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NOTACIÓN 

53BP1  p53-binding protein 1 (proteína de unión a p53 tipo 1) 

AP-1 Activator protein 1 (proteína activadora 1) 

ASPP Apoptosis-stimulating protein of p53 (proteína de estimulación de 

apoptosis de p53) 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 (Célula B de Linfoma 2) 

CDKIs Cyclin-dependent kinase inhibitors (inhibidores de cinasas 

dependientes de ciclinas) 

CDKs Cyclin-dependent kinases (cinasas dependientes de ciclinas) 

cDNA DNA complementario 

ChIP Chromatin Immunoprecipitation (inmunoprecipitación de cromatina) 

COX-2 Cyclo-oxygenase 2 (ciclooxigenasa 2) 

CYP1 A1 Cytochrome P450 enzyme A1 (enzima citocromo P450 A1) 

DEPC Diethylpyrocarbonate (dietilpirocarbonato) 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium (Medio de cultivo Eagle 

modificado de Dulbecco) 

DNA Deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 

dNTPs Deoxynucleotides (desoxirribonucleótidos trifosfato) 

DOX Doxorubicin (Doxorrubicina) 

DP Dimerization partner (socio de dimerización) 

DS Desviación estándar 

DUSP1 Dual specificity protein phosphatase 1 (proteína fosfatasa dual 

específica 1) 

E2F E2 Factor (Factor transcripcional E2) 

EDN Efecto dominante negativo 

EGF-R Epidermal growth factor receptor (receptor del factor de crecimiento 

epidermal) 
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EGR1 Early growth response protein 1 (proteína de respuesta de 

crecimiento temprano 1) 

eIF4E Elongation initiation factor 4E (factor inicial de elongación 4E) 

ERKs Extracellular signal–regulated kinases (cinasas reguladas por señales 

extracelulares) 

EST1 Ever Shorter Telomeres 1  

EtOH Etanol absoluto 

FN1 Fibronectina 1 

Fw Forward 

GADD45B Growth Arrest And DNA Damage Inducible Beta (Proteína Beta de 

arresto de crecimiento inducible por daño en DNA) 

GDF Ganancia de función 

HCl Ácido clorhídrico 

HRP Horseradish peroxidase enzyme (enzima peroxidasa de rábano 

picante) 

HSPs Heat-shock proteins (proteínas de choque térmico) 

IARC  International Agency for Research on Cancer (Agencia Internacional 

de Investigación sobre el cáncer) 

IC50 Half maximal inhibitory concentration (Concentración de inhibición al 

50%) 

IL Interleucina 

INF Interferón 

JNKs c-Jun N-terminal kinases  (cinasa c-Jun N terminal) 

LC3 Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (proteína 

asociada a microtúbulos de cadena ligera 3) 

lncRNAs Long non-coding RNAs (RNAs largos no codificantes) 

MAD1 Mitotic Arrest Deficient Like 1 (proteína de control del ensamblaje del 

huso mitótico) 

MCL1  Myeloid Cell Leukemia 1 (célula mieloide de Leucemia 1) 
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MDM2 - 

MDM4 

Murine doble minute 2 or 4  

MDR1 Multidrug resistance gene (gen de resistencia a multidrogas 1) 

mRNA RNA mensajero 

MTT Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol  

NARS2 Asparaginyl-TRNA Synthetase 2 (Asparaginyl-TRNA Sintetasa) 

NER Nucleotide excision repair (reparación por escisión de nucleótido) 

NF-kB Nuclear factor kappa B (factor nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas)  

NF-Y Nuclear factor Y (factor nuclear Y) 

P53bp2 p53 binding protein 2 (proteína de unión a p53 2) 

P53mt Proteína p53 mutante 

P53wt Proteína p53 wild-type (silvestre) 

PDF Pérdida de función 

PGE2 Prostaglandin E2 (prostaglandina E2) 

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (fosfoinositol 3-

cinasa) 

PIG3 – PIG4 p53-inducible gene 3 - 4 (gen inducible por p53 3 - 4) 

pRb proteína Retinoblastoma 

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis (modulador de apoptosis 

regulado por p53) 

PVH Papilomavirus Humano 

RES Resveratrol 

RIPA Radioimmunoprecipitation assay (ensayo de 

radioinmunoprecipitación)  

RNA Ribonucleic acid (ácido ribonucleico) 

ROS Reactive oxygen species (especies reactivas de oxígeno) 

RT-qPCR Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (Reacción 

cuantitativa en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) 
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Rv Reverse 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico) 

SUMO-1 Small ubiquitin-related modifier protein 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha (Factor de necrosis tumoral alfa) 

TP53 Tumor protein p53 (proteína supresora de tumores p53) 

TP53INP1 - 

TP53INP2 

Tumor protein p53-induced nuclear protein 1 - 2 (proteína nuclear 1 ó 

2 inducida por p53) 

UV Ultravioleta 

VHB Virus de la Hepatitis tipo B 

VHC Virus de la Hepatitis tipo C 

VMP1 Vacuole Membrane Protein 1 

Wip-1 Wild-type p53-induced phosphatase gene 

β2M β2-microglobulina 
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RESUMEN 

El cáncer 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 combinación de productos de origen natural  junto con 

quimioterapia o radioterapia, con el fin de conseguir un tratamiento más efectivo. 

El Resveratrol se ha propuesto como un posible compuesto anti-cancerígeno por su 

amplio rango de efectos biológicos que incluyen propiedades anti-proliferativas, 

anti-angiogénicas, anti-oxidantes, anti-inflamatorias y pro-apoptóticas. Por otro 

lado, el resveratrol es conocido por su capacidad para inducir tanto la expresión de 

la proteína p53 como la vía apoptótica de p53; sin embargo, no se ha realizado 

ningún estudio sobre el efecto de este compuesto sobre las proteínas p53 

mutantes, presentes en más del 50% de los cánceres humanos. En este proyecto, 

se realizaron tratamientos con resveratrol en 6 líneas celulares de cáncer que 

presentan distintas mutaciones en p53. El Resveratrol produjo un efecto anti-

proliferativo dosis dependiente en todas las líneas celulares estudiadas, así como 

un aumento evidente en los niveles de proteína p53 en cinco de las 6 líneas tratadas, 

más no su nivel de transcrito, sugiriendo que el resveratrol está más involucrado en 

la estabilización de la proteína que en la expresión de la misma. Por otro lado, el 

resveratrol produjo un aumento en la transcripción de genes blanco de p53 (p21, 

PUMA, GADD45); sin embargo, estos no muestran ser significativamente regulados 

por p53. 

 

 

 



Acosta Dent Andrea -Genética y Biología Molecular - CINVESTAV 
 

13 

 

 

 

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. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Cáncer: datos y cifras. 

El cáncer es una de las principales causas de muerte en el mundo; en el año 

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 

próximas dos décadas.  

 

Los cánceres diagnosticados con más frecuencia a nivel mundial fueron el 

de pulmón (1,8 millones de casos, 13,0% del total), el de mama (1,7 millones, 

11,9%) y el cáncer colorrectal (1,4 millones, 9,7%). Los tipos de cáncer que 

provocaron un mayor número de muertes fueron los de pulmón (1,6 millones, el 

19,4% del total), hígado (0,8 millones, 9,1%) y estómago (0,7 millones, 8,8%). Los 

tipos más frecuentes de cáncer son diferentes en el hombre y en la mujer. Los 5 

tipos de cáncer más diagnosticados en el hombre son pulmón, próstata, colorrectal 

e hígado; y en la mujer, mama, colorrectal, pulmón, cervicouterino y estómago.  

 

Aproximadamente un 30% de las muertes por cáncer se deben a cinco 

factores de riesgo conductuales y alimentarios: índice de masa corporal elevado, 

consumo insuficiente de frutas y verduras, falta de actividad física y consumo de 

tabaco y alcohol. El consumo de tabaco es el factor de riesgo más importante, y es 

la causa de más del 20% de las muertes mundiales por cáncer en general, y 

alrededor del 70% de las muertes mundiales por cáncer de pulmón. Los cánceres 

causados por infecciones víricas, 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 cáncer en los países de ingresos bajos y 

medios. Como consecuencia del aumento y el envejecimiento creciente de las 

poblaciones, los países en desarrollo se ven afectados desproporcionadamente 

por el incremento de la incidencia del cáncer. Más del 60% de todos los casos del 
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mundo se producen en África, Asia, América Central y América del Sur, y estas 

regiones registran aproximadamente el 70% de las defunciones por cáncer a nivel 

mundial, una situación que se agrava por la falta de mecanismos de detección 

precoz y de acceso a tratamientos. 

 

En los países en desarrollo, el acceso a tratamientos eficaces y asequibles 

contra el cáncer, reduciría significativamente la mortalidad, incluso en entornos 

donde los servicios sanitarios están menos desarrollados. 

 

Con todo, los costos crecientes de la carga de cáncer están perjudicando 

incluso a las economías de los países más ricos y están fuera del alcance de los 

países en desarrollo, además de ejercer una presión insoportable sobre los sistemas 

de atención de salud. En 2010, se calcula que el costo económico anual total del 

cáncer alcanzó aproximadamente los US$ 1,16 billones. Sin embargo, casi la mitad 

de todos los cánceres podrían 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 y 

socioeconómico que representa el cáncer a nivel mundial, subrayando la urgente 

necesidad de desarrollo y estudio de nuevas estrategias tanto quimioterapéuticas 

como de prevención. 

 

1.2.  Definición y factores de riego del cáncer 

 

«Cáncer» es un término genérico que designa un amplio grupo de 

enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, cuya 

característica principal es la multiplicación rápida de células anormales que se 

extienden más allá de los límites habituales y que pueden invadir partes adyacentes 

del cuerpo o propagarse a otros órganos, proceso conocido como metástasis. La 
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metástasis es la principal causa de muerte por cáncer (World Cancer Report 2014, 

IARC).  

 

Más de 100 tipos de cáncer han sido clasificados, donde el tejido de origen 

da las características distintivas de cada tipo. Aproximadamente el 85% de los 

cánceres se producen en las células epiteliales y se clasifican como carcinomas, los 

derivados de las células del mesodermo (ej. hueso, músculo) se denominan 

sarcomas y los de tejido glandular (ej. de mama) se llaman adenocarcinomas 

(Pecorino, 2008). 

  

El cáncer comienza en una célula. La transformación de una célula normal en 

tumoral es un proceso multifásico definido como carcinogénesis y suele consistir en 

la progresión de una lesión precancerosa a un tumor maligno (Figura 1). Estas 

alteraciones son el resultado de la interacción entre diversos factores que incluyen  

factores genéticos (herencia del paciente) y tres categorías de agentes externos 

llamados carcinógenos que pueden generar mutaciones o alteraciones 

epigenéticas: 

 

 Físicos: como las radiaciones ultravioleta e ionizantes. 

 Químicos: como los asbestos, los componentes del humo de tabaco, las 

aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico (contaminante 

del agua de bebida). 

 Carcinógenos biológicos: como las infecciones causadas por determinados 

virus, bacterias o parásitos. 
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Figura 1. Proceso multifásico de la carcinogénesis (Kaur et al., 2014) 

 

El consumo de tabaco y alcohol, la dieta deficiente y la inactividad física son 

los principales factores de riesgo de cáncer en todo el mundo. Algunas infecciones 

crónicas también constituyen factores de riesgo, y son más importantes en los 

países 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 cáncer de hígado y cuello uterino, 

respectivamente. 

 

El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparición del cáncer. La 

incidencia de esta enfermedad aumenta drásticamente con la edad, muy 

probablemente porque se van acumulando factores de riesgo de determinados 

tipos de cáncer. La acumulación general de factores de riesgo se combina con la 

tendencia que tienen los mecanismos de reparación celular y del sistema inmune a 

perder eficacia con la edad (World Cancer Report 2014, IARC).  

 

1.3. Características moleculares del cáncer 

 

El proceso de carcinogénesis es diferente en cada tipo de cáncer; sin embargo, 

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

el mismo. En el año 2000, después de un detallado análisis, Hanahan y Weinberg 
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definieron 6 características generales de la mayoría, si no de todas las células 

cancerosas, proponiendo que la  adquisición de la capacidad de crecimiento 

autónomo, la evasión de señales inhibidoras del crecimiento, evasión de  muerte 

por apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis e invasión y metástasis 

son esenciales para la carcinogénesis (Hanahan and Weinberg, 2000). 

Recientemente, han modificado su concepto para incluir dos características 

cruciales para la adquisición de las seis características previamente mencionadas, 

las cuales son la inestabilidad del genoma y la inflamación promovida por la 

presencia de tumores. De igual forma, destacaron dos características emergentes, 

reprogramación del metabolismo energético y la evasión de destrucción por el 

sistema inmune (Figura 2) (Hanahan and Weinberg, 2011). Los dos últimos procesos 

son considerados como características emergentes porque su relación con las seis 

características mencionadas anteriormente requiere más investigación, aunque hay 

evidencia de su importancia en la carcinogénesis. 

 

 

Figura 2.  Características del cáncer (Hanahan and Weinberg, 2011) 

 



Acosta Dent Andrea -Genética y Biología Molecular - CINVESTAV 
 

19 

1.4. Proteína p53: función y mutaciones en cáncer 

El desarrollo del cáncer en etapas múltiples refleja las alteraciones genéticas y 

epigenéticas que llevan a la transformación progresiva de una célula normal en 

maligna (Kaur et al., 2014). Se ha sugerido que el incremento en la inestabilidad 

genómica de la célula cancerosa es debido al funcionamiento defectuoso de 

componentes específicos de los sistemas de vigilancia (Hanahan and Weinberg, 2011). 

Uno de los miembros más prominentes de estos sistemas es el gen supresor de tumor 

TP53, el cual tiene una participación importante en la prevención de la carcinogénesis 

al bloquear el ciclo celular, alterar el metabolismo y favorecer apoptosis. La 

importancia de este supresor de tumor se resalta aún más si consideramos que en 

más del 50% de los cánceres humanos el gen TP53 se encuentra mutado (Cheok et al., 

2011) .  

 

El gen TP53 reside en el cromosoma 17p13.1 y codifica para la proteína p53 de 

393 aminoácidos de largo. La proteína p53 está dividida en tres dominios funcionales, 

cada uno de los cuales  cumple una función específica para su actividad 

transcripcional. En la región amino terminal se encuentra el dominio transactivador,  

al cual se une una gran variedad de proteínas como componentes de la maquinaria 

transcripcional y diversos coactivadores. La región central alberga el dominio de unión 

al DNA en las hendiduras mayor y menor de la doble hélice. El dominio de 

tetramerización se localiza en la región carboxilo terminal (Figura 3) (Joerger and 

Fersht, 2008). Respecto a su función transactivadora, la proteína p53 se une al DNA 

en forma de tetrámeros y reconoce una secuencia específica en la región promotora 

de sus genes blanco. 

 

Figura 3. Dominios funcionales de la proteína p53 
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La proteína p53 es un factor transcripcional que regula la expresión de un 

gran número de genes en respuesta a una variedad de estímulos, como por ejemplo 

los que causan daño genómico. p53 se activa principalmente por modificaciones 

post-traduccionales (como la fosforilación y la acetilación), resultando en un 

aumento tanto en la estabilidad de la proteína como en su actividad transcripcional 

(Levine and Oren, 2009). Una vez activada, la proteína p53 es capaz de cambiar la 

expresión de genes involucrados en respuestas tan variadas como: detención del 

ciclo celular, senescencia, metabolismo, reparación del DNA, inhibición de 

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

 

 

Figura 4. Mecanismos de activación de p53 y regulación 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 proteína P21 inhibe la actividad de los complejos 

ciclina/CDK (Harms et al., 2004; Qian et al., 2002). Otra proteína activada por p53 es 

GADD45, la cual participa en la reparación del DNA vía NER (del inglés Nucleotide 

Excision Repair). GADD45 interactúa con las histonas y facilita el relajamiento de la 

cromatina para que actúe la topoisomerasa (Qian et al., 2002). Por otro lado, p53 

activa genes involucrados en apoptosis, como BAX y PUMA. La proteína BAX se 

transloca del citoplasma a la membrana interna de la mitocondria facilitando la 

liberación de citocromo c, mientras que PUMA se une a Bcl-2 inhibiendo su actividad 

antiapoptótica (Harms et al., 2004; Qian et al., 2002). Además de estas proteínas 

clásicas, 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 proteína expresada por el gen PIG3 participa en la inducción de apoptosis, 

generando especies reactivas de oxígeno (ROS); PIG3 también participa en la 

reparación del daño al DNA y contribuye al reclutamiento de las proteínas 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 expresión es inducida por 

diferentes tipos de agentes productores de estrés celular, en especial agentes 

oxidantes. De manera interesante, TP53INP1 y su homólogo TP53INP2 pueden actuar 

de manera positiva para incrementar la estabilidad y actividad transcripcional de la 

proteína p53. Además, TP53INP2 participa en autofagia ya que se une a la proteína 

LC3 y ambas proteínas 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 Iovanna, 2009). Por último, la 

actividad transcripcional de p53 es controlada por un sistema auto-regulatorio a 

través de su regulador negativo MDM2, que ubiquitina y favorece la degradación de 

p53, en conjunto con su homólogo MDM4 (Toledo and Wahl, 2007).  

 



Acosta Dent Andrea -Genética y Biología Molecular - CINVESTAV 
 

22 

Como ya se mencionó anteriormente, las mutaciones en el gen TP53 representan las 

alteraciones más frecuentes en el cáncer humano; existen más de 1200 mutaciones 

distintas reportadas y la mayoría de estas mutaciones están localizadas en el dominio 

de unión al DNA (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Distribución de mutaciones somáticas del gen TP53 de acuerdo a la base de datos de 
mutaciones de TP53 de IARC  (Brosh and Rotter, 2009) 

 

 Aún más, 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 formación de tetrámeros, las proteínas p53 mutantes (p53mt) 

ejercen un efecto negativo dominante (EDN) sobre la proteína p53 silvestre (p53wt). 

Dado que no todas las proteínas 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 

conformación de toda la estructura de unión al DNA. Por ejemplo, la mutación R175H 

afecta la región de unión al zinc, la cual estabiliza la unión entre los bucles L2 y L3 que 
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se unen a la hendidura mayor del DNA. La mutación R249S afecta la estabilidad de L3, 

favoreciendo el cambio a una conformación no nativa. Por otro lado, las mutaciones 

de contacto afectan sólo residuos que son esenciales para la unión con el DNA. Por 

ejemplo, las mutaciones R273H y R273C, dos de las cinco mutaciones más frecuentes 

en cáncer, pierden el residuo de arginina en la posición 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 proteína p53: adquisición de una mayor 

estabilidad al no estar sujeta a degradación por MDM2, debido tanto a la incapacidad 

de p53mt para transactivar el promotor de MDM2 como a una menor afinidad de 

unión entre las dos proteínas (Lukashchuk and Vousden, 2007). Debido a que la 

proteína p53 funciona como tetrámero, la formación de tetrámeros compuestos por 

moléculas de p53 mutante (p53mt) y silvestre (p53wt) inhibe la función 

transcripcional de p53wt (PDF) y debido a que la concentración de p53mt es mayor 

que la de p53wt es improbable que se formen tetrámeros exclusivamente de p53wt 

(Chan et al., 2004; Dearth et al., 2007) (Figura 6). De la misma manera la proteína 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 proteína p53mt puede 

adquirir nuevas actividades con propiedades oncogénicas conocidas como ganancia 

de función (GDF). Estas actividades tienen que ver con una nueva capacidad 

transcripcional que se lleva a cabo por medio de secuencias no canónicas en la región 

promotora de sus genes blanco o a través de su unión a otros factores de transcripción 

(SP1, EST1 NF-Y) y a otras proteínas. Esto lleva a que p53mt active o reprima genes 

que actúan en resistencia a fármacos anticancerígenos, inestabilidad genómica e 

incremento en la capacidad metastásica 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 función; GDF: ganancia de función. (Brosh and Rotter, 2009) 

 

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

 

La gran importancia que la proteína p53 tiene en cáncer 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 proteína p53 o a otros miembros de su familia. Sin embargo, estas 

estrategias han encontrado el problema de que una gran mayoría de cánceres poseen 

mutaciones en el gen TP53 que impiden la activación de la proteína p53, así como de 

p73 o p63 (Li and Prives, 2007). Esto ha llevado a la búsqueda y desarrollo de nuevas 

modalidades de terapia, utilizando compuestos químicos que sean capaces de 

reactivar la función supresora de tumor de las proteínas p53mt. 
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Es muy importante señalar que esta nueva estrategia se basa en el hecho de 

que la conformación mutante de la mayoría 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 pequeñas dirigidas contra p53 mutante 

 

Las nuevas estrategias terapéuticas se han centrado en el desarrollo de 

moléculas  pequeñas de baja masa molecular que tienen como blanco a la proteína 

p53 mutante ya sea induciendo su degradación, inhibiendo su activación, inhibiendo 

su actividad pro-oncogénica, estrategias combinadas que inhiben tanto las vías 

oncogénicas como la activación de la mutante y  reactivando su función wt-like como 

supresora de tumores (Figura 7)  (Bykov et al., 2002; Girardini et al., 2014). Algunas 

de las moléculas más promisorias son: CDB3, péptido sintético de 9 aminoácidos 

derivado de la proteína P53BP2, la cual es conocida por aumentar la afinidad de p53wt  

en su unión al DNA; P53C, péptido de 46 aminoácidos derivado de la región carboxilo 

terminal de p53, que reactiva a la p53mt ayudando al plegamiento del dominio central 

o mediante el establecimiento de nuevos contactos con el DNA. Por último, la 

molécula PRIMA, que ha sido la más estudiada y que fue descubierta mediante la 

búsqueda 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) Inducción a 
degradación de p53 mutante: compuestos que inhiben la formación de complejos estables entre p53 
mutante y  la maquinaria de HSP90 por 17AAG (inhibidor de HSP90) o SAHA (inhibidor de HDAC6) 
permitiendo la acción reguladora de MDM2 y otras E3 ubiquitin ligasas para la degradación de p53 
mutante. La degradación de p53 mutante también se puede mejorar por restricción o privación de 
glucosa; (2) Inhibición de la activación de p53 mutante: la inhibición farmacológica de cinasas o 
activadores de p53 mutante como PIN1 puede restringir sus actividades pro-oncogénicas; (3) Inhibición 
de la actividad de p53 mutante: las funciones de p53 mutante pueden ser restringidas al evitar la 
interacción de la mutante con otros miembros de la familia de p53 (p73) a partir de moléculas que 
interferien la formación de complejos con la proteína p53 mutante; (4) Estrategias combinadas: 
utilizando simultáneamente fármacos que se dirigen contra p53 mutante e inhibidores de activación de 
las vías oncogénicas cooperando de manera sinérgica para impedir la progresión del tumor; (5) 
Reactivación de funciones wt-like (tipo salvaje): la reactivación farmacológica de las funciones wt-like 
de mutantes puntuales de p53 puede favorecer la recuperación de la capacidad de p53 como supresor 
de tumores en las células tumorales. TFS ó FTs (factores de transcripción); TRKS (receptores tirosina 
cinasa) (Girardini et al., 2014). 
 

 

1.5.2. Quimioterapéuticos comunes en combinación con compuestos 

de origen natural contra el cáncer. 

La búsqueda de compuestos de origen natural con propiedades anti-

cancerígenas también ha atraído el interés de la comunidad científica, pero hasta 

ahora el único producto con la propiedad de inducir la expresión 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 plásmidos que expresan las proteínas p53mt 

R273H y R175H; en ambos casos, y luego de ser tratadas con el mencionado extracto, 

se observó la inducción 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 expresión 

de p53wt como la vía apoptótica de esta importante proteína (Athar et al., 2009; 

Shakibaei et al., 2009). Pese a que el Resveratrol es uno de los compuestos naturales 

más estudiados, aun no se conoce si posee la capacidad de reactivar a proteínas p53 

de tipo mutante (Lin et al., 2002). En este trabajo se observó que el Resveratrol 

incrementa la expresión del mRNA de P21 en la línea tumoral de próstata DU145 que 

expresa p53mt. Es importante señalar que la tendencia en el desarrollo de esquemas 

quimioterapéuticos se ha enfocado en la combinación de productos de origen natural 

como Genisteina o el Resveratrol con quimioterapia o radioterapia para conseguir un 

tratamiento más 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 proliferación, apoptosis  y metabolismo celular como p53 o NF-kB.  

 

Los medicamentos basados en el uso del cisplatino están entre los agentes anti-

cancerígenos más activos y usados con éxito en muchos tipos de cáncer, pero su 

toxicidad representa una limitante. Estos compuestos quimioterapéuticos son muy 

citotóxicos e inducen una serie de efectos secundarios muy desagradables. Además 

de que tumores que expresan p53mt frecuentemente no responden a ciertas 

quimioterapias y pueden causar resistencia. Por ejemplo, se ha observado que las 

células que expresan proteínas p53mt son más resistentes al cisplatino (O'Connor et 

al., 1997) y que esta resistencia se asocia con la disminución de los niveles de 

apoptosis y aumento en los mecanismos de reparación del DNA, procesos que 

involucran a p53  (Burger et al., 2011; Piovesan et al., 1998).  En la búsqueda de 

agentes quimiosensibilizadores, la comunidad científica ha encontrado que los 
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compuestos de origen natural pueden ser una buena opción. Así, el Resveratrol se ha 

usado exitosamente con diversos compuestos como adriamicina,  doxorubicina, 

cisplatino (que dañan al DNA) y paclitaxel (que daña 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 común. Aún más, cuando se usó el Resveratrol en 

combinación con estos agentes citotóxicos se observó que esta fitoalexina puede 

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

 

 

1.5.2.1. Resveratrol: fitoquímico con propiedades 

anticancerígenas 

 

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 patógenos, 

tales como bacterias u hongos o por exposición a radiación UV. El resveratrol, se 

produce de forma natural en algunos alimentos de origen vegetal, por ejemplo, las 

uvas, cacahuates y bayas. Es el miembro más conocido e investigado de esta clase de 

compuestos. El Resveratrol es actualmente utilizado en la práctica clínica debido a sus 

múltiples y bien documentadas propiedades quimiopreventivas y anticancerígenas 

(Hosseini and Ghorbani, 2015). Este compuesto tiene un alto impacto y aplicación en 

el área de oncología, comprobado por el número de ensayos clínicos, registrados y en 

curso, en las bases de datos internacionales, como Estados Unidos y la Unión Europea. 

Además, diversos datos epidemiológicos asocian el consumo de resveratrol  con la 

inhibición de varias enfermedades crónicas, incluyendo el cáncer (Rimando and Suh, 

2008). En particular, se ha observado que la ingestión de alimentos ricos en 

resveratrol produce una disminución significativa en la incidencia de cáncer de piel y 

https://es.wikipedia.org/wiki/Agente_biol%C3%B3gico_pat%C3%B3geno
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mama, así como una disminución en la progresión de adenocarcinoma de pulmón 

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

 

En las plantas, existen dos  isómeros: trans-resveratrol y cis-resveratrol y sus 

glucósidos, trans-piceido y cis-piceido. El trans-isómero no conjugado (aglicona)  es el 

más estudiado, in vitro. Por otra parte, el resveratrol posee una biodisponibilidad 

baja, es rápidamente metabolizado en el intestino y el hígado por las enzimas de fase 

II, y los productos finales de este metabolismo son principalmente los glucurónidos y 

derivados sulfatados (Wenzel and Somoza, 2005) (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Metabolismo del resveratrol-3-glucósido (piceido), principal metabolito del resveratrol 

presente en plantas; posterior a la desconjugación del piceido, resveratrol-3-glucorónido, resveratrol-

4’-glucorónido, resveratrol-3-sulfato y resveratrol-4’-sulfato son los metabolitos principales de la fase I 

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

 

Datos preclínicos corroboran la interacción de los fitoquímicos con diversos 

blancos bioquímicos 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 prevención,  arresto o reversión de las etapas de la carcinogénesis. 

Además de los mecanismos compartidos por varios fitoquímicos, el resveratrol puede 

actuar como un agente supresor sobre varias vías de señalización alteradas, 

adquiriendo un papel como agente pleiotrópico funcional, el cual ejerce su efecto 

sobre múltiples blancos en las células cancerígenas con toxicidad limitada hacia las 

células normales  (Figura 9). El resveratrol aporta una mayor contribución gracias a 

sus propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias e inmunomoduladoras, reduciendo 

el daño inducido debido al estrés oxidativo (daño al DNA, oxidación de proteínas y 

peroxidación de lípidos) 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 transformación de pro-carcinógeno a carcinógeno ya que inhibe a la 

citocromo mono-oxigenasa P450 isoenzima CYP1 A1, enzima hepática encargada del 

metabolismo de xenobióticos (Chun et al., 1999; Diaz-Gerevini et al., 2016). El 

resveratrol tiene actividades múltiples mediante su interacción con distintas 

biomoléculas (Britton et al., 2015). 

 

 

Figura 9. Mecanismos involucrados en la actividad anticancerígena del resveratrol. Varios procesos 

celulares son blanco del resveratrol, ya sea regulando positiva (+) o negativamente (-) diferentes vías 

celulares (Varoni et al., 2016) 
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Varios tipos de cáncer son promovidos en cierta forma por un bajo grado de 

inflamación sistémica crónica, caracterizada por la presencia elevada de 

biomarcadores de inflamación en la circulación, tales como citosinas (ej. Interleucinas 

(IL)-8, IL-6, IL-1, and IL-12), prostaglandina E2 (PGE2), factor de necrosis tumoral α 

(TNF-α) e interferones (INF). El Resveratrol actúa principalmente sobre la expresión 

de TNF-α y sus vías de señalización, de manera dosis dependiente, inhibiendo tanto 

la activación del factor nuclear kappa-B (NF-κB) (sin afectar la expresión), como la 

actividad transcripcional de p65 (sin bloquear la translocación al núcleo) (Ren et al., 

2013). Por otro lado, el resveratrol ha mostrado que inhibe la activación de AP-1 por 

TNF-α (Manna et al., 2000) 

 

Adicionalmente, el resveratrol inhibe directamente todas las fases de la 

carcinogénesis modulando vías 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 

fitoquímico: la primera relacionada con su actividad quimiopreventiva asociada a su 

efecto antioxidante con el fin de reducir el deterioro o los daños a macromoléculas 

esenciales; y la segunda relacionada con su potencial quimioterapéutico asociada a la 

inducción de generación de ROS en células cancerígenas llevando a un índice mayor 

de apoptosis (Varoni et al., 2016). 

 

El resveratrol induce un arresto en el ciclo celular vía inducción de p21 y otros 

inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDKI), disminuyendo tanto la 

expresión como la actividad de ciclinas y CDKs (Ahmad et al., 2001). Diversos autores 

han reportado que el resveratrol produce una disminución 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 expresión a nivel de proteína de cinco 

miembros de la familia E2F (1-5).  

 

En resumen, el resveratrol reduce el crecimiento y proliferación de células 

cancerígenas al actuar directamente sobre el ciclo celular, factores de crecimiento, 

CDKs y factores de transcripción. De manera global, el resveratrol conduce a una 

quimioprevención mejorada, mediante la modulación de genes implicados en la 

proliferación, así como la promoción de la apoptosis de células de cáncer. 
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

Recientemente, en nuestro laboratorio se realizaron estudios de microarreglos 

para observar el efecto del Resveratrol en la expresión global de genes en varias líneas 

celulares (Diaz-Chavez et al., 2013; Garcia-Zepeda et al., 2013; Leon-Galicia et al., 

2013). De manera interesante, en la línea celular C33A (con la mutación R273C en 

p53) tratada con Resveratrol, se observó expresión 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 Iovanna, 2009; 

Perk et al., 2005; Samuels-Lev et al., 2001). Además, se determinó que la expresión 

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 observó que el 

Resveratrol disminuye la expresión de genes (PIRH2, MDM4, BAG1) que están 

involucrados en la degradación de p53wt, con lo cual este compuesto pudiera 

aumentar la estabilidad de esta proteína. Asimismo, después del tratamiento de las 

células C33A con Resveratrol, se detectó la sobre-expresión de genes (ASSP1, HSP40) 

que codifican para proteínas que se unen a p53 en el dominio de unión al DNA y cuya 

función 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 proteínas p53mt, lo que 

lo haría un complemento ideal de otros compuestos quimioterapéuticos, como el 

cisplatino, que actúan activando la proteína p53wt.  
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3. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

 

El Resveratrol es conocido por su capacidad para inducir tanto la expresión  de 

p53 como la vía apoptótica de p53. Sin embargo, no se ha realizado ningún estudio 

sobre el efecto de este compuesto sobre las proteínas p53 mutantes. En este 

proyecto, se propone al compuesto natural Resveratrol como un posible reactivador 

de la actividad supresora de tumor en las proteínas p53mt, lo que lo haría un 

complemento ideal de otros compuestos quimioterapéuticos como el cisplatino. 

 

4. HIPÓTESIS  

  

El Resveratrol inducirá la reactivación de las vías antiproliferativa y proapoptótica 

de p53 en líneas celulares de cáncer que expresan la proteína p53 mutante, 

induciendo la expresión de genes regulados por p53 wt. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo General 

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

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

5.2.  Objetivos Específicos 

 

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

2) Determinar los posibles cambios en los niveles de expresión de la proteína p53 en 

líneas celulares que expresan diferentes formas mutantes de esta proteína después 

de ser tratadas con Resveratrol IC50 a 24 y 48 horas. 

3) Analizar el nivel de mRNA de genes blanco de la proteína p53 wt en las líneas 

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

 

6.1. Líneas celulares 

Con el fin de abarcar un amplio espectro de mutaciones tanto 

conformacionales como de contacto  del gen TP53, se cultivaron las líneas celulares: 

C33A (R273C) derivada de cáncer cervical; SW480 (R273H) de carcinoma colorectal; 

MDA-MB-231 (R280K); T47D (L194F), SK-BR-3 (R175H) de cáncer mamario y SW13 

(H193Y) derivada de carcinoma adrenocortical. En estas líneas 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 líneas celulares fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% 

de suero fetal bovino, 100 unidades/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina. 

Los cultivos se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2.  

6.3. Ensayos de proliferación celular (MTT) 

Las líneas 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 µM/ml de Resveratrol 

(Sigma-Aldrich) disuelto en etanol, utilizándose como control etanol al 0.3% durante 

48 horas.  

Después de 48 horas, se retiró el medio y se incubó 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°C y 5% de CO2 en medio libre de suero. Se retiró el medio y 

los cristales de formazán precipitados fueron solubilizados con 500 µL de isopropanol 

ácido (3.4 μL HCl/ml Isopropanol). Se leyó la absorbancia de la reacción 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% y se 

determinó la IC50 por interpolación usando el programa GraphPad Prism 5. 

6.4. Western Blot p53 

Las líneas 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 extracción de proteínas totales se realizó con buffer 

RIPA (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 0.5% deoxicolato de 

sodio, 1 mM EDTA, 2 mM PMSF) con inhibidores de proteasas (10µl/ml de inhibidores 

Boehringer). Las proteínas 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 ratón p53-HRP 

(DO-1) (Santa Cruz Biotechnology) toda la noche a 4°C. Como control de carga de la 

proteína, fue utilizado el anticuerpo anti-actina HRP (Sigma) incubado durante 1 hora 

a temperatura ambiente. El análisis densitométrico de las bandas obtenidas se realizó 

con los programas GeneSnap y GeneTools de SynGene. 

6.5. Extracción de RNA. 

Posterior a los tratamientos de 24 horas con etanol y RES IC50 de cada línea 

celular, se retiró el medio a las células y se les adicionó 1 ml de Trizol. Para la 

extracción de RNA se les adicionó 200 µl de cloroformo y se mezcló por inversión. La 

mezcla se centrifugó por 15 min a 14,000 RPM a 4°C. Se recuperó la fase acuosa en 

un tubo nuevo, al que se le agregaron 500 µl 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 decantó el sobrenadante y se adicionó a la pastilla 1 ml de etanol 

al 75% en agua tratada con DEPC; se centrifugó 10 minutos a 7500 RPM a 4°C, se 

decantó el sobrenadante y se dejó secar la pastilla, resuspendiéndola después en 26 
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µl de agua DEPC. El RNA total se trató con DNasa I libre de RNasa (Ambion)(1 µL por 

muestra) en su respectivo Buffer (3 μL por muestra). 

6.6. Síntesis de cDNA 

La síntesis de cDNA se realizó con el Kit Thermo Scientific First Strand cDNA 

Synthesis de acuerdo al protocolo del kit. Se preparó la mezcla de reacción con 3 µg 

de RNA, a la cual se le adicionó 1 µl de Oligo-dT (0.5µg/µL), completando a un volumen 

total de 11 µl con H2O libre de RNAsas. Se incubó durante 5 min a 65°C y en seguida 

se colocó en hielo por 2 minutos. Transcurrido el tiempo se adicionaron 4µl de Buffer 

de reacción 5x,  1 µl del inhibidor de RNasa RiboLock (20 U/µL), 2µL del mix de dNTP 

(10 mM) y 2 μL de la enzima reverso transcriptasa M-MulV (20 U/µL). Se incubó por 1 

hora a 37°C y posteriormente se inactivó la reacción incubando la muestra a 70°C por 

5 minutos.  

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

Para realizar la cuantificación de los niveles de transcripción de los genes de 

interés mediante la amplificación en tiempo real, se utilizó el kit Thermo Scientific 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix. Para 1 μL de muestra (cDNA) se adicionan 

10 µL de SYBR Green, 1 μL de Oligo (Oligo IDT) y 8 µL de agua libre de nucleasas. En el 

caso de Oligos Sigma (correspondientes al Fw y Rv de cada gen a evaluar)  se adiciona 

1 μL de muestra, 10 μL SYBR Green, 1 μL de Oligo Fw, 1μL de Oligo Rv y 7 μL de agua 

libre de nucleasas. Con el propósito de estandarizar los niveles de expresión de cada 

gen, se calculó la expresión relativa del RNA mensajero del gen constitutivo β2-

microglobulina. Los datos se analizaron utilizando la ecuación descrita por Livak (60). 

Los productos amplificados tienen un tamaño que está 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 proteína p53wt se une ya sea con una 

afinidad alta, media y baja 

 

Tabla 1. Secuencias de oligos utilizados para RT-qPCR 

Gen Secuencia oligo Casa 

β2-microglobulina Primer 1     5’-ACCTCCATGATGCTGCTTAC-3’ 

Primer 2     5’-GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGT-3’ 

IDT 

TP53 Primer 1     5’-CTTACATCTCCCAAACATCCCT-3’ 

Primer 2     5’-CCAGGACTTCCATTTGCTTTG-3’ 

IDT 

P21 Forward     5’-GGAAGACCATGTGGACCTGT-3’ 

Reverse      5’-GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA-3’ 

Sigma 

MDM2 Primer 1     5’-GTGCATTTCCAATAGTCAGCTAA-3’ 

Primer 2     5’-AGAAGGACAAGAACTCTCAGATG-3’ 

IDT 

PUMA Primer 1     5’-CACCTAATTGGGCTCCATCT-3’ 

Primer 2     5’-ACGACCTCAACGCACAGTA-3’ 

IDT 

BAX Primer 1     5’- AAAGATGGTCACGGTCCAAC-3’ 

Primer 2     5’-CAAACTGGTGCTCAAGGC-3’ 

IDT 

GADD45B Forward     5’-GGGAAGGTTTTGGGCTCTCT-3’ 

Reverse      5’-GGTCACCGTCTGCATCTTCTG-3’ 

Sigma 
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7. RESULTADOS 

 

7.1. El Resveratrol ejerce un efecto anti-proliferativo dosis dependiente 

en líneas celulares de cáncer que presentan distintas mutaciones en el 

gen TP53. 

 

Con el fin de determinar el efecto anti-proliferativo que ejerce el resveratrol 

(RES) sobre líneas celulares de cáncer que presentan distintas mutaciones del gen 

TP53, se evaluó el efecto de éste sobre el crecimiento por medio de ensayos MTT. 

Se observó que el etanol (0.3% v/v) no tiene un efecto significativo sobre el 

crecimiento de las distintas líneas celulares y por lo tanto se utilizó como vehículo 

en todo el proceso experimental y fue considerado como el número inicial de 

células al 100% en los ensayos MTT. 

 

Las líneas celulares de cáncer cervical C33A (p53 R273C); carcinoma 

colorectal SW480 (R273H); cáncer 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 μmol/L) por 48 horas. El RES 

indujo un efecto inhibitorio dosis dependiente sobre la proliferación de todas las 

líneas celulares, con valores de concentración inhibitoria al 50% (IC50) en un rango 

de 110-182 μmol/L (C33A 168.4 μmol/L; SW480 181.4 μmol/L; MDA-MB-231 157.7 

μmol/L; T47D 110.6; SK-BR-3 139.4 μmol/L; SW13 140.5 μmol/L) (Figura 10). 

 

No se determinó si la inhibición de la proliferación era debida a un arresto 

en la proliferación celular (citoestaticidad) o por muerte celular (citotoxicidad).  
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Figura 10. Disminución de la viabilidad celular en líneas celulares de cáncer con fenotipo 

p53 mutante al ser tratadas con resveratrol. Se determinó la IC50 mediante ensayos MTT. 

Los porcentajes de crecimiento fueron normalizados en función a las células control tratadas 

con etanol (0.3% v/v). Los valores representan el promedio de al menos cuatro experimentos 

distintos ±DS. a) Líneas celulares C33A, MDA-MB-231 y SW480. b) Líneas celulares SK-BR-3, 

T47D y SW13. 
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7.2. Efecto del resveratrol sobre los niveles de proteína p53 

 

Se determinó mediante análisis de western blot el cambio en los niveles de 

la proteína p53 en las líneas celulares C33A, SW480, MDA-MB-231, T47D, SK-BR-3 y 

SW13 que expresan distintas mutantes de la proteína posterior a los tratamientos 

con resveratrol IC50 por 24 y 48 horas. La cuantificación densitométrica demostró 

que el Resveratrol produjo un aumento estadísticamente significativo en los niveles 

de proteína p53 total en las líneas celulares SW13 y T47D a las 24h mientras que a 

las 48h los niveles se incrementaron en prácticamente todas las líneas, a excepción 

de SK-BR-3 en la cual se observó una clara disminución de la proteína. 

 

 

Figura 11. El resveratrol produce cambios en los niveles de proteína p53 total. Las líneas celulares 

fueron tratadas con etanol (vehículo) o resveratrol utilizando la IC50 correspondiente de cada una por 

24 y 48 h. a) Western blot representativo de dos ensayos independientes. OH: tratamiento con etanol; 

RES: tratamientos con resveratrol. b) Gráfica de densitometría. Línea continua representa 

tratamiento con etanol. * representa cambio significativo obtenido por análisis t-student (*=p<0.05, 

**=p<0.01; ***=p<0.001) 
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7.3. El resveratrol produce cambios en la expresión de genes blanco de 

p53 wt en líneas celulares p53 mt. 

 

Con el fin de determinar si el RES ejercía su efecto de inhibición de 

proliferación celular mediante mecanismos relacionados a p53 wt, se analizaron los 

cambios en los niveles de expresión 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 más pifitrina-α (30 

µmol/L) que actúa como inhibidor de la actividad transcripcional de p53wt para 

determinar si la activación de estos genes es dependiente de un cambio de 

conformación de p53 mutante a “wt-like”. En experimento se seleccionaron genes 

involucrados en arresto del ciclo celular, reparación de DNA y apoptosis, para los 

cuales p53 presenta distinta afinidad.  

 

No se observó incremento en los niveles de mRNA del gen TP53 en 

prácticamente ninguna línea celular, a excepción de la línea SW13 (Figura 12 f). Por 

otro lado, el tratamiento con resveratrol produjo un aumento significativo (del 

doble o más) en los niveles de transcrito del gen p21 en las seis líneas celulares 

estudiadas (Figura 12 a-f). Aunque se observa una tendencia de disminución del 

nivel de transcrito en presencia de pifitrina-α, en general no existe una diferencia 

significativa (Figura 12 a, c, d, f). En el caso de MDM2, regulador negativo de la 

proteína p53, se observó un aumento en el nivel de transcrito en las líneas 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 únicamente en la SK-BR-3. El nivel de transcrito 

del gen pro-apoptótico PUMA aumentó significativamente (doble o más) por RES 

en todas las líneas celulares utilizadas, a excepción de T47D (Figura 12 d), y de 

manera similar a lo sucedido con p21, se aprecia una tendencia hacia una regulación 

del gen dependiente la actividad transcripcional de p53 pero sin observarse una 

diferencia significativa. La expresión de BAX, otro gen pro-apoptótico estudiado, se 
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vio aumentada en las líneas MDA-MB-231 (Figura 12 c) y SK-BR-3 (Figura 12 e) 

donde la regulación por p53 no es tan evidente. Por último, el nivel del transcrito 

del gen GADD45B fue el que mostró un mayor aumento en prácticamente todas las 

líneas celulares, a excepción de MDA-MB-231 (Figura 12 c), observándose en C33A 

(Figura 12 a), SW480 (Figura 12 b), T47D (Figura 12 d) y SK-BR-3 (Figura 12 e) una 

inhibición en presencia de la pifitrina-α.  

 

Figura 12. El resveratrol aumenta los niveles de expresión (mRNA) de genes blanco de p53wt en líneas 
celulares con p53mt. Los valores fueron determinados por RT-qPCR y están representados por 
número de veces de incremento para  cada gen y normalizados con el gen constitutivo β2M. Los datos 
muestran las medias ±DS de por lo menos tres experimentos independientes. * representa cambio 
significativo obtenido por análisis t-student (*=p<0.05). “OH” “RES” y “R+P” tratamiento con vehículo 
EtOH, tratamiento con resveratrol, tratamiento con resveratrol y pifitrina por 24 horas, 
respectivamente. 
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8. DISCUSIÓN 

 

El resveratrol es un prometedor agente quimiopreventivo y quimioterapéutico 

que media muchos blancos celulares en diferentes vías de señalización relacionadas 

al cáncer. 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, reducción del riesgo de 

enfermedad cardiovascular y quimioprevención del cáncer, entre otros (Pezzuto, 

2011). Diversas publicaciones científicas recientes han reportado la actividad 

antiproliferativa y pro-apoptótica del resveratrol en una gran variedad de líneas 

celulares de cáncer humano que van desde líneas celulares de cáncer de próstata, 

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 acción se han postulado para explicar la actividad 

antiproliferativa del resveratrol. Estos incluyen la activación de la vía apoptótica 

intrínseca, la liberación mitocondrial de citocromo C con la participación de Bax, la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), la modulación de la ruta de la 

proteína supresora de tumor p53 y la activación de la vía extrínseca 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 proliferación de las 

seis líneas celulares de cáncer estudiadas a pesar de tener mutaciones en p53. Sin 

embargo, en este trabajo no se determinó si la reducción en la biotransformación 

de MTT a cristales de formazán era debido a un efecto de arresto en la proliferación 

celular (citoestaticidad) o por muerte celular (citotoxicidad). Para determinar lo 

anterior se podría estudiar el efecto del resveratrol sobre la progresión 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 línea celular C33A donde 

se observó que el tratamiento con 150 µmol/L de resveratrol por 48 horas, en una 

concentración muy cercana a la IC50 determinada en el presente estudio, provocó 

un aumento en la fase S del ciclo celular induciendo la disminución correspondiente 

en la fase G1, observándose un efecto inverso cuando las células fueron tratadas a 

una mayor concentración de resveratrol (250 µmol/L). Posterior a eso se analizó 

apoptosis por citometría de flujo utilizando el método de anexina V y se observó un 

aumento en las células apoptóticas en los tratamientos con 150 µmol/L de 

resveratrol sin mayor aumento al ser tratadas con una concentración mayor (250 

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

 

Por otro lado, se ha reportado que el resveratrol interfiere específicamente 

con la cadena respiratoria mitocondrial, y conduce al aumento de la producción de 

ROS (Wallace, 1999). El estado redox de las células juega un papel importante en las 

distintas vías de apoptosis y las ROS producidas a nivel de mitocondria pueden estar 

implicadas en la muerte celular (Mignotte and Vayssiere, 1998). La modulación de las 

enzimas antioxidantes puede explicar la capacidad del resveratrol para inhibir el daño 

del DNA en linfocitos humanos inducidos por diversos compuestos tóxicos 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 

microscopía electrónica se observó que el tejido tratado con DOX (20 mg/kg) 

resultaba en una fragmentación masiva y lisis de miofibrillas, así como vacuolización 

de la mitocondria o pérdida completa de la cresta mitocondrial; tratamientos 

simultáneos con resveratrol (10 mg/kg) redujeron el efecto negativo de la 

administración de DOX sobre el tejido cardiaco, donde los cardiomiocitos 

presentaban apariencia normal y la mitocondria mantenía su estructura habitual (Al-

Harthi et al., 2014). La opinión actual es que el resveratrol puede funcionar tanto  

como pro-oxidante o anti-oxidante dependiendo de la concentración y el tipo de 
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célula donde es administrado (Delmas et al., 2011). Por ejemplo, la exposición de 

células de leucemia a concentraciones sub-letales de resveratrol ejerce una acción 

protectora que da lugar a la inhibición de la apoptosis inducida por fármacos (Ahmad 

et al., 2004). El fenómeno de la citoprotección a dosis bajas y la citotoxicidad en dosis 

altas se llama "hormesis". Hormesis describe la dosis-respuesta bi-fásica que es 

común no sólo para el resveratrol, sino también a muchos fitoquímicos (Ferrari et al., 

2011).  

 

El rescate de la función supresora de tumores de la proteína p53mt se ha 

convertido en un enfoque atractivo para el desarrollo de terapias contra el cáncer 

(Selivanova, 2010). La activación farmacológica de p53 en células de cáncer  puede 

inducir diversas respuestas positivas o negativas para su erradicación que van desde 

la detención del crecimiento y la reparación del DNA hasta la muerte celular lo que 

limita la aplicación clínica eficiente de medicamentos dirigidos a la reactivación de 

p53. Elucidar los mecanismos moleculares que definen el resultado biológico de la 

activación de p53 sigue siendo un gran desafío en el campo de estudio de la proteína 

(Feldser et al., 2010; Junttila et al., 2010; Vousden and Prives, 2009; Xue et al., 

2007). Recientemente, se determinó que la activación farmacológica de p53 junto 

con la inhibición de la tiorredoxina reductasa ocasionada por la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), dan como resultado letalidad sintética en 

células cancerosas. Las ROS promueven la activación de cinasa c-Jun N terminal 

(JNK) como respuesta al daño, estableciendo un ¨loop¨ de retroalimentación 

positiva con p53, permitiendo que p53 en estado activo evite desencadenar 

mecanismos de detención 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, eIF4E, así como inhibidores de p53 Wip1 y MDM4. 

Mostraron que la ablación de Wip1, uno de los ejecutores cruciales ¨corriente 

abajo¨ de JNK confiere una respuesta transcripcional mejorada y sostenida de p53 
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que contribuye a la muerte celular. Sus resultados proporcionaron nuevos 

conocimientos para la manipulación de la respuesta de p53 en una forma 

controlada, lo que propone una nueva estrategia farmacológica para explotar un 

nivel anormalmente alto de ROS, a menudo vinculada con una mayor agresividad 

en el cáncer, para matar selectivamente las células cancerosas a partir de la 

reactivación farmacológica de p53 (Shi et al., 2014). 

 

Se ha sugerido previamente que la proteína p53 juega un papel muy 

importante en las propiedades anticancerígenas del resveratrol. El resveratrol 

induce ROS lo que genera una respuesta de activación de proteínas cinasas 

reguladas por señales extracelulares (ERKs), cinasas c-Jun NH2-terminal (JNKs) y la 

cinasa p38 que induce la activación de p53 mediante modificaciones post-

traduccionales (fosforilación de serina 15) (She et al., 2001). Las células cancerosas 

a menudo aumentan la carga de estrés oxidativo y por lo tanto es probable que sean 

más sensibles a los daños promovidos por insultos que generen mayor ROS (Shi et 

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

 

El resveratrol causa la acumulación nuclear de la enzima ciclo-oxigenasa 

(COX) -2 y de la proteína supresora de tumor p53. La sumoilación es importante 

para la estabilización de p53 y una interacción COX-2-SUMO-1 sugiere sumoilación 

de COX-2 en las células tratadas con resveratrol. Estudios de inmunoprecipitación 

de cromatina han mostrado la unión de COX-2 (nuclear inducida) a la región 

promotora de PIG3 y Bax, genes pro-apoptóticos blanco de p53wt 

transcripcionalmente  activo. La acumulación 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 cáncer de ovario humano (Lin et al., 2011). Las 

modificaciones postraduccionales confieren a la proteína 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 cáncer, 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 proteína p53 total en las líneas celulares de cáncer con 

p53 mt al ser tratadas con resveratrol; sin embargo, no se apreció 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 activación y la 

estabilidad de la molécula (modificaciones post-traduccionales) y no sobre la 

expresión transcripcional de la misma. Podríamos analizar el efecto del resveratrol 

en la activación y estabilidad de p53 analizando (mediante western blot) el probable 

aumento de p53 fosforilada contra la proteína total. 

 

De manera interesante, determinamos que el resveratrol aumentó 

significativamente los niveles de expresión del mRNA de los genes P21, PUMA y 

GADD45B. Por otro lado, el nivel de mRNA de MDM2 aumentó de manera moderada 

a alta, mientras que el nivel de mRNA de BAX solo aumentó en la línea MDA-MB-231. 

Asumiendo un posible cambio de conformación de la proteína p53mt hacia una “wt-

like”, el patrón de expresión de los diferentes genes pudiera estar relacionado 

principalmente a: 1) las diferencias en las secuencias de unión a p53wt de cada 

promotor; 2) las características intrínsecas de cada mutante y su comportamiento 

producido por el resveratrol; 3) la afinidad de cada mutante hacia los diferentes 

promotores, en relación a las características de cada línea celular. Por otro lado, los 

experimentos realizados en presencia de la pifitrina-α, muestran una tendencia hacia 

la disminución de la expresión de los genes blanco de p53wt sugiriendo que la 

activación de los genes podría estar siendo regulada en parte por p53 mutante, 

aunque estos resultados no mostraron significancia estadística. Otra manera de 

determinar la regulación de p53 remodelada sobre sus genes blanco sería estudiando 

la interacción mediante ensayos de inmunoprecipitación 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 regulación de estos genes. Por un lado 

es posible, aunque poco probable, que el aumento en la proteína p53 mutante sea 

suficiente para aumentar los niveles de expresión de los genes antes mencionados, 

considerando que muchas mutantes conservan una baja o mínima actividad 

transcripcional relacionada a p53wt. Sin embargo, la línea celular SK-BR-3 fue de las 

que mayor actividad transcripcional de genes blanco regulados por p53wt tuvo, a 

pesar de ser la única en donde se observó una clara disminución en el nivel de 

proteína p53. El resultado anterior puede estar relacionado a que el efecto del 

resveratrol hacia una posible conversión de la proteína mutante hacia una “wt-like” 

fuera más evidente, dando lugar a una mayor regulación de sus genes blanco y que 

dicha conformación adquirida permita a la proteína p53 ser regulada negativamente 

por MDM2. Por otra parte, pudiera darse un cambio conformacional de las proteínas 

de mutante a una wt-like y que este cambio provocado por el resveratrol sea solo 

parcialmente inhibido por la pifitrina-α. Es conocido que la proteína 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 proteína p73 está sujeta a una inhibición de su 

actividad transcripcional por su unión a p53 mutantes. Es posible que el cambio de 

conformación en las mutantes de p53 no esté dirigido a su reactivación wt-like, sino 

que este cambio inhibiera su unión a p73, permitiendo la actividad transcripcional de 

ésta. Finalmente, existe la posibilidad que la activación de los genes relacionados a la 

ruta inhibitoria de la proliferación y a rutas pro-apoptóticas 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 proliferación de manera dosis dependiente en las líneas 

celulares de cáncer con un fenotipo p53 mutante. Las dosis IC50 determinadas se 

encuentran entre 110-182 μmol/L. 

 

El resveratrol produjo un aumento en los niveles de proteína p53 más no en su nivel 

de transcrito lo que sugiere un efecto de estabilización de la proteína. 

 

El resveratrol indujo la expresión de genes blanco de la proteína p53 wt en líneas 

celulares que sólo expresan p53mt, lo que sugiere una reactivación de la función 

supresora de tumor de la proteína. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

 Analizar el nivel de mRNA de genes blanco de la proteína p53 wt en las líneas 

celulares (p53 mt) tratadas y no tratadas con Resveratrol a  tiempos menores 

(12h) y mayores (48h). 

 Realizar transfecciones con los plásmidos que expresan las proteínas p53 

mutantes R175H, R273C, R273H, R248Q y el plásmido para la P53wt en la línea 

celular SAOS-2 y determinar por Western blot, los niveles de expresión de las 

proteínas P53wt y P53mt, en ausencia o presencia de Resveratrol. 

 Analizar mediante RT-qPCR la expresión del mRNA de genes blanco de P53 

silvestre (P21, PUMA, NOXA, BAX, PIG3, GADD45, TP53, TP53INP) en células 

SAOS-2 transfectadas con los distintos plásmidos de p53 mt, tratadas y no 

tratadas con Resveratrol. 

 Confirmar, por inmunohistoquímica, si se produce un cambio de conformación 

en la proteína P53, de mutante a silvestre en las líneas celulares mencionadas, 

al ser tratadas con el Resveratrol, utilizando los anticuerpos Pab240 (ó DO-1) 

que reconoce tanto la forma silvestre como mutante de la proteína p53, y 

Pab1620 específico para p53 wt. 

 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 

utilización de siRNA.  

 Estudiar si en las líneas celulares tumorales que expresan P53mt, el 

Resveratrol coopera con el agente quimioterapéutico cisplatino para revertir 

la resistencia a este fármaco al actuar de manera sinérgica en la inducción de 

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