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Introduccion

El cancer de cuello uterino (CaCu) continua siendo un problema importante de salud a
nivel mundial ya que es el cuarto cancer mas comin en mujeres y representa un
estimado de 570,000 nuevos casos. (Bray et al. 2018). El virus de papiloma humano de
alto riesgo (VPH-HR) es una causa necesaria pero no suficiente para el desarrollo de
cancer (Zur Hausen et al. 1975), aunque la mayoria de las infecciones se curan de
manera espontanea, las infecciones persistentes son las que progresan a cancer. Se
sabe que el virus del papiloma humano (VPH) infecta las células basales del epitelio
escamoso estratificado del cérvix, sin embrago Lopez et al. 2012 proponen que el VPH
también puede infectar las células troncales presentes en el epitelio cervical y
ocasionar a largo plazo procesos de transformacidon dando lugar a la generacion de
células troncales cancerosas (CSC). En 2006 la Asociacion Estadounidense para la
Investigacion del Cancer defini6 a las células troncales cancerosas como: “Células
dentro de un tumor que poseen la capacidad de autorrenovarse y originar todos los
linajes de las células que componen el tumor” (Clarke et al. 2006). Esta poblacion
celular tiene una proliferacion ilimitada y da lugar a células diferenciadas,
recapitulando fenotipicamente los tumores originales y por lo tanto pueden ser
responsables de la recaida de los pacientes y la resistencia a la quimioterapia y
radioterapia (Oshimori 2020).

Ortiz et al. 2016 establecieron y caracterizaron un modelo tridimensional in vitro
para el estudio de células troncales cancerosas a partir de lineas celulares
provenientes de cancer cervicouterino, el modelo conocido como cervoesferas
presenta expresion de marcadores de troncalidad como aumento en la actividad de la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), y expresion de Sox, Nanog, Oct4,
citoqueratina 17 (Ck-17) y CD49F, ademas se describié que estas células tienen alto
potencial tumorigénico y la capacidad de autorrenovarse. La autorenovacién es una
propiedad inherente de las células troncales y es controlada por la activacion de vias
como la via Wnt/(-Catenina, la via de Notch o la via de Sonic Hedgehod, a la fecha no
esta completamente estudiado las vias de autorrenovacién activas en el modelo de
cervoesferas pero en un estudio reciente se comprobd que B-Catenina regula la



expresion de ALDH y Oct4 lo que indica la importancia de la activacién de la via
Wnt/3-Catenina en este modelo (Sarabia et al. 2020).

Es de relevancia clinica encontrar alternativas terapéuticas dirigidas contra este tipo
celular y los antioxidantes son compuestos naturales con un ese potencial dado que
una gran cantidad de estudios epidemiolégicos han demostrado una asociacién entre
el consumo de frutas y verduras y la reduccion del riesgo de varios canceres, los
compuestos dietéticos naturales han recibido una atenciéon cada vez mayor por su
eficacia en la prevencion del cancer (Das et al. 2019). Ademas hay estudios que
sefialan el potencial antitumoral de los antioxidantes Patifio et al. 2021 demostraron
de la curcumina disminuye la viabilidad de lineas celulares provenientes de cancer
cervicouterino. También se conoce que algunos antioxidantes como el sulforafano el
resveratrol y la piperina inhiben vias de autorrenovacién en células troncales
cancerosas (Lietal 2011).

La importancia de este proyecto radica conocer cual es el papel de la curcumina en el
modelo de cervoesferas. Por lo que se propone describir el efecto del tratamiento con
curcumina sobre la via de Wnt/3-Catenina en un modelo tridimensional novedoso de
esferoides enriquecido con células troncales a partir de lineas celulares provenientes
de cancer cervicouterino (cervoesferas). En las células con tratamiento se mediran
marcadores de troncalidad y se evaluara su potencial tumorigénico en un modelo in
ovo usando la membrana corioalantoidea de Gallus gallus domesticus.

Objetivo General:

Analizar el efecto del tratamiento con curcumina en el modelo de cervoesferas de
HelLa y SiHa enriquecidas con células troncales cancerosas.

Objetivos particulares:
1. Medir marcadores de troncalidad después del tratamiento de cervoesferas con
curcumina.

2. Evaluar el efecto del tratamiento con curcumina sobre la activaciéon de la via
Wnt/[3-catenina.

3. Evaluar el potencial tumorigénico de cervoesferas tratadas con curcumumina
en un modelo de Gallus gallus.



Metodologia:

Cultivo de cervoesferas:

EL cultivo tridimensional de cervoesferas se generara a partir de las lineas de células
humanas, HelLa (adenocarcinoma, VPH-18) y SiHa (carcinoma de células escamosas,
VPH-16) las cuales se adquirieron de ATCC y fueron proporcionadas por el Dr.
Alejandro Manuel Garcia Carranca del Instituto Nacional de Cancerologia. Antes de
iniciar el cultivo de esferas las células en monocapa deberan encontrarse en
condiciones saludables con una confluencia del 70-80%. Estas células se recolectaran,
contaran y lavaran con PBS para eliminar el resto de suero fetal bovino. Se sembraran
mil células por ml de medio DMEM F12 con factor de crecimiento epidermal y de
fibroblastos en placas recubiertas con polihidroxietilmetacrilato. Las células se
cultivaran en condiciones a 37 °Cy una tensiéon de CO2 del 5%.

Tratamiento con curcumina:

En el tercer dia de induccidn de esferoides las cervoesferas se dividiran en grupos: Sin
tratamiento, vehiculo, tratadas con 20 pM de curcumina y tratadas con 40 pM de
curcumina, a estos esferoides se les documentara los cambios morfologicos, se
analizara la viabilidad celular y se realizara extraccion de proteinas.

Analisis del efecto de la curcumina en la via de Wnt/ 3-Catenina y marcadores de
troncalidad:

Se realizara la medicion de marcadores de troncalidad por citometria de flujo: CK17, y
ALDH, ademas se mediran Nanog y Oct 4 por western blot.

Se mediran los niveles de [-Catenina y su traslocacién al nucleo, asi también se
mediran los niveles de Frizzled?7.

Analisis del efecto de la curcumina sobre el potencial tumorigénico de cervoesferas:
Después del tratamiento con curcumina se medira la capacidad de las cervoesferas de
generar tumores en la membrana corioalantoidea de Gallus gallus domesticus. Otro
grupo de esferas sera tratado con curcumina una vez que el tumor se haya formado
para observar si disminuye el tamafio del tumor. Se mediran marcadores de
proliferacién sobre muestras obtenidas de los tumores.



Avances:

24 horas

Curcumina pM

Figura 1. Efecto de la curcumina en cervoesferas. Las cervoesferas fueron tratadas
con diferentes concentraciones de curcumina, se observa un evidente cambio
morfoldgico pero las células contintian siendo viables.
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Figura 2. Efecto de la curcumina en marcadores de troncalidad de cervoesferas.
El tratamiento con curcumina durante 24 horas disminuye los marcadores de
troncalidad como la actividad de la enzima ALDH y Citoqueratina 17



Incorporacion al grupo de trabajo en el Departamento de Ciencias Naturales:

Se propone un proyecto que puede generar interés en establecer colaboraciones
interinstitucionales con algunos profesores investigadores de la UAM Cuajimalpa
porque el tema implica:

Aporte del modelo de células troncales cancerosas como un modelo 3D para el estudio
de cancer: En este modelo no sélo se pueden evaluar mecanismos de autorrenovacion,
también pueden estudiarse los mecanismos moleculares de la radioresistencia y la
quimioresistencia. El modelo de esferoides puede ser aplicado para el estudio de otros
tipos de cancer como el cancer de mama, ovario, colon, etc.

Estudio de antioxidantes en cancer: Propongo el estudio de moléculas antioxidantes
en cancer enfocado a las vias de autorrenovacion pero también puede estudiarse la
regulacion de algunos otros procesos, por ejemplo la regulacion epigenética que
tienen los antioxidantes en células troncales cancerosas que esta poco explorada.

Un modelo biolégico (Gallus gallus domesticus) para la evaluacion de tumorigenicidad.
El modelo puede ser util para evaluar tumorigenicidad, metastasis y vascularizacion
en varios tipos de tumores, se puede usar para estudiar la biologia del melanoma,
cancer de mama, cancer de ovario, etc. Otra aplicacion es probar el efecto citotdxico,
teratogénico o antitumoral de otros compuestos naturales o sintéticos. El modelo
permite también poder modelar otras enfermedades aparte del cancer y el estudio de
biologia del desarrollo y organogénesis.

Propuesta docente:
De acuerdo con mi formacién puedo impartir la siguiente lista de UEAs, algunas de
ellas las imparti en la UAM-Cuajimalpa y algunas otras las he impartido en otras

universidades:

(Se han sefialado en rojo las UEAs que ya he impartido en la UAM Cuajimalpa)

Primer nivel

(Tronco general) Biologia celular




Bioquimica I
Bioquimica II
Introduccion a la experimentacion
Introduccion a la biologia molecular
Laboratorio de ciencia basica
Laboratorio de bioquimica
Biologia celular II
Métodos estadisticos
Técnicas de caracterizacion molecular
Técnicas de Biologia molecular I
Fisiologia Molecular

Segundo nivel
(Formacion basica)

Tercer nivel

(Formacién profesional) Técnicas de biologia molecular II

Optativas Cultivo celular

Cronograma de actividades:

TRIMESTRE 21-P

Impartir dos materias obligatorias
Cultivos de células troncales y tratamiento con curcumina
Medicion de marcadores de troncalidad
Establecimiento en la UAM-C del modelo tumoral en pollo

TRIMESTRE 21-0

Impartir dos materias obligatorias
Obtencidn de proteinas
Evaluacion de la via de Wnt/B-catenina
Proyecto terminal [

TRIMESTRE 22-1

Impartir una materia obligatoria
Estudio de tumorigenicidad en el modelo de Gallus gallus domesticus
Preparacion de manuscrito
Proyecto terminal II

El proyecto planteado puede realizarse en su totalidad con la infraestructura y
material existentes en la UAM-C pero también cuenta con el apoyo de los
siguientes colaboradores externos, los cuales ademas de proporcionar material
y reactivos, ofrecen las instalaciones (laboratorios de investigacion) y equipos



para poder llevar a cabo el proyecto en caso de requerirse un espacio adicional
al laboratorio de biologia celular de la UAM-C:

Dr. Alejandro Manuel Garcia Carranca. Instituto Nacional de Cancerologia
Dra. Concepcion Sanchez Gomez. Hospital Infantil de México Federico Gomez.
Dr. José Pedraza Chaverri. Facultad de Quimica de la UNAM

Dra. Perla Deyanira Maldonado Jiménez, Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velazco Suarez

Dra. Verdnica Antonio Vejar. Universidad Autobnoma de Guerrero

Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez. Facultad de Odontologia de la UNAM.

Entregables en un afio:
* Docencia: Cinco UEAs impartidas

» Investigacion:

=> Publicacién del articulo “Differential apoptotic effects of p53 isoforms
determined by HPV type 16 E6 isoforms on cancer cells” actualmente en
preparacion

=> Publicar el protocolo para el estudio de la tumorigenicidad de cervoesferas
usando la membrana corioalantoidea en el modelo de Gallus gallus

=> Publicacion del articulo de revision “Células troncales mesenquimales y su uso
en medicina regenerativa” 60% de avance.

* Formacion de recursos humanos: Finalizacién del Proyecto Terminal de un
alumno de Biologia Molecular

+ Financiamiento: Aplicar a una convocatoria de CONACYT para conseguir
patrocinio.
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