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RESUMEN

El cancer de cuello uterino (CCU) es un tipo de cancer que tiene una etiologia viral. Este
agente es el virus papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR), el cual en un proceso tumoral
sobreexpresa las oncoproteinas E6 y E7. Estas ltimas regulan la expresion de Pirin, que es
una proteina que participa en la transicion epitelial-mesenquimal (TEM) y en la migracion
celular. Se ha reportado que la TEM y la migracion celular disminuyen en presencia del
compuesto natural curcumina. Por esta razén, se propuso que dicha disminucién causada por
curcumina ocurre a través de un mecanismo dependiente de Pirin. Para demostrar esto, se
utilizé la linea celular SiHa de CCU, con 1-2 copias integradas de VPH16. Con los ensayos de
viabilidad y citotoxicidad celular (MTS) a distintos tiempos y concentraciones de curcumina
se determinO que la concentracion a utilizar era de 20 uM por 72 horas. Este tiempo y
concentracion estdn en concordancia con datos previamente publicados. Se analiz6 la
expresion génica y los niveles proteicos de algunos marcadores de la TEM, con las técnicas
RT-gPCR y Western Blotting, respectivamente. Para ello, en células tratadas con curcumina se
extrajo ARN total y proteinas, los cuales se cuantificaron para ser utilizados en dichas
técnicas. Los resultados obtenidos sugieren una disminucion de la transicion epitelial-
mesenquimal en la linea celular SiHa expuesta a curcumina. Esto se respalda en la
disminucion de los niveles proteicos de N-cadherina, Vimentina y Slug en presencia de este
compuesto natural. Ademas, se observo que la expresion de PIR y los niveles de Pirin
disminuyeron en las células SiHa, al ser expuestas a curcumina. Luego, para analizar como la
TEM depende de Pirin, las células SiHa utilizadas fueron transfectadas transientemente con un
ARN interferente pequefio (ARNip) para el knockdown de PIR. Se observo un aumento
significativo de transcritos de E-cadherina y una disminucidn significativa de N-cadherina en
presencia del interferente. Ademas, se evidencio una disminucion similar en la combinacién
del interferente con curcumina. Finalmente, se realizo un ensayo fenotipico de migracion
celular observandose una disminucion significativa en presencia de este compuesto natural. La
conclusion de esta tesis es que la disminucion de la TEM inducida por curcumina, en este
modelo experimental, ocurre por un mecanismo dependiente de Pirin. Se requieren
experimentos adicionales para confirmar dicho mecanismo. La proteina Pirin podria ser un

importante blanco farmacoldgico en el tratamiento del cancer de cuello uterino.



ABSTRACT

Cervical cancer (CCU) has a viral etiology and it is induced by high-risk human papilloma virus (HR-
HPV) that in turn, overexpresses E6 and E7 oncoproteins. These viral proteins regulate the expression of
Pirin, which is a protein that participates in the epithelial-mesenchymal transition (EMT) and cell
migration. It has been reported that EMT and cell migration decrease in the presence of the natural
compound curcumin. For this reason, it was proposed in this thesis that such decrease is caused by
curcumin through a Pirin-dependent mechanism. To demonstrate this statement, SiHa cell line derived
from cervical cancer was used since it contains 1-2 integrated copies of HPV16. Viability and
cytotoxicity cell tests (MTS) were used to determine curcumin dose and exposures times. Results
indicated a significant decrease in EMT after exposure to 20 1M curcumin for 72 hours in SiHa cell line.
This is supported by a decrease in the protein levels of N-cadherin, Vimentin and Slug in the presence of
curcumin. Furthermore, it was observed that PIR expression and Pirin protein levels significantly
decreased in SiHa cells when exposed to curcumin. Then, to analyze if EMT depends on Pirin, SiHa cells
were transfected with a small interfering RNA (SiRNA) for the silencing of PIR. It was observed a
significant increase of E-cadherin transcripts and a significant decrease of N-cadherin proteins levels in
the presence of the siRNA. In addition, a similar decrease in the combination of the interferer with
curcumin was evidenced. Finally, a phenotypic assay of cell migration was performed observing a
significant decrease in the presence of this natural compound. It can be concluded in this thesis that the
reduction of curcumin-induced EMT in this experimental model, occurs in a Pirin-dependent manner. To
confirm this mechanism, additional experiments are warranted. Pirin protein could be an important

pharmacological target in the treatment of cervical cancer.



INTRODUCCION

CANCER: PRINCIPALES CAMBIOS MOLECULARES

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial [1]. En

el afo 2012, los pacientes con cancer fueron aproximadamente 1,8 millones, de los cuales
cerca de 1,2 millones correspondieron a hombres y 0,6 a mujeres [2]. Respecto de los canceres
que afectan a mujeres, el cancer de cuello uterino es la principal causa de muerte en mujeres
jévenes, en periodo de fertilidad [3]. Sin embargo, la formacion de un tumor es un proceso

complejo, en el cual ocurren importantes cambios moleculares.

Dentro de los cambios moleculares se encuentra la capacidad de producir sefiales de
crecimiento celular [4]. Ademaés, el genoma sufre mutaciones, las cuales alteran ciertas vias de
sefializacion que estan involucradas en el crecimiento y proliferacion [5]. De igual forma, las
ceélulas tumorales evaden sefiales de inhibicion del crecimiento debido, entre otros factores, al
dafo en los genes supresores de tumor Rb, p53, PTEN, VHL, NF1, proteina Merlin y LKB1,

encargados de controlar la proliferacion y/o apoptosis [6, 7].

La apoptosis es un tipo de muerte celular que elimina células que presentan anormalidades,
incluyendo alteraciones de caracter cancerigenas. Por ende, la resistencia a este programa por
parte de la célula puede contribuir al desarrollo de cancer. En un proceso tumoral, la apoptosis
es regulada por un incremento en la expresion de los inhibidores Bcl-2 y Bcl-xL o también por

la disminucion en la expresién de los activadores de apoptosis Bax, Bim y Puma [8, 9].

La inmortalizacion de las células y su capacidad replicativa ilimitada se debe
fundamentalmente a la reactivacion de la enzima telomerasa. Esta enzima permite la
reparacion de los telomeros, la cual agrega nucle6tidos en el extremo de esta region. Entonces,

la célula tumoral evade la senescencia y puede replicarse continuamente [10, 11].

Por otra parte, las células tumorales son capaces de estimular la angiogénesis, aumentando los
niveles de factores proangiogénicos y disminuyendo aquellos que la inhiben [12]. El proceso
angiogénico permite el desarrollo de nuevos vasos para obtener nutrientes, oxigeno y desechar

residuos lo cual es necesario para el crecimiento tumoral [13].



Las células tumorales son capaces de estimular la invasion y metastasis, lo cual es realizado
principalmente mediante la activacion de la transicion epitelial-mesenquimal (TEM) (Fig. 1).
Este es un proceso que puede gatillar metastasis y también hay silenciamiento de E-cadherina,
una importante proteina involucrada en adhesion celular. Esto Gltimo, ocurre a través de la
activacion de ciertos factores de transcripcion (N-cadherina, Vimentina, Snail, Slug y Zeb1,
entre otros) que participan como represores transcripcionales de E-cadherina, lo cual permite a
una celula pasar de un estado epitelial a uno mesenquimal [14, 15]. N-cadherina promueve la
migracion e invasion de células tumorales, encontrandose sobreexpresada en numerosos
modelos experimentales [16]. EI aumento de la migracion celular también es observado en
células mesenquimales, que se caracterizan por expresar mayores niveles de Vimentina [17].
Ademas, Snail y Slug son represores directos que se unen al promotor de E-cadherina, lo cual
promueve fenotipos invasores en células tumorales [18]. La proteina Zebl es regulada por la
activacion de Snail y también es un represor directo de E-cadherina. Se ha reportado que este

marcador mesenquimal promueve la malignizacién en distintos tipos de tumores [19, 20].
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Figura 1. Transicion epitelial mesenquimal. Se indican los marcadores aumentados para cada fenotipo.
Ademas, se muestra el cambio de células desde un fenotipo epitelial hacia uno mesenquimal, lo cual se basa en la
disminucion de marcadores epiteliales y un incremento de los marcadores mesenquimales, indicAndose también

la presencia de estados intermedios [21].

Otro aspecto importante es que la célula tumoral sufre un incremento en mutaciones por
inestabilidad genomica [22]. Estos dafios ocurren por alteraciones en la maquinaria reparadora
del ADN o por una cierta vulnerabilidad frente a agentes directos causales de mutaciones o
también por ambos factores [7, 22]. Por otro lado, numerosas publicaciones describen que la
inflamacion, proceso de bastante complejidad, promueve y estd implicada en procesos

tumorales [23]. Se ha reportado previamente que las celulas del sistema inmune infiltradas en



tumores causan incipientes focos tumorales. Esto se traduce en que dichas células pueden
producir factores que promueven la carcinogénesis, como también especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS), que son importantes mutadgenos causantes de dafio celular
[7, 24]. Por otra parte, las células tumorales sufren alteraciones en su metabolismo
caracterizandose por la obtencion de energia a través de la via glicolitica [25]. Estas
alteraciones son provocadas principalmente por la activacion de ciertos oncogenes o por
hipoxia, en zonas poco vascularizadas, con posterior aumento de HIF-1 [26]. Finalmente, el
tumor se caracteriza por la evasion de la respuesta inmune, dado principalmente por
alteraciones en el sistema inmunoldgico. Estas alteraciones son provocadas por factores
inmunosupresores liberados por el propio tumor, que impiden a células citotoxicas eliminar

células alteradas o tumores incipientes [27].

CANCER DE CUELLO UTERINO: EPIDEMIOLOGIA Y CARACTERISTICAS
El cancer de cuello uterino (CCU) es uno de los tipos de cancer que presenta los mayores

indices de prevalencia y una alta mortalidad. En el afio 2012, se reportd que del total de
muertes causadas por cancer en el mundo, 266.000 corresponden a este tipo de tumor [28, 29].
Se ha establecido que el 15% de los canceres en el mundo tiene una etiologia viral. En efecto,
se ha determinado que el agente etioldgico de CCU es el virus papiloma humano (VPH) [30],
fundamentalmente ciertos tipos virales Ilamados de alto riesgo oncogénico, como por ejemplo
los tipos VPH16 y 18. Ademas, este virus es capaz de persistir en el epitelio cervical y
participa en la promocion del desarrollo tumoral, escapando al reconocimiento del sistema
inmunoldgico del individuo [31, 32]. Se ha reportado que la infeccién por VPH es muy
frecuente en la poblacion mundial. Particularmente, en la ciudad de Santiago de Chile se ha

documentado una prevalencia del 14% de infeccion por VPH [33].

Epidemioldgicamente, el cancer de cuello uterino corresponde al 12% de los cénceres en
mujeres a nivel mundial [34]. En consecuencia, la Organizacion Mundial de la salud (OMS)
en el afio 2015 estim6 que un millén de mujeres padecen esta enfermedad [35]. Presentando
un 11,9% de mortalidad. En EE. UU, se han implementado programas eficientes de tamizaje
para CCU, disminuyendo considerablemente las tasas de prevalencia y mortalidad. Esta

disminucion no ha ocurrido en Chile donde la prevalencia claramente va en aumento, aunque



la tasa de mortalidad ha disminuido. Las tasas de mortalidad entre los afios 1990 y 2011, han
disminuido de 14,3 a 5,7 por cada 100.000 mujeres [36-38].

El CCU se clasifica histolégicamente en: a) carcinoma de células escamosas, caracterizado
principalmente por ser queratinizado el cual consiste de células grandes bien diferenciadas,
como también no queratinizados de células grandes o pequefias poco diferenciadas; b)
adenocarcinoma cervical, aparecen en el endocérvix, tienen caracter mucinoso, principalmente
en mujeres jovenes presentandose como benignos, recurrentes y poco frecuentes; c) carcinoma
adenoescamoso, caracterizado por ser poco diferenciado, consta de un componente escamoso
y glandular malignos; y finalmente d) tumores neuroendocrinos del cérvix, que son de células
grandes, pequefias y no diferenciadas que se caracterizan por ser los mas agresivos de esta

clasificacion [39].

El tratamiento para el CCU consiste en un manejo quirurgico, radioterapia y quimioterapia. En
el caso de estadios avanzados y pacientes con metastasis, la combinacién que ha obtenido
mejores resultados es cisplatino y placitaxel [40]. Sin embargo, como esta respuesta es baja,
existen nuevas terapias dirigidas a blancos moleculares que estan activados en CCU. Dentro
de estas terapias que se encuentran en estudios clinicos: por ejemplo, el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), diana de

rapamicina en células de mamifero (mTOR) y poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) [34].

El CCU no se caracteriza por poseer mutaciones caracteristicas, sino que la inestabilidad
gendémica se desencadena por la actividad de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH y por su
integracion al genoma del hospedero. El proceso de inestabilidad genémica se inicia cuando la
maquinaria reparadora celular aumenta su actividad, provocando amplificaciones del genoma,
que es una caracteristica propia de CCU y no de otros tipos de tumores. Una amplificacion
comun se encuentra en el cromosoma que codifica el componente de ARN telomerasa (TERC)
y la subunidad catalitica PI3-kinasa (PI13K), los cuales son factores importantes en desarrollo
de CCU. Ademas, se describen alteraciones en la estabilizacion de los microfilamentos de
actina, obteniendo caracteristicas antiapoptéticas y alteraciones en mas de treinta genes
supresores de tumor [41, 42]. Un evento caracteristico en CCU es la alteracion en el ADN
mitocondrial (ADNmt), cuyos genes son sobreexpresados posiblemente por el aumento de

ROS [43]. En otro estudio realizado en CCU, se determinaron mutaciones en PI3KCA



(31,3%), KRAS (8,8%) y EGFR (3,8). En este ultimo trabajo mencionado también se encontrd
que las mutaciones en KRAS son frecuentes en adenocarcinomas y mutaciones en EGFR son

mas frecuentes en carcinomas de células escamosas [44].

Usando herramientas proporcionadas por la biologia molecular como reaccién de polimerasa
en cadena (PCR) o hibridacién in situ (ISH), se ha establecido que la mayoria de los CCU
presentan secuencias de ADN de VPH integrado aleatoriamente en el genoma celular. Este fue
uno de los primeros antecedentes moleculares, que ha permitido incriminar a la infeccién por
este virus en el desarrollo de CCU [45, 46].

VIRUS PAPILOMA HUMANO: CICLO REPLICATIVO Y FUNCION EN
CANCER

El virus papiloma humano (VPH) es un virus que posee ADN doble hebra cerrado de

aproximadamente 8.000 pares de bases (pb) como material genético, tiene forma icosaédrica y
no presenta envoltura [47]. EI genoma de este virus codifica ocho proteinas virales, de las
cuales seis son tempranas y dos son tardias (Fig. 2) [48]. Mediante secuenciacion se han
identificado mas de 300 genotipos de VPH, la mayoria de ellos se encuentran agrupados en
dos géneros: alpha y beta papilomavirus [49]. Ademas, dado el tipo de VPH asociado a
manifestaciones clinicas se clasifican segun riesgo (Tabla 1). Se han descrito varios tipos de
VPH que tienen una participacién etiologica en otros tumores, como en carcinomas de cabeza
y cuello y tumores anogenitales. Sin embargo, es en CCU donde se presentan los tipos mas
malignos, como son VPH16 y 18 que se encuentran con una prevalencia aproximada del 70%
en este tipo de tumor [50, 51].

El ciclo replicativo de VPH esta estrechamente relacionado con el estado de diferenciacion del
epitelio. La infeccion viral ocurre a través de lesiones en el epitelio, que permiten el acceso del
virus a células de la capa basal. En estas celulas el VPH permanece de forma episomal
posibilitando su replicacion. Posteriormente, cuando esa célula infectada se diferencia a
estratos mas superficiales, el virus expresa genes tempranos y tardios en aquella célula,
posibilitando la generacion de viriones [52-54]. La infeccion productiva de este virus se
caracteriza por la formacion de coilocitos. Estos Gltimos son células que poseen vacuolizacion

perinuclear, representando una lesién celular particular de la infeccion por VPH [55].
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Figura 2.0rganizaciéon del genoma de VPH16. Se muestra el genoma con los respectivos genes que codifican
proteinas tempranas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y tardias (L1 y L2). Ademas, se expone el promotor temprano p97

y el tardio p670 [49].

Durante el proceso neoplasico, el virus es capaz de integrarse al genoma, lo cual se traduce en
la sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7. Las oncoproteinas traducidas E6 y E7 inducen la
degradacion de p53 y retinoblastoma (Rb) respectivamente, modificando la reparacion del
ADN e interrumpiendo el control del ciclo celular [56]. Ademas, se alteran regiones
promotoras de genes, la expresion de algunos micro-ARN (miARN), genes supresores y se
promueve la inestabilidad genémica. Por otro lado, se sobreexpresan los reguladores

inhibitorios de VEGF, promoviendo angiogénesis [57].



Tabla 1. VPH vy lesiones clinicas. Clasificacion epidemiolédgica de los tipos de VPH
asociados con enfermedad clinica. Los genotipos de VPH son caracterizados segun
secuenciacion de su genoma [58].

—_———

Riesgo Tipos de VPH Manifestaciones clinicas

Alto 16, 18, 31, 33, 35, 39, Lesiones genitales de bajo riesgo
45, 51, 52, 56, 58, 59, Lesiones genitales de alto riesgo
68, 73, 82 Cancer cervical

Cancer de vagina, vulva, ano y pene
Cancer de orofaringe
Cancer de cavidad oral y laringe

Bajo 6, 11,40, 42, 43, 44, Lesiones genitales de bajo riesgo
54,61,70, 72, 81, Lesiones genitales de alto grado
CP6108 Condilomas acuminados (verrugas
genitales)
Papilomatosis respiratoria recurrente
Intermedio 26, 53, 66 Cancer cervical

Las oncoproteinas E6 y E7 de VPH16 han sido estudiadas con bastante detalle y se ha descrito
que ejercen diversas funciones distintas a las ya mencionadas. Dentro de estas otras funciones
destaca el hecho que ambas oncoproteinas incrementan la proliferacion celular. Ademas, E6
posee efectos antiapoptéticos, desestabilizacion cromosomal, bloqueo de las funciones de
interferén, promueve la integracion de ADN foraneo y mutagenicidad. Por su parte, E7 activa
a las ciclinas A y E, induce apoptosis y funciona como inhibidor de los inhibidores de kinasas

dependientes de ciclinas [59].
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Figura 3. Representacion esquemética de VPH E7. Se observan los sitios de unién con los cuales esta
oncoproteina genera cambios en la célula, principalmente a través de la unién a pRb [60].

La oncoproteina E7 (Fig. 3) de VPH16 posee 98 aminoécidos y presenta un motivo
conservado en el dominio homdlogo CR2 que interactua con pRb [60, 61]. Esta proteina viral
estd involucrada en la activacion de TGF, que también se encuentra en niveles altos en
mujeres con CCU. Se ha demostrado que la inhibicion de E7, promueve una disminucion de
TGF evidenciandose una relacién entre ambos [57]. Por otro lado, en un estudio se determind
que E7 puede aumentar la carcinogénesis mediante la activacion de la via Wnt por B-catenina
[62]. Se ha descrito que la expresion de esta oncoproteina esta regulada por STAT3 en un
modelo de SiHa y CaSki. Se observo también una disminucion de la viabilidad, en estas lineas
celulares utilizando el silenciamiento y un inhibidor de STAT3 [63]. Ademas, se ha reportado
que E7 aumenta la expresion de p63, un factor de transcripcion que pertenece a la familia de

p53, en células de cancer de cuello uterino [64].



Ternary complex

Figura 4. Representacion esqueméatica de VPH EG6. Se observa la estructura por ambos lados de E6 vy el sitio de
union a p53 [65].

La proteina viral E6 (Fig. 4) estructuralmente estd formada por 150 aminoacidos
aproximadamente, posee dos repeticiones de secuencias internas conservadas [66]. Se ha
descrito que esta oncoproteina aumenta los niveles de micro-ARNs, miARN-218 y miARN-
23b; el primero relacionado con crecimiento celular y motilidad, a través de la proteina
LAMB3 y el segundo esta relacionado a migracion celular. Ademas, la expresion de E6
entrega sefiales de activacién para mTOR, AKT, PDK1 y mTORC2 rio arriba de kinasas. Asi,
la proteina E6 mantiene la proliferacion celular [30, 67-69]. Se ha reportado que esta proteina
viral regula la expresion del miARN-496, en muestras clinicas de pacientes con cancer

orofaringeo [70].

Mediante el uso de un complejo de Cu?*, se demostr6 un aumento en los niveles de p53 e
induccion de apoptosis en células de CCU y cancer de mama en presencia de la oncoproteina
viral E6. Dada la importante accion de este complejo sobre E6, se propuso como una terapia
farmacologica de los tipos de cancer causados por VPH [71]. Ademas, en un modelo de cancer
orofaringeo se sugirio un mecanismo, que promueve la expresion de E6. Dicho mecanismo se
basa en la interaccion de la matriz hialurénica y CD44 (HA-CD44), la cual via c-JUN activan
el promotor de la oncoproteina E6 [72]. Por otro lado, se ha descrito que estas proteinas virales

estan involucrados en la sobreexpresion de Pirin en lineas celulares de CCU [73].



PIRIN Y ACTIVACION DE TRANSICION EPITELIAL-MESENQUIMAL
Pirin es una proteina codificada por el gen PIR (Fig. 5), la cual se expresa en maltiples tejidos

dentro del organismo, formada aproximadamente por 288 aminoacidos y un peso molecular de
32,118 kDa. Por espectrometria de masas se determind que Pirin contiene 1 mol de Fe?* por

mol de proteina, metal que participa como grupo prostéetico en multiples actividades [74-76].

Dentro de las funciones de Pirin destaca la unién a BCL3, que permite potenciar la TEM [74].
En contraste, en otro estudio se utilizé a Pirin control y con un mutante, obteniéndose una
disminucion de la expresion de E-cadherina para ambos casos. Sin embargo, la proteina Pirin
mutante no pudo unirse a BCL3 [77]. Entonces, estos Ultimos autores propusieron a Pirin
como agente de activacion de la TEM, lo cual puede ocurrir independiente de la union a
BCLZ3, realizado en una linea celular de CCU (HeLa) [77]. BCL3 se describe como inhibidor
del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-«B).
Este Gltimo es un factor transcripcional involucrado en varios procesos bioldgicos, como

también en multiples enfermedades dentro de las cuales se incluye el cancer [78].

Una funcién fundamental de Pirin es su participacion como regulador en la TEM, proceso en
que esta proteina se encuentra sobreexpresada. Se ha reportado en modelos de tumores de
CCU, que esta sobreexpresion se relaciona principalmente con los niveles de la oncoproteina
E7, lo cual ha permitido sugerir una relacion directa entre los niveles de E7 y un incremento
de los niveles de Pirin durante la activacion de la TEM [73]. Por otro lado, se ha descrito que
PIR participa en la maduracién de las células hematopoyéticas y por tanto se ha propuesto que

estaria involucrado en el desarrollo de leucemias mieloides agudas [79].
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Figura 5. Estructura de la proteina Pirin. Se observa el N-terminal en azul y en rojo el C-terminal, como
también en plomo el ion de metal [75].

Mediante el uso de un modelo knockout dirigido a Pirin, se ha documentado un aumento de la
capacidad migratoria de células de melanoma, lo cual ha permitido demostrar una relacién
directa entre Pirin y migraciéon celular [80]. Ademas, en melanoma se evidencié que la
proteina Pirin esta involucrada en la progresion tumoral. En este estudio se observd que esta
proteina se desplaza hacia el citoplasma, porque normalmente tiene una ubicacién nuclear.
Este cambio de localizacion subcelular se asocié a malignizacion tumoral [81]. Finalmente, la
activacion de la TEM por Pirin provocaria un aumento de efectos metastasicos, los cuales

podrian ser potencialmente regulados por curcumina [82].

CURCUMINA Y SU POTENCIAL TERAPEUTICO

Diferuloil metano o curcumina, es una molécula simétrica, hidrofébica, poco soluble, que

contiene dos anillos aromaticos con grupos o-metoxi fendlicos unidos por una cadena alifatica
de siete carbonos, que posee un peso molecular de 368, 38 g/mol y su origen proviene del
vegetal Curcuma longa [83-85] (Fig. 6). Es usada como aditivo en comidas, siendo un

componente del curry [86].

11



CHy0 OCH;

HO H=CHCOCH,COCH=CH H

Figura 6. Estructura quimica de la curcumina (Diferuloil metano). Se observa quimicamente la estructura de
este compuesto, la cual esta formada por dos anillos aromaticos con un grupo o-metoxi fendlicos en cada uno de

ellos, unidos por una cadena alifatica de siete carbonos [87].

Dentro de las propiedades de la curcumina, se ha reportado que este compuesto previene
varios tipos de cancer, hallazgo que se ha documentado en numerosas publicaciones [67, 85,
86, 88]. Se ha descrito que este efecto preventivo se basa principalmente en inhibir la
proliferacion, inducir la apoptosis y la detencion del ciclo celular. Reportes sugieren que estos
ultimos cambios ocurren a través de la interaccion de este compuesto con factores de las vias
de sefializacion NF-kB y PI3K/AKT [89, 90]. Ademas, se ha observado que curcumina es un
compuesto capaz de disminuir la expresion génica de E6/E7 de VPH-AR, debido a que induce
una disminucién en los niveles de AP-1. Este Gltimo es un importante factor de transcripcion
que participa en la activacion del promotor temprano de VVPH, el cual dirige la expresién de
los oncogenes virales [91]. Otra propiedad de la curcumina es su seguridad farmacologica y
baja toxicidad, incluso a dosis altas de 12 g/dia en pacientes, lo cual estd dado por su baja
biodisponibilidad [88, 92]. La curcumina afecta a la via NF-xB funcionando como agente anti-
inflamatorio y eventualmente teniendo un rol protector en casos de nefrotoxicidad, a través de

la disminucion de los niveles de TNF-a [93].

Se ha descrito que curcumina tiene un rol antioxidante, mediante la captura de radicales libres.
En efecto, esta molécula posee tres lugares donde puede ser oxidada cediendo electrones, los
cuales pueden ser restaurados por el acido ascorbico (Fig. 7). La accion antioxidante esta
dirigida a los ROS producidos durante la peroxidacion de los lipidos, evitando asi dafios e
injurias a la membrana plasmatica [83, 94]. Sin embargo, otros autores sefialan que curcumina
potenciaria la apoptosis, mediante el aumento de otros radicales libres, a traves de la via ROS
con participacion de AP-1, NF-xB y Nrf2 [95].
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Figura 7. Mecanismo antioxidante de la curcumina. Curcumina en presencia de ROS cede electrones pasando
a llamarse radicales fenoxilos, los cuales poseen una estructura distinta, pero nombres similares. Ademas, este

electron cedido es regenerado por el &cido ascorbico [83].

Hay evidencia que la curcumina inhibe la angiogénesis mediante una baja en la expresion de
VEGF y MMP9, éstos ultimos participan en la reorganizacion de la matriz y activacién de la
formacion de nuevos vasos sanguineos. De la misma manera, hay evidencia que curcumina Il
que pertenece a la familia de los curcuminoides, posee un efecto citotoxico que permite la

disminucion del tamafio de tumores tanto en estudios in vitro como in vivo [87].

Estas propiedades de la curcumina recientemente mencionadas, tienen un caracter preventivo
de un proceso tumoral o de alterar el desarrollo de un tumor ya establecido. Ademas, es
importante destacar que estas propiedades han sido documentadas en diversos tipos de
tumores [87, 90].

Finalmente, segun los antecedentes entregados sefialan que VPH, a través de sus proteinas
virales E6 y E7 sobreexpresan a Pirin y éste a su vez activa la TEM. Ademas, curcumina
disminuye a estas oncoproteinas, como también a la TEM y la migracion por un mecanismo

desconocido. Entonces, en base a todo esto se propone la siguiente hipotesis.
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HIPOTESIS

La curcumina esta involucrada en la disminucion de la transicion epitelial-mesenquimal y la
migracion de células de céancer de cuello uterino VPH16 positivo de una manera Pirin-

dependiente.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de curcumina como compuesto natural sobre la transicion epitelial-

mesenguimal y la migracién dependiente de Pirin en células de cancer de cuello uterino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar si la transicion epitelial-mesenquimal depende de la expresion de la proteina

Pirin en células tumorales de cuello uterino.

2. Evaluar los niveles de la proteina Pirin en células de cancer de cuello uterino tratadas
con curcumina.

3. Evaluar el efecto de curcumina en la transicion epitelial-mesenquimal de células
tumorales de cuello uterino.

4. Determinar la migracion en células de cancer de cuello uterino tratadas con curcumina.
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MATERIALES Y METODOS

Objetivo 1. Evaluar si la transicion epitelial-mesenquimal depende de la expresion de la

proteina Pirin en células tumorales de cuello uterino.

Racional: Se ha reportado que curcumina regula la expresion de E6 y E7. Entonces, para
comenzar con la hipotesis planteada es necesario validar tales hallazgos en este modelo.
Ademas, existen reporten que la proteina Pirin esta involucrada en un incremento de la
transicion epitelial-mesenquimal, en algunos modelos de cancer. Entonces, es necesario

evaluar tal relacién en la linea celular tumoral SiHa.

Meétodos: Las células SiHa fueron tratadas con 20 uM de curcumina por 72 horas, para evaluar
la expresion de E6 y E7, como también los niveles proteicos de E7. Posteriormente, las células
fueron transfectadas con 30 nM de ARNip dirigido a Pirin y expuestas a curcumina. Luego, se
realizaron ensayos de Western Blotting y RT-gPCR para medir expresion génica y niveles
proteicos de los marcadores de transicion epitelial-mesenquimal (E-cadherina, Vimentina y N-

cadherina) y Pirin.

Objetivo 2. Evaluar los niveles de la proteina Pirin en células de cancer de cuello uterino

tratadas con curcumina.

Racional: No se ha reportado que curcumina pueda tener un efecto sobre la proteina Pirin.
Entonces, es necesario evaluar a la proteina Pirin en células tumorales de cuello uterino

expuestas a curcum ina.

Métodos: Las células SiHa fueron expuestas por 72 horas a una concentracion de 20 uM de
curcumina, luego se utilizaron ensayos de Western Blotting y RT-gPCR para medir niveles

proteicos y expresion génica de Pirin.

Objetivo 3. Evaluar el efecto de curcumina en la transicion epitelial-mesenquimal de células

tumorales de cuello uterino.

Racional: Estudios previos han demostrado que curcumina participa en disminucion de TEM
en distintos modelos celulares. Por tanto, es relevante demostrar que en el modelo de células

SiHa ocurre el mismo efecto.
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Métodos: Las células SiHa fueron expuestas por 72 horas a 20 uM de curcumina, luego se
realizaron ensayos de Western Blotting y RT-qPCR para medir niveles proteicos y expresion

génica de E-cadherina, N-cadherina, Vimentina, Slug, Snail y Zebl.

Objetivo 4. Determinar la migracion en células de cancer de cuello uterino tratadas con

curcumina.

Racional: Se evaluaron los eventuales cambios en los biomarcadores de TEM inducidos por
curcumina y dependientes de Pirin que se traducen en alteraciones en la capacidad migratoria

de células de cancer de cuello uterino.

Métodos: Se realiz6 el ensayo de migracion mediante transwell. Las células SiHa fueron
sembradas en una camara de transwell tratadas con curcumina, luego se realizé conteo con

microscopio para determinar la migracién celular.

CULTIVO CELULAR

La linea celular SiHa (HTB-35) se obtuvo directamente de la American Type Culture

Collection (ATTC, Manassas, VA, EE.UU.). Las células se incubaron en medio basal
RPMI1640 (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al
10% (Hyclone, Fremont, CA, EE.UU.) con antibiéticos (gentamicina, penicilina y
estreptomicina 1X) y se mantuvieron a 37°C con una atmoésfera de 5% de CO.. Para
subcultivo, las células se incubaron con tripsina durante 3-5 min y se mantuvieron con nuevo

medio de cultivo que contenia FBS.

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR
La viabilidad de la linea celular SiHa se determind usando el ensayo MTS, que evalla el

porcentaje de células viables que son metabolicamente activas. Las células fueron expuestas a
una deplecién de suero durante 24 horas y después fueron sembradas en una placa de 96
pocillos. Se sembraron 4x10* células por pocillo y se ensayaron las siguientes concentraciones
de curcumina: 0, 10, 20 y 30 uM. El ensayo de viabilidad se llevo a cabo 72 horas después del
tratamiento con curcumina. Se uso la exposicion a DMSO (solvente) como control. Para ello
se utilizo la solucién CellTiter 96® AQueous (MTS) (Promega), de la cual se tomaron 20 pL

y se agregaron a cada pocillo; los pocillos libres de células se consideraron como blanco. Las
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células se incubaron a 37° C con CO: al 5% y una atmdsfera humidificada durante 3 horas.
Luego, se determind la OD (densidad o6ptica) de los pocillos a 550 nm a través de un lector de

microplacas espectrofotométrico.

KNOCKDOWN DE PIRIN

Las células fueron expuestas a una deplecion de suero durante 24 horas. Luego, se

transfectaron con 30 uM de ARNip dirigido a Pirin (Santa Cruz Biotechnology Inc.) y una
concentracion similar de control negativo de silenciamiento (Negative Control #1 siRNA,
Ambion), durante 24 horas. El procedimiento de transfeccion usando Lipofectamina 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) fue realizado de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

WESTERN BLOTTING

Las proteinas totales se extrajeron de las células mediante un tampén de lisis (100 mmol / L

Tris pH 8,0, SDS al 1%) que contenia un inhibidor de proteasa (Roche, Basilea, Suiza). Las
células se incubaron a 4 °C durante 1 hora, se sonicaron sobre hielo durante 20 s y se
centrifugaron a 12.000 g durante 10 min. Las proteinas se cuantificaron utilizando el kit de
ensayo Pierce BSA Protein (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) y se cargaron 30 pg del extracto
por pocillo. Después de PAGE-SDS al 12%, las proteinas fueron transferidas a una membrana
Hybond-P ECL (Amersham, Piscataway, NJ, EE.UU.) usando Tris 20 mM, glicina 150 mM
pH 8,3, en metanol al 20% con el aparato de transferencia semi-dry (Bio-Rad). Las
membranas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el reactivo de bloqueo
(5% de leche desnatada, solucién salina tamponada con Tris-Tween 20 al 0,5% pH 7,6 (TBS-
T). Después, se incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios (1:1000) comerciales
contra E7 (Santa Cruz Biotechnology), E-cadherina (Abcam), Vimentina (Abcam), Slug
(Santa Cruz Biotechnology), N-cadherina (Santa Cruz Biotechnology) y Pirin (Abcam). Las
membranas se lavaron tres veces en TBS-T y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con peroxidasa secundaria (1:1000) anti-lgG marcada (BD), usando un anticuerpo
primario (1:5000) y secundario (1:1000) para B-actina como control de carga. Posteriormente,
se lavaron tres veces en TBS-T20, se detectaron complejos inmunes usando el sistema ECL

(Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA CON
TRANSCRIPTASA INVERSA

El ARN de la linea celular se aisl6 usando el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,

EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la purificacion con
cloroformo y la precipitacion con isopropanol, el ARN se suspendidé en agua-DEPC y se
almaceno a -80°C. EI ARN se tratd con RQ1 RNasa libre de DNasa (Promega Madison, WI,
EE.UU.) a 37°C durante 60 min y luego se incubd con RQ1 DNasa Stop Solution durante 10
min. EI ADNCc se preparé utilizando un volumen de reaccion de 20 uL. que contiene ARN
tratado con ADNasa (1lpg), inhibidor de ARNasa 1 U (Promega Madison, WI, EUA),
partidores aleatorios de 0,04 ug / uL (Promega Madison, WI, EE.UU.), 2 mMdNTP (Promega
Madison, WI, EE.UU.) y la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de 10 U
(MMLV-RT) (Promega Madison, WI, EE.UU.). La mezcla de reaccion se incubd durante 1
hora a 37° C. EI ADNc se someti6 a cuantificacion en tiempo real de la expresion génica con
partidores especificos para cada gen (Tabla 2) en un sistema RotorGene 6000 (Corbett
Research, Sydney, Australia) bajo las siguientes condiciones: 95° C durante 10 minutos,
seguido de desnaturalizacion a 95° C durante 15 s, entre 55 y 60° C durante 20 s segln el
partidor y extension a 72° C durante 20 s. La condicion para la curva de disociacién fue el
aumento de la temperatura de 70° C a 90° C, 0,5° C en cada paso. La reaccién se realizd
utilizando 2 x SYBR Green Master Mix (Bioline, Londres, Reino Unido), un par de partidores
de 0,4 uM, 10,5 pl de agua libre de RNasa y 1 pul de ADNc en un volumen final de 25 pl. Los
partidores especificos y las condiciones de amplificacion se ajustaron para cada secuencia de
ARN (Tabla 2). El nimero de copias relativas de cada muestra, se calcul6 de acuerdo con sus
curvas estandar utilizando el software Rotor-Gene. Se usaron niveles de ARNm de B-actina
enddgena para la normalizacién de la expresion de ARN, el cual fue estandarizado

previamente en el laboratorio. Todas las reacciones se realizaron por triplicado.
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Tabla 2. Partidores de genes utilizados en esta tesis. ®Tamafio del producto de ADNc

amplificado por RT-qPCR especifico de cada gen. PSecuencias de partidores usadas para

generar un producto del tamafio indicado. F, forward; R, reverse.

Gen

E6

E7
E-cadherina
N-cadherina

Vimentina
Slug
Snail
Zebl

PIR

Tamario del
Producto (pb)?
96

120
135
121
131
117
84

157

131

Secuencia del Partidor®

F: 5-CTGCAAGCAACAGTTACTGCGA-3"
R:5-TCACACACTGCATATGGATTCCC-3

F: 5-CAATATTGTAATGGGCTCTGTCC-3°
R: 5-ATTTGCAACCAGAGACAACTGAT-3
F: 5-GCACCGGTCGACAAAGGACA-3
R: 5-AGTCCCAGGCGTAGACCAAGA-3
F: 5-AAGAACGCCAGGCCAAACAA-3
R: 5-TGCAGCTGGCTCAAGTCATA-3

F: 5-GCCCTTGACATTGAGATTGCCA-3"

R: 5-TCAACCAGAGGGAGTGAATCCA-3

F:5-CTCCATTCCACGCCCAGCTAC-3
R: 5-AGCCACTGTGGTCCTTGGAG-3
F: 5-AGGCTCGAAAGGCCTTCAACT-3
R: 5-TGTGGCTTCGGATGTGCATCT-3°
F: 5-ACTGCCTGGTGATGCTGAAA-3’
R: 5-CCCAAACTGCAAGAAACGCT-3"
F: 5-TCAAATTGGACCCAGGAGCC-3’
R: 5-TCCAAGCACTGCTGTGTGAT-3

ENSAYO DE MIGRACION TRANSWELL

TO de

Hibridacion

58°

58°

58°

58°

58°

60°

60°

60°

55°

Para el ensayo de migracion en 3D, se recubrié el lado inferior de una cémara superior

transwell (Corning, México) con fibronectina y se incubo durante la noche a 4°C. Se

sembraron 50.000 células en medio no suplementado dentro de la cdmara superior y se

afiadiran 500 pl de medio completo a la placa. Las células se dejaron migrar durante 7 horas.

Las células migradas se fijaron y tifieron con solucion de cristal violeta / MetOH. Las células

no migradas se eliminaron con un cotén de algodén. Las células migradas que pasaron por el

transwell se contaron en 8 campos en cada experimento. Este experimento fue realizado en

triplicado.
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ANALISIS ESTADISTICO
La comparacion de los promedios se hizo usando la prueba Mann-Whitney con el software

GraphPadPrism V7. Los p-valores de menos de 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.

RESULTADOS

1.- LA TRANSICION EPITELIAL-MESENQUIMAL DEPENDE DE LA
EXPRESION DE LA PROTEINA PIRIN EN CELULAS TUMORALES DE
CUELLO UTERINO

Inicialmente se realizé un ensayo de viabilidad de la linea celular SiHa (Fig. 8) para establecer

el tiempo de exposicion a curcumina y se determiné que a las 72 horas las células mantenian
un crecimiento exponencial. Posteriormente, las células fueron expuestas a distintas
concentraciones de curcumina, obteniéndose un IC50 de 15,67 pM. Utilizando esta
concentracion como referencia y tomando en consideracion datos previamente reportados [96,
97], se decidio trabajar con la concentracion de 20 uM (Fig. 9). Luego, se realizd una cinética
de tiempo y viabilidad celular a dicha concentracion (Fig. 10), mediante lo cual la
concentracion final y tiempo de exposicién para los analisis subsecuentes fueron fijados en 20
MM durante 72 horas. Preliminarmente, se evaluaron los transcritos de E6 y E7, como también
los niveles proteicos de este Gltimo frente a la exposicion a curcumina. Se observé una
disminucion significativa (Fig. 11) en ambos casos, lo cual confirma lo previamente reportado

en otros modelos celulares.

La participacién de Pirin en la TEM, se evalu6 utilizando un ARNip dirigido a Pirin con el
objetivo de interferir y degradar el ARNm. En la figura 11 se muestra la eficiencia de la
transfeccion por Western Blotting. Posteriormente, se evaluo la expresion genica de los
marcadores de la TEM, medicion realizada mediante PCR en tiempo real. Se observo un
aumento significativo de la expresién génica de E-cadherina (Fig. 12), aunque cabe destacar
que para N-cadherina y Vimentina no se detectaron transcritos (datos no mostrados). Este

aumento de los transcritos de E-cadherina permite sugerir que existe una dependencia entre
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Pirin y la TEM. Luego, células knockdown para Pirin se expusieron a curcumina con la misma
concentracion y tiempo de exposicion determinado anteriormente, obteniéndose cuatro
condiciones experimentales. En la condicion del interferente de Pirin mas DMSO se detecto
que los niveles proteicos de N-cadherina (Fig. 14) disminuyen significativamente. Esto
sugiere la existencia de una asociacion entre la proteina Pirin y la TEM, lo cual permite
complementar a lo observado anteriormente con E-cadherina (Fig. 13). Esta disminucién de
N-cadherina fue similar en todas las demas condiciones (Fig. 12), indicando que curcumina y
Pirin regulan a N-cadherina. La condicion de ambos tratamientos, mostrd una disminucion
similar a las condiciones mencionadas anteriormente, descartando un efecto sinérgico entre

ellas.

Viabilidad
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Figura 8. Curva de viabilidad celular. Las células SiHa fueron mantenidas con RPMI completo (10 % SFB) y
se evalu6 su viabilidad por medio del ensayo MTS a 24, 48, 72 y 96 horas. Los datos fueron expresados como

promedios con error estandar de tres experimentos independientes.
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Figura 9. Curva de citotoxicidad. Las células SiHa fueron expuestas a distintas concentraciones de curcumina.
El IC50 fue medido mediante un ensayo MTS después de 72 horas de tratamiento. Los datos fueron expresados

como promedios con error estandar de tres experimentos independientes.
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Figura 10. Cinética de tiempo de viabilidad celular a curcumina. Las células SiHa fueron expuestas a un
tratamiento con 20 uM de curcumina con DMSO como control. La viabilidad fue evaluada mediante dos técnicas
para los siguientes tiempos: 0, 24, 48, 72 y 96 horas. En (a) se muestran los datos del ensayo MTS y en (b) se
muestra por conteo celular. Los datos fueron expresados como promedios con error estandar de tres experimentos
independientes. La significancia estadistica corresponde a células expuestas y no expuestas a curcumina en cada
tiempo * p<0,05; ** p<0,01 (Mann-Whitney test).
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Figura 11. Efecto de curcumina en la expresion génica de E6 y E7, y niveles proteicos de E7. Las células
SiHa fueron expuestas por 72 horas a un tratamiento con 20 UM de curcumina con DMSO como control. EI ARN
extraido se us6 para RT-gPCR con partidores para transcritos de (a) E6 y (b) E7 normalizados con transcritos de
B-actina. Los datos fueron expresados como promedios con error estandar de tres experimentos independientes *
p<0,05; ** p<0,01 (Mann-Whitney test), (c) Las proteinas extraidas se usaron para Western blotting con
anticuerpos para E7 y B-actina, (d) Analisis densitométrico de bandas de Western Blot. Los datos fueron
expresados como promedios con error estandar de tres experimentos independientes * p<0,05 (Mann-Whitney
test).
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Figura 12. Efecto de un ARNip en el knockdown de Pirin. Las células SiHa se trataron con 30 nM de ARNip
dirigido a Pirin y Scrambled durante 24 horas. (a) Las proteinas extraidas se usaron para Western blotting con
anticuerpos para Pirin normalizado con B-actina, (b) Anélisis densitométrico de bandas de Western Blot. Los
datos fueron expresados como promedios con error estdndar de tres experimentos independientes * p<0,05
(Mann-Whitney test).
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Figura 13. Efecto de Pirin en la transicion epitelial-mesenquimal. Las células SiHa se trataron con 30 nM de
ARNip dirigido a Pirin y Scrambled durante 24 horas. El ARN extraido se us6 para RT-qPCR con partidores para
transcritos de E-cadherina normalizado con transcritos de p-actina. Los datos fueron expresados como promedios

con error estandar de tres experimentos independientes ***p<0,001 (Mann-Whitney test).
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Figura 14. Efecto de Pirin y curcumina en la transicion epitelial-mesenquimal. Las células SiHa se trataron
con 30 nM de ARNip dirigido a Pirin y Scrambled durante 24 horas, luego fueron expuestas por 72 horas a un
tratamiento con 20 UM de curcumina y a otro con DMSO. (a) Las proteinas extraidas se usaron para Western
blotting con anticuerpos para N-cadherina normalizado con B-actina, (b) Analisis densitométrico de bandas de

Western Blot. Este resultado es representativo de un experimento independiente.

2.- NIVELES DE LA PROTEINA PIRIN EN CELULAS DE CANCER DE
CUELLO UTERINO TRATADAS CON CURCUMINA

Las células SiHa fueron expuestas a curcumina para determinar su efecto en la proteina Pirin.

Este efecto se evaluo a traves de la expresion génica y los niveles proteicos por RT-qPCR y
Western Blotting (Fig. 15), respectivamente. Se observé una disminucién significativa tanto
del ARNm como de la proteina. Por consiguiente, se concluye que curcumina disminuye los

transcritos de PIR y los niveles de la proteina Pirin en este modelo experimental.
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Figura 15. Efecto de curcumina en la expresién génica y los niveles proteicos de Pirin. Las células SiHa
fueron expuestas por 72 horas a un tratamiento con 20 pM de curcumina con DMSO como control. (a) EI ARN
extraido se usé para RT-qPCR con partidores para transcritos de Pirin normalizado con transcritos de p-actina.
Los datos fueron expresados como promedios con error estdndar de tres experimentos independientes * p<0,05
(Mann-Whitney test), (b) Las proteinas extraidas se usaron para Western blotting con anticuerpos para Pirin
normalizado con B-actina, (c) Andlisis densitométrico de bandas de Western Blot. Los datos fueron expresados

como promedios con error estandar de tres experimentos independientes * p<0,05 (Mann-Whitney test).

3.- EFECTO DE CURCUMINA EN LA TRANSICION EPITELIAL-
MESENQUIMAL DE CELULAS TUMORALES DE CUELLO UTERINO

En el objetivo 3 de este proyecto, se evalud el efecto de curcumina en la TEM comenzando

con el marcador epitelial E-cadherina. La expresion génica aumentd significativamente, sin
embargo, en los niveles proteicos no se observaron cambios en presencia de curcumina (20
MM) (fig. 16). Luego, se evaluaron los marcadores mesenquimales determinando los niveles
proteicos de N-cadherina y Vimentina (Fig. 17), observandose una disminucion significativa,
pero cabe destacar que no se encontraron transcritos (datos no mostrados) para ambos
marcadores. Posteriormente, se evalud la expresion génica y los niveles proteicos de Slug. Se
observd un aumento significativo de los transcritos y una disminucion de la proteina (Fig. 18)
de este marcador. Finalmente, se determinaron los transcritos de Snail y Zebl (Fig. 19),

observandose un aumento significativo para ambos casos. Se concluye de este objetivo que
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disminuyen los niveles proteicos de tres marcadores mesenquimales importantes (N-cadherina,
Vimentina y Slug), aunque se genera controversia segin lo observado en los transcritos (E-
cadherina, Snail y Zebl) y niveles proteicos del marcador epitelial (E-cadherina). Por lo tanto, no
se puede determinar con exactitud si la TEM se encuentra activa o no, ni tampoco como la célula
resolvera fenotipicamente; por esta razon se planted realizar ensayos fenotipicos en el objetivo

cuarto, para respaldar los resultados obtenidos en este objetivo.
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Figura 16. Efecto de curcumina en la expresion génica y los niveles proteicos de E-cadherina. Las células
SiHa fueron expuestas por 72 horas a un tratamiento con 20 UM de curcumina con DMSO como control. (a) El
ARN extraido se us6 para RT-gPCR con partidores para transcritos de E-cadherina normalizado con transcritos
de B-actina, los datos fueron expresados como promedios con error estandar de tres experimentos independientes
* p<0,05 (Mann-Whitney test), (b) Las proteinas extraidas se usaron para Western blotting con anticuerpos para
E-cadherina normalizado con B-actina, (c) Andlisis densitométrico de bandas de Western Blot. Los datos fueron
expresados como promedios con error estandar de tres experimentos independientes * p<0,05 (Mann-Whitney
test).
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Figura 17. Efecto de curcumina en los niveles proteicos de N-cadherina y Vimentina. Las células SiHa
fueron expuestas por 72 horas a un tratamiento con 20 uM de curcumina con DMSO como control. (a) Las
proteinas extraidas se usaron para Western blotting con anticuerpos para N-cadherina normalizado con B-actina,
(b) Analisis densitométrico de bandas de Western Blot, (c) Las proteinas extraidas se usaron para Western
blotting con anticuerpos para Vimentina normalizado con B-actina, (d) Analisis densitométrico de bandas de
Western Blot. Los datos fueron expresados como promedios con error estdndar de tres experimentos

independientes * p<0,05 (Mann-Whitney test).
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Figura 18. Efecto de curcumina en la expresién génica y los niveles proteicos de Slug. Las células SiHa
fueron expuestas por 72 horas a un tratamiento con 20 pM de curcumina con DMSO como control. (a) EI ARN
extraido se usé para RT-qPCR con partidores para transcritos de Slug normalizado con transcritos de p-actina, los
datos fueron expresados como promedios con error estandar de tres experimentos independientes * p<0,05
(Mann-Whitney test), (b) Las proteinas extraidas se usaron para Western blotting con anticuerpos para Slug
normalizado con B-actina, (c) Andlisis densitométrico de bandas de Western Blot. Los datos fueron expresados

como promedios con error estandar de tres experimentos independientes * p<0,05 (Mann-Whitney test).
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Figura 19. Efecto de curcumina en la expresion génica de Snail y Zebl. Las células SiHa fueron expuestas
por 72 horas a un tratamiento con 20 UM de curcumina con DMSO como control. EI ARN extraido se usé para
RT-qPCR con partidores para transcritos de (a) Snail y (b) Zebl normalizado con transcritos de B-actina. Los
datos fueron expresados como promedios con error estdndar de tres experimentos independientes * p<0,05; **
p<0,01 (Mann-Whitney test).
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4.- MIGRACION EN CELULAS TUMORALES DE CUELLO UTERINO
TRATADAS CON CURCUMINA

Las células SiHa fueron expuestas a 20 UM curcumina, luego se evalud la migracion

utilizando el ensayo de migracion transwell. EIl objetivo de este experimento es observar la
migracion como cambio fenotipico en las células expuestas a curcumina, para complementar
el primer objetivo de esta tesis. El resultado fue una disminucidn significativa de la migracion
celular (Fig. 20). Por consiguiente, se puede concluir que la exposicion a curcumina

disminuye la migracion en esta linea celular tumoral.
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Figura 20. Efecto de curcumina en la migracion celular. Las células SiHa fueron expuestas por 72 horas a un
tratamiento con 20 UM de curcumina y a otro con DMSO. La migracion fue evaluada a través del ensayo
transwell, (a) Imagen microscopica de células atravesando la membrana y (b) Conteo celular después de 7 horas
de migracidn. Los datos fueron expresados como promedios con error estdndar de tres experimentos
independientes ****p<0,0001 (Mann-Whitney test).
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DISCUSION

La curcumina ha sido descrita anteriormente como inhibidor de la carcinogénesis [98, 99] y
como un regulador de la TEM [100]. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual este
compuesto polifenolico regula la TEM no ha sido establecido claramente. Entonces, en esta
tesis se ha sugerido un posible mecanismo para explicar esta interrogante. Se hipotetiza que la
exposicion a curcumina se traduce en una disminucion de la TEM de una manera dependiente
de la proteina Pirin en un modelo de cancer de cuello uterino, un tipo de cancer que se
caracteriza por presentar altas tasas de prevalencia y mortalidad en mujeres a nivel mundial
[101]. Ademas, VPHL16 es el genotipo mas prevalente en este tipo de cancer [102]. Por esta
razén, se decidid trabajar con la linea celular SiHa, la cual contienel-2 copias integradas de
VPH16 [103].

Las células de cancer de cuello uterino fueron expuestas a 20 UM de curcumina durante 72
horas (Fig. 8 y Fig. 9), lo cual es respaldado por otros reportes, en que se ha utilizado una
concentracion similar de este compuesto. En efecto, se han utilizado concentraciones que se
encuentran en el rango de 0,5 y 100 uM de este compuesto, para la misma linea celular usada
en esta tesis. Ademas, en esos estudios se evaluaron algunos de los marcadores de la TEM
analizados en el presente estudio [90, 96, 97], en las mismas condiciones anteriormente
sefialadas. Se observo una marcada disminucion en la viabilidad celular, situacion similar a lo
reportado en esta tesis (Fig. 10). En esos reportes se utilizaron variadas dosis de curcumina, de
las cuales las més altas causaban una significativa muerte celular. A pesar de ello, los datos de
esos estudios anteriormente mencionados fueron obtenidos usando dichas concentraciones de
curcumina; puesto que se ha obtenido material celular (proteinas y ARN) proveniente de
células viables y las diferencias generadas por la heterogena cantidad de células, fueron
normalizadas mediante la carga inicial de dichas macromoléculas [91, 104, 105]. Por otro
lado, la pérdida relativa de la viabilidad celular (Fig. 10) demuestra que la curcumina
empleada posee actividad funcional, ya que la capacidad de inducir muerte celular de una

manera dosis-dependiente, es una caracteristica propia de este compuesto [90].

En un estudio previo realizado en el laboratorio, se trabajo con una linea celular oral que

expresa ectopicamente las oncoproteinas virales. A través del knockdown de E6 y E7, se
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concluyd que ambas, aunque fundamentalmente E7, regulan los niveles de Pirin [73]. Por otro
lado, en un modelo de células CaSki (VPH16) [91], la cual posee 500 copias de VPH16
integradas en el genoma, se observd que curcumina disminuye los transcritos de E6 y E7, y
también los niveles de la proteina E7, de una forma dosis-dependiente. Entonces, dada la
importancia de estas proteinas virales como control y plataforma de sustentacion de la
hipétesis, fue importante en esta tesis confirmar tal disminucion en un modelo de céncer de
cuello uterino. Al evaluar esto, se observé una disminucion significativa en los niveles de E6 y
E7 (Fig. 11) en las células SiHa expuestas a curcumina. En estas mismas células, fue
evidenciada una disminucion de estas proteinas virales de una manera dosis-dependiente. Sin
embargo, fue considerado un tiempo de exposicion menor a 24 horas [97]. En otro estudio se
utilizaron las mismas células y la linea celular HeLa (VPH18), las cuales fueron expuestas a la
misma concentracion de curcumina utilizada en esta tesis. El tiempo de exposicion a
curcumina fue de 16, 24, 48 y 72 horas, observandose una disminucion de los niveles de estas
oncoproteinas en presencia de este compuesto natural [1L06]. En otra investigacion se utilizo
células CaSki inoculadas en ratones, los cuales fueron expuestos a 100 pg/raton de curcumina,
para luego extraer los tumores. Se observd mediante inmunohistoquimica una disminucién de
los niveles de ambas proteinas virales [105]. Los mismos resultados se obtuvieron en un
estudio realizado en células CaSki y HelLa, mostrandose una disminucion de la expresion
génica de E6 y E7 en presencia de curcumina [101]. Los resultados obtenidos en esta tesis,

confirman lo reportado en los modelos anteriormente sefialados.

Los datos obtenidos en el primer objetivo permiten demostrar la participacion de Pirin en la
regulacién de la TEM en células de CCU. Se utiliz6 un ARNip dirigido a PIR (Fig. 12), con el
cual se observo un aumento de los transcritos de E-cadherina (Fig. 13), lo cual sugiere una
posible regulacién de la TEM mediada por Pirin. Esta observacion es similar a lo reportado
previamente [77] en células HelLa. Efectivamente, en esa investigacion se regul
negativamente a Pirin para demostrar que esta proteina tiene la capacidad de regular la TEM.
Ademas, los autores concluyeron que Pirin regula la TEM independiente de su capacidad de
unién a BCL3-Slug, la cual es una via ya documentada [77]. Ademas, en esta tesis se
demostro que el knockdown de Pirin se asocia a una disminucion de los niveles de N-
cadherina (Fig. 14), lo cual sugiere que Pirin regula la TEM. Este resultado es similar a lo

reportado por nuestro grupo, en células CaSki, en las cuales se observd un aumento de la
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expresion génica de E-cadherina y la disminucion de Slug. Estos hallazgos permiten confirmar
que Pirin regula la TEM, complementando lo obtenido en esta tesis [73]. Ademas, un estudio
realizado en melanoma, el cual us6 un interferente para reducir los niveles de Pirin y un
inhibidor farmacologico de esta proteina (TPhA), demostré una disminucion de transcritos de
Slug, lo cual también sugiere que la TEM depende de Pirin [80]. Por otra parte, con el objetivo
de determinar un potencial efecto sinérgico entre el knockdown de Pirin y la exposicion a
curcumina, ambos tratamientos fueron evaluados. Se observo que dicha combinacién
disminuye los niveles de N-cadherina de manera similar respecto a cada condicion
independiente, descartando una sinergia entre el ARNip y curcumina (Fig. 14). Entonces, este
ultimo dato sugiere que no es posible descartar otro mecanismo, por el cual curcumina

disminuye la TEM de forma independiente de Pirin.

En el segundo objetivo, se demostrd que curcumina disminuye los niveles de Pirin y la
expresion de PIR (Fig. 15). Estos datos confirman una parte trascendental de la hipétesis
propuesta para esta investigacion, lo cual es relevante en esta tesis porque no hay reportes
previamente publicados. Los datos sugieren que curcumina regula negativamente los niveles
de Pirin, la cual regula a su vez la expresion de N-cadherina y la TEM. Esta evidencia provee
importante informacién para comprender el mecanismo por el cual curcumina disminuye la
TEM.

En el tercer objetivo, los resultados indican que curcumina tiene una importante participacion
en la disminucion de la TEM. En efecto, la disminucion de los niveles de N-cadherina (Fig.
17), Vimentina (Fig. 17) y Slug (Fig. 18) respalda el rol de curcumina en la disminucion de
dicha transicién. Ademas, estos datos son comparables a lo mostrado en el objetivo 1
(condicién de SCR + curcumina 20 uM) (Fig. 14), en el cual se observd que curcumina regula
a N-cadherina. Sin embargo, no hubo cambios en los niveles de E-cadherina post-exposicion a
curcumina (Fig. 16). Dada la contradiccidon entre los transcritos y los niveles proteicos de Slug
(Fig. 18), como también el aumento de la expresion de E-cadherina, pero la disminucion de
sus niveles de proteina (Fig. 16), se sugiere la participacion de algun otro mecanismo mediado
por curcumina, involucrado en la regulacion de los niveles de estas proteinas. Esto se respalda
con un reporte que sefiala la participacion de miARNSs, relacionado a cambios post-

transcripcionales que regulan los marcadores de la TEM. Entre ellos destaca la familia de los
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miARN-200 y el miARN-205, que al menos han sido identificados en la regulaciéon de Zebl
[107]. Esto fue evidenciado en un modelo de cancer de ovario, en el cual se observo que la
familia de los miIARN-200 regula a Zebl. Se realizd6 knockdown usando un interferente
dirigido a cada uno de ellos (MIARN-200a, 200b y 200c), concluyendose que éstos
disminuyen al marcador mesenquimal anteriormente sefialado [108]. Ademas, se ha descrito la
sobreexpresion de numerosos micro-ARNs en presencia de curcumina, con efecto
desconocido en la TEM. En esta misma investigacion se destaca la sobreexpresion del
miARN-205, realizado en un modelo de melanoma, que también regula la expresion de Zebl,
como fue sefialado anteriormente [109]. Por otro lado, en una publicacion realizada en lineas
celulares de céancer de vesicula biliar, que fueron expuestas a 10 uM de curcumina por 72
horas, se observo un aumento de los transcritos del miARN-203 [110]. Este Gltimo miARN
obtenido de células de cancer gastrico, fue secuenciado y se encontrd un sitio de union a Slug.
Al sobreexpresar ese miARN, los niveles de la proteina de este marcador mesenquimal
disminuyeron [111]. Por consiguiente, con estos datos se puede sugerir un mecanismo que
podria explicar la controversia inicialmente descrita en la regulacion de Slug. Ademas, estos
mismos mecanismos de regulacion post-transcripcionales, pueden ser atribuidos al aumento de
la expresion génica de Snail y Zebl (RT-gPCR) (Fig. 19), aunque cabe destacar que para estos
marcadores no se evaluaron los niveles de proteinas. Por lo tanto, estos resultados de

transcritos también se contraponen a lo observado con los demas marcadores de este objetivo.

Previamente se han reportado diferencias en la respuesta de los marcadores de la TEM en
células HelLa expuestas a 25 UM de curcumina durante 48 horas. Es importante destacar que,
en ese estudio, las células SiHa no fueron utilizadas para la evaluacion de la TEM. Los
resultados que se obtuvieron en dicha investigacion, involucraron una disminucion de los
niveles proteicos de Slug y Snail, pero un aumento de N-cadherina. Estos hallazgos, en parte,
se asemejan a los obtenidos en esta tesis respecto de la disminucién de Slug, pero son distintos
respecto a la disminucién de N-cadherina [96]. Por otro lado, la respuesta contradictoria de E-
cadherina ha sido reportada en lineas celulares de cancer de mama. Las células fueron
expuestas a 30 uM de curcumina y se evaluo la expresion génica de los marcadores de TEM
mediante RT-gPCR. Se observo disminucion de E-cadherina en dos lineas celulares, mientras
gue en otra no hubo cambios. Situaciones de aumentos y bajas ocurren con los demas

marcadores evaluados, segin sea la linea celular evaluada [98]. Es posible observar
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variaciones entre los marcadores porque dificilmente se puede encontrar un fenotipo
totalmente epitelial, refiriéndose a una recuperacién completa de células que inicialmente son
tumorales. Por lo tanto, se sugiere un estadio intermedio de la TEM, lo cual es observable

segun los datos obtenidos en esta tesis empleando este modelo experimental.

Finalmente, en el cuarto objetivo para analizar un cambio fenotipico asociado a esta
disminucion de la TEM por curcumina, se evaluod la migracién celular a través del ensayo de
migracion transwell. En este experimento la migracion disminuy6 significativamente (Fig.
20), resultado que es similar a lo documentado por otros autores, también en el mismo modelo
celular se utiliz6 una concentracion de 15 pM de curcumina y se evalud la migracion mediante
el ensayo “cierre de la herida”. Luego de 48 horas de migracion se observo una disminucién
significativa en presencia de curcumina, lo cual es similar a lo obtenido en esta tesis [96].
Ademas, en este Ultimo trabajo un resultado similar se obtuvo en la linea celular HeLa (CCU
con 50 copias de HPV18 integradas). Una disminucién en la migracion celular mediante el
ensayo “cierre de la herida” se observd en células CaSki, las cuales fueron expuestas a 5 y 10
UM de curcumina y los resultados se observaron 6 horas después del corte [91]. En otro
estudio se utilizaron células CaSki y SiHa, las cuales fueron expuestas a 10 UM de curcumina
por 48 horas. En dichas lineas celulares se observo una disminucion en la migracion después
de 6 horas [105]. En un modelo de cancer de mama se obtuvo un resultado similar, tales
células se incubaron con 30 uM de curcumina por 48 horas. Luego, se utilizd el ensayo de
migracion transwell y los resultados se obtuvieron posteriormente a las 12 horas de migracion
[98].

Las proyecciones de esta tesis se centran de demostrar con mas experimentos, que la
disminucion de la TEM en presencia de curcumina depende de Pirin. Para lograr esto se
sugiere sobreexpresar esta proteina, utilizando un vector plasmidial con el objetivo de
incrementar su actividad funcional. Ademas, seria posible agregar otra condicién para la
concentracion y tiempo de exposicién a curcumina usada en esta tesis. Al contar con estas
condiciones lo siguiente es observar los cambios en la TEM, esperandose ver un aumento de
los marcadores mesenquimales para la condicion del aumento funcional de Pirin.
Inversamente, observar una disminucion en presencia de curcumina como fue evidenciado en

esta tesis. Otro punto importante a investigar es si existe una relacion directa, en la
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disminucion de Pirin por parte de curcumina de forma independiente a E6 y E7. Por otro lado,
para complementar seria interesante indagar en los miARNs que evidencian cambios en
presencia de curcumina. Por consiguiente, evaluar el efecto de ellos en la TEM y la migracion
celular. Ademas, evaluar la invasion en este modelo seria un aporte importante para reforzar

este mecanismo.
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CONCLUSION

La conclusion de esta tesis es que curcumina disminuye la TEM vy la migraciéon, en células de
cancer de cuello uterino. Ademés, curcumina disminuye la proteina Pirin, un importante
sensor de stress oxidativo. Por lo tanto, estos resultados sugieren un nuevo mecanismo
mediante el cual curcumina puede ejercer su efecto inhibidor de la TEM (Fig. 21). En dicho
mecanismo Pirin tiene un rol fundamental. Sin embargo, con los datos obtenidos no es posible
descartar mecanismos alternativos mediante los cuales curcumina ejerce su efecto, como ha

sido previamente reportado en otros modelos celulares.
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Figura 21. Modelo final. Se observa el efecto de la exposicion a curcumina en CCU en la disminucion de la
TEM y la migracion celular, proceso que en parte es regulado por Pirin. Ademas, se muestra la interrogante de si

existe otro mecanismo independiente a E6 y E7, por el cual curcumina regula a Pirin y la TEM.
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