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RESUMEN

El cancer cervicouterino es uno de los de los cdnceres con mayor incidencia y letalidad
en todo el mundo, sobre todo en paises en vias de desarrollo como México. El
cisplatino es uno de los farmacos mas comunmente utilizados para el tratamiento de
este tipo de cancer; sin embargo, es un farmaco no selectivo, es decir, elimina células
cancerosas Yy sanas, por lo que los efectos secundarios que produce son graves y
algunos irreversibles para los pacientes; ademas, muchos de los pacientes desarrollan
resistencia al tratamiento, por lo que necesitan dosis mayores. Dentro de los
mecanismos moleculares que producen la resistencia a cisplatino, se encuentra la
sobre activacion de las vias de reparacién de ADN, como la via de reparacién por unién
de extremos no homoélogos (NHEJ por sus siglas en inglés). En esta via las proteinas
Ku70 y Ku80 juegan un papel clave para la activacion de la via y el reclutamiento de
las demas proteinas que participan en esta via de reparaciéon del ADN. Ademds, en
diversos trabajos se ha reportado que Ku70/80 se encuentran sobre expresadas en
varios tipos de cancer, favoreciendo la resistencia a la terapia.

Por otro lado, el resveratrol es un compuesto natural que ha demostrado tener
propiedades anticancerigenas; por ejemplo; el resveratrol ha demostrado funcionar
como quimio y radio sensibilizador, en varios tipos de cancer.

Por lo que, en este trabajo se planted evaluar el efecto quimiosensibilizador del
resveratrol al tratamiento con cisplatino en lineas celulares de cancer cervicouterino
y si este efecto estaba relacionado con la actividad del farmaco sobre las proteinas
Ku70/80 de la via de reparacién del ADN “NHEJ”. De las 4 lineas celulares evaluadas,
nosotros encontramos que, la mas sensible a ambos farmacos fue la linea celular
CaSki, seguida de C-33A, posteriormente Hela y finalmente SiHa. También
encontramos que resveratrol disminuye la expresién de Ku70 en C-33A y SiHa, y la de
Ku80 en C-33A y Hela. Ademas, en las células HelLa disminuye los niveles de ARN
mensajero y proteina después del tratamiento de resveratrol solo y en combinacién
con cisplatino. Esto indicaria que resveratrol puede intervenir en la reparacion del

dafio al DNA mediante la via NHEJ en células de CaCu.



Palabras clave: Cancer cervicouterino, Ku70/80, NHEJ, resveratrol, cisplatino.

ABSTRACT

Cervical cancer is one of the cancers with the highest incidence and lethality worldwide,
especially in developing countries such as Mexico. Cisplatin is one of the most commonly used
drugs for the treatment of this type of cancer; however, it is a non-selective drug; that is,
cisplatin eliminates healthy and cancer cells, so the side effects it produces are serious, and
some of them are irreversible for patients; in addition, many patients develop resistance to
treatment, so they need higher doses. Between molecular mechanisms that produce cisplatin
resistance, DNA repair pathways are over-activated, such as the Non-homologous end joining
(NHEJ). In NHEJ, Ku70 and Ku80 proteins play a key role in activating the pathway and
recruiting the other proteins of this mechanism. In addition, several studies have reported
that Ku70/80 proteins are overexpressed in several cancer types favoring therapy resistance.
On the other hand, resveratrol is a natural compound that has been demonstrated to have
anti-cancer qualities, for example, resveratrol has been demostrated to be a good
chemosensitizer and radiosensitizer in several cancer type.

In this study, we propose to evaluate the chemosensitizer effect of resveratrol on cisplatin
treatment in cervical cancer cell lines and whether this effect was related to the activity of
resveratrol on Ku70/80 proteins of the NHEJ pathway. We found that of the four cell lines
evaluated, the most sensitive cell line to both drugs was CaSki, followed by C-33A, Hela, and
SiHa. We also found that resveratrol treatment decrease the expression of Ku70 protein in C-
33A and SiHa cell lines and the Ku80 expression in C33A and Hela. Furthermore, in Hela cells,
there produces a dismiss in mMRNA and protein levels after the treatment of resveratrol alone
and in combination with cisplatin. This would indicate that resveratrol is able to intervene in

the repair of DNA damage through the NHEJ pathway in cervical cancer cells.

Keywords: Cervical cancer, NHEJ, Ku70/80, resveratrol, cisplatin.
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INTRODUCCION
El cuello uterino

El Utero se divide en cuerpo, istmo y cuello uterino o cérvix. El cérvix es la parte
inferior del utero que, al terminar conecta con la vagina. Este a su vez se divide en
endocérvix y ectocérvix, siendo el primero la parte superior del cuello uterino, que
conecta con el cuerpo del Utero, mientras que el exocérvix es la parte inferior del
cuello uterino que, como se menciona anteriormente, conecta con la vagina® (ver

figura 1).
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Figura 1. Representacion esquemdtica del cuello uterino (tomada y modificada de

American Cancer Society?)

El cérvix mide entre 2.5 y 4 cm de largo y aproximadamente 3 cm de diametro en
mujeres adultas, y posee una ligera inclinacién3. Se compone de tejido conectivo
fibroso, tejido muscular liso, asi como tejido epitelial columnar y escamoso. El
ectocérvix esta formado principalmente por epitelio escamoso dividido en tres zonas:
la zona de las células germinales, compuesta de células basales que se diferencian en
parabasales, y son las que se renuevan continuamente. Posteriormente sigue la zona
media, que es la porcién dominante, donde migran las células que se diferenciaron
de la capa anterior y donde contindan madurando para alcanzar la tercer y ultima
zona, la superficial, correspondiente a las células mas diferenciadas y maduras (ver

figura 2). Este proceso de remodelacién epitelial es dindmico y se renueva
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aproximadamente cada 5 dias, sin embargo, la administracion de compuestos
estrogénicos puede acelerar este proceso a 3 dias. Por el contrario, si faltan
estrégenos, como después de la menopausia, las células no maduran mas alld de

células parabasales'?3,

Por otro lado, el endocérvix tiene una capa Unica de células epiteliales columnares
gue secretan mucina para proteger la superficie, en ella se encuentran también las
glandulas endocervicales, por eso se dice que esta formado por epitelio glandular.
Estos dos epitelios se encuentran en la unién escamoso-columnar (SCJ por sus siglas
en inglés), una regién dinamica que se “mueve” por el alargamiento del canal
endocervical a medida que la mujer crece y se desarrolla. La union original esta en el
canal endocervical y se recorre hasta quedar sobre el ectocérvix. A la regién de
epitelio que queda entre la unidén escamosa-columnar original y la nueva se le llama
zona de transformacion o transicidn y su posicion también puede variar dependiendo
de la edad de la mujer. Este cambio de posicidn es debido a la modificacion y recambio
de las células de la zona de transformacion, ya que esta es muy dinamica, por lo que
se sugiere que esta es la razdén por la que muchas de las células en recambio son
infectadas por Virus de Papiloma Humano (VPH) y en el futuro pueden convertirse en

células precancerosas (ver figura 2)3.
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Figura 2. llustracion microscépica del cérvix. De abajo hacia arriba se muestra la capa
mads superficial del cérvix, que es el mesotelio, el cual recubre a la capa serosa, una
capa de tejido que recubre todo el exterior del utero. A continuacion, se encuentra el
tejido estromal, el cual se compone de fibroblastos y musculo liso. A través de este
tejido fibromuscular pasan los suministros vasculares, linfdticos y nerviosos al cérvix.
En la imagen se observan células inmunes dispersas, incrustadas en una matriz
extracelular rica en coldgeno. Posteriormente, la membrana basal separa el epitelio
del estroma y es la membrana que proporciona el soporte para la primera capa del
epitelio. En el caso del endocérvix se observa una unica capa de epitelio columnar
glandular, mientras que en el exocérvix son las células de la capa basal, que se
diferencian en células parabasales, posteriormente suprabasales y superficiales,

formando el epitelio escamoso (tomada y modificada de Barrios De Tomasi, J.%).

Cancer cervicouterino

Se llama cancer de cuello uterino o cancer cervicouterino (CaCu) a aquel que se
desarrolla en esta parte del Utero, en el endocérvix o en el ectocérvix, y dependiendo
de la localizacion y el tipo de células que sean transformadas puede ser de dos tipos
principalmente. El tipo mas comun de CaCu es el carcinoma de células escamosas, que
se desarrolla en el ectocérvix. En segundo lugar, estan los adenocarcinomas,
desarrollados a partir de las células glandulares del endocérvix; aunque en menor
frecuencia también se presentan canceres con caracteristicas de ambos y se

denominan carcinomas adenoescamosos o carcinomas mixtos>®.

Al igual que en muchos otros tipos de cancer, existen diversos factores de riesgo que
pueden favorecer el desarrollo de CaCu, entre estos se incluyen el nivel
socioecondmico, edad, inicio de vida sexual a edad temprana, elevado nimero de
parejas sexuales, multiples embarazos, infecciones de transmisiéon sexual (clamidia,
infeccion por herpes o citomegalovirus), deficiencias nutricionales, consumo de
tabaco, alcohol, uso prolongado de anticonceptivos orales y cualquier factor que
afecte al sistema inmunolégico como el VIH/SIDA o los medicamentos
inmunosupresores que se usan para evitar el rechazo de un trasplante de érganos’.

Sin embargo, es bien sabido que el mayor factor de riesgo para desarrollar este tipo
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de cancer es la infeccién persistente por VPH de alto riesgo>®%0. Aunado a esto, los
niveles hormonales, el tipo de VPH presente, la coinfeccion con mas de un tipo de
VPH, la frecuencia de reinfeccidén y la carga viral se relacionan directamente con la
gravedad de esta enfermedad, ademds se ha demostrado que la predisposicion
genética también es un factor de riesgo, pues de ella puede depender la
susceptibilidad a la infecciéon por VPH, la capacidad para eliminar la infeccion o el

tiempo de desarrollo de la enfermedad?®.

VPH y cdncer cervicouterino

Existen varios tipos de VPH y dependiendo de su naturaleza se han dividido en VPH
de alto y bajo riesgo, el VPH de alto riesgo se ha asociado principalmente a CaCu, pero
también a canceres anogenitales''2, de cabeza y cuello®®!4, de pulmén (células
escamosas, adenocarcinoma y células pequefias)>!®, cancer de piel'’*® y en menor
medida con cancer colorectal’®?° y cédncer renal?l. Sin embargo, los resultados con
cancer de mama y vejiga aiin no son concluyentes?%23, Por otro lado, aunque los VPH
de bajo riesgo no estdn asociados directamente al desarrollo de cancer, si es bien
sabido que pueden causar varios tipos de verrugas incluidas las genitales??, las cuales
usualmente pueden ser tratadas y eliminadas. Sin embargo, los VPH de bajo riesgo
también se han asociado con la transformacién maligna como en el caso de la

papilomatosis respiratoria recurrente y la epidermodisplasia verruciforme?>.

En este sentido, los VPH mas comunes y por ende los mas estudiados son el VPH de
tipo 16 y 18, que ademas estan altamente asociados con el desarrollo de CaCu
invasivo?®. Interesantemente, se ha demostrado que el tipo de VPH puede estar
relacionado con un tipo de cancer en particular, por ejemplo, el VPH16 se asocia con
el desarrollo de tumores en las células escamosas del ectocérvix y la zona de
transformacién, mientras que el VPH18 estd mas asociado con adenocarcinomas
provenientes del endocérvix?’~2°. Esto cobra sentido si recordamos que los tipos de
CaCu mas frecuentes son el carcinoma de células escamosas y el adenocarcinoma, y
qgue el VPH16 y 18 son los mas comunes relacionados con estas enfermedades. Es

importante mencionar, que el VPH16 provoca una infeccidon persistente mas
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prolongada que otros tipos de VPH de alto riesgo, y es por eso por lo que se considera
el mas peligroso para el desarrollo de cancer®. Curiosamente, se ha mencionado que
la prevalencia de estos dos tipos de VPH disminuye conforme aumenta la edad en
pacientes con ciertos tipos de cadncer, a diferencia de otros como el 33, 39, 52 y 58,
cuya prevalencia aumenta en personas mayores, donde se ha visto un aumento de

hasta el 4% con respecto a personas mas jovenes?®2°,

La infeccion por VPH es un factor necesario para el desarrollo de CaCu, pero no es
suficiente dado que tener la infeccion no es sinénimo de que una mujer desarrollara
CaCu ademads de que existen otros factores que intervienen en el desarrollo del
cancer3l. De hecho, sélo un pequefio porcentaje de las mujeres infectadas con VPH
desarrollaran cdncer en algin momento de su vida. Esto se debe a que la mayoria de
las mujeres se infectan de VPH oncogénico durante los primeros afios de su vida
sexual, pero la infeccidn es eliminada poco después por el sistema inmunoldgico sin
dejar ningun daio residual, aunque en ocasiones las infecciones transitorias pueden
causar lesiones leves con bajo potencial oncogénico'®32. Sin embargo, un pequefio
porcentaje de mujeres no logra eliminar el virus y se convierte en una infeccién
persistente. EL VPH puede entrar a las células a través de pequefias abrasiones en el
tejido, o en la capa de la SCJ entre el endo y ectocérvix. Una vez ahi, las proteinas de
la capside se unen a los receptores celulares; posteriormente, el virus ingresa a la
célula por endocitosis y viaja por el citoplasma hasta el nucleo, al cual ingresa a través
de los poros nucleares o cuando la membrana nuclear se rompe durante la mitosis;
una vez ahi, la cdpside se desintegra y queda el material genético del virus al
descubierto®?, lo cual le permite integrarse en el material genético de las células de la
capa basal, donde se mantiene latente. Cuando las células que integraron el genoma
del virus se diferencian, el material genético viral se replica y se expresa para formar
viriones maduros y garantizar su propia supervivencia, de esta manera pasa de
infeccidn latente a infeccidn en transformacion (ver figura 3). Sin embargo, aun no se

sabe de qué depende que el virus se integre al material de las células huésped o
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permanezca en estado episomal, ya que esto también puede depender del tipo de

virusl0:27.34,

Figura 3. Infeccion por VPH a las células del cérvix. El VPH se une a receptores en la
superficie celular e ingresa a la célula, una vez ahi, integra su genoma en el ADN de la
célula huésped para que cuando esta célula se replique transcriba los mMRNA de sus
genes. Los genes de expresion temprana como E5-E7 garantizan la supervivencia de
la célula huésped al inhibir a los oncosupresores p21, p27, p53 y pRb, esto permite que

las proteinas de expresion tardia formen la cdpside viral.

El genoma del VPH esta formado por una region de genes de expresion temprana (E),
que codifica para 6 proteinas, una regién de expresién tardia (L) que codifica para las
2 proteinas estructurales, y la regiéon larga de control (LCR), la cual contiene sitios
reguladores para la replicacién y transcripcién del material (ver figura 4)3. Los
oncogenes virales E6 y E7 son los mas estudiados porque al expresarse pueden inducir
proliferacién, inhibir apoptosis, alterar la estructura cromosomal, provocar

inestabilidad cromosémica y ademas modificar la expresidon de los genes en la célula
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hospedadora. Asimismo, el gen E5 también se considera un oncogen aunque su

potencial oncogénico es menorl%?’,
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Figura 4. Representacion esquemdtica del genoma del VPH16 (tomada y modificada

de Graham, S. V.*3)

Multiples estudios de microarreglos han demostrado que la infeccidn por VPH de alto
riesgo provoca cambios en la expresién de mas de 300 genes celulares, ya sea
disminuyendo o aumentando su expresidon. Estos cambios de expresidon se han
relacionado con las 3 oncoproteinas mencionadas anteriormente, E5, E6 y E7, que han
demostrado ser capaces de modificar importantes procesos celulares como el

crecimiento celular, la diferenciacion y la evasién inmunoldgica®3>.

La oncoproteina E5 de los VPH de alto riesgo ha demostrado tener distintas funciones,
se hareportado que es capaz de provocar cambios morfoldgicos en el epitelio cervical,
interferir en el trafico de proteinas celulares y la evasion del sistema inmune al inducir
la pérdida de la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I)
de las células infectadas®®. La expresion de E5 también se ha asociado con una
proliferacion celular sostenida de las células infectadas al inhibir a los supresores

tumorales p21/p27373 y también se ha demostrado que la expresién de esta
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oncoproteina permite a las células evadir la apoptosis inducida por perdxido de
hidrégeno exdgeno al favorecer la expresidn de cicloxigenasa-2 (COX-2)3°. E5 también
es capaz de interactuar con diversos receptores celulares, entre ellos los receptores
de muerte, evitando asi la apoptosis por esa via*®. Adicionalmente, es capaz de
provocar la diferenciacién de queratinocitos mediante el receptor de crecimiento
epidérmico (EGF-R) y la via de las MAPK?*!. En este sentido, los queratinocitos son
células que tienen una vida corta y si estadn infectados pueden ayudar a progresar la
infeccién sin ser detectados por el sistema inmune®. En etapas mas avanzadas, a
través de la regulacion de EGFR, MEK/ERK1/2 y PI3K/AKT, E5 promueve invasién y
metastasis al promover la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF)?6:42,

Por otro lado, las oncoproteinas E6 y E7 tienen una gran cantidad de blancos celulares,
pero los mas importantes son los supresores de tumores p53 y pRb respectivamente.
p53 es uno de los genes supresores de tumores mds importante en nuestro
organismo, se le ha llamado el guardian del genoma debido a que se activa ante una
gran variedad de estimulos que inducen dafio al ADN participando en una diversidad
de procesos celulares como la regulacién del ciclo celular, apoptosis, reparacién del
ADN, actividades metabdlicas, entre otros**. Mientras tanto, pRb, también llamada
proteina del retinoblastoma es la responsable de secuestrar al factor de transcripcién
E2F, evitando que la progresion del ciclo celular avance de la fase G1 a S, cuando la
célula estd preparada para avanzar, pRb libera a E2F permitiendo que el ciclo celular
continte**. Se ha demostrado que E6 provoca la degradacion de p53 al interactuar
con la ubiquitina ligasa UBE3A (también conocida como E6AP), cuando p53 es
marcada por ubiquitinacién y degradada, la divisién celular se descontrola, se
acumulan mutaciones y toda la maquinaria celular se ve afectada*. De manera
similar, la oncoproteina E7 se une a la proteina conocida como p-calpaina (cisteina-
proteasa dependiente de calcio), la cual ubiquitina a pRb evitando el secuestro de E2F,
provocando que el ciclo celular continle, dejando a las células en fase S

permanentemente?®. Por si esto fuera poco, E7 también modula el ciclo celular a
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través del supresor de tumores p16 y el complejo DREAM, el cual también es blanco
de E6%748, Por otro lado, cuando el genoma del VPH se integra en el del huésped, a
menudo lo hace en el locus de c-Myc, lo cual curiosamente induce la sobre expresién
de este gen* provocando que este promueva la progresion del ciclo celular y active
constitutivamente a la enzima hTERT con colaboracion de E6 y otras proteinas como
UBE3A>%>!, La transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT) es la encargada
del alargamiento de los teldmeros, por lo que su activacién contribuye a la
inmortalizacion de las células transformadas?. Adicionalmente, al igual que E5 ambas
proteinas pueden intervenir en la via de las MAPK pero en este caso para promover
la proliferacién celular cooperando con proteinas como Ras oncogénico e interactuar
con mTOR induciendo asi la proliferacién y crecimiento celular, por ejemplo,
mediante el mantenimiento de la sintesis de proteinas, aun en ausencia de factores

de crecimiento®3.

Ademas de alterar el ciclo celular, estas oncoproteinas pueden evadir la muerte
celular programada. E6 evita la apoptosis con el secuestro de p53, pero también
puede hacerlo de manera independiente, por ejemplo, degradando proteinas
importantes para este proceso. Se ha demostrado que E6 puede interactuar con la
proteina proapoptdtica BAK1, al igual que con FADD vy la caspasa 8, provocando asi su
degradacién y frenando el proceso de apoptosis®*; por otro lado, E6 también puede
obstaculizar la via del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-R), que provoca
apoptosis por via extrinseca®. Interesantemente, E7 también ha demostrado tener
una funcion antiapoptadtica, pero no tan importante como la de E6, por ejemplo, se
ha visto que en células transformadas con E7, hay una disminucidn en la activacién de
la caspasa 8 en respuesta al tratamiento con TNF (Factor de necrosis tumoral),

ademas de un retraso en la escisidn de la caspasa 3 y el dominio de muerte RIP>®,

Otro de los efectos de la inhibicién de p53 mediada por E6 del VPH de alto riesgo es
el cambio en la expresidn de genes de angiogénesis, es decir, aquellos que regulan la
formacién de vasos sanguineos nuevos. El VEGF es un promotor de la angiogénesis

gue se sobre expresa cuando se pierde la expresion de p53 y al igual que este, otros
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genes pro-angiogénesis como la IL-8 también aumentan, en presencia de E6 y E7°.
Ademas, E7 es capaz de inducir angiogénesis activando a VEGF por dos mecanismos,
el primero mediante la activacidn de los sitios AP1 del promotor de VEGF y el segundo
a través de la via de ERK1/2 que es activada cuando E7 secuestra a pRb y libera a E2F,
promoviendo la expresion de RRM2. La sobre expresion de este factor, promueve
produccidn de especies reactivas de oxigeno (EROS), las cuales activan la via ERK1/2-

HIF-1 a-VEGF>%>9,

Aligual que E5, las oncoproteinas E6 y E7 pueden inducir la migracidn celular al activar
factores de transicién epitelio-mesénquima (TEM) como Twist, Slug y ZEB1/26°,
Ademas, se ha reportado que la expresidn de E6 y E7 disminuyen la expresién de E-
cadherina, que es un marcador de células epiteliales, mientras aumenta la expresion
de la N-cadherina, un marcador mesenquimal. Es muy importante recalcar que, para
modificar la expresidn de genes, estas oncoproteinas forman complejos con
moduladores epigenéticos, tales como la desmetilasa KDM6B, que puede favorecer
la expresion de p16* o Dnmtl, una ADN metil-transferasa que puede inhibir la
transcripcion del gen de E-cadherina®®®!, ademds, se ha reportado que el aumento en
la expresion de la histona metiltransferasa EZH2 y las desmetilasas KDM6A y B pueden
favorecer la expresién de los genes HOX en queratinocitos, ayudando a su

reprogramacion®?.

Prevencion y deteccion de cdncer cervicouterino

Actualmente existen varias vacunas profilacticas contra varios tipos de VPH de alto
riesgo. Por ejemplo, Cervarix [GSK] es una vacuna bivalente dirigida contra el VPH de
tipo 18 y 16, consiste en un vector de expresion de baculovirus que usa como
adyuvante AS04; mientras que Gardasil [Merck & Co], es una vacuna tetravalente que
se dirige contra VPH 6, 11, 16 y 18; Gardasil 9 [Merck & Co], es una vacuna
nonavalente de mas reciente desarrollo que protege contra VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 y 58, esta vacuna utiliza un sistema de expresién producido en Saccharomyces
cerevisiae y como adyuvante AAHS®3, pero a diferencia de las 2 primeras Gardasil 9 no

estd disponible en México. Estas vacunas pueden ser aplicadas a menores de entre 9
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y 14 aios para evitar que estos se contagien de estos tipos de VPH. Las desventajas
de estas vacunas son de varios tipos, la primera es que no protegen contra todos los
tipos de VPH, por lo que hay una probabilidad de infectarse con ellos, tampoco
pueden ser aplicadas a personas que ya tengan una infeccion activa/avanzada. Otro
problema es que las campafias en la mayoria de los paises son enfocadas a las
mujeres, aunque los hombres son portadores del VPH y una parte importante en el
proceso de infeccidn. En paises subdesarrollados hay poca disponibilidad de vacunas,
y algunos autores mencionan que la mayor incidencia de algunos tipos de VPH
especificos en ciertas areas geograficas deberia ser un factor importante que

considerar para la vacunacion®102°,

Ademas de las vacunas, la infeccion por VPH puede evitarse con el uso de
preservativos, sin embargo, este método tampoco es 100% eficaz ya que el contacto
piel con piel es suficiente para adquirir la infeccidn, por lo tanto, los labios, el escroto

o el ano son dreas infectivas®®.

Considerando que las medidas profilacticas contra la infeccién por VPH no logran ser
100% seguras, las revisiones periddicas para detectar morfologia anormal en las
células del cuello uterino o infeccidn por VPH son la Unica medida para detectar a
tiempo los cambios en el tejido que pueden desencadenar en el desarrollo de cancer.
Para la revisidon de tejido se puede realizar una prueba de Papanicolau, que es
basicamente un “frotis” de la regidn cervical, y aunque es la prueba mas utilizada, aun
hay casos en los que esta prueba arroja falsos negativos, por ejemplo, si las células
transformadas recogidas son tan pocas que pasen desapercibidas al revisar la tincién.
Es por esto por lo que se ha tratado de perfeccionar la técnica, pero, muchos
especialistas optan por hacer una observacion del tejido interno no tejido micro
invasor, por lo tanto, también se puede realizar una biopsia dirigida por colposcopia,

la cual permitird observar las caracteristicas patoldgicas del tejido>8°.

Ademads de las pruebas histopatolégicas antes mencionadas, recientemente se ha

planteado también el uso de biomarcadores para la deteccién temprana de CaCu, por
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ejemplo, algunos miRNAs, muestran cambios en los niveles de expresidn en sangre en
personas con CaCu®. En un estudio sistematico se observd que de 33 miRNAs
analizados 17 de ellos (miR-9, miR-15b, , miR-16-2, miR-21, miR-34a, miR-92a, miR-
152, miR-155-5p, miR-192, miR- 196a, miR-199a-5p, miR-205, miR-218, miR-425-5p,
miR-497, hsa-miR-1266 y miR-1290) tuvieron una mayor expresién en mujeres con
lesiones precancerosas y cancer, mientras que los otros 16 (let-7d-3p, miR -30d-5p,
miR-34a, miR-100, miR-125b, miR-145, miR-195, miR-200a, miR-203a-3p, miR-214,
miR-218, miR-370, miR-521, miR-638, miR-1914-5p y miR-2861) mostraron niveles de
expresion disminuidos en comparacién con los de mujeres sanas®. Sabiendo esto,
midiendo los niveles de estos miRNAs, se podria ayudar a un diagndstico temprano

con una prueba menos invasiva que las anteriores®,

Adicionalmente, las pruebas de deteccién de VPH pueden ser cruciales para detectar
el CaCu a tiempo. En este sentido, existen pruebas de PCR para detectar VPH de tipo
especifico, utilizando primers para las proteinas E6 y E7 o para detectar VPH en
general, utilizando primers que reconocen regiones conservadas, como los genes que
codifican para las proteinas de la cdpside®®. Una variante de estos estudios es la
deteccién de carga viral de mRNA de VPH de alto riesgo, estos ensayos se pueden
realizar en muestras de citologia de base liquida o en los frotis de prueba de
Papanicolau, donde a través de fluorescencia de una hibridacion in situ se detecta la

presencia del mMRNA de E6 y E78.

Es importante recalcar que, aunque exista una variedad de pruebas para detectar las
lesiones cervicales en etapas tempranas, el CaCu es el cuarto cancer mas comun en
mujeres del mundo, y el segundo en paises en desarrollo, solo después del cadncer de
mama; y su prevalencia es mayor en paises subdesarrollados®”.%8, Esto podria deberse
a la falta de educacidn sexual sobre el uso de anticonceptivos como el preservativo y
el riesgo que suponen algunos anticonceptivos orales, la desinformacién que tanto
hombres como mujeres tienen con respecto al tema, la inaccesibilidad a revisiones
médicas periddicas que permitan un diagndstico temprano o la falta de acceso a

tratamientos adecuados y eficientes. Con respecto a esto, se ha reportado que
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muchas mujeres que llegan a tratarse por CaCu en etapas avanzadas, nunca se
realizaron una prueba de Papanicolau®. Adicionalmente, los sectores menos
favorecidos también son mads susceptibles a otros factores de riesgo ademas del VPH,
como poca higiene, mala alimentacién, tabaquismo, sistema inmunoldgico deficiente
y uso de anticonceptivos orales, solo por mencionar algunos. Por lo tanto, no es de
sorprenderse que muchos de los diagndsticos de este tipo de cancer se hagan hasta

etapas avanzadas’®.

Tratamiento contra cdncer cervicouterino

El tratamiento contra el cancer cervicouterino puede ser muy variable, y para la
eleccién mas acertada hay que considerar la etapa y tipo de tumor, asi como las
caracteristicas particulares de cada caso, por ejemplo, la edad del paciente, su estado
de salud en general e incluso sus proyectos de vida, ya que algunos procedimientos
podrian afectar la vida sexual o la capacidad de tener hijos. Los tratamientos actuales
para este tipo de cdncer son cinco: la cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia
dirigida e inmunoterapia, ya sea solas o en combinacién, aunque las mas comunes
son las tres primeras’®’%. A continuacién, se describen brevemente los tratamientos

antes mencionados.

Con la cirugia se elimina mediante “extraccion” el tejido tumoral. Si se trata de un
tumor in situ, bastard con una microcirugia que elimine solo la porcién de células
transformadas, sin embargo, si se trata de un tumor que ha comenzado a diseminarse,
podria requerir una cirugia donde se extirpe parte del Utero, los ganglios o el Utero
completo e incluso el aparato reproductor completo y, en casos extremos, donde el
tumor se ha diseminado demasiado o vuelve de manera recurrente, se podria hacer
la reseccién del aparato reproductor completo, el ano y la vejiga. Este tipo de practicas
pueden tener consecuencias de por vida, donde se incluye incapacidad de tener

hijos’%72,

Por otro lado, la radioterapia consiste en dar dosis altas de radiacién con rayos X, al

paciente para reducir las células tumorales o evitar que se diseminen, pero también
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se puede utilizar esta terapia como un paliativo que otorgue mejor calidad de vida al
paciente. Se puede suministrar de manera externa, que es similar a realizarse una
radiografia, donde con una maquina se aplica radiacién al paciente por un periodo
corto de tiempo. Este tipo de radioterapia puede aplicarse después de una cirugia,
donde el objetivo es eliminar cualquier célula cancerosa que pudiera quedar después
de la cirugia. Pero la radioterapia externa puede usarse como tratamiento principal
en algunas etapas de CaCu o en el caso donde el tumor sea inoperable. Por ejemplo,
mediante radioterapia 3D se modela tridimensionalmente el tumor y se envian rayos
de radiacidén de distintos dngulos, a modo de atacar el tumor completo protegiendo
los tejidos sanos cercanos’*’3., Ademas de la radioterapia externa existe la
radioterapia interna, que consiste en introducir en el paciente una fuente de radiacidn
cerca o dentro del tumor. Este tipo de terapia suele utilizarse en conjunto con
radioterapia externa como terapia principal. Aunque con este tipo de tratamiento se
suelen obtener buenos resultados, los pacientes pueden presentar efectos
secundarios como sangrado rectal, debilidad en los huesos o problemas urinarios,

entre otros’%71,

Por otro lado, la quimioterapia consiste en administrar uno o varios farmacos al
paciente, ya sea de manera oral o por via intravenosa. Esta terapia es sistémica, por
lo que llega practicamente a todo el cuerpo, por lo que es ideal para tratar casi
cualquier tipo de cancer. En el caso del CaCu muchas veces se utiliza para reducir el
tamafio del tumor para después realizar cirugia o sensibilizarlo para tratar con
radiacion, pero también es comun utilizar quimioterapia como tratamiento principal
de ciertas etapas tumorales, muchas veces esta quimioterapia va en conjunto con
radioterapia, adquiriendo el nombre de quimiorradioterapia. Para la cual, los
farmacos mas comunes son los compuestos de platino como el cisplatino o el
carboplatino con o sin 5-fluorouracilo, es decir, uno o dos quimioterapéuticos mas
radiacion. Pero en el caso de tumores con riesgo de recurrencia o cuyo tratamiento
local es imposible, los tratamientos comunes consisten en una combinacién de

quimioterapéuticos como paclitaxel/cisplatino/bevacizumab, paclitaxel/cisplatino,
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paclitaxel / topotecan / bevacizumab, paclitaxel / topotecan, paclitaxel /

carboplatino’07%7475,

La quimioterapia también puede usarse como paliativo en tumores de grado muy
avanzado, recurrentes o persistentes para disminuir los sintomas del paciente y que
tenga una mejor calidad de vida. En este sentido, los quimioterapéuticos que mas se
usan por sus tasas de respuesta son: cisplatino, ifosfamida, paclitaxel, irinotecdn o
combinaciones que presentan mejores tasas de respuesta, entre las cuales destacan
ifosfamida/cisplatino, paclitaxel/cisplatino, cisplatino/gemcitabina y
cisplatino/topotecan. Al igual que la radioterapia, los quimioterapéuticos tiene
efectos secundarios que pueden ser variables dependiendo del medicamento vy la
dosis, asi como el tiempo de tratamiento. En ese sentido, hay efectos secundarios que
son de corto plazo, tales como caida del cabello, ulceras en la boca, pérdida del
apetito, nduseas, vomito, anemia, entre otros. Estos efectos secundarios pueden
verse agravados si la quimioterapia se combina con radiacién. También existen
efectos secundarios de largo plazo que incluyen nefrotoxicidad, neuropatias o

cambios en los periodos menstruales’®7%76,

Uno de los principales problemas con la quimio y radioterapia es que muchas veces al
tratar de eliminar el tumor se afectan también células sanas, esto debido a que tanto
la radiacién como los quimioterapéuticos no son selectivos en cuanto a qué tipo de
células dafan. Es por esto, que se ha buscado el uso de terapias dirigidas, las cuales
hacen uso de moléculas que sean capaces de identificar marcadores especificos en las
células cancerosas y eliminarlas sin daiar a las sanas. Ademas, aunque el tratamiento
basado en paclitaxel/cisplatino para el CaCu en estado avanzado o recurrente en
general da buenos resultados, se ha descubierto que su combinacién con terapia

dirigida aumenta la supervivencia”’.

Las terapias dirigidas usan muchas veces anticuerpos monoclonales que reconocen
ciertas moléculas en la célula cancerosa, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal

Bevacizumab se dirige a VEGF, mencionado anteriormente, lo inactiva y evita la union
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a su receptor VEGF-R inhibiendo la sefializacidon que favorece la angiogénesis, que es
un factor importante en el avance de la carcinogénesis; por lo tanto, el tratamiento
con este anticuerpo solo o en combinaciéon con quimioterapia ha alargado la
esperanza de vida de los pacientes, aunque con algunos efectos secundarios
severos’”’8, Ademas de este anticuerpo monoclonal han sido probados otros, pero
los resultados no han sido tan buenos como el anterior; sin embargo, algunos autores
mencionan que este tipo de terapia es el futuro en el tratamiento de CaCu’>. También,
se ha planteado la idea de utilizar otras moléculas bioldgicas distintas a los
anticuerpos, tales como ARN interferentes, ribonucledtidos antisentido y ribozimas,
los cuales mas que dirigirse a las células cancerosas se encargarian de silenciar a las
oncoproteinas virales E6 y E7 del VPH de alto riesgo, que como sabemos, juegan un
papel muy importante en este tipo de cancer; sin embargo, este tipo de moléculas
aun no estan disponibles para la poblacidén en general, pues se encuentran en fase de
estudio. Desafortunadamente, la terapia que usa anticuerpos monoclonales, que ya
es usada actualmente es demasiado costosa; por ejemplo, se ha reportado que la
terapia con bevacizumab cuesta aproximadamente 13 veces mas que la quimioterapia
sola, por lo que la mayoria de la poblacion de paises en desarrollo no podria tener

acceso a ella’%7579,

Adicionalmente, existen las terapias inmunoldgicas que consisten en estimular de
alguna manera al sistema inmunolégico para que se encargue de eliminar a las células
cancerosas. Para ello se han utilizado vacunas terapéuticas que han pasado a la etapa
clinica, cuya funcidn consiste en utilizar vectores bacterianos vivos atenuados que son
dirigidos a las oncoproteinas E6 y E7 del VPH. Estos vectores se replican y logran que
los antigenos producidos sean reconocidos por el complejo mayor de
histocompatibilidad | y Il activando a las células T CD4 y CD8. Este tipo de terapia se
ha aplicado sola o en combinacién con cisplatino dando buenos resultados en
pacientes con tumores en grados avanzados o recurrentes que fueron tratados

previamente con quimioterapia o radioterapia’>#°.

33



Otro tipo de terapia inmunoldgica ha sido dirigida a la molécula PD-1, que en
condiciones normales es una proteina de superficie en las células T, cuya funcion es
controlar las respuestas inmunitarias al reconocer a PD-L1 en otras células; sin
embargo, se ha observado que las células tumorales de CaCu sobre-expresan a PD-L1
por lo que pueden evadir a las células T. Por lo que, se han desarrollado inhibidores
de PD-1 y PD-L1 tales como nivolumab, ipilimumab y pembrolizumab que han
demostrado en estudios experimentales y de fase clinica Il que pueden estimular una
eficiente respuesta en las células T para la eliminacién de células tumorales de CaCu
en etapas avanzadas, tumores metastdsicos o aquellos que sean persistentes o
recurrentes tratados previamente con otros tratamientos como la quimioterapia

basada en cisplatino”>883,

Ademas de las opciones mencionadas anteriormente, se han desarrollado otras
moléculas estimuladoras del sistema inmune, pero aun se encuentran en fase
experimental. En ese sentido, también se ha hablado de la manipulacion genética,
tanto del sistema inmune, para que reconozca a VPH como de las células infectadas.
Sin embargo, no hace falta mencionar que estos tratamientos también son muy
costosos por lo que es necesario buscar tratamientos mds accesibles para toda la

poblacién”>.

Con respecto a lo anteriormente mencionado, se han encontrado compuestos
naturales que han demostrado ser capaces de eliminar a las células cancerosas. Esto
no es de sorprenderse, dado que anticancerigenos utilizados actualmente como los
taxanos provienen de plantas y algunos aceites de semillas o extractos de plantas han
demostrado tener actividad proapoptética en células tumorales de CaCu, asi como
reducir la expresion de las oncoproteinas E6 y E78+8, Otros compuestos naturales han
demostrado inhibir la degradacion de p53 y pRb o suprimir la expresién de la hTERT,
entre otras funciones anticancerigenas®®28, Ejemplos de estos compuestos son la
curcumina, la berberina, jaceosidina, wogonina, aceite de semillas de lino, latex de
Ficus carica, los extractos de tallo de Cudrania tricuspidata, tanshionona IIA,

witaferina A y el acido nordihidroguaiaretico. Todos estos compuestos prometen
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proporcionar una terapia menos costosa y por lo tanto mads accesible a poblaciones

de bajos recursos econémicos’>.

Cisplatino

Como se mencioné en el apartado anterior, el cisplatino es uno de los compuestos
mads comunmente utilizados para el tratamiento de CaCu, ya sea solo o en
combinacién con otros compuestos o tipos de terapia, por lo que a continuacién se
describen de manera mas detallada sus caracteristicas generales y su mecanismo de

accion.

El cisplatino, también llamado cis-diaminedicloroplatino (llI), es un compuesto
derivado del platino y a simple vista se puede ver que es una molécula sencilla y plana
que consiste en un atomo de platino unido a dos amidas y dos cloruros (ver figura
5)8, su peso molecular es de 301.1 g/mol y debido a su naturaleza es poco soluble en
agua, pero muy soluble en otros compuestos como la dimetilprimanida. El cisplatino
fue descubierto en los afios 40’s por Michele Peyrone®, pero fue hasta la década de
los 60’s que el Dr. Barnett Rosenberg notd que el cisplatino era capaz de inhibir la
divisién celular®l, por lo que se planted la idea de que podria ser un buen agente
anticancerigeno. Desde entonces ha sido uno de los tratamientos mas utilizados para

muchos tipos de cancer ademas del CaCu®-9293,
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Figura 5. Estructura del cisplatino, donde se muestra el atomo de Platino al centro

flaqueado por dos cloros y dos amidas (tomada de Dasari, S.%°)

El cisplatino es administrado a los pacientes por via intravenosa y una vez que entra

al torrente sanguineo se mantiene estable, pero a menudo se une fuertemente a
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algunas proteinas plasmaticas como la albumina. Incluso se estima que del 70-90%
del cisplatino que se aplica en quimioterapia puede “perderse” por su unién con
dichas proteinas. Cuando llega a las células cancerosas, el cisplatino entra en estas
mediante difusion pasiva, pero también existen algunos transportadores
membranales como la proteina transportadora de cobre CTR1 que puede introducir
al cisplatino en la célula®®. Una vez dentro, el farmaco es “activado” en un proceso
gue se llama mono o diacuacién de cisplatino donde los cloruros son susceptibles a
ser desplazados por moléculas de agua, volviéndolo un electréfilo altamente reactivo
capaz de reaccionar con nucledéfilos como los grupos tiol de las cisteinas en las
proteinas o los grupos donadores de nitrégeno de los dcidos nucleicos. En ese sentido,
los acidos nucleicos son el blanco favorito del cisplatino, y el Nitrégeno 7 (N7) del
anillo imidazol de la guanina es el mas susceptibles a ataques de cisplatino, seguida
del N7 de la adenina. El cisplatino se une covalentemente a estos sitios formando
aductos en el ADN, por lo que si reacciona en dos sitios distintos de la misma hebra
puede producir aductos intracatenarios (65% de las veces), mientras que, si las
uniones se dan entre bases de dos hebras, se formaran aductos intercatenarios,
también conocidos como reticulacion de hebras (5% de las veces); estos aductos
también pueden incluir un solo aducto por cadena asi como la unién entre una cadena
de ADN y una proteina (ver figura 6)°2. Dichos enlaces crean una contorsion en la
cadena e imposibilitan el avance de la maquinaria transcripcional y/o replicacién lo
gue provoca la activaciéon de multiples cascadas de sefializacién en la célula tumoral,
frenando al ciclo celular y reclutando a las proteinas de los mecanismos de reparacién

de ADN para evitar la muerte®.92.93,
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Figura 6. Aductos que el cisplatino puede formar en el ADN (tomada de Ghosh, S.%?)

Adicionalmente, con la unién de las moléculas de agua, el cisplatino va dejando a su
paso una gran cantidad de EROS, cuya presencia es dependiente de la cantidad de
cisplatino y el tiempo de exposicidn; sin embargo, este aumento desencadena un
estrés oxidativo donde las EROS atacan a proteinas, lipidos y acidos nucleicos,
provocando mas dano al ADN vy facilitando la muerte celular, ademas de que estas
especies pueden inducir apoptosis mediante la via intrinseca y extrinseca, asi como
provocar necrosis y autofagia. Por si eso fuera poco, el cisplatino también ataca a las
mitocondrias y sus biomoléculas de manera dependiente e independiente de EROS,
por lo que puede interferir en la fosforilacién oxidativa, los niveles de calcio celulares

y facilita la salida del citocromo C, favoreciendo atiin mas la apoptosis®°2.

Resistencia a cisplatino

Una de las grandes desventajas que ha presentado el tratamiento con cisplatino es
gue muchos de los tumores se vuelven resistentes a este fdrmaco o simplemente no
reaccionan al tratamiento en ningin momento. Este fendmeno puede explicarse de
varias maneras (ver figura 7)°: La primera estd relacionada con la cantidad de
cisplatino que se acumula en la célula durante el tratamiento. En ese sentido, se sabe
que el cisplatino puede entrar a la célula tumoral por difusién pasiva; sin embargo, el

transportador de cobre CTR1 también ayuda a la entrada del cisplatino, por lo que, si
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su expresién disminuye, la entrada de cisplatino se verd afectada también. Con
respecto a esto, hay autores que sugieren que la cantidad de aductos generados en
el ADN por cisplatino puede ser proporcional a los niveles de expresién de CTR1; no

obstante, otros autores afirman que esto podria variar entre tipos celulares®3°>,

La acumulacién de cisplatino no solo se ve influenciada por la entrada, sino también
por la salida. Existen varios transportadores celulares que son capaces de excretar el
cisplatino, incluidas varias proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRP) y
algunas ATPasas transportadoras de cobre (ATP7A y ATP7B). Por lo tanto, si estos
transportadores se sobre-expresan en las células, el cisplatino serd excretado de
manera muy eficiente. Ademas, se ha reportado que la proteina transmembranal 4f3-
35 asociada al lisosoma (LAPTMA4b-35) es capaz de interactuar con la glicoproteina P
(también conocida como MDR1), activando la via de PI3K/AKT que provoca la
resistencia a multiples farmacos incluido el cisplatino, gracias a que facilita su

excrecion?>%,

El siguiente mecanismo de resistencia ocurre cuando el cisplatino que entra es
metabolizado rapidamente por moléculas intracelulares. Por ejemplo, el glutatién es
una proteina que tiene grupos tiol, capaces de reaccionar con moléculas como las
EROS vy el cisplatino, lo que provoca su neutralizacién. Si eso ocurre, aunque haya
suficiente concentracién de cisplatino intracelular, este es incapaz de reaccionar con
su blanco; ademas, al unirse glutatidn-cisplatino, el cisplatino es excretado mediante
bombas de exportacidn conjugadas. Existen otras moléculas con grupos tiol, como las
metalotioneinas, que pueden neutralizar al cisplatino evitando dafio, por lo que
algunos autores mencionan que, si estas proteinas o el glutatién son abundantes en

la célula, contribuyen a la resistencia al cisplatino®%°>%,

Otros autores han reportado que la sobre expresion de genes relacionadas con la
transicidon epitelio mesénquima como TWIST1, SNAIL, y N-cadherina en las células
tumorales esta relacionada con la resistencia a cisplatino. TWIST1 ha demostrado

favorecer la expresion de proteinas como la glicoproteina P, que ayuda a la exclusién
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del cisplatino. Mientras que SNAIL y N-cadherina podrian ayudar a la supervivencia
celular favoreciendo la migracién y malignidad en presencia de grandes cantidades
del farmaco, lo que permite a las células cancerosas escapar del farmaco en las etapas

tardias del tratamiento ayudando a la resistencia®°8,

También se ha mencionado que algunas familias de miRNAs pueden colaborar en la
respuesta a cisplatino. Por ejemplo, se ha relacionado la sobre expresidon del miR-181
con la evasion de apoptosis en las células tumorales tratadas con cisplatino, asi como
con el silenciamiento de proteinas como DICER y TRBP2, lo cual evita la maduracion
de otros miRNAs“%%, La sobre expresién de miR-155, por su parte, ha demostrado
favorecer la resistencia al cisplatino en varios tipos celulares, incluidos de cabeza y
cuello®, de colon'® y pulmdni®; interesantemente, se reportd que en células de
CaCu, la sobre expresion de miR-155 disminuia la resistencia al cisplatino!®?. De
manera similar, la expresién ectépica de miR-214 indujo apoptosis y aumenté la
sensibilidad al cisplatino inhibiendo la expresion de proteinas anti-apoptdticas en

células de CaCul®.

El siguiente mecanismo de resistencia se observa cuando los niveles de cisplatino
intracelular son suficientes para dafiar el ADN. En este caso, el cisplatino cumple su
cometido y forma aductos, los cuales, si no son reparados adecuadamente, se
acumulan, provocando la muerte de la célula. Sin embargo, se ha reportado que las
células tumorales resistentes a cisplatino tienen una capacidad mejorada para tolerar
un alto nivel de lesiones no reparadas o para reparar dichos aductos, por lo que los
danos causados por el cisplatino practicamente no afectan a estas células. En ese
sentido, se ha visto que algunas proteinas de la via de reparacién de apareamientos
erroneos (MMR por sus siglas en inglés) se encuentran expresadas a la baja en células
tumorales resistentes a cisplatino mientras que otras pertenecientes a la via de
reparacion por escisién de nucleétidos (NER por sus siglas en inglés) se encuentran

sobre expresadas, ayudando en la reparacion eficiente de los aductos®3®.
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Reparacion de aductos causados por cisplatino

Los aductos en el ADN causados por el cisplatino son reparados principalmente por la
via de NER, mencionada anteriormente, que como su nombre lo indica, elimina dafios
producidos en los nucleétidos por mutagenos o citotoxicidad. Esta via de reparacion
elimina los dimeros de pirimidinas, enlaces cruzados y aductos. Para ello, este
mecanismo cuenta con proteinas que son capaces de reconocer el dafo, cortar la
region varios nucleétidos alrededor de la region dafiada y “rellenar” el espacio. De
esta manera, los aductos son eliminados y los procesos celulares continian®*, Estos
aductos también pueden ser reconocidos por el mecanismo de MMR, pero este
mecanismo solo puede reparar errores como inserciones o deleciones
postreplicativas, que causan apareamientos errédneos formando un aducto por la falta
de complementariedad en las bases. Entonces, aunque puede reconocer lesiones
causadas por agentes como el cisplatino, esta via no puede reparar las lesiones, pues
al ser un mecanismo postreplicativo, Unicamente elimina la base de la hebra recién
sintetizada, que en este caso es la base correcta y el aducto esta formado por

cisplatino, por lo que el mecanismo de MMR tratard de reparar el dafio
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“indefinidamente” sin conseguirlo. Este proceso de cortes indefinidos puede causar

mas dafio en el ADN y colaborar en la activacién de apoptosisi®.

Por otro lado, como se menciond anteriormente, los aductos formados por cisplatino
pueden producir indirectamente rupturas de doble hebra al atascar la maquinaria
transcripcional. Estas rupturas de doble hebra deben ser reparadas por los
mecanismos de reparacién de ruptura de doble hebra como la via de reparacién por
recombinacién homologa (HR, por sus siglas en inglés) o por la via de reparacién por

union de extremos no homdlogos (NHEJ, por sus siglas en inglés)®3.

Reparacion de Rupturas de Doble Hebra

Los dos mecanismos principales de reparacién de ruptura de doble hebra sonla HRy
NHEJ. La principal diferencia entre estos dos radica en que la recombinaciéon
homodloga es un mecanismo de reparacion de rupturas de doble hebra que se
considera libre de errores y que es fundamental para la meiosis y durante las fases S
y G2 del ciclo celular, porque necesita de una plantilla homdloga para rellenar el
espacio eliminado sin ningun error, para ello utiliza la cromatida hermana y la toma
de molde, por lo que no puede estar activa en las demas fases del ciclo celular. Por
otro lado, la reparacién por unién de extremos no homdlogos se considera una via
susceptible a errores, pues no utiliza una plantilla, esto le permite estar activa
practicamente durante todo el ciclo celular®®1%8 salvo en la fase M, para asegurar la

divisidn celular adecuada, ambas vias estan suprimidasi®.

Aunque estos son los dos mecanismos principales, existen otros submecanismos que
pueden utilizar maquinaria de ambas vias como la via de recocido de una sola hebra
(SSA por sus siglas en inglés)'° o de una sola via, como la via de reparacién por unién
de extremos no homologos alternativa (Alt-NHEJ por sus siglas en inglés) también
conocida como reparacidon por uniéon de extremos no homdlogos mediada por
microhomologia (MME-NHEJ por sus siglas en inglés)!!. Estos dos submecanismos, al
igual que la reparacion por recombinacién homdloga comparten una caracteristica:

las 3 requieren un grado de homologia entre las 2 hebras. Se ha reportado que la via
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de HR requiere grandes regiones de homologia, de alrededor de 100 pb, mientras que
la via de SSA requiere regiones de homologia mayores a 20 pb y la via MME-NHEJ
requiere entre 2 y 20 pb, aunque generalmente son regiones menores a 4 pb, de ahi
el nombre de microhomologia!'®!'2, Considerando lo anterior, para localizar las
regiones con diferentes grados de homologia que requieren estas 3 vias para
funcionar, es necesario que otras proteinas reconozcan el dafio y procesen los
extremos hasta dejar al descubierto las regiones homodlogas, este paso es

determinante para la eleccién de la viat*t113,

La eleccidén entre una via y la otra para reparar el dafio es dependiente de varios
factores; por ejemplo, como ya se menciond anteriormente, la reparacién por
recombinacion homadloga es funcional durante las fases S y G2 del ciclo celular,
cuando hay una cromatida hermana para usar de plantilla; ademas, las CDK de estas
fases modulan la fosforilaciéon de proteinas necesarias para el funcionamiento de HR
y NHEJ, tal es el caso de 53BP1, CtIP, BRCA2, NBS1, Exol y DNA2, solo por mencionar
algunast®4, Lo anterior es importante ya que de estas proteinas depende la
reseccion de los extremos de ADN que dejara al descubierto los sitios homdlogos vy,

por ende, la eleccion de la vial®,

Reparacion por union de extremos no homadlogos

El mecanismo de esta via puede resumirse en 4 pasos principales: 1. Reconocimiento
del extremo del ADN roto y ensamblaje del complejo NHEJ en el sitio dafiado; 2.
Formacion del puente entre los extremos del ADN y estabilidad; 3. Procesamiento
final de los extremos de ADN; y 4. Unidn y ligacidn de los extremos y disolucién del
complejo de NHEJ'1>116 Estos pasos se muestran en la figura 8 y a continuacién se

describen mas detalladamente.
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El primer paso, y segun muchos autores el mas importante, es el reconocimiento del
dafio por el heterodimero Ku70/Ku80, que tiene una alta afinidad a los extremos de
ADN, gracias a que se une a la columna vertebral de desoxirribosas en el ADN, y nunca
interactla con las bases, por lo que su afinidad es independiente de la secuencia.
Ademas, es un heterodimero altamente expresado en la mayoria de las células, lo que
favorece su unién a los extremos del ADN a la vez que evita la unién de proteinas
pertenecientes a otras vias, como el complejo MRN, de esta manera, favorece la
reparacidon por NHEJ y mantiene la estabilidad de las hebras, evitando que sufran un

procesamiento inespecifico por otras nucleasas celularesd*>1%7,

El heterodimero, Ku70/80, ademas de ser el encargado del reconocimiento de dafio,
funciona también como andamio para reclutar al resto de proteinas de la maquinaria

de la via de reparacion NHEJ y ayudar en la activaciéon de algunas de ellas. Por ejemplo,
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el complejo Ku70/80 debe unirse a DNA-PKC para que la DNA-PKC se vuelva activa, ya
que el complejo Ku-ADN activa a la subunidad catalitica de la cinasa; sin embargo,
para que esto ocurra, Ku debe sufrir un cambio conformacional que sélo ocurre en
presencia de ADN8, De igual manera, Ku70/80 recluta directamente a la proteina
XRCC4, a la Ligasa IV y a los factores XLF y APLF al sitio de dafio*-'21, Indirectamente
Ku70/80 recluta a la nucleasa Artemis, al activar a DNA-PKC, de manera similar, otras
proteinas como la polimerasa y, la helicasa WRN, entre otras, se unen al estar Ku en
presencia de XRCC4 y Ligasa IV. Posteriormente, para el segundo paso, que es la
formacién del puente, se ha planteado que las proteinas XRCC4 y XLF pueden formar
un filamento helicoidal que une ambos extremos y los mantiene estables.
Adicionalmente, se ha mencionado que la proteina DNA-PKcs también podria

mantener unidos los extremos en colaboracidn con Ku70/Ku801%2.

El siguiente paso, que se considera el tercero, es requerido sélo en algunas lesiones,
pues consiste en el procesamiento de los dos extremos de ADN para que sean ligables.
Para ello pueden requerirse diferentes enzimas como las polimerasas py A, nucleasas
como Artemis, Aprataxina y APLF, quinasas/fosfatasas como PNKP, entre otras, segun
sea el caso. Por ejemplo, si se requiere una reseccion, la eliminacién de grupos (OH o
fosfatos), o relleno de huecos, estas proteinas son las que garantizan que los extremos

sean ligables'?3-127,

Finalmente, el cuarto paso es la ligacidén de los extremos, para lo que se requiere una
ligasa, en este caso, es la ADN ligasa IV estabilizada por XRCC4 y otras proteinas
accesorias como XLF, que son las encargadas de que todos los tipos de extremos
queden ligados'?8. Una vez que ha finalizado este proceso de manera adecuada vy el
dano ha sido reparado, toda la maquinaria se disocia del sitio recién reparado,

dejando a la doble hélice intactal'>'16,

Resveratrol

El resveratrol (3,4', 5-trihidroxiestilbeno) es un compuesto polifendélico de origen

natural cuya estructura consiste en dos anillos aromaticos unidos por un doble enlace
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de metileno. Los anillos tienen unidos tres grupos hidroxilo, cuya posicién confiere a
este compuesto su actividad biolégica. Debido a la posicidn del enlace de metileno se
generan dos formas isoméricas: cis-resveratrol y trans-resveratrol. La forma trans es
naturalmente la forma principal, ademas de que posee mayor estabilidad y potencia,

por lo que es la mas estudiada y a la que nos referimos en este trabajo (ver figura

9)129,130_

OH

HO N

HO

OH OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 9. Estructura de los dos isémeros de resveratrol (tomada de Gambini, J.*3°*3!)

El resveratrol es una fitoalexina producida por diferentes especies de plantas como
respuesta a agentes estresores tales como infecciones microbianas y fungicas, rayos
UV, y lesiones mecdnicas. Dentro de las plantas que lo producen, una gran variedad
de ellas se encuentran incorporadas en nuestra dieta, como lo son los cacahuates,
bayas, ardndanos y moras, pifia, soya, granada, uvas rojas y el vino?>131, Debido a
esto, el resveratrol ha sido ampliamente estudiado en los Ultimos afios y se ha
demostrado que tiene muchas cualidades y puede participar en diferentes procesos

biolégicos mediante varios mecanismos de accion.

Una de las funciones mas importantes del resveratrol es la antioxidante, y debido a
gue el estrés oxidativo es causa de una gran cantidad de padecimientos de todo tipo,
el resveratrol puede inhibir la progresién de varias enfermedades que incluyen
procesos oxidativos, como las cardiovasculares, neurodegenerativas y el cdncer!??130,
Ademas, también se considera un agente natural preventivo para enfermedades
como diabetes, sindrome metabdlico, entre otras; Asi mismo se ha descrito que el

resveratrol presenta actividad anti-viral y microbiana, anti-hisquémica, anti-
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inflamatoria, inmunomoduladora y anti-envejecimiento!?®132133, Ademas, diferentes
estudios han demostrado que el resveratrol tiene propiedades analgésicas, y que
puede reducir lesiones en drganos'3* como el rifidn (nefropatia diabética, fibrosis
renal, lesion renal inducida por farmacos, entre otras)!3>136, médula espinal (isquemia
de médula espinal, lesién causada por neuroinflamacién)'?®’, higado (esteatosis,
fibrosis hepatica, dafio hepdatico colestasico, hepatocarcinoma, entre otros)38,
pulmones (lesién pulmonar aguda, EPOC)¥3°%0 intestino y colon (enfermedad
inflamatoria intestinal, sindrome de intestino irritable, cancer colorrectal, entre

otros)'4L.

El enfoque de este trabajo estd centrado en las cualidades del resveratrol como un
compuesto anticancerigeno. En ese sentido, actualmente se sabe que el resveratrol
puede inhibir el inicio y la progresién del cancer en diferentes etapas debido a que

puede interactuar con una variedad de dianas celulares.

El resveratrol tiene una estructura similar al estrégeno, una hormona femenina, por

lo que es considerado un fitoestrégeno!4?

, esto le permite unirse a receptores
celulares como el receptor de estrégenos (ER) alfa y beta y actuar como
agonista/antagonista, aunque no posee una afinidad comparable al estradiol. Al
unirse a estos receptores, el resveratrol puede tanto favorecer como bloquear su
unién a elementos de respuesta a estrogeno (ERE) dependiendo el elemento, asi
como el funcionamiento de coactivadores y correpresores y de esta forma intervenir
en la transcripcion de genes'# tal es el caso de la interleucina 6 (IL-6), cuya expresién
se ve inhibida de manera dependiente de resveratrol a través del ERa'**. También se
ha planteado que el resveratrol puede intervenir en el desarrollo de tumores que sean
dependientes de estrégeno como algunos tumores de mama, inhibiendo su
crecimiento. En ese sentido, se ha reportado que el resveratrol puede disminuir la
expresion de genes como BRCA1/2 en lineas celulares de cancer de mama
dependiendo del estado de los receptores de estrégeno y el contexto celular'#>. De

manera similar, se ha visto que resveratrol puede interactuar con integrinas!*, y

mediante esta interaccidén, induce apoptosis dependiente de p53, gracias a la
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activacion de ERK1/2 y cPKC'%’. Adicionalmente, funciona como un antagonista del
receptor de hidrocarburos de arilo (AhR por sus siglas en inglés) inhibiendo la
expresion de genes como el citocromo P-450 1A1y la interleucina-1B*. Por otro lado,
como la mayoria de los polifenoles, el resveratrol puede ser absorbido pasivamente y
una vez en el organismo, es capaz de interactuar con biomoléculas tales como
lipoproteinas, acidos grasos y proteinas de suero que lo ayudan en el transporte in
vivo; adicionalmente, resveratrol puede asociarse con glucurdnidos y sulfatos que le
permiten atravesar transportadores celulares como MRP2/3 y BCRP#°, Esto podria

explicar el hecho de que el resveratrol tiene un efecto pleiotrépico.

Los mecanismos de inhibicién del resveratrol en cancer incluyen el arresto del ciclo
celular, la muerte celular, inhibicion de angiogénesis y metdstasis; esto gracias a que
es capaz de modular a diversos factores de transcripcidn, cinasas y genes
directamente implicados. Por ejemplo, resveratrol puede arrestar el ciclo celular
mediante la regulacién de varios genes que participan en este proceso, tal es el caso
de p53, cuya activacién por resveratrol puede ocurrir a través de la lisina metil
transferasa 7/9 (SET 7/9)'°9, esta activacién induce a p21, lo que provoca la detencidn
del ciclo celular en la fase G1%°'; ademds, la activacidon de estas proteinas genera la
reduccion de otras proteinas como la ciclina D, la ciclina B y las cinasas dependientes
de ciclina 2 y 4 (CDK2 y CDK4) causando el arresto del ciclo celular’>?'53, También se
ha demostrado que resveratrol suprime a la ciclina D a través de la inhibicién de
STAT3, reduciendo la proliferacién celular'>*. Resveratrol también es capaz de inhibir
directamente a ciclina D1/CDK4, lo cual provoca el arresto del ciclo celular en la fase
GO / G1y el aumento de las ciclinas Ay E, favoreciendo la acumulacién de las células
en las fases G2/M y S'*>. Resveratrol también detiene el ciclo celular en GO/G1 al
inhibir directamente a ciclina D1, CDK4 y CDK6 a la vez que aumentaba los niveles de

las proteinas p21y p27*°°.

Por otro lado, se sabe que el resveratrol no tiene efectos citotdxicos en células
normales!>’; sin embargo, se ha reportado que en varios tipos de células cancerosas

es capaz de inducir varios tipos de muerte celular. Resveratrol es capaz de inducir
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apoptosis a través de diferentes vias'®®, por ejemplo, en la via extrinseca, que es
dependiente de los receptores de muerte Fas y TNF, el resveratrol puede redistribuir
a Fas y activar a las caspasas intracelulares desencadenando apoptosis'>°. Resveratrol
también puede activar la via intrinseca al causar una pérdida del potencial de
membrana mitocondrial en las células cancerosas, lo que provoca la produccién de
EROS, la exposicion de fosfatidilserina en la superficie celular, la activacién de
caspasas y la fragmentacion del ADN'®8, Resveratrol también puede estimular la
fosforilacion oxidativa y reducir los niveles de calcio mitocondrial?®®, provocando la
liberacion del citocromo y la activacion de Smac/DIABLO®Y. Adicionalmente,
resveratrol puede inhibir |la actividad de PI3K y de esta manera disminuir la actividad
de las vias PI3K/AKT/mTOR y PI3K/AKT/FOXO lo que potencia la induccién de
apoptosis'®?. En esta misma via, resveratrol disminuye la fosforilaciéon de Akt, que es
necesaria para evitar la traslocacion de la proteina proapoptética Bax a la mitocondria
y la fragmentaciéon del ADN celular'®3, Ademds, resveratrol es capaz de modular
factores maestros como p53, STAT3 y NF-kB de manera que inhiben a proteinas como

la proteina antiapoptdtica Bcl-21°0:162164,

Ademas de apoptosis, resveratrol ha demostrado favorecer otros tipos de muerte
celular, como lo son la autofagia, al favorecer la expresién de genes relacionados con
este proceso como lo son el factor relacionado con la autofagia 5 (ATG5 por sus siglas
en inglés) y Beclin-1'%%, y aumentar la fosforilacién de la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK), lo que genera una reduccién en los niveles de fosforilacién de mTOR,
un gen muy importante en este proceso'®®. De igual manera, resveratrol favorece la

necrosis al favorecer la expresién de IFN-y a la vez que inhibe a TGF-B*¢7.

En el caso de la angiogénesis, se sabe que resveratrol es capaz de inhibir genes como
el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), cuya acumulacion se reduce después del
tratamiento con resveratrol'®®. HIF-1a es un factor de transcripcién que induce la
expresion de otros genes que favorecen la formacién de vasos sanguineos, tal es el
caso del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Ademas de inhibir

directamente a HIF-1a, resveratrol puede inhibirlo indirectamente al inhibir por
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ejemplo a COX-2, CDK5, p42/p44 MAPK y p70S6K genes cuya sobre activacion
favorece a HIF-1a y por ende, la angiogénesis'®®171, Ademas de suprimir la actividad
de los factores anteriormente mencionados, resveratrol también ha demostrado
inhibir la angiogénesis mediante la inhibicién de VEGF'’%; adicionalmente, resveratrol
también inhibe la angiogénesis al aumentar la actividad de p53 y trombospondina-1
(TSP1), una proteina rio abajo de p53, que bloquea directamente los efectos de VEGF
en las células endoteliales!’?. De igual manera, se ha reportado que resveratrol
interfiere en la angiogénesis al inhibir la activacién de factores angiogénicos como
EGFR y FGF-2, ademas de inhibir a HIF-1la y VEGF de manera dependiente de la
inhibicién de las vias PI3K/Akt y MAPK®’,

Por otro lado, se sabe que resveratrol puede inhibir la transicién epitelio mesénquima
(TEM) el proceso previo a la metdstasis, y también la metastasis al inhibir genes que
participan en este proceso, tal es el caso de la via PI3K/AKT que como se ha
mencionado, la cual es inhibida por el tratamiento con resveratrol; en ese sentido se
ha planteado que este compuesto causa aumento en la expresién de Sirt-1, lo cual
podria ser clave en la supresién de la via PI3K/AKT y el debilitamiento de la EMT3,
Adicionalmente, resveratrol demostrd frenar la mitosis y revertir la TEM mediante la
inhibicion de la via AKT/GSK-3B/Snail en un modelo de cancer de colon, favoreciendo
ademas la expresion de E-cadherina y disminuyendo la expresién de N-cadherinal’4.
Los cambios en los niveles de cadherinas causados por resveratrol también fueron
asociados con la disminucidn de la expresién de los factores metastasicos Slug y
vimentina, lo que favorece la sobreexpresién de claudina-2, una proteina medular en
las uniones estrechas y gap'’>. Adicionalmente, resveratrol también puede regular a
la baja Snail y vimentina, a la vez que favorece la expresién de E-cadherina al
intervenir en la via de TGF-B1/Smads en el cancer de colon'’®. De manera similar, en
un modelo de cancer de vejiga, resveratrol demostré promover la expresién de E-
cadherina y Z0O-1, y reducir la expresiéon de N-cadherina y vimentina de manera
dependiente de STAT3/Twist!’’. Algo similar se observd en modelos de cancer

gastrico, donde se vid que resveratrol es capaz de inhibir |la via hedgehog al reducir la
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expresion del factor de transcripcién Gli-1, asi como de Snail y N-cadherina,

178 En este tipo de cdancer, resveratrol

mejorando la expresién de E-cadherina
también puede frenar TEM al inactivar la via de Wnt/B-cateninal’®. Por otro lado,
resveratrol también ha demostrado disminuir la expresion de factores de
pluripotencia como Oct4, Nanog y Nestin, cuya disminucidn, trae como consecuencia
la inhibicion de los marcadores de TEM Slug, ZEB1, N-cadherina y vimentina en un
modelo de cancer de cabeza y cuello'®. Adicionalmente, resveratrol ha demostrado
disminuir la expresidn de algunas metaloproteinasas de matrizcomola2yla 9 (MMP-
2 y MMP-9)%® asi como del IncRNA MALAT1 (Transcrito 1 de adenocarcinoma de

pulmén asociado a metdastasis)!®!, factores muy importantes en la TEM y que

favorecen la metastasis!82.

En CaCu el resveratrol es capaz de regular positivamente a p53, con lo que detiene a
las células en la fase G2 del ciclo celular. Ademas de aumentar la permeabilidad
lisosomal, promoviendo autofagia'® 18, De igual manera, induce apoptosis mediante
la activacion de las caspasas-3 y -9, y al favorecer la expresion de Bax, a la vez que
disminuye la expresion de Bcl-2 y Bcl-xl; adicionalmente, aumenté la expresién de
p53184, En este mismo tipo de cancer, resveratrol demostrd inhibir la activacién de
ERK2, p38 y JINK1'®; sin embargo, el contexto celular y la concentracién de resveratrol
puede tener distintos efectos, ya que es bien sabido que bajas concentraciones de

resveratrol inducen la activacion de ERK1/2 en varios tipos celulares'®-188,

Adicionalmente, se ha reportado que el resveratrol es capaz de reducir el tamafio de
los xenoinjertos de tumores subcutdneos provenientes de células Hela en ratones e
inhibir la proliferacién de las células tumorales asi como el desarrollo de la
carcinogénesis cervical al inhibir los niveles de ARN mensajero de las oncoproteinas
de VPH E6 y E7, y de esta manera, restaurar la funcién de p53 y pRB que las
oncoproteinas virales mantienen inactivas, lo cual ayuda a la regulacién del ciclo

celular y promueve apoptosis dependiente de p5318.
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Ademas de inhibir la progresion del CaCu el resveratrol ha demostrado tener actividad
anti-metastdsica al inhibir proteinas como las metaloproteinasas de matriz,
especificamente a MMP-9, mediante la activacion de JNKy la inhibicién de NF-kB, AP-
1 y PKC*°, También se ha reportado que disminuye la expresién de MMP-3 y MMP-
13 y otros marcadores como N-cadherina y vimentina de TEM, mientras que induce
aumento en el nivel de E-cadherina y disminuye la fosforilacion de STAT3, cuya

fosforilacion y activacién promueve metdstasis en CaCu®9?,

Por otro lado, al combinarse con cisplatino o doxorrubicina, el resveratrol tiene un
efecto mas marcado de la inhibicion del crecimiento en células tumorales de

CaCu 192,193
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ANTECEDENTES

Es importante mencionar, que el resveratrol, al igual que otros compuestos naturales,
ha demostrado tener un efecto quimiosensibilizador en combinacién con varios tipos
de farmacos, incluido el cisplatino, con lo cual se ha demostrado que el tratamiento
combinado puede lograr efectos sinérgicos o aditivos en varios tipos de cancer, esto

gracias a la intervencién del resveratrol en una gran cantidad de vias celulares®>’.

Se ha demostrado que el tratamiento combinado inhibe mads eficazmente la
proliferacién y crecimiento celular, mientras que favorece la induccion de apoptosis y
autofagia®*1%>, Ademas, si se usa resveratrol, la cantidad de cisplatino que se necesita
para ver un efecto citotdxico es menor que si se usa el cisplatino solo, porque se
aumentan los niveles intracelulares de cisplatino, lo que indica que el resveratrol
puede tener un efecto potenciador, que en un modelo in vivo puede aumentar la
supervivencia del organismo, a la vez que favorece la captacion del farmaco vy
disminuye los efectos citotoxicos de wusar dosis altas de cisplatino®®.
Interesantemente, el uso de resveratrol puede hacer “selectivo” el daino del cisplatino
afectando a las células cancerosas, pero no a las células sanas'*®1%, por ejemplo, se
demostré que el tratamiento con resveratrol potencia el efecto del cisplatino en
células de hepatoma, lo cual no ocurrié en células hepaticas normales; esto ocurrid
ya que resveratrol demostré promover la apoptosis y disminuir la expresién del
transportador de glutamina ASCT2, este transportador favorece la entrada de
glutamina en la célula, la cual se convierte en glutation y ayuda a la rapida eliminacién
del cisplatino®®®. Por otro lado, en otro estudio se menciond que en células de cancer
de ovario que se cultivaron en contacto permanente con resveratrol y posteriormente
empezaron a ser tratadas con cisplatino, el resveratrol pudo prevenir el desarrollo de
resistencia a cisplatino; sin embargo, una vez que se ha desarrollado la resistencia, el

tratamiento con resveratrol es incapaz de revertirla®®®

, mientras que otros estudios
han demostrado que el resveratrol si es capaz de sensibilizar a las células de cancer
de mama resistentes a cisplatino, por ejemplo de manera dependiente de p53 a la vez

que favorece apoptosis?°%29L, E| resveratrol también ha demostrado sensibilizar a las
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células cancerosas de ovario'®>292, mama?®, glioblastoma?%3, cancer géstrico?®* y
pulmén®®* al tratamiento con cisplatino favoreciendo el dafio al ADN y la apoptosis?°!.
En ese sentido, existen algunos reportes donde se ha demostrado que el resveratrol
en combinacién con cisplatino o solo, es capaz de intervenir en las vias de reparacién
de ADN mediante la modificacion de los patrones de expresidén de genes que forman
parte de ellas??, tal es el caso de la proteina ERCC1, de la via de reparacién por
escision de bases (BER por sus siglas en inglés) y en la reparacion de enlaces cruzados,
cuya expresién disminuye tras el tratamiento con resveratrol?°¢, lo mismo ocurrid con
la proteina XRCC1 de la misma via??’. De igual manera, resveratrol disminuye la
expresion de FEN1 y PCNA de BER de parche largo o evita su interaccién de manera
dependiente de p212%8299 vy es capaz de disminuir la eficiencia de la via de
recombinacién homodloga al inhibir a sus componentes NBS1, MRE11, RAD51 vy
ATM?210-213 - Adicionalmente, la fosforilacién de la histona H2AX también disminuye,

evitando la reparacion del dafio en el ADN?L,

Ademas, en el estudio de Sdnchez-Vizcarra, realizado en nuestro grupo de trabajo, se
determinaron las concentraciones de la combinacién de resveratrol y cisplatino, para
conocer si existia un efecto sinérgico en las lineas de células derivadas de CaCu C-33A,
Hela y SiHa. Ademas en este trabajo se demostré que el resveratrol puede disminuir
la expresion de la proteina ATM y RAD51 de forma dependiente de la dosis, aunque

el efecto sobre RAD51 fue dependiente de la linea celular?!4,

En otro estudio se ha revelado que el resveratrol también puede intervenir en otras
vias de reparacion de rotura de doble hebra como la via de reparacién por unién de
extremos no homdlogos (NHEJ), especificamente la via de reparacién por micro-
homologia de una manera dependiente de la via de ATM/ATR?%. Lo anterior podria
indicar que el tratamiento con resveratrol interfiere en los mecanismos de reparacion
de roturas de doble hebra y que muy probablemente podria sensibilizar a las células
de CaCu al tratamiento con cisplatino gracias a la disminucion de la reparacién del
dano al ADN por estas vias de reparacion. Esto es importante porque ambas vias han

sido relacionadas con la carcinogénesis. Por ejemplo, en varios tipos de céncer, la
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expresion de la proteina Rad51 de la RH esta sobre expresada, y se le ha asociado con

una pobre respuesta al tratamiento y, por ende, a un mal pronéstico??®.

Es importante mencionar que la via de NHEJ si bien es propensa a errores, es
fundamental para mantener la integridad gendmica ya que su funcionamiento
adecuado evita traslocaciones y aberraciones cromosdémicas que pueden terminar en
algo mas grave?!’. Por lo que, la expresidn diferencial de las proteinas que participan
en esta via puede tener efectos diversos. Por ejemplo, la eliminacion de las proteinas
Ku70 y Ku80 en ratones ha demostrado radiosensibilidad, traslocaciones, aneuploidia
e inestabilidad gendmica, envejecimiento prematuro y defectos linfocitarios, ademas
de una mayor predisposicion al desarrollo de tumores como linfomas y varios tipos
de tumores hepaticos. Y aunque en humanos no se han encontrado individuos con
Ku70/Ku80 mutada o inexistente, se ha encontrado una sobre-expresién del
heterodimero Ku70/Ku80 en varios tipos de cancer y se les ha asociado con un mal
prondstico, pues han demostrado favorecer proliferacion, progresién y metastasis, asi
como una menor probabilidad de supervivencia en pacientes con varios tipos de
cancer, incluidos, el cancer colorrectal, gastrico, de mama, de endometrio, de pulmén
y piel?18221 Adicionalmente, la sobre-expresién de estas proteinas ha demostrado
favorecer la resistencia a la terapia, ya sea mediante radiacion o mediante
quimioterapéuticos???22, En ese sentido, un estudio demostré que la sobre-
expresion de Ku80 favorece la resistencia al tratamiento con cisplatino en pacientes
con adenocarcinoma pulmonar?!’222. Mientras que la baja expresion del
heterodimero ha demostrado una mayor sensibilidad a la radio y quimioterapia en

pacientes con cancer de ovario, CaCu y prdstata?'’.

Debido a esto, existe un gran interés en tratar de inhibir la expresién de proteinas
participantes en esta via, con la intencién de sensibilizar a los pacientes al tratamiento

con quimio o radioterapia en cancer??.
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JUSTIFICACION

El cisplatino es un farmaco de primera eleccidon en el tratamiento del CaCu; sin
embargo, sus efectos no son especificos y ocasiona varios efectos adversos en las
pacientes, por lo que es importante encontrar un compuesto que permita disminuir
la dosis necesaria para el tratamiento con cisplatino, lo cual podria mejorar
considerablemente la calidad de vida de los pacientes. En este sentido, se ha
reportado que el resveratrol puede funcionar como quimiosensibilizador y disminuir
la expresidon de genes y proteinas de diferentes vias de reparacién del ADN. Por lo
que, en este trabajo se propone evaluar al resveratrol como una molécula que
posiblemente pueda sensibilizar a las células de CaCu vy si este efecto es dependiente

de la inhibicion de la via de reparacion NHEJ.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el efecto quimiosensibilizador a cisplatino del resveratrol en células de

cancer cervicouterino es dependiente de la inhibicidn de la via de reparacion NHEJ.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comprobacion y determinacién de ICs de resveratrol y cisplatino en lineas

celulares de cancer cervicouterino.

2. Determinar el efecto del resveratrol sobre el nivel de las proteinas clave de

NHEJ (Ku70/Ku80).
3. Estudiar el efecto del resveratrol sobre el dafio al ADN inducido por cisplatino.

4. Purificacién y comprobaciéon de la identidad de plasmidos con un sistema

reportero especifico de la via NHEJ

HIPOTESIS

El resveratrol funciona como un agente quimiosensibilizador mediante la inhibicién

de la via de reparacion del ADN NHEJ.
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METODOLOGIA
Cultivo Celular

Cuatro lineas de CaCu con diferentes caracteristicas fueron utilizadas para la

elaboracién de este proyecto:

C-33A: Linea celular con morfologia epitelial, proveniente de un carcinoma de cuello
uterino humano. Esta linea celular no tiene infeccion por VPH pero tiene

sobreexpresada una p53 mutante de tipo R273C?%3,

Hela: Linea celular con morfologia epitelial proveniente de adenocarcinoma de cuello
uterino humano. Esta linea celular estd infectada por VPH de tipo 18 y tiene

secuencias del virus integradas??*.

SiHa. Linea celular con morfologia epitelial proveniente de un carcinoma de células
escamosas de cuello uterino humano. Esta linea celular estd infectada por VPH de

tipo 16 y tiene secuencias del virus integradas??.

CaSki: Linea celular con morfologia epitelial proveniente de un carcinoma
epidermoide de cuello uterino humano. Esta linea celular tiene integrado el genoma

de VPH de tipo 16 y secuencias relacionadas con VPH de tipo 182%°,

Las lineas celulares C-33A, Hela y SiHa fueron cultivadas en medio DMEM (1195-065)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), sin antibidtico. Mientras que la
linea celular CaSki se cultivd en medio RPMI (11875-093) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), sin antibidtico. El cultivo se realizdé a 37°C con 5% de CO2 en

condiciones de humedad.

Curva de crecimiento celular en placas adherentes de 24 pozos

Para determinar el nimero de células necesarias para los siguientes experimentos se

realizaron curvas de crecimiento celular de acuerdo con lo siguiente.

C33-A: se sembraron 8,000, 10,000, 15,000, 20,000, 25,000 y 30,000 células por
triplicado en una placa de 24 pozos con 800 plL de medio por pozo, y se dejaron crecer
por 4 dias en las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. De acuerdo con
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lo observado, se determind sembrar 30,000 células para los experimentos

posteriores.

Hela: se sembraron 4,000, 5,000, 6,000, 7,000, 8,000 y 9,000 células por triplicado en
una placa de 24 pozos con 800 pL de medio por pozo, y se dejaron crecer por 3 dias
en las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. De acuerdo con lo

observado, se determind sembrar 9,000 células para los experimentos posteriores.

SiHa: se sembraron 10,000, 15,000, 20,000, 25,000, 30,000 y 35,000 células por
triplicado en una placa de 24 pozos con 800 pL de medio por pozo, y se dejaron crecer
por 3 dias en las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. De acuerdo con
lo observado, se determind sembrar 18,000 células para los experimentos

posteriores.

CaSki: se sembraron se sembraron 16,000, 18,000, 20,000, 22,000, 24,000, 26,000,
28,000 y 30,000 células por triplicado en una placa de 24 pozos con 800 uL de medio
por pozo, y se dejaron crecer por 3 dias en las condiciones de cultivo mencionadas
anteriormente. De acuerdo con lo observado, se determiné sembrar 16,000 células

para los experimentos posteriores.

Al terminar los tiempos de tratamientos la viabilidad celular se evalué por el método

de cristal violeta, el cual se describe mas adelante.

Comprobacion de las ICs de resveratrol y cisplatino en placas adherentes de 24
pozos

Para comprobar las ICs previamente reportadas por Sdnchez-Vizcarra, se sembraron
las 3 lineas celulares en placas de 24 pozos con 800 pL de medio por pozo y fueron
tratadas con las concentraciones mostradas en la tabla 1, dependiendo de la linea
celular. El resveratrol (R5010 Sigma-Aldrich) fue disuelto en etanol absoluto (EtOH),
el cual fue utilizado como control de vehiculo; adicionalmente, se usé también un
control de medio, para evaluar el efecto del vehiculo sobre las células; este

tratamiento durd 48 h.
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Por otro lado, el cisplatino (479306 Sigma-Aldrich) fue disuelto en soluciéon salina
(4000393 PiSA, 0.9% de cloruro de sodio) la cual también fue utilizada como control
de vehiculo y se usé ademas un control de solo medio. El tratamiento con cisplatino
fue dado por 24 hy pasado ese tiempo se adicioné medio fresco por otras 24 h. Todos
estos experimentos se realizaron por triplicado y al pasar los tiempos de tratamiento,

la viabilidad celular se evalud por el método de cristal violeta, el cual se describe mas

adelante.
IC50 90.9 uM 123.2 uM 164.7 uM
Cisplatino
. C33A | Hela | SiHa
IC20 1.3 uM 15.2 uM 6.9 uM
IC50 5.0 uM 31.6 uM 25.7 uM

Tabla 1.  Dosis reportadas previamente como IC50 de resveratrol y las 1C20 e IC50 de

cisplatino**

Determinacion de las ICs de cisplatino en placas adherentes de 24 pozos

Para la determinacién de las ICs de cisplatino en las lineas celulares, estas fueron
sembradas en placas de 24 pozos con 800 pL de medio por pozo y posteriormente
tratadas con dosis de 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 uM de cisplatino disuelto en solucion
salina. Para este experimento se considerd un control de vehiculo (solucién salina) y
uno de medio. El tratamiento con cisplatino durd 24 h, posteriormente, se dejo a las
células con medio fresco durante 24 h mas. Finalmente, la viabilidad celular se evalué
por el método de cristal violeta y se utilizo el software sigma plot para determinar las

nuevas ICs.

Determinacion de la IC50 de resveratrol para la linea celular CaSki en placas

adherentes de 24 pozos



Para la determinacidn de la IC50 de resveratrol en la linea celular CaSki, las células
fueron sembradas en placas de 24 pozos con 800 uL de medio por pozo y
posteriormente tratadas con dosis de 50, 100, 150, 200 y 250 uM de resveratrol
disuelto en EtOH, el cual también se usé de control de vehiculo; adicionalmente
también se usd un control de medio. El tratamiento con resveratrol fue durante 48 h.
Posteriormente, la viabilidad celular se evalud por el método de cristal violeta y se

utilizé el software sigma plot para determinar la IC50.

Evaluacion de la viabilidad celular mediante ensayo de cristal violeta

Para medir la viabilidad celular se utilizé una tincién con cristal violeta, el cual, es un
colorante capaz de unirse a las proteinas y acidos nucleicos de las células adheridas a
la placa, es decir las células que quedaron vivas al finalizar el tiempo de

tratamiento??’.

Al terminar el tratamiento se retird el medio de la placa de 24 pozos y se realizé un
lavado con PBS para retirar los restos de medio y células flotantes. Posteriormente,
se afadieron 200 pL de cristal violeta (etanol al 50%, NaCl al 0.25%, formaldehido al
1.75 % vy cristal violeta al 0.75%) por pozo y se incubd por 10 min a temperatura
ambiente. Al terminar el tiempo de incubacién se decantd la solucidn y se realizaron
lavados con agua hasta eliminar el exceso de colorante. Se dejé secar la placa
completamente (aproximadamente 24-48 h). Una vez que la placa estuvo
completamente seca, se adicionaron 600 pL de SDS 2 % para solubilizar el colorante y
se dejo en agitacién hasta que la placa de destifid por completo (40 min
aproximadamente). A continuacidn, se tomaron 200 uL de SDS 2% + cristal violeta de
cada pozo y se colocaron en una placa de 96 pozos. Se leyé la densidad dptica a 570

nm en lector de ELISA (Accuris SmartReader 96).

Tratamientos

Para determinar el efecto del resveratrol sobre la expresidén de las proteinas Ku70 y
Ku80, asi como su efecto en la reparacion mediante NHEJ, se sembrd por triplicado a

las tres lineas celulares de acuerdo con lo siguiente: 332,000 células por pozo (C-33A),
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111,000 células por pozo (Hela), y 199,000 células por pozo (SiHa) en placas
adherentes de 60 mm con 3 mL de medio. Posteriormente fueron tratadas con las
concentraciones correspondiente a la IC50 de resveratrol para cada linea celular (ver
tabla 1). El resveratrol fue disuelto en EtOH, el cual fue utilizado como control de
vehiculo ya que ha demostrado no interferir en la expresidn génica y funcionar como

un buen control; este tratamiento durd 48 h y el experimento se realizé por triplicado.

A partir de este tratamiento se obtuvieron los extractos celulares para realizar la

extraccidon de proteinas que se utilizaron después para hacer western blot.

Tratamiento combinado de resveratrol y cisplatino

Para evaluar el efecto del resveratrol en combinacién con la1C20y la IC50 de CP sobre
la expresidn de las proteinas Ku70 y Ku80 se planted sembrar las células en panel de
acuerdo con la tabla 2. Debido a que todos los tratamientos matan un gran nimero
de células se sembraron varias cajas para cada tratamiento para juntarlas y obtener

una cantidad suficiente de extractos celulares.

Experimento

Tratamiento Western Blot RT-qPCR

2 cajas 2 cajas

3 cajas 3 cajas

IC20 CP 3 cajas 3 cajas
IC50 CP 3 cajas 3 cajas
1C20 CP + Res 3 cajas 3 cajas
IC50 CP + Res 5 cajas 5 cajas

Tabla 2. Cantidad de cajas sembradas para cada experimento
Los tratamientos anteriores se pusieron como se describe a continuacion.

EtOH: Se utilizé para disolver el resveratrol, por lo que se usd la cantidad

correspondiente a la dosis mas alta de resveratrol. El tratamiento duré 48h.
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Resveratrol: se utilizd la concentracion correspondiente a la IC50 de resveratrol para

cada linea celular (ver tabla 1) y se traté a las células durante 48 h.

IC20 CP: Se utilizé la concentracion correspondiente a la nueva I1C20 de cisplatino. El
farmaco fue disuelto en solucidn salina y se dio tratamiento por 24 h, enseguida se

colocd medio fresco y se dejo a las células con este por 24 h mas.

IC50 CP: Se utilizé la concentracion correspondiente a la nueva IC50 de cisplatino. El
farmaco fue disuelto en solucién salina y se dio tratamiento por 24 h; posteriormente,

se colocé medio fresco y se dejo a las células con este por 24 h mas.

IC20 CP + Res: Se dio tratamiento con la concentracién correspondiente a la IC50 de
resveratrol durante 24 h y luego se adiciond la concentracion correspondiente a la
IC20 de cisplatino disuelto en solucién salina durante otras 24 h. Posteriormente, se
adiciond medio fresco, donde se quedaron las células por 24 h mas. Esto debido a que
se requiere al menos una replicaciéon celular para que los dafos por cisplatino, ya sea

acumulacién de dafio o muerte celular, sean visibles y medibles.

IC50 CP + Res: Se trataron las células con la concentracidn correspondiente a la IC50
de resveratrol durante 24 h, enseguida se adiciond la concentracidn correspondiente
a la IC50 de cisplatino disuelto en solucidn salina durante otras 24 h. Finalmente se
adiciond medio fresco, donde se quedaron las células por 24 h mas. Esto debido a que
se requiere al menos una replicacion celular para que los dafios por cisplatino, ya sea

acumulacién de daiio o muerte celular, sean visibles y medibles.

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento se recolectaron las células para hacer

la extraccién de RNA y proteinas como se describe mds adelante.

Western blot para medir los niveles de las proteinas Ku70 y Ku80

Al terminar los tiempos de tratamientos, se realizd la extraccidon de proteinas de las
tres lineas celulares usando el buffer de lisis RIPA. Una vez finalizada la extraccidn se
realizé la cuantificacion de proteinas totales en cada muestra mediante el método de

Lowry. Posteriormente, para verificar la integridad y pureza de las proteinas extraidas
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se corrid un gel de poliacrilamida 10% durante aproximadamente 3 horas de corrida

a 100V, luego se tifid el gel con azul de coomasie

Una vez que se verificd la pureza e integridad de las proteinas se realizé otro gel de
poliacrilamida 10% y se dejo correr por aproximadamente 3 h a 100 V. Al finalizar la
corrida se realizd la transferencia hiumeda en frio por 1 h y 30 min a 100 V, hacia una
membrana de PVDF de 0.45 mm. A continuacidn, para verificar la calidad de la
transferencia, se tifié la membrana con rojo de ponceau durante 5 minutos. Se realizé
un lavado con TBS-Tween durante 10 minutos y se dejé bloqueando la membrana
durante una hora con 30 mL de leche 5% disuelta en TBS-Tween. Al terminar el tiempo
de bloqueo se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween y se dejé incubando
la membrana con el anticuerpo primario para Ku70 (ab83501 abcam) usando una
dilucién 1:1000 en BSA (A3059 Sigma Aldrich) 3%, o Ku80 (ab119935 abcam) dilucién
1:1000 en BSA 3%, segun sea el caso, durante toda la noche a 4° C. Después, se dieron
3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween y se incubd a temperatura ambiente por 1 h
la membrana con el anticuerpo secundario para Ku70 (goat anti-rabbit NB7187)
dilucién 1:25,000 en BSA 3% o para Ku80 (M-lgGk BP-HRP sc-516102 Santa Cruz)
dilucién 1:5,000 en BSA 3%, segun sea el caso. Posteriormente, se realizaron 3 lavados
de 10 min con TBS-Tween y se revelaron las proteinas utilizando el kit de
quimioluminiscencia Immobilon western chemiluminescent hrp substrate
(WBKLS0500 Millipore) usando placas fotograficas. Enseguida se realizé stripping para
retirar los anticuerpos antes mencionados utilizando una solucién de Tris-HCI 50 mM
dando dos lavados de 30 minutos. A continuacion, se incubd la membrana con leche
5% durante 5 minutos. Finalmente, se incubd nuevamente a la membrana durante 1
h a temperatura ambiente con el anticuerpo contra B-actina (A3854 Sigma) dilucion
1:50,000 en BSA 3%, la cual fue utilizada como control de carga. La densitometria fue

realizada mediante el software Image J.

Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se utilizd el RNeasy Mini Kit de Qiagen (74106) de acuerdo

con las instrucciones del fabricante, como se describe a continuacion.
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Se complementé el buffer RLT con 10 pL de B-mercaptoetanol por cada 1mL de buffer.
Se afiadieron 600 pL de buffer RLT completo a cada caja con células y se raspd
perfectamente la caja para retirar todas las células de su superficie, posteriormente,
el buffer + células se pasé a un microtubo de 1.5 mL previamente etiquetado, y a ese
tubo se afiadié 1 volumen de EtOH 70% (preparado en agua libre de RNAsas) para
homogeneizar el lisado. A continuacién, se mezclé fuertemente la mezcla usando
micropipeta y se dio vortex por 1 minuto. Posteriormente, se transfirieron 600 pL de
la mezcla a la columna (RNeasy spin column) colocada adecuadamente en el tubo
colector y se centrifugd durante 20 s a 12,000 rpm y se descarté el sobrenadante. Se
afadieron los siguientes 600 pL a la misma columna y se repitid el procedimiento
anterior. Después se aifadieron 700 uL de buffer RW1 a la columnay se centrifugé por
20sa 12,000 rpm para lavar la membrana de la columna, se deseché el sobrenadante
y se afnadieron 500 uL de buffer RPE a la columna y se centrifugd por 20 s a 12,000
rom para lavar la membrana de la columna. Se desechd el sobrenadante y se
afiadieron otros 500 puL de buffer RPE, esta vez se centrifugd la columna por 2 minutos
a 12,000 rpm para que el lavado sea mas largo. A continuacion, se cambid la columna
a un nuevo tubo colector limpio y se centrifugd durante 5 minutos a maxima
velocidad, para eliminar cualquier resto de los buffers colocados. Posteriormente, se
desecho el tubo colector con los desechos y se pasé la columna a un microtubo de 1.5
mL limpio (viene en el kit) y previamente etiquetado. Se afiadieron 30 uL de agua libre
de RNAsas directamente sobre la membrana de la columna y se dejo incubar por 2
minutos, después se centrifugd durante 1 minuto a 12,000 rpm para eluir el RNA de
la columna, posteriormente, el volumen eluido se volvié a pasar por la columna y se
repitié el procedimiento. EI ARN eluido se cuantificé con nanodrop y se llevé a una
concentracion de 500 ng/uL. Posteriormente, para verificar la integridad y pureza del
ARN extraido se corrieron las muestras en un gel de agarosa 1.5%. Las muestras de
ARN se alicuotaron y se conservaron a -80°C. En caso de ser necesario, las muestras
se trataron con DNAsa | como se describe a continuacion. Finalmente, una vez libres

de ADN este ARN se utilizé como templado para la sintesis de cDNA.
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Tratamiento con DNAsa | al ARN extraido

Para este tratamiento se utilizo el kit DNase |, RNase-free (#EN0521 Thermo Scientific)

y se siguieron las instrucciones del fabricante, tal como se describe a continuacion.

En un tubo libre de RNAsas se anadieron 1 pug de ARN, 1 pL de buffer de reaccidon 10X
con MgCl,, 1 pL (1 Unidad) de la DNAsa |, Libre de RNAsa y lo necesario de agua DEPC
para alcanzar 10 uL de volumen final. Posteriormente, se incubaron las muestras a
37°C durante 30 minutos, a continuacidn, se anadié 1 uL del quelante EDTA 50 mM a

cada tubo, y se incubaron a 65°C por 10 minutos.

Sintesis de cDNA
Para la sintesis de cDNA se utilizé el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(4368814 Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, tal como se

describe a continuacidn.

Todos los componentes del kit se descongelaron en hielo, salvo la enzima, la cual se
saco6 del congelador hasta ser usada. En un tubo limpio y libre de nucleasas se prepard
un Master Mix que, para cada reaccion contenia 2 plL de Buffer RT 10X, 0.8 pL de la
mezcla de dNTPs 25X (100 mM), 2 uL de los RT Random Primers 10X, 1 uL de enzima
MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 uL de inhibidor de RNAsas y 3.2 uL de agua libre
de nucleasas (no incluida en el kit). Al tener todos los componentes en el tubo se
mezcld vigorosamente. A continuacién, para cada muestra se utilizaron 10 uL de
Master Mix y 10 uL de cada muestra de ARN y se homogeneizd perfectamente con la
pipeta. Los tubos, que hasta este momento se habian mantenido en hielo, se pusieron

en el termociclador previamente configurado con las siguientes temperaturas y para

un volumen final de 20 pL

Condicidn Etapal Etapa 3
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 minutos 120 minutos 5 minutos -
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Tabla 3.  Condiciones utilizadas para la sintesis de cDNA

Estos cDNAs se almacenaron a -20°C y se utilizaron para la realizacién de qPCR como

se describe a continuacion.

qPCR
Para la realizacion de esta técnica se utilizd el Thermo Scientific Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (#K0221 Thermo Scientific) como se describe a

continuacion.

Todos los componentes del kit se descongelaron en hielo y el master mix que contenia
el SYBR green se mantuvo cubierto con aluminio ya que es fotosensible. En un tubo
limpio y libre de nucleasas se prepard un master mix que, para cada reaccién contenia
12.5 pL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), 10.5 pL del agua que
contenia el kit, 0.5 pL del primer forward y 0.5 uL del primer reverse de cada gen y se
afiadido 1uL de cDNA de cada muestra. Se colocaron en placas de 96 pozos y se

corrieron de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit, con las condiciones

gue se describen a continuacion

No. de ciclos

Condicion 1 ciclo 40 ciclos

Temperatura 95°C 95°C 59°C 72°C

Tiempo 10 minutos 15 segundos 1 minutos 30 segundos

Tabla4. Condiciones utilizadas para la qPCR

Para este ensayo se utilizé6 como control el gen HPRT, que codifica para la enzima
hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa y es un gen constitutivo cuya expresion

no se ve modificada por el tratamiento con resveratrol.

Secuencia

HPRT (Forward) 5’-GAA CCT CTC GGC TTT CCC G-3’
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HPRT (Reverse) 5’-GAA CCT CTC GGCTTT CCC G-3’
Ku70 (Forward) 5-TGG GTT TCA AGC CGT TGG TA-3’
Ku70 (Reverse) 5’-CAG GGT TGA GCT CCC AAT CA-3’
Ku80 (Forward) 5’-ATG CAC TAA TCG TGA GCA TGG A-3’
Ku80 (Reverse) 5’-AAT CGG CTG CTG AGG TCA GT-3’

Tabla 5. Primers utilizados para la PCR en tiempo real

Inmunofluorescencia

Para evaluar la localizacién de las proteinas Ku70 y Ku80 después del tratamiento con
resveratrol se usé la técnica de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para
dichas proteinas, para ello se sembraron las células sobre cubreobjetos estériles y se
pusieron los tratamientos en set como se describié anteriormente. Después se lavo
cada pozo con PBS estéril y se fijaron las células con Paraformaldehido (PFA) 4%
incubandolas por 10 minutos. Posteriormente, se hicieron 3 lavados con PBS por 5
minutos cada uno. Después se permeabilizaron las células dejandolas en una solucidn
de tritdon-100 al 1% durante 20 minutos. A continuacién, se realizaron otros tres
lavados de PBS durante 5 minutos. Posteriormente, se realizé el bloqueo para evitar
la unidn inespecifica de los anticuerpos, para ello se utilizé una solucion de SFB 1% en
PBS y se dejé incubando por 40 minutos a temperatura ambiente. Al terminar el
tiempo de bloqueo se pusieron 40 uL de anticuerpo primario cubriendo el
cubreobjetos con Parafilm. Se utilizaron los anticuerpos Ku70 (ab83501 abcam)
dilucién 1:300 en SFB 1% o Ku80 (ab119935 abcam) 1:300 en SFB 1% + yH2AX (560443
BD), dependiendo el caso, y se dejaron durante toda la noche a 4° C en una camara
fria. Al siguiente dia, se retird el anticuerpo primario afiadiendo 2 mL de PBS, lo cual
permite que el Parafilm se levante y se pueda retirar con las pinzas. A continuacién,
se hizo un lavado con PBS por 5 minutos y se permeabilizé6 nuevamente con tritén-
100 1% durante 5 minutos mas. Posteriormente se realizaron 2 lavados mas con PBS
y se afiadieron 40 pL de anticuerpo secundario, usando Parafilm para distribuir mejor.

Las diluciones de los anticuerpos secundarios fueron las siguientes: 1:250 de goat-anti
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rabbit - Alexa Fluor 488, goat-anti-mouse — Alexa Fluor 488 y goat-anti-mouse — Alexa

Fluor 568 para Ku70, Ku80 y yH2AX, respectivamente.

Toma de imdgenes por microscopia confocal

Las inmunofluorescencias realizadas se analizaron primero por microscopia de
epifluorescencia con el microscopio AxioVert 200M Carl Zeiss (AG), utilizando el
software Axiovision 4.9.2; sin embargo, las imagenes obtenidas (no mostradas) no
fueron concluyentes, por lo tanto, se decidié evaluar las laminillas nuevamente por
microscopia confocal. Para ello se utilizé el LSM 710 Duo, AxioObserver Carl Zeiss (AG)
y el software Zen2009. Se utilizé el objetivo Plan-Apochromat 40x/1.3 Qil DIC M27. Se
usaron dos fuentes de laser, una de 488 nm y otra de 720 nm (2 fotones, coherent);
con un porcentaje de transmision de 5% para Ku70 y 4% de transmision para Ku80. Se
obtuvieron imagenes panordamicas de 3584x3584 pixeles en tres diferentes planos
para abarcar la mayor cantidad de células posibles. A continuacion, se procesaron las
imagenes utilizando el Software especializado FlJI donde se fusionaron los tres planos
en uno solo a través de la proyeccién de intensidad maxima. A todas las imagenes se
les aplicd el filtro Gaussian Blur con un radio de sigma de 1y se eliminé el background
considerando un radio de 25 pixeles. Asimismo, se realizo el andlisis de imagen con el
mismo software para obtener la intensidad de fluorescencia de cada célula en el canal
verde (Ku70/Ku80) y azul (DAPI), la diferencia de fluorescencia obtenida se graficé

utilizando el Software Graphpad Prism 8.

Sistema reportero para deteccion de reparacion mediante NHEJ

El sistema reportero fue desarrollado por Arnoult y colaboradores??®

y consiste en un
casete reportero de NHEJ (ver figura 9) que cuenta con un promotor de
citomegalovirus (morado), seguido de un gen de GFP truncado (verde) que codifica
una proteina no activa, debido a que tiene un intrén modificado del gen Pem1 de rata
(amarillo), el cual no tiene homologia con el modelo de estudio. Este intrén es
interrumpido por un exén adenoviral (rojo) que evita la continuidad en el gen, por lo
qgue la GFP no es activa, el exdén adenoviral estd flanqueado por sitios de

reconocimiento de las enzimas de restriccion Hindlll/I-Scel invertidos (tijeras).
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Adicionalmente, posee un gen de resistencia a neomicina/kanamicina (azul) que

cuenta con su propio promotor de SV40 (meldn) (ver figura 10).
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Figura 10. Estructura general del sistema reportero

Para la deteccién de la actividad de la via de reparaciéon NHEJ se transfecta de manera
transitoria un segundo plasmido con el gen que codifica para la endonucleasa |-Scel
la cual inducira la rotura de doble hebra, permitiendo la liberacidn del exén adenoviral
gue mantiene interrumpida la continuidad en el gen de GFP. Una vez que ese exdn
es liberado los dos extremos de Pem1 pueden ser unidos, por lo tanto, si la maquinaria
de NHEJ funciona adecuadamente, la rotura es reparada y la continuidad del gen de
GFP se recupera, obteniendo un gen de GFP funcional que al traducirse es capaz de
emitir fluorescencia (Figura 11A), la cual sera detectada mediante citometria de flujo.
Por otro lado, si el resveratrol evita la reparacion del ADN mediada por NHEJ, a través
de la inhibicién de Ku70/Ku80, aunque el exén adenoviral se libere el dafio no sera

reparado y la GFP no emitira fluorescencia (Figura 11B).
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Figura 11. Representacion esquemdtica del funcionamiento del sistema reportero. Las

enzimas de restriccion I-Scel (tijeras) eliminan el exén adenoviral (rojo), lo cual permite
que el exon de Pem1 (amarillo) otorgue continuidad reparable al gen truncado de GFP
(verde). A. La rotura de doble hebra de ADN realizada por las enzimas de restriccion
es reparada por NHEJ, por lo que el gen de GFP se vuelve activo y se traduce en una
proteina fluorescente. B. El resveratrol inhibe la via de NHEJ de manera dependiente

de Ku70/Ku80 y evita la reparacion del dafio, por lo que GFP permanece inactiva.

Para el estudio con este sistema reportero se realizé la siguiente metodologia.
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Preparacion de bacterias competentes

De una alicuota de bacterias Escherichia coli DH5alpha conservadas en glicerol se
tomaron 50 uL y se sembraron en 50 mL de medio LB tibio sin antibiético,
posteriormente se dejaron creciendo en agitacién (250 rpm) a 37°C durante toda la

noche en un recipiente de al menos 5 veces el volumen de medio.

Al dia siguiente, se tomd 1 mL de las bacterias que crecieron y se pusieron en 40 mL
de medio LB tibio sin antibidtico, se dejaron en agitacién (250 rpm) a 37°C durante 2-
3 h en un recipiente de al menos 5 veces el volumen de medio, hasta que se alcanzé
una densidad dptica de 0.6. A continuacién, se centrifugaron esas bacterias a 2,50

rpm durante 10 minutos.

Posteriormente, se resuspendié el pellet en 25 mL de buffer de CaCl, (CaCl, 100
mM/Tris 10 mM) pH 7.5. Se dejaron en hielo durante 30 minutos y al pasar el tiempo
se centrifugaron a 2,500 rpm durante 10 minutos. El pellet obtenido se resuspendié
en 3.3 mL del buffer de CaCl,. Esas bacterias se dejaron toda la noche a 4°Cy al dia

siguiente se transformaron como se describe a continuacion.

Transformacion de bacterias Escherichia coli DH5alpha

Se tomaron 50 ulL de bacterias competentes y se pusieron en un tubo de 1.5 mL
previamente enfriado en hielo. Se agregaron de 300 ng/ulL de plasmido y se
resuspendieron suavemente con la pipeta, posteriormente se dejé reposar la mezcla
durante 30 minutos agitando el tubo levemente con el dedo cada 5 minutos. Al pasar
los 30 minutos se pusieron en baiio maria a 42°C durante 2 minutos y posteriormente
en hielo durante 2 minutos mas. A continuacion, se afiadieron 300 uL de medio LB
tibio sin antibidtico y se dejé en agitacién (250 rpm) a 37°C por una hora. Después se
centrifugé el tubo a 1,200 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se decantd el
sobrenadante, pero no por completo, y con el sobrenadante que quedd se
resuspendid el pellet de bacterias sin picarlo directamente con la punta. Se tomé todo
el volumen del tubo y se sembrd en cajas petri de agar LB + Ampicilina utilizando

perlas de vidrio estériles para dispersar el volumen por toda la caja. Posteriormente
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se dejaron crecer las bacterias en la caja petri en incubacién a 37°C durante no mas
de 16 horas. Al pasar el tiempo mencionado se comprobd el crecimiento de colonias

en la cajay se guardé a 4°C.

Una vez que se tuvieron las colonias transformadas (creciendo en el medio con
antibiotico de seleccidn) se procedidé a hacer un banco de colonias aisladas, esto
debido a que a veces el crecimiento es tanto que es dificil diferenciar una colonia de

la otra.

Elaboracion de banco de bacterias transformadas con el plasmido

De las colonias obtenidas anteriormente se seleccionaron las colonias que se
encontraban separadas del resto y se tomd a cada una con asa bacterioldgica para ser
estriadas en una caja de agar LB + Ampicilina identificando el estriado perteneciente
a cada colonia. Se dejaron crecer durante no mds de 16 h a 37°C. De esta manera se

obtuvieron bancos de monocolonias transformadas con cada plasmido.

Purificacion de plasmidos a partir de bacterias transformadas

Una vez que obtuvimos las bacterias transformadas aisladas se realizd la purificacidon
de los plasmidos para corroborar la identidad de cada uno. Para ello se realizd
inicialmente una miniprep, la cual permite aislar baja cantidad de ADN plasmidico de

las bacterias transformadas utilizando lisis alcalina.

Para este procedimiento se sembraron colonias aisladas de cada pldasmido en 1 mL de
medio LB + 1 uL de Ampicilina en tubos de 15 mL (volumen al menos 5 veces mayor
al medio colocado) y se dejaron creciendo en agitacion (250 rpm) a 37°C durante no
mas de 16 h. A continuacion, los tubos con el crecimiento bacteriano se centrifugaron
a 2,500 rpm durante 20 minutos y se desecho el sobrenadante. A partir del pellet de
bacterias se realizé la purificacién de los plasmidos, para lo cual se utilizé el Kit
QlAprep® Miniprep Kit siguiendo las instrucciones del fabricante, como se describe a

continuacion.
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Se resuspendid el pellet de bacterias en 250 uL de buffer P1y se colocé en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL. Posteriormente, se afadieron 250 mL de buffer P2 y se
mezclo por inversidn 4-6 veces (sin pasar 5 minutos de reaccién) hasta que la solucién
se tornd clara y después azul. A continuacidn, se afladieron 350 pL de buffer N3 y se
mezcld por inversidén 4-6 veces hasta que la solucién se volvié incolora, una vez
ocurrido esto, se centrifugaron los tubos durante 10 min a 13,000 rpm en
microcentrifuga. Del sobrenadante resultante se tomaron 800 plL y se aplicaron a la
columna QlAprep 2.0 y se centrifugd por 30s y se desechd el sobrenadante. A
continuacion, se lavd la columna adicionando 750 uL del buffer PE, se centrifugd por
30s y se descarté el sobrenadante. Se cambidé la columna a otro tubo colector y se
centrifugd nuevamente durante 60s para retirar cualquier residuo del buffer de
lavado. A continuacién, la columna se puso sobre un microtubo de 1.5 mL limpio
donde se eluyd el ADN plasmidico afadiendo 50 uL de buffer EB a la columna y se
dejo reposar durante 60s, para posteriormente centrifugar nuevamente por 60s. Una
vez eluido el material, se cuantific6 con Nanodrop y se corrieron 500 ng de las

muestras en un gel de agarosa 0.7% para verificar la integridad de este.

Comprobacion de la identidad de los plasmidos mediante patrones de restriccion

Una vez que se tuvo el ADN plasmidico purificado, se realizaron digestiones con
distintas enzimas de restriccidn para corroborar la identidad del plasmido con base
en el patréon de bandeo de cada uno. Lo anterior se realiz6 como se describe a

continuacion.

Para conocer el patrén de bandeo del plasmido con el sistema reportero especifico
para el mecanismo NHEJ, pLCN DSB Repair Reporter (DRR) (Plasmid #98895) y el
pldsmido con la enzima especifica que corta al anterior pCBAScel (Plasmid #26477) se
evaluo la secuencia de cada uno en el servidor de NEB (New England Biolabs) y usando

la herramienta NEB cutter Vol. 3.0 (https://nc3.neb.com/NEBcutter/) se eligieron las

enzimas de restriccion mads apropiadas para cada plasmido, asi como el buffer con el

gue mejor funciona cada enzima. Ademas, una vez elegidas las enzimas de restriccion,

72


https://nc3.neb.com/NEBcutter/

de acuerdo con las que se tenia en el laboratorio, esta herramienta permitié modelar

in silico el patrdn que se debia obtener al realizar las restricciones de cada plasmido.

Para la digestién de los dos plasmidos se utilizaron las siguientes enzimas y buffers:

pLCN DSB Repair Reporter (DRR) (98895)

Enzima Numero de cortes Buffer
BamHI 1 (Linearizacidn) 3.1
BamHI/EcoRV 2 (Patrén de bandeo) 3.1
Enzima 'Numerodecortes | Buffer
Bglil 1 (Linearizacidn) 3.1
EcoRI HF 2 (Patréon de bandeo) CS

Tabla 6. Enzimas utilizadas para la digestion de los plasmidos purificados
Las digestiones se realizaron como se detalla a continuacion.

En microtubos de 1.5 mL estériles puestos en hielo, se afiadieron agua, buffer de
reaccidon para cada enzima, ADN y enzima de restriccién (en ese orden), como se
describe en la tabla 7. Se homogeneizaron todos los componentes por pipeteo y se
llevaron los tubos al termoblock a 37° C durante 30 minutos. Posteriormente, se corrid

1 ug de muestra en un gel de agarosa 0.7% hasta que se observo el patrén obtenido

Componente Cantidad

en el analisis in silico.

ADN 1.0 ug

Enzima* 1.0uL

Buffer 5.0 uL
H.O c.b.p 50 pL

Tabla 7. Componentes para la digestion de plasmidos

*En los casos donde se usaron 2 enzimas, se utilizé 1 puL de cada una y se redujo la cantidad de agua.
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Purificacion a mayor escala de pldsmidos a partir de bacterias transformadas

Una vez que se corrobord la identidad de los plasmidos se realizé la purificacién a
mayor escala de los dos plasmidos, para lo cual se realizé una midiprep, la cual
permite obtener mayor rendimiento de ADN plasmidico que la miniprep. Este

procedimiento también utiliza lisis alcalina para la purificacion.

Para las midipreps se utilizé el QIAGEN Plasmid Midi Kit (12143) y se siguid el
procedimiento sefialado por el fabricante, el cual se describe a continuacion. Se
picaron colonias aisladas de las que se tenian en el banco de bacterias transformadas
y se sembraron en 5 mL de medio LB + Ampicilina en tubos de 50 mL y se dejaron
crecer por aproximadamente 8 h en agitacién (250 rpm) a 37°C. Después se realizd
una dilucién del cultivo, sembrando 150 uL del cultivo inicial en 100 mL de medio LB
+ Ampicilina en matraces de 500 mL y se dejaron creciendo por no mas de 16 h en
agitacién (250 rpm) a 37°C. Posteriormente, se tomaron 500 uL de cultivo de bacterias
para congelarlos y preservar las bacterias, este procedimiento se describird mas
adelante. El resto del cultivo se pasé a tubos de centrifuga y se centrifugd a 6,000 xg
por 15 min a 4°C. A continuacidn, se resuspendio el pellet de bacterias en 4 mL de
buffer P1 homogeneizando utilizando vértex. Luego, se afadieron 4 mL de buffer P2
y se mezcld por inversidn, sin permitir que la reaccién ocurriera por mas de 5 minutos,
Unicamente hasta que la mezcla se vuelva azul. Después se afiadieron 4 mL de buffer
P3, se mezclé perfectamente por inversiéon 4-6 veces y se dejé incubando en hielo
durante 15 minutos. Después de la incubacién se centrifugd a 220,000 xg por 30
minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante y se colocd en otro tubo, ya que ahi se
encontraba el ADN plasmidico. Ese sobrenadante se volvié a centrifugar a 220,000 xg
por 15 minutos a 4°C, mientras tanto, se equilibraron las columnas (QIAGEN-tip 100)
afadiendo 4 mL de buffer QBT hasta que este bajo por completo por gravedad. Una
vez que la columna estuvo equilibrada, se afiadid el sobrenadante de la centrifugacion
anterior al centro de la columna, hasta que bajé completamente por gravedad. A
continuacion, se hicieron 2 lavados a la columna anadiendo 10 mL de buffer QC para

cada lavado. Posteriormente, para eluir el ADN de la columna, se cambid a un tubo
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nuevo de 50 mL de polipropileno (No usar tubos de policarbonato, ya que pueden
reaccionar con los solventes e interferir con la reaccion) y se aiadieron 5 mL del buffer
QF hasta que bajé completamente por gravedad. Posteriormente, para precipitar el
ADN se afiadieron 3.5 mL de Isopropanol al eluido, se mezclé perfectamente y se
centrifugé a 215,000 xg por 30 minutos a 4°C, se decantd cuidadosamente el
sobrenadante y se lavé el pellet de ADN con 0.5 mL de EtOH 70% vy se centrifugd a
>15,000 xg por 10 minutos. Se tiré cuidadosamente el sobrenadante y se dejé secar
el pellet de ADN por 5-10 minutos a temperatura ambiente, una vez seco, el pellet se

resuspendié perfectamente en 100 pulL de buffer TE pH 8.0.

Una vez eluido el material, se cuantificd con Nanodrop y se corrieron 500 ng de las

muestras en un gel de agarosa 0.7% para verificar la integridad de este.

Congelacion de bacterias transformadas

Antes de sembrar las bacterias se colocaron 500 pL de glicerol en criovialesde 2 mLy
se esterilizaron en autoclave durante 15 min a 121°C y 15 psi. Cuando las bacterias
estuvieron listas, en condiciones de esterilidad se tomaron 500 uL del cultivo y se
pusieron en el crioval con glicerol estéril, se mezclé suavemente hasta homogeneizar
perfectamente y se almacenaron los criovales a temperaturas de -20 a -80°C. De esta
manera se pueden almacenar viales de bacterias transformadas por afios??°. Para
utilizar estas bacterias se descongelan 50 ulL de bacterias en 5 mL de medio LB +

Ampicillina (antibidtico de seleccion).
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RESULTADOS

Comprobacion de las ICs de resveratrol y cisplatino en placas adherentes de 24
pozos

Después de tratar a las tres lineas celulares (Hela, SiHa y C-33A) con las IC50 de
resveratrol reportadas previamente, se observé que las ICs de resveratrol reportadas
coincidieron con lo esperado, ya que en las tres lineas celulares se observd
aproximadamente el 50% de células después del tratamiento con resveratrol (ver
figura 12), por lo que estas dosis de resveratrol se utilizaron en los siguientes

experimentos.

Por otro lado, en el caso del cisplatino, las dosis que se habian reportado previamente
(Ver tabla 1) no tuvieron el efecto esperado (datos no mostrados), por lo que se

decidid volver a calcular las ICs 20 y 50 para los tratamientos con cisplatino.
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A. B. Resveratrol en células C-33A
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Figura 12. Comprobacion de las ICs de resveratrol. Se muestra la viabilidad celular
después de dar tratamiento con resveratrol. A. Se muestran las dosis reportadas
previamente como IC50 de resveratrol para cada una de las lineas celulares. Grdficas
de la viabilidad celular de C-33A (B.), HelLa (C.) y SiHa (D.) después del tiempo de
tratamiento con las IC50 correspondientes a cada linea celular (90.9, 123.2 y 164.7
UM respectivamente). La viabilidad celular se calculd a partir de la absorbancia
obtenida del ELISA, estos resultados expresan la media + desviacion estdndar de 3
experimentos independientes realizados por triplicado. En todos los casos se observa
diferencia significativa con respecto al control (EtOH) donde **** simbolizan un valor

p<0.0001.

Determinacion de las nuevas ICs de cisplatino

Se hicieron curvas de dosis-respuesta de tratamiento con cisplatino y se evalué la
viabilidad celular utilizando una tincidén con cristal violeta, se observé que en la linea

celular C-33A el tratamiento con este farmaco tuvo un efecto dependiente de la dosis,
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ya que a mayor concentracion de farmaco se observd menor supervivencia celular
(ver figura 13A), al evaluar los datos obtenidos, se calcularon las ICs utilizando el
software Sigma Plot y se determind que la IC20 corresponde a 5.8379 uM de

cisplatino, mientras que la IC50 se alcanza con 14.6328 uM del farmaco (ver figura

130).

Curva dosis-respuesta en C-33A
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Figura 13. Determinacion de las nuevas ICs de cisplatino en la linea celular C-33A. Se
determinaron la IC20 y la IC50 de cisplatino en células C-33A utilizando las dosis
mostradas. A. Muestra la grdfica de supervivencia celular tras finalizar el tratamiento
con cisplatino, las barras representan la media + la desviacion estdndar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. A partir de la dosis de 5 uM se
observa diferencia significativa con respecto al control de vehiculo (Sol. Salina) donde
**** simbolizan un valor p<0.0001. B. Grdfica dosis-respuesta otorgada por Sigma
Plot, esta grdfica fue la que se uso para calcular las ICs. C. Concentraciones Inhibitorias

(ICs) obtenidas para las células C-33A.

Por otro lado, en el caso de las células Hela, también se observé un efecto
dependiente de la dosis de cisplatino, donde a mayor concentracion de farmaco hubo
menor viabilidad celular. Sin embargo, en este caso las células fueron menos sensibles

gue en C-33A (ver figura 14A). Utilizando el software Sigma Plot se determiné que la
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IC20 de cisplatino para Hela es de 8.3066 uM de cisplatino, mientras que la IC50 fue
de 19.8789 uM del farmaco (ver figura 14C).
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Figura 14. Determinacion de las nuevas ICs de cisplatino en la linea celular Hela. Se
determinaron la IC20 y la IC50 de cisplatino en células Hela utilizando las dosis
mostradas. A. Muestra la grdfica de supervivencia celular tras finalizar el tratamiento
con cisplatino, las barras representan la media + la desviacion estdandar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. A partir de la dosis de 15 uM
se observa diferencia significativa con respecto al control de vehiculo (Sol. Salina)
donde **** simbolizan un valor p<0.0001. B. Grdfica dosis-respuesta otorgada por
Sigma Plot, esta grdfica fue la que se usé para calcular las ICs. C. Concentraciones

Inhibitorias (ICs) obtenidas para las células Hela.

En contraste, la linea celular SiHa, resulto ser la mas resistente al tratamiento con
cisplatino, debido a que aun con la concentracidon mas alta del farmaco en esta linea
celular la viabilidad practicamente no se vio afectada (ver figura 15A). Sin embargo,
al utilizar el software Sigma Plot si se encontré que la 1C20 fue de 8.7695 uM de
cisplatino, pero incluso con la dosis mas alta utilizada para el tratamiento (30 uM) no
se alcanzé la IC50, pues el software determind que la IC52 se encontraba en 35 (ver
figura 15C), por lo que habria que utilizar una dosis mucho mayor para alcanzar la

IC50, probablemente muy cerca de 40 uM.
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Figura 15. Determinacion de las nuevas ICs de cisplatino en la linea celular SiHa. Se
determinaron la IC20 y la IC50 de cisplatino en células SiHa utilizando las dosis
mostradas. A. Muestra la grdfica de supervivencia celular tras finalizar el tratamiento
con cisplatino, las barras representan la media + la desviacion estdndar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. A partir de la dosis de 20 uM
se observa diferencia significativa con respecto al control de vehiculo (Sol. Salina)
donde **** simbolizan un valor p<0.0001. B. Grdfica dosis-respuesta otorgada por
Sigma Plot, esta grdfica fue la que se usdé para calcular las ICs. C. Concentraciones

Inhibitorias (ICs) obtenidas para las células SiHa.

Determinacion de las ICs de resveratrol y cisplatino en Células CaSki

Debido a que la linea celular SiHa resulto ser muy resistente al tratamiento con
cisplatino, y en el trabajo previo de Sanchez-Vizcarra no mostrd sinergia en
combinacion con el resveratrol (datos no mostrados). Decidimos evaluar la linea
celular CaSki. Por lo que determinamos las 1C20 y 50 de cisplatino y la IC50 de
resveratrol. Para ello se hizo una curva dosis respuesta de cisplatino utilizando las

concentraciones utilizadas para las otras lineas celulares.

Tras el tratamiento con cisplatino se observé un efecto dependiente de la dosis,

donde a mayor concentracién de fdrmaco, observamos una menor viabilidad celular
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(ver figura 16A). Utilizando el software Sigma Plot, determinamos que la IC20 fue de

2.4433 uM de farmaco, mientras que la IC50 es de 10.0039 uM de cisplatino (ver
figura 16C).

A. Curva dosis-respuesta en CaSki B.
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Figura 16. Determinacion de las ICs de cisplatino en la linea celular CaSki. Se
determinaron la 1C20 y la IC50 de cisplatino en células CaSki utilizando las dosis
mostradas. A. Muestra la grdfica de supervivencia celular tras finalizar el tratamiento
con cisplatino, las barras representan la media + la desviacion estdndar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. A partir de la dosis de 2.5 uM
se observa diferencia significativa con respecto al control de vehiculo (Sol. Salina)
donde **** simbolizan un valor p<0.0001. B. Grdfica dosis-respuesta otorgada por
Sigma Plot, esta grdfica fue la que se usé para calcular las ICs. C. Concentraciones

Inhibitorias (ICs) obtenidas para las células CaSki.
Posteriormente, se hizo una curva dosis respuesta de resveratrol (50, 100, 150, 200 y
250 uM), y de igual manera se observo un efecto dosis dependiente (ver figura 17A).

El andlisis con el software Sigma Plot, determind que la IC50 de resveratrol fue de

97.8515 uM (ver figura 17C).
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A. Curva dosis-respuesta en CaSki B.
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Figura 17. Determinacion de la IC50 de resveratrol en la linea celular CaSki. Se
determinaron la IC20 y la IC50 de resveratrol en células CaSki utilizando las dosis
mostradas. A. Muestra la grdfica de supervivencia celular tras finalizar el tratamiento
con resveratrol, las barras representan la media * la desviacion estdndar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. A partir de la dosis de 50 uM
se observa diferencia significativa con respecto al control de vehiculo (EtOH) donde
**** simbolizan un valor p<0.0001. B. Grdfica dosis-respuesta otorgada por Sigma
Plot, esta grdfica fue la que se uso para calcular las ICs. C. Concentraciones Inhibitorias

(ICs) obtenidas para las células CaSki.

A continuacidn, se muestra una tabla resumen de las ICs determinadas para las 4
lineas celulares y que fueron utilizadas para los demds experimentos. Aqui se puede
observar que la linea celular mas sensible al tratamiento con cisplatino fue la linea
celular CaSki, seguida de las células C-33A, Hela, y finalmente las células SiHa. Para el
tratamiento con resveratrol, las células C-33A fueron las mas sensibles al tratamiento,

seguidas CaSki, Hela y finalmente SiHa.
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C33A SiHa Hela CaSki

1C20 5.8379 8.7695 8.3066 2.4433

IC50 14.6328 35.00 19.8789 10.0039

C33A SiHa Hela CaSki

|C50 90.9 164.7 123.2 97.85

Tabla 8. Resumen de las ICs de resveratrol y cisplatino en las cuatro lineas celulares.
Se muestran las ICs encontradas para cada linea celular. A. Resumen de las IC20 e
IC50 de cisplatino en las 4 lineas celulares. B. Se muestran las IC50 de resveratrol

calculadas para las 4 lineas celulares.

Efecto del resveratrol sobre la expresion de las proteinas Ku70 y Ku80

Después de la determinacion de las ICs de resveratrol, se evalué el efecto del
tratamiento con resveratrol sobre los niveles de proteina de Ku70/Ku80 utilizando las
correspondientes ICs50 de las lineas celulares (C-33A, SiHa y Hela) mediante western
blot. Se observé que en el caso de Ku70, en las 3 lineas celulares parece haber una
tendencia a la disminucién en los niveles de proteina; sin embargo, estos cambios no
son estadisticamente significativos (ver figura 18). Por lo que seria necesario realizar

mas repeticiones para confirmar lo observado.
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Figura 18. Efecto del resveratrol sobre la expresion de proteina Ku70. Western blot de
la proteina Ku70 en las 3 lineas celulares (C-33A, SiHa y HelLa) después del tratamiento
con la IC50 de resveratrol o el control de vehiculo (EtOH). Se muestran las placas de
los tres bioldgicos y las graficas de densitometria correspondiente. Estas graficas se
obtuvieron de la densitometria de las placas mostradas. Las densitometrias se
realizaron con el software Imagel) y el analisis estadistico consideré que ****
simbolizan un valor p<0.0001.

Por otro lado, en el caso de Ku80 se observé que tanto en las células C-33A como Hela
hay una disminucidn de los niveles de proteina, nuevamente, estos cambios no fueron
estadisticamente significativos; por otro lado, en las células SiHa no se observaron
cambios, incluso parece haber un aumento, pero tampoco fue estadisticamente
significativo (ver figura 19). Nuevamente en el caso de C-33A y Hela, serian necesarias
mas repeticiones para confirmar si la disminucién observada en los niveles de la

proteina Ku80 es real.
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Figura 19. Efecto del resveratrol sobre la expresion de proteina Ku80. Western blot de
la proteina Ku80 en las 3 lineas celulares (C-33A, SiHa y HelLa) después del tratamiento
con la IC50 de resveratrol o el control de vehiculo (EtOH). Se muestran las placas de
los tres bioldgicos y las grdficas de densitometria correspondiente. Estas grdficas se
obtuvieron de la densitometria de las placas mostradas. Las densitometrias se
realizaron con el software Imagel y el andlisis estadistico considerd que ****

simbolizan un valor p<0.0001.

Efecto del resveratrol y cisplatino sobre los niveles de mRNA y proteina de
Ku70/Ku80 en células HeLa

Analizamos el efecto del tratamiento de resveratrol solo o en combinaciéon con
cisplatino, o cisplatino solo sobre los niveles de expresion del heterodimero
Ku70/Ku80 en células Hela. En el caso de Ku70 se observd disminucidn a nivel de
mensajero en el tratamiento de resveratrol solo, sin embargo, la expresion de las
muestras tratadas con el tratamiento combinado se mantuvo a niveles muy similares
que el control. En ninguno de los tratamientos con resveratrol se observaron cambios

estadisticamente significativos (ver figura 20).
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Figura 20. Efecto del resveratrol sobre los niveles de mRNA de Ku70 en células Hela. Se
realizé qPCR para evaluar los niveles de mRNA de Ku70 A. Muestra la grdfica de los
niveles de expresion del mRNA del set con la IC20 de cisplatino, mientras que en B. se
muestran los datos correspondientes al set de la IC50 de cisplatino. Estas grdficas se
obtuvieron tras analizar los datos mediante el método AACt, y las barras representan
la media * la desviacion estdndar de tres experimentos independientes. Para el

andlisis estadistico se considerd que **** simbolizan un valor p<0.0001.

Por otro lado, en el caso de Ku80, se observé que el tratamiento con resveratrol solo
mostré una disminucion en los niveles del mRNA, sin embargo, al igual que en el caso
de Ku70, el tratamiento combinado hizo que Ku80 mantuviera niveles muy similares
al control. Nuevamente, en ninguna de las condiciones probadas se observaron

cambios estadisticamente significativos (ver figura 21).
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Figura 21. Efecto del resveratrol sobre los niveles de mRNA de Ku80 en células Hela. Se
realizé gPCR para evaluar los niveles de mRNA de Ku80 A. Muestra la grdfica de los
niveles de expresion del mRNA del set con la IC20 de cisplatino, mientras que en B. se
muestran los datos correspondientes al set de la IC50 de cisplatino. Estas grdficas se
obtuvieron tras analizar los datos mediante el método AACt, y las barras representan
la media * la desviacion estdndar de tres experimentos independientes. Para el

andlisis estadistico se considero que **** simbolizan un valor p<0.0001.

También se analizo el efecto del resveratrol sobre la expresién de proteina y se
observé que en el caso de Ku70 ni el tratamiento solo de resveratrol, ni las
combinaciones con cisplatino mostraron cambios significativos con respecto al

control de vehiculo (ver figura 22).
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Figura 22. Efecto del resveratrol sobre la proteina Ku70 en células HeLa. Western blot
de la proteina Ku70 en la linea celular HelLa con los diferentes tratamientos y
combinaciones. Se muestran las placas de los tres bioldgicos y las grdficas de las
densitometrias correspondientes. Estas grdficas se obtuvieron de la densitometria de
las placas mostradas. Las densitometrias se realizaron con el software Imagel y el

andlisis estadistico considerd que **** simbolizan un valor p<0.0001.

En el caso de Ku80, el tratamiento solo de resveratrol parecié tener una ligera
disminucion respecto al control, mientras que las combinaciones con la IC20 e IC50
de cisplatino se mantuvieron a niveles muy similares que el control (ver figura 23); sin

embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos.
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Figura 23. Efecto del resveratrol sobre la proteina Ku80 en células HelLa. Western blot
de la proteina Ku80 en la linea celular Hela con los diferentes tratamientos y
combinaciones. Se muestran las placas de los tres bioldgicos y las grdficas de las
densitometrias correspondientes. Estas grdficas se obtuvieron de la densitometria de
las placas mostradas. Las densitometrias se realizaron con el software Imagel y el

andlisis estadistico considerd que **** simbolizan un valor p<0.0001.

Efecto del resveratrol sobre la localizacién de las proteinas de Ku70/Ku80 en

células Hela

Debido a que la localizaciéon del complejo Ku, es importante para su funcién de
reconocimiento del dafio y reparacién por la via NHEJ, decidimos evaluar la
localizacion de las proteinas Ku70 y Ku80 mediante ensayos de inmunofluorescencia.
Se evalud el efecto del resveratrol solo o en combinaciéon con cisplatino, asi como del
cisplatino solo y el control de vehiculo (EtOH) sobre la localizaciéon de las proteinas

Ku70 y Ku80.

En el caso de Ku70, en algunas de las células tratadas con resveratrol y las
combinaciones se observa a Ku70 en el citoplasma (figuras 24y 25); sin embargo, son
muy pocas las células por lo que no se sefalan. Lo que es claro es que esto ocurre
Unicamente en presencia de resveratrol, sin embargo, el efecto no parece ser
significativo. Ademas, se observd en estos experimentos una diferencia en los
cambios de intensidad de la proteina en el nlcleo, por ejemplo, en presencia de
resveratrol solo, se observa una mayor intensidad de fluorescencia en el nucleo en

comparacion con el control.
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Figura 24. Efecto del resveratrol en combinacion con la IC20 de cisplatino sobre la
localizacion de Ku70 en células HelLa. Inmunofluorescencia de la proteina Ku70 en la
linea celular HelLa. Se muestran las imdgenes obtenidas por microscopia confocal del

efecto de resveratrol + IC20 de cisplatino en estas células.
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Figura 25. Efecto del resveratrol en combinacion con la IC50 de cisplatino sobre la
localizacion de Ku70 en células Hela. Inmunofluorescencia de la proteina Ku70 en la
linea celular HelLa. Se muestran las imdgenes obtenidas por microscopia confocal del

efecto de resveratrol + IC50 de cisplatino en estas células.

Por otro lado, con respecto a Ku80 nuevamente algunas células parecen tener
presencia citoplasmatica, pero no de manera significativa, por lo que tampoco se
sefialan. De igual manera, se vieron cambios en la intensidad de la proteina. En este
caso, el tratamiento con resveratrol también mostré mayor intensidad de

fluorescencia que el grupo control, y los demas grupos (ver figuras 26 y 27).

EtOH Resv IC20 CP IC20 CP + Resv

Ku80
DAPI
MERGE

Figura 26. Efecto del resveratrol en combinacion con la IC20 de cisplatino sobre la

localizacion de Ku80 en células Hela. Inmunofluorescencia de la proteina Ku80 en la
linea celular HelLa. Se muestran las imdgenes obtenidas por microscopia confocal del

efecto de resveratrol + IC20 de cisplatino en estas células.

91



EtOH Resv IC50 CP IC50 CP + Resv

Ku80

DAPI

MERGE

Figura 27. Efecto del resveratrol en combinacion con la IC50 de cisplatino sobre la
localizacion de Ku80 en células HelLa. Inmunofluorescencia de la proteina Ku80 en la
linea celular HelLa. Se muestran las imdgenes obtenidas por microscopia confocal del

efecto de resveratrol + IC50 de cisplatino en estas células.

Purificacion y comprobacion de la identidad de pldsmidos del sistema reportero

Se realizé la purificacién de los plasmidos del sistema reportero como se describid en
materiales y métodos y en la figura 28 se muestra el gel de integridad de los
plasmidos, donde se pueden observar 2 o 3 bandas donde la banda de mayor
migracion es el plasmido circular super enrollado, la segunda banda el plasmido

circular laxo y la ultima banda, el plasmido lineal.
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Plasmidos sin digestion

Figura 28. Purificacion de plasmidos del sistema reportero. Se muestra un el de

agarosa 0.7% donde se cargaron 500 ng de cada pldsmido sin digestion.

A continuacidn, se realizé el analisis in silico para conocer los patrones de bandeo que

se obtendrian al digerir cada plasmido con diferentes enzimas de restriccion.

Para el plasmido con el sistema reportero se realizé la digestidn con las enzimas EcoRV
y BamHI como se describié en materiales y métodos. El patron de bandeo con estas
enzimas segun el analisis in silico tendria un fragmento de 8163 pb y otro de 281 pb
(ver figura 29B), lo cual se comprobd experimentalmente (ver figura 29C). Sin
embargo, la linearizacion con BamHI no fue completa, por lo que aun se observa

plasmido super-enrollado.
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Figura 29. Comprobacion de la identidad del plasmido con sistema reportero. Se realizo

la comprobacion de la identidad de pldsmido. A. muestra el esquema circular del

pldsmido y los sitios de corte de ambas enzimas de restriccion. B. muestra el tamano

de los fragmentos obtenidos y el corrimiento hipotético de los mismos en un gel de

agarosa 0.7%. C. muestra el corrimiento de los pldsmidos después de la digestion con

las enzimas de restriccion.

De igual manera, para el plasmido que contiene el ORF de la enzima |-Scel que corta

al sistema reportero, se realizé la digestién con las enzimas EcoRl y Bglll como se

describié en materiales y métodos. El patrén de bandeo con estas enzimas segun el

analisis in silico generaria un fragmento de 4787 pb y otro de 878 pb (ver figura 30B),

lo cual se comprobd experimentalmente (ver figura 30C).

94



#

Analisis in silico

B. c. Plasmido de la enzima Scel
o
=
77. L3
td ?, ]
& - P
2
o
pCBAScel 8
& 5665 bp
°
3
3
'5'*“"Q
Ends Coordinates Length

(bp)

Figura 30. Comprobacion de la identidad del pldsmido con la enzima para cortar al
sistema reportero. Se realizo la comprobacion de la identidad del pldsmido. A.
muestra el esquema circular del pldsmido y los sitios de corte de la enzima de
restriccion para el patréon de bandeo. B. muestra el tamafo de los fragmentos
obtenidos y el corrimiento hipotético de los mismos en un gel de agarosa 0.7%. C.

muestra el corrimiento de los plasmidos después de la digestion con las enzimas de

restriccion.
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DISCUSION

El cdncer cervicouterino es uno de los 10 cdnceres mas mortales a nivel mundial segun
la International Agency of Research of Cancer?3, por lo que el tratamiento de esta
neoplasia es prioritario. El tratamiento con cisplatino es uno de los mas cominmente
utilizados en el CaCu’!. Lamentablemente, la resistencia a este farmaco, incluso a
dosis altas, muchas veces limita su eficiencia; es por eso, que encontrar compuestos
que sensibilicen a las células cancerosas al tratamiento con cisplatino seria de gran
utilidad. En ese sentido, uno de los mecanismos de resistencia a cisplatino estad dado
por la alta eficiencia en los mecanismos de reparacion del ADN en las células
cancerosas, los cuales son capaces de eliminar la mayor cantidad de aductos causados

por el cisplatino, evitando la muerte de las células cancerosas®*°°.

En este trabajo se planted evaluar el efecto quimiosensibilizador de resveratrol al
tratamiento con cisplatino en células de cdncer cervicouterino, para lo cual se
utilizaron 4 lineas celulares: C-33A, Hela, SiHa y Caski. A partir de esta determinacién
se obtuvieron las cuatro IC20 de 5.8379, 8.3066, 8.7695 y 2.4433 uM para C-33A,
Hela, SiHa y CaSki, respectivamente (ver tabla7). De igual manera se obtuvieron las
cuatro IC50 de 14.6328, 19.8789, 35.00 y 10.0039 uM en el mismo orden (ver tabla
7). A partir de estos resultados se determind que las células mas sensibles al
tratamiento con cisplatino son las células CaSki y C-33A, mientras que las mas
resistentes son Hela y SiHa. En un trabajo previo, también reportaron que las células
SiHa son las mas resistentes al tratamiento con cisplatino que las células CaSki%3!: en
contraste con nuestro trabajo, en ese estudio determinaron que las células Hela eran
mds sensibles al tratamiento que las células CaSki?3?; mientras que las células C-33A
fueron las mds sensibles. Estos autores encontraron que los niveles de survivina eran
mayores en las células mds resistentes (SiHa y CaSki), por lo que consideraron que
esta proteina podria estar implicada en la resistencia al tratamiento?3!; sin embargo,
en otro trabajo mas reciente, obtuvieron resultados similares a nuestro estudio donde
se observo que las células CaSki eran las mas sensibles al tratamiento con cisplatino,

seguidas muy de cerca por las células C-33A, posteriormente Hela y finalmente SiHa.
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Estos resultados también coinciden con otro trabajo independiente donde se observd
que las células CaSki eran mas sensibles al tratamiento con cisplatino que Hela y
SiHa?33. Todos estos trabajos en concordancia con el nuestro coinciden en que las
células SiHa son las mas resistentes al tratamiento con cisplatino. En este sentido, en
un trabajo realizado en células SiHa y Hela donde ambas lineas celulares fueron
tratadas con cisplatino; los autores observaron también que las células SiHa eran mas
resistentes a dicho tratamiento que Hela. Ellos demostraron que las células Hela
mostraban una mayor actividad de las caspasas 3, 8 y 9 que las células SiHa y que el
tratamiento con cisplatino favorecia la actividad de NF-kB en SiHa; sin embargo, al
inhibir quimicamente a NF-kB en SiHa, la actividad de las caspasas aumentaba y la
apoptosis se veia favorecida; curiosamente, ese efecto no se observo en las células
Hela por lo que la actividad de este factor de transcripcion podria estar relacionado
con la resistencia de las células SiHa al tratamiento con cisplatino®3*. De acuerdo con
lo anterior, en otro trabajo demostraron que el tratamiento con cisplatino activa a
ERK2 nuclear y NF-kB en células SiHa, lo cual favorecio la resistencia a cisplatino en

235

estas células®®>, esto confirmaria que NF-kB podria ser el factor que vuelve a las

células SiHa mas resistentes al tratamiento con cisplatino.

Por otro lado, otro trabajo demostré que las células Hela tenian mayores niveles de
mensajero de p21Wafl/Crl y n53 que las células SiHa, de esta manera los autores
explican la mayor sensibilidad de las células Hela al tratamiento con cisplatino?32.
Adicionalmente, en otro trabajo demostraron que las células SiHa tienen una sobre
expresion de S100A9, una proteina de unidn a calcio que se ha relacionado con la
guimioresistencia ya que la sobre-expresion de esta proteina promueve la expresién
de los oncogenes p-AKT, p-ERK, p-FOXO1 y Nanog volviendo a las células SiHa muy

agresivas?3®,

Por otro lado, se comprobaron las IC50 de resveratrol que habian sido reportadas
anteriormente en tres de estas lineas celulares, C-33A, Hela y SiHa; y agregamos una
cuarta linea celular, CaSki, donde determinamos la IC50 de resveratrol. Las IC50 que

reportamos aqui son de 90.9, 164.7,123.2 y 97.85 uM de resveratrol para C-33A, SiHa,
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Hela y CaSki, respectivamente (ver tabla 7). La linea celular C-33A resulté ser la mas
sensible al tratamiento, seguida por CaSki, HelLa y finalmente SiHa fue la mas

resistente.

Con respecto a esto, existe un trabajo realizado en células C-33A, Hela y SiHa donde
los autores observaron que las células mas sensibles al tratamiento con resveratrol
eran las C-33A, seguidas de Hela y SiHa, lo que coincide con nuestro estudio; los
autores de este trabajo sugieren que las células C-33A son mas sensibles al
tratamiento con resveratrol porgue no estan infectadas con VPH de ningun tipo, por
lo que podrian considerarse menos agresivas que Hela (HPV18) y SiHa (HPV16)?%’. En
otro trabajo, realizado en células Hela y SiHa, las células Hela fueron ligeramente mas
sensibles al tratamiento con resveratrol que las células SiHa; sin embargo, en este
trabajo, los autores demostraron que al inhibir quimicamente la via de Notch, la
apoptosis aumentaba un poco mas en las células SiHa que en las células Hela, por el
contrario, al inhibir la fosforilacién de STAT3 las células Hela eran las que se veian
mas afectadas, por lo que, aunque la viabilidad de ambas lineas celulares se ve
modificada por ambas vias, la actividad de cada via podria variar en cada linea?3. Con
respecto a lo anterior, en otro trabajo realizado en células Hela, los autores
demostraron que los niveles de mRNA y proteina de GRIM-19 (gen asociado con la
proteina de mortalidad inducida por retinoide-IFN 19) aumentaban después del
tratamiento con resveratrol, y disminuia la fosforilacion de STAT3 y los niveles de
mensajero de ciclina B1, VEGF y Bcl-2, ocasionando una menor supervivencia
celular?®®. Adicionalmente, en otro trabajo donde no se utilizd resveratrol, se
demostré que la via de STAT3 regula la sensibilidad a la apoptosis en células de CaCu.
Los autores observaron que en las células CaSki, cuya apoptosis se puede inducir por
TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF) la fosforilacion de STAT3
se inhibia por esta proteina aumentando apoptosis, mientras que en las células SiHa,
insensible a TRAIL, la apoptosis era menor; sin embargo, al inhibir mediante siRNA a

STAT3, las células SiHa se volvian sensibles a TRAIL?*°, Esto podria explicar el hecho de
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que las células CaSki y HelLa sean mas sensibles a resveratrol que SiHa, debido a que

son mas dependientes de la actividad de STAT3.

Sin embargo, otros reportes tienen resultados variables, donde la sensibilidad al
tratamiento con resveratrol entre estas 4 lineas celulares cambia, por ejemplo, en un
trabajo se demostrdé que las células CaSki eran las mas sensibles al tratamiento con
resveratrol, seguidas de Hela, C-33A y SiHa en ese orden. En este trabajo los autores
encontraron que después del tratamiento con resveratrol, en las células Hela,
disminuyd la expresién de p53, mientras que en C-33A, SiHa y CaSki, su expresién
aumentd. Ademas, la expresion de la subunidad de NF-kB p65 disminuyé en C-33A,
HeLay CaSki, pero no en SiHa'8, esto podria explicar la mayor resistencia de esta linea

al tratamiento.

Considerando lo anterior, aunque los mecanismos que podrian hacer a las células de
CaCu mas o menos resistentes al tratamiento con resveratrol, no estan claros,
pareciera que STAT3, p53 y NF-kB, podrian ser los responsables de una mayor o menor

supervivencia en cada linea celular.

Por otro lado, con respecto a los cambios en la expresion de Ku70 y Ku80 después del
tratamiento con resveratrol en Hela, SiHa y C-33A, los resultados fueron muy
variables; por ejemplo, en el caso de Ku70, parece haber disminucidn en las 3 lineas
celulares, aunque es mas notorio en C-33A y SiHa, que en Hela, aunque sin cambios
estadisticamente significativos. Algo similar ocurrié con Ku80, donde observamos una
disminucion de Ku80 en Hela y C-33A, pero no en SiHa. Este comportamiento es usual
en compuestos como el resveratrol, ya que sus efectos pueden variar entre lineas
celulares. En trabajos previos se ha demostrado un mosaicismo en el efecto de
resveratrol sobre estas proteinas, por ejemplo, se observé que resveratrol disminuyd
la expresion de la proteina Ku80, pero no de Ku70 en tres lineas celulares de
adenocarcinoma de esofago, al evaluar el perfil protedmico de estas células?*,
mientras que, en otro trabajo, el resveratrol demostré aumentar los niveles de Ku80

en una linea celular de linfoma de Burkitt aumentando la actividad de la via NHEJ?42.
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En otro estudio, un analogo del resveratrol SS28 demostrd no tener ningun efecto
sobre la expresién de las proteinas Ku70 y Ku80 en las células CEM (leucemia) y A549
(adenocarcinoma de pulmdén)?*. Por otro lado, se sabe que el resveratrol es un
activador de SIRT124424> una desacetilasa que a su vez ha demostrado favorecer la
actividad (aunque no la expresion) de Ku70, mejorando la respuesta al dafio al ADN?4°,
por lo que esto podria explicar porque en nuestro estudio y los trabajos anteriores no
se observd que resveratrol inhibiera la expresién de Ku70. En resumen, parece ser

que el efecto del resveratrol sobre Ku70 y Ku80 es dependiente del contexto celular.

Es importante resaltar que a pesar de que si existen trabajos donde han evaluado de
forma aislada el efecto de resveratrol sobre la expresion de Ku70/Ku80 no hay ningutin
trabajo donde se evalue el efecto de resveratrol en células de cancer cervicouterino,
por lo que los mecanismos de regulacidén de estas proteinas por resveratrol, al menos
en este tipo de cadncer, no se conocen. Nosotros observamos que el resveratrol tiene
efectos interesantes sobre Ku70/80 en las células Hela, ya que parece disminuir los
niveles del mMRNA y la proteina. En ese sentido, en un trabajo realizado en células de
adenocarcinoma gastrico se observd que los niveles de Ku70 y Ku80 son dependientes
de COX-2 que, a su vez, es dependiente de NF-kB, por lo que si NF-kB o COX-2 se
inhiben, los niveles tanto de mensajero como de proteina de Ku70 y Ku80 se ven
inhibidos también?*’. Este resultado es interesante, ya que resveratrol ha demostrado
inhibir tanto a NF-kB!8248 como a COX-22%°. Interesantemente, en células de
adenocarcinoma de pulmén, se demostré que Ku80 favorece la actividad de la COX-
2, lo que demuestra un bucle de regulacién entre ellas, que podria estarse regulando

por resveratrol?*°,

Por otro lado, con respecto a la localizacidn de las proteinas, diversos articulos han
demostrado que ambas proteinas son independientes una de la otra y que su
localizacién puede ser diferencial y depender de varios factores?>122, Entre estos
trabajos, destaca uno realizado en una linea celular de cancer de pancreas de ratén
en el que los autores observaron que la localizacidon nuclear de las proteinas se perdia

en presencia de estrés oxidativo al modificar su interaccion con importinas?>3. En este
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sentido, se ha reportado que el resveratrol puede modular los niveles de estrés
oxidativo, por lo que esto podria estar modificando la localizacién de las proteinas.
Por otro lado, otro trabajo realizado en las mismas células demostré que la
localizacion de Ku70 se ve afectada por la proteina de choque térmico 70 (Hsc70), ya
gue esta proteina impide la interaccion de Ku70 con la importina alfa; sin embargo,
Hsc70, puede ser inhibida por NF-kB, por lo que la activacion de esta favorece la
localizacién de Ku70 al nicleo?*. De acuerdo con esto, la localizacién de Ku70 podria
verse modificada al inhibirse NF-kB por resveratrol'83248, En este trabajo hicimos un
analisis preliminar de la localizacién de estas proteinas y aunque no observamos un
cambio significativo, si encontramos algunas células con sefal en el citoplasma; por
lo que seria necesario repetir este experimento para demostrar si realmente el
resveratrol puede inducir un cambio en la localizaciéon de Ku70 y/o Ku80. Ademas,
seria interesante evaluar la localizacion de Ku70/80 tras tiempos cortos con el

tratamiento, considerando que el dafio al ADN debe ser rdpidamente reparado.
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CONCLUSION

En este trabajo se pudo concluir que la linea celular CaSki es la mas sensible al
tratamiento con cisplatino, seguida de C-33A y Hela, mientras que SiHa es la linea
mas resistente a este farmaco. Asimismo, la linea celular C-33A es la mas sensible al
tratamiento con resveratrol, seguida de CaSki y Hela, siendo SiHa también la mas
resistente a este tratamiento. Por otro lado, observamos que resveratrol disminuye
la expresion de Ku70 en las células C-33A y SiHa aunque se requieren mas repeticiones
para determinar si este efecto es significativo. En el caso de Ku80, se observd que
tanto en C-33A como en Hela hubo una disminucién en los niveles de la proteina, sin
embargo, en el caso de C-33A, hacen falta mas repeticiones para ver la tendencia real.
Por otro lado, el resveratrol parece no tener un efecto estadisticamente significativo
sobre los niveles de Ku70 y 80 a nivel de mensajero y proteina en células Hela, ya que
el tratamiento de resveratrol solo no mostré cambios estadisticamente significativos
ni perceptibles a simple vista; sin embargo, para el caso de las combinaciones con la
IC20 y la IC50 de cisplatino, se necesitan mds repeticiones tanto e western blot como
de gPCR para tener un resultado concreto, ya que visualmente si se observan
cambios, que ademas coinciden con la cuantificacion en la intensidad de fluorescencia

observados por microscopia, donde resveratrol si parece modificarlas.

Hasta el momento no es claro si la localizacidon de estas proteinas se modifica con los
tratamientos de resveratrol, ya que se tienen pocas células por laminilla; sin embargo,
es visualmente claro que el tratamiento combinado de ambos farmacos reduce
drésticamente el nimero de células en comparacion con los tratamientos solos, lo
cual concuerda con los reportes que indican que el tratamiento con resveratrol

favorece la apoptosis en células de CaCu.
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PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto del tratamiento combinado de resveratrol y cisplatino en las
lineas celulares C-332, y CaSki para determinar si resveratrol modifica los
niveles de ARN mensajero y proteina de Ku70/80 en estas, asi como su
localizacion.

Evaluar los niveles de y-H2AX en las tres lineas celulares para determinar el
nivel de dafio causado por los tratamientos y verificar su co-localizacién con
Ku70/80.

Evaluar la expresién y localizacion de Ku70/80 en tiempos cortos después del
tratamiento.

Realizar la transfecciéon del plasmido con el sistema reportero para determinar
si la reparacién por la via NHEJ se ve afectada por el tratamiento con
resveratrol.

Determinar si la inhibicion de Ku70/Ku80 mediante siRNA sensibiliza a las

lineas celulares de cancer cervicouterino al tratamiento con cisplatino.
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