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RESUMEN

Los flavonoides son metabolitos secundarios de origen vegetal y se caracterizan por
tener acciones antioxidantes que protegen al organismo contra diferentes agentes
oxidativos, debido a las propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres (Limon et al., 2010). Dentro de los flavonoides hay diversas familias
a las que pertenecen la quercetina y luteolina, se ha propuesto que tienen un gran
potencial terapéutico contra enfermedades que involucran procesos de estrés
oxidativo incluyendo el cancer, en este sentido se ha demostrado que tienen efectos

sobre la viabilidad celular en lineas derivadas de cancer (Pérez, 2003).

En diversos tipos de tumores se presenta un aumento de estrés oxidativo
acompafado de un proceso inflamatorio que condiciona un avance y progresion de
la neoplasia. Este evento se ha caracterizado ampliamente en el desarrollo de
cancer cérvico uterino asociado a la infeccién por el Virus del Papiloma Humano
(VPH), por lo tanto, se ha propuesto inhibir el proceso de estrés oxidativo para evitar
la progresion de la malignidad. En este sentido diversos flavonoides se han sugerido
qgue pueden ejercer inhibicion del estrés oxidativo, por lo que tendra efectos

antiproliferativos sobre lineas celulares derivadas de cancer.

Por lo cual, en el presente proyecto se analizaron los flavonoides quercetina y
luteolina descritos con alto potencial antioxidante, lo que permite repercutir en la
viabilidad celular. Evaluando asi el efecto de quercetina y luteolina sobre la
viabilidad y proliferacion celular en las lineas celulares, BMK-16/myc (raton) y SiHa
(humana) transformadas con el genoma del VPH 16, ademas de la linea celular
HeLa (humana) transformada con el VPH 18, esto basados en ensayos

colorimétricos de di-metil-tiazol (MTT).

La viabilidad celular en las lineas derivadas de cancer cérvico uterino, mostro que
guercetina tuvo un efecto de inhibicién en la proliferacion celular a partir de las 24
hrs, siendo este de forma continua, mientras que la luteolina presenta un efecto

transitorio.

Vi



El efecto antiproliferativo de ambos flavonoides es importante en el proceso de
progresion del cancer, por lo que es importante su seguimiento como herramienta

terapéutica para esta patologia en las lineas celulares BMK-16/myc, SiHa y HelLa.

PALABRAS CLAVES: Antiproliferativo, Quercetina, Luteolina, flavonoides, BMK-

16/myc, SiHa, HeLa, Cancer cérvico uterino.
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INTRODUCCION

Los flavonoides son metabolitos secundarios de origen vegetal que se encuentran
principalmente en las frutas, verduras, plantas y sus derivados. Los flavonoides se
dividen en seis grupos: flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas, flavonoles y
antocianidinas (Martinez, 2002). Estos compuestos son pigmentos que protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas,

la contaminacion ambiental, sustancias quimicas, etc. (Limon et al., 2010).

La capacidad antioxidante de los flavonoides radica en sus propiedades quelantes
de hierro y secuestradoras de radicales libres. Ademas, los flavonoides inhiben a
las oxidasas, como lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina
oxidasa, evitando la formacion de especies reactivas de oxigeno y de
hidroxiperdxidos organicos. Adicionalmente, los flavonoides inhiben las enzimas
involucradas en los procesos oxidativos (Escamilla et al., 2009); los cuales estan
presentes en diversos procesos inflamatorios y otros padecimientos como el cancer
(Infante, 1997).

Por otro lado, se ha demostrado que los flavonoides tienen efetos antiproliferativos
en lineas celulares derivadas de pacientes con cancer, ademas de su accion
inductora de muerte celular programada (apoptosis) en las células tumorales (Ham
et al., 2014). Estos efectos se han observado en las lineas celulares derivadas de
cancer de higado, préstata y pulmoén (Vicente et al.,, 2013). Por lo tanto, se ha
propuesto que pueden tener efectos sobre otros tipos de cancer y es necesario tener

evidencia cientifica.

Particularmente en cancer cérvico uterino (CaCu) asociado a la infeccién por el virus
del papiloma humano (VPH), se ha detectado que presenta aumento de estrés
oxidativo y un proceso inflamatorio durante el desarrollo de esta neoplasia
(Londofio, 2006). El uso de flavonoides para inhibir estos procesos podria ser de
gran relevancia terapéutica. Recientemente se ha reportado que la luteolina tienen
efectos sobre la inhibicion de los oncogenes E6 y E7 del VPH importantes para la

transformacion celular (Ham et al., 2014). Asi la luteolina adicional a su capacidad



para inhibir los oncogenes E6 y E7 del VPH, podria ejercer un efecto antiproliferativo
en células tumorales derivadas de CaCu. Nuestro interés fue utilizar la luteolina en
combinacion con el flavonoide quercetina para aumentar los efectos

antiproliferativos y antiinflamatorios en las células tumorales VPH positivas.

ANTECEDENTES

FLAVONOIDES

Los flavonoides son metabolitos secundarios de origen natural, provenientes de las
frutas, verduras y plantas, dentro de estos se pueden encontrar gran diversidad de
flavonoides, los cuales se encuentran anidados en diferentes grupos, ademas de
distinguirse por su grado de oxidacion, cantidad de grupos hidroxilicos y los
azucares ligados a la moléculas, De esta manera los flavonoides, se dividen en:
flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas, flavonoles y antocianidinas (Figura 1)
(Delgado, 2015). La clasificaciéon es dependiendo de su capacidad y composicion
quimica, se pueden encontrar mayormente como glucésidos o en forma libre. Sin
embargo, la clasificacién de estos compuestos de bajo peso molecular, se basa en
funcién del estado de oxidacion del anillo heterociclico (anillo C) y de la disposicion
del anillo B. Las caracteristicas que poseen en estos anillos hacen que las
capacidades sean diferentes, por lo tanto, cada potencial antioxidante es diferente
y es por ello que las interacciones entre estos aumentan el efecto al momento de

actuar como secuestradores de radicales libres (RL) (Alvarez y Orallo, 2003).
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Figura 1. Estructura quimica de flavonoides (Julian, 2009).

Antocianidinas

MECANISMO DE ACCION DE LOS FLAVONOIDES

Los flavonoides son moléculas estructuralmente de bajo peso molecular, estos
comparten una estructura difenilpirano, compuesta por dos anillos fenilo (A y B)
ligados a un anillo C de pirano heterociclico, gracias a la composicion estructural
que estas mantienen les permite tener diferentes patrones y sustituciones en el

anillo C, por otro lado los &tomos de carbono se biosintetizan de dos maneras



diferentes, el anillo “"A” se biosintetiza a través de la ruta de los poliacetatos, mientras
que el anillo "B” y la unidad "C3" realizan la ruta de acido. Estas caracteristicas
permiten una clasificacion y capacidad en funcidbn de sus caracteristicas

estructurales (Alvarez y Orallo, 2003).

Principalmente desempefian un papel importante en biologia vegetal, ya que
controlan las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion celular, entre
otras funciones como la donacién de electrones, haciendo asi presente su
capacidad antioxidante, ademas de que los grupos hidro-fenolicos que tienen son

guelantes de hierro y otros metales (Palacios y Boticario, 2011).

Aunque estos metabolitos ejercen su proteccion a las frutas, verduras, etc., en la
actualidad sean implementado en estudios dirigidos a desarrollar tratamientos para
enfermedades de importancia en salud publica. Asi, debido a su accion estos
quimicos se han podido usar en diferentes patologias como: diabetes mellitus,
cancer, cardiopatias, infecciones virales, Ulceras y como, antialérgicos y
antimicrobianos (Leyva et al., 2016). Adicionalmente, se ha demostrado que los
flavonoides protegen de la fotoxidacién a la vitamina E, en la membrana celular
reduce la citotoxicidad de lipoproteinas de baja densidad, también tienen asociacion
con la sintesis de 6xido nitrico. Ademas, los flavonoides inhiben la actividad o
expresion génica de otros mediadores proinflamatorios, aparte de COX, y
regulan/disminuyen los factores transcripcion en procesos inflamatorios y vias

antioxidantes (Niedzwiecki et al., 2016).

QUERCETINA

La quercetina se caracteriza por tener un grupo ceto en el carbono C4 y una
instauracién entre los carbonos C2 y C3, poseen un grupo hidroxilo adicional en el
carbono C3 (Figura 2), ademas de contar con una gran conjugacion con otros
compuestos gracias al anillo B, por lo cual tienen una gran capacidad antioxidante,

permitiendo mayor eficacia en el mecanismo de accion.



OH Este flavonoide que pertenece a los

OH flavonoles es un metabolito que se
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HO O dieta, aunque no en una cantidad
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largo del tiempo, es reconocido por

Figura 2. Estructura quimica de quercetina SU Potencial para emplearse en
(UNIQUIM, 2017). diversas patologias como: la
diabetes mellitus, cardiopatias, infecciones virales, ulceras, ademas de tener efecto
en anticancerigeno, debido a que no dafia las células sanas y es citotoxica con
células cancerosas a través de varios mecanismos (Shafabakhsh y Asemi, 2019).
También se ha demostrado que protegen de la fotooxidacion a la vitamina E en la
membrana celular, ademas inhiben la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja

densidad, evitando la citotoxidad (Linlin et al., 2015).

LUTEOLINA

La luteolina cuenta con un grupo ceto en el carbono C4 y una instauracion entre los
carbonos C2 y C 3 (Figura 3), encontrandose principalmente en forma glicosilida,
OH este metabolito pertenece a la
OH familia de las flavonas, siendo de
los flavonoides menos

HO O abundantes en los alimentos.
| Se han reportado estudios en los
gue se evalian los efectos
OH O antimutagénicos, antiagregante
Figura 3. Estructura quimica de luteolina (UNIIQUIM, plaquetario, antitumoral,
2017). antinflamatorio, antialérgica vy

antibacteriana. Ademas de poseer un alto potencial oxidantes en comparacién con



la quercetina, debido a sus propiedades de eliminacion de radicales y
citoprotectores, en especial cuando interactian con otros antioxidantes ejerce
efectos anticancerigenos, antiinflamatorios y antioxidantes (Jullian y Olea, 2009).
Asi mismo, se tiene registro que la luteolina exhibe un efecto anticancerigeno en
varias lineas celulares de cancer, aunque no se sabe con exactitud con que
mecanismo lo hace, pero se ha demostrado que inhibe los oncogenes E6 y E7 (Jung
et al., 2004).

Por otro lado, la luteolina también es capaz de inducir apoptosis por estrés, Wang y
colaboradores en un estudio (2017), proponen los mecanismos por los que estos
actlan sobre células con cancer, determinando que algunos de estos son la
induccion de la proapoptosis, detencion del ciclo celular y la inhibiciébn de la
metéstasis. Este evento se relaciona con la activacion del estrés del reticulo
endoplasmatico (RE), por lo que determinaron que la luteolina podria inducir
apoptosis, esto mediada por estrés y disfuncién mitocondrial del RE (Ham et al.,
2014).

PROCESO OXIDATIVO

Los procesos oxidativos se remiten a dos momentos basicos: 1). Oxidacién, que
implica pérdida de electrones de hidrégeno con la ganancia de oxigeno en la
molécula, y 2). Reduccion, que significa ganancia de electrones de hidrogeno con
la pérdida del oxigeno. Asi, el oxidante reduce la reaccion con aquella molécula que
oxida. Este proceso es cotidiano en el organismo, el cual aumenta en presencia de
ciertos factores y representa el conocido par oxidoreductor o balance redox.

En algunos casos la inestabilidad anatomica de los radicales libres colisiona con
una biomoléculay le sustrae un electrén, ocasionando una oxidacion, perdiendo asi
su funcién especifica y estabilizando a la molécula en la célula. Si se trata de acidos
grasos polisaturados, se dafan las estructuras ricas en ellas como las membranas
celulares y las lipoproteinas (Londofio, 2006). En las primeras se altera la
permeabilidad conduciendo al edema y la muerte celular, otra molécula que es
dafiada por los radicales libres es el DNA; en el dafio a los acidos nucleicos produce

bases modificadas, o que ocasiona serias consecuencias en el desarrollo de
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mutaciones y carcinogénesis, o la pérdida de expresion por dafio del gen especifico
(Figura 4) (Garcia et al., 2012).
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Figura 4. Respuesta celular frente a la formacién de EROS. (Adaptado de Corrales, 2012).



EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER CERVICO UTERINO Y VPH

La OMS registra que el CaCu es el cuarto cancer mas frecuente en la poblacion
femenina a nivel mundial. Para el 2018 se registraron 570, 000 nuevos casos que
representan el 7,5 % de las muertes femeninas por cancer. Aproximadamente mas
de 311 000 defunciones por afio son atribuibles al cancer de cuello uterino, donde
mas del 85 % se producen en paises de ingresos bajos y medianos (Ferlay et al.,
2018). La proporcion de mortalidad en mujeres con CaCu supera el 60 % en muchos
paises de ingresos bajos y medianos, duplicando la cifra de paises de ingresos

altos, donde es menor a 30 % (Figura 5).
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Figura 5. Estimacion de la mortalidad del cancer cérvico uterino seccionada por edades, 2018 ( CIIC,
GLOBOCAN, 2018).



En México, el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres
mayores a 25 afios (Figura 6), por el cual fallecen 10,4 % de mueres; asi, como una
poblacién femenina estimada para el 2012 de 60 millones, 6240 mujeres mueren

anualmente por esta enfermedad (Siegel et al., 2015).
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Por otro lado, se ha demostrado que el virus del papiloma humano (VPH) es el
principal agente etiolégico asociado al CaCu. Actualmente se detectaron mas de
200 genotipos de VPH's, al menos 14 son oncogénicos (también conocidos como
de alto riesgo). La transmision de estos virus es principalmente por contacto sexual,
donde gran porcentaje de la poblacion se infecta poco después de iniciar su vida
sexual. La prevalencia de infeccién por VPH alrededor del mundo es mujeres va de
un 2 % a un 44 %, mas alta entre mujeres jovenes, decayendo conforme la edad
aumenta. Ademas, la incidencia de infeccion con tipos virales oncogénicos es mas

alta que aquella con tipos virales no oncogénicos (Lépez y Lizano, 2006).

Los genotipos de VPH 16 y 18 son causantes del 70 % de los canceres de cuello

uterino y de las lesiones precursoras.

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma humano (VPH) es el agente causal de varios tipos de cancer,
uno de los tipos de cancer mas comunes desarrollados como causa de este virus
es el cancer ceérvico
uterino, lo que trae
como consecuencia
ser la segunda causa
Li

de muerte generada
By por neoplasias en la
HPV-16 2000 poblacion femenina y
por ende ser un
problema de salud
publica global
(Hernandez et al.,

2001).

Los virus del papiloma

ES

humano, son virus de

Figura 7. Genoma del VPH (Leal y Cortés, 2001). DNA de doble cadena
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gue pertenecen a la familia papovaviridae (Figura 7), estos no poseen una envoltura,
y tienen un tamafio de aproximadamente 52-55 nm? (Sanabria, 2008). Cuenta con
8000 pares de bases constituidos por ocho genes y una region regulatoria no
codificante. Estas particulas virales estdn compuestas por una capside proteica que
se encuentra formada en un 95 % por la proteina L1, en un 5 % por la proteina L2
y las cuales se ensamblan para formar un capsémero heicosaédricas (Castellsagué,
2008).

La region larga de control (LCR) es considerada como region reguladora del
genoma viral, la cual contiene sitios de union para factores de transcripcion y
hormonales, que pueden ser reconocidos por proteinas de la célula huésped
necesarios para que el virus pueda completar su ciclo de replicacion. El genoma del
VPH codifica para dos tipos de genes, aquellos que son codificados en las etapas
tempranas de la infeccion, conocidos como E (lo cual hace referencia a su temprana
activacion). Se localizan 6 genes tempranos: E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7 (aunque
se considera que E4 es un gen tardio) y dos tardios: L1 y L2. Los genes tempranos
codifican proteinas involucradas en la replicacion y regulacién viral, asi como en su
capacidad carcinogénica (Tabla 1). Por otro lado, los genes tardios codifican las

proteinas estructurales que conforman la capside viral (Jung et al., 2004).

Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas funcionales de los genes en VPH
(Castro, 2006).

Genes de VPH-AR Funciones

LCR -Region no codificante, pero es necesaria para la replicacion del
virus y el control de la expresion genética.
E5 -Modula el proceso de transformacion.
-Posee la capacidad de unirse al receptor del factor de crecimiento
epidermal, ademas de incrementar su expresion en la
superficie celular al inhibir su degradacion.

E6 Se une a E6AP, formando un complejo que degrada a p53.
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Provoca inhibicion de la apoptosis celular y aumento de la

proliferacion de las células dafiadas.
E7 E7 se une a pRb, disocia el complejo pRb/E2F, promueve su
degradacion y la activacion de E2F.

Induce la progresion del ciclo celular, la iniciacion de la mitosis y la

inhibicion de la diferenciacion celular.
El Funciona como un iniciador de la replicacion, se une

especificamente al origen de replicacion viral.

E2 Regula la replicacion y la transcripcion del ADN viral. Reprime la

transcripcion de E6 y E7.

E4 Regula la expresion de genes tardios, controla la maduracion viral

y la salida de los viriones.

L1 Proteina estructura, representa el 80 % de la capside viral

L2 Proteina estructural que se asocia internamente al subgrupo de

capsomeros formados por L1.

GENOTIPOS DE VPH

Hasta el momento se han descrito mas de 200 genotipos del virus del papiloma
humano (VPH) segun la OMS, dentro de los cuales 100 genotipos son virales y se
han descrito 85 tipos; alrededor de 40 genotipos son los que pueden infectar el area
genital, pero solamente 15 se han relacionado con el cancer de cuello uterino y
lesiones pre malignas de estas zonas mucosas, esos son catalogados como virus
de alto riesgo debido a su alto potencial oncogénico (tabla 2) (Sanabria, 2008).
Estos virus del papiloma humano a su vez se clasifican en cutaneos y mucosos. Los
tipos de VPH mucosos estan asociados mas con lesiones benignas considerando
asi a los genotipos: 6 y 11, de " bajo riesgo”, estos se encuentran en verrugas
genitales. Los VPH que se asocian con lesiones malignas son los genotipos: 16, 18,
30, 32, 33, 35, 45, 51 y 52, principalmente son identificados como virus de “alto
riesgo”. Los de mayor riesgo son 16 y 18, por ser los oncogénicos mas comunes
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causantes del 70 % de los canceres cervicales en el mundo. Otras clasificaciones
menos estrictas incluyen a los tipos 56, 58 y 59, 68, 73y 82, y los tipos 26, 53 y 66

como probablemente carcinogénicos (Rivera et al., 2002).

Tabla 2. Tipos de cancer que se asocian a diferentes genotipos del VPH, entre los
cuales se resaltan en negritas los mas patdégenos, mientras que el signo de
interrogacion hace referencia a la presencia de un genotipo sin estar confirmado
(Rivera et al., 2002).

Tipos de lesiones VPH mas fuertes VPH menos fuertes

Ca. Cervical 6, 16, 18, 31, 45 6, 10, 11, 26, 33, 35, 39,
51, 52, 55, 56, 58, 59,

66, 68, 73? Otros no

clasificados.
Ca. Ano genital 6, 16, 18 11, 31, 33
Ca. De piel no melanoma 5,8,17
Ca. Amigdala 16 18, 33
Ca. Orofaringeo 16 3,11, 18, 33, 57
Ca. Laringeo 16 6, 11, 18, 35
Ca. Esofago 18, 18 6,11
Ca. Mama 33?
Ca. Prostata 16, 18 ?
Ca. Ovario ? ?
Ca. Uretra 16
Ca. Escamoso en 58 14,17, 20, 47

epidermis verruciforme
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VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y CANCER CERVICO UTERINO

Se ha descrito que la infeccion por VPH de alto riesgo es una condicion necesaria,
mas no suficiente para el desarrollo de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) y de
cancer. La infeccion persistente por genotipos oncogénicos de VPH de alto riesgo
como 16 y 18, son los principales factores etiolégicos en el desarrollo del cancer
cérvico uterino (Hopman et al., 2005). El 97 % de las neoplasias cervicales y
tumores malignos contienen el VPH, y dado que existen otros factores directamente
relacionados con la asociacion viral, se ha determinado que no siempre es
necesaria para la transformacion maligna, por lo consiguiente, es ligada a carcinoma
de células escamosas.

La infeccion por VPH es una enfermedad de transmision sexual, donde hombres y
mujeres se ven involucrados en la cadena epidemiologica. Tomando diferentes
papeles como: asintomaticos VPH positivos, transmisores y pueden desarrollar
infecciobn VPH productiva y generar lesiones o neoplasias. Todos estos factores
hacen que la infeccion por VPH esencialmente este directamente relacionada con
la actividad sexual, involucrando numero de parejas sexuales como un factor
fundamental para considerar individuos de alto riesgo (Lizano, 2009).

Las afectaciones producidas por la infeccion del VPH van a depender de los
diversos genotipos en el mismo. Se han identificado algunos tipos, los cuales solo
inducen lesiones productivas (benignas) que no se asocian a cancer. En dichas
lesiones solo se detecta expresién de los productos virales, los cuales no son
oncogénicos y se generan solo verrugas bien localizadas no tumorales.

En algunos casos al término de la infeccion natural solo una parte de las mujeres
logran desarrollar anticuerpos contra el VPH, los cuales no siempre resultan ser
protectores (Stanley, 2007). Durante el proceso de infeccion, el VPH infecta al
epitelio cervical de manera localizada y una gran parte de las infecciones son
eliminadas o resueltas por el sistema inmune, por lo tanto, da como resultado
exposicion insuficiente al sistema inmune, teniendo como efecto que la particula del
papiloma use diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped
(Kanodia, 2007).
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Si la infeccion viral persiste asociada a una microabracion de la mucosa cérvico
vaginal, donde el VPH tiene acceso a las células de la capa basal del epitelio. En
estas células el virus se replica y genera viriones, las células epiteliales diferenciada
conllevan las particulas virales. En los primeros estadios del carcinoma cervical, el
virus se encuentra en forma extracromosomal, no integrado como un episoma. En
este proceso se expresan las proteinas tempranas E1, E2, E4 y E5, las proteinas
tardias como L1y L2. Cuando el virus se integra al genoma celular, el genoma viral
se rompe en el gen E2 y este proceso esta asociado con la expresion de las
oncoproteinas E6 y E4 de VPH. (21) Estas proteinas degradan a las p53 y pRB que
regulan el ciclo celular. La carencia de p53 y pRb desencadenan procesos de
transformacién e inmortalizacion celular y el virus controla la célula epitelial (Mateos
et al., 2016). En este proceso se inicia la carcinogenesis cervical involucrando la
migracion de las células tumorales a tejidos distantes, como un proceso metastasico
(Figura 8).
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Figura 8. Infeccion del cérvix por Virus del Papiloma Humano (Bermudez, 2018).
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LINEAS CELULARES DERIVADAS DE CANCER CERVICO UTERINO

-La linea celular BMK-16/myc es derivada de células primarias epiteliales de rifidn
de raton recién nacido (BMK) cepa BLAL/c, que fueron transfretadas de manera
estable con el genoma de VPH 16 que expresan los oncogenes E6 y E7 (Crook et
al.,1989).

-Linea celular HeLa de origen humano (Homo sapiens), derivada de una muestra
de adenocarcinoma en cuello uterino de una paciente de 31 afios de edad con
etnicidad negra. Las células son positivas para la queratina mediante tincion con
inmunoperoxidasa. Se ha informado que las células HelLa contienen secuencias del
virus del papiloma humano 18 (HPV-18) (ATCC, 2021).

- Linea celular SiHa de origen humano (Homo sapiens), derivada de una muestra
de carcinoma de células escamosas de cuello uterino de una paciente de 55 afios
de edad con etnicidad asiatica. Esta linea se estableci6 a partir de una muestra de
tejido primario obtenido después de la cirugia realizada al paciente. Se informa que
la linea contiene un genoma integrado del virus del papiloma humano tipo 16 (HPV-
16, 1 a 2 copias por célula) (ATCC, 2021).

FASE PROLIFERATIVA DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

La proliferacion es muy importante en el desarrollo del cancer cérvico uterino, ya
que dicho evento da pauta para el comportamiento de las células y por ende a la
progresion de esta patologia, en este proceso entran algunos oncogenes de gran
impacto. La expresion de E6 y E7, de un ARNm bajo el control del promotor
temprano LCR, evita que la célula basal interrumpa el ciclo celular una vez que este
migra al sustrato suprabasal del epitelio. Estas proteinas retardan la diferenciacion
celular y promueven la proliferacion mediante interacciones con proteinas celulares

responsables del control celular. Todo esto se ve involucrado en el proceso de
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desarrollo desde la infeccibn hasta el precancer, donde ocurre aumento de
proliferacion y empieza el cambio morfolégico celular iniciando el proceso de
carcinogénesis (Figura 9), teniendo la capacidad de invadir otros tejidos y 6rganos,

causando asi una metastasis (Solis, 2015).
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Figura 9. Proliferacion celular en el desarrollo de CaCu (Adaptado de frazer, 2004).

CARCINOGENESIS EN RELACION CON EL NIVEL DE ESTRES OXIDATIVO

La division celular se comprende por una serie de métodos que tienen efectos
estimulantes e inhibitorios, en el proceso de carcinogénesis se ven involucrados
varios agentes, ya que el cancer es de origen clonal, deben de ocurrir mutaciones
para que la célula normal cambie su fenotipo y se convierta en una célula
neoplasica. Una de las mutaciones puede ocurrir debido al estrés oxidativo como

consecuencia de la sobreproduccion de EROs, las cuales causan dafios a células 'y
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tejidos por su capacidad de reaccionar a distintas biomoléculas, generando dafio al

DNA, implicado en la carcinogénesis.

Estas mutaciones ocasionan las modificaciones genéticas de la misma, lo que
permite la modificacion de los productos que en condiciones normales codificaria el

gen, con lo cual se establece un proceso carcinogénico (Figura 10).
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Figura 10. Efecto carcinogénico en relacion con el nivel de estrés oxidativo (Adaptado de
Valko, 2006).

En el proceso de la carcinogénesis se ven involucradas tres etapas: iniciacion,
promocion y progresion. Durante el desarrollo del cancer se ha demostrado que la
presencia de EROs tiene un papel fundamental en hacer la progresion sea mas

rapida (Civetta et al., 2011).
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VIAS DE APOPTOSIS

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular, en el cual hay una reduccién del
volumen celular, condensacién de cromatina, fragmentacién nuclear, activacién de
caspasa, fragmentacion del DNA, vesiculacibn de la membrana plasmatica y
formacion de cuerpos apoptoéticos, estos para posteriormente ser fagocitados por

otras células estables para su eliminacion (Michael, 2000).

La apoptosis tiene un papel importante en lo que respecta a la muerte celular
cuando hay un dafio en el DNA es irreparable. Algunas mutaciones oncogénicas,
qgue inhiben la apoptosis conducen a la iniciacion, progresion y/o metastasis del

cancer (Boticario y Cascales, 2008).

En la apoptosis hay dos vias la extrinseca e intrinseca (Figura 11), la primera se
activa cuando un ligando especifico se une con su receptor de muerte en la
superficie celular, entre las moléculas que pueden inducir el inicio de apoptosis
estan: Factores de Necrosis Tumoral (TNF-a y TNF- B), ligando inductor de la
apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y ligando Fas (Fas L), cada uniéndose con
su receptor correspondiente. Cuando se activa este mecanismo se produce un
estimulo de muerte, lo cual posterior de las activaciones de las pro-caspasas que
actuaran sobre sustratos diana, para inducir las caracteristicas morfologicas y
bioquimicas de la apoptosis: condensacidén citoplasmatica y nuclear, hidrélisis
especifica de proteinas celulares, ruptura endolitica del DNA en fragmentos vy

condensacion del contenido celular en cuerpos apoptoticos (Lavrik et al., 2005).

En la via extrinseca la mitocondria tiene un papel fundamental, donde también se
veran involucradas las proteinasas de la familia de BCL-2, que incluyen a varios
miembros pro-apoptoticos y otros anti-apoptoticos. Estos se activaran cuando
perciban un estimulo extracelular (citotoxico, radiacion UV, rayos X), o alguna sefal
intracelular (dafio del DNA o inestabilidad nuclear), la membrana externa de la
mitocondria sufre cambios en su potencial de membranay en la transicién al citosol,

donde el Citocromo C se une al factor activador de las proteasas apoptogenicas,
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para la activacion de las caspasas, donde se iniciaran los eventos para concluir en

muerte celular (Palacios et al., 2011).

Receptores de muerte celular

Radiacién

L

Estrés citoplasmatico, agotamiento
del factor de crecimiento, radicales
libres, etc.

(Via extinseca)

Infeccidon
viral

Induccién a muerte celular
mediada por mitocondria
(via intrinseca)

Figura 11. Vias de induccion a apoptosis (Modificado de Cell migration lab, 2017).

MECANISMOS ANTICANCERIGENOS DE LOS FLAVONOIDES

Debido a procesos de oxidacion en la célula el DNA puede dafiarse y sufrir

mutaciones por lesion directa de los radicales libres sobre las bases, o en forma

directa afectando la actividad de las proteinas especificas (como proto-oncogenes

y anti-oncogenes), por lo tanto, los flavonoides podrian son de mucha utilidad en

las primeras fases de cancer o inhibicion en las etapas posteriores de progresion o

invasion (Figura 12).
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En las etapas del proceso carcinogénico, las fases de promocién y progresion, se

caracterizan por la inestabilidad a la regulacion de proliferacion y diferenciacion

celular. Algunos flavonoides intervienen sobre estas etapas en diferentes tipos

celulares, lo que puede efectuar efectos preventivos, de igual forma se pueden ver

involucrados en la inhibicion de cinasas, enzimas de la ruta metabolizacién del

acido araquiddnico e interaccionar con receptores estrogénicos (Alvarez y Orallo,

2003).
1;( Promocion
. tumoral//
Mutacion progresion
; R
_4;1- e @) |

B

Celula con

Celul |
sifia norma alteracion en ADN

t@c: @

Muerte
Celular

Celula normal

Invasion

Havonoides

Figura 12. Representacion de accion oxidante de flavonoides en células con cancer

(tomada de Ezequiel et al., 2003).
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JUSTIFICACION

Se tiene evidencia de que los flavonoides tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras,
antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas, hepatoprotectoras y
antiproliferativas en células tumorales, por lo cual tienen un potencial terapéutico
para diversas enfermedades incluyendo el cancer. Adicionalmente estos
compuestos presentan ventajas respecto otros compuestos naturales, como lo es

en su uniformidad de la configuracion quimica (Jung et al., 2004).

Particularmente en cancer cérvico uterino (CaCu) se ha demostrado un aumento de
estrés oxidativo y esta asociado con la progresion de la enfermedad. Por lo que el
control o la inhibicion del proceso oxidativo en CaCu usando flavonoides, como la
quercetina y luteolina, podrian inhibir el proceso oxidativo y la proliferacion celular
ademas de impedir el crecimiento tumoral. De esta manera los flavonoides podrian
ser utilizados en el tratamiento del CaCu y sus lesiones precursoras. El presente
proyecto tiene como objetivo evaluar el efecto antiproliferativo de los flavonoides
quercetina y luteolina en lineas celulares derivadas del cancer cérvico uterino, que
podrian sentar las bases para su posible tratamiento contra CaCu y sus lesiones

precancerosas asociadas a la infeccion por el VPH.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La quercetina y luteolina tendran efecto antiproliferativo en lineas celulares

derivadas del cancer cérvico uterino?

HIPOTESIS
Los flavonoides quercetina y la luteolina tendran un efecto antiproliferativo celular

en las lineas celulares BMK-16/myc, SiHa y Hela.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto antiproliferativo de quercetina y luteolina en cultivos celulares

derivados de cancer cérvico uterino.
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OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar el efecto antiproliferativo de los flavonoides quercetina y la
luteolina en la linea celular BMK-16/myc.

- Determinar el efecto antiproliferativo de los flavonoides quercetina y la
luteolina en la linea celular SiHa.

- Determinar el efecto antiproliferativo de los flavonoides quercetina y la

luteolina en la linea celular HelLa.

MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO CELULAR
Parte del material biolégico consistio en las lineas celulares derivadas de CaCU:

BMK-16/myc, HelLa y SiHa, las cuales fueron obtenidas del material crio-
preservado del CISEI (INSP).

Las lineas celulares BMK-16/myc, HelLa y SiHa, se cultivaron en medio de cultivo
DMEM (Medio Eagle’s Meedium), suplementado con el 10 % de SFB (Suero Fetal
Bovino), en cajas T-25 y T-75, tratadas para cultivo de células adherentes en
monocapa. Los cultivos fueron mantenidos durante el proceso bajo condiciones
constantes a 37 °C, con un pH de 7.0 -7.2, y una humedad relativa del 95 %
saturante al 5 % de COz2, en una incubadora.

1.1 Linea celular BMK-16/myc

Las BMK-16/myc, es derivada de una linea celular de origen epitelial de rifién de
raton, transformada con el genoma completo de VPH 16 y con la sobre expresion
del gen c-myc, ademas que expresa los oncogenes E6 y E7 de VPH 16.

1.2 Linea celular HelLa

Las células Hela, es una linea derivada de una muestra de cancer cérvico uterino
de origen humano transformada con el VPH 18, positivas para queratina por tincion

con inmunoperoxidasa.
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1.3 Linea celular SiHa
Linea celular derivada de una muestra de cancer cérvico uterino de origen humano,

el cual contiene el genoma integrado del VPH 16.

2. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR
El ensayo de proliferaciéon y viabilidad celular, se realiz6 basandose en la técnica
colorimétrica MTT, en el cual se utilizO compuesto de tetrazolium. Este compuesto
reacciona con las enzimas deshidrogenasas mitocondriales en las células vivas y
forma cristales de formazan, con esto se determina el nUmero de células viables en
la proliferacion, asi como la citotoxidad, adherencia celular, quimiotaxis y apoptosis.
Los cristales al ser disueltos con DMSO o etanol, dan una coloracion que se puede

cuantificar a 540 nm.

2.1 Ensayo de MTT con la linea celular BMK-16/myc
El ensayo de proliferacion y viabilidad celular se realiz6 a partir de un cultivo

confluente de células BMK-16/myc, posteriormente se realizé el ensayo de dos
grupos experimentales (control (A) y tratamiento (B)) con 15,000 células
aproximadamente en cada pozo, en una placa de 96 pozos, los grupos

experimentales fueron tratado como se describe:

Grupo A): Células sin tratamiento, Grupo B): Células tratadas con 100 uyM con
quercetina. Mientras que para luteolina de igual forma se trabajé con 2 grupos
experimentales de dos pozos: Grupo A): Células sin tratamiento, Grupo B): Células

tratadas con 20 yM con luteolina.

La viabilidad celular se midi6 a 0, 24, 48 y 72 horas, la reaccion se realizo
sustituyendo el medio de cultivo y se agregd 100 ul de PBS 1X. El cual contiene 10
mg/ml del reactivo de MTT, posteriormente por 4 horas se mantuvieron bajo una
atmosfera obscura, humeda relativa del 95 % y saturante al 5 % de COz2, en una
incubadora a una temperatura 37 °C. Posteriormente, se eliming el reactivo de MTT
y los cristales formados se diluyeron con 100 uL de DMSO. Una vez disuelto, obtuvo
una coloracion en el medio que se ley6 a una absorbancia éptima de una longitud

de onda de 540nm, siendo la lectura directamente proporcional al nimero de células
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metabdlicamente activas (Promega, 2009), este proceso se realizé para cada hora,

respectivamente.

2.2 Ensayo de MTT con la linea celular HeLa

El ensayo de proliferacion y viabilidad celular se realiz6 a partir de un cultivo
confluente de células Hela, posteriormente se realizé dos grupos experimentales
a) Control sin tratamiento y b) Tratamiento con flavonoides con 250 pM con
guercetina. En los ensayos se utilizaron 10,000 células aproximadamente en cada

pozo en una placa de 96 pozos, los grupos fueron tratados como se describe.

La viabilidad celular se midi6 a 0, 24, 48 y 72 horas. La reaccion se realizé para
cada hora respectivamente, sustituyendo el medio de cultivo y se agreg6 100 ul de
PBS 1X. El cual contiene 10 mg/ml del reactivo de MTT, posteriormente por 4 horas
se mantuvieron bajo una atmoésfera obscura, himeda relativa del 95 % y saturante
al 5 % de COz2, en una incubadora a una temperatura 37 °C. Posteriormente, se
elimind el reactivo de MTT vy los cristales formados se diluyeron con 100 uL de
DMSO. Una vez disuelto, obtuvo una coloracién en el medio que se ley6 a una
absorbancia éptima de una longitud de onda de 540nm, siendo la lectura
directamente proporcional al nimero de células metabolicamente activas (Promega,

2009), este proceso se realizo para cada hora respectivamente.

2.3 Ensayo de MTT con la linea celular SiHa

El ensayo de proliferacion y viabilidad celular se realizo a partir de un cultivo
confluente de células SiHa, posteriormente se realizo dos grupos experimentales a)
Control sin tratamiento y b) Tratamiento con flavonoides con 250 uM con quercetina.
En los ensayos se utilizaron 10,000 células aproximadamente en cada pozo, en una

placa de 96 pozos, los grupos fueron tratados como se describe.

La viabilidad celular se midi6 a 0, 24, 48 y 72 horas. La reaccién se realizé para
cada hora respectivamente, sustituyendo el medio de cultivo y se agregé 100 ul de
PBS 1X. El cual contiene 10 mg/ml del reactivo de MTT, posteriormente por 4 horas

se mantuvieron bajo una atmaosfera obscura, himeda relativa del 95 % y saturante
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al 5 % de COz2, en una incubadora a una temperatura 37 °C. Posteriormente, se
elimind el reactivo de MTT vy los cristales formados se diluyeron con 100 uL de
DMSO. Una vez disuelto, obtuvo una coloracion en el medio que se leyé a una
absorbancia 6ptima de una longitud de onda de 540nm, siendo la lectura
directamente proporcional al nimero de células metabolicamente activas (Promega,

2009), este proceso se realizo para cada hora respectivamente.

3. ANALISIS ESTADISTICO DE PROLIFERACION CELULAR
Los datos seran analizados con el software GraphPd Prism 5. Para los estudios de
proliferacion, la prueba ANOVA se realiz6é considerando triplicados de tres ensayos

independientes, considerando asi un valor de significancia p<0.05.

26



RESULTADOS

Para determinar el efecto antiproliferativo de quercetina sobre la linea celular BMK-
16/myc, se realizaron ensayos de MTT para la evaluacion de la viabilidad celular

como se describe en la metodologia.

La gréfica 1, muestra que la quercetina presenta efecto antiproliferativo a partir de
las 24 hrs posterior al tratamiento a la concentracion de 100 uM, el efecto se observo
hasta las 72 hrs * p<0.05 considerando el valor estadisticamente significativo

cuando se compard6 con el grupo control (células sin tratamiento).

Evaluacion del efecto antiproliferativo quercetina
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0-()"DTI | | |
0 24 48 72

Horas

Grafica 1. Evaluacion de efecto antiproliferativo en la linea celular BKM-16/myc,
tratado con una concentracién de 100 uM de quercetina, las cuales fueron medidas
alas0, 24,48y 72 hrs.

Adicionalmente, se evalud el efecto antiproliferativo de Luteolina sobre la linea

celular BMK16/myc con la concentracion de 20 uM usando el ensayo de MTT
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(gréfica 2). Se determiné que la luteina tiene un efecto antiproliferativo hasta las 24
hrs posterior al tratamiento, (detectando diferencias significativas respecto al grupo
control * p<0.05),no obstante este efecto no se mantiene a las 72 hrs, existiendo asi
un aumento en la proliferacion celular a las 72hrs; sin embargo, fue menor al

crecimiento celular de las células sin tratamiento (control) p <0.05.

Evaluacion del efecto antiproliferativo Luteolina
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Grafica 2. Evaluacion de efecto antiproliferativo en la linea celular BKM-16/myc,
tratado con una concentracion de 20 uM de luteolina, midiendo la densidad Optica a
las 0, 24, 48y 72 hrs.

Por otro lado, se utilizaron las lineas celulares HelLa (grafica 3) y SiHa (grafica 4)
humanas transformadas con el VPH 18 y 16 respectivamente, en ambas lineas
celulares se detectd bajo efecto antiproliferativo por la quercetina, no detectando
diferencias significativas (p<0.05), esto a pesar de que se evalud el efecto de la
guercetina a una concentracion inicial de 100 uM, pero al no obtener resultados con
dicha concentracién para ambas lineas celulares, se opté por aumenta a una

concentracion de 250 uM sobre las lineas celulares transformadas con el VPH.
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Evaluacion del efecto antiproliferativo quercetina en HeLa
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Grafica 3. Evaluacion de efecto antiproliferativo en la linea celular HelLa, tratada
con una concentracién de 250 uM de luteolina, midiendo la densidad éptica a las 0,
24,48y 72 hrs.

Evaluacion del efecto antiproliferativo quercetina en SiHa
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Grafica 4. Evaluacion de efecto antiproliferativo en la linea celular SiHa, tratada con
una concentracion de 250 uM de luteolina, midiendo la densidad optica a las 0, 24,
48y 72 hrs.
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DISCUSION

Los flavonoides son metabolitos secundarios que interactian con las especies
reactivas de oxigeno, las cuales estan involucradas en diversas enfermedades
como el cancer, debido a que esta patologia tiene un proceso inflamatorio que

condiciona el avance de la neoplasia.

El efecto de metabolitos como quercetina y luteolina ha sido reportado en diferentes
lineas celulares derivadas del cancer como, cancer de prostata, vejiga y pulmon
(Pérez, 2003), indicando la importancia del efecto terapéutico de estos flavonoides
para el cancer. En el presente trabajo se analizaron los efectos antiproliferativos de
quercetina y luteolina en las lineas celulares BMK-16/myc (raton) y SiHa (humana)
transformadas con el genoma del VPH 16, ademas de la linea celular HelLa
(humana) transformada con el VPH 18. En el caso de las células BMK-16/myc se
determind que ambos flavonoides presentan un efecto antiproliferativo a la
concentracion 100 uM (Quercetina) y 20 uM (luteolina). Interesantemente, en este
trabajo se demostré que la luteolina tiene un mayor efecto antiproliferativo que la
guercetina en la linea celular BMK-16/myc. Es necesario establecer los mecanismos
involucrados en los efectos sobre la viabilidad celular. Una hipétesis se puede deber
al hecho que las células tumorales estan en constante division celular y su
metabolismo es muy acelerado, por tal motivo hay un aumento de radicales libres 'y
por consecuencia un aumento en el estrés oxidativo. Los flavonoides pueden tener
efecto en la estabilizaciéon del estrés oxidativo, ejerciendo efecto sobre los
oncoproteinas E6 y E7 del VPH. La baja expresion de E6 y E7, liberan de la
degradacion a las proteinas supresoras de tumor p53 y pRB (Leyva et al., 2016).
Este evento es muy relevante, ya que particularmente p53 es un sensor de dafo
celular y del genoma, este detecta cambios irreversibles del ciclo celular y del
metabolismo celular incluyendo inestabilidad cromosomica y de mas eventos
producto de la célula transformada. La célula la dirige a arresto celular para reparar
dafios, y si no se corrigen, la célula es dirigida a muerte celular por apoptosis, lo
cual se refleja como baja actividad en la proliferacion detectada en ensayos de

proliferacion celular.
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Por otro lado, se tienen resultados preliminares de los flavonoides quercetina y
luteolina en células humanas derivadas de cancer cérvico uterino. Los resultados
indican que se presenta inhibicion discreta de la proliferacion celular,
estadisticamente no significativa. Hasta el momento no podemos realizar una
discusion e interpretacion mas profunda, hasta repetir los ensayos y que sean
reproducibles, ya que hay reportes donde se indica que la luteolina si ejerce efecto

antiproliferativo en la line celular HelLa.

La implicacion terapéutica del uso de los flavonoides en neoplasias y otras
enfermedades es ahora muy relevante, ya que se ha demostrado que los
flavonoides no solo tienen efecto sobre su accién antioxidante, sino que ademas se
ha determinado que tiene un papel central en la regulacion de la respuesta inmune,
anti-inflamacion y en la angiogénesis. La investigacion de este tipo de moléculas
abre varias vias de accion y es necesario profundizar para entender su mecanismo
de accidn para una intervencion terapéutica y muy probablemente profilactica.
Aunque en la actualidad hay varios tipos de terapias para estas neoplasias la
mayoria de estos tratamientos solo se pueden enfocar hacia un lado, ya sea
preventivo o terapéutico, ademas de que traen consigo efectos secundarios que
suelen ser perjudiciales para la salud o bien, solo son enfocados hacia una parte
del desarrollo de la neoplasia. Sin embargo, el uso de estos metabolitos con fines
terapéuticos tiene muchas ventajas, ya que al ser confirmado su efecto en las
neoplasias generadas por CaCu podrian emplearse en ambas fases, tanto
preventiva como terapéuticas, cabe destacar que dentro de estas moléculas de

origen natural tienen diferencias en su mecanismo de accion.

Por otro lado, los avances en el uso de estos metabolitos traen consigo un gran
parte aguas en la conjugacion de terapias, o bien, en el uso de transportadores
especificos para obtener un mayor efecto en sitios diana, ya que Fazlullah y
colaboradores en un estudio plantean el retraso del crecimiento tumoral, tomando
en cuenta esto se podrian plantear que la migracion de células dafias es menor, con
un posible efecto focalizado para aplicaciones topicas, esto para reducir las lesiones

ocasionadas con esta patologia.
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En estudios mas recientes, nos plantea el uso de nanoparticulas como solucioén a la
baja biodisponibilidad de los flavonoides, Dobrzynska y colaboradores realizaron
una revision a diferentes estudios donde emplearon uso de nanotecnologia. Durante
la revision se presentan estudios en diferentes lineas celulares de cancer como:
A546, B16F10, MCF7, HePG2, CT26 y H292, en las cuales se experimento6 el uso
de quercetina y diferentes nanoparticulas que obtuvieron un resultado prometedor
en la inhibicion de proliferacion y crecimiento tumoral en comparacioén con la
quercetina libre. En el caso de las lineas H292 y GL261 fueron probadas con
luteolina y nanoparticulas, y aunque arrojaron resultados con mayor eficacia en la
inhibicion del crecimiento tumoral en comparacién con el uso de luteolina sola, los
autores hacen referencia a la falta de estudios para este flavonoide en especial
(Dobrzynska et al., 2020).

Es por ello que experimentos como los que se realizaron en este trabajo son
importantes, debido a que nos dan la oportunidad de explotar al maximo los
beneficios de estos metabolitos, para poder obtener un mayor indice de eficacia sin
perder el objetivo de la reduccién de toxicidad sistémica por drogas, que es lo que

se espera al usar productos de origen natural.

CONCLUSION
Se determin6 que la Quercetina presenta efecto antiproliferativo sobre la linea
celular BMK16/myc a la concentracion de 100 uM.

En el caso de la Luteolina se mostré un efecto transitorio en las 24 y 48 hrs en la
line celular BMK-16/myc a una concentracion de 20 uM.

La quercetina, mostro efecto antiprolifertivo discreto sobre las lineas celulares SiHa

y HelLa a una dosis de 250 uM.
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PERSPECTIVAS

Aumentar las concentraciones de ambos flavonoides sobre el efecto

antiproliferativo en las lineas celulares.

Conjugar ambos flavonoides sobre el efecto antiproliferativo en las lineas
celulares.

Determinar la ICso de los flavonoides sobre el efecto antiproliferativo en las
lineas celulares.

Determinar el efecto antitumoral de ambos flavonoides.

Analizar el mecanismo de apoptosis en la linea celular BMK-16/myc.
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ANEXO 1

EVALUACION DE PROLIFERACION CELULAR

MONTAJE DE PLACA

Material

Cultivo celular de BMK-16/myc.

Medio de cultivo DMEM.

PBS 1x (Buffer de Fosfato Salino).

Tripsina EDTA (sigma: T4049-100MI).

Azul de tripano.

Camara de neubauer.

Incubadora de CO2za 37 °C.

Campana de flujo laminar.

Placa de 96 pozos.

Equipo de laboratorio (Cajas de Cultivo Celular, Pipetas estériles, Puntas (1
ml, 200 ul y 10 ul), Micropipetas, vaso precipitado con cloro al 10 9%,
contenedor para pipetas, sanita de papel, Tubos de cultivo tipo falcén de

diferentes volumenes).

Protocold6

1.

Esterilizar el material de laboratorio en la campana de flujo aminar con luz Uv
por un lapso no mayor a 15 minutos con el flujo activado. Excepto tripsina y
medio de cultivo.

A una caja de cultivo celular de células BMK-16/myc colocar 5MI de PBS 1x,

para realizar un lavado.

3. Retirar PBS de la caja de cultivo y afiadir 150 ul de tripsina.

4. Dejar aproximadamente 5 minutos la tripsina en la caja de cultivo celular.

5. Inactivar | tripsina de la caja de cultivo celular con 1 ml (de ser necesario

ocupar mas medio) de medio DMEM.

. Recuperar las células en un tubo Falcon de 15 ml.
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7. Centrifugar el tubo falcén con células a 10 min por 2000 rpm.

8. Decantar el sobrenadante del tubo.

9. Resuspender el pelet con 1 ml de medio de cultivo.

10.Tomar 30 ul de células y 30 ul de azul de tripano.

11.Cargar 10 ul del stock de células con azul de tripano a la camara de
neubauer.

12.Hacer el conteo de células.

13. Posteriormente hacer regla de tres directa, para poder colocar 15,000 células
por cada pozo.

14.Colocar la cantidad de células en cada pozo y poner la cantidad restante de

medio DMEM hasta llegar a un volumen final de 200 ul.

ANEXO 2

ENSAYO DE MTT Material

Incubadora de CO2a 37 °C.

Campana de flujo laminar.

Placa de 96 pozos con células BMK-16/myc

Stock de Quercetina.

Stock de Luteina.

MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide) 0.5 mg/ml.

DMSO (dimetilsulfoxido).

Medio de cultivo (DMEM).

Equipo de laboratorio (Cajas de Cultivo Celular, Pipetas estériles, Puntas (1
ml, 200 ul y 10 ul), Micropipetas, vaso precipitado con cloro al 10%,
contenedor para pipetas, sanita de papel, Tubos de cultivo tipo falcén de

diferentes volumenes).
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Protocol6

1. Esterilizar el material de laboratorio en la campana de flujo aminar con luz Uv
por un lapso no mayor a 15 minutos con el flujo activado. Excepto MTT, medio
de cultivo DMEM, Quercetina, Luteolina y DMSO.

2. Se retiran de medio (DEMEM) 100 ul de los pozos correspondientes al control

y tratamiento de las horas correspondientes.

N
O Q
Control ~ :
Tratamiento == ~1
3333
= J

3. Se agregan 100 ul de MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide) 0.5 mg/ml a

cada pozo.
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4. Se homogeniza el MTT en cada pozo suavemente con la pipeta
correspondiente al volumen.
5. Colocar papel aluminio hasta cubrir la placa por completo.

6. Meter la placa a la incubadora de COza 37 °C por 4 hrs.

7. Sacar la placa de la Incubadora de COza 37°C.

8. Retirar 100 ul de solucion de cada pozo.

9. Colocar 100 ul de DMSO a cada pozo y homogenizar suavemente hasta
deshacer los cristales.

10.Dejar incubando la placa por 20 min cubierta con papel aluminio.

11.Hacer lectura en el lector de Elisa a 540 nm.
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