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ABREVIATURAS
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RESUMEN

El bisfenol A (BPA) es un disruptor enddcrino sintético capaz de promover la
incidencia de cancer colonico mediante el dafio al material genético. La quercetina
(Q) es un flavonoide con propiedades anticancerigenas por regular vias de
sefalizacion a través de receptores hormonales; por lo que su presencia podria
mitigar el dafio causado por el BPA evitando la progresion del cancer colénico. El
objetivo fue dilucidar un mecanismo de accién antiproliferativo de la Q y su extracto
fermentado (EFQ) sobre células de cancer de colon coexpuestas con BPA. La
cuantificacion quimica en el EFQ se realizé por HPLC y su capacidad antioxidante
por DPPH y ORAC. La viabilidad celular (VC) y concentracion inhibitoria media (ICso)
en células HT-29 y SW480 se midié por MTT. Tratamientos: Q (ICso), BPA (4.4uM,
concentracion tolerable permitida), Q+BPA, EFQ (ICs0), EFQ+BPA, controles. La
modificacién del ciclo celular se evalué por citometria de flujo y citotoxicidad por
lactato deshidrogenasa. Se midi6 la expresion génica de ESR1, ESR2 y GPR30 por
RT-gPCR vy la expresion de genes de la via de sefalizacion de p53 con un
microarreglo de gPCR. Se realizé un andlisis de modelamiento molecular in silico
para observar la afinidad de ligandos por los receptores estrogénicos. Analisis
estadistico: ANOVA/Tukey. Los compuestos cuantificados en EFQ fueron la Q y el
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC). La capacidad antioxidante medida por
DPPH en el EFQ se observé una tendencia de Q>EFQ, mientras que por ORAC fue
EFQ>Q. La ICso se determind en 160.63 pM y 161.53 pM de Q, asi como en 15.98%
y 17.92% de EFQ, en HT-29 y SW480, respectivamente. En ambas lineas celulares
Q, Q+BPA, EFQ y EFQ+BPA redujeron la VC en 50% y BPA en 10%. En HT-29, Q
y Q+BPA indujeron arresto al ciclo celular por acumulacion celular en la fase GO/G1,
mientras que EFQ y EFQ+BPA lo hicieron en S, ademas EFQ lo arresto en G2/M.
Los grupos Q, Q+BPA y BPA indujeron necrosis en HT-29 en un 10%, mientras que
EFQ y EFQ+BPA en un 15%. En HT29 con Q se observé modulacién positiva de los
genes ESR2 y GPR30; en SW480 la expresion del receptor antiproliferativo
estrogénico 3 aumentd con Q, EFQ y EFQ+BPA. Se observo que los tratamientos
con Q, Q+BPA, EFQ y EFQ+BPA modulan positivamente genes involucrados en
apoptosis y detencion del ciclo celular, mientras que BPA inhibe la expresion de
genes pro-apoptoticos y aquellos que reprimen el ciclo celular. Se encontré que la
afinidad de los ligandos por los receptores siguio la tendencia de Q>BPA>DOPAC.
Estos resultados demuestran la actividad antiproliferativa de Q y EFQ solos y en
coexposicion con BPA en células de cancer de colon, sin embargo, es necesario
continuar con estudios que ayuden a entender el papel de los disruptores en el
cancer coldnico.

Palabras clave. Quercetina, extracto de fermentacion de quercetina, cancer de
colon, bisfenol A.
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ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a synthetic endocrine disruptor capable of promoting the
incidence of colon cancer through damage to genetic material. Quercetin (Q) is a
flavonoid with anticancer properties by regulating signaling pathways through
hormone receptors; Therefore, its presence could mitigate the damage caused by
BPA, preventing the progression of colon cancer. The objective was to elucidate an
antiproliferative mechanism of action of Q and its fermented extract (EFQ) on colon
cancer cells co-exposed to BPA. The chemical quantification in the EFQ was
performed by HPLC and antioxidant capacity by DPPH and ORAC. Cell viability (VC)
and mean inhibitory concentration (ICso) in HT-29 and SW480 cells were measured
by MTT. Treatments: Q (ICso), BPA (4.4uM, allowed tolerable concentration), Q+BPA,
EFQ (ICs0), EFQ+BPA, controls. The modification of the cell cycle was evaluated by
flow cytometry and cytotoxicity by lactate dehydrogenase. Gene expression of ESR1,
ESR2 and GPR30 was measured by RT- qPCR and gene expression of the p53
pathway by gPCR microarray. In silico molecular modeling analysis was performed
to observe the affinity of ligands for estrogen receptors. Statistical analysis:
ANOVA/Tukey. The compounds quantified in EFQ were Q and 34-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC). The antioxidant capacity measured by DPPH
in the EFQ showed a trend of Q>EFQ, while by ORAC it was EFQ>Q. ICso was
determined at 160.63 uM and 161.53 uM Q and 15.98% and 17.92% EFQ in HT-29
and SW480, respectively. In both cell lines Q, Q+BPA, EFQ and EFQ+BPA reduced
VC by 50% and BPA by 10%. In HT-29, Q and Q+BPA induced cell cycle arrest by
cell accumulation in GO/G1 phase, whereas EFQ and EFQ+BPA did so in S, and EFQ
arrested them in G2/M. Groups Q, Q+BPA, and BPA induced necrosis in HT-29 by
10%, whereas EFQ and EFQ+BPA did so 15%. In HT-29, positive modulation of
ESR2 and GPR30 genes was observed with Q; in SW480, antiproliferative estrogen
receptor B expression of the increased with Q, FQ, and FQ+BPA. It was observed
that treatments with Q, Q+BPA, EFQ and EFQ+BPA positively modulated genes
involved in apoptosis and cell cycle arrest, whereas BPA inhibited the expression of
pro-apoptotic genes and those that suppress the cell cycle. The affinity of the ligands
for the receptors was found to follow the trend of Q>BPA>DOPAC. These results
demonstrate the antiproliferative activity of Q in colon cancer cells co-exposed to
BPA; however, it is necessary to continue with studies that help to understand the
role of disruptors in colon cancer.

Keywords. Quercetin, quercetin fermentation extract, colon cancer, bisphenol A.
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l. INTRODUCCION

Debido al efecto disruptor del bisfenol A (BPA) en el sistema enddcrino por su
capacidad de activar receptores hormonales y alterar la fisiologia, se han realizado
diversos estudios in vivo e in vitro con el fin de elucidar posibles mecanismos de
accion. Sin embargo, a pesar de su alarmante efecto téxico en el organismo y de que
el colon esta en contacto directo con el BPA consumido oralmente, su impacto en
dicho 6rgano ha sido muy poco explorado y, por lo tanto, su empleo en productos
industriales destinados al uso de los alimentos no ha sido restringido. EI BPA se ha
asociado a multiples dafios en el organismo, asi como promocion de cancer. El
cancer de colon es una enfermedad crénica no transmisible que presenta una alta
prevalencia a nivel mundial y nacional, y es promovida por malos hébitos
alimentarios, el sedentarismo, y en los ultimos afios se ha sugerido que los
compuestos tipo disruptor endocrino como el BPA, podrian contribuir para su
desarrollo, aunque aun no se ha elucidado por completo. Por otro lado,
recientemente, se han investigado moléculas de origen vegetal que regulen los
efectos negativos del BPA en el cuerpo humano. Entre estos se encuentran los
polifenoles, en especifico, la quercetina es considerada un compuesto bioactivo con
capacidad antioxidante y regulador del sistema hormonal provocando la muerte de
células cancerosas. A su vez, la quercetina se ha demostrado que tiene efectos
benéficos en la disminucion de la proliferacién de células de cancer de colon por
diferentes mecanismos. Por lo cual, en el presente trabajo se pretende estudiar si la
guercetina ejerce un efecto antiproliferativo en células expuestas a BPA, y los
mecanismos de accidn celular y molecular asociados a ese posible efecto protector

en células de cancer de colon.
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. ANTECEDENTES

2.1 Ladietay compuestos fendlicos

Los compuestos bioactivos de origen natural han sido foco de estudio debido a su
potencial efecto benéfico en la prevencion de ciertas enfermedades no transmisibles
y promocion de la salud. Se ha asociado que una ingesta alta en compuestos
fendlicos provenientes de frutas y verduras disminuye el riesgo de padecer
enfermedades degenerativas causadas principalmente por estrés oxidativo, debido
en parte a la actividad antioxidante que estas moléculas poseen (Boeing et al., 2012).
A estos metabolitos se les han atribuido multiples efectos benéficos a la salud
incluyendo la prevencion y tratamiento contra enfermedades cardiovasculares,
diabetes mellitus, cancer, entre otros (Li et al., 2014; Xia et al., 2010). Los polifenoles
estan recibiendo cada vez mas atencidn por parte de las comunidades cientificas y
médicas, debido a su capacidad para intervenir en muchas etapas del desarrollo del
cancer (Dai y Mumper, 2010).

2.1.1 Flavonoides
Los flavonoides muestran una estructura base de flavona (2-fenil-benzo-y-pirano)
que esta compuesta por dos anillos de benceno unidos por un anillo de pireno
(Venturelli et al., 2016). De los flavonoides que existen, la quercetina (3,3',4',5,7-
pentahydroxyflavona), es el mas comdn en verduras y frutas (Abdelmoaty et al.,
2010), principalmente en arandanos (147mg/100g) y cebolla (54mg/100g) (Bhagwat
et al., 2015).

2.1.2 Quercetina
La quercetina proveniente de los alimentos presenta baja biodisponibilidad una vez
ingerida, por lo que su forma intacta llega al colon donde es degradada por las
bacterias intestinales transformandola principalmente en acido 3-(3,4-dihidroxifenil)
propionico, acido 3,4-dihidroxyfenilacético, acido 3-hidroxifenilacético y &acido
fenilacético (Serra et al., 2012). La vida media de 100mg de quercetina varia entre
20-30 horas con un pico de concentracién en plasma a los 30 min (Konrad y Nieman,

2015). Es eliminada principalmente por la orina y heces (Mufioz-Reyes et al., 2021).
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La quercetina es uno de los antioxidantes mas potentes que se ha evaluado en
estudios in vivo (Dogan et al., 2015) e in vitro (Bao et al., 2017) debido a la
conformacién de sus grupos hidroxilo fendlicos en el anillo B y la conjugacion entre

los anillos Ay B.

2.1.2.1 Efectos bioldgicos de la quercetina
Entre los efectos benéficos a la salud que presenta la quercetina sobresalen los
antiinflamatorios, antiproliferativos, proapoptéticos y anticancerigenos en modelos in
vitro (Chirumbolo et al., 2010; Wang et al., 2012). Se ha reportado que la quercetina
es capaz de inhibir la proliferacion de varias lineas celulares de cancer incluyendo
las de pulmén, préstata, higado, mama, cervical y de colon mediante diferentes
mecanismos de accion (Mense et al., 2008; Kim et al., 2008; Vidya et al., 2010). En
la Figura 1 se muestran algunos de estos mecanismos especificamente contra el
cancer de colon, incluyéndose moléculas clave cuya modulacion por este fitoquimico

promueven o inhiben el proceso.

Proliferaciéon

celular
Apoptosis o) @am Inflamacién
N OH O Resistencia a
Anglogenesis T OH — los farmacos
'VEGF’: O |
HO O

Autofagia

Proliferaciéon
celular

Figura 1. Mecanismos de los efectos anticancerigenos de la quercetina en el cancer
de colon (Darband et al., 2018).
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Entre los mecanismos anticancerigenos de la quercetina se encuentra la apoptosis.
Este tipo de muerte programada se desencadena en células infectadas, mutadas,
dafiadas o viejas que necesitan ser eliminadas para reestablecer el equilibrio con
aquellas células nuevas que se estan generando. A diferencia de la necrosis, que es
una muerte descontrolada donde hay ruptura de membrana y liberacion de contenido
celular al espacio extracelular, la apoptosis se considera como un proceso
sumamente controlado donde hay sintesis proteica, fragmentacion del DNA,
formacién de cuerpos apoptéticos y finalmente fagocitosis (Obeng, 2021). La
induccion de apoptosis puede desencadenarse mediante dos rutas principales. La
via intrinseca dependiente de la mitocondria es modulada por la liberacion de
proteinas proapoptoéticas incluyendo a los miembros de la familia Bcl-2 (Bcl-xL, Bax
y Bid) (Obeng, 2021).

La otra ruta conocida como la via extrinseca involucra la activacion de la cascada
apoptética a través de receptores de membrana en respuesta a ligandos
extracelulares como FADD (proteina asociada al dominio de muerte del ligando FAS)
(Liu et al., 2022). Esto a su vez promueve la activacion de las caspasas iniciadoras
2, 8 y posteriormente a las caspasas efectoras y 7 en una cascada hacia la muerte
celular. Es importante sefialar que la activacion de las caspasas durante la apoptosis
temprana parece estar regulada principalmente por la familia de las proteinas Bcl-2,
cuya funcion principal es el control de la permeabilidad de la membrana mitocondrial
a través de la formacién o poros de permeabilidad transicional mitocondrial (Obeng,
2021). En la Figura 2 se muestra la representacion de las via intrinseca y extrinseca

de la apoptosis.
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Membrana celular
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Figura 2. Comparacion de las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis (Glowacki
et al., 2013).

Las células cancerosas presentan un recambio celular alterado derivado de los
defectos en la promocién de apoptosis. Esta pérdida del control de proliferacion e
inhibicion de muerte celular se ha estudiado profundamente en relacion con
moléculas con capacidad anticancerigena como la quercetina. En un estudio
realizado por Kim et al. (2010), se demostré que la quercetina induce la muerte
celular mediante mecanismos de accion apoptotica en células de adenocarcinoma
humano HT29 mediante la fosforilacion de la proteina cinasa activada por AMP vy el
cambio en los niveles de las proteinas Bcl-2 y Bax. Zhang et al. (2015) también
encontraron que la quercetina induce la muerte celular de las lineas de cancer de
colon CaCo-2 y SW620, por medio de la inhibicion de la via de sefalizacion de NF-

KB, la regulacion negativa de Bcl-2 y positiva de la proteina Bax.

La elucidacion de estos mecanismos ha sido el resultado de diversos estudios en los
gue se demuestra el efecto antiproliferativo y anticancerigeno de la quercetina. Parte
de los experimentos que se han realizado en diferentes lineas celulares

particularmente de cancer de colon sefialan que la quercetina no solo inhibe la
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proliferacion celular mediante procesos apoptoticos, sino que también lo realiza a

través del arresto al ciclo celular.

El ciclo celular es el conjunto de eventos de duplicacion y division celular, que da
lugar a la proliferacién celular (Matson y Cook, 2017). El ciclo celular se divide en las
fases G1, S, G2 y M. Las células dentro de las fases G1 y G2 experimentan
crecimiento celular y alta actividad metabdlica. La fase S o de sintesis consiste en la
replicacion del material genético. Y finalmente en la fase M de mitosis la célula se
divide en dos células idénticas. El transito por estas cuatro fases del ciclo celular se
encuentra regulado por las enzimas de accion fosforilante denominadas cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs 1, 2, 4, 6) y sus subunidades activadoras, las ciclinas
(A, B, Dy E) (Suryadinata et al., 2010).

En este sentido la quercetina es capaz de inhibir la proliferacion de diversas lineas
celulares cancerosas debido a su capacidad para detener el ciclo celular y la
modulacién de sus componentes incluyendo las ciclinas y cinasas dependientes de
ciclinas. En un estudio realizado por Van Erk et al. (2005) en células de cancer de
colon CaCo-2, se encontro que la quercetina a concentraciones de 5uM y 50 uM es
capaz de inhibir la proliferacion celular y arrestar el ciclo celular en la fase sub-G1
mediante la regulacion negativa de los genes CDC6, CDK4, ciclina D1. De igual
manera en otro estudio se encontré que en células de adenocarcinoma humano
SW480, la quercetina a una concentracion de 160uM y durante 24 h de tratamiento,
logro disminuir la viabilidad celular debido a la modulacién a la baja de la ciclina D y

survivina (Shan et al., 2009).

Por otra parte, el efecto antioxidante que muestra la quercetina se le ha atribuido no
solamente a su capacidad para estabilizar radicales libres (Meng et al., 2012), inhibir
la xantina oxidasa, la peroxidacion lipidica (Pauff y Hille, 2009), sino también a su
poder de modulacion de enzimas y moléculas antioxidantes endégenas (Chen et al.,

2017). Tal es el caso de la enzima superoxido dismutasa y el péptido glutation.

La enzima superoxido dismutasa es una proteina esencial para la depuraciéon de

especies reactivas de oxigeno particularmente el anién superéxido o Oz, hacia
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moléculas mas estables como el peroxido de hidrégeno (Figura 3). De esta enzima
las hay de tres tipos dependiendo del ion metélico que contenga en su estructura
(cobre, cinc 0 manganeso) y del compartimiento en el que se encuentre (mitocondria

y citoplasma) (Wang et al., 2018).
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Figura 3. Reaccion que cataliza la enzima superéxido dismutasa (Wang et al., 2018).

El glutation es el péptido de tres aminoacidos (gamma glutamil-cisteinilglicina) de
bajo peso molecular mas abundante en las células eucariotas (Koppula et al., 2021).
El glutation participa en la defensa antioxidante enddgena y es considerado un
indicador de la salud celular y el estrés oxidativo. ElI 85-90% del glutation se
encuentra en su forma reducida, en la que el grupo sulfidrilo de la cisteina no esta
unido a un enlace disulfuro de otro glutation. Cuando el glutatiéon reducido es oxidado
se produce un dimero de dos de péptidos unidos por un enlace disulfuro entre las
cisteinas presentes en ambas moléculas o llamado GSSG, que inmediatamente
puede ser revertido a su forma reducida por medio de la enzima glutation reductasa
(Lv et al.,, 2019). Derivado de experimentos se ha observado que algunos
compuestos cuando reaccionan con GSH tienden a formar aductos o aumentan la
concentracion de GSSG, lo que a su vez disminuye la relacion de glutation
reducido/oxidado oxidado (GSH/GSSG). Esta reduccion se ha visto asociada con

procesos de envejecimiento y desarrollo de enfermedades, por lo cual a esta relacién
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a menudo se le ha considerado como un marcador de toxicidad celular (Ballatori et
al., 2009).

Aunado a los mecanismos de accién estudiados, también se ha observado que la
quercetina puede regular la actividad de receptores estrogénicos beta (RER),
involucrando la activacion de la proteina p38 y caspasa 3, sugiriendo la muerte en
células de cancer. Bulzomi et al. (2012) determinaron que la quercetina a una
concentracion de 1 uM, induce apoptosis de forma similar al 173-estradiol en células
de cancer de colon DLD-1, por medio de la activacion de p38 que a su vez estimuld

a la activacion de la caspasa-3 y escision de la proteina PARP.

Si bien estos resultados indican el posible efecto quimiopreventivo o terapéutico de
la quercetina, son necesarios mas estudios que corroboren su efecto como disruptor
natural. En este sentido, la quercetina pertenece al grupo de fitoestrogenos que a
bajas concentraciones se ha observado que posee un comportamiento estrogénico,
regulando la expresion de genes que estan bajo el control de elementos de respuesta
estrogénica en modelos in vitro. Esto se debe su afinidad por esos receptores, una
vez unido a ellos, los fitoestrégenos pueden inducir un cambio conformacional
induciendo o reprimiendo la expresion de genes especificos (Chen y Chien, 2014).
A los compuestos con capacidad de interaccion con receptores estrogénicos se les

denomina disruptores enddcrinos.

2.2  Disruptores endocrinos
Se define a los disruptores enddcrinos como sustancias de origen natural, como la
quercetina, o sintético que tienen efecto sobre los sistemas enddcrinos (Arambula 'y
Patisaul, 2018). En la Figura 4 se muestra un diagrama general del efecto de los

disruptores sobre las funciones de las hormonas naturales del organismo.
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Figura 4. Efectos de los disruptores en las hormonas naturales (Arvelo et al., 2016).

A diferencia de los fitoestrogenos cuyo efecto benéfico es observado en el cuerpo
humano, los disruptores endocrinos sintéticos alteran el equilibrio hormonal
promoviendo la aparicion de enfermedades no transmisibles incluyendo el cancer.
En la industria quimica se elaboran polimeros con la habilidad de interferir con
hormonas estrogénicas y producir respuestas biologicas desfavorables, entre estas

moléculas se encuentra el bisfenol A (BPA).

2.2.1 Bisfenol A

El BPA es un agente quimico (4,40-dihydroxy-2,2-diphenylpropano) se obtiene a
partir de la condensacion de dos moléculas de fenol con una molécula de acetona
en presencia de acido clorhidrico (Vandenberg et al., 2009). EI BPA es un
componente clave en la fabricaciébn de muchos materiales incluyendo botellas de
plastico reusables, biberones, bebidas enlatadas (Geens et al., 2011). Sin embargo,
debido a que el BPA es capaz de desprenderse de los materiales bajo condiciones
de temperatura y pH, puede migrar a los alimentos (Bolli et al., 2008), y por
consecuencia, los consumidores incorporan este quimico a su cuerpo encontrandose
presente en la piel, saliva y sangre (Calafat et al., 2008; Calafat et al., 2009; Braun
et al., 2011; Van Landuyt et al., 2011).

La Administracion de Alimentos y Farmacos de EE. UU. y la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria han determinado que la recomendacién de exposicion

humana al BPA esta por debajo de los niveles de exposicién seguros (5 - 50mg/kg
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peso/dia) (FDA, 2012; EFSA, 2015). Sin embargo, diversos estudios han encontrado
que niveles menores de BPA generan alteracion en genes que promueven la
aparicién de enfermedades incluido el cancer. Hussain et al., (2015), determinaron
que dosis administradas de 25 pg/kg de BPA en ratones Sprague Dawley
incrementan los valores de expresion del gen hoxc6, el cual es un indicador de
cancer de mama la promover la transformacion maligna de células normales
(Delnnocentes et al., 2015) y por tanto la formacion de tumores (Hussain et al., 2015).
En otro estudio, se empleé BPA (100nM) en células de cancer de mama MCF7, y se
observo sobreexpresion de genes oncogénicos incluyendo el hotair; este hallazgo se
observo también en glandulas mamarias de ratones Sprague Dawley tratadas con
dosis de 25ug/kg de BPA (Bhan et al., 2014). Por su parte, el uso de BPA en México
no se encuentra regulado y son pocos los estudios que miden el nivel de exposicién
y corroboren el efecto dafino del BPA al cuerpo humano. Por citar uno de ellos, en
un estudio realizado en mujeres embarazadas de la ciudad de México se logro
identificar BPA en 80% de las muestras de orina en una concentracion de 0.4-6.7
Hg/L, lo cual se correlacion6 con nacimientos prematuros (Cantonwine et al., 2010).
En este sentido, se ha observado que dosis de 0.1 — 2ug/ml de BPA en células
primarias de trofoblasto aumenta la concentracién de proteinas y la actividad de la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, la cual es esencial en el desarrollo y
maduracion del feto, por lo que su alteracion genera cambios en el desarrollo de la
placenta y promueve complicaciones en el embarazo. Debido a lo anterior, se ha
planteado que la relacion entre el BPA y el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades o alterar de procesos de la homeostasis hormonal, se debe en parte
a su capacidad de activacion de los receptores estrogénicos favoreciendo la
expresion de genes y proteinas.
2.2.1.1 Efecto del bisfenol A en el sistema endocrino

ElI BPA se considera como un disruptor enddcrino por su interferencia con la actividad
hormonal debido a capacidad de unién y activacién de los receptores estrogénicos
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Vandenberg et al., 2009; Bergman et al., 2013).
Aunado a este hecho, se ha informado que el BPA puede promover el desarrollo del

cancer e influir en la proliferacion y metastasis del cancer en 6rganos responsivos a
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estrogenos (Vandenberg et al.,, 2008; Gao y Wang, 2014; Kim et al., 2015). En
gonadas se ha observado que el BPA puede modular la expresion de proteinas
relacionados con la promocién de cancer, sin embargo, no solamente las gonadas
se ven afectados por la presencia del disruptor enddcrino, debido a que el BPA se
ha asociado a la promocion de cancer de pulmén, rifion y gastrointestinal (Zhang et
al., 2014).

Por lo anterior la dieta y los factores ambientales como la quercetina y el bisfenol A,
se han asociado a la prevencion y/o riesgo, respectivamente, de desarrollar cancer

de colon.

2.3 El cancer de colon y los compuestos fenélicos

El cAncer se caracteriza por el crecimiento acelerado (proliferacion) y diseminado
(metastasis) de células anormales (Feitelson et al., 2015). En particular, el cancer de
colon es una enfermedad maligna en la cual ocurren multiples alteraciones en
oncogenes y genes supresores de tumores durante el desarrollo de la enfermedad
(Qiy Ding, 2017). Se desarrolla a través de etapas que incluyen lesiones en la cripta
del colon, y el desarrollo de adenomas y adenocarcinomas con multiples mutaciones
qgue afectan al balance entre la proliferacion celular y la apoptosis (Orlando et al.,
2008).

El cancer coldnico es un problema de salud publica debido a que representa el cuarto
lugar por muerte de cancer a nivel mundial para ambos sexos con un 19.5% de
incidencia y 9% de mortalidad, (Bray, 2018, Globocan, 2020). Aunado a esto se ha
sugerido que entre los factores que promueven la incidencia de cancer de colon se
destacan las dietas altas en carne roja procesada y a un estilo de vida sedentario
(Kuipers et al., 2015). En contraste, diversos estudios demuestran que alimentos con
alto contenido de fibra y compuestos bioactivos incluidos los polifenoles, ejercen su
efecto sobre la prevencion y/o inhibicion del desarrollo de cancer (Li et al., 2013).
Diversos autores han reportado el efecto anticancerigeno de los polifenoles en
modelos in vitro e in vivo. Ejemplo de ello, es el estudio de la genisteina en células
cancer de colon HT-29, esta isoflavona a 200 ymol/L inhibié la migracién y el

crecimiento celular mediante la regulacion positiva de E-cadherina, la supresion de
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moléculas NF-kB y Snail2, y la activacion de la via de las caspasas (Zhou et al.,
2017). Por otro lado, en ratas F344 se observo que diferentes dosis de quercetina
(0.1-10g/kg) disminuyeN la incidencia, multiplicidad y tamafio de los tumores
causados por el inductor de cancer colorrectal azoximetano (Dihal et al., 2006). Estos
hallazgos demuestran el potencial efecto benéfico de los polifenoles frente a la

patologia de cancer colon.

2.3.1 Efecto del bisfenol A en colon
En cuanto al cancer de colon la asociacién entre el BPA y esta enfermedad ha
recibido poca atencién, sin embargo, hay reportes que indican que en células de
epitelio de colon normal NC460, concentraciones micromolares del BPA promueven
la migracion de células por la estimulacion de la expresion y actividad de MMP-9
mediada por RE, sugiriendo posibles riesgos de desarrollo de cancer (Shi et al.,
2016). Ademas, en células de cancer de colon SW480 sometidas a diferentes
concentraciones nanomolares de BPA, se encontré que modula la expresion de 56
proteinas involucradas en la proliferacion celular y estrés oxidativo. Se observo un
aumento en la migracion celular e invasion, ocasionando la transformacion de las
transiciones epiteliales a mesenquimales y el aumento de la expresion del factor de
transcripcion Snail, un marcador de progresion tumoral (Chen et al., 2014). A pesar
de la importancia que pudiera tener el BPA en el colon, la informacion acerca de esta
alteracién no es suficiente y, por lo tanto, su mecanismo de accién hasta el momento
no es totalmente claro. En vista de su uso vigente, se han buscado moléculas
principalmente de origen vegetal como los polifenoles que ayuden a reducir su efecto

toxico.
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.  HIPOTESIS
La quercetina y su extracto de fermentacién coldnica in vitro presentan un efecto

anticancerigeno en células de cancer de colon humano en presencia de bisfenol A.
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IV.  OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto anticancerigeno de la quercetina y su extracto fermentado en

células de cancer de colon humano tratadas con bisfenol A (BPA) y elucidar los

mecanismos de accion moleculares implicados en la muerte celular.

4.2 Objetivos especificos

o Obtener un extracto fermentado de la quercetina y cuantificar sus

principales metabolitos.

o Evaluar el efecto del tratamiento con quercetina 0 su extracto
fermentado de manera individual y en coexposicion con BPA, sobre la
viabilidad de células con y sin cancer.

o Analizar el comportamiento de la quercetina y su extracto fermentado
sobre la expresion de los receptores estrogénicos y de GPR30 en células de

adenocarcinoma humano coexpuestas a BPA.

o Evaluar los tratamientos de quercetina y su extracto fermentado sobre
la expresion de genes involucrados en la via de sefalizacion de p53 de células
de cancer de colon coexpuestas a BPA.

. Determinar la afinidad entre ligandos: quercetina y BPA, por los

receptores estrogénicos a y B por medio de acoplamiento molecular in silico.

= Identificar el mecanismo de accion de muerte celular involucrado en la
inhibicion de la viabilidad de las células con cancer de colon bajo los

tratamientos.
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V. METODOLOGIA

51 Materiales

5.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados se obtuvieron de los siguientes proveedores. Quercetina
(Q4951) de Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, EE. UU., &cido 3,4-dihidroxifenilacético,
acido 3-(4-hidroxifenil) propionico, acido p -cumérico, 4-metilcatecol, acido
protocatecuico, bisfenol A (239658) de Sigma-Aldrich®, pepsina, pancreatina, 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo  (DPPH), é&cido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (trolox), 2,2 Dihidrocloruro de 2,2'-azo-bis (2-amidino-propano) (AAPH),
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, M5655), sulfoxido de
dimetilo (DMSO, D4540) , Tritdbn X-100 (1002214179), de Sigma-Aldrich®, perdxido
de hidrégeno, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), etanol, suero bovino
fetal (SFB) y medio Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, 12800-058) de
Gibco®.

Los kits comerciales utilizados fueron lactato deshidrogenasa o LDH (Roche®:
Basilea, Suiza, 11644793001), Muse Cell Cycle Assay (Merck Millipore® Burlington,
MA, EE. UU., MCH100101).

5.1.2 Material biolégico

Las lineas celulares utilizadas fueron adquiridas de la ATCC: de adenocarcinoma
humano SW480 (ATCC, CCL-228) y HT-29 (ATCC, HTB-38); fibroblasto de ratén
3T3-L1 (ATCC, CL-173), colon de humano sano CCD-112CON (ATCC CRL-1541).

La saliva utilizada para simular el proceso de digestion en boca fue donada por
voluntarios sanos, los cuales consumieron su alimento al menos 90 minutos antes

del inicio del ensayo.

El in6culo fecal utilizado en la simulacién de la fermentacién coldnica in vitro fue
donado por voluntarios sin enfermedades gastrointestinales y son haber consumido

antibiotico en los 3 meses previos a la toma de la muestra.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Simulacion de digestidon gastrointestinal in vitro

Se adapt6 un meétodo anterior para imitar las condiciones gastricas fisiologicas desde
la boca hasta el colon en un sistema in vitro (Campos-Vega et al., 2015). Se mezclé
quercetina (1 g) con saliva de voluntarios sanos (2 hombres y 2 mujeres).
Posteriormente, esta mezcla se ajustoé a pH 2 y se incubo con pepsina durante 2 h a
37°C para simular el estbmago. Posteriormente, en la etapa de intestino delgado, se
ajusté el pH a 7, se afiadié pancreatina y sales Krebs-Ringer, y se incub6 a 37 °C

durante 30 min.

5.2.2 Simulacién de fermentaciéon coldnica in vitro

La fermentacion coloénica in vitro se llevé a cabo de acuerdo con lo descrito por
Campos-Vega et al (2009). Se utiliz6 muestra de inéculo fecal humano, empleado
como fuente de microbiota intestinal representativa del colon, que se obtuvo de 4
individuos voluntarios, hombre y mujer. La fermentacion se realiz6 bajo una
atmosfera anaerobia usando una mezcla de gases (H2-CO2-N2: 10:10:80) durante
6,12 y 24h a 37°C. De la mezcla obtenida de la simulacion de digestion
gastrointestinal in vitro se tomo6 0.5g del precipitado y 0.5ml del sobrenadante,
ademas de 1ml de inéculo fecal previamente disuelto en PBS. Los productos de la
fermentacion coldnica se almacenaron a -70°C y se le consider6 como extracto
fermentado de quercetina (FEQ). Se incluy6 un control de fermentacion (CF) que
consisti6 en agua destilada sometida al mismo proceso que la quercetina. Este
estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, UAQ
(Niumero de aprobacién 03-07/05/2018). Todos los participantes firmaron el

consentimiento informado (Anexo 9.1 Documento de consentimiento informado).

5.2.3 Andlisis de Polifenoles por HPLC-DAD

Los polifenoles se analizaron por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién),
acoplada a un detector de diodos (DAD), siguiendo la metodologia propuesta por
Ramirez-Jiménez et al. (2014). La deteccion se realizo a longitudes de onda de 260,
280, 320 y 340nm y la cuantificacion, realizada mediante la construccion de curvas
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de calibracion, se llevo a cabo utilizando el método de estandar externo con
estandares puros comerciales. Los estandares disponibles fueron: quercetina,
DOPAC, acido 3-(4-hidroxifenil) propidnico, acido p-cumarico, 4-metilcatecol y &cido
protocatecuico para establecer curvas de calibracion para la deteccion y
cuantificacion de polifenoles. Los resultados se expresaron como g equivalentes de

estandar/puL de muestra.

5.2.4 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante por el método DPPH se determind por la técnica
propuesta por Fukumoto y Mazza (2000). Se afnadieron 20ul de muestra y 200ul de
solucion DPPH en una microplaca de 96 pozos; ademas se prepard un control con
20ul del solvente usado en la muestra y 200ul de DPPH. Las muestras se leyeron
cada 10min durante 90min a una longitud de onda de 520nm espectrofotometro de
ELIZA (Therme Scientific®, Waltham, MA, EE. UU., multiscan GO). Los valores fueron
comparados contra una curva de calibracion con trolox (0 - 800uM/ml) como
estandar. Los resultados se expresaron como umol equivalentes de trolox /ul de

muestra.

5.2.5 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por ORAC

La degradacién de radicales por parte de las muestras se determiné usando la
prueba de capacidad de absorcion del radical de oxigeno (ORAC) (Ou et al., 2001).
Cada una de las muestras se ley6 en fluorometro (485nm excitacién/525nm emision)
hasta que se observé un 10% de descomposicion de fluorescencia. Ademas, se usé
Trolox para preparar una curva estandar. Los valores de ORAC se calculan midiendo
el area neta bajo la curva de decaimiento de fluorescencia. Los resultados se

expresaron como umol equivalentes de trolox por ug/pl de muestra.

5.2.6 Cultivo celular

Las células se mantuvieron en una camara de bioseguridad donde se cultivaron en
medio base DMEM adicionado con SFB (10%), antibidticos- antimicoticos (1%). El
medio de cultivo se cambi6 por medio fresco cada 48 h hasta alcanzar la confluencia.

Las células se mantuvieron bajo una atmaosfera humificada con CO:z al 5% a 37°C en
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una incubadora con camara de gasificacion automatica. Las lineas celulares usadas
fueron: adenocarcinoma humano SW480 (ATCC, CCL-228) y HT-29 (ATCC, HTB-
38); fibroblasto de raton 3T3-L1 (ATCC, CL-173), CCD-112CON (ATCC CRL-1541).

5.2.7 Viabilidad celular y determinacion de ICsp

La viabilidad de la linea celular de cancer de colon HT-29 obtenida de la ATCC (HTB-
38) se evalu6 mediante el ensayo colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Se sembraron 5x102 células por pozo en microplaca
estéril de 96 pozos en medio de cultivo adicionado con SFB al 10%. Después de 24
h de incubacion, el medio se reemplazé con diferentes concentraciones de
quercetina (40-180uM) o FEQ (5-20%) disueltas en medio suplementado con SFB al
5 %, y también se incluyé un control negativo de células sin tratamiento. Se volvié a
realizar la incubacion durante 48 h. Después de la incubacion, se retiré el medio y se
agregaron 200uL de solucion de MTT a cada pocillo. La incubacion se realizo
nuevamente durante 1 ha 37°C. Pasado este tiempo, se elimind el sobrenadante y
se agregaron 200uL de DMSO a cada pocillo y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 10 min antes de leer los valores a 540 nm en un espectrofotometro.
El porcentaje de viabilidad se calcul6 usando la siguiente ecuacion; % Viabilidad
celular: (DOt/ DO*100. DOt Densidad Optica media de los cultivos tratados. DOc:
Densidad Optica media del control negativo. Se representd graficamente el
porcentaje de viabilidad celular frente a la concentracion de tratamiento para
determinar la dosis inhibidora media (ICso) mediante el célculo de la ecuacion de la

recta y=mx+b.
5.2.8 Tratamientos

Los compuestos quimicos fueron disueltos en medio cultivo suplementado con 5%
de SFB, e incluyen: quercetina a ICso, EFQ a ICso, bisfenol A (4.4uM, concentracion
tolerable aprobada por la FDA), quercetina o mezcla de EFQ con BPA; también se

incluyeron un control negativo, un control de fermentacion (CF) al 1%.
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5.2.9 Cuantificacion de la actividad de lactato deshidrogenasa

La citotoxicidad de las células se evalué utilizando la informacion descrita en el kit
LDH. Las células se sembraron en una microplaca estéril de 96 pocillos (5x103
células/pocillo) en medio de cultivo suplementado con SFB al 10%. El medio de
cultivo se reemplazo6 24 h después con los tratamientos, incluido un control positivo
con Triton X-100 al 1%. Después de 48 h de incubacion, se mezclaron 50uL de cada
tratamiento con 100uL del reactivo LDH y se incubaron por 15 min a temperatura
ambiente. La absorbancia de las muestras se midié utilizando un espectrofotometro
a 492nm. La actividad de lactato deshidrogenasa se calcul6 utilizando la siguiente
ecuacion: % Citotoxicidad: (DOt-DOc)*100/(DOp-DOc). DOt Densidad Optica
promedio de los cultivos tratados. DOc: Densidad 6ptica promedio del control

negativo. DOp: Densidad éptica promedio del control positivo.

5.2.10 Cuantificacion de DNA en las fases del ciclo celular

El contenido de DNA en las fases del ciclo celular se cuantificé utilizando la
metodologia del kit Muse Cell Cycle Assay. Brevemente, las células se sembraron
en una placa de 6 pocillos (1x108 células/pocillo) en medio de cultivo suplementado
con SFB al 10%. Después de 24 h de incubacion, el medio se reemplaz6 con los
tratamientos. Después de 48 h de incubacién, la placa se lavé con 1 mL de PBS 1X.
Las células adheridas a la placa se recogieron con tripsina. Las células tripsinizadas
se centrifugaron a 1800rpm durante 5 min a 30°C. Se elimind el sobrenadante y el
precipitado se lavo dos veces con 2 ml de PBS 1X. Se volvié a centrifugar, se elimind
el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1mL de etanol al 70% frio. Se
incubo a -20°C durante 3 h. Luego se centrifug6 a 1800 rpm durante 5 min a -4°C. El
sedimento se lavo dos veces con 2mL de PBS 1X, y finalmente el sedimento se
resuspendio en 20uL del reactivo y se incubd durante 30 min. La lectura del citbmetro
de flujo fue de 5x10° células (Muse™ Cell Analyzer, Millipore, EE. UU.). Los
resultados se expresaron como porcentaje de DNA celular en las tres fases del ciclo
celular (GO/G1, S, G2/M).
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5.2.11 Expresion génica

Para determinar la expresién de ERa, ERSy GPR30 en las lineas celulares, primero
se extrajo el ARN total de las células utilizando membranas de gel de silice de Jena
Bioscience GmbH (Jena, Alemania). Luego, la sintesis de cDNA se realiz6 utilizando
el kit Script cDNA de Jena Bioscience GmbH (Jena, Alemania) en las siguientes
condiciones: 50°C durante 40 min y 70°C durante 10 min. Ademas, las condiciones
de amplificacion se estandarizaron durante la PCR de punto final utilizando GoTaq
Thermo Flexi DNA polimerasa cientifica. Los resultados se consideran secuencias
potencialmente moduladas si el cambio entre muestras de células tratadas y no
tratadas fue mas de 2,0 veces (induccion o inhibicién). Finalmente, los ensayos de
gPCR se realizaron con el kit Radiant ™ Green Hi-ROX qPCR.

Cuadro 1. Secuencias de genes ERS1, ERS2, GPR30 and Actina.

Genes Secuencias Temperatura de
alineamiento

ESR1 FWD: TGCTGGCTACATCATCTCGG 60°C
REV: CAGGAACTTATCCCTCATATAG

FWD: T ACTTCGTAACACTT
ESR2 CCCACTTCG CACTTCCG 649C
REV: ACATTCTATAGCCCTGCTGTGA

Actina FWD: ACGGGGTCACCCACACTGTGC 629G
REV: CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG

FWD: AGTCGGATGTGAGGTTCAG
GPR30 60°C
REV: TCGTGTTGAGGGAGTGCAAG

5.2.12 Evaluacion de la expresion génica de la via de sefializacion p53

Se utilizé un microarreglo de genes para RT qPCR de la via de sefalizacién p53
humana (PAHS-027ZA-6 RT 2 Profiler TM PCR Array, Qiagen) en las condiciones
descritas por el proveedor. Brevemente, el ARN total se extrajo de las células
tratadas usando membranas de gel de silice de Jena Bioscience Brand GmbH (Jena,
Alemania, PP-210S) seguido de la sintesis de DNAc usando RT 2 SYBR Green
gPCR Master Mix de Qiagen Sciences, Maryland USA (catalogo 330504). Los
resultados se analizaron en geneglobe.giagen.com. Los resultados se consideran
secuencias potencialmente moduladas si el cambio entre muestras de células

tratadas y no tratadas fue mas del doble (induccién o inhibicion).

31



5.2.13 Analisis de acomplamiento molecular in silico

Para evaluar la interaccion entre ligandos y receptores, se realizé un analisis de
acoplamiento molecular in silico. Las estructuras quimicas 3D de los ligandos
estradiol (PubChem CID: 5757), quercetina (PubChem CID: 5280343), DOPAC
(PubChem CID: 547) y BPA (PubChem: 6623) se obtuvieron de la base de datos de
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ consultado el 22 de octubre de 2022).

Los ligandos se crearon usando Discovery Visualizer 19.1.0.18287 (Dassault
Syst'emes, V'elizy — Villacoublay, Francia) y se minimizaron usando el sitio web de
RPBS, AMMOS (herramienta de optimizacion de mecéanica molecular automatizada

para detecciéon in silico) (https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cqi-bin/portal.py).

Por otra parte, las estructuras 3D de los receptores de estrégenos alfa (PCG) y beta
(5TOA) se descargaron de la pagina web de Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/ consultado el 22 de octubre de 2022). De la misma forma, los

receptores se prepararon utilizando Discovery Studio Visualizer. El acoplamiento y
visualizacion de los ligandos con los receptores se realizé mediante el programa
AutoDockTools version 1.5.7 luego de preparar los ligandos y receptores como lo
reporta Correa- Basurto et al., (2007). La siguiente ecuacion se utilizé para calcular
los valores de la constante de inhibicién basados en los valores de la energia de

enlace o energia libre de Gibbs: AG = -RT InK.

5.2.14 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando el software JMP. Los resultados se
expresaron como media + EE. Todos los datos se analizaron utilizando ANOVAYy la

comparacion multiple de Tukey-Kramer como post hoc (p < 0,05).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos en el extracto fermentado

de quercetina por HPLC y su capacidad antioxidante.

El estudio gastrointestinal in vitro se realiz6 utilizando 1g de quercetina (Q) pura que
fue sometida a un protocolo que simula las concentraciones fisiologicas que ocurren
en boca, estomago e intestino empleando diferentes cambios de temperatura, pH,
adicion de enzimas, entre otros. El resultado de la cuantificacion de compuestos
fendlicos por HPLC se muestra en el Cuadro 2. Los resultados muestran que, en el
extracto de fermentacion coldnica, la quercetina (EFQ) la concentracion de Q y
DOPAC aumenta conforme avanza el tiempo de incubacion siendo la concentracion
mas alta para ambas moléculas a las 24 h de fermentacion. Por otro lado, de los
estandares que se inyectaron en el cromatégrafo se identificaron en el EFQ los
acidos protocatecuico y 3-(4-hidroxifenil) propiénico; sin embargo, estos resultados
no pudieron ser cuantificados y uUnicamente se logré cuantificar el acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC). Este metabolito que se observa en mayor
concentracion después de 24 h de fermentacion también ha sido estudiado por otros
autores. Serra et al. (2012), observaron que de 0.2 umoles de Q tras 24 h de
fermentacién con microbiota colénica de rata se obtiene 4.7 pM de DOPAC. Esto
sugiere que la quercetina dentro de la mezcla con el in6culo fecal sigue siendo
metabolizada por las bacterias intestinales a través del tiempo, generando la
formacion de metabolitos. Ejemplos de bacterias que pueden convertir a la Q en
DOPAC son Clostridium perfringens y Bacteroides fragilis (Peng et al., 2014). Los
cromatogramas del control de fermentacion (CF) usado en estos experimentos no
mostraron ningun pico de interés (resultados no incluidos). La presencia tanto de la
Q como del DOPAC en el extracto de fermentacion de 24 h podria conferirle actividad
biolégica como por ejemplo actividad antioxidante, de la cual estos compuestos ya

han sido sujetos a estudio.
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Cuadro 2. Polifenoles presentes en el extracto fermentado de quercetinay su
capacidad antioxidante.

Muestra Quercetina DOPAC Capacidad Antioxidante
- DPPH ORAC
Fermentacién (ug/uL) RT (ug/uL) RT (umoles/uL) (umoles/uL)
6h 0.058a 11915 0.029a 6.112 NE NE
12h 0.062a 11.823 0.017a 6.652 NE NE
24 h 0.083b  11.727 0.188b 6.147 4.316 b 22.130b
CF 0.052a 11.470 0.006a 6.246 0.353 ¢ 2.021¢c
Quercetina 5.102 a 21.114 a

CF: control de fermentacion, DOPAC: acido 3,4-dihidroxifenilacético, NE: no evaluado, RT:
tiempo de retencion. Los resultados representan la media de dos experimentos por duplicado
+ EE. La capacidad antioxidante es expresada como pmol Trolox eq/uL. Cada valor
representa el promedio de tres experimentos independientes por triplicado + EE. Letras
diferentes por columna expresan diferencia significativa (p < 0.05), por la prueba de Tukey.

Las moléculas antioxidantes desempefian un papel importante en la proteccion del
dafio oxidativo causado la presencia de radicales libres. La capacidad antioxidante
de la quercetina y del EFQ cuantificado por el método de DPPH son
significativamente diferentes, siendo la quercetina pura la de mayor capacidad
antioxidante (Cuadro 2). Por otro lado, los resultados de capacidad antioxidante
determinada mediante el ensayo de ORAC muestran que el FEQ posee una
capacidad antioxidante superior a la quercetina. La diferencia entre los resultados de
los dos métodos podria deberse a que el reactivo ORAC mide la actividad
antioxidante hacia el radical peroxilo diclorhidrato de 2,2-azinobis(2-
amidinopropano) usando fluoresceina, una sonda fluorescente, lo que indica la
capacidad del compuesto para neutralizar los radicales libres mediante la donacion
de atomos de hidrogeno, mientras que DPPH implica la transferencia de electrones.
La pérdida de fluorescencia indica un aumento en el poder oxidante del radical libre
(Ou etal., 2001). Por el contrario, el método DPPH se basa en la reduccion del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo en presencia de un antioxidante (Sirivibulkovit et al.,
2018). Esto sugiere que, tanto la quercetina pura como el EFQ, al poseer una
importante capacidad antioxidante, podria desencadenar procesos biologicos
benéficas en el tejido coldnico. Adicional a esto, observamos que el CF presenta
poca capacidad antioxidante, por lo que los resultados del EFQ son debidos a la Q

y/o metabolitos, mas no a los componentes que se usaron para su procesamiento.
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Ya se ha demostrado por otros autores la alta capacidad que tiene la Q pura de
neutralizar los radicales libres mediante la donacion de electrones y protones (Brett

y Ghica, 2003), mas nunca se habia analizado en su extracto fermentado.

6.2 Efecto de la quercetinay su extracto de fermentacion sobre

células de colon humano y fibroblasto de raton.

En cuanto al estudio con las lineas celulares de cancer de colon HT-29 y SW480 la
Figura 5 muestra que al aumentar la concentracion de Q pura en un tiempo de

exposicion de 48 h hay una disminucion de la viabilidad celular dosis-dependiente.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de quercetina en células HT-29 y SW480 bajo 48 h de
tratamiento. Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes por
triplicado + EE. Letras diferentes indican diferencia significativa por linea celular (p < 0.05),
por prueba de Tukey. Las células fueron normalizadas con el control negativo. La
concentracion inhibitoria media o ICso se refiere a la concentracion necesaria para inhibir la
sobrevivencia del 50% de la poblacion bajo tratamiento.

De manera similar, la disminucion de la viabilidad celular por efecto del EFQ fue
dependiente de la dosis (Figura 6).
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Figura 6. Curva dosis-respuesta del extracto fermentado de quercetina en células HT-
29 y SW480 bajo 48 h de tratamiento. Cada valor representa el promedio de tres
experimentos independientes por triplicado = EE. Letras diferentes indican diferencia
significativa por linea celular (p < 0.05), por prueba de Tukey. Las células fueron
normalizadas con el control negativo. La concentracion inhibitoria media o I1Cso se refiere a
la concentraciébn necesaria para inhibir la sobrevivencia del 50% de la poblacién bajo
tratamiento.

La ICso de Q en ambas lineas celulares fue similar, siendo para HT-29 de 160.63uM
y en SW480 de 161.53 uM. Estos resultados son similares a lo reportado por Yang
et al. (2016), y Shan et al. (2009), en las células HT-29 y SW480, respectivamente.
El 50% de muerte en la linea celular HT-29 por efecto de 15.98% de EFQ, mientras
que en SW480 la ICso se encontrd con el 17.92% del extracto fermentado. Al estimar
el contenido de Q presente en estos porcentajes, suponiendo que solo estuviera esta
molécula en el extracto fermentado, se obtiene una concentracién de 43.88 uM Q
para la linea HT-29 y de 49.21 uM Q para SW480. Estas concentraciones son
menores a la ICso resultante del tratamiento con Q pura observada en la Figura 5,
por lo cual se podria sugerir que el efecto del EFQ es mayor por sobre la Q pura. Sin
embargo, como observamos hay mas de un metabolito presente en el EEQ por lo
que podrian estar actuando de manera sinérgica o antagonica con la Q en un
proceso bioldgico especifico. El efecto inhibitorio celular del EFQ podria deberse a
la presencia tanto de Q pura como de sus metabolitos producidos por reacciones
entre las bacterias colénicas y la Q. Rosa et al. (2018) observaron que a una
concentracion de 1uM DOPAC disminuye la viabilidad de células de adenocarcinoma
en alrededor del 50%. Por lo tanto, la confirmacion de la presencia de Q y DOPAC
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en el EFQ sugiere su posible participacion en el efecto inhibitorio sobre la viabilidad
de células de céancer coldnicas. Aunado a esto, los resultados de capacidad
antioxidante del EFQ (mostrados anteriormente) nos indican una posible via que
contribuya al efecto anticancerigeno de ambos tratamientos. Esto debido a que el
tratamiento con Q y EFQ actuarian tanto por la donacion de electrones y protones
como por la modulacion positiva de las enzimas enddgenas antioxidantes que
conduciria a la célula a una despolarizacion de la membrana mitocondrial y liberacion
citocromo ¢ que podria promover la activacion de la via de las caspasas intrinseca.
De esta manera el equilibrio entre moléculas antioxidantes y radicales libres que
mantiene una célula de cancer podria descompensarse llevandola

consecuentemente a su muerte.

Observando el efecto inhibidor de la Q en células de cancer de colon resultd
imprescindible estudiar este flavonoide en una linea celular sin cancer para conocer
si el compuesto discrimina entre una linea sana o cancerosa. Los resultados del
efecto de la Q sobre la linea de fibroblastos de raton 3T3-L1 y células de colon
humano CCD-112CON se muestra en la Figura 7. Se observé que la quercetina
tiene efecto sobre la viabilidad celular dosis-respuesta, sin llegar a matar al 50% de
la poblacién celular a una concentracién de 180 uM sobre 3T3-L1 y de 200 uM en
CCD-112CON; lo cual es muy superior a las concentraciones determinadas de ICso
de Q en las células de cancer de colon. Retomando los resultados de las ICso de las
lineas celulares con cancer de colon mostradas en la Figura 5, la concentracién de
Q se estim6 en alrededor del 160 uM, misma que al ser utilizada en fibroblastos
resulté en la inhibicién del 35% y en colon sano del 10%. Estos resultados sugieren
que la respuesta de la Q es diferencial en presencia o ausencia de cancer. Ademas,
es importante resaltar que a nivel celular la ICso de las lineas con cancer bajo
tratamiento con Q no esta afectando de manera considerable a la linea sin cancer,
sin embargo, debemos tomar en cuenta que la linea 3T3-L1 no es fibroblasto de
colon y proviene de otra estirpe diferente a las de cancer y que solamente se realizo

un ensayo con la linea CCD-112CON.
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Figura 7. Curva dosis-respuesta de quercetina en células 3T3-L1 (A) y CCD-112CON
(B) bajo 48 h de tratamiento. Cada valor de la curva del panel A representa el promedio de
tres experimentos independientes por triplicado + EE. Del panel B solo re realizé un
experimento. Letras diferentes indican diferencia significative por linea celular (p < 0.05), por
prueba de Tukey. Las células fueron normalizadas con el control negativo.

6.3 Efecto del bisfenol A sobre células de colon humano.

La viabilidad de las células HT-29 y SW480 bajo el tratamiento con bisfenol A (BPA)
se observa en la Figura 8. La viabilidad de las células HT-29 con BPA se vio
disminuida dependiente de la concentracion. Esta reduccién de la viabilidad podria
ser debido al efecto toxico que tiene el BPA sobre la célula llevandola a una muerte
no controlada llamada necrosis. En diversos estudios utilizando células cancerosas,
incluyendo las de colon, se ha visto que al aumentar progresivamente la
concentracion del BPA hay muerte celular por citotoxicidad (Qu et al., 2018). En este
estudio se empled la dosis tolerable permitida por la FDA, que fue de 4.4 uM. A esta
concentracion la viabilidad disminuyd alrededor del 10%, el proceso de muerte

celular se tocara& mas adelante con los resultados del ensayo de lactato

38



deshidrogenasa. La viabilidad de las células SW480 se observé que aumenta
ligeramente en relacién con la concentracion de BPA, alrededor de 90 a 100%
aproximadamente. Estos resultados sugieren que el BPA a las concentraciones
aplicadas, pudiera conferirle diversos dafios a la célula de estadio Il, a la cual

pertenece la linea SW480, lo cual favorezca los mecanismos proliferativos.
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Figura 8. Efecto del BPA en células HT-29 y SW480 bajo 48 h de tratamiento. Cada valor
representa el promedio de tres experimentos independientes por triplicado + EE. Letras
diferentes indican diferencia significativa por linea celular (p < 0.003, HT-29; p < 0.95,
SW480), por prueba de Tukey. Las células fueron normalizadas con el control negativo.

La diferencia en los resultados de viabilidad entre las lineas celulares de cancer
colénicas puede deberse a los diferentes estadios en las etapas de la
carcinogénesis. Por un lado, la linea celular SW480 es una etapa intermedia en la
progresion del cancer Dukes B, mientras que la linea celular HT-29 es una etapa
avanzada del cancer con Dukes C, por lo que a nivel molecular las lineas celulares
contienen distinto nimero de mutaciones que han adquirido a lo largo de tiempo y
por ende pueden mostrar una respuesta diferente frente al BPA (Ahmed et al., 2013).
Por un lado, la linea SW480 muestra aumento de la expresion de genes que
desencadenan procesos proliferativos, de resistencia a la muerte y sobrevivencia
BRAF y PIK3CA, mientras que las células HT-29 se inclinan por procesos que
derivan en la migracion como el aumento de la expresién de vimentina. De esta
manera podria sugerirse el efecto toxico que el BPA ejerce sobre la linea HT-29,
mientras que en la SW480 adquiere ventaja sobre algunas modificaciones

moleculares que induzcan su proliferacion.
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6.4 Efecto de la coexposicion de la quercetina y su extracto

fermentado sobre células HT-29 y SW480 tratadas con bisfenol A.

La coexposicion de la Q y su extracto fermentado con BPA en ambas lineas de
cancer de colon se muestran en la Figura 9. Los resultados del tratamiento con la
ICs0 de Q y su extracto fermentado en ambas lineas de cancer (Figura 5), asi como
el porcentaje de viabilidad tras el tratamiento con 4.4 uM de BPA (Figura 8), se
muestran similares a lo observado en la Figura 9. Por otro lado, la coexposicion de
Q y BPA dio como resultado un porcentaje de viabilidad de 50 - 60% en ambas lineas
(Figura 9), los resultados sugieren que el efecto anticancerigeno de la Q predomina
sobre los efectos moleculares inducidos por BPA, debido a que el BPA por si solo no
redujo de manera importante la viabilidad. Sin embargo, no hay evidencia de la
coexposicion de la Q con BPA en tejidos con los cuales se pueda comparar. Hwang
et al. (2013), observaron que en células de cancer de ovario el porcentaje de
viabilidad tras la coexposicion del BPA y el flavonoide genisteina disminuyo

drasticamente, debido al efecto antiproliferativo de la genisteina.

Por otro lado, los tratamientos con el extracto fermentado solo 0 en coexposicion con
BPA redujeron la viabilidad celular en alrededor del 40%. Este efecto no se muestra
en el CF por lo que los componentes presentes en este extracto son los responsables
de esta disminucién (Cuadro 2) y no aquellos compuestos utilizados para preparar
el medio. Es importante resaltar que el EFQ es capaz de disminuir la viabilidad celular
aun bajo la presencia del BPA. Aunado a lo mencionado en relacién con la capacidad
antiproliferativa de la Q, se ha visto que los compuestos provenientes de la
metabolizacion de la Q por parte de la microbiota también cuentan con la facultad de
promover la muerte de células cancerosas. En un estudio realizado por Catalan et
al. (2020) observaron que el compuesto DOPAC a una concentracion de 25.8 uM fue
capaz de disminuir el 50% de la viabilidad en células de cancer de colon RKO
después de 72 h de incubacion. Este mismo efecto antiproliferativo fue observado
por Gao et al. (2006) en células HCT116 después de 24 h de incubacién se obtuvo

una ICso de 90 uM. Estos autores le atribuyen su efecto anticancerigeno, por una
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parte, a su capacidad antioxidante y por otro, a que actia sobre el DNA evitando la

division celular.
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Figura 9. Efecto de la quercetinay EFQ en Células HT-29 y SW480 tratadas con BPA.
Concentracion de tratamientos: HT-29: Q 160uM, BPA 4.4uM, EFQ 16%; SW480: Q 162uM,
BPA 4.4uM, EFQ 18%. Q: quercetina, BPA: bisfenol A, EFQ: extracto fermentado de
quercetina, CF: control de fermentacién. Cada valor representa el promedio de tres
experimentos independientes por triplicado + EE, de células tratadas durante 48 h con
quercetina o EFQ. Letras diferentes por linea celular indican diferencia significativa (p <
0.05) por prueba de Tukey. Las células fueron normalizadas con el control negativo.

Hasta este punto los resultados entre ambas lineas celulares se muestran similares,
desafortunadamente por cuestiones técnicas se seleccion6 a la linea HT-29 para
continuar con los andlisis; sin embargo, seria importante en el futuro evaluar los
tratamientos en una linea con cancer de colon en etapa temprana como la linea
SW480.

6.5 Efecto de los tratamientos sobre las fases del ciclo celular en
células HT-29.

En comparacion con los demas grupos, la cantidad en el nimero de células tratadas
con Q en coexposicion con el BPA se muestra aumentada significativamente en la
fase GO/G1 (Figura 10); ademas, las células bajo tratamiento con Q en la fase S del
ciclo celular se observa disminuida significativamente respecto a los demas grupos.
Las células tratadas con el EFQ y su coexposicion con el BPA disminuyeron en la

fase GO/G1, aumentaron en la fase S y solo el extracto de fermentacién aumento en
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la fase G2/M. Los resultados sugieren que la Q y su extracto fermentado, solos y en
coexposicion con BPA, promueven un arresto al ciclo celular dependiente de la fase
estudiada con posterior acumulacion de células con DNA fragmentado. Esto
biolégicamente podria implicar que las células cancerosas al perder la capacidad de
reparar el dafio generado por la Q inducirdn su muerte por apoptosis. Yang et al.
(2016) encontraron que la Q a concentracion entre 100 y 200 uM y durante 48 h de
incubacion en células HT-29 aumentd el nimero de células en la fase GO/G1 del
ciclo celular con consecuente reduccion en la fase S del ciclo celular, en comparacion
al control negativo (células sin tratamiento), por lo que la Q a esas concentraciones
muestra un efecto inhibitorio de la proliferacion en células HT-29 mediante la
detencion en dicha fase. Aunado a esto, la diferencia de acumulacion de células en
las diversas fases del ciclo celular por efecto de la Q y su extracto fermentado podria
deberse a que este Ultimo contiene metabolitos que, actuando de manera sinérgica
0 antagobnica lleven a la célula a su arresto y posible muerte. El efecto causado por
el EFQ es debido a la Q y sus metabolitos pues el CF se muestra similar al control
negativo. En cuanto al tratamiento con BPA no se observdé cambio alguno en
comparacion al control negativo, sin embargo, como veremos a continuacion, el BPA
podria estar desencadenando la muerte celular por citotoxicidad. Bilancio et al.
(2017), encontraron que la incubacién con 10uM de BPA durante 48 h induce
acumulacion de células en la fase G1 y posterior acumulacion en lafase S en células

de cancer de prostata LNCaP.
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Figura 10. Contenido de DNA en las fases del ciclo celular de Células HT-29 tratadas
con Q, EFQ y BPA. Concentracién de tratamientos: HT-29: Q 160uM, BPA 4.4uM, EFQ
16%. Q: quercetina, BPA: bisfenol A, EFQ: extracto fermentado de quercetina, CF: control
de fermentacion. Cada valor representa dos experimentos independientes por duplicado +
EE, expresado como porcentaje de DNA/500,000 células. Letras diferentes por columna
indican diferencia significativa entre cada fase (p < 0.05) por prueba de Tukey. Go: fase de
reposo, Gi: lra. Fase de crecimiento, S: fase de sintesis de DNA, G.: 2da. Fase de
crecimiento, M: fase de mitosis.

6.6 Efecto necrdtico de la exposicion con quercetina en células HT-

29 expuestas a BPA.

La necrosis es un mecanismo de muerte por el cual la célula se lisa vertiendo su
contenido al espacio extracelular en respuesta de un dafio intenso o prolongado, lo
gue a su vez genera procesos inflamatorios (Khalid y Azimpouran, 2023). El efecto
inductor de necrosis de los tratamientos con Q y BPA se observo por debajo del 10%
(Figura 11). El porcentaje de citotoxicidad en el control positivo se vio aumentado
debido al dafio letal que muestra el triton al 1% sobre las células HT-29. Kim et al.
(2014), determinaron que una concentracion de 100 uM de Q durante 24 h en células
HT-29 indujo el 5% de muerte por necrosis; ademas observaron que el porcentaje
de muerte celular era dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.
Por su parte, el EFQ y su coexposicion con el BPA muestran una citotoxicidad del
15%, mismo que no explica el restante 35% de la disminucion de la viabilidad celular
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observado anteriormente. Ademas, esta muerte por necrosis es debido a la Q y sus
metabolitos, ya que el CF no genera esta respuesta. En cuanto al resultado con BPA,
la disminucion del porcentaje de células viables (Figura 9) podria atribuirse casi en
su totalidad a la muerte por citotoxicidad. Por ultimo, el porcentaje de muerte por
necrosis producido por Q en coexposicion con BPA no excede el 10%, por lo que se
considera que en experimentos con lineas celulares este porcentaje de muerte no
es significativo. Sin embargo, se sugiere que, aunque resulta bajo el porcentaje de
necrosis, podria estar contribuyendo a la disminucion en la proliferacion total de dicha
linea celular, junto con otros procesos de muerte celular incluyendo la necroptosis
aun no evaluados. En este proceso necroético la célula muere por un proceso
regulado y controlado, manteniendo sus caracteristicas morfolégicas y en el cual,
acttan proteinas especificas, similar al mecanismo apoptotico (Xu et al., 2018).
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Figura 11. Efecto citotéxico de la Q y EFQ en células HT-29 tratadas con BPA.
Concentracién de tratamientos: HT-29: Q 160uM, BPA 4.4uM, EFQ 16%. Q: quercetina,
BPA: bisfenol A, EFQ: extracto fermentado de quercetina, CF: control de fermentacion. Cada
valor representa tres experimentos independientes por triplicado + EE. Letras diferentes por
columna indican diferencia significativa (p < 0.0001) por prueba de Tukey. Las células fueron
normalizadas con el control negativo. Se us6 Tritdn X-100 como control positivo.
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6.7 Efecto de la quercetina y su extracto de fermentacion sobre los

receptores estrogénicos de células HT-29 y SW480 expuestas a BPA.

La expresion de los receptores estrogénicos alfa (ESR1), beta (ESR2) y el receptor
de membrana GPR30 se puede observar en la Figura 12. Los resultados de la
modulacién en la expresion de genes ESR2 y GPR30 de los grupos control negativo,
BPA, Q+BPA, CF, EFQ y EFQ+BPA, no mostraron diferencia significativa en
comparacion a los demas grupos. Por su parte, el tratamiento con Q mostré un
aumento en la expresion de los genes ESR2 y GPR30 (+24 y +5-fold,
respectivamente), en comparacion a los demas grupos, incluyendo el EFQ (+6 y +2-
fold, respectivamente). Esta discrepancia podria deberse a que el efecto en los
genes sea exclusivamente de la quercetina y no de otro metabolito presentes en el
FEQ, al haber una baja concentracién de este fitoquimico en el extracto fermentado
por consecuencia la respuesta génica también fue baja. Aunado a esto, los grupos
Q+BPA (ESR1 de +5-fold y ESR2 de +6-fold), EFQ y EFQ+BPA (ESR1 de +6-fold y
ESR2 de +8-fold) muestran una tendencia similar a la Q; lo cual podria indicar que
en la célula bajo tratamiento con Q y EFQ, e inclusive bajo coexposicién con el BPA,
la funcion antiproliferativa de ESR2 se encuentra predominante sobre la funcién
proliferativa de ESR1.

Diversos estudios han mostrado en diferentes tipos canceres, incluyendo cancer de
colon, que el receptor estrogénico alfa se encuentra sobreexpresado, mientras que
el receptor estrogénico beta se encuentra regulado a la baja. En la linea celular HCT8
de cancer de colon se observo que la sobreexpresion de ESR2 inhibe la proliferacion
celular y aumenta la adhesién celular, proponiendo que el posible mecanismo de
accion es mediante la disminucion de la ciclina E, aumento del inhibidor de cdk
p21Cipl, lo que a su vez bloquearia la progresion del ciclo celular en la fase G1-S
(Martineti et al., 2005). Aunado a esto, la disminucidn significativa de la expresién de
ESR2 se ha relacionado con la presencia y estadio de polipos colorrectales y
tumores. En un estudio realizado por Barone et al. (2010), observaron que la
reduccion de la expresion de ESR2 esta asociada a tejido adenomatoso con alto
nivel de displasia en comparaciéon al tejido sano. En esta misma investigacion

encontraron que la disminucion de ESR2 trajo consigo reduccion de la muerte celular
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apoptoética y aumento en la proliferacion celular. Es por ello por lo que se han
buscado moléculas terapéuticas que ayuden a promover la expresion de este
receptor y eviten o frenen la progresion del cancer colénico. En este sentido, el
tratamiento con Q podria inhibir la proliferacion celular por medio del aumento en la
expresion de ESR2 y que a su vez podria competir con el BPA (+1-fold) debido a la
tendencia observada en este estudio. Pampaloni et al. (2014), demostraron que
polifenoles como la Q y la genisteina, a una concentracion de 50 uM, inhiben la
proliferacion de células HCT8 mediante la sobreexpresion del ESR2. Ademés, en
otro estudio en células de cancer de colon DLD-1 transfectadas con ESR2 se
encontré que 1 uM de quercetina inhibe el crecimiento celular via proapototica por
medio de la activacibn de p38, caspasa-3 y escisibon de la poli(ADP-
ribosa)polimerasa (PARP) (Bulzomi et al., 2012). Se ha observado que ESR2 juega
un papel importante sobre el tejido coldnico y por ello se le considera una molécula
protectora contra el desarrollo del cancer de colon. Sin embargo, su actividad no es
aislada ni individual debido a que durante la progresion del cancer de colon la
disminucion de la expresion de ESR2 es inversamente proporcional a la expresion
de ESRL1. Es por ello por lo que se propone que la proliferacion celular es el resultado
de un equilibrio entre alfa y beta (Principi, 2014). El aumento de la expresion del gen
ESR2 en relacion con ESR1 puede estar relacionado con la disminucion observada
previamente en la viabilidad celular y la detencion del ciclo celular, observados la
Figura 9y 10, lo que podria conducir a la apoptosis, ain no evaluada. Por otro lado,
la tendencia que muestra el grupo BPA es todo lo contrario, la expresién del receptor
estrogénico alfa (+8-fold), se encuentra sobre sobreexpresado en comparacion al
beta, por lo que a esta concentracion el BPA estaria promoviendo la proliferacion,
misma que es mitigada por la Q (+5-fold) y el EFQ. El BPA es una molécula que imita
la proliferacion del 17p-estradiol en células cancerosas el unirse al ESR1. En células
MCF-7 el BPA a una concentracion de 10 uM aumentd la proliferacién celular,
incremento la actividad de la ciclina D1, E1, N-cadherina, disminuyo a E-cadherina 'y
aumento la capacidad de migracion, en comparacion de células a las cuales se les
afiadié un inhibidor del receptor estrogénico (Kim et al., 2017). Por otro lado, Bolli et

al., (2010), determinaron que el BPA a una concentracién de 10uM es capaz de
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inhibir la actividad de proteinas proapoptoticas caspasa-3, PARP, inclusive en
presencia de 17B-estradiol, en células DLD-1, previniendo la muerte celular y
promoviendo la proliferacién. En la presente investigacién se ha propuesto a la Q
como antagonista del BPA, sin embargo, hay otros compuestos fendlicos que han
sido postulados por sus efectos potenciales. Uno de ellos la genisteina, esta
molécula no solo ha exhibido su efecto antiproliferativo en células de cancer de
ovario BG-1, sino también se ha observado que inhibe la proteina ciclina D1 y
promueve la actividad de la proteina p21, cuando se coloca en coexposicion con el
BPA (Hwang et al., 2013). Por su parte GPR30 no se modulé en los grupos a
excepcion de la Q, es por lo tanto, que este gen al no ser blanco de Q+BPA (+0.6-

fold) y EFQ+BPA (+1.5-fold), podria no estar contribuyendo al efecto antiproliferativo

de la célula.
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Figura 12. Efecto de la Q y EFQ en coexposicion con el BPA en la expresion de
receptores estrogénicos a, B y GPR30 en células HT-29. Concentracion de tratamientos:
HT-29: Q 160uM, BPA 4.4uM, EFQ 16%. Q: quercetina, BPA: bisfenol A, EFQ: extracto
fermentado de quercetina, CF: control de fermentacion. Cada valor representa la media de
un duplicado + EE. Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos por
cada gen (p < 0.04) por prueba de Tukey. La expresion de los tratamientos fue normalizada
con el gen constitutivo actina.
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Los resultados obtenidos de la modulacion del receptor estrogénico g porla Q y su
extracto de fermentacion solos o bajo coexposicion con BPA en células de cancer de
colon SW480 se muestran en la Figura 13. Se puede apreciar que los tratamientos
Q, EFQ, EFQ+BPA modulan positivamente el receptor estrogénico 3.
Interesantemente, el tratamiento con Q en coexposicion con el BPA no fue capaz de
generar una respuesta positiva sobre el receptor a diferencia de la quercetina sola,
por lo que se sugiere que el BPA podria estar mitigando el efecto de este fitoquimico
especificamente sobre este receptor, no obstante, la quercetina modula otras vias
de sefializacién que un efecto global de inhibicién de la viabilidad. Por otro lado, la
modulacidén positiva del receptor por parte del EFQ podria deberse tanto a la
quercetina como a sus metabolitos producidos durante su fermentacion. Ademas,
comparando los resultados obtenidos bajo la coexposicion con BPA, la Q no generé
una respuesta como lo hizo de forma individual, pero el EFQ si consiguié mantener
el aumento de la expresion del receptor, por lo que se sugiere que los metabolitos
de la quercetina en sinergia podrian ser los responsables de este efecto. Como ya
se menciond en la introduccion, el receptor estrogénico B desempefa funciones
mayoritariamente antiproliferativas dirigiendo al coloncito cerca del lumen o alterado
hacia su muerte. La expresion de este receptor se ha observado disminuida en un
contexto de céancer de colon como una manera de sobrevivencia por parte de la
célula. Es por este motivo que los resultados encontrados en este proyecto adquieren
relevancia, debido a que al aumentar la expresion génica del receptor 3 por parte de
los tratamientos con la quercetina y su extracto fermentado, podrian activarse vias

de sefializacion que promuevan la muerte celular cancerosa.
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Figura 13. Efecto de la Q y EFQ en coexposicion con el BPA en la expresion de
receptores estrogénicos B en células SW480. Concentracién de tratamientos: SW480: Q
162uM, BPA 4.4uM, EFQ 18%. Q: quercetina, BPA: bisfenol A, EFQ: extracto fermentado
de quercetina, CF: control de fermentacion. Cada valor representa la media de un duplicado
* EE. Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos por cada gen (p <
0.0001) por prueba de Tukey. La expresion de los tratamientos fue normalizada con el gen
constitutivo actina.

6.8 Efecto de la quercetinay su extracto de fermentacién sobre genes
relacionados a la via de sefializacion P53 de células HT-25 expuestas a
BPA.

Se ha propuesto que la Q interviene en diferentes mecanismos de accién como
inhibicion de la proliferacion y detencién del ciclo celular, asi como induccién de
apoptosis. Para dilucidar los posibles mecanismos asociados con el efecto
antiproliferativo de los tratamientos con Q y EFQ individuales y en coexposicién con
BPA, se evalud la expresion de genes implicados en diversas vias de sefalizacion
molecular. La modulacién de genes de la via P53 se observa en el Cuadro 3. Para
mayor comprension se dividié de acuerdo con los principales procesos celulares
involucrados. Mediante el arreglo de genes relacionados a la via de sefalizacion de
P53 se observdo que el tratamiento con Q induce la expresion de genes
proapoptoticos APAF1 (+2.28-fold), FASLG (+3.23-fold), TP53AIP1 (+3.23-fold),
TNF (+3.23-fold) y TPG3 (+3.23-fold). El BPA inhibié la expresiébn de genes
proapoptoticos APAF-1 (-29.01-fold), CASP2 (-2.80-fold), CASP9 (-3.36-fold), FADD
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(-119.69-fold), FAS (-5-53-fold), FOXO3 (-5.53-fold). Al igual que la Q, el tratamiento
con Q+BPA modulé positivamente los genes FASLG (+2.45-fold), TP53AIP1 (+2.47-
fold), TNF (+2.47-fold) y TPG3 (+2.47-fold). EFQ indujo la expresion de TNF (+7.80-
fold); mientras que EFQ+BPA modul6 positivamente a FASLG (+5.00-fold),
TP53AIP1 (+5.00-fold), TNF (+5.00-fold) y TPG3 (+5.00-fold). Integrando los
resultados anteriores, se sugiere que existe cierta similitud entre los tratamientos con
Q, EFQ y su coexposicibn con BPA pues hay genes cuya sobreexpresion se
mantiene entre estos tratamientos, estos genes son TNF. En este sentido, el gen
TNF y posterior proteina podria desencadenar junto con FASLG la via extrinseca de
las caspasas o via intrinseca al modular a APAF-1. Por un lado, el receptor de muerte
membranal TNFR estimula la expresion de genes diana como el FASLG, el cual a
su vez inicia la apoptosis tras su union con el receptor FAS, lo que estimula la
adaptacion de FADD vy la interaccion de su region N-terminal con el precursor de
caspasa-8. Una vez activada la procaspasa-8 mediante la degradacién proteolitica
se desencadena una sefial de activacion de la caspasa 3 directamente o de via
mitocondrial (Zhang y Bhavnani 2006). Por otro lado, tras dafiarse el material
genético, la activacién de las proteinas proapoptoéticas Bax y Bak conducen a la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, Io que promueve la salida de
proteinas incluyendo el citocromo c. Esta proteina junto con el factor activador de
proteasa apoptética 1 (Apaf-1) forman el apoptosoma, que posteriormente, activara
al precursor de la caspasa-9 y esta a su vez a la caspasa 3 (Gortat et al., 2015; Yuan
et al., 2011). Estudios previos demostraron un efecto anticancerigeno de Q al activar
la via intrinseca de las caspasas a través de la induccion de BAX, BAD, citocromo ¢
y APAF-1, en donde Q inhibi6 la expresion de ciclina-D1, lo que provocé el arresto
del ciclo celular (Luo et al., 2016). En este mismo estudio utilizando células de cancer
de préstata LNCaP se encontrd que la Q a 100 uM produjo una disminucién de la
fosforilacién de las proteinas de supervivencia Akt, ademas de un aumento en la
traslocacion de Bax a la membrana mitocondrial, liberacion de citocromo c, activacion
de las procaspasas-3, -8, -9 y finalmente desencadenando la apoptosis. En células
de cancer cervicouterino HeLa se observéd que la Q a 90 uM inhibi6 la expresion

antiapoptotica de las proteinas Akt y Bcl-2, mientras que aumento los niveles de
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citocromo c¢ mitocondrial con despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial, y la actividad de la caspasa-3. Esto indujo una disminucion de la
proliferacion celular, arresto del ciclo celular en la fase G2/M y apoptosis (Bishayee
et al., 2012). Asimismo, la Q a 160 uM fue capaz de inducir apoptosis de células de
cancer gastrico AGS por medio de la inhibicion de las proteinas mcl-1, bcl-2 y bcl-x,
pero aumento a bad, bax y bid (Shang et al., 2018). En cuanto a la via extrinseca de
las caspasas, Q no se ha estudiado en detalle, pero se ha encontrado que los
fitoquimicos en general pueden actuar sobre FAS, FADD y caspasa 8 para inducir la
apoptosis (Ahmed et al., 2019). Si bien no se observa un aumento en los genes de
las caspasas por los tratamientos con la quercetina, EFQ+BPA, no significa que no
tengan relevancia biolégica. En adicion a esto, los tratamientos con Q, Q+BPA y
EFQ+BPA podrian inducir la muerte celular y consecuente disminucion de la
viabilidad observada anteriormente, mediante la modulacion positiva de la expresion
del gen TP63 independiente de p53. En una de tantas investigaciones realizadas con
Q, se observd que su efecto anticancerigeno se debia a la activacion de la via
intrinseca de las caspasas por medio de la induccién de los genes BAX, BAD,
citocromo c y el factor activador de la proteasa apoptotica 1 (APAF-1). Ademas, la Q
inhibié la expresion de ciclina-D1, lo que generd el paro del ciclo celular (Luo et al.,
2016). En cuanto a la via extrinseca de las caspasas, la Q no ha sido evaluada a
profundidad, sin embargo, se ha visto que los fitoquimicos en general son capaces
de actuar sobre FAS, FADD y caspasa 8, desencadenando posteriormente la
apoptosis (Ahmed et al., 2019). Mientras que la Q y su extracto fermentado muestran
efecto proapoptotico, el BPA por el contrario pareciera estar inhibiéndolo mediante
la disminucion de la expresion de los genes FADD, FAS y via intrinseca por la
reduccion en la expresion de las caspasas CASP2 y CASP9 y APAF-1. Estos
resultados sugieren que el efecto global causado por la induccion de genes
proapoptoéticos y/o la inhibicion de genes antiapoptoticos por la Q y el EFQ podrian
estarse sobreponiendo al efecto contrario del BPA durante la coexposicion. Debido
a que el BPA no ha sido tan estudiado en colon sino en 6rganos sexuales, Dairkee
et al. (2013), encontraron que el BPA tiene efectos antiapoptéticos al reducir la

expresion de los genes P53, P21 y BAX, en la linea T47D de cancer de mama. Por
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otro lado, se observa que Q modulé negativamente los genes que promueven la
progresion del ciclo celular CDKN1A (-2.02-fold) y positivamente a EGR1 (+2.62-
fold), GML (+3.23-fold), MYOD1 (+3.23-fold) y TP73 (independiente de p53) (+3.23-
fold). El tratamiento con Q+BPA indujo la expresion de los genes GML (+2.47-fold),
MYOD1(+2.47-fold) y TP73 (+2.47-fold). Por su parte, EFQ también inhibié la
progresion del ciclo celular al modular positivamente EGR1 (+2.63-fold), pero su
coexposicion con BPA inhibié los genes CDKN1A (-2.68-fold), E2F3 (-2.15-fold),
NFKB1 (-2.19-fold) e indujo a GML (+5.00-fold), MYOD1 (+5.00-fold), TP73 (+5.00-
fold). La modulacién de los genes anteriormente mencionados por los tratamientos
con Q, EFQ y su coexposicion con BPA desencadenarian el arresto al ciclo celular
observado en resultados anteriores. De acuerdo con varios estudios se ha visto que,
dependiendo de la linea celular de cancer colorrectal usada, seré el tipo de fase de
detencion del ciclo celular y por tanto los genes modulados por la quercetina. Ejemplo
de ello, en una investigacion realizada por Yang et al., (2016), descubrieron que
usando la linea HT-29, la quercetina a una concentracion de 82uM y bajo 48 h se
arrestaba el ciclo celular en la fase GO/G1. El tratamiento con BPA evita la detencion
del ciclo celular por inhibicion de los genes ATM (-14.22-fold), ATR (-2.62-fold),
BRCA2 (-45.11-fold), BTG2 (-5.55-fold), PPM1D (-4.83-fold), PTEN (-2.32-fold) y
permite su progresion por induccion de CCNH (+2.26-fold), E2F1 (+2.16-fold). Como
se mencionaba anteriormente una de las acciones del BPA es la evasion de
apoptosis, pero también promueve la proliferacion celular mediante la induccion de
ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas, fosforilacion del retinoblastoma, inhibicién
de PTEN, entre otros (Dairkee et al., 2013; Goodson et al., 2011). Finalmente, se
observa que la Q inhibe procesos angiogénicos al inducir a ADGRB1, evitando que
la célula cancerosa tome nutrientes para sobrevivir, ademas evita la promociéon de
tumores al modular negativamente a STAT1 (-2.06-fold), positivamente al supresor
de tumores WT1 (+3.23-fold) e inhibir la trascripcién por inhibir la expresion del gen
TADAS (-11.94-fold). El tratamiento con Q+BPA coincide con la Q al modular a WT1.
EFQ promueve al igual que la Q la modulacion de ADGRB1 (+2.19-fold) y STAT1 (-
2.26-fold); mientras que FEQ+BPA induce a ADGRBL1 (+2.93-fold), WT1 (+5.00-fold).
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Cuadro 3. Nivel de expresiéon (fold-change) de genes relacionados a la via de
sefalizacion de p53 de células HT-29 tratadas con 160.63uM de Q, 16% de EFQ,
4.4uM de BPA, coexposicion Q+BPA o coexposicion EFQ+BPA con relacion al
control (regulacion positiva +, regulacion negativa -).

EFQ +
Simbolo Descripcion Q BPA Q+BPA EFQ BPA
Fold Change
Genes asociados con la muerte celular programada (apoptosis)

APAE1L Apoptotl'c peptidase activating factor 1 (pro- 298 -29.02 152 137 —157
apoptosis)

BAX BCL2-associated X protein (pro-apoptosis) 1.61 1.48 1.07 -1.14 -1.08

BBC3 BCL2 binding component 3 (pro-apoptosis) 1.38 -1.15 1.28 -1.42 1.10

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 (anti-apoptosis) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00

BCL2A1 BCL2-related protein Al (anti-apoptosis) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00

BID BH3 mte_ractlng domain death agonist (pro- ~112 1.40 ~165 107 ~104
apoptosis)

BIRC5 Baculov!ral IAP repeat containing 5 (anti- ~1.41 -6.40 119 127 116
apoptosis)

CASP2 Caspase-2, e_lpopt03|s—related cysteine peptidase 154 -2.80 116 —107 ~1.02
(pro-apoptosis)

CASP9 Caspase-9, e_lpopt03|s—related cysteine peptidase 167 -3.36 102 116 1.06
(pro-apoptosis)

CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with ~104 142 136  =2.08 1.49
death domain (pro-apoptosis)

El24 Etoposide induced 2.4 mRNA (pro-apoptosis) -1.28 -1.75 -1.83 -1.25 -1.47

FADD Fas (TN_FRSF6)-assouated via death domain (pro- -7.83 -119.69 —195 —121 —124
apoptosis)

FAS Fas (TN_F receptor superfamily, member 6) (pro- 134 -553 157 122 —147
apoptosis)

FASLG Fas Ilgapd (TNF superfamily, member 6) (pro- 393 133 247 146 5.00
apoptosis)

FOXO3 Forkhead box O3 (pro-apoptosis) -2.59 -5.53 -1.24 -1.04 -1.15

HK?2 Hexokinase 2 (anti-apoptosis, growth induction) -1.02 1.00 -1.23 -1.37 -1.32

IGE1R Insulin-like growth factor 1 receptor (anti- ~1.00 131 138  -157 _154
apoptosis)

KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene 12.43 4023 88.50 20.48 7571
homolog (pro-apoptosis)

MCL1 Mye_l0|d cell I(_aukemla sequence 1 (BCL2-related) 152 -2.11 105 104 —1.81
(anti-apoptosis)

MDM4 Mdm4 p_53 binding protein homolog (mouse) (anti- _114 ~186 127 ~116 —114
apoptosis)

PIDDL P53-induced death domain protein (pro-apoptosis 115 —129 1.02 —135 1792

or survival is isoform-dependent)

Protein kinase C, alpha (regulation of cell
PRKCA proliferation, apoptosis, differentiation, migration, 1.31 -1.38 -1.10 -1.14 -1.31
adhesion, angiogenesis)

Seven in absentia homolog 1 (Drosophila) (pro-

SIAH1 . -1.44 -1.10 -1.50 -1.24 -1.37
apoptosis)

TNFE Tumor necrosis factor (anti- and pro-apoptosis) 3.23 1.33 2.47 7.80 5.00

TNFRSF10 Tumor necrosis factor receptor superfamily, ~1.02 104 —119 108 ~1.06

B member 10b (pro-apoptosis)
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Tumor necrosis factor receptor superfamily,

ENFRSFlO member 10d, decoy with truncated death domain 1.62 -1.35 -1.09 -1.25 1.06
(anti-apoptosis)

P53 Tumor protein p53 (cell cycle regulation and 112 105 ~136 ~175 -173
apoptosis)

TP53AIPL Tumqr protein p53 regylated apoptosis inducing 393 133 247 1.46 5.00
protein 1 (pro-apoptosis)

Tps3pp | uUmor protein p53 binding protein, 2 (pro- 1.38 1.54 -103 -112  -1.05
apoptosis)

TP63 Tumor protein p63 (pro-apoptosis) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00

TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 (anti-apoptosis) 1.13 1.07 -1.15 -1.20 -1.11

Genes asociados con el ciclo celular

ATM Ataxia telangiectasia mutated (cell cycle inhibition) 1.46 -14.22 1.37 1.42 -1.18

ATR Ata_m_a_ telangiectasia and Rad3 related (cell cycle 124 —2.62 ~114 1.06 ~1.01
inhibition)

BRCAL Breast cancer 1, early onset (cell cycle inhibition) -2.67 1.17 -1.66 -1.35 -1.21

BRCA2 Breast cancer 2, early onset (cell cycle inhibition) -18.56 -45.11 -3.04 -1.24 -1.79

BTG2 BTG family, member 2 (cell cycle inhibition) 1.03 -5.55 -1.57 -1.44 -1.47

CCNB1 Cyclin B1 (cell cycle regulation) 1.54 -1.02 1.05 1.07 1.23

CCNE1 Cyclin E1 (cell cycle regulation) 1.19 1.72 -1.20 1.30 1.06

CCNG1 Cyclin G1 (cell cycle regulation) -1.08 1.22 -1.18 -1.66 -1.51

CCNH Cyclin H (cell cycle regulation) 1.64 2.26 1.18 1.25 1.21

CDC25A Cell division pycle 25 homolog A (S. pombe) (cell —124 -2.06 ~1.80 ~1.06 ~136
cycle regulation)

CDC25C Cell division pycle 25 homolog C (S. pombe) (cell 137 129 113 ~113 129
cycle regulation)

CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 (cell cycle regulation) -1.19 -6.22 -1.31 -1.32 -1.30

CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 (cell cycle regulation) -1.38 1.26 -1.60 -1.70 -1.57

CDKN1A Cyclln—dependent_ kinase inhibitor 1A (p21, Cipl) -2.02 -258 124 184 208
(cell cycle regulation)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, _ _

CDKN2A pl6, inhibits CDK4) (cell cycle regulation) 2.00 9.67 1.46 1.23 2.68

CHEK1 CHK1 gheckpomt homolog (S. pombe) (cell cycle 159 -6.20 ~1.01 102 ~119
regulation)

CHEK?2 CHK2 gheckpomt homolog (S. pombe) (cell cycle 131 -2.02 —116 -110 —192
regulation)

E2F1 E2F transcription factor 1 (cell cycle induction) 1.36 2.16 -1.11 1.08 1.01

E2F3 E2F transcription factor 3 (cell cycle induction) -1.41 1.20 -1.74 -1.77 -2.15

EGR1 Early growth response 1 (regulation of the cell 262 1.99 ~105 263 —107
cycle, proliferation, and cell death)

GADDA45A Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha -14.67 107 -367 -2.49 ~1.90
(cell cycle inhibition)

GML (_3chosylphosphandyllr_]os_lt(_)l_ anchored molegule- 393 133 247 146 500
like protein (cell cycle inhibition, pro-apoptosis)

MDM?2 Mdm2_ p53 t_)mdlng protein homolog (mouse) (cell 158 —165 ~1.09 —123 ~1.09
cycle induction)

MLH1 ~ Mutl homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type ; g4 1.32 102 -118 -1.35
2 (E. coli) (cell cycle inhibition)

MSH2  MutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type ; 1.51 143  -1.03 -1.34
1 (E. coli) (cell cycle inhibition)

MYC V-n_1yc myelocyton_watqs_l_s viral oncogene homolog 136 206 1.06 1.06 1.06
(avian) (cell cycle inhibition)

MYOD1 Myogenic differentiation 1 (cell cycle inhibition) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00
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Neurofibromin 1 (cell cycle inhibition, proliferation

NF1 o A 1.06 1.30 -1.21 -1.20 -1.32
inhibition, survival inhibition)
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene

NFKB1 enhancer in B-cells 1 (cell cycle inhibition, -1.03 1.06 -1.57 -1.69 -2.19
proliferation inhibition, survival inhibition)

pPMiD  rotein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1D _3 37 _483  _438 -120 -1.42
(cell cycle inhibition)

PCNA Erohfeyatmg cell nuclear antigen (cell cycle 105 131 ~134 1.06 ~1.25
induction)

PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 (cell cycle 146 ~1.81 105 —112 ~133
induction)
Phosphatase and tensin homolog (cell cycle

PTEN inhibition, proliferation inhibition, survival inhibition, =2.12 -2.32 -1.25 -1.27 -1.26
migration inhibition)

PTTG1 Pituitary tumor-transforming 1 (cell cycle induction) 1.89 1.11 1.56 1.52 1.52

RB1 Retinoblastoma 1 (cell cycle inhibition) 1.29 1.41 -1.24 -1.66 -1.55

RPRM Reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator 1.02 ~1.09 179  -138 113
candidate (cell cycle inhibition)

TADA3 Transcn_ptlonal adaptor 3 (cell cycle induction, -11.94 116 108 —128 ~119
acetylation)

TP73 Tumor protein p73 (pro-apoptosis) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00

Genes asociados con angiogenesis, inflamacion, autofagia, acetilacion, metilacién y supresion tumoral

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1

ADGRB1 . o S 2.18 -1.53 1.32 2.19 2.93
(angiogenesis inhibition)

DNMTL DNA (cyt(_)sine-5-)—methyltransferase 1 1.29 167 —124 ~1.01 111
(methylation)

EGER _Epider_mal growth factor receptor (proliferation 114 154 ~116 —129 —115
induction)

ESR1 Estrogen receptor 1 (proliferation induction) 3.23 1.77 2.47 1.46 7.16

HDAC1 Histone deacetylase 1 (deacetylation) 1.25 1.42 -1.10 -1.35 -1.13

IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) (pro-inflammation) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00

JUN Jun proto-oncogene (growth regulation) -1.11 -4.72 -1.39 -1.34 -1.93

KAT2B K(lysine) acetyltransferase 2B (acetylation) -1.21 1.04 -1.09 -1.86 -1.09

RELA V-rel _reticuloendotheliosi_s viral oncogene homolog 1.49 168 1.05 1.00 1.09
A (avian) (growth regulation)

SESN2 Sestrin 2 (autophagy induction) -1.50 1.09 -1.97 -1.58 -1.67

SIRT1 Sirtuin 1 (anti- and pro-tumorogenic) -1.24 1.67 -1.61 -1.17 -1.04

STATL Signal transducer and activator of transcription 1, -2.06 134 192  -2.26 179
91kDa (anti- and pro-tumorogenic)

TSC1 Tuberous sclerosis 1 (tumor suppressor) -1.03 1.19 -1.10 -1.04 -1.11

WT1 Wilms tumor 1 (tumor suppressor) 3.23 1.33 2.47 1.46 5.00
X-ray repair complementing defective repair in

XRCC5 Chinese hamster cells 5 (double-strand-break -1.72 1.31 -1.03 1.01 -1.02

rejoining) (DNA repair)

Los numeros en negritas indican al menos = 2 veces el cambio comparado
con el control. Como genes constitutivos se usaron B-Actina, GAPDH, and -

2-microglobulina.
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6.9 Acoplamiento molecular in silico de quercetina y BPA por los

receptores estrogénicos ay B.
Para darnos un panorama general de lo que podria estar ocurriendo en la interaccion
de los ligandos estudiados con los receptores alfa y beta se realiz6 un andlisis de
acoplamiento molecular in silico (Figura 14). En este estudio se seleccionaron las
afinidades de union mas altas por cada interaccion ligando-proteina y se observaron
las estructuras 3D de los ligandos con los respectivos aminoacidos de cada receptor.
En primer lugar, podemos observar que las afinidades de union se encuentran entre
-11.19 kcal/mol (Figura 14B) y -5.66 (Figura 14F). Las afinidades de unién mas altas
corresponden al 17-f estradiol y su interaccion con ambos receptores (Figura 14A,
14B), seguido de la Q (Figura 14C, 14D), el BPA (Figura 14G, 14H) y finalmente el
DOPAC (Figura 14E, 14F). El 17-8 estradiol es el ligando enddégeno de los receptores
estrogénicos (de -10.53 kcal/mol para ERa y -11.19 kcal/mol para ERB) por lo cual
no deberia sorprendernos que su afinidad de union sea la mas alta. Sin embargo,
este resultado nos ayuda como medio de comparacion para los tratamientos
propuestos. La Q fue el segundo ligando mas afin para ambos receptores (de -8.21
kcal/mol para ERa y -8.83 kcal/mol para ERpB), su estructura interaccioné con los
aminoacidos del ERa leucina 525, 428, 387, 391, histidina 542, glicina 521, metionina
421, isoleucina 424, fenilalanina 404, &cido glutdmico 353 y arginina 394.
Particularmente los aminoacidos leucina 525, 391, isoleucina 424, 4cido glutamico
353, arginina 394, histidina 524 y glicina 521 del ERa que interaccionan con la Q
también lo hace con el 17-B estradiol, por lo que se sugiere que ambas moléculas
pueden ocupar parte del mismo sitio activo. En cuanto al ER, la Q interaccion6 con
los aminoacidos metionina 295, 336, 340, treonina 299, leucina 301, 298, 476,
histidina 475, glicina 472, arginina 346, acido glutdmico 305 y fenilalanina 356. En
este caso los aminoacidos que interaccionan tanto con Q como con 17-f estradiol
fueron metionina 336, 340, histidina 475, glicina 472, arginina 345, acido glutamico
305 y fenilalanina 356, ocurriendo el mismo fenomeno de ocupacion del sitio activo.
Ademas, podemos darnos cuenta de que la afinidad de la Q por el ERB es
ligeramente mas alta que por el ERa, esto genera un desbalance a favor del ERB

podria activar sefiales intracelulares que lleven a la célula a su muerte. Esta situacién
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podria estar ligada a la expresion génica observada en la Figura 12, en la cual de
igual manera la induccion de la expresion de ESR2 por efecto la Q es superior al
ESR1 y esto a su vez podria activar la expresion de genes que promueven la muerte
celular (Cuadro 3), desencadenar el arresto al ciclo celular en la fase GO/G1 (Figura

10) y como consecuencia disminucion de la viabilidad (Figura 5).

En los ultimos afos, se han buscado moléculas de origen natural que puedan ocupar
el sitio de accién de los receptores estrogénicos como lo hace 17- estradiol. Tal es
el caso del kaempferol el cual, a través de un ensayo in silico se observé que puede
interactuar con el ERa mostrando una afinidad de union de -7.0 kcal/mol, la cual es
menor a la generada por la Q; ademds, de los aminoécidos con los cuales
interacciona el kaempfero se observé que la leucina 525 coincide con la Q (Yani et
al., 2019). En otro estudio de analisis in silico, se demostré6 que los lignanos
genisteina, daidzeina, enterodiol y arctigenin son capaces de interactuar con el ERa
con lo aminoécidos acido glutamico 353, fenilalanina 404, metionina 421, histidina
524, leucina 525 y arginina 394, de los cuales todos excepto la fenilalanina,
interaccionan con la Q (Aehle et al., 2011). Por otro lado, de los aminoacidos del ERa
y su interaccion con el compuesto DOPAC, Unicamente el acido glutamico 353 se
repite en su interaccién con quercetina y 17-f estradiol, es quizas por lo cual la
afinidad de union del DOPAC por este receptor no es tan potente como es con la Q
y el estradiol. Esta tendencia se repite con el ERB pues unicamente el acido
glutdmico 305 interacciona con el DOPAC al igual que la Q y el 17-B estradiol. A
pesar de que el DOPAC no muestra alta afinidad por los receptores estrogénicos alfa
y beta, el efecto del FEQ sobre la disminucién de la viabilidad (Figura 6) el arresto
al ciclo celular en la fase S y G2/M (Figura 10), la tendencia de aumento del ESR1
por sobre el ESR2 (Figura 12) y activacién de genes responsables de la muerte
celular (Cuadro 3), podria deberse en su mayoria a la Q, pero también a la presencia
del DOPAC. Finalmente, el BPA muestra una afinidad de unién para ambos
receptores superior al DOPAC, pero inferior a la Q y al 17-B estradiol. Los
aminoacidos del ERa que interaccionan con el BPA y que coinciden con la Q son la
fenilalanina 404, leucina 391, arginina 394, leucina 387 y acido glutamico 353.
Mientras que los aminoacidos leucina 391, 384, arginina 394, leucina 384 y acido
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glutdmico del receptor alfa coinciden con su interaccion con el 17-B estradiol; es
decir, el BPA solo coincide en 4 aminoacidos con el 17-B estradiol al interaccionar
con el ERa, en contraste con los 7 aminoacidos que coinciden la Q y el 17-3 estradiol.
En cuanto al ER[, el BPA coincide con la Q en los aminoacidos acido glutamico 305,
metionina 340, 336, fenilalanina 356, leucina 476, glicina 472, histidina 475; y con el
17-p estradiol en los aminoacidos acido glutamico 305, metionina 340, 336,
fenilalanina 356, glicina 472 y leucina 380. Por lo tanto, el BPA coincide en 6
aminoacidos del ERB con respecto al 17-B estradiol en contraste con los 7
aminoéacidos que coinciden la Q y 17-Bestradiol. Es importante sefalar que el BPA
coincide conla Q en 5y 7 aminoacidos en las proteinas ERa y ER[3, respectivamente,
por lo que se sugiere que ambas moléculas estdn compitiendo por el mismo sitio
activo, pero es la Q la que al mostrar mayor afinidad de union podria ocupar la
cavidad y desencadenar la respuesta biologica observada en los tratamientos de
coexposicion Q+BPA y FEQ+BPA en los ensayos de viabilidad (Figura 5), analisis
del ciclo celular (Figura 10) y expresion génica de muerte celular (Cuadro 3). Es
importante resaltar que si bien los andlisis in silico son una herramienta que nos
ayuda a determinar la afinidad de interaccion entre ligando y receptor, tiene
limitaciones y, por lo tanto, es necesario desarrollar experimentos que demuestren

la activacion o inhibicion molecular.
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Figura 14. Andlisis de acoplamiento molecular in silico entre ligandos y receptores. El
mejor acoplamiento entre (A) 17— estradiol—ERa, (B) 17-f estradiol—ERR, (C) Qq—ER«aq,
(D) Q—ERpB, (E) DOPAC—ERGQa, (F) DOPAC—ERSB, (G) BPA—ERQa, and (H) BPA—ERR.
Las imagenes representan la interaccion entre ligandos y amino&cidos del receptor. El valor
de AG indica la energia de union expresada en kcal/mol. La constante de inhibicion (Ki) por
cada interaccién es expresada en yM.
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Los hallazgos obtenidos en este estudio sugieren un mecanismo de accién general
(Figura 15) que involucra varios procesos biologicos. Por una parte, los resultados
de la expresion génica indican que los tratamientos podrian participar en las vias
intrinseca y extrinseca de las caspasas; Q, Q+BPA, EFQ y EFQ+BPA promoviendo
Su activacion con posterior apoptosis, mientras que BPA podria inhibir ambas vias y
evitar la muerte celular programada. Asi mismo, la citometria de flujo y la expresion
génica en el ciclo celular refuerzan estos resultados. Q, Q+BPA, EFQ y EFQ+BPA
desde varios puntos evitan la progresion del ciclo celular lo que podria desencadenar
en la inhibicion celular con su consecuente muerte; sin embargo, el BPA parece tener
el efecto contrario promoviendo que la célula continue con su ciclo celular. Esto nos
ayuda entender como la Q y su FEQ ejercen efecto anticancerigeno aun en
presencia de BPA. Quedan por esclarecer los mecanismos alternativos que
intervienen en los procesos desencadenados por fitoquimicos para mitigar el dafio

causado por disruptores como el BPA.
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Figura 15. Mecanismo de accion propuesto que explica como Q, EFQ, Q+BPA and
EFQ+BPA promueve la inhibicion celular evitando el efecto del BPA en células HT-29.
Letras amarillas indican los procesos realizados por la Q, en café por EFQ, y en gris por el
BPA. Flechas rojas que apuntan hacia arriba indican regulacion positiva y las flechas hacia
abajo indican regulacion negativa. Las palabras resaltadas en negro corresponden a los
resultados encontrados en este estudio.
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VIl.  CONCLUSIONES

El metabolito que se logré cuantificar en el EFQ fue el DOPAC ademas de la
quercetina. La capacidad antioxidante por medio de DPPH y ORAC se cuantificd en
el EFQ de 6, 12 y 24 h, mostrando diferencias entre concentraciones la Q pura y el
EFQ a las 24 h, esto denota los principios que utiliza cada técnica. La Q y DOPAC
mostraron capacidad antioxidante que se sugiere esta contribuyendo al efecto
anticancerigeno total en las células estudiadas. Los resultados del estudio in vitro
muestran que la Q inhibe la viabilidad de células de cancer de colon HT-29 y SW480
dependiente del aumento de la concentracion, con una ICso de alrededor de 160 uM
bajo 48 h de tratamiento. Esta concentracion en células 3T3-L1 y CCD-112CON
causa inhibicion de la viabilidad en un 35% y 10%, respectivamente. El EFQ en las
lineas HT-29 y SW480 inhibe la viabilidad celular dosis-respuesta con una ICso de
15.98% y 17.92%, respectivamente. El BPA a la concentracion de 4.4 uM y durante
una incubacion por 48 h induce viabilidad en células SW480 y la inhibe en HT-29,
entre un 10 a 15%. La coexposicion de Q y EFQ con el BPA, sobre las lineas de
cancer de colon inhiben la viabilidad similar a lo encontrado en los resultados
Gnicamente de quercetina y EFQ. Esto demuestra que la quercetina inhibe la
viabilidad celular de manera individual y en coexposicion con BPA. De acuerdo con
los resultados la Q y EFQ solos 0 en coexposicion con el BPA induce arresto al ciclo
celular en distintas fases. En cuando a la respuesta génica, los resultados muestran
qgue la Q es capaz de modular positivamente la expresion del receptor estrogénico 3
antiproliferativo y GPR30 en células HT-29, y en SW480 al igual que el EFQ y
EFQ+BPA, lo que podria conducir a la muerte celular asociada a la disminucion de
la viabilidad. Aunado a esto, se observo en general que los tratamientos con Q y EFQ
solos o en coexposicion con BPA, modulan positivamente la expresion de receptores
asociados a la apoptosis y arresto al ciclo celular; mientras que BPA inhibi6 la
expresion de genes proapoptéticos y aquellos que reprimen al ciclo celular. Mediante
este estudio se observoé el poder anticancerigeno de la Q y su extracto fermentado
en células de cancer de colon aun en presencia del BPA, mediante estudios celulares
y moleculares. Finalmente, el analisis in silico revelé que la Q tiene mayor afinidad

de union por los ERa y ERB que el BPA, mientras que el DOPAC fue la molécula con
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menor afinidad de union por los receptores. La quercetina mostré mayor afinidad de
unién por el ERB que por el ERa, esto sugiere que este disruptor natural podria
desencadenar vias de muerte celular mediante su fuerte interaccion con el receptor
proapoptotico beta y a su vez evitando que el BPA ejerza efecto sobre el receptor
antiapoptotico alfa cuando se colocan en coexposicion ambas moléculas. Aun
quedan por esclarecer mecanismos alternos que intervengan en procesos
desencadenados por fitoquimicos para mitigar el dafio causado por disruptores como
el BPA.
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IX.  ANEXO

9.1 Documento de consentimiento informado.

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Medicina

Posgrado Doctorado en Ciencias en Biomedicina

CARTA CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACION

Proyecto de investigacion: Evaluacion del efecto anticancerigeno de la quercetina y
su extracto fermentado en células de colon humano tratadas con bisfenol A.

Responsable del proyecto: Dra. Haydé Azeneth Vergara Castafieda

Alumna: Nataly Garcia Gutiérrez; teléfono: 4421139927; correo:
nat gaqu5487@hotmail.com

Sede donde se realizara el estudio: Departamento de investigacion y posgrado de
Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autonoma de Querétaro.

1. invitacién

Por medio de este documento, me gustaria invitarlo a participar como donador de
muestra de heces en el proyecto de investigacion titulado Evaluaciéon del efecto
anticancerigeno de la quercetina y su extracto fermentado en células de colon
humano tratadas con bisfenol A. Antes de decidir, necesita entender por qué se esta
realizando esta investigacion y en qué consistird su participacion. Por favor tomese
el tiempo que usted necesite, para leer la siguiente informacion cuidadosamente y
pregunte cualquier cosa que no comprenda. Si usted lo desea puede consultar con

personas de su confianza (Familiar y/o Médico tratante) sobre la presente
investigacion.

2. Justificacion del estudio

La quercetina es un compuesto de origen natural encontrado en frutas y verduras, al
cual se le han atribuido propiedades benéficas a la salud. Se conoce que tras la
digestion gastrointestinal y fermentacion colonica del alimento podemos encontrar a
la quercetina. Esta al entrar en contacto con la pared intestinal puede llegar a
favorecer la inhibiciébn de células cancerigenas observadas en estudios in vitro.
Aunado a esto, se ha visto que la metabolizacién de la quercetina puede generar la
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formacion de otros compuestos con caracteristicas biologicas similares a su
precursor; sin embargo, el proceso fermentativo en estos estudios no se ha realizado
usando bacterias provenientes de la materia fecal humana. Por lo tanto, es necesario
buscar alternativas que ayuden a entender que le ocurre a la quercetina durante la
fermentacion coldnica usando modelos in vitro no invasivo que nos acerquen a un
proceso fisioldgico.

3. Beneficios del estudio.

Este estudio permitird conocer los metabolitos secundarios de la quercetina
producidos a partir de la fermentacion colonica in vitro de la microbiota del ser
humano.

4. Objetivos del procedimiento

Como parte de los objetivos por cumplir dentro del proyecto de investigacion, se
plantea realizar una fermentacion coldnica in vitro como paso final del modelo de
simulacién de digestion gastrointestinal in vitro. Para poder cumplir con dicho objetivo
es necesario contar con bacterias fermentativas las cuales solamente las podemos
encontrar de forma fisiologica en la materia fecal de los seres humanos. Por lo que
surge la necesidad de donacion de heces fecales por parte de voluntarios sanos.

5. Descripcion general del procedimiento

La muestra fecal donada debera ser la primera del dia, de tal manera que se le
solicitara acuda a las instalaciones de la facultad de quimica a las 7:00 am del dia
indicado por el investigador a cargo. Una vez en las instalaciones se le permitira usar
el sanitario donde se le proporcionara un vaso estéril para muestra fecal y se le pedira
deje una muestra de aproximadamente 4 gramos. Al termino, el investigador tomara
la muestra para su posterior uso. Si esta de acuerdo en patrticipar, le pediremos que
escriba su nombre y firme el formato de Consentimiento Informado al final de este
documento.

6. Manejo de las muestras

Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningun dato que permita revelar la
identidad del donante.

7.Riesgos
La donacion de la muestra no presenta ningun riesgo para el participante.
8. ¢Dbénde se llevara a cabo esta investigacion?

Esta investigacion se llevara a cabo en las instalaciones de la Facultad de Quimica
dentro de la Universidad Autdnoma de Querétaro, en el Laboratorio de Bioquimica
Toxicologica.

9. ¢ Por qué he sido invitado a participar en esta investigacion?
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Ha sido invitado a formar parte de esta investigacion, porque cumple con las
caracteristicas enlistadas a continuacion (criterios de inclusion):

Los participantes son incluidos si:

o No cuentan con enfermedades gastrointestinales.
o Llevan una dieta omnivora.
o No hayan consumido algun antibiético al menos 3 meses antes de que

se realice el estudio.
9. ¢ Estoy obligado a participar?

Su participacion es voluntaria, anénima y confidencial; no tiene que participar
forzosamente. No habré impacto negativo alguno si usted decide no participar en la
investigacion.

10. Aclaraciones:

a) Esta investigacion ha sido revisada y aprobada por el Comité de Investigacion
y Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Querétaro.

b) Su decision de participar en la presente Investigacibn es completamente
voluntaria.

C) En el transcurso de la Investigacion, usted podra solicitar informacion
actualizada sobre la misma, al investigador responsable.

d) La informacién obtenida en esta investigacion sera mantenida con estricta
confidencialidad conforme la normatividad vigente.

e) Se le garantiza que usted recibir4 respuesta a cualquier pregunta, duda o
aclaraciéon acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios u otros asuntos
relacionados con la presente investigacion.

11. FIRMA DE CONSENTIMIENTO
Fecha [/ /2018

Yo, , Mmanifiesto que fui
informado (a) del propdsito, procedimientos y tiempo de participacion y en pleno uso
de mis facultades, es mi voluntad participar en esta investigacion titulada Evaluacion
del efecto anticancerigeno de la quercetina y su extracto fermentado en células de
colon humano tratadas con bisfenol A.

No omito manifestar que he sido informado(a) clara, precisa y ampliamente, respecto
de los procedimientos que implica esta investigacion, asi como de los riesgos
expuestos.
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He leido y comprendido la informacion anterior, y todas mis preguntas han sido
respondidas de manera clara y a mi entera satisfaccion, por parte del investigador a
cargo de Nataly Garcia Gutiérrez.

NOMBRE Y FIRMA [ NOMBRE Y FIRMA [

PARTICIPANTE INVESTIGADOR PRINCIPAL
TESTIGOS

NOMBRE Y FIRMA NOMBRE Y FIRMA

PARENTESCO PARENTESCO

DOMICILIO DOMICILIO
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