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RESUMEN

El cdncer es una de las principales causas de muerte en el mundo. La
tendencia en el desarrollo de esquemas quimioterapéuticos se ha enfocado
recientemente en la combinacion de productos de origen natural junto con
guimioterapia o radioterapia, con el fin de conseguir un tratamiento mas efectivo.
El Resveratrol se ha propuesto como un posible compuesto anti-cancerigeno por su
amplio rango de efectos biolégicos que incluyen propiedades anti-proliferativas,
anti-angiogénicas, anti-oxidantes, anti-inflamatorias y pro-apoptéticas. Por otro
lado, el resveratrol es conocido por su capacidad para inducir tanto la expresién de
la proteina p53 como la via apoptdtica de p53; sin embargo, no se ha realizado
ningun estudio sobre el efecto de este compuesto sobre las proteinas p53
mutantes, presentes en mas del 50% de los cdnceres humanos. En este proyecto,
se realizaron tratamientos con resveratrol en 6 lineas celulares de cancer que
presentan distintas mutaciones en p53. El Resveratrol produjo un efecto anti-
proliferativo dosis dependiente en todas las lineas celulares estudiadas, asi como
un aumento evidente en los niveles de proteina p53 en cinco de las 6 lineas tratadas,
mas no su nivel de transcrito, sugiriendo que el resveratrol estd mas involucrado en
la estabilizacion de la proteina que en la expresién de la misma. Por otro lado, el
resveratrol produjo un aumento en la transcripciéon de genes blanco de p53 (p21,
PUMA, GADD45); sin embargo, estos no muestran ser significativamente regulados

por p53.
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ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. The trend in the
development of chemotherapeutic schemes has recently focused on the combination
of naturally occurring compounds with chemotherapy or radiotherapy in order to
achieve a more effective treatment. Resveratrol has been proposed as a possible anti-
cancer compound for its wide range of biological effects including anti-inflammatory,
anti-oxidant, pro-apoptotic, anti-proliferative and anti-angiogenic properties.
Furthermore, resveratrol is known for its ability to induce expression of both p53 and
the p53 apoptotic pathway; however, there has been no study on the effect of this
compound on mutant p53 proteins which are present in over 50% of human cancers.
For this project, resveratrol treatments were performed in six cancer cell lines having
different type of mutations in p53. Resveratrol produced a dose-dependent anti-
proliferative effect on all cell lines tested and an evident increase in p53 protein levels
in five of the six lines treated, but not in its transcript level, suggesting that resveratrol
may be involved in the stabilization of the protein rather than the expression of the
gene. Furthermore, resveratrol produced an increase in the transcription of p53
target genes (p21, PUMA, GADD45); but they seem to be not significantly regulated
by the p53 protein.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer: datos y cifras.

El cdncer es una de las principales causas de muerte en el mundo; en el afio
2012, se diagnosticaron 14.1 millones de casos nuevos y fallecieron a causa de ello
8.2 millones de personas; cifras que se estima aumenten en un 70% en las

préximas dos décadas.

Los cédnceres diagnosticados con mds frecuencia a nivel mundial fueron el
de pulmdn (1,8 millones de casos, 13,0% del total), el de mama (1,7 millones,
11,9%) y el cancer colorrectal (1,4 millones, 9,7%). Los tipos de cdncer que
provocaron un mayor numero de muertes fueron los de pulmén (1,6 millones, el
19,4% del total), higado (0,8 millones, 9,1%) y estémago (0,7 millones, 8,8%). Los
tipos mas frecuentes de cancer son diferentes en el hombre y en la mujer. Los 5
tipos de cdncer mas diagnosticados en el hombre son pulmdn, préstata, colorrectal

e higado; y en la mujer, mama, colorrectal, pulmén, cervicouterino y estémago.

Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer se deben a cinco
factores de riesgo conductuales y alimentarios: indice de masa corporal elevado,
consumo insuficiente de frutas y verduras, falta de actividad fisica y consumo de
tabaco y alcohol. El consumo de tabaco es el factor de riesgo mas importante, y es
la causa de mas del 20% de las muertes mundiales por cancer en general, y
alrededor del 70% de las muertes mundiales por cancer de pulmdn. Los canceres
causados por infecciones viricas, tales como las infecciones por virus de las
hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por papilomavirus humanos (PVH), son responsables
de hasta un 20% de las muertes por cancer en los paises de ingresos bajos y
medios. Como consecuencia del aumento y el envejecimiento creciente de las
poblaciones, los paises en desarrollo se ven afectados desproporcionadamente

por el incremento de la incidencia del cdncer. Mas del 60% de todos los casos del
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mundo se producen en Africa, Asia, América Central y América del Sur, y estas
regiones registran aproximadamente el 70% de las defunciones por cancer a nivel
mundial, una situacidon que se agrava por la falta de mecanismos de deteccion

precoz y de acceso a tratamientos.

En los paises en desarrollo, el acceso a tratamientos eficaces y asequibles
contra el cancer, reduciria significativamente la mortalidad, incluso en entornos

donde los servicios sanitarios estan menos desarrollados.

Con todo, los costos crecientes de la carga de cancer estdn perjudicando
incluso a las economias de los paises mas ricos y estan fuera del alcance de los
paises en desarrollo, ademas de ejercer una presion insoportable sobre los sistemas
de atencion de salud. En 2010, se calcula que el costo econémico anual total del
cancer alcanzo aproximadamente los USS 1,16 billones. Sin embargo, casi la mitad
de todos los canceres podrian evitarse si los conocimientos actuales al respecto se

aplicaran de forma adecuada (World Cancer Report 2014, IARC).

Dichas cifras y previsiones remarcan el enorme problema de salud vy
socioecondmico que representa el cancer a nivel mundial, subrayando la urgente
necesidad de desarrollo y estudio de nuevas estrategias tanto quimioterapéuticas

como de prevencién.
1.2. Definicidn y factores de riego del cancer

«Cancer» es un término genérico que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, cuya
caracteristica principal es la multiplicacidon rdpida de células anormales que se
extienden mas alla de los limites habituales y que pueden invadir partes adyacentes

del cuerpo o propagarse a otros drganos, proceso conocido como metdstasis. La
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metastasis es la principal causa de muerte por cancer (World Cancer Report 2014,

IARC).

Mads de 100 tipos de cancer han sido clasificados, donde el tejido de origen
da las caracteristicas distintivas de cada tipo. Aproximadamente el 85% de los
canceres se producen en las células epiteliales y se clasifican como carcinomas, los
derivados de las células del mesodermo (ej. hueso, musculo) se denominan
sarcomas y los de tejido glandular (ej. de mama) se llaman adenocarcinomas

(Pecorino, 2008).

El cadncer comienza en una célula. La transformacién de una célula normal en
tumoral es un proceso multifasico definido como carcinogénesis y suele consistir en
la progresidon de una lesidn precancerosa a un tumor maligno (Figura 1). Estas
alteraciones son el resultado de la interaccidn entre diversos factores que incluyen
factores genéticos (herencia del paciente) y tres categorias de agentes externos
llamados carcinégenos que pueden generar mutaciones o alteraciones

epigenéticas:

e Fisicos: como las radiaciones ultravioleta e ionizantes.

e Quimicos: como los asbestos, los componentes del humo de tabaco, las
aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico (contaminante
del agua de bebida).

e Carcindgenos biolégicos: como las infecciones causadas por determinados

virus, bacterias o parasitos.
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CARCINOGENESIS
INICIACION  PROMOCION TRANFROMACION PROGRESION

Carcinégeno

Ccambio Cambio Cambio .
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© P — @ — gy
® - ® o
Multiplicacion Célula Tumor
celular maligna maligno

Figura 1. Proceso multifdsico de la carcinogénesis (Kaur et al., 2014)

El consumo de tabaco y alcohol, la dieta deficiente y la inactividad fisica son
los principales factores de riesgo de cancer en todo el mundo. Algunas infecciones
cronicas también constituyen factores de riesgo, y son mds importantes en los

paises de ingresos medios y bajos.

Los virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) y algunos tipos de papilomavirus
humanos (PVH) aumentan el riesgo de cdncer de higado y cuello uterino,

respectivamente.

El envejecimiento es otro factor fundamental en la apariciéon del cancer. La
incidencia de esta enfermedad aumenta drasticamente con la edad, muy
probablemente porque se van acumulando factores de riesgo de determinados
tipos de cancer. La acumulacion general de factores de riesgo se combina con la
tendencia que tienen los mecanismos de reparacion celular y del sistema inmune a

perder eficacia con la edad (World Cancer Report 2014, IARC).
1.3. Caracteristicas moleculares del cancer
El proceso de carcinogénesis es diferente en cada tipo de cancer; sin embargo,

a pesar de que las rutas celulares y moleculares son diferentes, el resultado final es

el mismo. En el afno 2000, después de un detallado andlisis, Hanahan y Weinberg
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definieron 6 caracteristicas generales de la mayoria, si no de todas las células
cancerosas, proponiendo que la adquisicion de la capacidad de crecimiento
autéonomo, la evasidon de senales inhibidoras del crecimiento, evasion de muerte
por apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis e invasién y metdstasis
son esenciales para la carcinogénesis (Hanahan and Weinberg, 2000).
Recientemente, han modificado su concepto para incluir dos caracteristicas
cruciales para la adquisicion de las seis caracteristicas previamente mencionadas,
las cuales son la inestabilidad del genoma y la inflamacién promovida por la
presencia de tumores. De igual forma, destacaron dos caracteristicas emergentes,
reprogramaciéon del metabolismo energético y la evasién de destruccién por el
sistema inmune (Figura 2) (Hanahan and Weinberg, 2011). Los dos ultimos procesos
son considerados como caracteristicas emergentes porque su relacion con las seis
caracteristicas mencionadas anteriormente requiere mds investigacién, aunque hay

evidencia de su importancia en la carcinogénesis.

Autonomia sobre Evasion de sefales
sefiales de de inhibicion del
crecimiento crecimiento

Evasion de la
destruccion por el
sistema inmune

Reprogramacion del
metabolismo
energetico

Evasion de muerte Potencial replicativo

celular ilimitado
Inflamacién
Inestabilidad promovida por la

gendémica y mutacion presencia de

tumores

Angiogénesis Invasion y metastasis

Figura 2. Caracteristicas del cancer (Hanahan and Weinberg, 2011)
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1.4. Proteina p53: funcién y mutaciones en cancer

El desarrollo del cdncer en etapas multiples refleja las alteraciones genéticas y
epigenéticas que llevan a la transformacién progresiva de una célula normal en
maligna (Kaur et al., 2014). Se ha sugerido que el incremento en la inestabilidad
gendmica de la célula cancerosa es debido al funcionamiento defectuoso de
componentes especificos de los sistemas de vigilancia (Hanahan and Weinberg, 2011).
Uno de los miembros mas prominentes de estos sistemas es el gen supresor de tumor
TP53, el cual tiene una participacidn importante en la prevencién de la carcinogénesis
al bloquear el ciclo celular, alterar el metabolismo y favorecer apoptosis. La
importancia de este supresor de tumor se resalta aln mas si consideramos que en
mas del 50% de los canceres humanos el gen TP53 se encuentra mutado (Cheok et al.,

2011).

El gen TP53 reside en el cromosoma 17p13.1y codifica para la proteina p53 de
393 aminodcidos de largo. La proteina p53 esta dividida en tres dominios funcionales,
cada uno de los cuales cumple una funcién especifica para su actividad
transcripcional. En la region amino terminal se encuentra el dominio transactivador,
al cual se une una gran variedad de proteinas como componentes de la maquinaria
transcripcional y diversos coactivadores. La regién central alberga el dominio de unién
al DNA en las hendiduras mayor y menor de la doble hélice. El dominio de
tetramerizacion se localiza en la regién carboxilo terminal (Figura 3) (Joerger and
Fersht, 2008). Respecto a su funcidn transactivadora, la proteina p53 se une al DNA
en forma de tetrdmeros y reconoce una secuencia especifica en la regién promotora

de sus genes blanco.

Dominio rico en Prolinas Dominio central de wunidn al DNA Dominio C-terminal
(Asp6l1-Sergd) (Thri02-Lys292) (Pro30i-Asp393)
Dominio N-terminal Dominio de tetramerizacion
de transactivacion (Asp324-Ala3s55)
(Metl-Aspa2)

Figura 3. Dominios funcionales de la proteina p53
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La proteina p53 es un factor transcripcional que regula la expresion de un
gran nimero de genes en respuesta a una variedad de estimulos, como por ejemplo
los que causan dafio gendmico. p53 se activa principalmente por modificaciones
post-traduccionales (como la fosforilacidn y la acetilacion), resultando en un
aumento tanto en la estabilidad de la proteina como en su actividad transcripcional
(Levine and Oren, 2009). Una vez activada, la proteina p53 es capaz de cambiar la
expresion de genes involucrados en respuestas tan variadas como: detencién del
ciclo celular, senescencia, metabolismo, reparacion del DNA, inhibicion de

angiogénesis, estrés oxidativo y muerte celular programada (Figura 4).

1. Estrés celular

Activacién Dafio huso Agotamiento
Dafio al DNA
_ m mitético

2. Mediadores de

senales
I ATM I I ATR I I CHK2 I _____ I pP14ARF I

p53 fosforilada Jlnhibe
Transcripcion
—-
|—_
Ubiquitinizacion

4. Modificaciones CProteinas modificadoras ( CBP, p300, PCAF, etc.)
.. . |
adicionales a la proteina

5.- Desacetilacién ﬁ“ o

3. Tetramero
activado de p53

DNA
7. Reclutamiento de
cofactores @
>
‘5
%g —> 8. Trancripcidn
P53 RE Gen blanco de p53 |

I P53 RE I | Gen blanco de p53 |

DNA

9. Proteinas de
transduccién

10. Consecuencia [ Reparacién DNA ] Urresto ciclo celular ] [ Apoptosis ]

Figura 4. Mecanismos de activacion de p53 y regulacion transcripcional de sus genes blanco
(Riley et al., 2008)
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Del grupo de genes inducidos por p53 destaca P21 que bloquea el ciclo celular
en G1. El aumento en el nivel de la proteina P21 inhibe la actividad de los complejos
ciclina/CDK (Harms et al., 2004; Qian et al., 2002). Otra proteina activada por p53 es
GADDA45, la cual participa en la reparacion del DNA via NER (del inglés Nucleotide
Excision Repair). GADDA4S5 interactua con las histonas y facilita el relajamiento de la
cromatina para que actue la topoisomerasa (Qian et al., 2002). Por otro lado, p53
activa genes involucrados en apoptosis, como BAX y PUMA. La proteina BAX se
transloca del citoplasma a la membrana interna de la mitocondria facilitando la
liberacién de citocromo ¢, mientras que PUMA se une a Bcl-2 inhibiendo su actividad
antiapoptodtica (Harms et al., 2004; Qian et al., 2002). Ademas de estas proteinas
cldsicas, p53 transactiva otros genes (como PIG3, TP53INP1 y TP53INP2) que se han
relacionado a la apoptosis (Cano et al., 2009; Contente et al., 2002; Lee et al., 2010).
La proteina expresada por el gen PIG3 participa en la induccién de apoptosis,
generando especies reactivas de oxigeno (ROS); PIG3 también participa en la
reparacion del dafio al DNA y contribuye al reclutamiento de las proteinas 53BP1,
MRE11, RAD50 y NBS1 a los sitios de rompimiento en el DNA (Contente et al., 2002;
Lee et al., 2010). TP53INP1 es otro gen blanco de p53 cuya expresion es inducida por
diferentes tipos de agentes productores de estrés celular, en especial agentes
oxidantes. De manera interesante, TP53INP1 y su homdlogo TP53INP2 pueden actuar
de manera positiva para incrementar la estabilidad y actividad transcripcional de la
proteina p53. Ademas, TP53INP2 participa en autofagia ya que se une a la proteina
LC3 y ambas proteinas se relocalizan en la membrana del autofagosoma.
Adicionalmente, TP53INP2 se une al complejo transmembranal VMP-BECLINA1
durante la autofagia (Cano et al., 2009; Nowak and lovanna, 2009). Por ultimo, la
actividad transcripcional de p53 es controlada por un sistema auto-regulatorio a
través de su regulador negativo MDM2, que ubiquitina y favorece la degradacion de

p53, en conjunto con su homoélogo MDM4 (Toledo and Wahl, 2007).
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Como ya se menciond anteriormente, las mutaciones en el gen TP53 representan las
alteraciones mas frecuentes en el cancer humano; existen mas de 1200 mutaciones
distintas reportadas y la mayoria de estas mutaciones estan localizadas en el dominio

de unidn al DNA (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de mutaciones somdticas del gen TP53 de acuerdo a la base de datos de
mutaciones de TP53 de IARC (Brosh and Rotter, 2009)

AuUn mas, estas mutaciones son seguidas por la pérdida de heterocigosidad en
la cual se inactiva el alelo silvestre remanente (Brosh and Rotter, 2009; Dearth et al.,
2007). Mediante la formacién de tetrameros, las proteinas p53 mutantes (p53mt)
ejercen un efecto negativo dominante (EDN) sobre la proteina p53 silvestre (p53wt).
Dado que no todas las proteinas p53mt tienen la misma capacidad para inactivar a
p53wt, la pérdida de heterocigosidad adquiere importancia (Dearth et al., 2007). Las
mutaciones de p53 son clasificadas en conformacionales (R175H, G245S, R249S y
R282W) o de contacto (R248Q, R248W, R273H y R273C). En las mutaciones
conformacionales o estructurales se afectan residuos esenciales para mantener la
conformacidn de toda la estructura de union al DNA. Por ejemplo, la mutaciéon R175H

afecta la region de unidn al zinc, la cual estabiliza la unién entre los bucles L2 y L3 que
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se unen a la hendidura mayor del DNA. La mutacién R249S afecta la estabilidad de L3,
favoreciendo el cambio a una conformacion no nativa. Por otro lado, las mutaciones
de contacto afectan sélo residuos que son esenciales para la unién con el DNA. Por
ejemplo, las mutaciones R273H y R273C, dos de las cinco mutaciones mas frecuentes
en cancer, pierden el residuo de arginina en la posicidn 273 que establece un contacto
esencial con el DNA (Joerger and Fersht, 2008). Ambos tipos de mutaciones tienen
varios efectos sobre la actividad de la proteina p53: adquisicién de una mayor
estabilidad al no estar sujeta a degradacién por MDM?2, debido tanto a la incapacidad
de p53mt para transactivar el promotor de MDM2 como a una menor afinidad de
union entre las dos proteinas (Lukashchuk and Vousden, 2007). Debido a que la
proteina p53 funciona como tetrdmero, la formacién de tetrdmeros compuestos por
moléculas de p53 mutante (p53mt) y silvestre (p53wt) inhibe la funcidn
transcripcional de p53wt (PDF) y debido a que la concentracion de p53mt es mayor
que la de p53wt es improbable que se formen tetrdmeros exclusivamente de p53wt
(Chan et al., 2004; Dearth et al., 2007) (Figura 6). De la misma manera la proteina p53
mutante también tiene la capacidad de inactivar a p63 y p73 que son otros miembros
de la familia p53 (Brosh and Rotter, 2009). Por otro lado, la proteina p53mt puede
adquirir nuevas actividades con propiedades oncogénicas conocidas como ganancia
de funcién (GDF). Estas actividades tienen que ver con una nueva capacidad
transcripcional que se lleva a cabo por medio de secuencias no candnicas en la region
promotora de sus genes blanco o a través de su unién a otros factores de transcripcion
(SP1, EST1 NF-Y) y a otras proteinas. Esto lleva a que p53mt active o reprima genes
gue actuan en resistencia a farmacos anticancerigenos, inestabilidad gendmica e
incremento en la capacidad metastasica de los tumores. Algunos de los genes que
p53mt activa de esta manera son MAD1, MDR1, MYC, FN1, EGR1, EGF-R, NARS2
(Brosh and Rotter, 2009; Strano et al., 2007; Xu, 2008).
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Figura 6. Impacto funcional de mutaciones en el gen TP53. EDN: efecto dominante negativo; PDF:
pérdida de funcién; GDF: ganancia de funcion. (Brosh and Rotter, 2009)

1.5. p53 como un blanco potencial para tratamientos contra el cancer

La gran importancia que la proteina p53 tiene en cdncer la hace un blanco
potencial para el desarrollo de terapias antitumorales. Muchas de las estrategias
quimioterapéuticas utilizadas (cisplatino, taxol, carboplatino) se basan en agentes que
activan a la proteina p53 o a otros miembros de su familia. Sin embargo, estas
estrategias han encontrado el problema de que una gran mayoria de canceres poseen
mutaciones en el gen TP53 que impiden la activacién de la proteina p53, asi como de
p73 o p63 (Li and Prives, 2007). Esto ha llevado a la busqueda y desarrollo de nuevas
modalidades de terapia, utilizando compuestos quimicos que sean capaces de

reactivar la funcién supresora de tumor de las proteinas p53mt.
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Es muy importante sefalar que esta nueva estrategia se basa en el hecho de
que la conformacién mutante de la mayoria de las p53mt es reversible y que gran
parte de las p53mt encontradas en los tumores malignos se encuentran sobre-

expresadas y posiblemente modificadas post-traduccionalmente.

1.5.1. Desarrollo de moléculas pequeiias dirigidas contra p53 mutante

Las nuevas estrategias terapéuticas se han centrado en el desarrollo de
moléculas pequefias de baja masa molecular que tienen como blanco a la proteina
p53 mutante ya sea induciendo su degradacidn, inhibiendo su activacidn, inhibiendo
su actividad pro-oncogénica, estrategias combinadas que inhiben tanto las vias
oncogénicas como la activacion de la mutante y reactivando su funcién wt-like como
supresora de tumores (Figura 7) (Bykov et al., 2002; Girardini et al., 2014). Algunas
de las moléculas mds promisorias son: CDB3, péptido sintético de 9 aminoacidos
derivado de la proteina P53BP2, la cual es conocida por aumentar la afinidad de p53wt
en su unién al DNA; P53C, péptido de 46 aminodcidos derivado de la region carboxilo
terminal de p53, que reactiva ala p53mt ayudando al plegamiento del dominio central
o mediante el establecimiento de nuevos contactos con el DNA. Por ultimo, la
molécula PRIMA, que ha sido la mas estudiada y que fue descubierta mediante la
busqueda de compuestos con capacidad para suprimir el crecimiento de células
tumorales que expresan p53mt (Brown et al., 2011; Bykov et al., 2002; Charlot et al.,
2006; Levine and Oren, 2009; Olivier et al., 2010; Selivanova and Wiman, 2007; Wang
and Sun, 2010).
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Figura 7. Potenciales estrategias terapéuticas que tienen como blanco a p53 mutante. (1) Induccion a
degradacion de p53 mutante: compuestos que inhiben la formacion de complejos estables entre p53
mutante y la maquinaria de HSP90 por 17AAG (inhibidor de HSP90) o SAHA (inhibidor de HDAC6)
permitiendo la accion reguladora de MDM?2 y otras E3 ubiquitin ligasas para la degradacion de p53
mutante. La degradacion de p53 mutante también se puede mejorar por restriccion o privacion de
glucosa; (2) Inhibicion de la activacion de p53 mutante: la inhibicion farmacoldgica de cinasas o
activadores de p53 mutante como PIN1 puede restringir sus actividades pro-oncogénicas; (3) Inhibicion
de la actividad de p53 mutante: las funciones de p53 mutante pueden ser restringidas al evitar la
interaccion de la mutante con otros miembros de la familia de p53 (p73) a partir de moléculas que
interferien la formacion de complejos con la proteina p53 mutante; (4) Estrategias combinadas:
utilizando simultdneamente farmacos que se dirigen contra p53 mutante e inhibidores de activacion de
las vias oncogénicas cooperando de manera sinérgica para impedir la progresion del tumor; (5)
Reactivacién de funciones wt-like (tipo salvaje): la reactivacion farmacoldgica de las funciones wt-like
de mutantes puntuales de p53 puede favorecer la recuperacion de la capacidad de p53 como supresor
de tumores en las células tumorales. TFS 6 FTs (factores de transcripcion); TRKS (receptores tirosina
cinasa) (Girardini et al., 2014).

1.5.2. Quimioterapéuticos comunes en combinacién con compuestos

de origen natural contra el cancer.

La busqueda de compuestos de origen natural con propiedades anti-
cancerigenas también ha atraido el interés de la comunidad cientifica, pero hasta

ahora el Unico producto con la propiedad de inducir la expresion de genes blanco para
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p53wt en células que expresan p53mt, es el extracto de la planta Brachylaena
ramiflora (Asteraceae). Este extracto fue probado en células SAOS-2 (p53 null) y
H1299 (p53 null) transfectadas con los plasmidos que expresan las proteinas p53mt
R273H y R175H; en ambos casos, y luego de ser tratadas con el mencionado extracto,
se observd la induccidn de los genes P21, PUMA y MDM2 (Karimi et al., 2010). Por
otro lado, el Resveratrol es conocido por su capacidad para inducir tanto la expresién
de p53wt como la via apoptédtica de esta importante proteina (Athar et al., 2009;
Shakibaei et al., 2009). Pese a que el Resveratrol es uno de los compuestos naturales
mas estudiados, aun no se conoce si posee la capacidad de reactivar a proteinas p53
de tipo mutante (Lin et al., 2002). En este trabajo se observé que el Resveratrol
incrementa la expresién del mRNA de P21 en la linea tumoral de préstata DU145 que
expresa p53mt. Es importante sefalar que la tendencia en el desarrollo de esquemas
quimioterapéuticos se ha enfocado en la combinacidn de productos de origen natural
como Genisteina o el Resveratrol con quimioterapia o radioterapia para conseguir un
tratamiento mads efectivo (Sarkar and Li, 2006). Se sugiere que estos compuestos
pueden ayudar a las terapias tradicionales, modificando la actividad de genes clave

en procesos de proliferacién, apoptosis y metabolismo celular como p53 o NF-kB.

Los medicamentos basados en el uso del cisplatino estan entre los agentes anti-
cancerigenos mas activos y usados con éxito en muchos tipos de cancer, pero su
toxicidad representa una limitante. Estos compuestos quimioterapéuticos son muy
citotdxicos e inducen una serie de efectos secundarios muy desagradables. Ademas
de que tumores que expresan p53mt frecuentemente no responden a ciertas
guimioterapias y pueden causar resistencia. Por ejemplo, se ha observado que las
células que expresan proteinas p53mt son mas resistentes al cisplatino (O'Connor et
al.,, 1997) y que esta resistencia se asocia con la disminucidon de los niveles de
apoptosis y aumento en los mecanismos de reparacién del DNA, procesos que
involucran a p53 (Burger et al.,, 2011; Piovesan et al.,, 1998). En la busqueda de

agentes quimiosensibilizadores, la comunidad cientifica ha encontrado que los
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compuestos de origen natural pueden ser una buena opcion. Asi, el Resveratrol se ha
usado exitosamente con diversos compuestos como adriamicina, doxorubicina,
cisplatino (que dafian al DNA) y paclitaxel (que dafa el citoesqueleto), entre otros
(Gupta et al., 2011; Sarkar and Li, 2006). Todos estos estudios sugieren que el
Resveratrol pudiera ser usado para mejorar la respuesta de los tumores a las drogas
quimioterapéuticas de uso comun. Aun mas, cuando se usé el Resveratrol en
combinacidn con estos agentes citotdxicos se observd que esta fitoalexina puede

proteger contra su toxicidad (Kim et al., 2011).

1.5.2.1. Resveratrol: fitoquimico con propiedades

anticancerigenas

El resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxi-trans-estilbeno) es una fitoalexina natural
producida por una amplia variedad de plantas como respuesta a condiciones de
estrés, particularmente cuando éstas se encuentran bajo el ataque de patdgenos,
tales como bacterias u hongos o por exposiciéon a radiacion UV. El resveratrol, se
produce de forma natural en algunos alimentos de origen vegetal, por ejemplo, las
uvas, cacahuates y bayas. Es el miembro mas conocido e investigado de esta clase de
compuestos. El Resveratrol es actualmente utilizado en la practica clinica debido a sus
multiples y bien documentadas propiedades quimiopreventivas y anticancerigenas
(Hosseini and Ghorbani, 2015). Este compuesto tiene un alto impacto y aplicacion en
el area de oncologia, comprobado por el nimero de ensayos clinicos, registrados y en
curso, en las bases de datos internacionales, como Estados Unidos y la Unién Europea.
Ademas, diversos datos epidemiolégicos asocian el consumo de resveratrol con la
inhibicién de varias enfermedades crénicas, incluyendo el cancer (Rimando and Suh,
2008). En particular, se ha observado que la ingestion de alimentos ricos en

resveratrol produce una disminucidn significativa en la incidencia de cancer de piel y
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mama, asi como una disminucién en la progresidon de adenocarcinoma de pulmén

(Bishayee, 2009; Levi et al., 2005)

En las plantas, existen dos isémeros: trans-resveratrol y cis-resveratrol y sus
glucdsidos, trans-piceido y cis-piceido. El trans-isdmero no conjugado (aglicona) es el
mas estudiado, in vitro. Por otra parte, el resveratrol posee una biodisponibilidad
baja, es rapidamente metabolizado en el intestino y el higado por las enzimas de fase
I, y los productos finales de este metabolismo son principalmente los glucurénidos y

derivados sulfatados (Wenzel and Somoza, 2005) (Figura 8).
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Figura 8. Metabolismo del resveratrol-3-glucdsido (piceido), principal metabolito del resveratrol
presente en plantas; posterior a la desconjugacion del piceido, resveratrol-3-glucordnido, resveratrol-
4’-glucordnido, resveratrol-3-sulfato y resveratrol-4’-sulfato son los metabolitos principales de la fase |

del metabolismo del resveratrol (aglicona) (Varoni et al., 2016).

Datos preclinicos corroboran la interaccion de los fitoquimicos con diversos
blancos bioquimicos y moleculares involucrados en el proceso de carcinogénesis

(Varoni et al., 2016) . Recientes investigaciones se han enfocado en dilucidar los
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mecanismos quimiopreventivos y quimioterapéuticos que desencadena el uso del
resveratrol en la prevencion, arresto o reversion de las etapas de la carcinogénesis.
Ademas de los mecanismos compartidos por varios fitoquimicos, el resveratrol puede
actuar como un agente supresor sobre varias vias de sefializacidon alteradas,
adquiriendo un papel como agente pleiotrdpico funcional, el cual ejerce su efecto
sobre multiples blancos en las células cancerigenas con toxicidad limitada hacia las
células normales (Figura 9). El resveratrol aporta una mayor contribucién gracias a
sus propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias e inmunomoduladoras, reduciendo
el dafio inducido debido al estrés oxidativo (dafio al DNA, oxidacidon de proteinas y
peroxidacién de lipidos) y aumentando la vigilancia del sistema inmune (Varoni et al.,
2016). Por otro lado, el resveratrol puede actuar como un agente de bloqueo en el
proceso de transformacion de pro-carcindgeno a carcindgeno ya que inhibe a la
citocromo mono-oxigenasa P450 isoenzima CYP1 Al, enzima hepdtica encargada del
metabolismo de xenobidticos (Chun et al.,, 1999; Diaz-Gerevini et al., 2016). El
resveratrol tiene actividades multiples mediante su interaccion con distintas

biomoléculas (Britton et al., 2015).
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Figura 9. Mecanismos involucrados en la actividad anticancerigena del resveratrol. Varios procesos
celulares son blanco del resveratrol, ya sea regulando positiva (+) o negativamente (-) diferentes vias

celulares (Varoni et al., 2016)
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Varios tipos de cdncer son promovidos en cierta forma por un bajo grado de
inflamacién sistémica crénica, caracterizada por la presencia elevada de
biomarcadores de inflamacidn en la circulacidn, tales como citosinas (ej. Interleucinas
(IL)-8, IL-6, IL-1, and IL-12), prostaglandina E2 (PGE2), factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) e interferones (INF). EI Resveratrol actua principalmente sobre la expresion
de TNF-a y sus vias de sefializacion, de manera dosis dependiente, inhibiendo tanto
la activacion del factor nuclear kappa-B (NF-kB) (sin afectar la expresién), como la
actividad transcripcional de p65 (sin bloquear la translocacién al nucleo) (Ren et al.,
2013). Por otro lado, el resveratrol ha mostrado que inhibe la activacion de AP-1 por

TNF-a (Manna et al., 2000)

Adicionalmente, el resveratrol inhibe directamente todas las fases de la
carcinogénesis modulando vias relacionadas con estrés oxidativo. Como sabemos,
tanto los efectos antioxidantes como los pro-oxidantes juegan un papel importante
en la carcinogénesis. El balance entre los efectos antioxidantes y pro-oxidantes del
resveratrol sigue siendo muy controversial y dependiente de la dosis utilizada en los
ensayos. Respecto a esto, se han encontrado 2 grandes funciones opuestas de este
fitoquimico: la primera relacionada con su actividad quimiopreventiva asociada a su
efecto antioxidante con el fin de reducir el deterioro o los dafios a macromoléculas
esenciales; y la segunda relacionada con su potencial quimioterapéutico asociada a la
induccion de generaciéon de ROS en células cancerigenas llevando a un indice mayor

de apoptosis (Varoni et al., 2016).

El resveratrol induce un arresto en el ciclo celular via induccién de p21 y otros
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDKI), disminuyendo tanto la
expresion como la actividad de ciclinas y CDKs (Ahmad et al., 2001). Diversos autores
han reportado que el resveratrol produce una disminucion en pRb hiperfosforilada

con un aumento relativo en pRb hipofosforilada, lo cual compromete la disponibilidad
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de E2F libre y regula negativamente la expresion a nivel de proteina de cinco

miembros de la familia E2F (1-5).

En resumen, el resveratrol reduce el crecimiento y proliferacion de células
cancerigenas al actuar directamente sobre el ciclo celular, factores de crecimiento,
CDKs vy factores de transcripcion. De manera global, el resveratrol conduce a una
quimioprevencion mejorada, mediante la modulacidon de genes implicados en la

proliferacién, asi como la promocién de la apoptosis de células de cancer.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Recientemente, en nuestro laboratorio se realizaron estudios de microarreglos
para observar el efecto del Resveratrol en la expresién global de genes en varias lineas
celulares (Diaz-Chavez et al., 2013; Garcia-Zepeda et al., 2013; Leon-Galicia et al.,
2013). De manera interesante, en la linea celular C33A (con la mutacidon R273C en
p53) tratada con Resveratrol, se observd expresion elevada de varios genes (P73,
TP53INP1, TP53INP2, PIG3, PIG11, GADD45B, PERP, ASPP1 y DUSP1) que son blancos
transcripcionales de p53wt (Attardi et al., 2000; Contente et al., 2002; Chen et al.,
2001; Davies et al., 2011; Liang et al., 2004; Liu et al., 2008; Nowak and lovanna, 2009;
Perk et al., 2005; Samuels-Lev et al., 2001). Ademas, se determind que la expresiéon
de algunos genes (EGR1, MYC, NARS2, ID1, BAG1) regulados positivamente por p53mt
disminuye después del tratamiento con el Resveratrol (Ahn et al., 2009; Brosh and
Rotter, 2009; Dell'Orso et al., 2010; Strano et al., 2007). También se observé que el
Resveratrol disminuye la expresién de genes (PIRH2, MDM4, BAG1) que estdn
involucrados en la degradacién de p53wt, con lo cual este compuesto pudiera
aumentar la estabilidad de esta proteina. Asimismo, después del tratamiento de las
células C33A con Resveratrol, se detectd la sobre-expresion de genes (ASSP1, HSP40)
gue codifican para proteinas que se unen a p53 en el dominio de unién al DNA y cuya
funcién es estabilizar y estimular la actividad transcripcional de p53wt (Ahn et al.,
2009; Braithwaite et al., 2006; Duan et al., 2006; King et al., 2001; Liu et al., 2008;
Toledo and Wahl, 2007).

Por lo anterior, este proyecto propone al compuesto natural Resveratrol como un
posible reactivador de la actividad supresora de tumor de las proteinas p53mt, lo que
lo haria un complemento ideal de otros compuestos quimioterapéuticos, como el

cisplatino, que actuan activando la proteina p53wt.
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3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El Resveratrol es conocido por su capacidad para inducir tanto la expresién de
p53 como la via apoptdtica de p53. Sin embargo, no se ha realizado ningun estudio
sobre el efecto de este compuesto sobre las proteinas p53 mutantes. En este
proyecto, se propone al compuesto natural Resveratrol como un posible reactivador
de la actividad supresora de tumor en las proteinas p53mt, lo que lo haria un

complemento ideal de otros compuestos quimioterapéuticos como el cisplatino.
4. HIPOTESIS

El Resveratrol inducira la reactivacion de las vias antiproliferativa y proapoptdtica
de p53 en lineas celulares de cdncer que expresan la proteina p53 mutante,

induciendo la expresidn de genes regulados por p53 wt.
5. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar si el Resveratrol es capaz de reactivar a la proteina p53 en su actividad

transcripcional como supresora de tumor en lineas celulares que expresan p53mt.

5.2.  Objetivos Especificos

1) Determinar la IC50 de las distintas lineas celulares tratadas con Resveratrol.

2) Determinar los posibles cambios en los niveles de expresidn de la proteina p53 en
lineas celulares que expresan diferentes formas mutantes de esta proteina después
de ser tratadas con Resveratrol IC50 a 24 y 48 horas.

3) Analizar el nivel de mRNA de genes blanco de la proteina p53 wt en las lineas

celulares tratadas y no tratadas con Resveratrol (24 h).
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1. Lineas celulares

Con el fin de abarcar un amplio espectro de mutaciones tanto
conformacionales como de contacto del gen TP53, se cultivaron las lineas celulares:
C33A (R273C) derivada de cancer cervical; SW480 (R273H) de carcinoma colorectal;
MDA-MB-231 (R280K); T47D (L194F), SK-BR-3 (R175H) de cancer mamario y SW13
(H193Y) derivada de carcinoma adrenocortical. En estas lineas el alelo silvestre de p53
se ha perdido (Hui et al., 2006; Rochette et al., 2005) (Handbook of p53 mutation in

cell lines).
6.2. Cultivo celular

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina.

Los cultivos se incubaron a 37°C en atmdsfera hiumeda con 5% de CO».
6.3. Ensayos de proliferacion celular (MTT)

Las lineas celulares fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad
de 25,000 células por pozo 24 horas antes de su tratamiento. Posteriormente se
trataron con concentraciones de 0, 50, 100, 150, 200, 250 uM/ml de Resveratrol
(Sigma-Aldrich) disuelto en etanol, utilizandose como control etanol al 0.3% durante

48 horas.

Después de 48 horas, se retiré el medio y se incubd a las células con 0.5 mg/ml
de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos a 37°Cy 5% de CO2 en medio libre de suero. Se retird el medioy
los cristales de formazdan precipitados fueron solubilizados con 500 pL de isopropanol
acido (3.4 puL HCI/ml Isopropanol). Se leyé la absorbancia de la reaccion colorimétrica

a 570 nm de longitud de onda en un lector de Elisa Sunrise Tecan. El porcentaje de
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crecimiento fue calculado considerando la lectura del control como el 100% vy se

determiné la IC50 por interpolacién usando el programa GraphPad Prism 5.
6.4. Western Blot p53

Las lineas celulares fueron tratadas con etanol y con su respectiva RES IC50
por 24 y 48 horas. Las células fueron cosechadas en PBS 1x pH 7.4 y centrifugadas a
5000 RPM, 5 minutos a 4°C. La extraccidn de proteinas totales se realizé con buffer
RIPA (50 mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% Nonidet-P40, 0.5% deoxicolato de
sodio, 1 mM EDTA, 2 mM PMSF) con inhibidores de proteasas (10ul/ml de inhibidores
Boehringer). Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12% en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a 20 miliamperes y transferidas a
membranas de nitrocelulosa de 0.45 micras durante 1 hora a 100 Volts ; seguido de 1
hora de bloqueo con leche descremada al 5% en PBS y un lavado con TWEEN-20 0.1%.
Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal de ratén p53-HRP
(DO-1) (Santa Cruz Biotechnology) toda la noche a 4°C. Como control de carga de la
proteina, fue utilizado el anticuerpo anti-actina HRP (Sigma) incubado durante 1 hora
a temperatura ambiente. El analisis densitométrico de las bandas obtenidas se realizé

con los programas GeneSnap y GeneTools de SynGene.
6.5. Extraccion de RNA.

Posterior a los tratamientos de 24 horas con etanol y RES IC50 de cada linea
celular, se retiré el medio a las células y se les adicioné 1 ml de Trizol. Para la
extraccién de RNA se les adiciond 200 pl de cloroformo y se mezclé por inversion. La
mezcla se centrifugd por 15 min a 14,000 RPM a 4°C. Se recuperd la fase acuosa en
un tubo nuevo, al que se le agregaron 500 ul de isopropanol; se incubaron las
muestras a -20°C por 20 minutos; en seguida se centrifugaron durante 15 min a
14,000 RPM a 4°C. Se decantd el sobrenadante y se adiciond a la pastilla 1 ml de etanol
al 75% en agua tratada con DEPC; se centrifugéd 10 minutos a 7500 RPM a 4°C, se

decanto el sobrenadante y se dejé secar la pastilla, resuspendiéndola después en 26
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ul de agua DEPC. El RNA total se traté con DNasa | libre de RNasa (Ambion)(1 uL por

muestra) en su respectivo Buffer (3 puL por muestra).
6.6. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé con el Kit Thermo Scientific First Strand cDNA
Synthesis de acuerdo al protocolo del kit. Se prepard la mezcla de reaccién con 3 ug
de RNA, ala cual se le adiciond 1 pl de Oligo-dT (0.5ug/uL), completando a un volumen
total de 11 pl con H,0 libre de RNAsas. Se incubé durante 5 min a 65°C y en seguida
se colocé en hielo por 2 minutos. Transcurrido el tiempo se adicionaron 4l de Buffer
de reaccién 5x, 1 pl del inhibidor de RNasa RiboLock (20 U/uL), 2uL del mix de dNTP
(10 mM) y 2 uL de la enzima reverso transcriptasa M-MulV (20 U/uL). Se incubé por 1
hora a 37°Cy posteriormente se inactivé la reaccidn incubando la muestra a 70°C por

5 minutos.
6.7. RT-PCR en Tiempo Real (RT-qPCR)

Para realizar la cuantificacidn de los niveles de transcripcion de los genes de
interés mediante la amplificacidon en tiempo real, se utilizé el kit Thermo Scientific
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix. Para 1 uL de muestra (cDNA) se adicionan
10 pL de SYBR Green, 1 uL de Oligo (Oligo IDT) y 8 uL de agua libre de nucleasas. En el
caso de Oligos Sigma (correspondientes al Fw y Rv de cada gen a evaluar) se adiciona
1 pL de muestra, 10 pL SYBR Green, 1 plL de Oligo Fw, 1uL de Oligo Rvy 7 uL de agua
libre de nucleasas. Con el propésito de estandarizar los niveles de expresion de cada
gen, se calculé la expresion relativa del RNA mensajero del gen constitutivo B2-
microglobulina. Los datos se analizaron utilizando la ecuacién descrita por Livak (60).
Los productos amplificados tienen un tamano que estd entre 100 y 150 pares de

bases.
Los genes analizados se escogieron bajo los siguientes criterios:

» Genes involucrados en diversos procesos regulados por p53wt.
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» Genes a cuyos promotores la proteina p53wt se une ya sea con una

afinidad alta, media y baja

Tabla 1. Secuencias de oligos utilizados para RT-gPCR

B2-microglobulina Primer1 5’-ACCTCCATGATGCTGCTTAC-3’ IDT
Primer2 5'-GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGT-3’
TP53 Primer1 5’-CTTACATCTCCCAAACATCCCT-3’ IDT
Primer 2 5’-CCAGGACTTCCATTTGCTTTG-3’
P21 Forward 5-GGAAGACCATGTGGACCTGT-3’ Sigma
Reverse  5'-GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA-3’
MDM2 Primer1 5-GTGCATTTCCAATAGTCAGCTAA-3’ IDT
Primer2 5’-AGAAGGACAAGAACTCTCAGATG-3’
PUMA Primer1 5’-CACCTAATTGGGCTCCATCT-3’ IDT
Primer 2 5’-ACGACCTCAACGCACAGTA-3’
BAX Primer1 5’- AAAGATGGTCACGGTCCAAC-3’ IDT
Primer 2 5-CAAACTGGTGCTCAAGGC-3’
GADD45B Forward 5-GGGAAGGTTTTGGGCTCTCT-3’ Sigma
Reverse  5’-GGTCACCGTCTGCATCTTCTG-3’
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7. RESULTADOS

7.1. El Resveratrol ejerce un efecto anti-proliferativo dosis dependiente
en lineas celulares de cancer que presentan distintas mutaciones en el

gen TP53.

Con el fin de determinar el efecto anti-proliferativo que ejerce el resveratrol
(RES) sobre lineas celulares de cancer que presentan distintas mutaciones del gen
TP53, se evalud el efecto de éste sobre el crecimiento por medio de ensayos MTT.
Se observé que el etanol (0.3% v/v) no tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento de las distintas lineas celulares y por lo tanto se utilizé como vehiculo
en todo el proceso experimental y fue considerado como el ndmero inicial de

células al 100% en los ensayos MTT.

Las lineas celulares de cancer cervical C33A (p53 R273C); carcinoma
colorectal SW480 (R273H); cdncer mamario MDA-MB-231(R280K), T47D (L194F),
SK-BR-3 (R175H) y carcinoma adrenocortical SW13 (H193Y), fueron tratadas con
concentraciones crecientes de resveratrol (0-250 pumol/L) por 48 horas. El RES
indujo un efecto inhibitorio dosis dependiente sobre la proliferacién de todas las
lineas celulares, con valores de concentracion inhibitoria al 50% (IC50) en un rango
de 110-182 umol/L (C33A 168.4 umol/L; SW480 181.4 umol/L; MDA-MB-231 157.7
umol/L; T47D 110.6; SK-BR-3 139.4 umol/L; SW13 140.5 umol/L) (Figura 10).

No se determind si la inhibicidn de la proliferacién era debida a un arresto

en la proliferacién celular (citoestaticidad) o por muerte celular (citotoxicidad).
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Figura 10. Disminucién de la viabilidad celular en lineas celulares de cdancer con fenotipo
p53 mutante al ser tratadas con resveratrol. Se determind la IC50 mediante ensayos MTT.
Los porcentajes de crecimiento fueron normalizados en funcion a las células control tratadas
con etanol (0.3% v/v). Los valores representan el promedio de al menos cuatro experimentos
distintos +DS. a) Lineas celulares C33A, MDA-MB-231 y SW480. b) Lineas celulares SK-BR-3,
T47D y SW13.
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7.2. Efecto del resveratrol sobre los niveles de proteina p53

Se determind mediante analisis de western blot el cambio en los niveles de
la proteina p53 en las lineas celulares C33A, SW480, MDA-MB-231, T47D, SK-BR-3 y
SW13 que expresan distintas mutantes de la proteina posterior a los tratamientos
con resveratrol IC50 por 24 y 48 horas. La cuantificacién densitométrica demostré
que el Resveratrol produjo un aumento estadisticamente significativo en los niveles
de proteina p53 total en las lineas celulares SW13 y T47D a las 24h mientras que a
las 48h los niveles se incrementaron en practicamente todas las lineas, a excepcién

de SK-BR-3 en la cual se observd una clara disminucion de la proteina.
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Figura 11. El resveratrol produce cambios en los niveles de proteina p53 total. Las lineas celulares
fueron tratadas con etanol (vehiculo) o resveratrol utilizando la ICso correspondiente de cada una por
24y 48 h. a) Western blot representativo de dos ensayos independientes. OH: tratamiento con etanol;
RES: tratamientos con resveratrol. b) Grdfica de densitometria. Linea continua representa
tratamiento con etanol. * representa cambio significativo obtenido por andlisis t-student (*=p<0.05,

**2p<0,01; ***=p<0.001)
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7.3. Elresveratrol produce cambios en la expresidon de genes blanco de

p53 wt en lineas celulares p53 mt.

Con el fin de determinar si el RES ejercia su efecto de inhibicidon de
proliferacion celular mediante mecanismos relacionados a p53 wt, se analizaron los
cambios en los niveles de expresion de mRNA de diversos genes blanco de p53. Las
células fueron tratadas con su correspondiente RES IC50 por 24 horas y
alternativamente se realizaron tratamientos con RES IC50 mas pifitrina-a (30
umol/L) que actia como inhibidor de la actividad transcripcional de p53wt para
determinar si la activacion de estos genes es dependiente de un cambio de
conformacion de p53 mutante a “wt-like”. En experimento se seleccionaron genes
involucrados en arresto del ciclo celular, reparacion de DNA y apoptosis, para los

cuales p53 presenta distinta afinidad.

No se observé incremento en los niveles de mRNA del gen TP53 en
practicamente ninguna linea celular, a excepcidn de la linea SW13 (Figura 12 f). Por
otro lado, el tratamiento con resveratrol produjo un aumento significativo (del
doble o mads) en los niveles de transcrito del gen p21 en las seis lineas celulares
estudiadas (Figura 12 a-f). Aunque se observa una tendencia de disminucién del
nivel de transcrito en presencia de pifitrina-o, en general no existe una diferencia
significativa (Figura 12 a, ¢, d, f). En el caso de MDM2, regulador negativo de la
proteina p53, se observé un aumento en el nivel de transcrito en las lineas MDA-
MB-231 (Figura 12 c), SW13 (Figura 12 f), SW480 (Figura 12 b) y SK-BR-3 (Figura 12
e), mostrando ser regulado por p53 Unicamente en la SK-BR-3. El nivel de transcrito
del gen pro-apoptotico PUMA aumentd significativamente (doble o mas) por RES
en todas las lineas celulares utilizadas, a excepcién de T47D (Figura 12 d), y de
manera similar a lo sucedido con p21, se aprecia una tendencia hacia una regulacion
del gen dependiente la actividad transcripcional de p53 pero sin observarse una

diferencia significativa. La expresion de BAX, otro gen pro-apoptoético estudiado, se
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vio aumentada en las lineas MDA-MB-231 (Figura 12 c) y SK-BR-3 (Figura 12 e)
donde la regulacion por p53 no es tan evidente. Por ultimo, el nivel del transcrito
del gen GADDA45B fue el que mostrd un mayor aumento en practicamente todas las
lineas celulares, a excepcion de MDA-MB-231 (Figura 12 c), observandose en C33A
(Figura 12 a), SW480 (Figura 12 b), T47D (Figura 12 d) y SK-BR-3 (Figura 12 ) una

inhibicién en presencia de la pifitrina-a.
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Figura 12. El resveratrol aumenta los niveles de expresion (mRNA) de genes blanco de p53wt en lineas
celulares con p53mt. Los valores fueron determinados por RT-qPCR y estdn representados por
numero de veces de incremento para cada gen 'y normalizados con el gen constitutivo f2M. Los datos
muestran las medias DS de por lo menos tres experimentos independientes. * representa cambio
significativo obtenido por andlisis t-student (*=p<0.05). “OH” “RES” y “R+P” tratamiento con vehiculo
EtOH, tratamiento con resveratrol, tratamiento con resveratrol y pifitrina por 24 horas,
respectivamente.
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8. DISCUSION

El resveratrol es un prometedor agente quimiopreventivo y quimioterapéutico
gue media muchos blancos celulares en diferentes vias de sefializacién relacionadas
al cancer. La lista notable de los efectos beneficiosos demostrados en los
organismos eucariotas y los seres humanos, explica el gran interés despertado por
este compuesto. Dichos efectos benéficos incluyen propiedades anti-oxidantes,
anti-envejecimiento, mejora de la sensibilidad a la insulina, reduccién del riesgo de
enfermedad cardiovascular y quimioprevencién del cancer, entre otros (Pezzuto,
2011). Diversas publicaciones cientificas recientes han reportado la actividad
antiproliferativa y pro-apoptdtica del resveratrol en una gran variedad de lineas
celulares de cdncer humano que van desde lineas celulares de cancer de préstata,
de mama, linfoma, leucemia hasta mesotelioma (Can et al., 2012; Castillo-Pichardo
and Dharmawardhane, 2012; Hussain et al., 2011; Iguchi et al., 2012; Juan et al.,
2012; Lee et al., 2013).

Muchos mecanismos de accion se han postulado para explicar la actividad
antiproliferativa del resveratrol. Estos incluyen la activacidn de la via apoptdtica
intrinseca, la liberacién mitocondrial de citocromo C con la participacién de Bax, la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), la modulacion de la ruta de la
proteina supresora de tumor p53 y la activacién de la via extrinseca por receptores
de muerte (Delmas et al., 2011). Los presentes resultados de los ensayos MTT
demuestran que el resveratrol tiene un efecto negativo sobre la proliferacién de las
seis lineas celulares de cancer estudiadas a pesar de tener mutaciones en p53. Sin
embargo, en este trabajo no se determind si la reduccion en la biotransformacién
de MTT a cristales de formazan era debido a un efecto de arresto en la proliferacién
celular (citoestaticidad) o por muerte celular (citotoxicidad). Para determinar lo
anterior se podria estudiar el efecto del resveratrol sobre la progresion del ciclo

celular mediante el método de anexina V/yoduro de propidio. Lo anterior fue
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previamente evaluado en nuestro grupo de trabajo en la linea celular C33A donde
se observo que el tratamiento con 150 umol/L de resveratrol por 48 horas, en una
concentracion muy cercana a la IC50 determinada en el presente estudio, provocé
un aumento en la fase S del ciclo celular induciendo la disminucién correspondiente
en la fase Gi, observdndose un efecto inverso cuando las células fueron tratadas a
una mayor concentracién de resveratrol (250 umol/L). Posterior a eso se analizé
apoptosis por citometria de flujo utilizando el método de anexina V y se observé un
aumento en las células apoptdticas en los tratamientos con 150 umol/L de
resveratrol sin mayor aumento al ser tratadas con una concentracién mayor (250

umol/L) (Garcia-Zepeda et al., 2013).

Por otro lado, se ha reportado que el resveratrol interfiere especificamente
con la cadena respiratoria mitocondrial, y conduce al aumento de la produccién de
ROS (Wallace, 1999). El estado redox de las células juega un papel importante en las
distintas vias de apoptosis y las ROS producidas a nivel de mitocondria pueden estar
implicadas en la muerte celular (Mignotte and Vayssiere, 1998). La modulacién de las
enzimas antioxidantes puede explicar la capacidad del resveratrol para inhibir el dafio
del DNA en linfocitos humanos inducidos por diversos compuestos téxicos y su
capacidad de funcionar como agente quimiopreventivo (Sener et al., 2007;
Sengottuvelan et al., 2009; Sengottuvelan et al., 2006). La propiedad protectora del
resveratrol también se ha demostrado en tejido cardiaco donde mediante
microscopia electrénica se observd que el tejido tratado con DOX (20 mg/kg)
resultaba en una fragmentacidon masiva y lisis de miofibrillas, asi como vacuolizacién
de la mitocondria o pérdida completa de la cresta mitocondrial; tratamientos
simultaneos con resveratrol (10 mg/kg) redujeron el efecto negativo de la
administracion de DOX sobre el tejido cardiaco, donde los cardiomiocitos
presentaban apariencia normal y la mitocondria mantenia su estructura habitual (Al-
Harthi et al., 2014). La opinidn actual es que el resveratrol puede funcionar tanto

como pro-oxidante o anti-oxidante dependiendo de la concentracidn y el tipo de
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célula donde es administrado (Delmas et al., 2011). Por ejemplo, la exposicién de
células de leucemia a concentraciones sub-letales de resveratrol ejerce una accién
protectora que da lugar a la inhibicién de la apoptosis inducida por farmacos (Ahmad
et al., 2004). El fendmeno de la citoproteccion a dosis bajas y la citotoxicidad en dosis
altas se llama "hormesis". Hormesis describe la dosis-respuesta bi-fasica que es
comun no sdlo para el resveratrol, sino también a muchos fitoquimicos (Ferrari et al.,

2011).

El rescate de la funcién supresora de tumores de la proteina p53mt se ha
convertido en un enfoque atractivo para el desarrollo de terapias contra el cancer
(Selivanova, 2010). La activacién farmacoldgica de p53 en células de cancer puede
inducir diversas respuestas positivas o negativas para su erradicacion que van desde
la detencidn del crecimiento y la reparacion del DNA hasta la muerte celular lo que
limita la aplicacidn clinica eficiente de medicamentos dirigidos a la reactivacion de
p53. Elucidar los mecanismos moleculares que definen el resultado biolégico de la
activacion de p53 sigue siendo un gran desafio en el campo de estudio de la proteina
(Feldser et al., 2010; Junttila et al., 2010; Vousden and Prives, 2009; Xue et al.,
2007). Recientemente, se determind que la activacién farmacoldgica de p53 junto
con la inhibicion de la tiorredoxina reductasa ocasionada por la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), dan como resultado letalidad sintética en
células cancerosas. Las ROS promueven la activacion de cinasa c-Jun N terminal
(JNK) como respuesta al dafio, estableciendo un “loop” de retroalimentacion
positiva con p53, permitiendo que p53 en estado activo evite desencadenar
mecanismos de detencidn del crecimiento y senescencia optando por apoptosis.
Complementariamente, estos investigadores identificaron varios oncogenes
relacionados con supervivencia inhibidos por p53 dependiente de la JNK,
incluyendo MCL1, PI3K, elF4E, asi como inhibidores de p53 Wipl y MDMA4.
Mostraron que la ablacién de Wipl, uno de los ejecutores cruciales “corriente

abajo” de JNK confiere una respuesta transcripcional mejorada y sostenida de p53
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qgue contribuye a la muerte celular. Sus resultados proporcionaron nuevos
conocimientos para la manipulacién de la respuesta de p53 en una forma
controlada, lo que propone una nueva estrategia farmacoldgica para explotar un
nivel anormalmente alto de ROS, a menudo vinculada con una mayor agresividad
en el cancer, para matar selectivamente las células cancerosas a partir de la

reactivacion farmacoldgica de p53 (Shi et al., 2014).

Se ha sugerido previamente que la proteina p53 juega un papel muy
importante en las propiedades anticancerigenas del resveratrol. El resveratrol
induce ROS lo que genera una respuesta de activacién de proteinas cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERKs), cinasas c-Jun NH2-terminal (JNKs) y la
cinasa p38 que induce la activacion de p53 mediante modificaciones post-
traduccionales (fosforilacion de serina 15) (She et al., 2001). Las células cancerosas
amenudo aumentan la carga de estrés oxidativo y por lo tanto es probable que sean
mas sensibles a los dafios promovidos por insultos que generen mayor ROS (Shi et

al., 2014), como el generado por el resveratrol.

El resveratrol causa la acumulacién nuclear de la enzima ciclo-oxigenasa
(COX) -2 y de la proteina supresora de tumor p53. La sumoilacidon es importante
para la estabilizacion de p53 y una interaccién COX-2-SUMO-1 sugiere sumoilacién
de COX-2 en las células tratadas con resveratrol. Estudios de inmunoprecipitacidén
de cromatina han mostrado la unidn de COX-2 (nuclear inducida) a la regiéon
promotora de PIG3 vy Bax, genes pro-apoptéticos blanco de p53wt
transcripcionalmente activo. La acumulaciéon nuclear de ERK1/2 activada y COX-2
sumoilada son esenciales para la apoptosis inducida por resveratrol mediada por
pSer-15-p53 en células de cancer de ovario humano (Lin et al., 2011). Las
modificaciones postraduccionales confieren a la proteina p53 una mayor

estabilidad y se ha observado la presencia de p53 fosforilada constitutivamente en
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el residuo de serina 15 en células de cancer, hecho que puede estar relacionado con

la carga acumulativa de estrés oxidativo en las mismas.

Los resultados de los western blots, realizados en este proyecto, mostraron un
aumento en los niveles de la proteina p53 total en las lineas celulares de cancer con
p53 mt al ser tratadas con resveratrol; sin embargo, no se aprecié un aumento en
los niveles del transcrito del gen al ser analizados por RT-qPCR, por lo que podemos
inferir que el resveratrol puede tener un efecto mayor sobre la activacién y la
estabilidad de la molécula (modificaciones post-traduccionales) y no sobre la
expresion transcripcional de la misma. Podriamos analizar el efecto del resveratrol
en la activacién y estabilidad de p53 analizando (mediante western blot) el probable

aumento de p53 fosforilada contra la proteina total.

De manera interesante, determinamos que el resveratrol aumenté
significativamente los niveles de expresion del mRNA de los genes P21, PUMA vy
GADDA45B. Por otro lado, el nivel de mRNA de MDM2 aumenté de manera moderada
a alta, mientras que el nivel de mRNA de BAX solo aumentd en la linea MDA-MB-231.
Asumiendo un posible cambio de conformacion de la proteina p53mt hacia una “wt-
like”, el patron de expresion de los diferentes genes pudiera estar relacionado
principalmente a: 1) las diferencias en las secuencias de unién a p53wt de cada
promotor; 2) las caracteristicas intrinsecas de cada mutante y su comportamiento
producido por el resveratrol; 3) la afinidad de cada mutante hacia los diferentes
promotores, en relacion a las caracteristicas de cada linea celular. Por otro lado, los
experimentos realizados en presencia de la pifitrina-a, muestran una tendencia hacia
la disminucion de la expresiéon de los genes blanco de p53wt sugiriendo que la
activacion de los genes podria estar siendo regulada en parte por p53 mutante,
aungue estos resultados no mostraron significancia estadistica. Otra manera de
determinar la regulacion de p53 remodelada sobre sus genes blanco seria estudiando

la interaccion mediante ensayos de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP) o por
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medio de transfecciones de las mutantes o la p53 wt en células p53 null. Este
resultado abre varias opciones para explicar la regulacion de estos genes. Por un lado
es posible, aunque poco probable, que el aumento en la proteina p53 mutante sea
suficiente para aumentar los niveles de expresidon de los genes antes mencionados,
considerando que muchas mutantes conservan una baja o minima actividad
transcripcional relacionada a p53wt. Sin embargo, la linea celular SK-BR-3 fue de las
gue mayor actividad transcripcional de genes blanco regulados por p53wt tuvo, a
pesar de ser la Unica en donde se observd una clara disminucidon en el nivel de
proteina p53. El resultado anterior puede estar relacionado a que el efecto del
resveratrol hacia una posible conversién de la proteina mutante hacia una “wt-like”
fuera mas evidente, dando lugar a una mayor regulacion de sus genes blanco y que
dicha conformacién adquirida permita a la proteina p53 ser regulada negativamente
por MDM2. Por otra parte, pudiera darse un cambio conformacional de las proteinas
de mutante a una wt-like y que este cambio provocado por el resveratrol sea solo
parcialmente inhibido por la pifitrina-a. Es conocido que la proteina p73
perteneciente a la familia p53 también es capaz de regular a muchos de los genes que
regula p53wt y que al igual que p53 la proteina p73 esta sujeta a una inhibicién de su
actividad transcripcional por su unidn a p53 mutantes. Es posible que el cambio de
conformacidn en las mutantes de p53 no esté dirigido a su reactivacion wt-like, sino
gue este cambio inhibiera su unién a p73, permitiendo la actividad transcripcional de
ésta. Finalmente, existe la posibilidad que la activacion de los genes relacionados a la
ruta inhibitoria de la proliferacion y a rutas pro-apoptdticas de p53wt sea lograda por
el resveratrol de manera totalmente independiente de p53 y sea mediada por otros

miembros de la familia como p73.
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9. CONCLUSIONES

El resveratrol inhibe la proliferacion de manera dosis dependiente en las lineas
celulares de cancer con un fenotipo p53 mutante. Las dosis IC50 determinadas se

encuentran entre 110-182 umol/L.

El resveratrol produjo un aumento en los niveles de proteina p53 mas no en su nivel

de transcrito lo que sugiere un efecto de estabilizacidn de la proteina.

El resveratrol indujo la expresién de genes blanco de la proteina p53 wt en lineas
celulares que sélo expresan p53mt, lo que sugiere una reactivacién de la funcién

supresora de tumor de la proteina.
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10. PERSPECTIVAS

e Analizar el nivel de mRNA de genes blanco de la proteina p53 wt en las lineas
celulares (p53 mt) tratadas y no tratadas con Resveratrol a tiempos menores
(12h) y mayores (48h).

e Realizar transfecciones con los plasmidos que expresan las proteinas p53
mutantes R175H, R273C, R273H, R248Q y el plasmido para la P53wt en la linea
celular SAOS-2 y determinar por Western blot, los niveles de expresion de las
proteinas P53wt y P53mt, en ausencia o presencia de Resveratrol.

e Analizar mediante RT-gPCR la expresion del mRNA de genes blanco de P53
silvestre (P21, PUMA, NOXA, BAX, PIG3, GADD45, TP53, TP53INP) en células
SAOS-2 transfectadas con los distintos plasmidos de p53 mt, tratadas y no
tratadas con Resveratrol.

e Confirmar, porinmunohistoquimica, si se produce un cambio de conformacion
en la proteina P53, de mutante a silvestre en las lineas celulares mencionadas,
al ser tratadas con el Resveratrol, utilizando los anticuerpos Pab240 (6 DO-1)
gue reconoce tanto la forma silvestre como mutante de la proteina p53, y
Pab1620 especifico para p53 wt.

e Determinar si el aumento de mRNA de genes blanco de p53wt causada por el
RES es ocasionada por la actividad transcripcional de p73 mediante la
utilizacién de siRNA.

e Estudiar si en las lineas celulares tumorales que expresan P53mt, el
Resveratrol coopera con el agente quimioterapéutico cisplatino para revertir
la resistencia a este farmaco al actuar de manera sinérgica en la induccién de

la apoptosis y favorecer la expresién de genes blanco de P53wt.
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