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Resumen

Evaluacion in vitro de la actividad antitumoral de extractos naturales
sobre células positivas para el virus del papiloma humano

Antecedentes: El cancer oral es una patologia tumoral de comportamiento
agresivo que representa de 2-5% de las neoplasias diagnosticadas
produciendo una elevada tasa de morbi-mortalidad a nivel mundial. En
Colombia es considerada prioridad en salud publica, con una mayor
incidencia en hombres. Los factores de riesgo: consumo de alcohol, tabaco e
infeccion por el virus del papiloma humano. Los tratamientos
convencionales como cirugia, quimioterapia y radioterapia, producen
efectos adversos. Actualmente, no existen tratamientos especificos contra la
infeccién oral producida por el virus, y las vacunas no han demostrado
efectividad. Por tal razoén, existe la necesidad de encontrar nuevos
tratamientos para reducir la infeccién de manera significativa. Objetivo:
Evaluar el efecto de los extractos naturales obtenidos a partir de; Trametes
versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum
lycopersicum frente a células infectadas con el virus. Materiales y Métodos:
Extractos preparados en dimetilsulféxido evaluados en la linea celular HeLa
de queratinocitos cervicales infectados con VPH18. Se realizaron ensayos de
citotoxicidad con tres réplicas experimentales y tres bioldgicas por el
método de resazurina. Se evalu6 la expresion de los oncogenes E6/E7 y p53
por RT-PCR y expresion de la proteina p53 y pRb por Western blot.
Resultados: De acuerdo a la evaluacion de la citotoxicidad los extractos
indujeron muerte celular a las concentraciones evaluadas (1000-
5000ug/mL). Con respecto a la expresion de las oncoproteinas E6/E7 se
demostro6 que los extractos de Trametes versicolor (0,1, 1pug/mL), Wolfberry
(0,1, 1 y 10pg/mL) inhiben la expresion de E6, y a todas las concentraciones
evaluadas inhiben la expresién E7, mientras Té verde solo a concentracién
de 10pg/mL indujo efectos sobre estas oncoproteinas, se demostré que los
extractos de Trametes versicolor y Wolfberry (0,1, 1ug/mL) aumentaron de
manera significativa la expresion de p53 y la produccion de esta proteina
mediante Western blot (p>0,05) diferente al control positivo. Ninguno
presenté cambios en la expresion de la Fosforilacion de la proteina
retinoblastoma. Conclusiones: los extractos de Trametes versicolor y
Wolfberry poseen efectos inhibitorios de la expresién de las oncoproteinas
E6/E7, al igual que un aumento de la produccién de p53, demostrando que
estos tratamientos podrian tener efectos antivirales frente a VPH18.

Palabras claves: Células HelLa, Papilomavirus 18, Proteinas oncogénicas,
extractos naturales.



Abstract

In Vitro Evaluation of Anti-tumoral Activity of Natural Extracts on Positive
Cells for Human Papillomavirus

Background: Oral cancer is a tumoral pathology with an aggressive
behaviour which represents 2% to 5% of diagnosed neoplasias producing
an elevated rate of morbi-mortality worldwide. It is considered a public
health priority with higher prevalence among men and risk factors such as:
alcohol consumption, tobacco and infection due to the human
papillomavirus.

Conventional treatments such as surgery, chemotherapy and radiotherapy
produce adverse effects. Currently there are no specific treatments against
infection produced by the virus and vaccines have not shown any effectiveness.
This creates the necessity of finding new treatments which significantly reduce
the infection. Objective: to evaluate the effect of natural extracts obtained from
Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum
lycopersicum on cells infected by the virus. Materials and methods: The
extracts were prepared in dimethyl sulfoxide evaluated in the cellular line HeLa
of cervical keratinocytes infected with HPV18. Cytotoxicity trials with three
experimental replicas and three biological with the resazurin method were
carried out. The expression of E6/E7 and p53 oncogenes by RT-PCR was
evaluated and the expression of p53 and pRb protein by Western blot. Results:
Cytotoxicity assessment yielded that the extracts induced cellular death with
the evaluated concentrations (1000 pg/mL -5000 pg/mL). The Trametes
versicolor (0,1, 1ug/mL), Wolfberry (0,1, 1 and 10ug/mL) inhibit the expression
of E6, all evaluated concentrations inhibit the expression of E7 and Té verde
only induced effects on the oncoproteins with a concentration of 10pug/mL.
Trametes versicolor y Wolfberry (0,1, 1ug/mL) extracts increased significantly
the expression of p53 and its production by Western blot (p>0.05) different to
the positive control.

None presented changes in the expression of the phosphorylation of the
retinoblastoma protein. Conclusions: Trametes versicolor and Wolfberry
extracts possess inhibitory effects on the expression of E6/E7 oncoproteins as
well as a production increment of p53, demonstrating that these treatments
could have anti-viral effects against HPV18.

Key words: HeLa Cells, Human papilomavirus 18, Oncogene proteins, Products
Biologic, Antiviral Agent.



1 Introduccion

El papiloma humano (VPH) es un virus epiteliotropico de ADN de doble cadena que infecta
a las células basales, las mucosa; y produce lesiones que van desde verrugas comunes a
carcinomas invasivos (Mistry N et al, 2007). Son los mayores patogenos sexuales
conocidos hoy en dia, de los cuales el 75% “setenta y cinco por ciento” de los individuos

sexualmente activos lo puede padecer (Marur S et al., 2010).

Por tanto el cancer cervical es la causa principal de muerte por cancer causada por un
subconjunto de VPH en los cuales se encuentran los de bajo riesgo y alto riesgo, entre los
del grupo de alto riesgo se encuentran, VPH 16, 18, 31, 33 Y 45, éstos se encuentran
asociados con otros tipos de tumores cervicales y el 20% “veinte por ciento” de tumores de
cabeza y cuello se pueden presenciar en lengua, amigdalas y orofaringe (Marur S et al,
2010). Existen mas de 100 tipos de VPH y se cree que al menos 15 tienen el potencial de
ser los tipos oncogénicos. La mayoria, >90% “noventa por ciento”, de cancer de cabeza

asociado al VPH y células escamosas causadas por VPH 18 (Marur S et al,, 2010).

Los canceres de cabeza y cuello surgen de la mucosa que recubre la cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe, laringe, el tracto nasosinusal y nasofaringe. El mas frecuente es el
carcinoma escamocelular, especialmente en base de lengua y amigdalas (Rautava ] et al,
2012). Es el sexto cancer mas comun en todo el mundo, donde se reportan 274.850 casos
en cavidad oral, 159.363 en laringe, 52.100 en orofaringe y 301.408 muertes (Marur S et
al., 2010). Representando la mayor incidencia, 35% “treinta y cinco por ciento”, en cavidad
oral y la menor incidencia, 15% “quince por ciento”, en orofaringe. Por otra parte, los
carcinomas orofaringeos positivos para VPH se han incrementado un 225% en los EE.UU,,
y representaran una gran fracciéon de la poblacién con carcinoma escamocelular en cabeza
y cuello en el pais en los proximos 20 afios. De hecho, con la actual tasa de aumento, se
predice que la Carcinoma orofaringeo para VPH-positivo sobrepasara la incidencia del

cancer cervical VPH-positivo, la malignidad del VPH arquetipica, en los EE.UU. para el afio



2020 (Whang S et al,, 2015). Se ha sugerido que el factor responsable para la aparicién de
VPH en la cavidad oral es el cambio de los comportamientos sexuales en la poblacién mas
joven (Whang S et al, 2015, D'Souza G et al., 2011) y se ha demostrado que la infeccién se
ha correlacionado con sexo oral y multiples parejas sexuales (Bonilla-Velez ] et al, 2013,
Rettig E et al, 2015). El cancer es un problema de salud mundial y una de las principales
causas de muerte en los paises desarrollados o en via de desarrollo, los extractos y
derivados de las plantas siempre se han utilizado para diversos tratamientos de la
enfermedad y muchos agentes anticancerigenos procedentes de plantas y hortalizas se

reconocen clinicamente y se utilizan en todo el mundo (Ghali W et al, 2015).

Actualmente, no existen tratamientos especificos contra la infeccién oral producida por el
VPH, y las vacunas profilacticas como Cervarix y Gardasil no han demostrado efectividad.
Por tanto existe la necesidad de encontrar un tratamiento para prevenir o reducir la
infeccién por el VPH de manera significativa. Estudios recientes han demostrado que los
antioxidantes y los derivados de plantas pueden ser eficaces contra la infeccion por VPH
(Nelke KH et al, 2013). En la literatura se ha evidenciado que los extractos naturales como
los hongos tiene efectos inmunomoduladores, antitumorales, antivirales, antibacterianos y

antiparasitarios.

Estudios recientes han demostrado que los flavonoides y polifenoles derivados de plantas
presentan actividad anti-VPH a través de diversos mecanismos, incluyendo la inhibicién de
la entrada de virus y la replicacion del genoma, por esta razoén los derivados de plantas
podrian convertirse en farmacos anti-VPH eficaces, seguros para las células y de bajo costo
(Matsuhisa K et al, 2015). Los extractos ademas de tener propiedades antivirales y
antitumorales, se ha evidenciado en estudios pasados, que como el extracto de Solanum
lycopersicum, tienen la capacidad de inactivar los radicales libres y retarda la progresion
de la aterosclerosis, ya que contiene carotenoides como el licopeno, el beta caroteno y
vitamina E, que se conocen como antioxidantes eficaces, también es usado como
tratamiento a corto plazo para reducir la presidn arterial en pacientes con HTA grado 1

(Engelhard YN et al, 2006).



En el presente estudio, se busca evaluar el efecto de los extractos naturales obtenidos a
partir de; Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum
lycopersicum frente a células infectadas con el virus del VPH genotipo 18. De igual
forma, determinar la citotoxicidad (CLso) de los extractos naturales obtenidos a partir
de Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum
lycopersicum sobre células HeLa; evaluar el efecto de los extractos sobre la expresion
de la proteina viral E6 y E7; evaluar el efecto de los extractos sobre la expresion de la
proteina celular p53; y evaluar el efecto de los extractos sobre la fosforilacion de la

proteina retinoblastoma (pRb) asociada a ciclo celular.



2 Marco tedrico

Los VPH son un grupo de virus no envueltos de ADN circular de doble cadena con didmetro
aproximado de 52-55 nm perteneciente a la familia de Papillomaviridae, que infecta a las
células basales en piel 0 membranas mucosas (Mistry N et al, 2007). La capside proteica
estd conformada en un 95% “Noventa y cinco por ciento” por la proteina L1 y en un 5%
“cinco por ciento” por la proteina L2, las cuales se ensamblan para formar capsdémeras
icosaédricas las cuales han sido utilizadas para la fabricacién de vacunas profilacticas
(Marur S et al., 2010). En el interior de la capside se encuentra el ADN de aproximadamente
8000 pares de bases constituido por ocho genes tempranos (E1, EZ, E4, E5, E6 y E7) que
codifican proteinas involucradas en la replicaciéon y regulacion viral, y le confieren su
capacidad carcinogénica, dos genes tardios (L1 y L2) que codifican las proteinas
estructurales que conforman la capside viral; y una region regulatoria no codificante (LCR)
(Figura 1), la cual contiene sitios de unién para factores proteicos y hormonales del
hospedero, necesarios para que el virus pueda completar su ciclo de replicacién (José G &

Sanabria N, 2009, Winer RL et al, 2003).
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Figura 1: Estructura del Virus del Papiloma Humano. (Taylor & Francis Group, 2004.)



2.1 Ciclo de vida del VPH

Al existir una herida o microherida en la mucosa, el virus entra e infecta a las células
basales del epitelio escamoso estratificado por medio de receptores que se unen a las
proteinas de la capside viral (L1 y L2), como hepardn sulfato proteoglicano, @6b4
integrina y tetraspaninas; una vez ha entrado a las células basales activa la expresion de
las proteinas tempranas E1, E2, E3, E4, ES5, las cuales favorecen la amplificacién del genoma
viral y evasion del sistema inmunoldgico, y las oncoproteinas E6 y E7 que producen
alteraciones en las células infectadas, E6 induce la degradacidn de la proteina p53 a través
de la protedlisis mediada por ubiquitina, lo que lleva a una pérdida de su actividad que en
condiciones normales es detener a las células en fase G1 del ciclo celular e inducir la

apoptosis para permitir la reparacién de ADN del huésped (Rautava ] et al,, 2012).

La oncoproteina E7 se une e inactiva la proteina de retinoblastoma (pRb), la cual libera al
factor de transcripcidon E2F y produce la entrada de la célula a la fase G1/S del ciclo celular
induciendo la proliferacion y transformaciéon maligna (Rautava ] et al, 2012). Una vez el
virus replica su genoma viral en el estrato basal del epitelio; infecta a las células de los
siguientes estratos, y en las células terminalmente diferenciadas del estrato cérneo

ensambla nuevas particulas virales y producen una lesion maligna (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo de vida del Virus del Papiloma Humano. Banks L, Pim D y Thomas M, 2012.

2.2 Transmision oral del VPH

La infeccion por el VPH en la cavidad oral causa lesiones que alteran el epitelio
produciendo carcinomas de células escamosas. El VPH y los carcinomas orales tienen una
alta asociacion con los tipos virales causantes de cancer cervical y la Agencia Internacional
para la Investigacion contra el Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC)
ha reconocido a este virus como un factor etiolégico para el desarrollo de esta neoplasia.
Por lo tanto, la creciente epidemia de VPH se estd convirtiendo en un problema importante
de salud publica con implicaciones clinicas significativas. Se ha sugerido que el factor
responsable para la aparicibon de VPH en la cavidad oral es el cambio de los
comportamientos sexuales en la poblacién mas joven y se ha demostrado que la infecciéon
se ha correlacionado con inicio temprano de las relaciones sexuales, la practica de sexo
oral, beso Francés; y el riesgo aumenta con el nimero de parejas sexuales. Otros factores
que podrian estar asociados con las infecciones orales por VPH incluyen el intercambio de
objetos de higiene personal “fémites”, antecedentes personales o familiares, uso de
anticonceptivos hormonales y otras lesiones o traumatismos orofaringeos. Se ha descrito
que las infecciones por VPH son transitorias, pero varios factores incrementan su
persistencia: genéticos o adquiridos, como la edad, inmunodepresion, contracepcion oral,
el tabaquismo, y factores virales (genotipo, variantes, carga viral, integracion) (Winer RL et

al, 2003).

La infeccion por VPH ocurre después del comienzo de la primera relacion sexual y la mas
alta prevalencia se observa en mujeres de menos de 25 afios de edad. Muchas de las
mujeres infectadas con este virus a los 2 afios siguientes a la infeccion son las que
presentan un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical (Castellsagué X et al, 2008). La
infeccién puede ser asintomatica e inofensiva. El sistema inmune combate la infeccién, que
luego se resuelve por si misma, con diferentes tiempos para lograr su resolucion (Dailard
C, 2003, Syrjanen S et al, 2005). De otra manera se desconoce si las infecciones

persistentes por VPH se caracterizan por una deteccién continua del virus, o por estado de


http://www.iarc.fr/

latencia viral durante el cual, el virus no se detecta, para luego reaparecer mas tarde

(Winer RL et al, 2005).

2.3 Epidemiologia del cancer oral

Los carcinomas escamocelulares de cabeza y cuello siguen siendo una causa importante de
morbilidad en todo el mundo, con 466,831 y 168,368 casos diagnosticados en 2008 entre
hombres y mujeres, respectivamente. Los cuales constituyen una colecciéon de
enfermedades que pueden diferir en caracteristicas histoldgicas, patogénesis, biologia,
ubicacion secundaria y respuesta al tratamiento. Estas caracteristicas divergentes pueden
afectar los parametros de calidad de vida y la supervivencia. En contraste, en los estadios
clinicos avanzados de la enfermedad (Il y IV), los pacientes muestran diferentes tasas de
supervivencia segun el tipo histoldgico del tumor y la ubicacién secundaria (Duray A et al,
2014).

Una gran encuesta de la poblacion de EE. UU. Sobre la prevalencia oral de la infeccién por
VPH encontré una prevalencia de la poblaciéon del 7% “siete por ciento” en general, con
picos bimodales del 10% “diez por ciento” en los varones de 25-30 y 50-55 afios para los
varones (Gillison ML et al, 2012). En un metanalisis realizado por Mehanna y col. en el afio
2013, donde incluyeron 5,396 casos de cancer de orofaringe y se observaron aumentos del
40,5% “cuarenta punto cinco por ciento” antes del afio 2000 al 72,2% “setenta y dos punto
dos por ciento” después del 2005, y se evidenciaron aumentos significativos en América
del Norte y Europa. (Mehanna H et al, 2012). En un reciente estudio multicéntrico de casos
y controles, el cual incluy6 datos del Reino Unido, se encontraron proporciones de casos de
cancer de orofaringe positivas al VPH del 60% (sesenta por ciento) de los EE. UU. Y del
31% (treinta y un por ciento) en Europa (datos recopilados sobre casos diagnosticados en
2002-2004) (Amantharaman D et al, 2017). Por lo tanto, dadas las tendencias
epidemioldgicas de aumentos rapidos en el cancer orofaringeo, parece razonable suponer

que la proporcién atribuible (en el Reino Unido y Europa) estd aumentando en alrededor



de un tercio de los casos y tal vez se aproxima a la proporcion de los Estados Unidos de

alrededor de dos tercios (Conway DI et al., 2018).

2.4 Tratamientos Convencionales y Estrategias de Prevencion para el VPH

Actualmente, no hay ninguna terapia especifica avanzada contra la infecciéon oral
producida por el VPH. Por tanto existe la necesidad de encontrar un tratamiento para
prevenir o reducir la trasmisién sexual de VPH. Estudios recientes han demostrado que los
antioxidantes y los derivados de plantas pueden ser eficaces contra la infeccién por VPH

(Nelke KH et al, 2013).

El tratamiento se basa predominantemente en la ubicacién y la clasificacién TGM (Sistema
de determinacién de estadio: tumor, ganglios, metastasis), en sus siglas en inglés TNM
(tumor, nédulo, metdastasis) y comprende principalmente métodos convencionales como
cirugia, radioterapia, quimioterapia o una combinacién de estos (van Kempen PMW et al,
2015). Radican en la extirpacién la lesién los cuales pueden realizarse de manera
ambulatoria, con o sin anestesia local, mediante varios métodos como se describe
anteriormente, al usarse es importante el examen de los bordes quirurgicos, para predecir
la remanencia de lesiones, y la recurrencia de la enfermedad, la utilizacién de &cido
tricloroacético (Sanabria JG, 2009). Dado que la mayoria de las infecciones son transitorias,
y no existe viremia, no es necesario el uso de antivirales, aunque se han hecho pruebas con
Aciclovir en combinacién con la criocirugia con efectividad en el 80% de las mujeres
tratadas (Sanabria JG, 2009). Vacunas preventivas y terapéuticas de la infecciéon por VPH,

la prevencidon primaria estaria dada por la evitacion de contraer la enfermedad.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) promovié desde el afio 1985 el uso de los
métodos de barrera para evitar las infecciones cervicales y cancer cérvico uterino se ha
demostrado que no es un método 100% eficaz, protegiendo un 70%, debido a que las

personas no lo usan de manera correcta, solo lo hacen al momento de la eyaculacién, y las



lesiones infectantes también se encuentran en otras areas genitales masculinas (World

Health Organization (WHO), 1985) (Sanabria ]G, 2009).

Las vacunas profilacticas contra el VPH fueron hechas con subunidades (pseudocapsides
virales) generadas por auto ensamblaje de L1, la principal proteina de la capside, de los
genotipos 16, 18, 6 y 11, aislados o en combinacidn con sustancias estimuladoras de la
respuesta inmune. Estas vacunas generan respuesta del tipo de anticuerpos neutralizantes
en el suero. Como no existe viremia, entonces las IgG deben actuar en la superficie del
epitelio para neutralizar a los virus, o quizas exista neutralizacién intracelular. Por otra
parte, existen las vacunas terapéuticas que inducen respuesta inmune, dependiente de la
accion de los linfocitos T CD4+, que redunda en la formacién de antigenos citotoxicos
especificos CD8+. Segun el documento de Consenso Europeo relativo a la vacunacién se
plantea que ya existen dos vacunas profilacticas disponibles, que son inmundgenas,

carecen de ADN viral y no tienen capacidad infectiva, replicativa ni oncogénica (Cortés-

Bordoy J et al., 2009).

2.4.1 Cervarix:

Vacuna bivalente que incluye VLP de los tipos 18 (20 mg) y 18 (20 mg) expresadas en
Baculo virus que utiliza células Hi-5 Rix 4446 derivadas de Trichoplusia ni. Utiliza como
adyuvante ASO04, una formulacion compuesta por hidréxido de aluminio y MPL (3-O-
desacil-4'-monofosforil lipido A) un lipopolisacarido desintoxicado obtenido de Salmonella

Minnesota (Sanabria ]G, 2009).

2.4.2 Gardasil:

Vacuna tetravalente que incluye VLP de los tipos 6 (20 mg), 11 (40 mg), 16 (40 mg) y 18 20
mg) expresadas en células de levadura Saccharomyces cerevisiae CANADE 3C-5 (Cepa

1895). Utiliza como adyuvante hidroxifosfato sulfato de aluminio amorfo.



En cuanto a las reacciones adversas, se destaca la reaccion anafilactica reportada en 7
casos en Australia en 2008, con Gardasil, 2.6 x 100.000 dosis administradas, mayor que
para otras vacunas, pero estos datos no se encuentran bien documentados. Inclusive se
han visto muertes como reacciones adversas a estas vacunas en Estados Unidos (Sanabria

]G, 2009).

Como se ha visto la problematica de la infeccidn por el Virus del Papiloma Humano es de
gran importancia y es un serio problema de salud publica, que ha sido y sigue siendo
abordado multidisciplinariamente, y quedan muchos aspectos a resolver, en cuanto a la

vacunacion profilactica y terapéutica.

2.5 Uso de productos naturales en el tratamiento de cdncer cervical y cdncer oral asociado
por VPH

En la literatura se ha evidenciado que los extractos obtenidos de productos naturales como
los hongos tiene efectos inmunomoduladores, antitumorales, antivirales, antibacterianos y
antiparasitarios, entre ellos se encuentra el hongo “Lentinula edodes (MSCE)”, comestible y
comun en Japon y China, sus componentes son los azucares, proteinas y compuestos
polifendlicos, las actividades fisioldgicas incluyen el anti-VIH, inmunoestimulantes y las
actividades antioxidantes, se han indicado que alivia eficazmente los sintomas de la
infeccion crénica por hepatitis C, la cual puede causar fibrosis hepatica y hepatitis cronica,
que a su vez conducen a cirrosis y, en ultima instancia, al carcinoma hepatocelular.
Estudios recientes han demostrado que los flavonoides y polifenoles derivados de plantas
presentan actividad anti-VPH a través de diversos mecanismos, incluyendo la inhibicién de
la entrada de virus y la replicacion del genoma, por esta razén los derivados de plantas
podrian convertirse en fArmacos anti-VPH eficaces, seguros y de bajo costo (Matsuhisa K et

al, 2015).
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Una serie de compuestos naturales de vegetales y hierbas ejercen propiedades
quimiopreventivas contra la carcinogénesis. La mayoria de los estudios parecen probar los
productos naturales en células de leucemia humana. La hierba medicinal china Rizhoma
zedoaria, por ejemplo, produce un compuesto llamado lemeno, que se ha demostrado que
muestra actividad antitumoral en células tumorales humanas in vitro e in vivo (Reddya L et

al, 2003).

Los productos naturales juegan un papel relevante en la terapia contra el cancer hoy en
dia, ya que un gran nimero de agentes anticancerosos utilizados en la clinica son naturales
o derivados de productos naturales de diversas fuentes, como plantas, animales y
microorganismos (también de origen marino). Durante los dltimos afios, el descubrimiento
de farmacos basados en productos naturales estd aumentando en funcién de las nuevas
tecnologias, como la sintesis combinatoria y el cribado de alto rendimiento, y sus enfoques
asociados. La vincristina, el irinotecan, el etopdsido y el paclitaxel son ejemplos clasicos de
compuestos derivados de plantas; la actinomicina D, la mitomicina C, la bleomicina, la
doxorubicina y la l-asparaginasa son medicamentos que provienen de fuentes microbianas,
y la citarabina es el primer medicamento que se origina en una fuente marina. Algunos de
los muchos compuestos botdnicos, que han demostrado tener efectos positivos en la
terapia del cancer, tienen una larga historia detras de ellos. Recientemente se demostro
que el antioxidante del té verde EGCG (epigallocatechin-3-gallate) redujo
significativamente el crecimiento del cancer de mama en ratones hembras: su uso esta

confirmado en textos japoneses antiguos (Nobili S et al, 2009).

Se han observado efectos anticancerigenos prometedores y selectivos con azafran
(estigmas de Crocus sativus L.) in vitro e in vivo, pero aiin no en ensayos clinicos (Abdullaev
FI. 2005, Schmidt M, 2017). También se ha demostrado que el uso de jugo, cadscara y aceite
de Punica granatum posee actividad anticancerigena, incluida la interferencia con la
proliferaciéon de células tumorales, el ciclo celular, la invasion y la angiogénesis (Lansky EP,

2007).
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Por tal razon este pertinente la realizacion de este proyecto, ya que en la literatura, en
diversos proyectos realizados in vitro e in vivo, se ha evidenciado los efectos favorables que
tienen productos naturales sobre la salud, aunque no se ha reportado nada acerca del
comportamiento de los extractos naturales (Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra,
Dodder seed, Wolfberry, Solanum lycopersicum y Té verde) frente a células infectadas con el
Virus del Papiloma Humano (VPH) genotipo 18 y asi evaluar el efecto que tienen estos
extractos sobre la expresion de la proteina celular p53 y la proteina viral E6, de igual forma
evaluar el efecto sobre la fosforilaciéon de la proteina Retinoblastoma (pRb) asociada al

ciclo celular.
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3 Planteamiento del problema

El cancer oral es una patologia tumoral de comportamiento agresivo que representa del 2-
5% “dos al cinco por ciento” de las neoplasias diagnosticadas y produce una elevada tasa
de morbi-mortalidad a nivel mundial, y se reportan anualmente 200.000 casos nuevos y la
sobrevida no supera el 40% “cuarenta por ciento” a los 5 afios (American Cancer Society,

2016).

De acuerdo a la estimacidn realizada en el 2003 por la sociedad Americana del Cancer para
el 2020, se diagnosticaran un milléon de casos nuevos de carcinomas orales invasivos, que
incluye carcinoma de células basales y de células escamosas (American Cancer Society,
2016). El cancer oral en Colombia se considera una prioridad en salud publica, ya que
produce el 12% “doce por ciento” de los tumores de orofaringe y representa la quinta tasa
de incidencia en hombres y la novena en mujeres (Rocha A et al,, 2012, Instituto Nacional
de Cancerologia (INC), 2010, Ordofiez D et al, 2014), siendo el carcinoma escamo-celular el
mas frecuente y el mas agresivo (Instituto Nacional de Cancerologia (INC), 2010). Los tipos
virales encontrados en cavidad oral se asocian en un 20-25% “veinte al veinticinco por
ciento” con los VPH oncogénicos 16 y 18, encontrados en el carcinoma de cuello uterino

(Smith EM et al, 2004).

Dentro de los factores de riesgo asociados a esta neoplasia esta en un 70% el alcohol y
tabaco, la Agencia Internacional para la Investigaciéon contra el cdncer han reconocido al
VPH como un factor de riesgo del 80% “ochenta por ciento” en personas jovenes (Gillison

ML et al, 2015, Whang S et al, 2015). El aumento en la incidencia de cancer oral y
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orofaringeo asociado al VPH en individuos jovenes, se ha atribuido a los cambios en los
comportamientos sexuales combinado con un menor numero de canceres asociados al

tabaco y alcohol (Mistry N et al,, 2007).

El cancer de cabeza y cuello es el sexto cancer mas comun en todo el mundo, con una carga
anual estimada de 563.826 casos (incluidos 274.850 canceres de cavidad oral, 159.363
canceres laringeos y 52.100 canceres orofaringeos) y 301.408 muertes. Existen mas de 100
tipos diferentes de VPH y se cree que al menos 15 tipos tienen potencial oncogénico. Sin
embargo, la mayoria, > 90% “noventa por ciento”, de los canceres de células escamosas de
cabeza y cuello asociados al VPH son causados por un tipo de virus, el VPH 18, del mismo

tipo que conduce a los canceres ano genitales asociados al VPH (Marur S et al, 2010).

De hecho la incidencia de carcinoma orofaringeo con VPH positivo han aumentado en un
dramatico 225% “docientos veinticinco por ciento” en EEUU y se considera que para los
proximos 20 afios van a representar la mayoria de casos en la poblacién con cancer oral. Al
ritmo actual de aumento de esta enfermedad se prevé que para el 2020 la incidencia de
cancer orofaringeo VPH positivo supere los casos de cancer cervical en EEUU y a nivel
mundial (Gillison ML et al, 2015). Por lo tanto la creciente epidemia de cancer oral

asociado a VPH se esta convirtiendo en un problema de salud publica.

Los tratamientos convencionales para los tumores orales incluyen la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia, sin embargo estos procedimientos pueden producir
complicaciones graves para los pacientes (Gillison ML et al, 2015), relacionados con
disfagia, xerostomia, dependencia a sonda de alimentacién, fibrosis y cicatrizaciéon de los
musculos faringeos, aspiraciéon y disnea créonica (Marur S et al, 2010). Por lo tanto, la
buisqueda de estrategias de tratamiento de bajo costo y que produzcan poca toxicidad
representa un campo de investigaciéon en las infecciones orales asociadas al VPH. Los
productos naturales obtenidos de las plantas y hongos proporcionan rico recurso para el
desarrollo de estrategias de tratamiento. En este sentido, algunos reportes han
demostrado que algunos de los farmacos antineopldsicos disponibles en paises

occidentales y Japdn, se han derivado de la medicina tradicional, de los cuales de 140
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compuestos en total el 14% “catorce por ciento” son productos naturales, 26% “veintiséis
por ciento” son derivados de productos naturales y un 14% “catorce por ciento” son
productos obtenidos a partir de la semisintesis de un extracto natural (Gurib-Fakim,

2006).

El Cidofovir es un farmaco antiviral usado para tratar la papilomatosis laringea inducida
por VPH y otras infecciones virales (Sirianni N et al,, 2005), el cual reduce la expresion de
E6 y E7 en el carcinoma cervical ME-180 (ATCC® HTB-33™) vy las células HEp-2 de
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello a nivel transcripcional, igualmente
induce la acumulacién de p53 activa y pRb asociada a la induccion del inhibidor de ciclina
dependiente de kinasa p21Waf1/CiP1 en células ME-180 y HEp-2 (Abdulkarim B et al,
2002)

Por ello se tiene la necesidad de la busqueda de un producto anti-VPH para la disminucién
de las infecciones producidas por el virus, puesto que todavia no se ha convertido en una
realidad clinica, ya que las estrategias de tratamiento son muy limitadas, por lo cual el
objetivo de esta propuesta de investigaciéon esta relacionada en evaluar in vitro el efecto
antiviral de extractos naturales frente a células infectadas con el virus del VPH genotipos
16 y 18, con el fin de encontrar un producto que a futuro pueda ser utilizado en el
tratamiento en fases iniciales o avanzadas de la infeccién producida por el VPH evitando
asi que se produzca los procesos pre malignos y disminuir la morbimortalidad de estas

patologias a nivel mundial.

3.1 Pregunta de investigacion

e ;Tienen los extractos naturales Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra,
Dodder seed, Wolfberry, Solanum lycopersicum la capacidad de inhibir la
expresion de la oncoproteina E6 del genotipo 18 del VPH?

e ;Tienen los productos naturales Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra,

Dodder seed, Wolfberry, Solanum lycopersicum la capacidad de inactivar la
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fosforilacidn de la proteina RB en las células HeLa de la linea celular VPH 18?

4 Justificacion

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) constituye la enfermedad de
transmisiéon sexual (ETS) mas frecuente a nivel mundial. El riesgo de infecciéon en la
cavidad oral por este virus se asocia con un aumento del nimero de parejas y por el

cambio del comportamiento sexual de la poblacion principalmente juvenil.

Al infectar el virus las células por medio de los receptores L1 y L2, los cuales se encuentran
ubicados en la membrana celular, lo cual hace que exprese las oncoproteinas E6 y E7, éstas
se unen a p53 y pRb respectivamente y neutralizan su funcidn. De hecho, la proteina E6 se
une a p53 y promueve su degradacion a través de la via proteolitica ubiquitina, inhibiendo
su funcion de crecimiento (Scheffner et al,, 1991). Del mismo modo, la proteina E7 se dirige
a los miembros hipofosforilados de la familia pRb para la protedlisis mediada por
ubiquitina, lo que resulta en una disminuciéon de los niveles de pRb y una liberacidn
inadecuada del factor de transcripcion E2F activo en células que expresan las
oncoproteinas viricas (Smith-McCune et al., 1999). La importancia de la funcién pRb se
enfatiza por el hecho de que la proteina E7 puede unirse e inactivar pRb, permitiendo la

progresion en la fase S sin estimulos mitogénicos (Abdulkarim B et al, 2002)

A su vez, el cancer escamoso representa el principal cancer oral y se trata de una entidad
importante ya que su prondstico es malo y las secuelas del tratamiento suelen ser
devastadoras. Hasta 60% “sesenta por ciento” de los casos son diagnosticados en etapas

avanzadas y el pronostico de supervivencia oscila entre el 10-40% “diez al cuarenta por
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ciento” a cinco afios (American Cancer Society, 2016.). En tanto que el tratamiento en
etapas avanzadas estd compuesto de combinaciones de cirugia, radioterapia y
quimioterapia, esta combinacién de tratamientos con frecuencia produce pérdidas
funcionales severas y significativo deterioro estético lo que conlleva a una baja calidad de

vida del paciente y su entorno familiar.

La manera mas eficaz para prevenir y tratar el cancer oral asociado a VPH, seria reducir la
infeccion, sin embargo no existe un tratamiento sistémico eficaz y no existen indicios que
demuestren que lo tratamientos utilizados puedan prevenir la transmisiéon y reducir la
infectividad (Whang S et al, 2015, Economopoulou P et al, 2016). En la reduccion de la
infeccion por este virus se ha desarrollado la vacuna utilizada para prevenir el cancer
cervical, sin embargo no existen estudios que demuestren su eficacia en VPH asociado a
cancer oral. A su vez aln no esta claro si tiene un efecto terapéutico en la infeccién por
VPH, ni el periodo de duracién de la proteccién de la vacuna cinco afnos y sin en este tiempo

se reduce la inmunidad (Whang S et al, 2015, Economopoulou P. y col. 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior hasta el momento no es claro si la vacuna posee efectos
sobre la reduccion de la infeccion del VPH asociado a cancer oral y los tratamientos
actuales son tan invasivos que pueden afectar la sobrevida y la calidad de vida (Whang S et
al, 2015); por lo cual es de gran interés poder encontrar nuevas estrategias terapéuticas
que permitan encontrar una alternativa con el fin de disminuir la morbimortalidad de

pacientes con cancer oral asociado al VPH.

El cancer impone una enorme carga econdmica y social a nivel mundial a causa de las
comorbilidades asociadas y de las complicaciones créonicas que pueden afectar la calidad de
vida. Los gastos globales en el tratamiento del cancer son de unos 50 mil millones de
dolares anuales, mas del 90% “noventa por ciento” de los cuales se gastan en paises de
altos ingresos, mientras que los paises de bajos y medianos ingresos, a pesar de tener una
carga de enfermedad mas de cinco veces mayor que los correspondientes paises de altos
ingresos, tienen acceso a solo el 10% “diez por ciento” de los recursos globales de

tratamiento (Mariotto AB et al, 2011).
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Los productos naturales desde la antigliedad han sido una fuente importante de
sustancias utilizadas con fines terapéuticos, y si bien la farmacologia actualmente se
sustenta principalmente de firmacos surgidos de la quimica combinatoria, aquéllos
siguen constituyéndolo, dada la inmensa diversidad quimica de sus metabolitos y los
avances en los métodos de aislamiento de moléculas, una clara alternativa para

obtener principios activos que sirvan de base en la obtencién de farmacos novedosos.

Dado el impacto del cancer oral en la sociedad, en este estudio se pretende evaluar el
efecto antiviral de seis extractos naturales (Trametes versicolor, Kudzu root,
Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum lycopersicum y Té verde) in vitro sobre el
virus de papiloma humano. Lo cual seria de gran interés farmacolégico dado que nos
permitird encontrar nuevos principios activos o fitoproductos que podrian llegar a ser
potentes farmacos utilizados en tratamiento de estas patologias y proporcionar a los
pacientes una nueva alternativa terapéutica que puede ser utilizada como primera
linea de tratamiento antes de realizar un procedimiento invasivo y que esta sea una

opcion factible, econdmica y asequible para el paciente.
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5 Situacion actual

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la medicina tradicional como
un gran bloque de conocimiento para la atencién primaria en salud y es inobjetable el
hecho de que un gran segmento de la poblacién mundial sigue acudiendo a ella. Por
todo ello es necesario que la comunidad cientifica la examine con todo el rigor del
meétodo cientifico, para asi poder determinar si poseen o no un efecto que pueda ser ttil
para encontrar nuevas alternativas terapéuticas (Organizacién Mundial de la Salud
OMS, 2002), de igual forma apoya el uso de las medicinas tradicionales y alternativas
cuando éstas han demostrado su utilidad para el paciente y representan un riesgo
minimo», ha declarado el Dr. LEE Jong-wook, ex Director General de la OMS, segiin un

boletin de la OMS.

Varios estudios demostraron la capacidad de los antioxidantes y vitaminas de origen

natural para prevenir la toxicidad de los 6rganos (Jamshidzadeh A, 2008).

Sinecatequinas (polifenon E): Es un extracto estandarizado de hojas del Té verde (Camellia

sinensis). La epigalocatequina galato es la catequina mas importante e interviene en

multiples vias de sefalizacion celulares, activando la via de las caspasas, regulando la

expresion de Bcl-2 e inhibiendo la telomerasa. Mediante estos mecanismos se consigue

inhibir el ciclo celular, activar la apoptosis, inhibir la transcripcion del VPH y activar la

inmunidad celular. Las sinecatequinas en pomada al 15% “quince por ciento” han sido

aprobadas en los Estados Unidos para el tratamiento de las verrugas ano genitales
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externas (Veregen® 15 ointment). El efecto del farmaco no se empieza a observar
clinicamente hasta aproximadamente la tercera semana, y es mas evidente a partir de la
cuarta o sexta semana. Los signos y/o sintomas locales son los efectos indeseados mas
frecuentes, 80% “ochenta por ciento”, sobre todo el eritema y el prurito, y se manifiestan a
partir de la segunda o tercera semana de tratamiento. Parece un tratamiento efectivo,
seguro y bien tolerado. Como contrapartida decir que es un tratamiento largo que puede
prolongarse hasta las 16 semanas y que debe aplicarse tres veces al dia, lo cual puede
afectar al cumplimiento del mismo. Se sabe que las sinecatequinas poseen una actividad
antivirica y antineoplasica, lo cual las puede hacer potencialmente utiles aplicadas
topicamente como tratamiento del cancer de piel no melanoma y en infecciones por herpes

simple o por virus varicela-zoster (Munoz-Santos C et al, 2012).

Lycium europaeum o "Wolfberry”, planta medicinal utilizada en varios remedios
tradicionales, tiene la capacidad de reducir la incidencia de cancer y detiene o reserva el
crecimiento de cancer, ya que inhibe la proliferacién e induce la apoptosis en células de
cancer de pulmén humano A549 y células de cancer de médula adrenal de rata PC12,
también se ha demostrado que el extracto protege los lipidos, las proteinas y el ADN frente
a los dafios por el estrés oxidativo inducidos por el H202 (Peréxido de hidrogeno) a través

de las especies de oxigeno reactivo que capturan (Marur S et al, 2010)

El extracto Schizandra, tiene actividad anticancerigena y anti proliferativa en la linea
celular de cancer de colon humano (HT-29), por tal razdn, inhibe el crecimiento e induce la
apoptosis de las células cancerigenas de colon humano mediante diversas actividades (Ryu,

M] & Chung HS et al, 2011).

El extracto Kudzu root, utilizado en la medicina tradicional china con Thomson Kudzu root,
también utilizado como medicina herbaria para el tratamiento de la fiebre, disenteria
aguda, diarrea, diabetes y enfermedades cardiovasculares, de igual forma se han
identificado mas de 70 fitoquimicos en Kudzu root, con isoflavonoides y triterpenoides

como los principales constituyentes (Wong KH et al,, 2011).
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El extracto Guarand tiene varias propiedades farmacoldgicas como el ser estimulantes
energéticos, antimicrobianos, quimio profilacticos, antigenotdxicos, antidepresivos,

ansioliticos y anti amnésicos (Marques LL et al,, 2016).

El extracto Soy bean, tiene actividad como antioxidante como los antioxidantes sintéticos
(BHA y BHT), en presentaciones como en aceites, grasas y otros productos alimenticios se
puede utilizar con seguridad como antioxidante natural para suprimir la oxidaciéon de

lipido (Rehman Z et al.,, 2004).

El extracto Saw Palmetto Berry (SPBE), utilizado para la salud de la proéstata y el
tratamiento de infecciones del tracto urinario, la prostatitis no bacteriana y la hiperplasia
prostatica benigna (BPH) en el hombre, ya que afecta la progresion y la migracién de la

célula de tumor en tejido del pecho y de la préstata (Scholtysek C et al,, 2009).

Los extractos ademas de tener propiedades antivirales y antitumorales, se ha evidenciado
en estudios pasados, que como el extracto Solanum lycopersicum, tiene la capacidad de
inactivar los radicales libres y para retardar la progresiéon de la aterosclerosis, ya que
contiene carotenoides como el licopeno, beta caroteno y la vitamina E, conocidos como
antioxidantes eficaces (Engelhard YN et al. 2006), entre sus componentes antioxidantes se
encuentra el licopeno, el cual ejerce un efecto inhibidor contra ciertas enfermedades que

tienen un componente de estrés oxidativo (Jamshidzadeh A et al,, 2008).
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6 Objetivos
6.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto de los extractos naturales obtenidos a partir de; Trametes versicolor,
Kudzu root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum lycopersicum frente a células

infectadas con el virus del VPH genotipo 18.

6.2 Objetivos especificos

e Determinar la citotoxicidad (CLso) de los extractos naturales obtenidos a partir
de Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry, Solanum
lycopersicum sobre células HelLa.

e Evaluar el efecto de los extractos sobre la expresion de la proteina viral E6y E7.

e Evaluar el efecto de los extractos sobre la expresion de la proteina celular p53.

e Evaluar el efecto de los extractos sobre la fosforilacion de la proteina

retinoblastoma (pRb) asociada a ciclo celular.
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7 Metodologia del proyecto

7.1 Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro

7.2 Poblacién y muestra

7.2.1 Poblacion de muestra:

e Linea celular HeLa de queratinocitos cervicales infectados con VPH 18.

7.2.2 Material Vegetal:

o Trametes versicolor 20%, Kudzu root 40%, Schizandra 3%, Dodder seed
10%, wolfberry 5%, Solanum lycopersicum 5% y el Té verde como control

positivo.

7.3 Materiales y métodos

7.3.1 Material Vegetal:

Se utilizaron seis extractos etandlicos comerciales descritos anteriormente obtenidos a
partir de plantas medicinales chinas de Green & Health®, y el extracto de Té verde como
control positivo, de la marca comercial Goslim Liu. Los extractos que se evaluaron con sus
concentraciones son los siguientes:

e Wolfberry 5% “cinco por ciento”.

e Dodder seed 10% #diez por ciento”.

e Schizandra 3% “tres por ciento”.

e Trametes versicolor 20% “veinte por ciento”.

e Solanum lycopersicum 5% “cinco por ciento”.

e Kudzu root 40% “cuarenta por ciento”.

e Téverde 100% “cien por ciento” control positivo.
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7.3.2 Evaluacion de la citotoxicidad de los extractos naturales sobre las células HeLa.

7.3.2.1 Cultivo de células Hela:

Las células HeLa VPH18 positivas se obtuvieron de la ATCC (American Type Culture
Collection), fueron mantenidas en incubadora a 37°C, 5% “cinco por ciento” de CO2 y 95%
“noventa y cinco por ciento” de humedad relativa en el medio de cultivo Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (Gibco), 100
unidades/mL de penicilina y 1000 U/mL estreptomicina (Lonza.) y anfotericina. Las
células se cultivaron hasta que alcanzaron el 90% “noventa por ciento” de confluencia
celular, se trinpsinizaron (0,025 Tripsina/EDTA), y se colocaron en placas de 96 pozos a

una densidad de 5000 células/pozo.

7.3.2.2 Evaluacion de la citotoxicidad en células HeLa estimuladas con los extractos
naturales, en tres ensayos independientes por triplicado:

La sensibilidad de las células a los extractos se midi6 usando el método colorimétrico de
Resazurina (Sigma), para cuantificar la viabilidad celular después del tratamiento. Se
sembraron 5000 células por pozo en una placa de 96 pozos. Al dia siguiente, las células
fueron tratadas con diferentes concentraciones de extractos (0,1-100 pg/mL; 100-1000
pg/mkL; 1000 - 5000 pg/mL). Para evaluar la toxicidad se afiadieron 100 pl en cada pozo de
solucion de resazurina a concentracion de 0.44 pM y se incubaron durante cuatro horas a
37°C para permitir la metabolizacion de la resazurina a concentraciones de 0.44 puM a
resorufina y determinar el porcentaje de células vivas. Las placas se leyeron en el
fluor6metro TECAN a una longitud de onda de excitacién de 535 nm y de emisién de 595
nm. El porcentaje de inhibicién del crecimiento celular para cada grupo de tratamiento se
calcul6 ajustando los resultados con el grupo de control no tratado al 100% “cien por
ciento”, los valores de fluorescencia fueron graficados en funcién del logaritmo de la
concentracion del tratamiento, y las zonas con tendencia lineal fueron escogidas en las

graficas utilizando el paquete estadistico GraphPad-Prism5®, la CLs fue calculada.
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7.3.2.3  Evaluacioén de la expresion génica de los oncogenes E6, E7 y p53

7.3.2.3.1 Extraccion de RNA para la deteccion por RT-PCR

Después de la estimulacion con los tratamientos evaluados pasadas 24 horas, las células se
lavaron con PBS, se tripsinizaron con una solucién de tripsina al 0.25% “cero punto
veinticinco por ciento” v/v EDYA 0.03% “cero punto cero tres por ciento” v/v e incubadas
por cinco minutos a 37°C al 5% “cinco por ciento” CO2. Posteriormente se agreg6 un mL de
medio Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% “diez por ciento” (v/v) de suero fetal
bovino (Gibco), el contenido fue transferido en tubos cénicos de 15 mL para luego ser
centrifugados a 2000 rpm por cinco minutos, se descart6 el sobrenadante y el pellet celular
se utilizé para la extraccion y purificacion del RNA mediante el Kit Luna Universal One-
Step Reaction Mix siguiendo las instrucciones del fabricante, fueron homogenizados cada
uno de los pellets en 200 pl de buffer de lisis de RNA, mezclados utilizando vortex y
centrifugados durante 1 minuto a 10.000rpm. El sobrenadante fue recolectado y
transferido a los tubos libres de RNAsas donde se adicionaron 200 pl de Isopropanol al
95% (noventa y cinco por ciento) en una proporcion de 1:1 (Isopropanol y buffer de lisis
de RNA). Las muestras fueron transferidas a las columnas junto con el tubo colector y

posteriormente fueron centrifugadas por 30 segundos a 10.000rpm.

En la columna se adicionaron 400 pl de la solucion de lavado a cada una de las muestras,
se centrifugaron durante 30 segundos a 10.000rpm. El liquido obtenido en el tubo colector
fue descartado. Posteriormente y directamente en la columna y para cada una de las
muestras se adicionaron 50pul de buffer de la mezcla de reaccién DNAasa para eliminar el

ADN presente en la muestra y se incubaron por 15 minutos como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Condiciones de reaccion para el tratamiento del RNA con la enzima DNAasa.

DNAasa | 5UI (1U/ul)

Buffer de reaccién 10X DNAasa | 5ul

Buffer de lavado de RNA 40 pl
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Finalmente el RNA se lavdo con 400ul de buffer RNA-prep se centrifug6 por 30
segundos/10.000rpm. A cada muestra se le adicionaron 700ul de buffer de lavado de RNA
y se centrifugaron durante dos minutos a 10.000rpm. Las columnas fueron transferidas a
tubos de 1,5 mL libres de RNAsas y se adicionaron 10ul de agua libre de RNAsas provista
por el kit. Todas las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm/30 segundos. El RNA se
cuantific6 en nanodrop marca Thermo Fisher Scientific, y fue almacenado a -20°C para su

posterior analisis mediante RT-PCR.

7.3.2.3.2 Deteccion de los genes mediante RT-PCR:

La expresion de los genes E6, E7 y p53 se realizd6 por RT-PCR utilizando el kit Luna
universal PCR One-Step Master Mix en tiempo real (New England Biolabs, NEB) y el
termociclador en tiempo real CFX-96 BIORAD.

Los cambios en la expresion génica se calcularon utilizando el método de cuantificacion
relativa de doble delta de CT (2-2ACT) reportado por Pfaffl MW: A new mathematical model
for relative quantification in real-time RT-PCR. Nucl Acids Res 2001, 29(9):e45.

i ACP, 0 (¢ antral —sample)
ratio = [ng“}
- . ACP_ A control - sample)
f"'."'J'u:["—
Método AACt
1. ACt = CtGen Int - Ct Housekeeping.

2. AACt = ACtmuestra tratada-ACt control sin tratamiento.

3. 2-AACt = 2-(A Ct muestra tratada - A Ct control sin tratamiento).
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Todas las reacciones se realizaron en un volumen de reaccién de 20 pL por triplicado
utilizando los primers dirigidos a los genes E6, E7 y p53 utilizando como control positivo

“housekeeping” GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

La eficiencia de las reacciones tanto para el gen control positivo para PCR en tiempo real se
utilizé el gen “housekeeping” GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) donde se
detect6 la amplificacion de los genes E6, E7 y p53. Se utiliz6 el gen GAPDH para determinar
de manera indirecta la cantidad de RNA en el estudio; se calcul6 con el programa LinReg el
cual calcula la eficiencia de las reacciones de PCR utilizando la féormula: Eficiencia = 10 (-

1/slope) - 1.

La amplificacién por PCR consistié en una etapa de inicial de retrotranscripciéon a 50°C por
10 min, seguido de una desnaturalizacién a 95°C por 10 minutos, sucesivo por 40 ciclos de
amplificacion a 95°C para 15 segundos, 60°C durante 60 segundos (Tabla 2). Las
concentraciones y volumen de los reactivos utilizados en la PCR se muestran en la Tabla 3.

Se realizaron 3 ensayos independientes por triplicado.

Tabla 2: Preparacion de la reaccion.

COMPONENTES REACCION 20 pl CONCENTRACION FINAL
Luna Universal One-Step 10 pl 1X
Reaction Mix (2X)
Luna WarmStart® RT 1 1X
Enzyme Mix (20)
Forward primer (10uM) 0.8 ul 0.4 uM
Reverse primer (10uM) 0.8 ul 0.4 uM
RNA Variable <1 pg (total RNA)
Nuclease-free Water 20 ul
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Tabla 3: Preparacion de la reaccion, teniendo en cuenta la temperatura, tiempo y el paso de cada ciclo.

PASO DE CICLO TEMPERATURA | TIEMPO CICLO

Reverse Transcription | 55°C 10 minutos 1

Initial Desnaturation | 95°C 1 minuto 1

Desnaturation 95°C 10 segundos 1

Extension 60°C 30 segundos 40-45
(+plate read)

Melt Curva 60-95°C various 1

7.3.2.3.3 Identificacion de p53 y pRb mediante Western blot

7.3.2.3.3.1 Modelo de estimulacion de HelLa con los extractos naturales y obtencion de
lisado celular total.

Para la determinacion la activacion de p53 y fosforilacion de pRb, se utilizaron frascos T25,
por cada frasco se sembraron 5000 HeLa (ATCC, USA), después del periodo de
establecimiento (20 horas) las células fueron estimuladas durante treinta minutos con
cada uno de los extractos naturales a las concentraciones de 0,1 y 10 pg/mL, como control
negativo se usé células sin estimular y como control positivo se utilizé Té verde a las
misma concentraciones de los tratamientos, cada uno de los tratamientos se evalud en dos

experimentos independientes.

Pasado el tiempo de estimulacién se eliminé los sobrenadantes de cada pozo, se lavé con
PBS y con el fin de tener un valor aproximado de la cantidad de proteina obtenida, se
obtuvieron lisados de los frascos bajo las mismas condiciones de cultivo, con buffer RIPA
(1% “un por ciento” Nonidet P-40, 0,5% “cero punto cinco por cinto” deoxicolato de sodio,

0,1% “cero punto un por ciento” SDS en PBS 1X) con inhibidores y proteasas y fosfatasas
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(SIGMA Aldrich); con el fin de liberar las proteinas celulares de manera mecanica se deja
en agitacion a temperatura ambiente durante un tiempo de 15 minutos. Los lisados
obtenidos se almacenaron a -202C y posteriormente se cuantificaron con el método de

4cido bicinconinico.

7.3.2.3.3.2 SDS-PAGE y transferencia.

Con los lisados celulares obtenidos se adicién buffer laemmli 6X, se realizé electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida; gel de concentracién (acrilamida-bisacrilamida
4% “cuatro por ciento”, Tris-HCl 0,025M pH 6.8, SDS 0,1% “cero punto un por ciento”,
persulfato de amonio 0,025% “cero punto cero veinticinco por ciento” y TEMED 0,025%
“cero punto cero veinticinco por ciento”) y un gel de separacién (acrilamida-bisacrilamida
12% “doce por ciento”, Tris-HCI 0,025M pH 8,8, SDS 0,1% “cero punto un por ciento”,
persulfato de amonio 0,025% “cero punto cero veinticinco por ciento” y TEMED 0,025%
“cero punto cero veinticinco por ciento”). Para estimar el tamafio aproximado de las
proteinas de la muestra, se utiliz6 un marcador de peso molecular pretefiido (Espectra
Prestained Protein Ladder de Thermo), compuesto por una mezcla de diez (10) proteinas
entre diez (10) a 170kDa La separacién de las proteinas se realizé con las siguientes
condiciones de corrido electroforético: 40 minutos a 80 V el gel de concentracién y una hora

30 minutos a 100V en el equipo Mini protean II (Bio Rad).

Posteriormente se realiz6 la transferencia a una membrana de PVDF (Thermo) activada
por 30 segundos en metanol y equilibrada por 10 minutos junto con el gel de
poliacrilamida en buffer de transferencia Semi-dry (Thermo). La transferencia se realizo
en el buffer Semi-dry a 30V por 1h en el equipo Semi-dry (Thermo). La transferencia se
confirmo6 incubando la membrana por cinco minutos con rojo de Ponceau (Rojo de
Ponceau S 0,1% “cero punto un por ciento” en acido acético 5% “cinco por ciento”), tras

dos lavados con agua destilada.
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7.3.2.3.3.3 Western blot.

Con el fin de inactivar las proteinas inespecificas presentes en las muestras lisadas, la
membrana se incub6 en la soluciéon de bloqueo correspondiente para cada anticuerpo
primario por una hora a temperatura ambiente. A continuacién se incubé la membrana en
el anticuerpo primario, en el buffer de bloqueo indicado a continuacién: anti-p53 (Sigma
Aldrich P899) diluciéon 1:1000 en buffer de bloqueo con albumina sérica bovina 4%
“cuatro por ciento” (Sigma Aldrich), y Tween 20 0,1% “cero punto un por ciento”’en TBS 1X
pH ocho (8.0). AKT Total (cell signaling 4060), P-AKT (cell signaling 9272), anti-pRb
(Sigma Aldrich SAB300109) (en buffer de bloqueo con albumina 4% “cuatro por ciento”,
Tween 20 0,1% “cero punto un por ciento” en TBS 1X pH ocho (8.0). Los anticuerpos

primarios se incubaron over night a cuatro (4) 2C.

Para eliminar el exceso de anticuerpo primario, la membrana se lavo tres veces con TBS-
Tween 20 0,1% “cero punto un por ciento” durante diez minutos. Seguidamente se incub6
con el anticuerpo secundario anti-ratén biotinilado acoplado a peroxidasa (Vector labs), o
con anti-conejo-biotinilado acoplado a peroxidasa (cell signaling) a una diluciéon de 1:500
por una hora a temperatura ambiente en el mismo buffer de bloqueo empleado para el

anticuerpo primario.

Para la determinacion de las bandas de cada proteina presente en la muestra, se realiz6 el
revelado con luminol. Utilizando solucién A (luminol 0.1% en tris HCl 0.1M pH de siete
punto dos (7.2)) y Solucion B (solucién de H202 al 0.02% “cero punto cero dos por ciento”
en agua destilada). Finalmente las membranas reveladas fueron escaneadas en un
transiluminador BIORAD y analizadas por densitometria utilizando el programa de analisis
de imagenes Software Image]. Los datos de cada proteina fueron normalizados con los
datos de (-actina del carril correspondiente. Adicionalmente se determind la intensidad de
la banda de la proteina para cada condiciéon. Como controles de activacion de p53 se utilizo
células A549 (carcinoma de pulmén) (ATCC® CCL-185™) y de pRb células Hek-293
(ATCC® CRL-1573™)
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7.4 Hipdtesis de estudio

e Los extractos naturales Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder seed,
Wolfberry, Solanum lycopersicumy Té verde como control, tratados in vitro tiene la
capacidad de inhibir la expresion de los oncogenes E6 y E7 del Virus del Papiloma
Humano de alto riesgo VPH 18.

e Los extractos naturales como Trametes versicolor, Kudzu root, Schizandra, Dodder
seed, Wolfberry, Solanum lycopersicum y Té verde como control, tienen la capacidad
de restablecer la funcién de p53 y actuar sobre la fosforilacién de la proteina pRb

del VPH18.

7.5 Andlisis estadistico

Todos los datos de CLso y CEso se indicaron como la media mas o menos la desviacion
estandar. Los datos se analizaron por el test de ANOVA para comparar células tratadas con
los extractos con respecto al grupo control sin estimulo. Al no presentarse una distribucion
normal son analizados por el estadistico no paramétrico de Kuskral-Wallis. El analisis
estadistico se realiz6 con el programa informativo SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences). La probabilidad tenida en cuenta es de p< 0.05 como significativo.

No de Réplicas: El estudio se realizé en tres ensayos independientes, cada uno con tres
réplicas. (Coeficiente de variacion <20% “veinte por ciento”). Se usara como control
negativo DMSO (dimetilsulféxido) al 0,1% “cero punto un por ciento” y células sin

estimular y como control positivo el extracto de Té verde.
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8 Consideraciones éticas.

De acuerdo a las guias de buenas practicas clinicas del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad El Bosque y la resoluciéon 008430 de 1993, este estudio se

considera sin riesgo, por lo que no requiere aval ético.

8.1 Impacto ambiental:

Durante la ejecucion de este proyecto, el material contaminado con los extractos, células,
sus componentes y los reactivos de desecho fueron manipulados y desechados de forma
adecuada. Por lo que todo material contaminado con reactivos no biodegradables, y toxicos
que pudieran generar un desequilibrio al medio ambiente y a la salud de las personas
fueron almacenados y descartados segun los protocolos de manipulacion indicados por los
fabricantes o procesados por entidades especializadas que contrata la institucion para
estos fines. El material de riesgo bioldgico o quimico fue manipulado por personal
calificado y con los implementos y equipos necesarios para la seguridad de los

investigadores y del medioambiente.
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9 Resultados

9.1 Fase cuantitativa

9.1.1 Efecto de los extractos naturales sobre la viabilidad celular y cdlculo de la
concentracion letal cincuenta (CL50)

En este estudio se utilizaron células tumorales HeLa las cuales poseen de diez a 50 copias
del VPH y tienen integrado en su genoma los oncogenes virales E6 y E7 del genotipo VPH
18. El efecto de los seis extractos frente a las linea celular tumoral HeLa y los fibroblastos
gingivales sanos (FGH) se determind a través del ensayo colorimétrico de resazurina.
Todos los extractos afectaron la viabilidad celular de la linea FHG al rango de
concentracion de 1000-5000 pg/mL. Sin embargo, el extracto de Trametes versicolor y
Kudzu Root no disminuyeron la viabilidad de las células HeLa a este rango de
concentracion. Los valores de las concentraciones inhibitorias medias (CLso) mostraron
que solo para el extracto Solanum lycopersicum a concentraciones de 1000 pug/mL la
minima concentracion de tratamiento utilizada, se observa una viabilidad celular del 100%
“cien por ciento”, a diferencia de la concentracion mayor (3000 pg/mL), en donde se
evidencia la muerte celular de todas las células sugiriendo que es muy citotoxico (figura
3B). Estos valores de toxicidad para las células tumorales HelLa resultaron
significativamente inferiores (p<0,05) a la CLso obtenida de este extracto en las células

normales FGH (figura 3).

Se evidencio que las células al ser estimuladas con el extracto de Wolfberry, (figura 3A) a
concentracion de 1000 pg/mL se observa una viabilidad celular del 90% “noventa por
ciento”, aumentando la toxicidad celular a concentraciones inhibitorias de 4000 pg/mL y

5000 pg/mL, llegando a una viabilidad celular del 20% “veinte por ciento”.
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En relacion al extracto Schizandra (figura 3D) obtuvo mayores porcentajes de viabilidad
celular del 100% “cien por ciento” en cuanto a la concentracion de 1000 pg/mlL,
aumentando la toxicidad celular a concentraciones de 3000, 4000 y 5000 pg/mL, donde se
evidencia la disminucién del crecimiento celular, llegando a una viabilidad del 8.7% “ocho

punto siete por ciento”.

El control positivo de Té verde (figura 3E) se evidencié un porcentaje de viabilidad del
100% a la mdas baja concentraciéon (1000 pg/mL), aumentando la toxicidad celular a
medida que aumenta las concentraciones del extracto, obteniendo una CLso de 1837
pg/mL, llegando a presentar una muerte celular del 5% “cinco por ciento” a la

concentracion de 5000 pg/mL.

Para el extracto Dodder Seed y Wolfberry a las maximas concentraciones evaluadas no se
presenté ninguna muerte celular, en cambio para los extractos Schizandra, Solanum
lycopersicum y el control Te verde, se logré presentar muerte celular a la mas altas
concentraciones. En general los extractos Dodder Seed, Wolfberry, Schizandra y Solanum
lycopersicum presentaron una viabilidad celular que se comporté de manera dosis
dependiente, es decir que la disminucién en la viabilidad es directamente proporcional a

las concentraciones de cada extracto utilizadas para el calculo de la CLso.
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Figura 3: (P<0,05). Viabilidad y toxicidad porcentual de células HeLa cultivadas sobre placas de 96 pozos,
expuestas a concentraciones (1000, 2000, 3000, 4000 y 5000 ug/mL) de extractos (A) Wolfberry (B)

Solanum lycopersicum (C) Dodder Seed (D) Schizandra y (E) Te verde como control positivo durante 24
horas de incubacién a 37 °C

De acuerdo a la Tabla 3 se puede evidenciar que la CLso (concentracidn letal 50) es 1969

para el extracto Wolfberry, ocurre para el extracto Solanum lycopersicum al presentar un

35



CLso de 2088, mientras que para el extracto Dodder seed representa un rango amplio en
cuanto a CLso siendo de 2706 a 6968 siendo el CLso de 4342 igualmente ocurre con el
extracto Schizandra en donde se tiene el CLso de 1479; esto hace referencia que a la
concentracion en que se encuentra el extracto es lo necesario para reducir el crecimiento de
la poblacién de las células infectadas en un 50%, es decir en cuanto a los extractos
estudiados, el extracto Dodder seed representa con mayor probabilidad de reducir la
poblacion celular infectada. De igual forma se logra evidenciar en la Tabla 3 que la variable
(R-square) varia entre 0,99 y 0,98, esto quiere decir que por estar por debajo de 1 se
considera que no existe una gran variable en el momento de tomar cada muestra y en el uso

de pipeta y pipeta.

Tabla 4 Concentracion letal 50 de extractos Wolfberry, Solanum lycopersicum, Dodder Seed y Schizandra.

Extracto Rango CLs5o CLso R square
Wolfberry 1854 -2092 1969 0,9948
Solanum 1956 - 2230 2088 0,9950
lycopersicum
Dodder seed 2706 - 6968 4342 0,9870
Schizandra 746,2 - 292 1479 0,9860

9.1.2 Efecto de los extractos sobre la expresion génica de los oncogenes E6, E7 y p53 en
células HelLa.

En los ensayos de PCR en tiempo real de transcripcion inversa se evidencié la expresion del
RNAm que tienen las oncoproteinas E6 y E7 y su interaccidn con los extractos de Trametes
versicolor, Wolfberry y Té verde utilizando como control positivo, comparados con células
sin estimular utilizadas como control negativo, (figura 4A), teniendo en cuenta la
concentracion letal 50 (CLso), donde se observa que la expresion de la oncoproteina E6
(figura 4A) para el extracto Trametes versicolor a la concentracion mas alta (10pug/mL) se
sobreexpresa, lo cual indica que la interaccion con éste oncogén podrian tener un efecto de

proliferacion celular, obteniendo asi un efecto no deseado ya que al presentarse la
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oncoproteina E6 a estos valores hace que se induzca a la degradacion de la proteina p53 no

deteniendo el ciclo celular y la célula entrar a apoptosis.

Por el contrario, el extracto de Trametes versicolor a las bajas concentraciones utilizadas
(0,1ug/mL y 1pg/mL) vy el extracto de Wolfberry a todas las concentraciones inducen la
expresion a la baja de la oncoproteina E6, comparados con el control sin estimulo,
obteniendo un efecto muy interesante ya que podrian estar regulando la expresion de la

proteina p53 induciendo a las células a muerte celular o apoptosis.

En la figura 4A se muestra el efecto que presentan los extractos de Trametes versicolor,
Wolfberry y Té verde frente a la oncoproteina E7, ya que todas las concentraciones inducen
la disminucién en la expresion de este oncogén viral , excepto para el extracto de Trametes
versicolor que a la concentraciéon de 1 pg/mL produjo la sobreexpresion de la proteina, lo
que sugiere que posiblemente puede inactivar a la proteina de retinoblastoma (pRb),
siendo ésta la que induce a la célula a continuar el ciclo celular provocando la proliferacion

celular y la transformacién maligna.

Por esta razon, se puede observar que el extracto de Trametes versicolor es el mas seguro ya
que no produce toxicidad a las células HeLa, y a concentraciones bajas tiene la capacidad de
inhibir la expresidon de las oncogenes virales de VPH18 y presenta efectos antitumorales
actuando sobre la proteina p53, sin embargo, a altas concentraciones evidencia efectos no
deseados para las células ya que estaria favoreciendo el comportamiento tumoral y/o

cancerigenos de las células HeLa.

En la figura 4B se evidencia la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 frente a los extractos
de Schizandra, Kudzu root, Dodder seed y Té verde, control positivo, a diferentes
concentraciones de 0.1ug/mL, 1 pg/mL y 10 pg/mL, y las células sin estimulo utilizadas

como control negativo. Se observa que la oncoproteina E7 se sobreexpresa frente a los
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extractos Dodder seed a la mas baja y alta concentraciéon, de igual forma también se
observa al extracto Kudzu root a la concentracion de 1 pg/mL se encuentra

sobreexpresado, lo cual indica que podria inducir proliferacién celular.

Mientras que frente a la expresién de la oncoproteina E6 al encontrarse expresada a la baja
o al estar en condiciones similares a las células sin el estimulo, se puede interpretar que
todos estos extractos a todas las concentraciones (0.1pug/mL, 1 pg/mLy 10 ug/mL) inducen

a apoptosis celular al no degradar a la proteina p53.
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d.

Diferencias significativas en la Expresion del oncogén E6 para todos los extractos contra el
control negativo (células sin estimulo). Diferencias dadas por el tipo de extracto y por
concentraciones 1 ug/mLy 10 ug/mL.

Diferencias significativas en la expresion del oncogén E6 frente al control negativo (células sin
estimulo) para el extracto Dodder seed independientemente de las concentraciones.

Diferencias significativas del oncogén E7 frente al control positivo (extracto de Té verde) para
el extracto Kudzu root a todas las concentraciones.

Diferencias significativas del oncogén E6 frente al control positivo (extracto de Té verde) para
el extracto Kudzu root y Dodder seed a concentracion 1 ug/mlL.

Figura 4: Expresién génica las oncoproteinas E6 y E7 frente a los extractos tratados a concentraciones de
0.1ug/mL, 1 ug/mL y 10 ug/mlL. (A) Extractos Trametes versicolor, Wolfberry, control positivo el Té verde y
control negativo, las células sin estimulo. (B) Extractos Schizandra, Kudzu root y Dodder seed, control positivo el
Té verde y control negativo las células sin estimulo.

La expresion del gen p53 (figura 5) frente a los extractos Trametes versicolor, Wolfberry,

Schizandra, Kudzu root, Dodder seed y Té verde a diferentes concentraciones de 0.1, 1y 10

ug/mL y células sin estimulo, se evidencia que los extractos de Trametes versicolor, Kudzu

root, Dodder seed y Schizandra a todas las concentraciones inducen al aumento de la

expresion del gen p53. Finalmente se observa que el extracto de Wolfberry podria no tener

el efecto sobre la detencion del ciclo celular a ninguna de sus concentraciones.
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a. Existen diferencias significativas en la expresion de la proteina p53 para el extracto Schizandra contra
el control negativo (células sin estimulo): Las diferencias son dadas por el tipo de extracto y por la
concentracién de 1 ug/mL.

b. Diferencias significativas en la expresion de la proteina p53 frente al control positivo (extracto Té
verde) para el extracto Wolfberry a la concentracién de 1 ug/mL.

39



Grafica 5: Expresion de RNAm frente a la proteina p53 a concentraciones de 0,1 ug/mlL, 1 ug/mL y 10 ug/mlL,
frente a células sin estimulo, control positivo Té verde y los extractos Trametes versicolor, Wolfberry, Schizandra,
Kudzu root y Dodder seed.

9.1.3 Efecto de los extractos naturales sobre la activacion de las proteinas p53 y pRb en
células Hela.

Para la identificacion de las células control de activacién de p53 y pRb se evaluaron las
células A549 (linea celular inmortalizada derivada del Adenocarcinoma humano, células
epiteliales basales alveolares), células Jurkat (Linea celular dereivada de la Leucemia de
célula T humana) y células HeLa (linea celular usada en la investigacidon cientifica, siendo la
mas antigua y derivadas de unas células de cancer cervical obtenidas en 1951), en donde se
puedo demostrar que las células A594 inducen una activacion de la fosforilaciéon de p53 la
cual se evidencia en la banda que de acuerdo al marcador de peso molecular es de 53 KDa;
en relacion a las células Jurtak no se presentd ningin bandeo para p53 ni pRb al igual que
nuestras células de interés (HeLa), como control de proteina se utiliz6 [-actina que en todos
los extractos celulares se expres6 con una banda de peso moléculas de 42 KDa (Figura 6).
En otro grupo de experimentos se demostré que las células Hek (Células embrionarias de

rifibn humano) era control positivo de las fosforilacién de pRb (datos no presentados).

Después de identificar que las células A549 era control positivo para p53 y Hek para pRb, se
continu6 evaluado el efecto de los extractos que presentaron mayor interés por sus

resultados sobre la expresion de los oncogenes E6, E7 y P53.
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Celulas A549 +

Celuls Yuckat +

Celulas Hela +

Figura 6: Estandarizacién de western Blot para la identificacion de P53 en células A549, Jurkat, HeLa. Se utilizé
lug/ul de proteina celular por cada carril. Cada banda representa la expresién de 2 experimentos
independientes.

Nuestros resultados permiten observar que los extractos de Shizandra y Wolfberry a
concentraciones de 0,1, 1,0 pg/mL inducen una activacién de la fosforilacién de p53, lo que
nos sugiere que estos tratamientos pueden conllevar a un proceso de apoptosis de las
células Hela; con respecto al extracto de Trametes versicolor a las concentraciones de 0,1,
1.0 pg/mL no indujo activacién de p53, al igual que nuestro control (7€ verde, 10 pg/mL),
por lo que se requiere continuar evaluado su posible mecanismo de accién, teniendo en

cuenta sus efectos sobre los oncogenes evaluados (Figura 7).
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Figura 7: Efecto de los extractos de Trametes versicolor, Shizandra y Wolfberry a concentraciones de 0,1, 1y 10
ug/mlL, en la fosforilacién de p53 en células HeLa durante 30 minutos de tratamiento. Se utilizo 1ug/uL de
proteina celular por cada carril, se utilizé como control positivo de activacion de p53 fosforilado células A549 y
como control negativo células HelLa sin estimular. Cada banda representa la expresién de dos experimentos
independientes.

En relacién a los resultados sobre la fosforilacién de pRb, ninguno de los extractos presento
activacidon de esta proteina, sin embargo se requiere de préoximos estudios en los que se
aumente las concentraciones de proteina o confirmar que no sea por degradacién de

proteina por lo que no se puedo evidenciar (Figura 8).

Rb fosforilado
110 KDa

B-actina
42 KDa

Marcador

de Peso

Control Rb +
(HEK)

Control SE +

Trametes - = = 0, 1 1’0 - - - -

versicolor
Shizandra
0,1

Wolfberry _ - - - - - 0 y 1 1 ) 0 -

42



Te verde 10

Figura 8: Efecto de los extractos de Trametes versicolor, Shizandra, Wolfberry a concentraciones de 0,1, 1y 10
ug/mlL, en la fosforilacion de pRb en células HeLa durante 30 minutos de tratamiento. Se utilizé 1ug/uL de
proteina celular por cada carril, se utilizé como control positivo de activacién de Rb fosforilado células HEK y
como control negativo células Hela sin estimular. Cada banda representa la expresién de 2 experimentos
independientes.

10 Discusion

El cancer oral en Colombia se considera una prioridad en salud publica, que produce el 12%
de los tumores de orofaringe y representa la quinta tasa de incidencia en hombres y la
novena en mujeres (Rocha A. y col. 2010; INC 2010, Ordofiez D. y col. 2014), siendo el
carcinoma escamo-celular el mas frecuente y el mas agresivo (Instituto Nacional de
Cancerologia, INC, 2010). ;Por qué el aumento de la incidencia de cancer orofaringeo
asociado al VPH es mas pronunciado en individuos jovenes? este efecto podria atribuirse a
los cambios en las normas sexuales (es decir, mas parejas sexuales orales o sexo oral a una
edad mas temprana en generaciones recientes que las pasadas) combinado con un menor

numero de canceres asociados al tabaco en cohortes jovenes (Marur S et al. 2010).
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Actualmente, no hay ninguna terapia no invasiva especifica avanzada contra la infeccién
oral producida por el VPH. Por consiguiente, estudios recientes han demostrado que los
antioxidantes y los derivados de plantas pueden ser eficaces contra la infecciéon por VPH
(Shlaepfer L. & Mendoza JA, 2010). Las plantas tradicionales chinas, con propiedades
anticancerigenas, han atraido mucha atencién en los tltimos afios. Las investigaciones han
revelado que las actividades anticancerosas de estas hierbas son parcialmente debido a su

capacidad para inducir la apoptosis en las células cancerosas.

En nuestro estudio in vitro se demostré que el extracto Trametes versicolor, se puede
considerar como el mas seguro, ademas de ser no téxico presentando una alta viabilidad
celular para las células infectadas con el VPH18 y células sanas; a bajas concentraciones se
observéd que el extracto podria modular la expresiéon de los oncogenes E6 y E7, por el
contrario, a altas concentraciones se demostro el posible efecto citotoxico para las células
HeLa. De acuerdo a lo anterior, los oncogenes E6 y E7 inactivan genes supresores de
tumores, como p53 y pRb, respectivamente, conduciendo al descontrol en importantes
puntos del ciclo celular y de esta manera, favorecen la progresion de lesiones pre invasivas
y el mantenimiento del fenotipo maligno (Retting E et al, 2015). Por tanto, el evento de
integracion del virus en el genoma del huésped ha sido propuesto como potencial marcador

de la progresion de neoplasias cervicales (Daniel B et al,, 1995).

En un estudio realizado por el Instituto de Investigacion de Productos Naturales de Davis,
California en Estados Unidos, realizado por Christopher R. Hobbs, demostré que el extracto
Trametes versicolor muestra efectos anticancerigenos, antitumorales y antiproliferativos.
Estos efectos pueden explicarse, por una serie de efectos biolégicos especificos, como la
inhibicion de las metaloproteinasas y otras enzimas relacionadas con la actividad
metastasica y su capacidad para suprimir el crecimiento de células cancerosas y aumentar
la expresion de antigenos de superficie de células tumorales como como antigenos
asociados a leucocitos humanos (HLA), que pueden mejorar el reconocimiento y, por lo
tanto, la eliminacién de la célula cancerigena por parte del sistema inmunitario del huésped

(Iguchi et al, 2001). La respuesta de las células T CD4 + antitumoral deteriorada en el
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intestino asociado el tejido linfoide (GALT) de ratones libres de patégenos se mejord con
una dosis oral de polisacarido péptido (PSK), que suprimio el crecimiento del carcinoma de
colon inoculado en el ciego, aumento la actividad neutralizadora de tumores de las células
de los ganglios linfaticos mesentéricos y disminuyd los niveles de inmunosupresores
factores tales como el factor de crecimiento transformante (TGF) -f (Harada et al,

1997).(63)

No existe reportes en la literatura ni estudios in vitro donde demuestre el efecto citotéxico

a las célula del extracto Trametes versicolor a altas concentraciones.

El Té verde ha mostrado una potente actividad contra células de carcinoma cervicales y
orales positivas para VPH16 y VPH18, también inhibe proliferacion de forma dosis-
dependiente y directamente inhibe al oncogén E6, induciendo apoptosis a través de la via

de las caspasas (Piao L etal., 2017).

El galato de epigalocatequina (EGCG) es uno de los principales componentes polifendlicos
del Té verde (Camellia sinensis) que pertenece a la clase de los polifenoles naturales
catequinas (Ahn WS et al, 2003). Se ha descrito que el EGCG y otras catequinas del Té verde
son eficaces contra la infeccién mediada por VPH en lesiones cervicales y posee actividades
antiproliferativas, antiangiogénicas, antimetastaticas y proapoptdticas. EGCG muestra
efectos antiproliferativos tales como la detencion del ciclo celular en la fase G1 que precede
a la muerte celular programada a través de la apoptosis (Dalianis T, 2014), investigaron la
eficacia del extracto de té verde aplicado topica y oralmente para aliviar las lesiones
cervicales en pacientes infectados con VPH (Bosch FX et al,, 2013). Los pacientes recibieron
dos veces a la semana pomada tdpica o capsulas de polifen6n oral E diario (200 mg), o una
combinacion de ambos durante el periodo de 8-12 semanas. El estudio concluyé que el 69%
(Bosch FX et al, 2013) de los pacientes tratados con el extracto de Té verde (ungliento o
capsula o ambos) mostraron ausencia de ADN del VPH y mejoria de la displasia en
comparacién con el 10% (Matsushia K et al,, 2015, Xia G, et al, 2014) de pacientes controles

no tratados.
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El extracto Wolfberry pertenece a la familia de Solanaceae, y su fruta o extracto ha sido
considerado en la farmacopeia china como un medicamento de grado superior para la
modulacién de la inmunidad corporal (Scholtysek C et al,, 2009), la cual induce apoptosis en
las células cancerosas (Hobbs CR et al, 2004), los efectos se atribuyen a los polisacaridos
(LBPs) que contiene y pueden aumentar las respuestas inmunes tanto innatas como
adaptativas, por otra parte se sabe que el gen supresor de tumores p53 desempefia un papel
importante en la induccién de la detenciéon del ciclo celular y la apoptosis, donde se
encontro en otros estudios que las LBP estimulan la proliferacion de células MCF-7 a través

de la via ERK, que puede estar asociada con la via p53 (Scholtysek C et al,, 2009).

El extracto Saw Palmetto Berry En un estudio realizado en el 2009 Scholtysek C y Col.
Usaron células DU-145 demostrar que SPBE y sus componentes de esterol, 3-sitosterol y
estigmasterol, inhiben el crecimiento del cancer de préstata aumentando la expresion de
proteina p53 y también inhiben el desarrollo de carcinoma al disminuir la expresién de

proteina p21y p27 (van Kempen PMW et al,, 2015).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, nuestros hallazgos proporcionan evidencia
inicial de que los extractos Trametes versicolor y Wolfberry podria, ser utilizados como una
alternativa para inhibir la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 del genotipo VPH 18.

Sin embargo, se requieren mas estudios, para determinar sus mecanismos de accion.
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11 Conclusiones

e Lainfeccidon por VPH es la principal enfermedad de transmision sexual en el mundo. La
identificacion de lesiones intraepiteliales y tumorales asociadas a tipos con diferente
potencial oncogénico han demostrado que este virus participa en un nimero creciente

de lesiones, en cavidad oral.

e Para todos los extractos se observa un efecto dosis dependiente a una relacion

directamente proporcional de concentracidn versus porcentaje de viabilidad celular.

e Los efectos de los extractos naturales obtenidos a partir de Trametes versicolor, Kudzu
root, Schizandra, Dodder seed, Wolfberry y Solanum lycopersicum frente a células HeLa
infectadas, son favorables e inhiben el crecimiento celular, manteniendo un porcentaje

minimo de viabilidad y toxicidad celular.

e Nuestros resultados demuestran que el extracto natural de Trametes versicolor es un
potente agente antiviral para VPH 18. Se justifica el desarrollo adicional de Trametes
versicolor como agente terapéutico contra el cancer para controlar la poblacién con
VPH18 ya que segin nuestra investigacion a bajas concentraciones se evidencia que es

seguro para la célula.
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