen W. et al., 2005]. La base estructural de los flavonoides
consiste de un esqueleto de 15 carbonos formado por dos anillos bencenos unidos
por un anillo pirano heterociclico. Los flavonoides se clasifican basicamente, en
base a las sustituciones de hidroxilos sobre sitios especificos de su estructura base
en: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonas, flavan-3-oles o
catequinas, antocianinas y chalconas (Figura 9, muestra representativos de
subgrupos de flavonoides). Los flavonoides pueden existir como agliconas,
glicésidos y derivados metilados. Las hidroxilaciones en los flavonoides ocurren en
las posiciones 3, 5, 7, 2, 3’, 4 y 5. Sobre dichas hidroxilaciones, las conjugaciones
tipo metilo pueden ocurrir de manera natural. Mientras que las formas glicosiladas
de los flavonoides, que incluyen L-ramnosa, D-glucosa, galactosa, arabinosa,

ocurren sobre las posiciones 3 0 7 [Gonzales G. et al., 2015].
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Figura 9. Clasificacion de flavonoides y ejemplos representativos de cada grupo [Panche A.
et al., 2016].

Estas modificaciones sobre su estructura pueden impactar en las actividades
benéficas de los flavonoides, por ejemplo los flavonoides tipo O-glicésidos, en
comparacion a su correspondiente aglicona, pueden aminorar sus actividades
antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antifingica, antitumoral,
anticoagulante, inmunomodulatoria, etc. pero otras actividades, tales como anti-HIV,
tirosinasa inhibicion, antirotavirus, anticolinesterasa potential, pueden ser mejoradas
por estos mismos glicosidos [Xiao J. et al., 2017]. Es ampliamente conocido que la
biodisponibilidad de cualquier molécula juega un rol determinante en alcanzar el
efecto esperado, y a su vez, la biodisponibilidad depende de diversos factores como
la absorcién, metabolismo, excrecién, y otros aspectos propios de la molécula. El
flavonol quercetina, por ejemplo, en su forma quercetina-glucésido presenta mas
alta biodisponibilidad que otros quercetina-glicésidos, lo cual es atribuido

principalmente a la diferencia en la eficiencia de absorcién entre estas moléculas
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[Hollman P. et al., 1999]. Por lo tanto, es importante considerar que las actividades
de los flavonoides pueden ser afectadas por diversas causas, incluyendo la

fisicoquimica de la molécula, ademas de las mencionadas.

2.7.1. Actividad anticancer de los flavonoides.

Dentro de las multiples actividades biolégicas de los flavonoides, la actividad
anticancer es una de las mas estudiadas. Esta actividad anticancer de los
flavonoides se mantiene frente a diversos tipos de canceres, como el prostatico,
mamario, pancreético, Colorrectal, hepéatico, cervical, entre otros. Asi mismo, existe
una correlacion positiva entre una dieta rica en flavonoides y un riesgo bajo de
desarrollar cancer colorrectal, prostatico o mamario, por lo que, los flavonoides son
considerados agentes quimiopreventivos [Wenzel U. et al., 2000; Vue B. et al.,
2016; Dal-Ho H. et al., 2001]. Los mecanismos moleculares que subyacen a los
efectos anticancer de los flavonoides son variados, y diversos estudios indican que
sus propiedades antioxidantes, junto con las interacciones proteina-ligando son
claves en estos para alcanzar estos efectos benéficos. En estas interacciones, el
nucleo fendlico de los flavonoides favorece interaccion de tipo Vander wall y
electrostaticas con algunas enzimas y ligandos de receptores involucrados en la
transduccién de sefales [Batra P. et al., 2013]. Las proteinas quinasas, EGFR,
PI3K, Akt, MAPKs, Cdks, juegan un papel importante en muchos procesos
celulares, que van desde transcripcion, estabilizacién y degradacion de proteinas,
replicacion del DNA, mitosis, entre muchos otros, por lo que su expresion y
actividades deben ser finamente controladas. En céncer, las actividades de estas
enzimas estan frecuentemente incrementadas, ocasionando un descontrol en estos
procesos celulares.

Un mecanismo asociado al potencial efecto anticancer de los flavonoides es la
inhibicion de proteinas quinasas. La isoflavona genisteina, inhibe la actividad del
receptor tirosina quinasa, EGFR, por la disminucion de su fosforilacién [Gruca A. et
al., 2014]. Ademas, otros flavonoides como quercetina, kaempferol, daidzeina,
genisteina y luteolina pueden inhibir la actividad de Cdks y causar un arresto celular

en células de melanoma OCM-1, lo mismo que, el flavonoide silimarina en células
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de cancer de prostata DU145 [Zi X. et al., 1998; Casagrande et al., 2001;]. Asi
mismo, el efecto anticancer de flavonoides como quercetina, isorhamnetina,
genkwanina, acacetina, entre otros se ha asociado a la inhibicion de la actividad
quinasa de PI3K, una quinasa de serina/treonina clave para la activacion de la
quinasa Akt [Zhang H. et al., 2018]. La inhibicion de Akt, compromete la activacion
de muchas vias de sefializacion reguladas por esta quinasa, que promueven
procesos asociados a carcinogénesis, como proliferacion, sobrevivencia,
angiogénesis.

La inhibicién de apoptosis y la progresion acelerada del ciclo celular que favorecen
la oncogénesis, son revertidas por los flavonoides. El flavonoide EGCG activé a p53
y al proapoptético Bax e indujo apoptosis en células MDA-MB-468 de cancer de
mama [Roy A. et al., 2005]. El flavonoide Genisteina indujo apoptosis y arresto
celular en células de gliomas, acompafado de la activacion de p53 y p21 [Schmidt
F. et al., 2008]. Por lo tanto, por los mdultiples mecanismos anticAncer de los
flavonoides, sitian a estas moléculas como potenciales quimioterapéuticos.

Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),
como el peroxido de hidrogeno (H,O,) y superdxido, son moléculas altamente
reactivas que pueden actuar como mutagénicos, al causar dafio al DNA. Por su
efecto antioxidante, los flavonoides disminuyen el nivel de ROS, potencialmente
perjudicial para la célula. El efecto antioxidante de los flavonoides se asocia al
menos a tres mecanismos: 1) por inhibicién de enzimas productoras de ROS, como
lipooxigenasas (LOX), ciclooxigenasas (COX) y xantina oxidasa (XO) [Lee J. et al.,
2010]; 2) por quelacion de iones metdalicos [Mira L. et al., 2002] y 3) por su
capacidad “scavenging”, en la que el flavonoide estabiliza radicales libres altamente
reactivos para convertirse por oxidacion, en un radical libre mucho mas estable
[Williams R. et al., 2004].

2.7.2. Actividades antioxidante/prooxidante de quercetina

El grado antioxidante entre flavonoides, es variable y esta dado por los sustituyentes
y la posicion que estos ocupan en la estructura base de los flavonoides. Entre los

flavonoides, quercetina es considerado un potente antioxidante, ya que los tres
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mecanismos de la actividad antioxidante reportada para flavonoides han sido
atribuidos a quercetin [Lee J. et al., 2010; Leopoldini M. et al.,, 2006]. El
mecanismo antioxidante scavenging de quercetina se puede entender porque tras la
donacién de un proton para la estabilizacion de un radical libre, quercetina se vuelve
un radical mucho mas estable, debido a que su estructura polifendlica es capaz de
soportar la inestabilidad propia de un radical, al entrar en resonancia a través de sus
dobles enlaces conjugados de los anillos aromaticos del flavonoide, como se

muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Mecanismo de transformacién oxidativa de quercetina. [Tu B. et al., 2015].

Los iones metalicos son bien conocidos por su capacidad redox y por su habilidad
de activacion de oxigeno. EI DNA es una molécula sensible a la oxidacién y puede
sufrir rupturas por la accion de estos iones metalicos derivando en muchos
desérdenes como envejecimiento, cancer, y enfermedades neuroldgicas. Por lo
tanto, moléculas con actividad quelante son de interés como potenciales farmacos
anticancer. La quercetina ha sido ampliamente estudiada en este aspecto, y ha
mostrado que al menos en parte su actividad antioxidante obedece a su capacidad
gquelante al formar complejos con varios iones metales. Existe incluso, la propuesta
que los grupos OH en la posicién 3-4, 4-5, y 3-4’ son preponderantes en este

mecanismo (Figura 11).
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Figura 11. Estructuras de quercetina con numeracion atémica y en complejo con ion metal.
[Andrea G. et al., 2015; Chobot B. 2010].

La formacién de radicales libres puede ser originada por reacciones enzimaticas
celulares, por las enzimas prooxidantes, COX-1, COX-2, LOX y NO (6xido nitrico
sintasa). La actividad inhibitoria de quercetina sobre cada una de estas enzimas
prooxidantes fue ensayada en condiciones in vitro libre de células, y quercetina
mostré inhibicion en todos los casos [Lee J. et al., 2010].
Paradéjicamente, quercetina posee efectos prooxidantes, totalmente opuestos al
popular efecto antioxidante. Watjen y colaboradores (2005) reportaron que la
concentracion de quercetina es determinante entre la suscitaciéon de un efecto
antioxidante o prooxidante. Ellos observaron que concentraciones entre 10-25 uM
de quercetina, protegieron al DNA de la ruptura y disminuyeron la actividad de
caspasa, inducida por H,O, en células de hepatoma de rata. Sin embargo, a
concentraciones mayor de 50 uM, quercetina actu6 como un agente prooxidante,
generando estrés oxidativo, dafio al DNA y finalmente la activacion de apoptosis.
Adicionalmente, los flavonoides quercetina y fisetina fueron quien mas se
acumularon en las células, entre todos los flavonoides (quercetin, fisetina, taxifolina,
miricetina, morina, rutina y catequina) ensayados en este trabajo. Lo que explicaria
por qué solamente estas dos moléculas tuvieron efectos protectores en ensayos en
las células, pero no asi, el resto de los flavonoides los cuales mostraron efecto
antioxidadnte solo en ensayos libres de células [Watjen W. et al., 2005]. La
induccién de apoptosis o la actividad de ruptura de DNA por concentraciones de
quercetina mayores a la de 50 uM asociada a la actividad prooxidante ha sido
reportada por varios grupos de investigacion [Kim G. et al., 2009; Yang B. et al.,
2012]. La capacidad prooxidante de quercetina dependiente de la concentracion
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puede ser explicada porque su degradacion oxidativa catalizada enzimaticamente
conduce a la formacién de o-quinona y o-semiquinona, los cuales facilitarian la
formacion de superdxido y la deplecion de glutation (GSH) [Metodiewa D. et al.,
1999]. Ademas, estas quinonas de quercetina son capaces de formar aductos con
moléculas como DNA, RNA y GSH, lo que deriva en un dafio de estas moléculas
celulares (ver figura 12) [Awad H. et al., 2000]. Entonces, las concentraciones altas
de quercetina que la vuelven toxica para las células de céncer, pueden ser

deseadas desde un punto de vista quimioterapéutico.
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Figura 12. Mecanismo prooxidante de quercetina [Metodiewa D. et al., 1999].

2.7.3. Actividad inhibitoria de los flavonoides sobre E6 y E7 HPV y la
restauracion de p53

La actividad anticAncer de ciertos flavonoides ha sido ensayada en lineas celulares
de céncer cervicouterino. Interesantemente, algunos de ellos han mostrado
actividad inhibitoria sobre las oncoproteinas del VPH expresadas en dichas células,

aunque no se ha descrito un mecanismo de accion preciso. Diferentes flavonoides a
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concentraciones de 10 a 200 uM, han provocado disminucién de los niveles de
transcritos y/o de las proteinas E6 y E7, junto con un incremento en la expresion de
la proteina p53, en células de céncer cervicouterino. Por ejemplo, el flavonoide
luteolina quien presenta alta similitud estructural con quercetina, disminuyé los
niveles de transcrito de E6 y de E7 e incremento la proteina p53 en células HelLa
[Ham S., et al. 2014]. Otros autores, practicamente vieron el mismo resultado, en
términos de la represion de los transcritos de E6 y E7 (aunque los niveles de
proteina de E6 y E7 no fueron ensayados) y de la restauracién de p53, cuando
trataron las células de cancer cervicouterino CaSki y SiHa, con el flavonoide
wogonina [Kim M. et al., 2013].

En otro estudio muy interesante en el que realizaron ensayos de unién in vitro entre
E6 y un fragmento de 70 aminoacidos de E6AP que abarca el sitio de unién a E6,
encontraron que la unién entre dichas proteinas disminuyé a distinto grado con la
adicion del flavonoide luteolina o nuevos compuestos sintéticos con alta similitud
estructural a quercetina y luteolina. También mostraron que luteolina y CAF-24
(unos de los nuevos compuestos tipo flavonoides) elevaron niveles de p53 y p21 en
células de cancer o en queratinocitos inmortalizados expresando E6 VPH [Cherry
J., et al 2013].

Estos antecedentes de la actividad inhibitoria de los flavonoides sobre E6 indican
gue son moléculas promisorias para retar a células de cancer cervicouterino u otras
transformadas a través de la accién de E6 VPH y, que un andlisis mas detallado y

extenso es necesario para un mayor entendimiento.
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3. JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino es considerado un problema de salud publica por sus
asociadas altas tasas de mortalidad y de morbilidad, principalmente en paises
subdesarrollados, como México. Una alternativa para combatir dicho problema es la
implementacién de nuevos farmacos en la quimioterapia. En células de cancer
cervicouterino, quercetina induce apoptosis, arresto del ciclo celular y restaura la
expresion de p53. Sin embargo, no existe informacion de los eventos que conducen
al arresto del ciclo celular, ni a la posible activacion de p53. Por lo tanto,
consideramos importante estudiar estas cuestiones alrededor del arresto del ciclo
celular inducido por quercetina y la activacion de p53. Por lo que, nos propusimos
analizar la expresion de genes blancos transcripcionales de p53 que regulan el ciclo
celular y la apoptosis. Asi mismo, nos resulto interesante averiguar si la restauracion
de p53 inducida por quercetina es una consecuencia de la disminucién de la
expresion de E6 VPH, el principal regulador de p53 en células VPH positivas.
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4. HIPOTESIS

Quercetina restaura la expresion de p53 en células de cancer cervicouterino

mediante la inhibicion de E6 y promueve arresto del ciclo celular y apoptosis por la

activacion de genes que responden a la actividad transcripcional de p53.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar el rol de quercetina en la regulacion de la expresion de p53, a través del

andlisis de la expresién de E6 del virus del papiloma humano y analizar la expresion

de genes de ciclo celular y apoptosis regulados por p53.

5.2 Objetivos especificos

Evaluar la citotoxicidad de quercetina en células HelLa y SiHa.

Analizar el efecto de quercetina sobre el ciclo celular en células HelLa y SiHa.
Analizar cambios en el nivel de expresion y localizacion de la proteina p53
inducidos por quercetina en células HeLa y SiHa.

Analizar el efecto de quercetina sobre la expresién de genes de blancos de la
actividad transcripcional de p53 en células HelLa y SiHa.

Evaluar la apoptosis inducida por quercetina en células HelLa y SiHa.

Evaluar el efecto de quercetina sobre la expresion de la proteina E6 VPH en
células HelLa y SiHa.

Predecir la union entre quercetina y E6 VPH 16 por ensayo de acoplamiento
molecular (docking).
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6. METODOLOGIA

6.1. Células y Moléculas

En este estudio, las células derivadas de cancer cervicouterino HeLa (VPH 18) y
SiHa (VPH 16) fueron empleadas para analizar el efecto molecular y celular de
quercetina en el contexto de las funciones de p53. Ademas, los fibroblastos de
prepucio de humano (HFF), como células no transformadas, fueron empleados
como control.

Quercetina (no. cat. Q-4951) y paclitaxel (no. cat. T7402) fueron comprados a
Sigma-Aldrich.

6.1.1. Mantenimiento de las células

Todas las células fueron mantenidas en medio DMEM alto en glucosa,
suplementadas con 10% de suero fetal bovino (SFB), en una atmésfera de CO, del
5% y una humedad relativa del 90%, a 37°C. El conteo celular se realiz6 previo a
cada experimento por tincion de azul de tripano en camara de neubauer utilizando la

formula: Concentraciéon celular = # células X 10000 X dilucién = # células / mL

6.2. Viabilidad celular por tetrazolio

Las Células Hela, SiHa y HFF fueron sembradas en placas de 96 a una densidad
de 4000 células por pozo y mantenidas en condiciones de cultivo durante la noche.
Al dia siguiente, las células fueron tratadas con quercetina disuelta en DMSO, en un
rango de concentraciones de 0 a 200uM para células de cancer cervicouterino y de
0 a 1000uM para HFF. Cada concentracion de quercetina analizada se evalu6 por
triplicado. La concentracion OuM fue el control referido como DMSO, el cual ocup6
un porcentaje de DMSO menor al 0.05%. A 48h del inicio del tratamiento con
guercetina, se reemplazé el medio de cultivo a todas las células, incluyendo control
y tratadas, por 100uL de medio de cultivo fresco mas 20uL del reactivo, conteniendo
un compuesto tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna; MTS] (Promega cat. G3581) e incubado por 2.5

horas. Esta sal de tetrazolio en células vivas es convertida a formazan. La cantidad
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de formazéan producidas por las células se midié por absorbancia a 450nm en lector
de placa, y el valor de absorbancia es proporcional a la viabilidad celular. El
porcentaje de viabilidad celular fue determinado, empleando la férmula:

(ABSq. / ABScy) X 100 = % viabilidad; donde:
ABScy = absorbancia promedio del triplicado en células control.
ABSq = absorbancia de células tratadas con quercetina.

6.2.1. Determinaciéon de la concentracion inhibitoria 50

Con los datos de porcentaje de viabilidad celular, fue calculada la concentracién
inhibitoria (Clsg) para cada tipo celular en el programa GraphPad Prism6 usando un
método de regresion no lineal, bajo la ecuacién: Log de inhibidor (concentracion

logaritmica quercetina) vs respuesta (% viabilidad celular) -- curva variable.

6.3. Citometria de flujo

Se sembraron 3X10° células HelLa, SiHa o HFF por pozo en placas de 6-pozos y se
incubaron toda la noche a condiciones de cultivo. Posteriormente, las células se
expusieron a quercetina a la respectiva Clso Por otro lado, usamos como control
positivo células tratadas con taxol 5nM, una molécula que arresta en mitosis. Las
células no tratadas fueron el control negativo. Después de 48 horas, de tratamiento
las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X, recuperadas por tripsina e
inactivadas con una cantidad igual de medio completo. Se centrifugaron a 1000 rpm
por 3 minutos, se descartd el sobrenadante y se lavo el botén celular con PBS 1X.
Después de otra serie de centrifugacion y lavados, las células se fijaron con etanol
frio al 70% en PBS 1X y colocadas en hielo por 30 min. Después, se centrifugaron a
3000 rpm por 1 min y el etanol fue retirado. Las células se lavaron dos veces con
PBS 1X conteniendo BSA 1% y se centrifugaron a 3000 rpm por 1 minuto para
retirar solucién. El botdon celular fue incubado con 50 pug/mL RNasa A e ioduro de
propidio 10 pg/mL en PBS 1X por 20 minutos. Posteriormente, se usaron las células
control negativo para establecer los parametros de adquisicion en citometro.

Establecidos los pardmetro, se adquirieron 1X10* eventos para cada muestra.
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Después, con los datos de citometria, se determind para cada muestra, el
porcentaje de la poblacién celular en cada fase del ciclo celular mediante el software
FlowJo. El experimento se realizd por triplicado. La significancia estadistica, se
determiné por un andlisis de varianza de una via (One-way ANOVA), seguido de
una prueba de Dunnett. Los datos (media + desviacion estandar) fueron graficados.
p<0.05.

6.4. Determinacion del indice mitoético.

Se cultivaron 5X10* células HeLa o SiHa sobre cubreobjetos redondos en placas de
24 pozos. Al dia siguiente, las células se trataron a idénticas condiciones que para
el ensayo de citometria. Transcurridas 48 horas, las células se lavaron 2 veces con
PBS 1X y se fijaron con paraformaldehido 4% en PEM (PIPES 100 mM pH 6.9,
EGTA 5mM, MgCl, 2mM) por 45 minutos a temperatura ambiente (TA), seguido de
paraformaldehido 4% en buffer NaHCO3z; 50 mM por 15 minutos a TA. Después se
retird la solucién y se realizaron dos lavados con PBS 1X, para proceder a
permeabilizar las células con Triton X-100 0.1% en PBS 1X, durante 10 minutos. Se
retird la solucion de permeabilizacion y se lavaron las células dos veces con PBS
1X. Finalmente, los nucleos fueron tefiidos con el fluor6foro DAPI (0.2ug/ml) que se
une de manera especifica al DNA, durante 15 minutos a 37°C y protegidos de la luz.
Las muestras fueron observadas al microscopio de epifluorescencia NIKON vy las
imagenes de los ndcleos tefiidos con DAPI se adquirieron a través del software NIS-
Elements de Nikon. El experimento se realiz6 por triplicado. Se analizaron al menos
200 nucleos por condicion, provenientes de distintos campos 6pticos, y en base a
ello, se calcul6 el indice mitético. La significancia estadistica se obtuvo por la misma

metodologia mencionada en ciclo celular. p<0.05.

6.5. Evaluacion de rasgos celulares apoptoticos

Se colocaron 3X10* células HelLa, SiHa o HFF en cubreobjetos redondos en placas
de 24 pozos y se incubaron hasta el siguiente dia. Las células HeLa y SiHa se
trataron con quercetina a la Clso, mientras que las células HFF se trataron a 140 puM,

la concentracibn mas alta empleada. Lo anterior, nos permitiria comparar la
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sensibilidad entre células de cancer cervicouterino con los cultivos primarios HFF no
cancerosos.

Transcurridas 72 horas del tratamiento, las células se lavaron dos veces con PBS
1X y se co-tiferon 10 pL de naranja de acridina y bromuro de etidio (AO:EB,
5ug/mL:3ug/mL). El control negativo fueron células no expuestas a quercetina; el
control apoptosis, células tratadas con H,O, 1mM por 3 horas; control necrosis,
células expuestas a un choque térmico (sumergidas en agua 90°C).

Una vez tefidas las muestras, las imagenes fueron inmediatamente adquiridas con
los canales FITC y TRIPC mediante el software NIS-Elements. El experimento fue
realizado por triplicado. Este método se basa en la tincién de nucleos, de los que se
espera que en células sanas, cuya membrana celular estd integra, se observen
nacleos de color verde poco intenso por la tincibn con AO, quien permea las
membranas celulares. En cambio las células apoptéticas pueden poseer distintos
patrones de tincién dependiendo de lo avanzado la apoptosis, por ejemplo, en la
apoptosis temprana las células se tifien principalmente de AO mostrando un verde
intenso brillante o hasta un amarillo verdoso, pero en una etapa tardia, los nicleos
llegan a observarse anaranjados por la co-tincion con EB, el cual consigue unirse al
DNA una vez que la membrana estad comprometida, como suele suceder en etapas
tardias apoptoéticas. En necrosis, donde las membranas celulares son
desintegradas, permite la tincion de nucleos por EB y estos suelen observarse de un
color naranja rojizo pero, a diferencia de la apoptosis en la que el nucleo sufre de

condensacion, en necrosis los nucleos permanecen relativamente intactos.

6.6. Ensayo de localizaciéon de p53

Las células HeLa y SiHa se cultivaron, se trataron con quercetina a la Cls, (el
tratamiento de quercetina duré 24 h), se fijaron y se permeabilizaron como en la
seccion 6.4. Después se agrego el anticuerpo primario anti-p53 (DO-1) a la dilucion
1:250 en PBS 1X con SFB 4% y se incub6 a 4°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se retir0 el anticuerpo primario y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Se
agrego el anticuerpo secundario acoplado a fluor6foro Alexa 488 a la dilucion 1:1000
en PBS 1X con SFB 4% y se incub6 a temperatura ambiente por 1.5 h, cubierto de

la luz. Se retir6 el anticuerpo secundario y se tifieron los ndcleos con DAPI
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(0.2pg/ml) durante 10 minutos a TA, cubierto de la luz. Se realizaron 4 lavados con
PBS 1X. Se afiadi6 a cada muestra, una solucion de montaje suficiente. Las
muestras se protegieron de la luz. Las imagenes para observar la localizacion de
p53 fueron adquiridas por microscopio confocal. La adquisicion de p53/Alexa488 se
hizo secuencialmente a DAPI para evitar cruzamiento entre ambas sefiales de
fluorescencia. Se cuantificé la intensidad nuclear de p53 de los grupos control y
tratado con quercetina, en ImagelJ™ Software. A partir de los valores
densitométricos de los nlcleos de p53 se hizo el analisis estadistico t-test en
GraphPad Prism6. p<0.05.

6.7. Ensayo de actividad de caspasas

Se cultivaron 4X10° células Hela o SiHa, en placas de 96 pozos. Al dia siguiente,
se trataron con quercetina a la Clsp 0 5nM de taxol como control positivo de
activador de caspasas 3/7. Después de 72 h de los tratamientos, se evalué la
actividad de caspasas 3/7 por el kit de fluorescencia caspase-GLO Assay de
Promega. El ensayo consistié en agregar a cada pozo, 50uL de medio de cultivo y
50uL del reactivo de lisis celular y luminiscente. Después una hora incubacién a TA
y protegido de la luz, se transfirié el contenido de cada muestra a placas de 96
pozos de pared blanca. Se determiné la luminiscencia de cada muestra en lector de
placas Gliomax de Promega. La significancia estadistica se determiné en GraphPad

mediante un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett. p<0.05.

6.8. Western blot

Las células HelLa, SiHa o HFF fueron cultivadas a una densidad de 3X10° por pozo
en placas de 6 pozos. Al dia siguiente, fueron tratadas con quercetin a la respectiva
Clso e incubadas por adicionales 24 horas para obtener los extractos celulares
totales con buffer RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, desoxicolato de
sodio 0.5%, SDS 0.1%) e inhibidores de proteasas. Los extractos proteicos se
cuantificaron por el método BCA (acido bicinconinico) en base a una curva de
concentraciones conocidas de BSA (2, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25 pg/pL). Para realizar
el western blot, se cargaron cantidades iguales de proteina de las muestras control y
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tratadas con quercetina, en un gel separador de acrilamida al 12% y se separaron
por electroforesis (1h/30mA). Después, las proteinas fueron transferidas durante
100 min a 250 mA a una membrana de PVDF preparada en buffer de transferencia
con 20% de metanol. La membrana fue bloqueada con leche baja en grasa al 5% en
TBS-T 0.1% durante 1 hora a TA y subsecuentemente lavada con TBS-T 0.1%, 3
veces por 5 minutos. Después, la membrana se incubd durante 18 horas
aproximadamente con el correspondiente anticuerpo primario p53 (DO-1) dilucién
1:1000, HPV18 E6 (G-7) dilucién 1:200, HPV 16/18 E6 (C1P5) 1:100, Bax (2D2)
dilucién 1:500, Bcl-2 (C-2) dilucion 1:500, de Santa Cruz Biotechnology, CA, USA o
GAPDH (GA1R) dilucién 1:1000 como control de carga de Thermo Fisher-Scientific,
IL, USA. La membrana se lavé con TBST 0.1%, 3 veces por 5 minutos.
Posteriormente se incubaron por 1.5 horas con el anticuerpo anti-ratbn conjugado
(sc-516102) de Santa Cruz Biotechnology, CA, USA. La membrana se lavl 3 veces
y se reveld con sustrato quimiolumiscente supersignal west femto maximum
sensitivity substrate (Thermo Fisher Scientific, cat. 34094). Las imagenes se
adquirieron en fotodocumentador digital (Bio-Rad, Chemidoc XRS+ System). La

J™ software. Los

intensidad de banda fue analizada por densitometria en image
valores densitométricos fueron normalizados al correspondiente control de carga y
comparados entre grupos control y tratamiento. La significancia estadistica entre
grupos, para cada proteina, se realiz6 por t-test en GraphPad Prism6. p<0.05.

La expresion de las proteinas p53 y E6, se evalué a 24 h del tratamiento de
guercetina a la Cls,. La expresion de las proteinas Bax y Bcl-2, se evalu6 a 48 h del

tratamiento de quercetina a la Clsg.

6.9. RT-PCR
Se prepar6 un cultivo de células HeLa y SiHa, a idénticas condiciones que para
western blot y a 48 h de tratamiento con Clsy se obtuvo el RNA total de las muestras
control y tratada, por columna (Biobasic, cat. BS1361). EI RNA total se cuantificé por
nanodrop y se traté con DNasa | a 42°C por 1 hora. 200 ng de RNA libre de DNA, se
analizaron en gel de agarosa al 1% para determinar la integridad y la pureza de
RNA/DNA. Posteriormente, 50ng de RNA libre de DNA, de las muestras control y
tratada, se sometieron a una reaccion de RT-PCR usando el kit Verso 1-Step RT-
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PCR Hot-Start Kit (Thermo Fisher Scientific, cat. #AB-1455) con oligonucleétidos
especificos para los transcritos p21 y GAPDH, este ultimo como gen de referencia.
Las condiciones de reaccion son descritas a continuacion:

Etapa de retrotranscripcion: 50°C por 1 hora

Inactivacion de la RT polimerasa: 95°C por 15 min.

35 ciclos de amplificacion de: 95°C por 30 s, 52.1-55°C por 30 s, 72°C por 1 min.
Extension final: 72°C por 5 min.

Tabla 3. Oligonucleétidos especificos para los transcritos p21 y GAPDH.

Oligonucledtidos Secuencia 523’ T.A. | Referencia GenBank
p21 sentido TTAGCAGCGGAACAAGGAGT
p21 antisentido AGAAACGGGAACCAGGACAC
GAPDH sentido CAACGACCACTTTGTCAAGC
GAPDH antisentido | GGTGGTCCAGGGGTCTTACT

52.1°C NM_002046.6

55°C NM_001291549

T.A.= temperatura de alineamiento.

6.10. Andlisis de acoplamiento molecular

A partir de la estructura de cristal de la proteina E6 VPH 16 (PDB ID: 4GlZ), se
realiz6 un ensayo computacional de acoplamiento molecular. Inicialmente se
adicionaron los hidrogenos a la estructura de la proteina mediante el servidor
charmm-gui (www.charmm-gui.org). La energia de la estructura de E6 VPH 16fue
minimizada con 100 pasos de steepest descent para aliviar los enfrentamientos
moleculares altamente desfavorables. Después, las estructuras tridimensionales de
quercetina y de otros flavonoides usados como controles (Luteolina, C170 y
CAF24), fueron construidas en MARVIN. Posteriormente se construyé una caja de
tamafio 50 x 40 x 60A usando tamafio de malla 1A con el software Vina con
AutoDock Tools y PyMOL. Adicionalmente, con AutoDock tolos se eliminaron todos
los hidrogenos hidrofobicos de la estructura E6 VPH 16 y de los flavonoides. 1000
dockings ciegos rigidos independientes fueron hechos en AutoDock Vina, en los
cuales la estructura de la proteina fue rigida, pero no asi la estructura de los
flavonoides quienes tuvieron libertad de movimiento. El andlisis de los dockings se
realiz6 usando local unix scripts. Los mapas de las interacciones ligando-proteina se

hicieron con maestro Schrédinger.
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7. RESULTADOS

7.1. Citotoxicidad de quercetina en células de cancer cervicouterino

Quercetina es un flavonoide que ha mostrado citotoxicidad en un amplio nimero de
células, incluyendo HeLa (VPH 18), pero para nuestro conocimiento no existe
ningln reporte de la accién quercetina en SiHa (VPH 16). A las 48 horas del
tratamiento de quercetina se ensayo0 la viabilidad celular por MTS. Los resultados
mostraron que las células de cancer cervicouterino fueron alrededor de 7 veces més
sensibles a la toxicidad de quercetina, en comparacion a las células control, no
cancerosas HFF (Figura 13), con Clg, para HelLa, SiHa y HFF de 125 puM, 140 uM y
915 pM, respectivamente. Desde una perspectiva clinica, es una ventaja que la
guercetina posea mayor toxicidad hacia las células derivadas de cancer

cervicouterino, en comparacion a aquellas células no cancerosas como HFF.

Tabla 4. Viabilidad celular en células HelLa, SiHa y HFF.

Quercetina Viabilidad celular relativa al control (%) + DE

(uM) SiHa Hela HFF

0 100+ .93 100+ 7.39 100+ 11.23
12.5 98.8+ .613 87.98+ 2.35

25 96.12+ 1.55 | 82.25+3.06 | 94.64+ 6.87
50 82.06+ 4.97 | 78.56+2.02 | 97.72+5.79
100 66.09+ 3.51 | 68.31+1.98 | 87.27+4.07
200 20.42+ 1.9 31.46+ 1.68 | 90.96+ 2.37
400 80.42+ 9.53
800 50.13+£ 6.7
1000 48.29+ 3.28
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Figura 13. Ensayo de citotoxicidad de quercetina en células de cancer cervicouterino.
A 48h de tratamiento con concentraciones crecientes de quercetina (ver tabla 5), se
determind la viabilidad celular de HelLa, SiHa y HFF. Cada punto en las gréficas representa
la media de una concentracion de quercetina ensayada por triplicado + desviacion estandar.
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7.2. Quercetina aumenta la poblacion G2/M en células de céancer
cervicouterino

Quercetina es una molécula con multiples actividades celulares, incluyendo arresto
celular. Para saber si la toxicidad de quercetina involucra arresto celular, se realizé
un ensayo de ciclo celular por citometria. Los datos revelaron que quercetina a la
Clso incrementé significativamente la poblacion en las fases G2/M del ciclo celular
en HelLa (***) y SiHa (****) (Figura 14 y 15). En cultivos primarios HFF usados como
control, quercetina 140uM (igual a Clsy para SiHa, usada para comparacion por ser
la concentracion mas alta empleada en células de cancer cervicouterino) no
modificé de manera significativa las fases del ciclo celular, mientras que a una alta
concentracion de 500 puM, quercetina provoco un ligero incremento de la poblacién
G2/M (*). Como se esperaba para taxol, una molécula usada como control positivo
de arresto en mitosis, especificamente en metafase, incrementd significativamente
la poblacion celular G2/M. A diferencia de taxol, quercetina es una molécula que no
se le atribuye un Gnico mecanismo de arresto celular, en cambio, se ha
documentado actividad de arresto celular en fases como G1, S y G2/M, sobre
diversos tipos celulares, lo cual toma sentido por las distintos actividades asociadas

a esta molécula.
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Figura 14. Ensayo del efecto de quercetina en el ciclo celular de células de cancer
cervicouterino.

A 48 horas del tratamiento con quercetina en células HeLa (125uM) y SiHa (140uM), o
células HFF (140uM, quercetina +; 500uM, quercetina ++), se fijaron con etanol frio 70% y
se marcaron con IP. Se determind la distribucion del ciclo celular por citometria de flujo. Las
células no tratadas (control) fueron usadas para comparacion y Taxol 5nM representa el
control positivo de arresto G2/M. Los graficos fueron creados en FlowJo software.
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Figura 15. Analisis estadistico del ciclo celular.
El analisis estadistico se realizé a través de un ANOVA de una via, seguido de una prueba
de multiples comparaciones de Dunnett, a partir de tres experimentos independientes.

7.3. Quercetina arresta células de cancer cervicouterino en la fase G2
del ciclo celular

Para discriminar entre un arresto en las fases G2 o M inducido por quercetina en
células HelLa y SiHa, se analizaron los nacleos tefiidos con DAPI, antes y después
del tratamiento con el flavonoide. Los resultados mostraron que quercetina no
incrementa la cantidad de nucleos mitéticos, a diferencia de taxol que incremento6 la
cantidad de ndcleos mitéticos significativamente (Figura 16). En cambio, quercetina
presenté una tendencia a la baja del indice mitético, con nucleos mayoritariamente
en interfase (Figura 16). Estos resultados comprueban que el incremento de la
poblacion celular en las fases G2/M, observado por citometria, corresponde a un
arresto en la fase G2 del ciclo celular.
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Figura 16. Ensayo del indice mitético tras el tratamiento de quercetina en células HeLa
y SiHa.

Imagenes de microscopia de epifluorescencia de nucleos de células HelLa y SiHa tefiidos
con DAPI a 48 horas del tratamiento de quercetina Clsg 0 taxol 5 nM (A). Andlisis estadistico
sobre las diferencias del indice mitético respecto al grupo control negativo de células no
tratadas (B). Ampliacion de la imagen SiHa taxol (C). Flechas blancas en taxol indican
nucleos mitéticos en metafase.
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Figura 17. Estabilizacion de la proteina p53 por quercetina en células HeLa y SiHa.

A partir de extractos celulares de HelLa y SiHa no tratadas (ctrl) o tratadas durante 24 h con
quercetina (Qc) a la Clsg 0 de células HFF a 140 uM (Qc), se analizé por western blot la
expresion de p53 (DO-1). GAPDH se usé como control de carga (A). La significancia
estadistica de la expresion de p53 se determiné por una t-test (B).

7.4. Quercetina incrementa la expresion de p53 y su localizacion nuclear
La fase G2 del ciclo celular es en gran medida regulada por las actividades
transcripcionales de p53, para asegurar que las células con dafio al DNA no
transiten a mitosis y prevenir asi, la ganancia de mutaciones. Para determinar si
quercetina incrementa los niveles totales de p53 en células de cancer
cervicouterino, se realiz6 un western blot a partir de extractos celulares de Hela,
SiHa. Células HFF se usaron como control. Como se muestra en la figura 17, los
niveles totales de p53 incrementaron significativamente en todos los tipos celulares
ensayados. Aun cuando la estabilizacion de p53 es regulada diferencialmente en
células HFF (via HDM2), que en las de cancer cervicouterino, HeLa y SiHa (Via
E6/E6AP). En todas estas células, p53 es encontrado ser silvestre, y por lo tanto, es
posible que esta proteina pueda estar involucrada en el arresto en la fase G2
inducido por quercetina. Sin embargo, el aumento de p53 en células HFF, a esta
condicién (140 pM) no parece ser determinante para inducir un arresto celular
significativo, como se observo en el andlisis de ciclo celular. Es bien conocido que el
arresto de la fase G2 inducido por p53, requiere ademas de su estabilizacion, su

traslocacion nuclear, para llevar a cabo su funcién de regulacion del ciclo celular.
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Para saber si quercetina tuvo un efecto en la localizacion de p53 en células de
cancer cervicouterino, se realizaron inmunofluorescencias de esta proteina para
identificar su localizacion. Identificamos que quercetina provocd un aumento
significativo de la sefial nuclear de p53 en células HelLa y SiHa. Lo que sugiere que

quercetina promueve actividades nucleares de p53.
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Figura 18. Andlisis de la localizacién nuclear de p53 en células de cancer
cervicouterino.

Imagenes de inmunofluorescencia de p53 adquiridas en microscopio confocal se obtuvieron
a partir de células HelLa o SiHa, control o tratadas con quercetina a Clsy, y tefiidas con
anticuerpo primario anti-p53 (DO-1) y anticuerpo secundario antiraton-Alexa 488. Los
nacleos fueron tefiidos con DAPI (A). La sefal nuclear de p53 se calcul6é por densitometria
en Imagel™ Software. La significancia estadistica se determiné por t-test en GraphPad
Prism 6.0. p<0.05 (B).
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7.5. Quercetina aumenta la expresién de blancos transcripcionales de
p53

Una vez que p53 es activado, genes efectores de la fase G2 pueden ser
transcripcionalmente activados o reprimidos para sostener una fase G2 prolongada,
donde los dafios en el DNA pueden ser reparados. p21 es un gen cuya transcripcion
es inducida por p53, cuando este ultimo es activado por estimulos genotoxicos. Para
investigar la expresion del transcrito p21 se analizé su nivel de transcrito. El
resultado mostré que el transcrito p21 incrementd significativamente en ambas
lineas celulares de cancer cervicouterino, después de la exposicion a quercetina
(Figura 19). Este incremento de p21 correlaciona con el incremento nuclear de p53
inducido por quercetina, lo que sugiere la activacion transcripcional de p53.

A) HelLa SiHa
Ctrl Qc Cal  Qc

Figura 19. Analisis de la expresion de p21.

A partir de RNA total de células HelLa y SiHa tratadas durante 48 h con quercetina a la Clsg
(Qc) o las mismas células no tratadas (ctrl), se analizé por RT-PCR la expresion de p21 (A).
La significancia estadistica de la expresion de p21 se determiné por una t-test. p<0.05 (B).

p21
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D M & =
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Otros blancos de p53, son Bax y Bcl-2, el primero de ellos es transcripcionalmente
inducido, mientras que la transcripcion de Bcl-2 es reprimida por p53. Para conocer
si la expresion de estos genes es modificada por quercetina, se ensayaron sus
niveles de proteina. Los resultados reflejaron un incremento significativo de Bax,
mientras que el nivel de Bcl-2 no se vio significativamente modificado (Figura 20A,
B). Por un lado, el incremento de Bax, da mayor soporte a la nocion de la activacion
transcripcional de p53 promovida por quercetina. Por otro lado, el aumento de Bax
consecuentemente aumenta la relacion Bax/Bcl-2, un evento inicial de la apoptosis

mitocondrial que forma parte de la via apoptética de p53.
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Figura 20. Analisis de la expresiéon de Bax y Bcl-2.

A partir de extractos celulares de HeLa y SiHa no tratadas (Ctrl) o tratadas durante 48 h con
quercetina (Qc) a la Clsg, se analizd por western blot la expresién de Bax y Bcl-2. GAPDH se
us6 como control de carga (A). La significancia estadistica de la expresion de Bax y Bcl-2 se
determind por una t-test. p<0.05 (B).

7.6. Quercetina induce apoptosis en células de cancer cervicouterino

Después de un prolongado arresto celular, la apoptosis puede tener lugar. Debido a
la activacion de p53, un conocido activador de apoptosis, ademas del incremento de
la relacion Bax/Bcl-2 inducida por quercetina, quisimos ensayar la induccion de
apoptosis por quercetina en células HelLa y SiHa de cancer cervicouterino. Se
analizaron los rasgos morfolégicos apoptoéticos por microscopia de epifluorescencia
mediante la tincion con AO/EB. Las células HFF fueron incluidas como control. Las
imagenes de microscopia revelaron que quercetina provocé que los nicleos de las
células HelLa y SiHa, se tifieran de un color verde amarilloso intenso (Figura 21),
una caracteristica morfolégica asociada a apoptosis. Ademas puede observarse
principalmente en SiHa la formaciéon de cuerpos apoptéticos, tanto en control de
apoptosis, como en el tratamiento con quercetina. Las células HFF no mostraron
rasgos apoptoticos tras la exposicién a una concentracién de quercetina de 140 uM,
la mas alta ensayado en células de cancer cervicouterino. Por lo tanto, es de
relevancia que quercetina tenga efectos citotdxicos selectivos hacia células de
cancer cervicouterino versus un tipo celular no canceroso, a pesar de que en todas

las células se observo un incremento significativo de la proteina p53.
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Figura 21. Ensayo de rasgos morfolégicos apopt6ticos en células de cancer
cervicouterino.

Células HelLa y SiHa, expuestas a quercetina (Qc) a la Clsg y células HFF a 140 uM de
quercetina (Qc) por 72 horas, se tifieron con AO/EB. Las imagenes se adquirieron por
microscopia de epifluorescencia. Células control (no tratadas). H,O, (ImM por 3h) se usé
como control de apoptosis. Choque térmico (90°C por 20 s) se usé como control de necrosis.

7.7. Quercetina induce actividad de caspasas en células de céancer
cervicouterino

La actividad de caspasas es un proceso irreversible y un evento bioquimico muy
caracteristico de apoptosis. Con el fin de corroborar la inducciéon de apoptosis por
guercetina, evaluamos en células de cancer cervicouterino, la activacion de
caspasas3/7. Observamos que quercetina incremento significativamente la actividad
de caspasas en Hela (*) y SiHa (****) (Figura 22). El conjunto de datos moleculares
(aumento de la relacion Bax/Bcl-2), celulares (microscopia epifluorescencia) y
bioquimicos (actividad de caspasas), indican que quercetina induce apoptosis en

estas células de cancer cervicouterino.
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Figura 22. Evaluacion de la actividad de caspasas en células de cancer cervicouterino.
Células HelLa y SiHa se trataron con quercetina a la Cls, 0 taxol 5nM (control de apoptosis)
durante 72h. La actividad de caspasas fue ensayada por un kit luminiscente cuya
luminiscencia es proporcional a la actividad de caspasas. La luminiscencia de los
tratamientos fue comparada con las células control no tratadas. La significancia estadistica
fue calculada por ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett. p<0.05.

7.8. La reactivaciéon de p53 inducida por quercetina en células de cancer
cervicouterino es independiente de la expresiéon de E6 VPH

p53 es una proteina inestable, con una vida media relativamente corta.
Normalmente su estabilidad es dependiente de la ubiquitina ligasa HdM2 en
[Hengstermann A. et al., 2001], pero en células que expresan E6 VPH de alto
riesgo, como es el caso de HelLa y SiHa, el control se vuelve totalmente
dependiente de E6 y de la ligasa celular EGAP [Huibregtse JM. et al., 1991]. Por lo
tanto, la nocion que la activaciéon de p53 provocada por quercetina implique la
disminucion de la expresion de E6, toma sentido. Para analizar esta posibilidad se
realiz6 un western blot de E6 después del tratamiento con quercetina a la Clso. Los
resultados mostraron que el nivel expresiéon de la proteina E6 se mantuvo constante
en ambas lineas celulares, HelLa y SiHa, a pesar de la activacion de p53 (Figura

23). Entonces, surge la posibilidad que la activacion de p53 obedezca a una
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inhibicion de la actividad de E6 por quercetina, a través de una interaccion directa
molécula-proteina. Lo anterior toma sentido con los datos reportados por otros
grupos de investigacién [Cherry J. et al., 2013; Yuan C. et al., 2016].
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Figura 23. Analisis de la expresion de E6 VPH tras el tratamiento con quercetina en
células de cancer cervicouterino.

Western blot de E6 VPH a partir de extractos totales de células HelLa y SiHa, obtenidos a 24
horas del tratamiento de quercetina a la Clsy (A). GAPDH fue usado como control de carga.
La significancia estadistica para cada gen fue determinada por una prueba t-test (B).

7.9. Acoplamiento molecular predice la uniéon de quercetina a E6 VPH
sobre el sitio de union de E6AP

La estructura de la proteina E6 VPH-16 (PDB ID: 4GlZ) previamente resuelta por
cristalografia [Zanier K. et al., 2013], fue sometida a 1000 acoplamientos
moleculares (del inglés, molecular docking) independientes asistido por
computadora para predecir la interaccibn con quercetina. Luteolina y otros
compuestos sintéticos tipo flavonoide (compuesto 170 y CAF-24) que previamente
mostraron interaccion directa con E6 y su inhibicion, se incluyeron como controles
[Cherry J. et al., 2013]. Los resultados mostraron que quercetina y el resto de los
compuestos se unieron en tres sitios distintos sobre E6, designados como: Sitio 1,
Sitio 2 y Sitio 3 (ver Figura 23). Quercetina y el resto de los flavonoides se unieron al
pocket hidrofébico de E6 (Sitio 2, el sitio donde la ligasa E6AP hace contacto con E6
para formar el complejo E6/E6AP) con distintas conformaciones. Las energias con
gue cada una de las moléculas se uni6 en cada sitio de E6, se ilustran en la tabla 6.
Quercetina se unié al sitio 2 con una energia de -7.08 + 0.18 kcal/mol, solo por
arriba de CAF-24, el control que mostro la energia de union mas baja de -7.98 +

0.18. Este resultado, fortalece la propuesta que quercetina se une a E6 para inhibir

54



su actividad de degradacion de p53, posiblemente compitiendo con la ligasa E6AP
por la unién a E6. Los otros 2 sitios donde quercetina contacté sobre la estructura
de EB6, se localizaron, uno hacia el amino terminal (sitio 1, Figura 23 B) y otro de
ellos hacia el carboxilo terminal (sitio 3, Figura 23 D). Quercetina en el sitio 3,
establecio contactos con residuos que no se conocen necesarios para la formacion
del complejo E6/E6AP/p53. Por otra parte, los contactos que quercetina predijo
establecer con E6 en el sitio 1, resultan cruciales para la asociacion de E6 con p53,
lo que resultaria en la interrupcion del complejo E6/E6AP/p53 y estabilizacién de
p53. Los resultados en conjunto, sugieren una importante actividad de quercetina en
la activacion de p53, asociada a un arresto celular en G2 y la subsecuente
apoptosis, posiblemente por la interrupcion de la asociacion de E6 con E6GAP y

consecuente con p53, previniendo la degradacion de este Ultimo.

Tabla 5. llustracién de los aminoacidos de E6 VPH con los que cada flavonoide establecié
contacto y su energia promedio de 1000 acoplamientos moleculares ciegos en el sitio de
unién a EGAP (sitio 2) de la proteina E6 VPH.

Energia
Ligando Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 (kcal/mol)
en sitio 2
D4, P5, Q6, E7, V31, Y32, F45, D49, L50, C51, 88§i¥884k]|f\)21217’
Quercetina R8, P9, R10, 152, V53, R55, Y60, A61, V62, Q123, R124, 708 +-0.18
C51, 152, V53, L67, Y70, S71, L100, R102, H126’ R135’ U
Y54, R55, R131. Q107, R131. C139. S140.
PS5, Q5, E7, RS, R10, K11, V31, Y32, F45, D49, K72, 173, E75,
P9 R10. C51 L50, C51, V53, R55, A61, V62, Y76. Y79 S82
CAF24 |52’ V53’ Y54’ L67, Y70, S71, 173, S74, R77, R1,24 H'126 ! -7.99 +-0.18
! R55’ ' H78, R102, Q107, 1128, R131, R:,L35 '

T133.

P5, R8, P9, R10, K11, V31, Y32,
F45, D49, L50, C51, 152, V53,
Y54, R55, Y60, A61, V62, C66,
C170 * L67, F69, Y70, S71, 173, S74, * -6.8 £-0.17
E75, R77, H78, L100, R102,
C103, 1104, Q107, 1128, R129,

R131, T133.
R10, K11, V31, Y32, F45, R48, | S82, Y84, R117,
Dé;?:;gG%lQo?’ D49, L50, C51, 152, V53, Y60, H118, K122,
Luteolina C51’ |52’ V53 A61, V62, C66, L67, Y70, S71, G123, R124, -6.82 +-0.19
Y54 I,:255’ R13’1 S74, Q75, H78, L100, R102, H126, R135,
' ' ' G107, R131. S140.

N.O.= No observado
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Figura 24. Imagenes seleccionadas de 1 docking de quercetina sobre E6 VPH-16.

E6 VPH 16 en complejo con la hélice a de EGAP conteniendo el motivo LxxLL de unién a E6
VPH 16 (A). Quercetina unida al sitio 1 (B), sitio 2 (C) y sitio 3 (D) de E6 VPH 16 y los
correspondientes residuos de E6 VPH 16 con los que quercetina establece contactos a 5
angstroms de distancia.
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8. DISCUSION
La infeccién por VPH es la mas comudn transmitida sexualmente en humanos. Los
VPHs oncogénicos son los agentes etiolégicos del cancer cervicouterino
[Walboomers J. et al., 1999]. A pesar de que existen vacunas efectivas contra la
mayoria de los VPHs oncogénicos, ademas de esquemas de deteccion de cancer
cervicouterino basados en la identificacion de VPH, citologia y colposcopia de Gtero
[Lee L. et al., 2017], el cancer cervicouterino sigue siendo un problema de salud
publica mundial. El cancer cervicouterino, en mujeres es el cuarto mas mortales
[Torre LA. et al., 2015]. Aunado a lo anterior, la quimiorresistencia de este cancer
tiene un impacto en la sobrevida de las pacientes, de tal manera, que existe la

necesidad de implementar quimiofarmacos efectivos frente al cancer cervicouterino.

En este estudio, investigamos en primer lugar la toxicidad del flavonoide quercetina
sobre células de cancer cervicouterino, HeLa y SiHa. Encontramos que quercetina
present6 mayor toxicidad hacia las células HeLa y SiHa de cancer cervicouterino, en
comparacion a las células control HFF, al grado de requerir concentraciones 7 veces
mayores de quercetina en células HFF para lograr la citotoxicidad alcanzada en
células de cancer cervicouterino (Figura 13). Lo anterior indica un grado de
selectividad citotoxica de quercetina en células de cancer cervicouterino, lo que

significa un primer paso en aspectos de seguridad farmacoldgica.

Quercetina es conocido por su capacidad de arresto celular en mudltiples tipo
celulares cancerosos, pero el tipo de arresto celular originado por quercetina no es
idéntico en todos los tipos celulares cancerosos. Esto indica que, tanto el contexto
de expresién génica en cada tipo celular, como la multifuncionalidad de quercetina,
es decir, los mdltiples blancos moleculares que posee, son determinantes en el tipo
de arresto celular resultante. En células de cancer de mama MDA-MB-231,
guercetina indujo un arresto celular en las fases S y G2/M, a través de la inhibicion
de la via de sefializacion JNK-Foxo3a y de la activacion de la via p53-p21 [Nguyen
L. et al., 2017].

En primera instancia, encontramos que quercetina indujo arresto celular en la fase

G2/M tanto en células de cancer cervicouterino como en los cultivos primarios HFF.
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Aunque para lograr este arresto celular en células HFF (p<*), el cual fue claramente
menos prominente que en cervicouterino, se requirid emplear concentraciones de
guercetina 4 veces mas altas (500 puM) a las usadas en células de cancer
cervicouterino, HeLa y SiHa. Esto corroboroé la sensibilidad de las células de cancer
cervicouterino hacia quercetina.

Este resultado coincide con lo reportado por Priyadarsini R. y colaboradores (2010),
un estudio en el que las células HelLa fueron arrestadas en G2/M por quercetina
[Priyadarsini R. et al., 2010].

Debido a que el analisis del ciclo celular por citometria no permite discriminar entre
arresto en G2 y arresto en M, delineamos mediante el célculo del indice mitético,
que el arresto celular inducido por quercetina, ocurrié en la fase G2, ya que de
haber ocurrido el arresto en la fase M, se esperaria un incremento significativo en el
namero de nucleos mitdticos tras el tratamiento con quercetina, un hecho que solo
ocurri6é en las células tratadas con taxol, el control positivo de arresto en fase M. En
cambio, con quercetina, las células HelLa y SiHa mantuvieron nucleos
principalmente en interfase, indicando que el arresto celular ocurrio en la fase G2.
Para nuestro conocimiento, es la primera vez que se detalla este fendbmeno de

arresto celular ocasionado por quercetina en estas células de cancer cervicouterino.

El arresto del ciclo celular en la fase G2, ocurre principalmente por dafios al DNA
ocasionados por genotoxicos o por errores durante la replicacion del DNA. Si bien,
gquercetina, a concentraciones bajas es un potente agente antioxidante y como tal
protege al DNA del estrés oxidativo, a concentraciones altas (>40 uM) actia como
prooxidante ocasionando dafio a moléculas como el DNA, lo que deriva en un
arresto celular [Watjen W. et al., 2005; Metodiewa D. et al., 1999]. Cuando el dafio
al DNA ocurre, p53 puede ser activado por accién de proteinas cinasas que regulan
su estabilizacion y traslocacion a nucleo, donde p53 ejerce su actividad
transcripcional, a través de la cual regula procesos celulares como el arresto celular
en diversas fases del ciclo [Loughery J. et al., 2014; Mesaeli N. et al., 2004]. p53,
a través de mdltiples vias reprime la actividad del complejo Cdk1-ciclina B1 para
ocasionar un arresto en G2, mientras que, paralelamente p53 puede regular otras

funciones como la reparacion de dafio al DNA [Senturk E. et al., 2013]. En efecto,
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los resultados de western blot indicaron un incremento significativo de los niveles de
p53 por la accion de quercetina en todas las células ensayadas, incluyendo las
células HFF, usadas como control (a la concentracién de 140 uM de quercetina por
ser esta la concentracion més alta empleada en células de cancer cervicouterino).
Lo anterior resulta interesante, ya que a esta concentracion a la que quercetina
produjo un incremento de la proteina p53 en células HFF, no se reflejé en un arresto
celular en las mismas células. Mientras que en células HelLa y SiHa, la
concentracion de quercetina que produjo un incremento de los niveles de proteina
p53, ocasiond un arresto en la fase G2 en ambas lineas celulares de cancer
cervicouterino. Esto puede suponer que los niveles de p53 logrados por quercetina
en HFF no fueron suficientes para reflejarse en un arresto celular, o bien, que la via
p53 en HFF no es determinante como lo puede ser en HelLa y SiHa para inducir un

arresto celular.

Es claro que la traslocacion de p53 a nlcleo es necesaria para activar la expresion
de genes de respuesta a estrés para ejercer funciones, como el arresto del ciclo
celular [Middler G. et al., 1997; Reich N, y Levine A. 1984]. Por lo tanto, el
incremento nuclear de la sefial de p53, junto con los niveles elevados del transcrito
p21 y la proteina Bax, que observamos en HelLa y SiHa por el tratamiento con
quercetina, son fuertes indicativos de la activacion de p53. Estos dos genes, p21ly
Bax, son dos blancos transcripcionales de p53, y su expresion es principalmente
regulada a nivel de transcripcion, misma que aumenta con la activacion de p53,
hasta alcanzar niveles de proteina suficientes para ejecutar funciones de arresto y
apoptosis, para mantener una estabilidad gendmica [Miyashita T, and Reed J.
1995; Takahashi P. et al., 2011].

En efecto, el papel del factor transcripcional p53, en el arresto celular es mediado en
gran medida por activacion de la expresion de p21, el regulador negativo de los
complejos Cdk-ciclinas que promueven progresion del ciclo celular [Sullivan K. et
al., 2018]. Por lo tanto, el nivel del transcrito p21 inducido por quercetina en ambas
lineas celulares de cancer cervicouterino, HeLa y SiHa, sugieren un rol en el arresto

celular en la fase G2, que observamos en estas mismas células. Este hallazgo
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concuerda con lo mostrado por Priyadarsini, en el que quercetina incremento el

transcrito p21 en células HelLa [Priyadarsini R. et al., 2010].

Existen reportes que sefialan que el arresto celular en la fase G2, puede
acompafarse de la induccién de apoptosis [Wang H. et al., 2016; Ouyang G. et al.,
2009]. p53 puede iniciar apoptosis a través de un mecanismo no transcripcional,
gue requiere su traslocacion a mitocondria a tiempos tempranos, después del
estimulo apoptético. p53 mitocondrial activa la oligomerizacion de las proteinas
proapoptéticas Bax o Bak por su asociacion directa [Chipuk J. et al., 2004; Leu J.
et al., 2004], o asociandose a las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL, para
inhibirlas e impedir el secuestro de las proteinas proapoptoticas Bax y Bak [Mihara
M. et al., 2003]. Por otro lado, el incremento de la expresién de la proteina Bax
inducida por quercetina, lo cual resulté en un aumento de la relacién Bax/Bcl-2, es
ampliamente reconocido ser un paso inicial de apoptosis mitocondrial, ya que
aumentan los niveles de Bax libre, se promueve su homo-oligomerizacion sobre la
membrana mitocondrial externa, lo que provoca la liberacién de las proteinas
proapoptéticas, como citocromo C, endonucleasa G [Li L. et al., 2001] y
Smac/DIABLO [Mass C. et al., 2010], y a través de ellas, la activacién de caspasas,
las enzimas ejecutoras de apoptosis. En efecto, nosotros observamos que
guercetina promovio la activacion de caspasas 3/7 en células HelLa y SiHa, lo que
confirma junto con los rasgos celulares apopt6ticos vistos en HelLa y SiHa, que este
flavonoide fue capaz de inducir apoptosis en estas células de cancer cervicouterino
Nosotros notamos que a tiempos posteriores (72 h postratamiento) del arresto
celular en la fase G2 (48 h postratamiento), quercetina indujo rasgos apoptéticos en
ambas lineas celulares de cancer cervicouterino, HeLa y SiHa, pero no observamos
este fendbmeno en las células HFF después de la exposicibn a concentraciones
iguales de quercetina (140 uM). Mediante este ensayo de muerte celular por
microscopia, lo que constata que quercetina tiene una selectividad citotdxica hacia
las células de cancer cervicouterino en comparacion a las células HFF, lo cual es

farmacologicamente deseado.

p53 es encontrado silvestre y funcional en todas las células empleadas en este

trabajo, pero el modo de regulacién de la estabilidad de la proteina p53, en células
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HFF es distinto al de células HeLa y SiHa, ya que estas Ultimas expresan la proteina
E6, la cual en complejo con la ligasa de ubiquitina E6AP reclutan a p53, para ser
este ultimo ubiquitinado por E6AP y posteriormente degradado por el proteasoma
[Scheffner et al., 1990; Talis A. et al., 1998]. En cambio, en células HFF, la
estabilidad de p53 estd bajo control de la ligasa de ubiquitina celular HdM2
[Hengstermann A. et al., 2001]. Si el estimulo que provocé la estabilizacion de p53
en todas las células, hubiera sido el estrés oxidativo originado por quercetina, de
quien se conoce gque a concentraciones como las empleadas en este trabajo, es
capaz de generar especies reactivas de oxigeno y ruptura del DNA [Waétjen et al.,
2005; Awad H. et al., 2000], en células de céancer cervicouterino seria
adicionalmente requerido, la represiébn de la oncoproteina E6 para lograr la
estabilizacién de p53. Sin embargo, cuando analizamos la expresion de la proteina
E6, no observamos la disminucién que esperabamos de la proteina E6. Estos
resultados sugieren que, de existir un efecto inhibitorio de quercetina sobre la
proteina EB6, seria sobre a un nivel de la actividad de degradacion de p53, mas que
a nivel de expresion de E6. Esta idea se soporta por el trabajo de Cherry y
colaboradores (2013), en el que observaron que el flavonoide tipo flavona, luteolina,
de estructura muy similar a quercetina (Figura 26), asi como otros flavonoides
sintetizados quimicamente, se unieron a la proteina E6 e impidieron su asociacion
con un polipéptido de 70 aminoacidos de E6AP (E6AP-70aa) que incluye el motivo
LxxLL necesario para la union a E6, los cuales fueron probados para su capacidad
de formacion del complejo E6/E6AP-70aa. Ademas, estos mismos flavonoides
fueron activos para impedir la asociacion entre el complejo E6/E6AP, estabilizaron a
p53 cuando este fue expuesto a E6 y EGAP en reticulocitos de conejo, pero este
efecto no ocurri6 en ausencia de flavonoides. Adicionalmente, el tratamiento con
luteolina aumentd los niveles de la proteina p53 en sobre células de cancer
cervicouterino VPH positivas, pero también en otras células VPH negativas,
[Cherry J. et al., 2013], muy parecido a que nosotros observamos en células HFF
VPH negativas, donde quercetina incrementd p53, lo cual no es de sorprender, ya
gue quercetina y otros flavonoide han mostrado incrementar p53 en células VPH

negativas.
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Las observaciones de Cherry y colaboradores, al igual que las nuestras contrastan
con otros estudios en los que flavonoides como luteolina, wogonina y EGCG,
condujeron a la estabilizacién de p53 en células derivadas de cancer cervicouterino
VPH positivas, por la disminucion del transcrito o de la proteina E6 [Ham S. et al.,
2014; Kim M. et al., 2013; Qiao Y. et al., 2009].

Luteolina Quercetina Miricetina

Figura 25. llustracién comparativa de los flavonoides luteolina, quercetina y miricetina.

El flavonoide miricetina, el cual, al igual que quercetina pertenecen al grupo de los
flavonoles, y quienes comparten alta similitud estructural (Figura 26), fue capaz de
inhibir la unién in vitro de la proteina E6 con caspasa 8 y con E6AP. Ademas,
miricetina a 200 pM incrementd significativamente los niveles de p53 en células
SiHa VPH 16, pero el incremento de p53 por miricetina en células C33A de cancer
cervicouterino VPH negativas, no fue significativo. Luego, la sensibilidad de células
SiHa hacia doxorrubicina y cisplatino incrementd con la exposicion a miricetina. El
hecho que los flavonoides incrementen la sensibilidad de células de cancer
cervicouterino hacia quimioterapéuticos como cisplatino, es relevante porque este
tipo de cancer tienden a ser relativamente resistentes a estos tratamientos

guimioterapéuticos [Rein D. et al., 2001].

Debido a que no observamos cambios de expresion de la proteina E6 en células de
cancer cervicouterino, buscamos mediante un docking ciego, predecir la unién de
guercetina con la proteina E6 VPH-16. Las predicciones de unién mostraron que
guercetina se une a tres sitios de la proteina E6. Uno de los sitios, denominado por
nosotros “sitio 111", localizado hacia el carboxilo terminal de la proteina EG, carecio de

relevancia porque las interacciones que quercetina predijo establecer con los
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residuos de la proteina E6 no son relevantes para la degradacion de p53, de
acuerdo a lo que se dio a conocer por Martinez-Zapien D. y colaboradores (2016),
quienes resolvieron la estructura de cristal del complejo E6/E6AP/p53, y dieron
detalle sobre los residuos implicados en la formacion del trimero de cada una de las
proteinas que lo conforman [Martinez-Zapien D. et al., 2016]. Los otros dos sitios
donde quercetina predijo unirse sobre la proteina E6, fueron de marcada relevancia
en la formacion del trimero y la degradacion de p53. En el sitio |, quercetina contacta
con los residuos Pro5, GIn6, Arg8 y Arg10 en EB6, los cuales son encontrados mediar
contactos cruciales para la asociacion de E6 con p53 [Martinez-Zapien D. et al.,
2016]. Mientras que el residuo Glu7 de E6 establece contacto directo con la Lys101
de p53, los residuos Pro5, Arg8 y Pro9 tienen un rol indirecto en la conformacion de
la region N-terminal de E6. En efecto, la relevancia de estos sitios en la union y
degradacion de p53 fue demostrada por mutagénesis dirigida sobre los residuos
Pro5, Glu7, Arg8 y Pro9, que al sustituir dichos residuos se impide el ensamblaje del
complejo ternario E6/E6AP/p53, y conduce a la estabilizacion de p53 [Mietz J. et
al., 1992; Cooper B. et al., 2003]. Por otro lado, la unién de quercetina sobre el sitio
Il de la proteina EB6, el sitio correspondiente al bolsillo de unién a la ligasa E6AP,
estableci6 contactos con el residuo Asp49 de E6 cuya sustitucion a Ala49
interrumpe la asociacion de la proteina E6 con E6AP, y por consecuencia, la
formacion del complejo ternario E6/E6AP/p53, y la degradacion de p53 [Zanier K. et
al., 2013]. En el mismo sitio I, quercetina contacté con el residuo Leu50. La
sustitucién de esta Leu50 por Ala50, disminuy6 tanto la union de la proteina E6 al
péptido E6AP (E* L2 T3 L* Q° E® L’ L® G° E™ E™ R'%), como la degradacién de p53
[Zanier K. et al., 2013]. También en el sitio Il, quercetina contacté a la Arg102 quien
resulta fundamental para mantener juntos a los dominios N-terminal y C-terminal de
la proteina E6, y a su vez permitir la conformacién para la unién con el péptido
E6GAP. La Argl3l con la que quercetina establecié contacto, provee contactos
estructuralmente equivalentes a la Arg102, con el péptido E6AP [Zanier K. et al.,
2013]. La sustitucién de estas argininas conducen a una marcada disminucion de la
union entre E6 y el péptido E6AP, asi como a la estabilizacion de p53 [Zanier K. et
al., 2013]. En resumen, la union predictiva de quercetina a E6, supone la
competicibn de union de quercetina y E6AP por E6, lo que conduciria a la

estabilizacion de la proteina p53.
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Finalmente, este estudio contribuye a las bases de la accién de quercetina sobre el
ciclo celular en células de cancer cervicouterino, y propone que la activacion de p53
por quercetina ocurre posiblemente por la inhibicion de la actividad de la proteina
E6. Dada la relevancia clinica de las actividades de p53, y la capacidad quercetina
por promover estas actividades, subrayamos su importancia de su continuo estudio
en este tipo de células cancerosas. Ademds, quercetina resulta una molécula
importante por la selectividad téxica mostrada hacia células HeLa y SiHa de cancer

cervicouterino con respecto a lo observado en células no tumorales HFF.

64



9. CONCLUSIONES

9.1. CONCLUSION GENERAL.
Quercetina promueve arresto del ciclo celular en la fase G2 y apoptosis,
acompafiado de la activacibn de p53 en células de cancer cervicouterino,

posiblemente por la interrupcién de la formacion del complejo E6/EGAP.

9.2. CONCLUSIONES PARTICULARES.

1. Quercetina induce la activacion de p53 en células HelLa y SiHa, independiente de
la expresion de E6 VPH.

2. Quercetina predijo inhibir a E6 VPH por su unién en sitios cruciales para su
actividad de degradacion de p53.

3. Quercetina arresta el ciclo celular en la fase G2 por acompafados niveles
elevados del transcrito p21, en células HeLa y SiHa.

4. Quercetina induce apoptosis en HelLa y SiHa, con niveles elevados del
proapoptético Bax, asi como de la actividad de caspasas 3/7.

5. Las células de céancer cervicouterino SiHa y HelLa son mas sensibles a la
toxicidad de quercetina con respecto a los cultivos primarios de fibroblastos (HFF),

en un orden de 6 y 7 veces, respectivamente.
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