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key cell cycle-regulatory role during meiosis.

RNA mensajero

Musashi RNA Binding Protein 1 / Proteina de unién al ARN de Musashi 1
Transcriptional factor that helps embryonic stem cells (ESCs) maintain
pluripotency (Proto- oncogene)

Linea celular de cancer testicular

Gen neurofibromina 1

Nuclear factor kappa B (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
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Octamer-binding transcription factor 4 / Factor de transcripcion de unién
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Orthodenticle homeobox 2 / Homeobox 2 de ortodenticulo

Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1 o proteina 1 que interactla
con CDK

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B / Inhibidor de la quinasa
dependiente de ciclina 1B

Proteina cinasa activada por mitégeno

Proteina p53 / tumor suppressor gene

Phosphate-buffered saline / Solucién salina tamponada con fosfato
Extracellular signal-regulated kinases activated (phosphorylated)
Phosphorylation of Lin28A on serine 200
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Pre-miRNA  Precursor microRNA
Pri-miRNA Primary microRNA

PI3K/AKT Via de sefializacién de la fosfatidilinositol-3-cinasa

Pim-1 Pim-1is a proto-oncogene

PKM2 Enzyme pyruvate kinase M2 / Pyruvate kinase M2 enzyme

PSC Células madre pluripotentes

PTEN Phosphatase and tension homolog / Homodlogo de fosfatasa y tension

Rad51 Gen Rad51 involucrado en la reparacion de roturas de doble cadena de
ADN

RAF Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase

Ras Una superfamilia de GTPasas incluyendo: KRAS, HRAS y NRAS

RB1 Retinoblastoma gene

RBP RNA-binding proteins

RNA Acido Ribonucleico

RSV Resveratrol

SAPK1 Serine/Threonine-protein kinase SAPK1

shRNA Short hairpin RNA

SiRNA Small interfering RNA / ARN interferente pequefio

Sis Oncogén (v-Sis)

siUSP28 Silenciamiento de USP28 con ARN interferente pequefio

Smad 2/3 SMAD2 and SMAD3 proteins mediate the canonical TGF-$1 pathway

Snail Snail family transcriptional repressor 1 / Caracol represora transcripcional
1

Sox2 También conocida como SRY-box 2 (de sus siglas en inglés Sex
determining Region Y-box 2)

Spl Sp1 Transcription Factor

Src Proto-oncogén tirosina-proteina quinasa Src

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 / Transductor de sefial y
activador de transcripcion 3

TGF-B Transforming growth factor beta / Factor de crecimiento transformante
beta

TNF Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral)

Trim71 Tripartite Motif Containing 71 / Motivo tripartito que contiene 71

TUTasa4 / Enzima 3' terminal uridilil transferasa

TUT4

USP28 Proteasa especifica de ubiquitina 28

UTR Untranslated region / Region no traducida

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor / Factor de crecimiento endotelial
vascular

WNT Whnt signaling pathways




Resumen:

Lin28A es un oncogén gue se encuentra sobre expresado en varios tipos de canceres
(testicular, de ovario, colon, mama, pulmén y otros). El hecho de que sea un factor de
pluripotencia y regule procesos celulares como diferenciacién, metabolismo de glucosa 'y
proliferacion, favorece ampliamente el desarrollo de cancer y se asocia a tumores menos
diferenciados y mas agresivos. Se ha reportado que la oncoproteina Lin28A es bastante
estable y no es facil reducir su expresion. Mdultiples estudios, incluidos los nuestros, han
demostrado los efectos anticancerigenos del compuesto polifendlico de origen natural
resveratrol (RSV). En este trabajo nos centramos en evaluar los mecanismos por los cuales
el RSV logra disminuir la estabilidad de la proteina Lin28A. Encontramos que el RSV logra
reducir los niveles de la proteina Lin28A, a través de la degradacion de USP28 y de la
inhibicion de la via MAPK/ERK responsable de fosforilar y estabilizar a Lin28A.
Adicionalmente, comprobamos que la degradacién de la oncoproteina Lin28A inducida

por RSV en la linea NCCIT es a través de la via proteasomal.

Este trabajo se demostré nuevamente la capacidad anticancerigena del RSV al disminuir

la estabilidad de la importante oncoproteina Lin28A.

Palabras clave: Lin28A, Cancer, NCCIT, Resveratrol, USP28 y MAPK/ERK.
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Abstract:

Lin28A is an oncogene overexpressed in various cancers, including testicular, ovarian,
colon, breast, and lung cancer. As a pluripotency factor, it regulates crucial cellular
processes such as differentiation, glucose metabolism, and proliferation, which
collectively promote cancer development. Lin28A is often associated with less
differentiated and more aggressive tumors. Furthermore, the Lin28A oncoprotein exhibits
notable stability, making it challenging to reduce its expression. Consequently,

researchers are exploring molecules or drugs that can inhibit its expression.

Several studies, including our own, have highlighted the anticancer effects of the naturally
occurring polyphenolic compound resveratrol (RSV). This study investigates the
mechanisms by which RSV decreases the stability of the Lin28A protein. We found that
RSV reduces Lin28A protein levels by promoting the degradation of USP28 and inhibiting
the MAPK/ERK pathway, which is responsible for phosphorylating and stabilizing Lin28A.
Additionally, we determined that RSV-induced degradation of the Lin28A oncoprotein in

the NCCIT cell line occurs through the proteasomal pathway.

This research further underscores the anticancer potential of RSV by demonstrating its

ability to decrease the stability of the critical Lin28A oncoprotein.

Keywords: Lin28A, Cancer, NCCIT, Resveratrol, USP28 and MAPK/ERK.
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Introduccion:

1. Cancer

El cancer hace referencia a un amplio conjunto de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento descontrolado de células anormales que se dividen, proliferany se diseminan
en cualquier parte del cuerpo, un proceso conocido como metdstasis. En condiciones
normales, las células se dividen y mueren segln un ciclo programado. Sin embargo, las
células cancerosas pierden esta capacidad de muerte y se dividen indefinidamente (Figura
1), un fendmeno que se conoce como carcinogénesis. Esta proliferacion desmedida puede
dar lugar a masas celulares denominadas “tumores” o “neoplasias”’, que, al expandirse,

pueden destruir y reemplazar los tejidos sanos (SEOM, 2019).

Carcin ogenesis
Carcinogenos
Quimicos
(&g companentes del tabaco)
Fisicos
(eg. radiacidnes UV)
Bioldgicos « Dafio al ADN
{e.g. virus y bacterias) + Cambios genéticos
¥ epigensticos » Inestabilidad gendmica
# A - Perdida o disminucion de los
’ Promosién ', genes supresores de umor
£ (prolifaracidn) . . Aumento de los oncogenss
Ny —————— A = - *
Reparacién h K ! . .' =
. del ADN - : ol
Célula Célula ; Pre-ca
normal dafiada : re-cancer
v
ey Cancer
Apoptosis

Figura 1| Proceso de la carcinogénesis. Las células normales se dividen de manera controlada. Sin
embargo, cuando una célula presenta mutaciones u otras alteraciones irreparables, inicia su
propio programa de muerte celular para regular su desarrollo y crecimiento. Este mecanismo se
conoce como “apoptosis”. Por el contrario, las células cancerosas desarrollan mutaciones o
cambios a nivel genético y epigenético que no son reparados y pierden la capacidad para morir,
multiplicandose de manera descontrolada.

Dentro de las caracteristicas que diferencian a una célula normal de una cancerosa

descritas por Hanahan en el 2022, se encuentran: autosuficiencia a las sefiales de
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crecimiento, evasion de la apoptosis, proliferacion ilimitada, evasidn del sistema inmune,
reprogramacion del metabolismo energético, angiogénesis sostenida e invasidon y
metastasis; todas ellas teniendo detras la inestabilidad gendmica favoreciendo el

desarrollo de estas caracteristicas y por lo tanto del cancer (Hanahan, 2022).

El desarrollo del cancer suele ser el resultado de la interaccion entre factores genéticos y
agentes externos. Estos incluyen carcinégenos fisicos, como la radiacién ionizante y la
radiacidn ultravioleta; carcindgenos quimicos, que abarcan sustancias como el amianto,
los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) y
el arsénico (contaminante del agua potable); y, por ultimo, carcinégenos biolégicos como
determinadas bacterias (Helicobacter pilori, Streptococcus bovis), virus (VPH, EVB,
hepatitis By C) y parasitos (Schistosoma haematobium, Opisthorchis viverinni) (De Martel

et al., 2020; OMS, 2022).

Ademas, el cancer es promovido por cambios genéticos y epigenéticos que descontrolan
el funcionamiento adecuado de nuestras células, especialmente de aquellos involucrados
en el crecimiento y division celular. Por ejemplo, el silenciamiento de genes implicados en
el control del ciclo celular (supresores de tumor) y la sobre-expresidon de otros

involucrados en el proceso de carcinogénesis (oncogenes) (NCI, 2024).

Los genes supresores de tumores (p53, Let-7, NF1, RB1, etc.) son genes normalmente
implicados en procesos como la regulacion negativa del ciclo celular, reparacion del ADN
y apoptosis; estos genes deben verse abatidos para que el fenotipo tumoral progrese. A
menudo, las mutaciones en estos genes son responsables de los sindromes tumorales
hereditarios, ya que las mutaciones que afectan a las células madre cancerosas se
transmiten a células descendientes gracias a su potencial proliferativo ilimitado (Gariglio,

2012; Y. Liu et al., 2015).

Por otro lado, los proto-oncogenes (Lin28, c-MYC, Ras, Src, Sis, etc.) usualmente favorecen
procesos como proliferaciéon, supervivencia, angiogénesis, inflamacién, alargamiento de
teldbmeros y propagacion. En condiciones normales, estos genes estan fuertemente

regulados para prevenir la proliferaciéon descontrolada. Sin embargo, cuando se sobre-
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expresan o sufren mutaciones, adquieren funciones que favorecen la progresion tumoral,
convirtiéndose en oncogenes. Esto permite a las células crecer y sobrevivir en
circunstancias inapropiadas, e incluso les otorga la capacidad de evadir el sistema

inmunoldgico (Baltanas & Santos, 2023; Roetman et al., 2022).

2. Lin28

Lin28 es una proteina de unién al RNA (RBP) que regula importantes procesos celulares
como desarrollo celular, metabolismo de glucosa, diferenciacién, pluripotencia vy
troncalidad (Z. Lin etal., 2022; Zhang etal., 2016). Lin28 se encuentra ampliamente
expresado durante el desarrollo temprano y en las células madre. Durante el proceso de
diferenciacion, la expresiéon de Lin28 va disminuyendo de manera gradual, de tal manera
gue se encuentra ausente en la mayoria de las células diferenciadas del adulto (D.-H. Yang
& Moss, 2003). Lin28 se ha identificado como uno de los genes clave en la reprogramacion
de células somaticas de mamiferos a células pluripotentes y en la autorrenovacion de las
mismas (Hanna et al., 2009; Yu et al., 2007). Ademas, se sabe que la sobre-expresion de
Lin28 en cancer, se asocia con tumores mas agresivos, menos diferenciados y resistentes
a las terapias actuales; esto gracias a su capacidad de promover la proliferacion, aumentar
el metabolismo de glucosa, inducir la transiciéon epitelio-mesenquimal (EMT) y promover
el desarrollo y mantenimiento de las células madre cancerosas (CSC) (Hamano et al,,
2012; M. Li et al,, 2019; Zhang et al., 2016).

Existen 2 paralogos del gen Lin28 en vertebrados Lin28A y Lin28B, los cuales comparten
una alta homologia en su secuencia de DNA (Figura 2) (Tsialikas & Romer-Seibert, 2015).
El gen Lin28A se ubica en el locus 1p36.11 del cromosoma humano y codifica una proteina
gue tiene 209 aminoacidos (aa), mientras que Lin28B se ubica en el locus 621 y codifica
una proteina de 250 aa (Zhou et al., 2013). Tanto Lin28A como Lin28B contienen un Unico
dominio de choque frio (CSD) y un dominio de dedos de zinc que consta de CysCysHisCys

(CCHC), que median la union de Lin28A/B a sus RNA diana (Let-7, IGF-2, HIF-1a, OCT4,
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CDK2, HER2) (Hamano et al., 2012; Qiu et al., 2010; Shen et al., 2016; Viswanathan et al.,
2009; Yamamoto et al., 2023).

Estudios recientes han demostrado que Lin28A y Lin28B pos-trascripcionalmente regulan
a Let-7 a través de diferentes mecanismos, que estan descritos mds adelante (Piskounova
et al.,, 2011); sin embargo, investigadores han especulado que cominmente ambas

proteinas se unen a los mismos sitios en los MRNA y comparten funciones similares.

209

Lin28A CsD CCHC
250

LinZSB: CsD HNoLs! CCHC NLS

Figura 2| Dominios de las proteinas Lin28A y Lin28B humanas. Lin28A y Lin28B comparten varios
dominios comunes: el CSD (rosa) y CCHC (amarillo), mientras que Lin28B contiene tanto la sefial
de localizacién nucleolar putativa (NolLS) como la sefial de localizacidon nuclear (NLS) (gris). Los
numeros denotan los aminoacidos (Xiong et al., 2017).

2.1Lin28vy Let-7

Let-7 también se encuentra como un gen heterocrénico en C. elegans y desempefia un
papel esencial en el desarrollo del embrion. La familia Let-7 contiene 12 miembros
diferentesincluyendo Let-7a-1, -2, -3; Let-7b; Let-7c; Let-7d; Let-7e; Let7f-1; Let-7f-2; Let-
7g; Let-7i y miR-98 en humanos. Todos ellos pueden ser suprimidos por Lin28 a nivel
postranscripcional. A diferencia de Lin28, la familia Let-7 apenas se expresa en las etapas
embrionarias y aumenta al final del desarrollo embrionario (Hafner et al., 2013); el miRNA
Let-7 se identifica como un supresor de tumores. Se ha reportado que los miembros de
esta familia de genes tienen una funcién antitumoral, inicialmente, porque bloquean la
progresion del ciclo celular y la transcripcién mediante la regulacion negativa de varios
factores que participan en estos procesos (Blssing et al., 2008) tales como: ¢c-MYC, las 3
proteinas de la familia Ras, Ciclina D1/2, CDK6, CDC34, CDC25a, Trim71 (un represor del
inhibidor de CDK1A), HGMA2 y STAT3 (Morita et al., 2006; Viswanathan & Daley, 2010; T.

Wang et al.,, 2015). Cuando Lin28 inhibe a Let-7 estos genes se activan, regulando
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positivamente a varias vias; por ejemplo, MYC puede unirse al promotor de Lin28 y
favorecer su transcripciéon, de esta manera también reprime al promotor de Let-7 en
algunos subtipos celulares. Por otro lado, Ras activa a ERK (sefializacién MAPK) y a la via
de sefializacion PI3K/AKT, ERK activa directamente la transcripcion de MYC, mientras que
AKT promueve indirectamente la expresion del gen MYC mediante la activacion de B-
catenina, lo que sugiere que RAS inhibe a Let-7 al regular la expresion de Lin28 a través
de MYC que a su vez es activada por MAPK/ERK y PI3k/AKT (T. Wang et al., 2015) (Figura
4).

A continuacion, se explicard el proceso de inhibicion de Let-7 por Lin28 de una manera
mas detallada: Lin28A y Lin28B se unen al elemento rico en G (GGAG, GAAG o AGGG)
ubicado en la regién 3" UTR del mRNA de Let-7. Lin28B secuestra los transcritos primarios
de Let-7 (pri-Let-7) en el nucléolo evitando su procesamiento por Drosha/DGCRS8 (Figura
3). De manera similar, Lin28A puede bloquear el procesamiento del pri-Let-7 en el ntcleo
esto gracias a la proteina de union a RNA MSI1, la cual, promueve la localizacion de Lin28A
en el nucleo. Como se muestra en la Figura 3, 1a localizaciéon subcelular de Lin28A y Lin28B
puede diferir, ya que Lin28B se localiza principalmente en el nucleo y nucléolo debido a
gue presenta una sefial de localizacion nuclear y nucleolar; sin embargo, ambos pueden
desplazarse del nucleo al citosol (Piskounova et al., 2011; Tsialikas & Romer-Seibert,
2015). En el citosol Lin28A vy Lin28B provocan la uridilacién de Let-7, lo que bloquea el
procesamiento por DROSHA y DICER al unirse a la secuencia de reconocimiento de éstas
ubicado en el bucle terminal del pre-miRNA (Figura 3) (Piskounova et al., 2011). El proceso
de uridilacion se realiza mediante la polimerasa TUTasa4 (TUT4) y en menor medida por
TUT7, las cuales son reclutadas por Lin28A/B promoviendo la agregacidon de una cola de
oligouridina a los transcritos (Balzeau et al., 2017); mas tarde, la exoribonucleasa DIS3L2
se dirige especificamente a la cola uridilada e inicia la degradacién del pre-Let-7 en

direccién 3'a 5' (Ustianenko et al., 2013).
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Figura 3| Inhibicién del procesamiento de Let-7 por Lin28A/B. El microprocesador Drosha/DGCR8
procesa al transcrito primario (pri-Let-7) producido por el gen Let-7 en el nucleo. Luego, el
precursor generado Let-7 (pre-Let-7) se transporta al citosol y se procesa mediante las proteinas
Dicer y Argonauta (AGO) para generar el Let-7 maduro. La biogénesis de pri-Let-7 estd bloqueada
tanto por Lin28A en el nicleo como por Lin28B en el nucléolo. La biogénesis de pre-Let-7 y Let-7
maduro estan bloqueadas por Lin28A/B en el citosol. Las flechas de linea continua se refieren a la
induccién y la promocion, mientras que las rojas cabeza de martillo refieren a la inhibicién
(Tsialikas & Romer-Seibert, 2015).

2.2 Lin28 y cancer

Se ha encontrado sobre-expresado Lin28A/B en cancer de testiculo (Murray et al., 2013),
hepatocelular (You et al., 2014), riidn (Nguyen et al., 2014), gastrico (X. Wang, Hu, et al,,
2018), vejiga (Shi et al., 2021), ovario (X. Lin et al., 2018), mama (Qi et al., 2022; Shen
et al., 2016; Xiong et al., 2017) y pulmdn (Qi et al., 2022).

Lin28A v Lin28B suelen excluirse mutuamente en algunos tipos de cancer. Por ejemplo,
se havisto la expresion sélo de Lin28B en lineas celulares de cancer como: neuroblastoma
(Kelly, SH-SY5Y, CHP-212) (Missios et al., 2021), cancer de mama (293T, MDA-MB-231) y
TNBC-cancer de mama triple negativo (Qi et al., 2022; Xia & Wang, 2022), Leucemia como

la MLL-leucemia mielomonocitica o JIMML-leucemia mielomonocitica juvenil (OCI-M2, K-
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562) (L. Chen et al., 2016; Helsmoortel et al., 2016; «The Human Protein Atlas», 2020a). Y
la expresion de Lin28A en las lineas celulares de: cancer papilar de tiroide (ML-1, CAL-62,
B-CPAP) (Jin et al., 2020), hepatocelular (Huh-7, Huh-6) (1.-T. Chen et al., 2022), cancer de
prostata (LNCaP, VCaP, Du145) («The Human Protein Atlas», 2020b). Sin embargo, en
una minoria de canceres se expresan ambos paralogos como en cancer colorectal (OQUMS-
23) (Pretzsch et al., 2021), mamario (T47D) (J. Yang et al., 2015), cancer de tiroides (TT) y
tumores de células germinales como cancer de ovario (PA-1, A2780) (Lu et al., 2009) y
cancer de testiculo (SuSa) (Krsnik et al., 2022). Aunque en algunos casos uno se llega a
expresar en mayor proporcion que el otro (Cao et al,, 2011; Z. Lin et al., 2022; Xue et al,,

2011).

Estudios han demostrado que Lin28 puede activar la expresién de oncogenes como MYC,
RAS y HMGA?2 (por sus siglas en inglés high mobility group AT-hook 2 o grupo A2 de alta
movilidad del gen embrionario), mediante la represidon de Let-7 (Zhang et al., 2016). La
desregulacion de MYC por ejemplo, promueve el desarrollo del cancer al inducir la
proliferacion celular y la angiogénesis, al catalizar la replicacion del ADN e inhibir la
diferenciacion (Figura 4) (L. Chen et al.,, 2016). Por otro lado, MYC también puede
aumentar la expresion de Lin28 a nivel transcripcional, formando un circuito de
retroalimentacion positiva entre Lin28 y MYC (Chang et al., 2009; Missios et al., 2021). En
cambio, RAS tiene la capacidad de inhibir a Let-7 a través de Lin28 mediante la activacion
de MYC por la via de las MAPK o a través de PI3K/AKT/B-catenina (Figura 4) (T. Wang et al.,
2015). El oncogén RAS interactla con el metabolismo celular, regulando positivamente
los procesos autofagicos, o que resulta en el mantenimiento de las mitocondrias, un
aumento en la glucolisis y aumento de la viabilidad celular, lo que induce el crecimiento

del tumor in vivo (L. Guo et al., 2013, 2019).

21



Proliferacion

Angiogénesis MAPK/ERK Y

PI3k/AKT/B-catenina
Apoptosis

!

0 iacié Favorece AZ &
Diferenciacion Tumorigénesis

Reparacién del DNA l

Inicio-Progresion-
Metastasis

Figura 4| Rol de Lin28 en el desarrollo y progresién del cancer. Las flechas con cabeza de martillo
hacen referencia a la inhibicidn, mientras que las flechas en punta a la activacion y promocion del
cancer.

Lin28A/B también juega un papel importante en la estimulacion de la inflamacién y
tumorigénesis. La inflamacién cronica e inflamacion provocada por el tumor se
correlacionan con el inicio, la progresion y la metdstasis de los canceres. Este efecto est3
mediado por muchas quimiocinas, citoquinas y factores de transcripcion, como el NF-«B
y STAT3 (el transductor de sefiales y activador del factor de transcripcion 3) (Grivennikov
& Karin, 2010). lliopoulos y sus colegas en el 2009, demostraron un circuito de
retroalimentacion positiva entre la inflamacion y la transformacién celular en relacién con
Lin28 y Let-7. Mencionan que después de la activacion transitoria de una sefial
inflamatoria mediada por la oncoproteina Src, la expresion de NF-kB aumenta,
provocando una mayor expresion de Lin28 mediante la union directa de NF-kB a su
promotor (lliopoulos et al., 2009). La disminucion de los niveles de Let-7 en consecuencia,
promueve el aumento de IL-6 y RAS favoreciendo la transformacion celular (Figura 5). La

disminucion de Let-7 también logra aliviar la represion de kBB e IKK quienes reprimen la
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via de sefializacién NF-kB formando un circuito de retroalimentacién positiva entre Lin28

y NF-kB (Mills et al., 2020).
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Figura 5| Circuito de regulacién entre las vias NF-kB y Lin28/Let-7. Componentes de la via de
activacion de NF-kB afectados por Let-7 y su regulacién positiva dependiente de la expresion de
Lin28 (Mills et al., 2020).

De manera interesante, muchos investigadores sugieren que las células madre cancerosas
(CSC) son las responsables de iniciar la formacion de tumores, al igual que las células
madre normales son responsables del crecimiento y la reparacién de tejidos sanos. Las
CSC tienen la capacidad de realizar una replicacién ilimitada y producir células cancerosas
maduras que constituyen la mayor parte de los tumores. También tienen la capacidad de
entrar a un estado de latencia, lo que ayuda a que los tumores reaparezcan incluso
después del uso de terapias dirigidas. En este sentido, se ha visto que Lin28, en conjunto
con los genes Oct4, Sox2 y Nanog, pueden reprogramar células somaticas humanas en

células madre pluripotentes inducidas (iPSC) que comparten muchas caracteristicas con
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las células madre embrionarias humanas (Yu et al., 2007). Se cree que las células madre
del cancer surgen a través de mecanismos de reprogramacion que son similares a la
generacion de las iPSC (Chien etal.,, 2015). Tal como lo reportan Graciela Ruiz y
colaboradores en el 2019 donde prueban coémo los genes involucrados en la regulacion
transcripcional de la pluripotencia (OCT4, SOX2, KLF4, C-MYC Y NANOG) se expresan en
tumores de cancer cérvico-uterino y pueden inducir la tumorigénesis en una linea celular

no tumorigénica (HaCaT) al ser transfectada con los mismos genes (Ruiz et al., 2018).

Lin28 desempefia un papel importante en la expresion de varios microRNA que participan
en el mantenimiento vy diferenciacion de las células madre. Ademas, multiples estudios
han demostrado que Lin28 se expresa altamente en varios tipos de cancer, donde ayuda
a mantener la poblacién de células madre cancerosas. Y se ha visto, que cuando Lin28 es
abatido en lineas celulares cancerosas, la cantidad de células madre cancerosas disminuye
(Xu et al., 2021). Por el contrario, cuando se sobre-expresa Lin28, se producen mas células
madre cancerosas que son capaces de favorecer la formacion de tumores (Z. Lin et al,,

2022).

En un estudio se demostrd un bucle de retroalimentacién doble negativo formado por el
INcRNA H19, Let-7 y Lin28A que es critico en el mantenimiento de las CSC de mama (BCSC).
Se demostré que la sobreexpresion de H19 funciona como un RNA enddgeno competitivo
para inhibir a Let-7, aumentando asi los niveles de expresion de Lin28A y promoviendo el

mantenimiento de las BCSC (Peng et al., 2017).

2.3 Mecanismos de estabilizacion de Lin28A

De modo interesante, se han reportado factores transcripcionales y otros mecanismos
gue ayudan a Lin28 a sobre expresarse e incluso a estabilizarse a nivel postraduccional.
Para fines de este trabajo, me enfocaré principalmente en los mecanismos de
estabilizacién de la proteina de Lin28A. Los factores transcripcionales que se unen a sitios
especificos en el promotor de Lin28A y favorecen su expresién tanto a nivel de mRNA

como de proteina son: Spl y STAT3. En el estudio realizado por You y colaboradores en
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2014, se evidencié que Sp1l se une al promotor de Lin28A, lo que lleva a un aumento en
su expresion. Ademas, el trabajo mostrd que la expresiéon de Lin28A disminuia al
transfectar las células con un siRNA dirigido a Sp1, tanto a nivel de mRNA como de

proteina, en células HepG2-X y H7402-X (Figura 6) (You et al., 2014).
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Figura 6| Expresion de Lin28A en presencia y ausencia de Sp-1. La expresién del mRNA y los niveles
de proteina de Lin28A aumentan en presencia del factor de transcripcion Spl; por el contrario,
cuando Sp1 esta silenciado, la expresion de Lin28A disminuye en células de cancer de higado
(HepG2-X'y H7402-X) (You et al., 2014).

Por otro lado, Xu y colaboradores (2021) encontraron que la expresion de Lin28A en las
células A673-SP aumentd tras la transfeccion con pcDNA-STAT3, mientras que se redujo
al transfectar las células con si-STAT3 (Figura 7). Ademas, concluyeron que STAT3 puede
suprimir la expresion de Let-7a en las células A673 de sarcoma de Ewing mediante la

activacion de Lin28A (Xu et al., 2021).
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En cuanto a los mecanismos de regulacién postraduccional mejor descritos se encuentran
los siguientes: uno de ellos fue demostrado por Tsanov y col. en el 2017 y Liu en el 2017,
el cual involucraba a la via MAPK/ERK (X. Liu et al., 2017; Tsanov et al., 2017). La via MAPK
constituye una familia de serina/treonina cinasas que se activan mediante una amplia
gama de estimulos extracelulares, incluidos neurotransmisores, hormonas, factores
inflamatorios, condiciones de estrés, virus y factores de crecimiento, lo que da como
resultado diversas respuestas intracelulares a través de la regulacién de la transcripcién
de genes involucrados en procesos celulares fundamentales como el crecimiento, la
proliferacion, diferenciacion, migracién, el metabolismo y la apoptosis (Y. Guo et al., 2020;
Munshi & Ramesh, 2013).

Tsanov y colaboradores en el 2017, mostraron que Lin28 se fosforilaba por una MAPK en
células de carcinoma embrionario humano (hECC), lo que le conferia estabilizacion a nivel
pos-traduccional y provocaba un incremento en los niveles de proteina. En este trabajo
encontraron por analisis de espectrometria de masas que la serina 200 (S200) de Lin28A
es fosforilada por una MAPK. Utilizaron tratamientos a corto plazo con PMA (acetato de
miristato de forbol- un activador de la sefializacién de MAPK/ERK) y observaron que tanto
la proteina de Lin28A como la fosforilacion de Lin28A (pLin28A) en S200 incrementaba
(Figura 8A). Por otro lado, para identificar la MAPK particular responsable de la
fosforilacion en S200, se realizd una seleccién de inhibidores dirigidos, utilizando los

inhibidores selectivos de las principales MAPK; sélo el inhibidor de MEK/ERK, PD0325901,
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redujo consistentemente la fosforilacion de S200 en Lin28A. Por ultimo, realizaron
experimentos con cicloheximida para evaluar la cinética de degradacion de pLin28A
(S200) y Lin28A total. Se observd que la proteina de Lin28A sin fosforilar decaia a las 12
hrs., mientras que la fosfoproteina se mantuvo estable hasta las 24 horas (Figura 8B). De
esta manera, concluyeron que la ruta MAPK/ERK afecta directamente a Lin28A

favoreciendo su estabilidad a nivel postraduccional (Tsanov et al., 2017).
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Figura 8| La fosforilacion de Lin28A en S200 por la via MAPK/ERK estabiliza e incrementa la vida
media de la proteina de Lin28A. (A) Western blot de Lin28A después de un tratamiento de 3 hrs,
con DMSO (control) y PMA (200nM). (B) Cinética de degradacién del fosfo-enddgeno y Lin28A
total. CHX= cicloheximida (100 ug / ml) (Tsanov et al., 2017).

Otra de las modificaciones postraduccionales que afectan la estabilidad de Lin28A vy el
nivel de la proteina es la ubiquitinacion. Se ha estudiado ampliamente que los eventos de
ubiquitinacion de proteinas se pueden invertir con enzimas conocidas como enzimas
desubiquitinadoras (DUB). Existen aproximadamente 100 DUB en el proteoma humano y
se dividen en varias familias principales, dentro de las cuales se encuentra la proteasa
especifica de ubiquitina (USP) (Clague et al., 2012).

La ubiquitinacién es un fendmeno a través del cual las moléculas de ubiquitina se unen a
los sustratos de proteinas para la degradacion de las proteinas. Es una de las
modificaciones postraduccionales mas importantes que regulan la estabilidad y la
actividad funcional de las proteinas; el proceso de ubiquitinacion se organiza mediante
una cascada de enzimas que consisten en enzimas activadoras de ubiquitina (E1), enzimas

conjugadoras de ubiquitina (E2) y ubiquitinligasas (E3) que median la transferencia de
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moléculas de ubiquitina a sustratos de proteinas especificas (Amerik & Hochstrasser,
2004). La ubiquitina es una pequefia molécula que se adhiere a los sustratos de proteinas
como un mondémero o como polimeros. Por lo general, la monoubiquitinacién de una
proteina sirve como una sefial para la reparacién del ADN, la transduccién de sefialesy la
endocitosis (Sun & Chen, 2004), mientras que la poliubiquitinacion se limita
principalmente a la degradacién de las proteinas y la transduccion por sefial (Sadowski

et al., 2012).

Por otro lado, como cada acciéon provoca una reaccidn, todas las modificaciones
postraduccionales principales, incluido el proceso de ubiquitinacion, pueden revertirse. El
proceso de escision de moléculas de ubiguitina de sustratos de proteinas conjugadas con
ubiquitina mediante enzimas de desubiquitinacién (DUB) se denomina deubiquitinacion
(Figura 9). La ubiquitinacion de proteinas catalizada por las ligasas E3 puede revertirse
mediante DUB para prevenir la degradacién de las proteinas. Las enzimas DUB se unen al
enlace isopeptidico entre |a lisina de la proteina diana y la glicina del carbono terminal de
la ubiquitina, lo que contrarresta la actividad-ubiquitina-proteinoligasa (Amerik &
Hochstrasser, 2004). Las principales funciones celulares de las enzimas DUB son (i) el
procesamiento de precursores de ubiquitina, (ii) el reciclaje de moléculas de ubiquitina
durante la ubiquitinacion, (iii) la edicion de cadenas de ubiquitina y (iv) la reversion de la
conjugacion de ubiquitina (Reyes-Turcu et al., 2009). Por lo tanto, las proteinas DUB
desempefian un papel critico en la regulacién de la via proteasomal. Las enzimas DUB
regulan una variedad de funciones celulares como la prevencion de la degradacién de
proteinas, apoptosis, progresion del ciclo celular, segregacién de cromosomas, expresion
de genes, reparacion del ADN, activacion de cinasas vy la localizacion y degradacion de los

intermediarios de sefializacion (Amerik & Hochstrasser, 2004).
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En un estudio reciente realizado por Haqg y colaboradores en el 2019, se demostrd en
células de carcinoma embrionario humano que la proteina Lin28A se ubiquitinaba,
desestabilizaba y degradaba por via proteosomal 26S y se informé que la enzima
desubiquitinasa USP28 (proteasa 28 especifica de ubiquitina) era capaz de interactuar y
revertir la ubiquitinacion de Lin28A evitando su degradacién e incrementando su vida
media (Figura 10). En consecuencia, la presencia de USP28 aumentaba la viabilidad de las

células cancerosas, la migracién y la progresién del tumor mediada por Lin28A (Haq et al.,

2019).
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Figura 10| Lin28A incrementa sus niveles en presencia de USP28 en células NCCIT. (A) Western
blot de Lin28A en células NCCIT con diferentes concentraciones de USP28. (B) Western
blot de Lin28A en presencia y ausencia de USP28 (Haq et al., 2019).

Por otra parte, Azad Saei y col. en el 2018, demostraron en celulas 293T (células
embrionarias humanas de rifion derivadas de las HEK293) que la pérdida de USP28 mejora
la actividad de la via MAPK a través de la estabilizacidon de miembros de la familia RAF, lo

gue promueve un incremento en la activacion de pERK (Figura 11) (Saei et al., 2018). Esto
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nos permite suponer que en ausencia de una via de estabilizacion pos-traduccional la otra

estarfa presente.

LsSP2gkd
5 ¢ D Figura 11|Western blot del knockout de USP28 y la
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150 kD— activacién de ERK (pERK) en comparacién con el
— e e | USP28 control (Saei et al., 2018).
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De manera interesante, estudios anteriores han demostrado el papel oncogénico de
USP28, al promover la proliferacion celular, invasién, metdstasis, estimular la
supervivencia celular, inhibir la diferenciacion celular, inducir la angiogénesis y mantener
las caracteristicas similares a las CSC. En todos estos procesos, la ubiquitinacion vy
desubiquitinacion de proteinas juega un papel importante (Figura 12) (X. Ren et al., 2023).
Por ello, se ha considerado a USP28 como un blanco terapéutico clave que podria influir

en la sensibilidad de las células cancerigenas a diversas terapias.
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Figura 12| Papel de USP28 en la progresidn del cancer. (A) USP28 promueve la progresién del ciclo
celular, la glucdlisis aerdbica y proliferacién celular. (B) USP28 acelera la angiogénesis mediante la
mediacion de HIF-1a y c-Myc. (C) USP28 puede inducir la promocion de la EMT y metdstasis. (D)
USP28 suprime la diferenciaciéon celular mediante NICD1, LSD1 y Lin28A. (E) USP28 mantiene las
caracteristicas similares a las de las células madre cancerosas (X. Ren et al., 2023).

Varios estudios han demostrado que la inhibicidn terapéutica, la inactivacién génica o el
silenciamiento del mRNA de Lin28 y USP28 revierten la troncalidad y los fenotipos

invasivos (Saei et al., 2018; T. Wang et al., 2021).
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En la Figura 13, podemos ver con mayor claridad los mecanismos que pueden estabilizar
y mejorar la expresiéon de Lin28A/B via post-traduccionalmente. Por ejemplo, la
fosforilacion mediada por MAPK/ERK que estabiliza, extiende la vida media y regula la
funcién de Lin28A como factor de pluripotencia (Tsanov et al., 2017). También se puede
apreciar a USP28, la cual, regula y protege a Lin28A de la degradacion al desubiquitinar la
proteina (Haq et al., 2019). De manera similar, en embryonic stem cell (ESC) se demostro
que la proteina Kap1l (proteina 1 asociada a KRAB), interactla con Lin28A y atenua su
ubiquitinacion, aumentando su estabilidad, de manera parecida a USP28 (Moon et al,,
2022). Ademas, recientemente se encontrd que la proteina 6B que contiene el dominio
OTU (OTUDG6B) perteneciente a la familia de deubiquitinasas del dominio de tumor de

ovario (OTU) protege a Lin28B de la degradacion desubiquitinandola (Ma et al., 2023).
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Najera et al., 2024).




3. Resveratrol

El resveratrol (3,4', 5-trihidroxiestilbeno) es un compuesto polifendlico de origen natural,
denominado estilbeno por su cantidad de anillos y los elementos estructurales que estan
unidos a éstos. Es una fitoalexina reportada en 72 especies diferentes de plantas,
especialmente moras, arandanos y algunas leguminosas, asi como en cacahuates, soya,
uvas rojas (epidermis de hoja y piel del fruto) y por lo tanto en el vino (Catalgol et al,,
2012; Xiong et al., 2017).

Su estructura cuenta con dos anillos aromaticos unidos por un doble enlace de metileno
y tres grupos hidroxilo. La distribucién de los carboxilos y su posicion es la que confiere su
actividad bioldgica. Existen dos formas isoméricas: cis-resveratrol y trans-resveratrol

(Figura 14), siendo la forma trans la mas estable y potente (Catalgol et al., 2012).

OH
HO N O
oH OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 14| Estructura quimica de trans-resveratrol y cis-resveratrol.

El resveratrol puede inhibir la progresién de varias enfermedades como las metabdlicas,
cardiovasculares, neurodegenerativas y carcinogénicas, puesto que tiene capacidad anti-
microbiana, regula el transporte del colesterol, reduce la hipercolesterolemia, evita el
envejecimiento, regula negativamente el ciclo celular, es anti-isquémico, antioxidante,
anti-inflamatorio, anti-proliferativo, pro-apoptético, quimio-preventivo, anti-metastdsico
y ayuda a mejorar el sistema inmune (Catalgol et al., 2012; Gresele et al., 2011; Taylor

et al., 2014); también se han descrito propiedades analgésicas. A su vez, el resveratrol
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puede reducir lesiones en dérganos como el rifion, médula espinal, higado, pulmones,

intestino y colon (Baur & Sinclair, 2006).

Para efectos de este trabajo el enfoque estara centrado en los procesos carcinogénicos y

la intervencion del resveratrol en ellos.

3.1 El papel del resveratrol en cancer

Actualmente, existe un gran interés en el uso de compuestos naturales como posibles
agentes anti-cancerigenos debido a las grandes ventajas que presentan como la
disponibilidad inmediata, baja toxicidad, bajo costo, entre otros. Uno de los productos
naturales y actualmente uno de los mas estudiados es el resveratrol. Este compuesto se
ha vuelto muy popular debido a su potencial contra el cancer, reportado por primera vez
en 1997 (Jang et al., 1997). Desde entonces, los investigadores han prestado atencién a
este compuesto debido a su prometedor papel en la inhibicién de la inflamacién y la
carcinogénesis (Baur & Sinclair, 2006). El resveratrol puede fungir como un agente
pleiotropico que actla sobre multiples objetivo y vias de sefializacion alteradas en las
células cancerosas, con una toxicidad limitada hacia las células normales. Ademas, el
resveratrol contribuye a reducir el dafio causado por el estrés oxidativo, que incluye la
lesion del ADN, la oxidacion de proteinas y la peroxidacién de lipidos, al mismo tiempo
gue potencia la vigilancia del sistema inmunoldgico (Varoni et al., 2016). Por otro lado, el
resveratrol interfiere en el proceso de conversién de pro-carcindégenos a carcinégenos al
inhibir la enzima hepatica citocromo mono-oxigenasa P450 isoenzima CYP1A1, que es
responsable del metabolismo de xenobidticos (Diaz et al., 2016). Ademas, promueve la
actividad antitumoral al inhibir la angiogénesis y la proliferaciéon (Baur & Sinclair, 2006;
Catalgol et al., 2012). Respecto a esto, es importante la interaccion del resveratrol con

enzimas de replicacion como la DNA polimerasa a y la ribonucledtido reductasa.

Por otro lado, la angiogénesis es dependiente de moléculas secretadas por las células

tumorales al tejido huésped normal circundante, tales como TNF, TGFa, VEGF, IL-8, PDEG,
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BFGF, entre otras, que estimulan la formacion de nuevos vasos sanguineos. De estas
moléculas, VEGF y BFGF parecen ser las mas importantes para mantener el crecimiento
tumoral y son producidas por muchos tipos de células cancerosas (BRAKENHIELM et al.,
2001). Otro factor importante es el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a); éste y VEGF
estan sobre expresados en varios tumores humanos, asociados siempre a peor
prondstico y un fenotipo tumoral mas agresivo. Se ha informado que el resveratrol
suprime la expresion de VEGF y de HIF-1a en células humanas de cancer de ovario al
inhibir la activacidon de las vias de sefializacion PI3K / Akt y MAPK; asi como a los factores

y marcadores de angiogénesis como EGFR o FGF-2 (Ko et al., 2017).

En varios reportes se muestra que el resveratrol induce la apoptosis en diversos tipos de
células cancerosas y se ha documentado que el resveratrol no tiene ningun efecto
apoptoético en las células sanas (Hasegawa et al.,, 2001; TINHOFER et al., 2001). Este
compuesto polifendlico induce apoptosis por diferentes vias; por ejemplo, puede activar
las vias de los receptores de muerte Fas y TNF (via extrinseca) (Delmas et al., 2003).
Asimismo, el resveratrol favorece la liberacion del citocromo ¢, que activa a las caspasas
y, en consecuencia, conduce a apoptosis (por via intrinseca). El resveratrol también puede
inhibir gradualmente la expresion de la oncoproteina Bcl-2, que es antiapoptdtica y
favorecer la expresién de Bax, que es proapoptdtica, asi como de p53 (Ko et al., 2017;
TINHOFER et al., 2001). De igual manera, en nuestro grupo de trabajo se ha demostrado
que el tratamiento con resveratrol (150-250 umol/l) induce apoptosis en las lineas
celulares de cdncer (C33A, Hela, SiHa) y particularmente en las células CaSki. Ademas,
observamos un aumento en la detencion del ciclo celular en la fase G1 en estas lineas

celulares (Garcia-Zepeda et al., 2013).

Del mismo modo, el resveratrol inhibe ciclinas y CDKs blogqueando el ciclo celular a
diferentes niveles. La inhibicién de ciclina D1/CDK4 por el resveratrol provoca el arresto
del ciclo celular en la fase GO / G1; y la inhibicién de la ciclina A y E por resveratrol,

arresta al ciclo celular en las fases S/ G2 (Ko et al., 2017).

Otro estudio reveld que al tratar con resveratrol a las lineas celulares cancerosas MCF-

7 (mama) y DU-145 (prostata) se inhibe la expresion de la CDK4 y la ciclina D1, lo que
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se ha relacionado con la detencién del ciclo celular y con la induccién de p21y p53 (Ko
et al.,, 2017). De manera similar, en nuestro grupo de trabajo Medina-Aguilar R vy
colaboradores en el 2016, encontraron que el resveratrol alteraba la transicién de fase
G1/S en las células MDA-MB-231 y MCF-7 al inhibir las quinasas AURKA y PLK1 (Medina-
Aguilar et al., 2016).

Ademas, en otro estudio realizado en nuestro laboratorio, se demostré que el
resveratrol es efectivo para sensibilizar a las células madre de cancer (CSC) cervical
Hela y MCF-7 (cancer de mama) debido a la inhibicion de RAD51 (una recombinasa
involucrada en la reparacion del ADN por recombinacion homodloga). Las CSC se asocian
con un fenotipo de cancer mas agresivo y resistencia al tratamiento en una variedad
de tumores incluyendo ovario, prostata, cancer colorrectal y gliomas malignos. El
resveratrol promueve el arresto del ciclo celular en fase S y aumenta la apoptosis de
las CSC. Lo anterior apoya al resveratrol como un agente novedoso para tratar el cancer

(Leon-Galicia et al., 2013; Ruiz et al., 2018).

Por otro lado, lo ideal en el uso terapéutico del resveratrol es emplearlo a la
concentracion mas baja posible; sin embargo, se ha observado que el resveratrol tiene
un comportamiento bifasico cuando se utiliza a concentraciones bajas y altas (Jaisamut
et al., 2021; Jodynis-Liebert & Kujawska, 2020). Este comportamiento no sélo se da a
nivel general, existiendo mayor proliferacién celular a bajas concentraciones e
inhibicion del crecimiento y un aumento en apoptosis a altas concentraciones. El
comportamiento bifdsico, también conocido como hormesis, es un fenédmeno de
respuesta a dosis, que también puede afectar los niveles de la expresion de un gen en

particular (N. Li et al., 2017; Safaeinejad et al., 2018; Song et al., 2019).

Se han documentado en multiples estudios los efectos anticancerigenos del compuesto
natural resveratrol, asi como las vias de sefializacién celular a las que se dirige en
diferentes tipos de cancer (Figura 15) (Faroogi et al., 2018; B. Ren et al., 2021). Sin
embargo, no se habia evaluado el efecto de este compuesto en la expresion del oncogén

Lin28A.
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En este trabajo se analizaron los mecanismos por los cuales el compuesto polifendlico

resveratrol, es capaz de disminuir la expresion del oncogén Lin28A en la linea celular

NCCIT (linea celular que sobre expresa la proteina Lin28A).
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Figura 15| Esquema que ilustra las diversas rutas de sefializacion blanco del resveratrol en el
tratamiento del céncer. (I) El resveratrol disminuye la expresion de B-catenina y bloguea su
translocacion al nucleo al interferir con el largo ARN no codificante MALAT1; (Il) suprime la
transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) provocada por TGF-B/Smad vy el factor de
transcripcion Snail; (I11) reduce la activacion de IKBa/p65 mediada por IKK, lo que resulta en la
inhibicién de la proliferacién de células cancerosas a través de la desactivacién de NF-kB
(p50/p65); (IV) inhibe la acumulacién nuclear de FOX0O3a provocada por p-PI3K/p-AKT; (V)
suprime la fosforilacién de Src-STAT3 e induce la apoptosis en células cancerosas; (V1) inhibe la
activacién de HIF-1la mediada por AKT/MAPK vy acelera su degradacion a través de la
ubiquitinacién (B. Ren et al., 2021).

4. Antecedentes directos

En nuestro grupo de trabajo se ha evaluado el efecto que tiene el compuesto natural
resveratrol en la inhibicion de Lin28A. Encontramos una disminucion en los niveles del
MRNA de Lin28A por el tratamiento con resveratrol a partir de una concentracién de 25
UM en la linea celular de cancer testicular NCCIT (Figura 16A). Sin embargo, la proteina
Lin28A mantiene una expresion alta a concentraciones de resveratrol de 25, 50 y 100 uM,
hasta llegar a una concentracion de 150 uM donde se observa una disminucion de Lin28A

(Figura 16B) (Arenas, A. M., 2018).
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Figura 16| El Resveratrol disminuye significativamente la expresiéon del mRNA de Lin28A en las
células NCCIT. (A) Grafica que ilustra la expresion relativa del mRNA de Lin28A a las 24 horas en
respuesta a diferentes concentraciones de resveratrol (25, 50, 100 y 150 uM). (B) Grafica que
presenta la expresion relativa de la proteina Lin28A a las 24 horas, también en funcién de
diferentes concentraciones de resveratrol (50, 100 y 150 uM). Ambos evaluados en células NCCIT
(Arenas, A. M., 2018).
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Basandonos en datos anteriores, correspondientes a mi maestria en nuestro grupo de
trabajo se evalud la expresion de la proteina de Lin28A en células NCCIT tratadas con 150
uM de resveratrol en tiempos largos (24, 48, 72 y 96 hrs.) (Figura 17) (Cotino-Najera,
2020). En la figura 17B, se muestra como la exposicién a una concentracién de 150 uM
de resveratrol a tiempos prolongados promueve la disminucién de los niveles de la
proteina de Lin28A en células NCCIT, e interesantemente se observa que a las 96 horas

de tratamiento ésta desaparece por completo (Cotino-Najera, 2020).
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Figura 17| La exposicidon a una concentracién de 150 uM de resveratrol a tiempos prolongados
disminuye el nivel de proteina de Lin28A en células NCCIT. A) Western Blot representativo del
tratamiento con resveratrol (150 uM) a tiempos largos (24, 48, 72 y 96h). PM de Actina: 43 kDa y
Lin28: 28 kDa. B) Grafica de densitometria. Los valores representan el promedio de al menos 3
experimentos distintos +DS. * representa cambio significativo obtenido por anélisis t-student
(*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001) (Cotino-Najera, 2020).
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Ademads, con el fin de saber si la proteina de USP28 también se veia afectada con el
tratamiento de resveratrol se evaluaron los niveles de USP28 en la linea celular NCCIT
en las mismas muestras utilizadas para medir los niveles de Lin28A en los periodos de

tiempo largos y se observd también una disminucion de los niveles de la proteina USP28

(Figura 18).
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Figura 18| La exposicién a una concentracién de 150 pM de resveratrol a tiempos prolongados
disminuye a la proteina USP28 en células NCCIT. A) Western Blot representativo del tratamiento
con resveratrol (150 uM) a tiempos largos (24, 48, 72 y 96h). PM de USP28: 140 kDa y 43 kDa de
Actina. B) Grafica de densitometria. Los valores representan el promedio de al menos 3
experimentos distintos +DS. * representa cambio significativo obtenido por andlisis t-student
(*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001) (Cotino-Najera, 2020).

La disminucion en los niveles de la proteina USP28 en la linea celular NCCIT tratada con
resveratrol, podria explicar la desestabilizacién y degradacién de Lin28A, de acuerdo con
lo reportado por Haq et al; 2018. Sin embargo, experimentos adicionales son necesarios
para comprobar que efectivamente este es el mecanismo de regulacion de Lin28A por el
resveratrol. Por ello en este trabajo, nos enfocamos en dilucidar los mecanismos por los
cuales el resveratrol regula negativamente a la proteina Lin28A en la linea celular de

cancer testicular NCCIT.
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5. Pregunta de investigacion

- ¢De qué manera el resveratrol regula la expresién de la oncoproteina Lin28A en

células de cancer testicular NCCIT?

6. Justificacion

Lin28A es una proteina de unién al RNA vy el principal regulador negativo del miRNA
supresor de tumor Let-7. Lin28A generalmente se encuentra altamente sobre expresado
en diferentes tumores malignos humanos y esta implicado en promover la proliferaciény
metastasis. Se ha encontrado altamente expresado en la linea celular de cancer testicular
(NCCIT). Interesantemente se ha visto que la proteina Lin28A es estabilizada por
diferentes mecanismos. En el estudio realizado por Hag y colaboradores en el 2018, se
demostré que la proteina Lin28A se ubiquitina, desestabiliza y degrada por la via
proteasomal 26S e informaron que la enzima desubiquitinasa USP28 (proteasa 28
especifica de ubiquitina), revierte la ubiquitinacion de Lin28A, estabilizandola. Otro
mecanismo que estabiliza a la proteina Lin28A fue descrito por Tsanov y colaboradores;
ellos comprobaron que la fosforilacién en S200 de Lin28A inducida por la activacién de
ERK % una cinasa que forma parte de la ruta de las MAPK (de las siglas en inglés Mitogen-
Activated Protein Kinases, o proteinas cinasas activadas por mitégenos), mejora la
estabilidad de la proteina de Lin28A. Estos mecanismos de estabilizacion de la
oncoproteina Lin28A, aumentan la viabilidad de las células cancerosas, la resistencia a
quimio y radioterapia, la migracion y en ultima instancia, aumenta la progresién del
tumor. Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo se ha evaluado el efecto del resveratrol
a diferentes concentraciones sobre la expresion de Lin28A. De manera interesante,
encontramos que los niveles del mMRNA de Lin28A disminuyen por el tratamiento con
resveratrol a partir de una concentracion de 50 uM en la linea celular NCCIT, mientras que
la proteina Lin28A se mantiene estable a 25, 50 y 100 uM, hasta llegar a una

concentracién de 150 uM donde Lin28A pierde su estabilidad. De igual forma se demostré
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que la exposicidén a una concentracion de 150 uM de resveratrol a tiempos prolongados
también disminuye el nivel de la proteina USP28 en células NCCIT. Lo anterior da lugar a
suponer que la disminucién de USP28 podria ser un mecanismo por el cual el resveratrol
disminuye la estabilidad de Lin28A. Por ello, en este trabajo de investigacion se realizaron
experimentos para comprobar que efectivamente éste Ultimo es uno de los mecanismos
de regulacién negativa de Lin28A por el resveratrol. Por otra parte, también se evalud si
el resveratrol afecta de manera simultanea a la via de las MAPK, esto en relacién al estudio
de Azad Saei y col. en el 2018, donde demuestran como la pérdida de USP28 mejora la
actividad de la via MAPK a través de la estabilizacién de miembros de la familia RAF,
promoviendo un incremento en la activacion de pERK. Derivado de esto, y retomando que
mi trabajo de maestria anterior, observamos la degradacién de Lin28A con el tratamiento
de resveratrol, se hipotetiizd que se estan afectando ambas vias de estabilizacion de
Lin28A. Este trabajo de investigacién analiza los mecanismos posibles que lleva a cabo el
resveratrol para disminuir los niveles de expresion del oncogén Lin28A en la linea celular
de cancer NCCIT. Lo anterior incrementaria la importancia tanto de USP28 como un
blanco terapéutico en cancer como la importancia del compuesto natural resveratrol

como un tratamiento complementario al habitual en pacientes con cancer.

7. Hipdtesis

El compuesto natural resveratrol disminuye el nivel de la proteina Lin28A a través de la
inhibicién de la desubiquitinasa USP28 y evitando la fosforilacion de la proteina Lin28A

por la via de las MAPK en la linea celular de cancer testicular NCCIT.
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8. Objetivos
General
[.  Determinar los mecanismos por los cuales el resveratrol regula negativamente a
la proteina Lin28A en la linea celular de cancer testicular NCCIT.
Especificos

1) Evaluar la expresién del mRNA de USP28, con el fin de conocer si estd siendo
degradado a nivel transcripcional por el tratamiento con resveratrol.

2) Demostrar por medio de MG132 si la proteina de Lin28A esta siendo degradada
por via proteasomal con el tratamiento de resveratrol.

3) Evaluar la expresion de los mRNAs de SP-1 y STAT3, para saber si estan siendo
afectados por el tratamiento con resvetratrol.

4) Silenciar la expresion de USP28 para comprobar si la degradacién de Lin28A es
totalmente dependiente de esta proteina y determinar si el resveratrol disminuye
la expresion de Lin28A en menor tiempo 0 a menor concentracién, cuando hay un
silenciamiento previo de USP28.

5) Comprobar si disminuye la activacion de la via de las MAPK, evaluando la
fosforilacion en S200 de Lin28A en las células (NCCIT) tratadas con resveratrol.

6) Evaluar la expresidon de la proteina de Lin28A en células tratadas con el inhibidor
de la via de las MAPK, los siRNAs vs. USP28, la combinacidon de ambos inhibidores
y el tratamiento con resveratrol por si solo. Con el fin de conocer la cinética de
degradacioén de la proteina de Lin28A con los diferentes tratamientos utilizando
Cicloheximida.

7) Comprobar el efecto del resveratrol sobre Lin28A y USP28 en otro modelo celular,

para demostrar que es un efecto general del resveratrol.
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8) Describir los mecanismos de regulacion negativa de la proteina Lin28A generados

por el tratamiento con el compuesto natural resveratrol.

9. Disefo experimental

Tipo de estudio: Experimental

Modelo experimental in vitro.

1) Criterios de seleccién del sistema de estudio

Cultivo de lineas celulares

En este trabajo se utilizd la linea celular de carcinoma embrionario pluripotente
(teratocarcinoma testicular): NCCIT (ATCC# CRL-2073), mantenida en medio RPMI 1640
(Biowest®) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10 % (v/v) y 1000 ulL de

antibidtico por cada 100 mL de medio en cajas adherentes a 37°C con 5% de CO5.

La segunda linea celular a utilizada para verificar el efecto del resveratrol contra Lin28A y
USP28 fue la T47D de carcinoma humano de mama (ATCCH# HTB-133), mantenida en
medio DMEM (Biowest®) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10 % (v/v) y 1000

uL de antibidtico por cada 100 mL de medio en cajas adherentes a 37°C con 5% de CO..

2) Variables

Exposicion:

a) Tratamiento con resveratrol
b) Tratamiento con MG132 (inhibidor de via proteosomal)
c) Tratamiento con inhibidor de USP28 (siRNA)

d) Tratamiento con inhibidor de la via de las MAPK
Respuesta:

a) Expresion del mRNA de USP28
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b) Expresion de la proteina de Lin28A (PM: 28 KDa)

c) Expresién de la proteina de USP28 (PM: 140 KDa)

d) Expresién de Lin28A fosforilada (pLin28A) en Serina 200
e) Expresién del mRNA de SP1y STAT3

Modificadoras de efecto:

a) Duracion del tratamiento

b) Uso de una linea celular diferente
3) Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos de los resultados se llevaron a cabo utilizando GraphPad
Prism (Versién 8; GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). El andlisis estadistico se
realizod con analisis de varianza (ANOVA) y método de prueba t-Student. Los resultados se
expresaron con media * error estandar. Los valores de p * = p<0,05, **=p<0,01,

***=p<0,001, ****=p<0,0001 denotaron diferencias estadisticamente significativas.

Materiales y métodos:

Tratamientos con Resveratrol

Las células NCCIT se sometieron a tratamiento con Resveratrol (Sigma-Aldrich®) (n.2 de
catdlogo R5010-100 mg; Merck KGaA) suspendido en etanol absoluto (vehiculo). Por 24,
48, 72 y 96 horas a diferentes concentraciones: 25, 50, 100 y 150uM.

Tratamientos con MG132

Se administré tratamiento con el inhibidor del proteosomal MG132, 5 uM (Sigma-
Aldrich®) (Merck KGaA) (n.2 de catalogo M8699) al cumplir las 0, 48 y 96 horas de

tratamiento sin y con Resveratrol (150uM).

Transfecciones con siRNAs vs USP28
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Las células se transfectaron con RNAs de interferencia pequefios contra USP28 (siRNA; n.2
de catdlogo 4392420-s33508; s33509 y s33510) o control negativo selecto de siRNA (n.2
de catdlogo 4390843); todos de Ambion® (Thermo fisher Scientific, EE. UU.). En una
concentracion de 2 uM en células NCCIT utilizando Lipofectamine® 3000 (Invitrogen;

Thermo Fisher Scientific, Inc.), segun el protocolo del fabricante.

Tratamientos con inhibidor de la via de las MAPK/ERK

El Inhibidor de MAPK/ERK: PD0325901 se adquirié de Sigma-Aldrich (Merck KGaA) (n.2 de
catdlogo PZ0162) y se resuspendié en DMSO. Se dio tratamientocon 1, 2,5, 7.5y 10 uM
del inhibidor para el ensayo de MTT y se eligieron las dosis de 5y 7.5 uM para los
experimentos posteriores, los cuales fueron realizados en diferentes periodos de tiempo

(24, 48, 72 y 96 horas).

Ensayo de proliferacion celular (MTT)

La linea celular NCCIT fue sembrada en placas de 24 pozos a una densidad de 8 x 10*
células por pozo 24 horas antes de su tratamiento. Posteriormente, se trataron con
concentraciones de 0, 25, 50, 100, 130, 150y 200 uM/ml de Resveratrol (Sigma-Aldrich®)
disuelto en etanol, utilizdndose como control etanol al 0.3% durante 48 horas. O
diferentes concentraciones del inhibidor/ERK (PD0325901) (0, 1, 2, 5, 7,5 y 10 uM)
durante 48 horas utilizando como control células tratadas con DMSO. Al final del periodo
de tratamiento, las células se incubaron con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich®) (0,5 mg/mL) durante 30 min. Se eliminé el medio
y los cristales de colorante de formazdn sintetizados se solubilizaron con 500 pl de
isopropanol acido y se midid la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm (lector de
microplacas de absorbancia Sunrise de Tecan, Tecan Group Ltd., Mdnnedorf, Suiza). El
porcentaje de crecimiento se calculd utilizando el numero de células del control con
vehiculo como 100% y se determind la IC50 por interpolacion usando el programa
GraphPad Prism 5. Se realizaron tres experimentos independientes en tres pocillos por

duplicado.
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Tratamientos con Cicloheximida

Se sometieron las células de igual forma a tratamiento con Cicloheximida- CHX, 100ug/ml

(Sigma-Aldrich®) (n.2 de catadlogo 01810) por 3, 6, 9, 15, 18 y 24 horas. Esta fue incluida a

la par que los otros tratamientos (siRNAs vs USP28, Inhibidor de MAPK/ERK y Resveratrol).

Extraccion de RNA (Trizol)

1.

L ©® N o A

11.
12.

13.
14.
15.
16.

En condiciones de esterilidad (campana de flujo laminar vertical) se retird el medio
a las células en cultivo y se lavaran con 1 mL de PBS.

Se retird el PBS y se adicionaron 500 plL de Trizol.

Se cosecharon y colocaron las células en tubos Eppendorf y se agitaron con vortex
suave.

Se colocaron en hielo y agregaron 200 uL de cloroformo y se mezclé por inversion.
Se centrifugaron por 15 min. a 14,000 rpm (4°C).

Se recupero el sobrenadante (RNA).

Se adicionaron 500 uL de isopropanol y se dejaron reposar 15 min a -20°C.

Se centrifugaron por 15 min. a 14,000 rpm (4°C).

Se decanto el sobrenadante y se agregd 1 mL de EtOH 70%.

. Se centrifugaron nuevamente por 5 min. a 15,000 rpm (4°C).

Se decanto el sobrenadante y se dejé secar la pastilla.

Se resuspendid la pastilla en 30 uL de agua DEPC y se guardd (a — 70°C) o se
continuo con el protocolo.

Se agrego 1 uL de DNAsa | libre de RNAsa + 3 plL de Buffer.

Se incubaron por 30 min. a 37°C y después 10 min. a 70°C.

Finalmente se almacenaron a — 70°C, hasta su uso posterior.

La cuantificacién y determinacién de la integridad del RNA mediante analisis en
gel de agarosa y se cuantificd utilizando un instrumento NanoDrop (Thermo

Scientific NanoDrop One/One, Waltham, MA, EE. UU.).

47



Sintesis de DNA complementario (cDNA)

Se utilizd el Kit First Strand cDNA (Thermo Scientific®). Una vez cuantificado el RNA se
tomaron 3ug/uL y se le afadio 1 uL de Oligo DT, esto se llevé a un volumen final de 11 pL
utilizando agua libre de nucleasas (Se incubo el mix por 5 min. a 65°C).

En seguida, se realizé otro mix(2) que contenia lo siguiente:

- Buffer de reaccién 5X: 4 ulL

Robolock: 1 pL

dNTP mix: 2 uL

Retrotranscriptasa: 2 L

El mix 2 fue agregado a cada tubo de reaccion y se incubo por 1 hora a 37°C. Una vez
culminado el tiempo se incubo por 5 min. a 70°C.

Cabe mencionar que los datos descritos aqui son para una sola reaccién o muestra, por lo

gue se realizaron los respectivos calculos para cada caso.

PCR en tiempo real

La RT-PCR en tiempo real se realizé utilizando iTag Universal SYBR® Green Supermix (Bio-
RAD, Laboratories, Inc.) en un instrumento 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, EE. UU.). La especificidad de cada PCR se examind mediante los perfiles de
temperatura de disociacion de los productos finales. Las reacciones se realizaron por
triplicado y las cantidades relativas de genes se normalizaron utilizando microglobulina
beta-2 (B2M) como control enddégeno. Los datos relativos de expresion génica se
analizaron mediante el método Ct comparativo (método 2 — AACt) descrito por Livak et
al, 2001 (Livak & Schmittgen, 2001). Primers predisefiados: Lin28A, USP28, SP1, STAT3 y
B2M se adquirieron de Integrated DNA Technologies (IDT, Skokie, IL, EE. UU.), vy las

secuencias directas e inversas se presentan en la Tabla 1.
Condiciones de amplificacion:

- 1 ciclo de 10 min. a 95°C - 1 ciclo de 30 segundos a 60°C -1 ciclo de 30 segundos a 72°C
- 40 ciclos de 15 segundos a 95°C - 1 min. a 60°C.
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Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados para PCR cuantitativa en tiempo real.

NOMBRE DEL GEN SECUENCIAS’ — 3’

LIN28A-F CATCTGTAAGTGGTTCAACGTG
LIN28A-R CCCTTCCATGTGCAGCTTA
USP28-F TGGCCAGGCTGATCTCTAACTC
USP28-R GAAGGCCGGGTACGATGA
SP1-F GCCACCAACTCCTTTTTCAATT
SP1-R GCACCCCCTTGAGCTTGT
STAT3-F TTTTAGCAGGATGGCCCAAT
STAT3-R GCCGCATATGCCCAATCT
B2M-F GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGT
B2M-R ACCTCCATGATGCTGCTTAC

Extraccion de Proteinas por el método de RIPA

1. En condiciones estériles (bajo una campana de flujo laminar vertical), se retird el

medio de cultivo de las células y se lavaron con 1 mL de PBS frio.

2. Después de eliminar el PBS, se agregd nuevamente 1 mL de PBS frio para

desprender las células mecanicamente de la caja.

3. Lasuspension de células en PBS se transfirié a microtubos de 1.5 mL previamente

etiquetados.

4. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min. a 4 °C.

Se decantd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 300 pL de Buffer RIPA,
previamente complementado con inhibidores de proteasas (40 uL de solucidon
completa por cada mL de Buffer RIPA).

Las muestras se incubaron en hielo durante 30 min., agitando a maximo cada 10

min.
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7. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm
durante 5 min. a 4 °C.
8. Se recuper6 el sobrenadante (fraccién proteica) y se realizaron alicuotas de 25 plL

cada una, que se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Gel de integridad de Proteinas

Se realizaron geles delgados (1Imm) al 15 % preparados de la siguiente manera: Para la

proteina de Lin28A y pLin28A

Gel separador Buffer L (pH: 8.8)
Tris Base > 1.5 M
Buffer L (pH 8.8) 0.9 uL SDS - 0.4%
H.0 - 100 mL

H,O bidestilada y estéril->1.35 uL

Solucién N (Acrilamida) =2.25 ul

Temed—>8 pL
APS -120 uL
Gel concentrador Buffer M (pH: 6.8)
Tris Base > 0.5 M
Buffer M (pH 6.8) - 0.2 uL SDS = 0.4%
o N H,0 - 100 mL
H,O bidestilada y estéril - 1.5 pL

Solucién N (Acrilamida) 30% —> 0.3 uL
Temed - 3.5 uL
APS 10% — 60 ulL

Se realizaron geles delgados (1mm) al 10 % preparado de la siguiente forma: Para la

proteina de USP28
Gel separador

Buffer L (pH 8.8) - 0.9 uL




H,O bidestilada y estéril-> 2.1 uL

Solucién N (Acrilamida) 30% — 1.5 uL

Temed = 4 pL

APS 10% —70 uL

Gel concentrador (preparado similar que el anterior).

Las muestras se prepararon de la siguiente forma:

En microtubos de 0.6 mL se mezclarén 10 uL de proteina (10ug) + 2 uL de buffer de carga

(azul de bromofenol) 5X. Se homogenizaron completamente y se pusieron a hervir

durante 5 min. Una vez culminado el tiempo, se cargaron los pozos con las muestras y se

colocd en el carril No. 1 el marcador de peso molecular 3.5 uL + 2 L de buffer de carga

5X.

Usando el buffer de corrida (tris-base/glicina/SDS). Se dejoé correr el gel (2 mA o 100 volts)

hasta que el frente de corrida llegara al final del gel.

Tincién de azul de Coomassie

1.
2.

Al terminar la corrida se colocé el gel en un recipiente.

Se fijaron las proteinas con solucion fijadora durante 5 min. Para evitar la
dispersion de las proteinas antes de la tincion.

Se recuperd en un tubo la solucion fijadora.

Se tifio el gel con azul de Coomassie 4 min.

Una vez transcurrido el tiempo, se recuperd el Coomassie y se lavo el gel con
solucion fijadora (Esto para que se destifiera mas rapido).

Se quitd la solucidn y se agregd solucidon destefiidora hasta que el gel quedara

transparente y Unicamente se observaran las proteinas marcadas (12 horas).

Gracias a este gel se logré observar la cantidad de proteina de cada muestra y la limpieza

de las muestras (libres de DNA).
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Western Blot

Se realizd y cargo el gel de acuerdo a la proteina a analizar, como se describid

anteriormente.

El gel se corrié a 100 volts usando buffer de corrida (tris base-glicina-SDS). Se dejé

correr hasta que la proteina deseada pudiese visualizarse de manera correcta.

La electrotransferencia a la membrana de nitrocelulosa se realizd a 100 V durante

1 hora (geles para visualizar a Lin28A) o 1 hora y 30 min. (geles para visualizar

USP28) a 4°C usando buffer de transferencia (tris-base/glicina/metanol).

Una vez terminada la transferencia, la membrana se tifid con rojo de Ponceau

durante 3-5 minutos para verificar la calidad de transferencia de las proteinas.

Posteriormente se realizd el bloqueo de sitios inespecificos de la membrana, con

una solucion de leche al 5% durante 1 hora con agitacion (Para el caso de pLin28A

se bloqued la membrana con 5% de albumina).

Al terminar el blogueo se realizaron 2 lavados con PBS 1X a la membrana durante

3 min. (Para el caso de pLin28A los lavados se hicieron con TBS 1X con 0.05% de

Tween).

Tras esos lavados se dejé incubando la membrana con el anticuerpo Lin28A

Monoclonal Antibody HRP conjugate (MA1-016-HRP) Thermo Scientific® (Dilucién

1:750) durante 18 H o en su caso con el anticuerpo HRP policlonal anti-USP28

(orb480432) Biorbyt® (Dilucién 1:1000) o con el anticuerpo policlonal anti-fosfo-

Lin28A (Ser200) (PA5-105696) Thermo Scientific® (Dilucidon 1:1000).

La cicloheximida se adquirid de Sigma-Aldrich (Merck KGaA) (n.2 de catalogo

01810).

Al terminar la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 min. con PBS 1X-Tween

para eliminar los restos de anticuerpo.

e Para el caso de pLin28A se incubo 1 hora la membrana con anticuerpo
secundario IgG-anti-conejo (sc-2357) Santa Cruz Biotechnology® (Dilucidn

1:20,000).
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10.

11.

12.

13.

Se incubd la membrana con luminol por 5 min. y se revelaron las proteinas en
placas fotograficas con 3-5 min. de exposicion ¢ 10-20 min. segun el caso (en
completa oscuridad).

Para la obtencién del control de carga (Actina) se lavd la membrana y se dejé
incubando con el anticuerpo Monoclonal Anti-B-Actin-Peroxidase antibody
(A3854) Sigma® durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se realizaron 3 lavados de 10 min c/u con PBS 1X-Tween o TBS 1X-Tween (Segun
el caso).

Se agregd luminol, se incubo por 5 min. para su posterior revelacion.
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10.Diagrama de trabajo
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Nota: A partir de este momento nos referiremos al resveratrol con la siguiente abreviatura

RSV.

11.Resultados

11.1 RSV disminuye la viabilidad celular de las células NCCIT.

Para investigar el efecto de dosis crecientes de RSV (25 a 200 uM) sobre la proliferacién
de la linea celular de teratocarcinoma testicular (NCCIT), se realizaron ensayos de MTT.
Observamos que el tratamiento con RSV tuvo un efecto inhibidor dependiente de la dosis
sobre la viabilidad de las células NCCIT (Figura 19). Encontramos que la IC50 del RSV es
148 uM en la linea celular NCCIT. Luego de este resultado, se decidié trabajar Unicamente

con dosis de 25 a 150 uM de RSV.
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Figura 19 | Ensayo MTT con RSV para determinar IC50. Las células NCCIT se trataron con
diferentes concentraciones de RSV (25, 50, 100, 130, 150 y 200 uM) durante 48 h. La
viabilidad celular se probd con el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Cada punto de datos es el promedio de tres experimentos
independientes + DE. La IC50 calculada de RSV en NCCIT fue de 148 uM.

55



11.2 RSV disminuye la expresiéon de mRNA de Lin28A en células NCCIT.

Para evaluar el efecto del RSV en la expresion del mRNA de Lin28A en NCCIT, se realizod
RT-qPCR (Figura 20). Observamos que la concentracion mas baja de RSV (25 uM) aumenta
los niveles de mRNA de Lin28A. Aun asi, a medida que aumenta la concentracién de RSV,
la expresiéon del mRNA de Lin28A disminuye significativamente. Por lo tanto, los
resultados muestran que RSV (50 uM y superior) disminuye la expresion de Lin28A. Luego

de esto, decidimos evaluar los niveles de la proteina Lin28A con el tratamiento con RSV.
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Figura 20| EI RSV disminuye la expresion del mMRNA de Lin28A en células NCCIT dependiente
de la concentracién y el tiempo. Las células tratadas con etanol, el vehiculo de dilucion
para RSV, se utilizaron como control (Ctl). Los niveles de mRNA se normalizaron utilizando
el gen enddgeno B2M. Los valores representan la media de tres experimentos
independientes + DE. La prueba de comparacién se utilizé para evaluar la diferencia entre
las células Ctl y los otros grupos de tratamiento. * representa un indicador significativo
(**=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 vs Ctl).

11.2.1 RSV disminuye los niveles de mRNA de los factores de transcripcion SP1y STAT3.

Con el fin de explicar como el RSV disminuye los niveles del mRNA de Lin28A, se evalu¢ el
efecto del RSV sobre dos factores transcripcionales importantes, que se ha visto son
capaces de unirse al promotor de Lin28A y promover su expresion. Para ello, se realizaron
RT-gPCR (Figura 21y Figura 21.1). Observamos que el RSV disminuye la expresiéon de los
MRNA de SP1 y STAT3 significativamente. Estos resultados muestran evidencia sobre un

posible mecanismo de accién del RSV sobre el mMRNA de Lin28A.
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Figura 21| EI RSV disminuye la expresién del mRNA de SP1 en células NCCIT. Las células tratadas
con etanol, el vehiculo de dilucién para RSV, se utilizaron como control (Ctl). Los niveles de mRNA
se normalizaron utilizando el gen enddgeno B2M. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes + DE. La prueba de comparacion se utilizd para evaluar la diferencia
entre las células Ctl y los otros grupos de tratamiento. * representa un indicador significativo
(*=p<0.1, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 vs Ctl).

STAT3 STAT3
24 hrs 48 hrs
< 157 < 157
z z
[ [
E E
S 1.0- S 1.04
8 8 £k
S 0.5 6 0.5
o *>5|1<* o Rrre #Hk
=3 3 * %k %
W 0.0 . w 0.0- T T o
& @ ,@“ S P & & 8
Resveratrol (:M) Resveratrol (M)
STAT3 STAT3
72 hrs 96 hrs
= 1.57 = 1.57
g g
[ [
E £
S 1.0 © 1.0
> >
2 L 2 .
6 %k o
(2 (4 T
< 0.5- Kok < 0.5
2 - 2 % % % %
[7] (7]
g % %k % i KK ook k
>< — —
i 0.0- . : i 0.0 . — wm
S P e & S P & & 8
Resveratrol (:M) Resveratrol (uM)

Figura 21.1| EIRSV disminuye la expresion del mRNA de STAT3 en células NCCIT. Las células tratadas
con etanol, el vehiculo de dilucidn para RSV, se utilizaron como control (Ctl). Los niveles de mRNA
se normalizaron utilizando el gen enddgeno B2M. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes + DE. La prueba de comparacion se utilizé para evaluar la diferencia
entre las células Ctl y los otros grupos de tratamiento. * representa un indicador significativo
(*=p<0.1, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 vs Ctl).

11.2.2 RSV disminuye los niveles de proteina Lin28A en células NCCIT.
También, investigamos si el RSV tiene un efecto sobre la proteina de Lin28A. La expresion

de la proteina Lin28A se evalud en células NCCIT tratadas con diferentes concentraciones
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de RSV (25, 50, 100 y 150 uM) (Figura 22).

Se realizé un andlisis por Western blot y se

observd que el nivel de proteina Lin28A comienza a disminuir sélo con las concentraciones

mas altas de RSV (100 uM y 150 uM). Con relacién a lo obtenido, se dedujo que la proteina

Lin28A fue mas estable al tratamiento con RSV, por lo que se decidié evaluar la expresion

de USP28. La deubiquitinasa que se demostrd es capaz de mantener estable Lin28A,

evitando su degradacién (Hag et al., 2019).
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Figura 22| La proteina Lin28A es mas estable que el mRNA y solo se ve afectada por las
concentraciones mas altas de RSV. Las células NCCIT se trataron con diferentes
concentraciones de RSV (25, 50, 100 y 150 uM) en diferentes periodos de tiempo. Para
los graficos y Western Blots correspondientes a estos tratamientos, se utilizd B-actina
como control de carga. Los valores representan la media de tres experimentos

independientes *
***k=p<(.001, ****=p<0.0001 vs Ctl).

DE. * representa un indicador significativo (*=p<0.05, **=p<0.01,
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11.3 RSV disminuye la expresion del mRNA de USP28.

Se realizd RT-gPCR para evaluar el efecto del RSV sobre el mRNA de USP28 en la linea
celular NCCIT (Figura 23). Observamos que a medida que aumenta la concentracion de
RSV, la expresién del mRNA de USP28 disminuye significativamente como Lin28A. Por lo

tanto, se decidid evaluar también la proteina USP28.
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Figura 23| RSV disminuye la expresidén del mRNA de USP28 a diferentes concentraciones y tiempos
de tratamiento en células NCCIT. Las células tratadas con etanol, el vehiculo de dilucién para RSV,
se utilizaron como control (Ctl). Los niveles de mMRNA se normalizaron utilizando el gen endégeno
B2M. Los valores representan la media de tres experimentos independientes + DE. * representa
un indicador significativo (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 vs Ctl).

60



11.3.1 RSV disminuye el nivel de la proteina USP28.

Para investigar el efecto de 150 uM de RSV (concentracion a la que vemos una mayor
disminucion en la proteina Lin28A (Figura 24) sobre la proteina USP28, se utilizd el analisis
por Western blot (Figura 24.1). La administracion de 150 uM de RSV redujo
significativamente el nivel de proteina de la deubiquitinasa USP28, observandose el mayor
efecto a las 72 y 96 horas de tratamiento. Una vez demostrada la disminucion de USP28
con el tratamiento con RSV, continuamos evaluando si la degradacion de Lin28A por RSV

se llevd a cabo a través de la via proteosomal.
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Figura 24| RSV a 150 uM puede disminuir significativamente el nivel de la proteina Lin28A. Las
células NCCIT se trataron con RSV 150 uM en diferentes periodos de tiempo (24, 48, 72 y 96
horas). A) Western Blot (WB) representativo de la proteina Lin28A. B) El contenido del grafico
representa el analisis del WB (A) y sus triplicados bioldgicos independientes + DE. Se utilizd B-
actina como control de carga. La prueba de comparacion se utilizd para evaluar la diferencia entre
las células Ctl y los otros grupos de tratamiento. * representa el cambio significativo obtenido
mediante el andlisis t-student (*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, ****=p<0,0001).
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Figura 24.1| RSV a 150 uM puede disminuir el nivel de la proteina USP28. Las células NCCIT se
trataron con RSV 150 uM en diferentes periodos de tiempo (24, 48, 72 y 96 horas). Grafico y
Western Blot (WB) representativo de la proteina USP28. Se utilizd B-actina como control de carga.
Los valores en el gréfico representan la media de tres experimentos independientes + DE. *
representa un indicador significativo (¥*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 vs Ctl).

11.4 El RSV degrada la proteina Lin28A mediante la via proteasomal.

Para investigar si el tratamiento con RSV induce la degradacion de la proteina Lin28A por
la via proteosomal, examinamos el nivel de proteina de Lin28A en presencia del inhibidor
proteosomal MG132 (M) en células NCCIT tratadas con 150 uM - RSV (R) en diferentes
periodos de tiempo (Figura 25). El resultado mostré que la presencia de MG132 en las

células tratadas con RSV inhibid la degradacién de Lin28A.
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Figura 25| RSV induce la degradacién proteosomica de Lin28A. Las células NCCIT se trataron con 5
uM de MG132 y 150 uM de RSV durante diferentes periodos de tiempo (24, 48 y 96 horas) y luego
se sometieron a transferencia Western. Western Blot representativo de la proteina Lin28A. (R =
RSV, M = MG132) Se utilizé B-actina como control de carga. El gréfico representa el analisis del
WB. Las células tratadas con etanol, el vehiculo de dilucion para RSV, se utilizaron como control
(Ctl). Los valores representan la media de tres experimentos independientes + DE. * representa
un indicador significativo (*=p<0.05, **=p<0.01, ****=p<0.0001 vs Ctl). + representa un indicador
significativo obtenido al comparar células tratadas con R con células tratadas con R + M
(+++=p<0,001, ++++=p<0,0001 vs grupo R).

11.5 La inhibiciéon de USP28 por siRNAs (siUSP28) disminuye los niveles de Lin28A pero en
menor proporcién que el tratamiento con RSV.

Para evaluar la expresion de Lin28A cuando existe un silenciamiento especifico contra
USP28, se transfectaron células NCCIT con siUSP28. Las células se transfectaron con
diferentes siUSP28 especificos (Figura 26) usando lipofectamina. El resultado fue
evaluado mediante Western blot, observandose que con cada uno de los siRNAs utilizados
se observd silenciamiento en la expresion de USP28. Aun asi, se decidid utilizar la
combinacién de los tres siRNA para obtener un mejor resultado para los siguientes
experimentos. La Figura 26.1A muestra los niveles de proteina de USP28 en células

transfectadas con siUSP28 en diferentes tiempos, observandose cémo la traduccion
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disminuye significativamente. De manera similar, se observa una disminucién en la
proteina USP28 cuando las células NCCIT se transfectaron con siUSP28 (Figura 26.1B).
Curiosamente, al evaluar la expresion del mRNA de Lin28A (Figura 26.1C) y la proteina
Lin28A (Figura 26.1D) en células transfectadas con siUSP28, notamos que el mRNA
comienza a disminuir después de 48 horas de tratamiento, mientras que la proteina
Lin28A permanece estable hasta 72 horas y fue menor en comparacion con el tratamiento
solo con RSV (150 uM) (Figura 24). Ademas, se evalud la expresion de Lin28A fosforilada
en S200 (pLin28A) en células transfectadas con siRNAs vs USP28, con el fin de conocer
gué pasaba con la otra via reportada que estabiliza a la proteina de Lin28A. Curiosamente,
observamos un aumento en pLin28A (Figura 26.1D), tras la eliminacién de USP28 con

siRNAs. Por lo que se decidié evaluar los niveles de pLin28A con el tratamiento de RSV.

siRNAs vs USP28

| |
el H 1 2 8 L2y8

kDa
140

Figura 26| Silenciamiento de USP28 mediante transfeccion con siRNA contra USP28
(siUSP28). Western Blot representativo del silenciamiento de USP28 con siRNAs
especificos. El (-) se refiere a la transfeccion de un siRNA que no afecta al gen de interés
(USP28). Las (Ctl) son células NCCIT que no fueron transfectadas.

uUsP28
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Figura 26.1| La inhibicion de USP28 con siRNAs especificos no es suficiente para disminuir
totalmente la expresion de la proteina Lin28A. A) La expresion del mMRNA de USP28 en células
transfectadas con siUSP28 se cuantificd mediante RT-qPCR. Las (Ctl), en este caso, son
células NCCIT que no fueron transfectadas. El (-) se refiere a la transfeccién de un siRNA
inespecifico que no afecta al gen de interés (USP28). B) Proteina USP28, WB de células
transfectadas con siUSP28 en diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). C) La expresion
del mRNA de Lin28A en células transfectadas con siUSP28 se cuantificé mediante RT-
gPCR. Los niveles de mRNA se normalizaron utilizando el gen endégeno B2M. D) WB
representativo de la proteina Lin28A vy la fosforilacion de Lin28A (s200) por MAPK/ERK
(pLin28A), a partir de células transfectadas con siUSP28 en diferentes tiempos (24, 48, 72
y 96 horas). Se utilizd B-actina como control de carga para experimentos de Western Blot
(WB). Los valores representan la media de tres experimentos independientes + DE. *
representa un indicador significativo (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001,
****=p<0.0001 vs Ctl). + representa un cambio significativo obtenido al comparar las
celdas (-) con todos los demas grupos tratados (+=p<0,05, +++=p<0,001, ++++=p<0,0001
vs -). VD= valor de densitometria.
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11.6 RSV disminuye los niveles de fosforilacion de Lin28A S200.

En relacion con los resultados anteriores, decidimos evaluar el efecto del RSV sobre la
fosforilacion de S200 en la proteina Lin28A. Las células NCCIT fueron tratadas con
diferentes concentraciones de RSV durante 96 horas (tiempo en el que se ha visto un
mayor efecto en la reduccién de la proteina Lin28A) (Figura 27A). Este experimento
demostrd que el RSV en concentraciones bajas (25 y 50 uM) aumenta pLin28A. Por otro
lado, a concentraciones (100 y 150 uM) el RSV logra disminuir fuertemente los niveles de
proteina pLin28A. También evaluamos el efecto del RSV a una concentracion de 150 uM
en diferentes periodos de tiempo (Figura 27B). Nuestros hallazgos muestran que el
tratamiento con RSV a partir de 24 horas disminuye significativamente los niveles de
fosforilacion de Lin28A. Esto sugiere que el RSV puede reducir la fosforilacion de Lin28A
impulsada por la via MAPK/ERK, similar a lo observado por Tsanov et al en 2017 (11). La
deteccién de una disminuciéon de la fosforilacion de Lin28A después de la exposicidn al
RSV proporciona apoyo experimental adicional para el mecanismo previamente
identificado, en el que el RSV disminuye a USP28 y afecta de manera similar la via

MAPK/ERK (mecanismos de estabilizacion de Lin28A).
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Figura 27| RSV disminuye la fosforilacién de Lin28A en serina 200=s200 (pLin28A) causada por
MAPK/ERK. A) Gréfico representativo del andlisis de WB (izquierda) y WB representativo(derecha).
Las células NCCIT se trataron con diferentes concentraciones de RSV durante 96 horas. B) Grafico
representativo del analisis de WB (izquierda) y WB representativo (derecha). Las células NCCIT se
trataron con 150 uM de RSV en diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). En ambos experimentos
se utilizaron como control (Ctl) células tratadas con etanol (vehiculo de dilucion para RSV). Se
utilizé B-actina como control de carga. Los valores representan la media de tres experimentos
independientes * DE. * representa indicador significativo (****=p<0.0001 vs Ctl). VD= valor de
densitometria.

11.7 La inhibicién de la via MAPK/ERK reduce especificamente el nivel de proteina pLin28A.
Posteriormente, decidimos evaluar el efecto de inhibir solo la activacion de ERK1/2 sobre
la fosforilacion de Lin28A en la serina 200 (s200) (pLin28A) y la estabilidad de Lin28A total,
asi como de USP28 en las células NCCIT. Las células fueron tratadas con un inhibidor
especifico de la activacion de ERK1/2, un miembro de la via MAPK responsable de la
fosforilacion de Lin28A en s200. Primero, se realizd un ensayo MTT para evaluar la dosis
segura de inhibidor que podria usarse para tratar las células; En este experimento,
obtuvimos una IC50 de 9 uM (Figura 28). El siguiente experimento se realizé con 50 7,5
UM del inhibidor, concentraciones que afectan minimamente la viabilidad celular.
Observamos que ambas concentraciones utilizadas del inhibidor fueron suficientes para
mostrar una disminucién del nivel de pLin28A. Aun asi, ninguna concentracion afecta

significativamente la estabilidad de las proteinas Lin28A y USP28 totales (Figura 28.1).
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Figura 28| Ensayo de MTT con inhibidor de MAPK/ERK (PD: PD0325901) para determinar IC50. Las
células NCCIT se trataron con diferentes concentraciones de inhibidor de MAPK/ERK (1, 2, 5, 7,5
y 10 uM) durante 48 h. La viabilidad celular se probd con el ensayo de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Cada punto de datos representa el promedio de tres

experimentos independientes + DE. La IC50 calculada del inhibidor de MAPK/ERK en NCCIT fue de
9 uM.
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Figura 28.1]| El inhibidor de MAPK/ERK disminuy® la fosforilacion de Lin28A (s200) (pLin28A) similar
al tratamiento con RSV. WB representativo del tratamiento de células NCCIT con el inhibidor
MAPK/ERK (5 0 7,5 uM) a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). Las células tratadas
con DMSO (vehiculo de dilucion para inhibidor de PD) se usaron como control (Ctl). Se
utilizé B-actina como control de carga. VD= valor de densitometria.

11.8 RSV disminuye fuertemente la estabilidad de la proteina Lin28A.

Finalmente, evaluamos la cinética de la degradacién de la proteina Lin28A en células
NCCIT utilizando diferentes condiciones (RSV, siUSP28, inhibidor/ERK), se llevd a cabo un
ensayo de cicloheximida (CHX) (Figura 29) y (Figura 29.1). En este experimento, se
demostrd que el tratamiento con RSV reduce significativamente la estabilidad de la
proteina Lin28A. Ademas, la estabilidad disminuyd con el tratamiento con siUSP28 vy el
tratamiento combinado de siUSP28 e inhibidor/ERK. Sin embargo, la reduccién en la

estabilidad de Lin28A con el tratamiento de RSV fue mas efectiva en todos los casos.
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Figura 29| Western Blots que muestran los niveles de proteina de Lin28A con distintos tratamientos.
Expresion de la proteina Lin28A en células NCCIT tratadas con EtOH, RSV, si-USP28,
inhibidor de MAPK/ERK, y todas ellas con CHX en diferentes tiempos de tratamiento (3, 6,
9,12, 15, 18 y 24 horas). El analisis densitométrico se muestra en la Figura 29.1, donde se
observa una comparacién de la degradacion de Lin28A con cada uno de los tratamientos.

Ensayo CHX

1.5
< 9. .y -
: e . co
£ 5 B siUSP28 Tz
:‘,10.0:'.'L ________ A Sy T Ui, I * | %
=10 petis- i : Inhibidor/ERK *
% I..""\‘ + I . Inhibidor/ERK+ *
s M, ;4 n{ siUSP28
o) \\ -¢- RSV -
o 0.5- oL
o \# S E et < D
g “““““ B wmmm TS "
4

0.0 L L L e

Tiempo (horas)

Figura 29.1| Ensayo de estabilidad de la proteina Lin28A con cicloheximida. Grafico comparativo
de la cinética de degradacion de la proteina Lin28A con los diferentes tratamientos
(siUSP28, Inhibidor/ERK, RSV) en células NCCIT con 11 ug/mL de CHX. El ensayo se realizd
durante un periodo de tiempo de 3 a 24 horas, y se realizaron WB para evaluar la
expresion de proteinas, como se muestra en la Figura 29. Para realizar las pruebas de
comparacion, se considerd el tiempo de 15 horas porque, durante este tiempo, se
observod la disminucion mas drdstica en los tratamientos. (*) se utilizé para representar
un indicador de cambio significativo (*=p<0,05, ***=p<0,001, ****=p<0,0001 vs Ctl). +
representa un cambio significativo obtenido al comparar las células tratadas con RSV con
todos los demads grupos tratados (+=p<0,05, +++=p<0,001, ns= no significativo vs RSV).

11.9 RSV disminuye las proteinas de Lin28A y USP28 en otro modelo celular.

Con la finalidad de demostrar el efecto del RSV sobre la disminucion de los niveles de
Lin28A y USP28, se evalud por medio de Western Blots los niveles correspondientes de
dichas proteinas en la linea celular T47D (Carcinoma de mama). Observando una

disminucion significativa de ambas proteinas (Lin28A y USP28); sin embargo, esta
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disminucion se observé en menor proporcion en comparacion con la linea celular NCCIT

(Figura 30).
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Figura 30| RSV disminuye la proteina de Lin28A y USP28 en la linea celular T47D. A) Gréfico
representativo del analisis de WB (izquierda) y WB representativo(derecha). Las células T47D se
trataron con 150 uM de RSV por diferentes periodos de tiempo (24, 48, 72 y 96 horas). B) Grafico
representativo del analisis de WB (izquierda) y WB representativo (derecha). En ambos
experimentos se utilizaron como control (Ctl) células tratadas con etanol (vehiculo de dilucion
para RSV). Se utilizé B-actina como control de carga. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes + DE. * representa indicador significativo (*=p<0.1, **=p<0.01,

***=p<0.001 vs Ctl).
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Figura 31| Modelo esquematico final del trabajo. En células NCCIT, el RSV inhibe la expresién del
MRNA de Lin28A; Pensamos que puede ser que el RSV inhiba la sintesis de mRNA de Lin28A
mediante la disminucion de los factores de transcripcion SP1 y STAT3, pero esto no se ha
demostrado completamente en el modelo (?). Por otro lado, se demuestra que el RSV inhibe la
expresion de la deubiquitinasa USP28 y la via MAPK/ERK (encargada de realizar la fosforilacién en
la serina 200, lo que permite su estabilidad). Esto hace que la proteina Lin28A pierda sus
mecanismos de estabilidad y comience su degradacién a través de la via proteasomal. Imagen
realizada en Biorender®.

12. Discusion
En este trabajo, nos centramos en evaluar los posibles mecanismos que promueven la
regulacion negativa de la oncoproteina Lin28A en células NCCIT por el tratamiento con
RSV.
Nuestros resultados indicaron que el RSV inhibe la expresion del mRNA de Lin28A entre
concentraciones de 50 uM y 150 uM. Curiosamente, se observé un aumento en el mRNA
de Lin28A con la concentracidon mas baja (25 uM) de RSV. Este resultado puede deberse

al efecto hormético o bifasico del RSV. Este efecto contradice la creencia tradicional de
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que la dosis-respuesta de un farmaco o compuesto es siempre directamente
proporcional, ya que se caracteriza por inducir una estimulacién de la transcripciéon a dosis
bajas (o efecto beneficiosos o terapéuticos) y un efecto opuesto a dosis mas altas (Efecto
toxico) (Jodynis-Liebert & Kujawska, 2020). En este caso, ocurre un comportamiento
hormético contrario. Aln no estd claro por qué se produce este efecto, pero existen
algunas teorias que intentan explicar la hormesis, entre ellas esta la modulacion de las
vias de sefializacién: en donde se piensa que los fdrmacos o compuestos naturales son
capaces de interactuar con vias de sefializacion celular y modular su actividad de manera
diferente a dosis bajas y altas, otra de ellas involucra la expresion génica, se cree que estos
compuestos pueden influir en la expresién de genes involucrados en procesos celulares
clave, y este efecto puede variar segun la dosis. Sin embargo, siempre se recomienda
evaluar este fendmeno para determinar la dosis o dosis a las que se obtiene un efecto
positivo o negativo, independientemente del compuesto o farmaco a utilizar.

La disminucién en la expresién de Lin28A por RSV podria estar relacionada con la
disminucion de algunos factores de transcripcion, como SP1y STAT3, que se ha reportado
gue se unen al promotor Lin28A, favoreciendo su expresion y que al ser silenciados o
inhibidos pueden repercutir en la disminucion tanto del transcrito como de la traduccion
de Lin28A (L. Guo etal, 2013; Xu etal., 2021; You et al.,, 2014). En este sentido,
estudiamos la expresién de ambos factores de transcripcién después del tratamiento con
RSV (50-150 uM) y observamos una regulacion negativa en la expresion del mRNA de Sp1
y STAT3.

Curiosamente, cuando evaluamos la expresion de la proteina Lin28A en células NCCIT,
observamos que su estabilidad no se correlacionaba con la regulacion negativa del
transcrito (mRNA), porque la expresién de la proteina disminuye en las concentraciones
mas altas de RSV (100 y 150 uM). Estos resultados muestran que la proteina Lin28A es
muy estable, posiblemente debido a mecanismos de regulacién postraduccional que ya
han sido descritos para esta proteina. Por ejemplo, en el estudio realizado por Haqg y
colaboradores en 2019, se demostro que Lin28A interactla con USP28 y la desubiquitina

evitando su degradacién, manteniendo estable la proteina de Lin28A y extendiendo su
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vida media (Haq et al., 2019). Por otro lado, el estudio de Tsanov et al., 2017, demostré
que Lin28A es fosforilada en la serina 200 (s200) por ERK1/2 quienes forman parte de las
MAPKs. Esta fosforilacién en Lin28A permite su estabilizacién postraduccional (Tsanov
et al., 2017). De manera consistente con estos estudios, nosotros evaluamos la capacidad
del compuesto natural RSV para disminuir estos mecanismos de regulacion
postraduccional.

USP28 es un importante regulador de la estabilidad de proteinas implicadas en la
proliferacion y metastasis como cMYC, LSD1, HIF-1a, c-JUN y MDC1; Ademas, USP28 suele
estar sobre-expresada en diferentes tipos de cdncer, como el cancer de pancreas, el
cancer epitelial escamoso, gastrico, colorrectal y otros (L. Chen et al., 2021; X. Wang, Liu,
et al.,, 2018; Zhuo et al., 2022), y se considera una diana terapéutica importante en el
tratamiento del cancer. Interesantemente, nosotros demostramos que el RSV regula
negativamente los niveles de la proteina USP28. Por ello, decidimos analizar si el RSV tenia
efecto sobre la transcripcion de USP28, mostrando de igual manera una regulacion
negativa del mMRNA de USP28 de manera dependiente de la dosis y el tiempo. Especulamos
gue este efecto podria deberse a la regulacién negativa de los factores de transcripcion
gue se unen al promotor USP28 o al incremento en el nivel de algunos miRNAs. En este
sentido, existen algunos miRNAs y genes candidatos que se han visto disminuyen o
aumentan su expresion con la presencia de RSV, como c-JUN, c-MYC, miR92b-3p, miR-
216b y miR-622. Se ha demostrado que los factores de transcripcidon oncogénicos como
c-JUN y c-MYC pueden unirse al promotor USP28 y aumentar su expresion (Fukuda et al.,
2022; X. Wang, Liu, et al., 2018). De hecho, ya se ha demostrado que el RSV puede inhibir
estos factores (L. Chen et al., 2021; Maier et al., 2023; Zhao et al., 2019), por lo que
deducimos que esto podria estar sucediendo en nuestro modelo. Ademas, sugerimos que
el RSV puede estar aumentando los niveles del miR92b-3p porque ya se ha demostrado
gue miR-92b-3p puede unirse al 3'-UTR de USP28 y reprimir su expresion (Prieto-Garcia
et al., 2021). Alternativamente, el RSV puede estar aumentando los niveles de miR-216b,
un microRNA que puede inhibir la expresion del mRNA de USP28 en células HCC

(carcinoma hepatocelular) (Zhang, 2020). También podria ser posible que el RSV esté
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aumentando el miR-622, un miRNA que actla como supresor de tumores contra KRAS;
interesantemente, KRAS es un oncogén que puede regular positivamente la expresién de
USP28 (Serra etal.,, 2014). Sin embargo, estas son sélo especulaciones y deberian
realizarse mas experimentos para demostrar que esto sucede.

Ademds, demostramos que el RSV induce la degradacion de Lin28A por la via
proteosomal. Estos resultados concuerdan con el trabajo de Hag, 2019 (Haq et al., 2019),
donde demuestran que Lin28A es degradado por la via proteasomal 26S. Por otro lado,
comparamos la expresion de las proteinas Lin28A y pLin28A con el tratamiento Unico de
siRNAs vs. USP28. En este experimento, observamos una pequefia disminucién de la
proteina Lin28A mientras que pLin28A aumentd su expresion. Pensamos que la expresion
constante del mRNA de Lin28A podria compensar la pérdida de proteccion por la
regulacion negativa de USP28 mientras que, por otro lado, la disminucién de USP28 podria
aumentar la activacién de ERK, que a su vez aumenta los niveles de pLin28A (Piskounova
et al., 2011). En este sentido, la eliminacion de la oncoproteina USP28 en la linea celular
NCCIT no es suficiente para reducir completamente la expresion de la proteina Lin28A.
Como se menciond con anterioridad la fosforilacion de la proteina Lin28A en S200 es otra
forma importante de estabilizar y activar esta proteina, por lo que analizamos si el RSV
podria reducir la fosforilacion de Lin28A causada por la via MAPK/ERK. Cuando analizamos
lo que sucedio al tratar células NCCIT con diferentes concentraciones de RSV, nuevamente
se observé un efecto hormético, donde a bajas concentraciones (25 y 50 uM) RSV
aumentd pLin28A y a altas concentraciones (100 y 150 uM) disminuyd pLin28A
significativamente. Dado que se ha demostrado que el RSV puede inhibir la via de
sefializacion MAPK/ERK (Fouad et al., 2013; F.-M. Wang et al., 2019), sugerimos que este
polifenol disminuye la fosforilacién en s200 de Lin28A y promueve la degradacion de la
proteina Lin28A.

Adicionalmente, analizamos si la inhibicién de la via MAPK/ERK era suficiente para
disminuir el nivel de las proteinas pLin28A y Lin28A. pLin28A y Lin28A total se analizaron
en células NCCIT tratadas soélo con el inhibidor ERK (PD), el mismo inhibidor utilizado en

el trabajo de Tsanov (Tsanov et al., 2017). En estos experimentos, notamos que, aungue
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la fosforilacién de Lin28A disminuyd, la proteina Lin28A total permanecié estable. Se
analizé la expresion de la proteina USP28 con el tratamiento con el inhibidor de ERK, y se
observd que USP28 no se alterd bajo estas condiciones lo que sugiere que la estabilidad
de la proteina Lin28A depende de ambas vias (USP28 y MAPK/ERK). Ademas, esto
demostrd que la ausencia de cualquiera de estas vias no es suficiente para la degradacion
completa de Lin28A, al menos en nuestro modelo donde existe una expresién continua
del transcrito de Lin28A. Finalmente, usando el inhibidor de la sintesis de proteinas
cicloheximida (CHX), demostramos que la disminucién en el nivel de proteina de USP28
era mas importante para la degradacion de Lin28A que la inhibicidn de la activacion de
ERK. Mas interesante aun, se demostrd que el RSV es el tratamiento mas eficaz para la
inhibicion de la proteina Lin28A vy, curiosamente, la combinacion del tratamiento con
siRNAs vs. USP28 y con el inhibidor de ERK se asemeja a la cinética de degradacion
presentada por el RSV, lo que sugiere que, de hecho, estas son las vias afectadas por el
RSV que permiten la regulacion negativa de la proteina Lin28A, sin embargo, podrian no
ser las Unicas. Esto puede tener grandes implicaciones terapéuticas en el tratamiento
contra el cancer a nivel molecular, por lo que resulta fascinante seguir explorando los
blancos terapéuticos del compuesto natural RSV en diferentes modelos de cancer in vitro

e in vivo.

13. Conclusion
En conclusion, demostramos que el RSV inhibe la expresién de Lin28A a través de
multiples mecanismos. RSV bloquea la regulaciéon postraduccional mediada por USP28 y
la fosforilacion mediada por MAPK/ERK de Lin28A, promoviendo la degradacién de Lin28A
a través de la via proteosomal (Figura 31). Ademas, nuestro resultado de que demuestra
qgue el RSV también inhibe a USP28 es importante, ya que esta desubiquitinasa participa
en la estabilizacion de varios oncogenes vy facilita la transicién epitelio-mesenquimal y la
metastasis (X. Wang, Liu, et al., 2018; Zhao et al.,, 2019). La capacidad del RSV para
modular esta via implica efectos anticancerigenos amplios mas alld de Lin28A. En

conjunto, los efectos inhibidores multidireccionales del RSV sobre la expresién vy
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estabilizacién de Lin28A establecen al RSV como una terapia complementaria atractiva.
Su capacidad para inhibir simultaneamente a Lin28A, plLin28A y USP28 mejora el perfil
antitumoral del RSV, lo que respalda su posible aplicacién junto con regimenes

convencionales para el tratamiento integral del cancer.

14. Perspectivas

A. Evaluar si el RSV tiene efecto sobre SP1 y STAT3 a nivel de proteina en este modelo
de estudio.

B. Evaluar por medio de inmunoprecipitacion o cribado de dos hibridos, si SP1 vy
STAT3 se estan uniendo al promotor de Lin28A, con el fin de evaluar si realmente
estan favoreciendo su expresién a nivel de mRNA.

C. Evaluarsi el RSV esta teniendo un efecto positivo en la expresién de Let-7.

D. Evaluar la expresion de los miR-216b, miR-92b-3p, miR-622 y otros, con el fin de
conocer si el RSV regula la expresion de USP28 a través de ellos.

E. Evaluar otros blancos de USP28 (como cMYC, LSD1, c-JUN) para ver si también
estan siendo afectados por la disminucion de dicha proteina por el tratamiento
con RSV.

F. Evaluar si el RSV estd afectando directamente a MEK1/2 o a ERK1/2, en este

modelo de estudio.
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