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ABREVIATURAS

[Ca?*]i: Concentracion intracelular de Ca?*.

Akt (PKB): Proteina cinasa B.

Asn: Asparagina.

Asp: Acido aspartico.
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ATP: Trifosfato de adenosina.

ATP21-3: Genes de codifican para las enzimas SERCA1-3 respectivamente.
Bcl-2: B-cell lymphona 2.

CaMKIl: Proteina cinasa dependiente de Ca?* calmodulina.

cAMP: Adenosin monofosfato ciclico.

CAT: Catalasa.

cDNA: DNA complementario.

CK: Citoqueratina.

DNA: Acido desoxiribonucleico.

E1: Estado de conformacion 1 del ciclo catalitico de SERCA.

E1P: Estado de conformacion 1 fosforilado del ciclo catalitico de SERCA.
E2: Estado de conformacion 2 del ciclo catalitico de SERCA.

E2P: Estado de conformacion 2 fosforilado del ciclo catalitico de SERCA.
ER-: Receptor de estrogenos negativo.

ER+: Receptor de estrégenos positivo.

Glu: Acido glutamico.

GPX1: Glutatién Peroxidasa 1.

HERZ2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano.

IGF: Factor de crecimiento insulinico.

IHC: Inmunohistoquimica.

IP3: Inositol trifosfato.

IRS-1: Sustrato de receptor de insulina 1.



IRS-2: Sustrato de receptor de insulina 2.
Lys: Lisina.

MRNA: RNA mensajero.

NFAT: Nuclear Factor of Activated T-cells.
PARP: Poly ADP ribose polymerase.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PI3K: Fosfoinositol 3-cinasa.

PKA: Proteina cinasa A.

PKA: Proteina cinasa activada por aAMP.
PLB: Fosfolamban.

PMCA: ATPasa de Ca?* de la membrana plasmatica.
pNA= p-nitroanilida.

PR: Receptor de progesterona.

Rb: Proteina del retinoblastoma.

RE: Reticulo endoplasmico.

RS: Reticulo sarcoplasmico.

RSV: Resveratrol.

SERCA: ATPasa de Ca?* del reticulo Sarco(Endo)Plasmico.
SFB: Suero fetal bovino.

SIRT1: Sirtuina 1.

SNC: Sistema nervioso central.

SNL: Sarcolipina.

SOC: Canales sensibles a Ca?*.

SOD1: Superoxido dismutasa 1.



RESUMEN

En células eucariontes, el idn calcio (Ca?*) es un segundo mensajero que controla
procesos fundamentales para su correcto funcionamiento y desarrollo como el
crecimiento, diferenciacion y muerte celular, los cuales se encuentran relacionados
con diversas enfermedades, entre ellas el cancer. Por lo mencionado, la
homeostasis de Ca?* es fundamental en el desarrollo de procesos neoplasicos. En
el mantenimiento de la homeostasis de Ca?* se encuentran involucrados varios
compartimentos celulares, entre ellos el reticulo endoplasmico (RE) y la mitocondria;
asi como diversas proteinas que unen Ca?* con gran afinidad y lo transportan hacia
distintos destinos segun se requiera. Entre las proteinas involucradas en la
movilizacién intracelular de Ca?*, una de las mas importantes es la ATPasa de Ca?*
del Reticulo Sarco(Endo)Plasmico (SERCA), que transporta activamente Ca?*
desde el citosol hacia el lumen del RE. SERCA es codificada por 3 genes diferentes
(ATP2A1-3) que presentan expresion especifica de tejido y del estado de

desarrollo.

Varios estudios recientes han demostrado que la expresion de SERCA2 y SERCA3
se ve disminuida o ausente en varios tipos de cancer, incluido el cancer de mama.
Por otro lado, algunos reportes han mostrado que los fitoestrogenos (entre ellos el
resveratrol, RSV) inducen apoptosis o arresto del ciclo celular en células de diversos

tumores malignos de manera especifica, sin dafiar a las células normales.

En este trabajo de tesis se compard, mediante PCR en tiempo real, la expresiéon de
los genes ATP2A2 y ATP2A3 en lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y

MDA-MB-231) y en una linea celular de tejido mamario no canceroso (MCF-10A)
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con o sin tratamiento con RSV; asi como también se evalué como eran alterados
los procesos de proliferacion celular (actividad metabdlica y DNA total), apoptosis

(actividad de caspasa-3) y movilizacion intracelular de Ca?* (FURA2-AM).

Los resultados demuestran que el tratamiento con RSV incrementa la expresion del
gen ATP2A3 pero no de ATP2A2 de manera especifica en las lineas celulares
cancerosas; ademas, provoca disminucion de la proliferacion en una manera
dependiente del tiempo y concentracion del tratamiento: se observa también una
induccion de apoptosis y cambios en los niveles basales de Ca?* intracelular, asi

como en la capacidad de liberacion de Ca?* por parte del RE.

Por lo anterior, podemos definir una nueva via de proteccion mediada por RSV, a
través de cambios en el manejo de Ca?' intracelular, aunque es necesaria
investigacion mas profunda con el fin de dilucidar los mecanismos moleculares que

gobiernan este efecto.
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ABSTRACT

In eukaryotic cells, the calcium ion (Ca?*) is a second messenger that controls
fundamental processes for its function and development such as growth,
differentiation and cell death, which are related to different diseases. Because of
this, Ca?* homeostasis is important for the development of cancer tumors. In Ca?*
homeostasis maintenance, some cell compartments such as endoplasmic reticulum
and mitochondrion, as well as several proteins that bind Ca?* with high affinity and
transport it toward different fates as required, are involved. Among proteins involved
in intracelular Ca2* mobilization, one of the most important is the Sarco/Endoplasmic
Reticulum Ca?* ATPase (SERCA) that actively pumps calcium from the citosol
toward the lumen of the ER. SERCA is encoded by three different genes (ATP2A1-

3), whose expression occurs in a tissue and development stage specific manner.

Recently, several publications have shown a decrease or absence of SERCA2 and
SERCABS expression in various types of cancer, such as breast cancer. On the other
hand, some reports have shown that phytoestrogens (among them, resveratrol,
RSV) induce apoptosis or cell cycle arrest specifically in cancer cells, without

damage to normal cells.

In this thesis work, we compared ATP2A2 and ATP2A3 mRNA expression in breast
cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231) and a cell line of normal mammary
tissue (MCF-10A) with or without a treatment with RSV using Real Time PCR, as
well as we evaluated how cell proliferation (metabolic activity and total DNA),
apoptosis (active caspase-3) and Ca?* mobilization (FURA2-AM) processes were

altered.
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Results demostrate that the treatment with RSV increases the ATP2A3 mRNA
expression but not ATP2A2 mRNA expression in a very cancerous cell line specific
manner, as well as there is a decrease in cell proliferation in a time and concentration
dependent manner. There is an induction of apoptosis and changes in cytosolic Ca?*

levels, as well as changes in the capacity for Ca?* release by the ER were detected.

For this reason, we can define a new resveratrol-mediated protection pathway
through changes in intracellular Ca?* management. Nevertheless, deeper research

is needed to understand the molecular mechanisms underlying this effect.



1. INTRODUCCION

La importancia del ién calcio (Ca?*) como segundo mensajero en el correcto
funcionamiento celular queda a la vista cuando se analiza la repercusion que su
regulacion tiene en la activacion, directa o indirecta, de diversas vias de sefializacion
relacionadas con funciones como la proliferacion, apoptosis, expresion de genes,
entre otras. Por lo tanto, es importante que existan mecanismos especificos que
controlen la concentracién intracelular de calcio [Ca?*]i tanto en el citosol, como en
el reticulo endoplasmico (RE), que es el principal reservorio de este catién en la

célula.

Los gradientes de concentracion de Ca?* se mantienen por la actividad de las
ATPasas de Ca?* del Reticulo Sarco(Endo)Plasmico (SERCA), que transportan el
Ca?* del citoplasma al interior de este organelo; y las ATPasas de Ca?* de la
membrana plasmatica (PMCA, por Plasma Membrane Calcium ATPases), que
transportan el Ca?* al exterior de la célula. Estas enzimas utilizan la energia de la
hidrélisis del ATP para transportar el Ca®* en contra de su gradiente de
concentracion. La actividad de las enzimas SERCA contribuye a remover
aproximadamente el 90% del Ca?* citosdlico libre, mientras que las PMCA

transportan cerca del 10% del Ca?* citoplasmico (Contreras-Leal et al. 2010).

A la fecha, existen varios reportes de mutaciones y alteraciones en la expresion de
las diferentes isoformas de las bombas SERCA en diferentes tipos de tumores
cancerosos humanos y animales. Se han identificado mutaciones en los genes

ATP2A2y ATP2A3, asi como disminucién en la expresion de las proteinas SERCA2



y SERCAS en distintos tipos de neoplasias como cancer de colon, oral, del SNC, de

tiroides, de prostata, entre otros (Flores-Peredo and Zarain-Herzberg, 2012).

La evidencia directa entre la deficiencia de la expresion y/o funcién de las bombas
SERCA vy la formacién de tumores, ha sido provista por un estudio en ratones
heterocigotos para el gen ATP2A2. Los ratones Atp2a2*- presentaron alta
incidencia de carcinomas de células escamosas, como resultado directo de la
haploinsuficiencia del gen que codifica para las isoformas SERCA2 (Liu, Boivin et

al. 2001).

De manera anéloga, se ha reportado que en células tumorales de cancer de colon
y gastrico, la expresion del gen ATP2A3, que codifica para las distintas isoformas
de SERCAGQ, disminuye de manera importante o incluso se pierde por completo. Los
resultados muestran que la pérdida de su expresion es un evento temprano del
proceso de carcinogénesis de colén (Brouland et al. 2005) y de mama (Papp and

Brouland, 2011).

2. ANTECEDENTES

2.1 EL CALCIO

En el curso de la evolucion, han surgido numerosos agentes portadores de sefiales
que son esenciales para el correcto funcionamiento de las células, siendo el Ca?* el
mas versatil de ellos. El Ca?* transmite sefiales a funciones tan fundamentales como
la transcripcion de genes, contraccion muscular (y motilidad en general), secrecion
(incluyendo la de neurotransmisores), generacién de combustible en varias vias

metabdlicas, entre otros. Debido a esta participacion tan importante, es fundamental



que existan mecanismos que lo regulen de manera eficiente y precisa. Este trabajo
es realizado por proteinas especializadas que enlazan Ca?* con gran especificidad
y afinidad en el ambiente intracelular, que en la mayoria de los casos contiene
concentraciones que se encuentran en el orden de 100 nM (Brini and Carafoli,
2008). Para lograr esta gran versatilidad en su participacidén en diversos procesos,

el sistema de sefializacién de Ca?* opera de diversas formas (Figura 1).

Figura 1. Dinamica y homeostasis de la sefalizacion por Ca?*. Durante las reacciones de
activacion se moviliza Ca?* hacia el citosol. La mayoria de ese Ca?* se une a buferes, mientras que
una pequefa proporcion se une a proteinas efectoras que activan varios procesos celulares que
operan en un amplio espectro temporal. Durante las reacciones de desactivacion, el Ca?* citosolico

es removido para restaurar el estado de reposo (Berridge et al. 2003).



Por ejemplo, el Ca?* puede provocar exocitosis en microsegundos, mientras que en
cuestion de minutos a horas es capaz de poner en marcha procesos como la
transcripcion de genes y la proliferacion. Uno de los retos mas importantes es
entender como estos sistemas de sefializacién pueden regularse para controlar

procesos celulares tan divergentes (Berridge et al. 2003)
La red de sefializacion de Ca?* puede dividirse en cuatro estados funcionales:

e La senalizacidn inicia con un estimulo que genera varias sefales para la
movilizacién de Ca?*.

e Esto activa a los mecanismos “on” (de activacion) que llevan el Ca?* hacia el
citosol.

e EI Ca?" funciona como un segundo mensajero que estimula numerosos
procesos celulares.

¢ Finalmente, los mecanismos “off” (de desactivacién) compuestos de bombas
e intercambiadores, eliminan el Ca?* del citosol para restaurar el estado de

reposo (Berridge et al. 2000).

En células en reposo, la [Ca?*] libre en el espacio extracelular es de 1-2 mM,
mientras que en el citosol se mantiene entre 10-100 nM, aunque a través de la
movilizacion del Ca?* de los reservorios celulares como el RE, el aparato de Golgi,
los lisosomas, o por la entrada de Ca?* a través de la membrana plasmatica desde
el medio extracelular, la [Ca?*] citosdlico puede llegar hasta 1 uM. Por otro lado, se
estima que la [Ca®*] puede estar entre 100 y 500 uM dentro del RE, que es el
principal reservorio de este cation al interior de la célula (Monteith et al. 2007;

Roderick and Cook, 2008). Estos gradientes de concentracion de Ca?* se mantienen
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por la actividad de las bombas SERCA, que transportan el Ca?* del citoplasma al
interior de este organelo y las bombas PMCA que transportan el Ca?* al exterior de
la célula (Figura 2). Estas enzimas utilizan la energia de la hidrolisis del ATP para
transportar el Ca?* en contra de su gradiente de concentracion. El aumento en la
concentracion citoplasmica de Ca?* activa varias proteinas involucradas en
procesos celulares importantes como proliferacion, contraccién muscular, expresion

geénica, entre otros (Contreras-Leal et al. 2010).

Figura 2. Mecanismos que regulan la concentracion intracelular de Ca?*. A) Se muestran las
[CaZ']i y tres de las proteinas que participan en la homeostasis de este cation: las bombas PMCA,
SERCA y el canal de liberacion de Ca2* activado por IP3 (IP3R). B) En respuesta a sefiales celulares
y extracelulares hay liberacion de Ca?* del lumen del RE y entrada masiva de Ca?* del espacio

extracelular (Contreras-Leal et al. 2010).



2.2 LAS BOMBAS SERCA: EXPRESION Y GENETICA

Las bombas SERCA son proteinas integrales de membrana que transportan Ca?*
activamente hacia el lumen del reticulo sarcoplasmico (RS) de células musculares
y del RE de todos los tipos celulares, mediante la hidrolisis de ATP. Estas bombas
muestran un alto grado de conservacion entre especies, en humanos las bombas
SERCA son codificadas por tres genes: ATP2A1, 2 y 3, cada uno de los cuales
codifica diferentes isoformas de la proteina SERCAA1, 2 y 3 respectivamente. El gen
ATP2A1 codifica dos isoformas de SERCA1 que se expresan exclusivamente en
musculo esquelético de contraccion rapida y su expresion esta regulada durante el
desarrollo, la isoforma SERCA1a se expresa en adultos y SERCA1b en neonatos.
En gen ATP2A2 codifica para tres isoformas: SERCA2a que se expresa
abundantemente en corazén y musculo esquelético de contraccion lenta; SERCA2b
que se expresa en musculo liso y de forma ubicua en tejidos no musculares; y
SERCAZ2c que se expresa en células endoteliales y de linaje hematopoyético. El
gen ATP2A3 codifica para la proteina SERCAS3, que por procesamiento alternativo
produce seis isoformas (a-f), las cuales se expresan en células epiteliales y
hematopoyéticas (Flores and Zarain-Herzberg, 2010). Entre los genes ATP2A1-3 se
dan lugar a once isoformas de SERCA, todas funcionales y con un peso molecular
aproximado de 100 kDa. El procesamiento alternativo ocurre en la region 3° de cada
transcrito, por lo que todas las isoformas difieren entre si en su extremo carboxilo

(Figura 3).



Figura 3. Generacién de multiples isoformas de SERCA por procesamiento alternativo de los
genes humanos ATP2A1-3. Los exones estan representados por cilindros de colores, los intrones
por la linea negra. El cilindro delgado representa un pseudoexdén no traducido. 5'D1, 5'D2, and 5'D3
indican los sitios donadores para el splicing que da lugar a los transcritos de SERCA2a, 2b y 2¢
respectivamente. Sa-f indica la posicion de los diferentes codones stop para las isoformas

correspondientes (Brini and Carafoli, 2009).

2.2.1 GEN ATP2A1

El gen ATP2A1 humano se localiza en el brazo corto del cromosoma 16 en la banda
12.1, abarca 12.29 kb, contiene 23 exones y codifica para un trascrito de 3.3 kb. El
exon 22 puede sufrir procesamiento alternativo para dar dos isoformas que se
expresan en tejido muscular de contracciéon rapida. SERCA1a en el humano tiene

994 aminoacidos (aa) (se muestra la secuencia del extremo carboxilo que difiere



entre las isoformas: ...NYLEG) mientras que SERCA1b tiene 1001aa

(...NYLEDPEDERRK) (Brandl et al. 1986; Brandl et al. 1987; Korczak et al. 1988).

2.2.2 GEN ATP2A2

El gen ATP2A2 humano se encuentra en el cromosoma 12, banda 24.1, abarca
65.69 kb y se encuentra organizado en 21 exones (Zarain-Herzberg and Alvarez-
Fernandez, 2002). El transcrito de 4.4 kb genera por procesamiento alternativo 3
isoformas: SERCAZ2a, b y c. Las tres isoformas son idénticas hasta el aminoacido
993, pero por procesamiento alternativo del exon 20 se generan las isoformas
SERCA2a con 997 aa (...NYLEPAILE) y SERCA2b con 1042 aa (...
NYLEP/SDMFWS) (Lytton et al. 1989). SERCA2a tiene 10 pasos
transmembranales ubicando su extremo carboxilo terminal en citoplasma
(Verboomen et al. 1994). SERCAZ2b posee un dominio transmembrana extra de tal
forma que el extremo carboxilo se encuentra en el lumen del reticulo, lo cual junto
con su expresion ubicua, son caracteristicas Unicas de esta isoforma, la cual se
expresa principalmente en cardiomiocitos y en musculo esquelético de contraccion
lenta, asi como en musculo liso y en todos los tejidos no musculares (Zarain-
Herzberg et al. 1990). La isoforma SERCAZ2c se ha descrito por la inclusién de una
pequefia secuencia codificante dentro del intron 20, ahora exén 21, generando una
proteina de 999 aa (...NYLEPVLSSEL). La expresion de SERCA2c se ha
identificado en tejido epitelial, mesenquimal, asi como en células hematopoyéticas

(Dally et al. 2006).



2.2.3 GEN ATP2A3

El gen ATP2A3 es el miembro de la familia que fue descrito mas recientemente y
sin embargo, el que genera mayor numero de isoformas, en total 6 (Dode et al.
1998: Martin et al. 2002; Bobe et al. 2004). EI gen humano abarca 40.59 kb del
cromosoma 17q13.3 y contiene 22 exones que codifican un transcrito de 4.7 kb, el
cual produce 6 isoformas (a-f) por procesamiento alternativo de los ultimos 3 exones
(20, 21 y 22). SERCA3a posee 999 aa (...NHMHEEMSQK), SERCA3b 1043 aa
(...NHMH/PVCTSD) y SERCA3c 1024 aa (...NHMH/LASLKK). Tienen diferentes
extremos carboxilos y se producen como resultado de la exclusion de los exones 20
y 21 en SERCA3a, por exclusion parcial del exon 20 y total del 21 para SERCA3b y
por exclusion total del 21 en SERCA3c. SERCA3d con 1044 aa (... NHMH/EEAGKK)
y SERCA3e con 1052 aa (... NHMH/EEMSQK) conservan parte o completamente el
exon 20, respectivamente, seguido de los exones 21 y 22. Por ultimo, la isoforma
SERCA3f que posee 1033 aa (...NHMH/EMSQK) se genera por exclusion total del
exon 20 pero conserva el 21 y 22. A nivel de expresion de proteina, las isoformas
a, b y ¢, se expresan muy abundantemente en células hematopoyéticas, nédulos
linfaticos, timo, bazo, glandulas salivales, traquea, colon y pancreas (Kovacs et al.
2001; Martin et al. 2002; Bobe et al. 2005). SERCAS3 aparece siempre co-expresada
con la isoforma de expresion ubicua, SERCA2b; sin embargo, SERCA2b puede

encontrarse en ausencia de SERCA3 (Flores and Zarain-Herzberg, 2010).



2.3 ESTRUCTURA DE LAS ENZIMAS SERCA

Las enzimas SERCA son una clase tipica de ATPasas de tipo P, las cuales forman
fosfoproteinas como intermediarios y se someten a cambios conformacionales
durante el curso de la hidrdlisis del ATP (MacLennan et al. 1997). Estudios de
biologia molecular y cristalografia de rayos X han permitido determinar que las
enzimas SERCA estan formadas por una sola cadena polipeptidica de alrededor de
1000 aminoacidos, con una masa molecular aproximada de 110 kDa (Toyoshima
ad Mizutani, 2004). Estas enzimas constan de 4 dominios principales: un dominio M
formado por 10 hélices-a transmembranales y 3 dominios citosoélicos que conforman
la cabeza globular de la enzima: el dominio de unién al nucleétido (N), el dominio
de fosforilacion (P), que en conjunto forman el dominio catalitico y el dominio
accionador (A) (Figura 4). Los dominios A y P estan conectados al dominio M, que
rodean el sitio de unién al ion Ca?*. Estudios de mutagénesis dirigida y expresion in
vitro, demostraron que los sitios de unién al Ca?* se localizan principalmente en
grupos carboxilo de los residuos de acido aspartico (Asp) y acido glutamico (Glu) en
las hélices M4, M5 y M6. Estos sitios de unién al Ca?* pueden existir en un estado
de alta afinidad, permitiendo el acceso de los iones Ca?* del citosol, o en un estado

de baja afinidad, orientado hacia el lumen del RE (Inesi et al. 2006).

Las enzimas SERCA tienen grandes cambios conformacionales durante el proceso

de transporte de los iones Ca?* (Figura 5).
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Figura 4. Estructura de las enzimas SERCA (Contreras-Leal et al. 2010).

Figura 5. Estructura tridimensional de la bomba SERCA mostrando las conformaciones E1 y

E2 (Brini and Carafoli, 2009).
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2.4 MECANISMO CATALITICO DE LAS BOMBAS SERCA

Las bombas SERCA transportan dos iones Ca?* en contra de un gradiente de
concentracion por medio del intercambio de dos o tres protones por molécula de
ATP hidrolizada. La energia necesaria para realizar su funcion es de

aproximadamente 12 kcal (de Meis, Arruda et al. 2003).

Para el transporte de Ca?* desde el citosol al lumen del RE o RS, las bombas
SERCA pasan por un complejo ciclo que involucra cambios conformacionales de la
proteina. Hasta la unién de dos iones Ca?*, la transfosforilacion de ATP conduce al
cambio conformacional de la proteina desde una proteina con alta afinidad por Ca?*
a un intermediario de baja afinidad. EI mecanismo de reaccibn comunmente se

interpreta de acuerdo a un esquema E1/E2 (Figura 6).

Figura 6. Esquema de reaccién simplificado del ciclo de reaccion de las ATPasas de Ca?*. Las
bombas existen en dos estados conformacionales principales: E1 une Ca?* con gran afinidad en el

lado citosolico; E2 tiene baja afinidad y libera el Ca2* en el lumen del RE (Brini and Carafoli, 2009).
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El modelo clasico postula que en el estado E1 los sitios de unién a Ca?* tienen muy
alta afinidad por el cation y se encuentran accesibles en el citoplasma. Sin embargo,
en el estado E2 los sitios tienen muy baja afinidad y expuestos hacia el lumen del
RE, resultando en la liberacion de los dos iones de Ca?* (de Meis and Vianna, 1979).
En el ciclo de reaccion, después de la fosforilacion, los dominios P, A y gran parte
del N se alinean. La enzima utiliza al ATP para formar un puente entre el dominio P
y N. El ciclo de reaccion esta regulado esencialmente por Ca?*, ya que el ATP puede
unirse a la enzima incluso en ausencia del ion, sin embargo, en ausencia de Ca?* el

ciclo no puede continuar (MacLennan et al. 1997).

En la primera etapa del ciclo catalitico, dos iones Ca?* se unen al dominio M en su
conformacioén de alta afinidad por Ca?* (E1); casi de inmediato el ATP se une a un
residuo de lisina (Lys515), localizado en el dominio N. La enzima tiene un cambio
conformacional que favorece el acercamiento del ATP, del dominio N al P, para
fosforilar un residuo de acido aspartico, lo que genera un intermediario fosforilado
(E1P). La energia liberada de la hidrélisis del ATP permite a la enzima cambiar su
conformacién, de E1P a E2P, que muestra baja afinidad por Ca?*. Con este cambio
conformacional, el Ca?* queda expuesto hacia el interior del lumen del RE o RS; se
produce la liberacién del Ca?* y la hidrdlisis del intermediario fosforilado (Figura 7).
Tras la disociacion del intermediario fosforilado y liberacién de Pi, la enzima SERCA

vuelve a su conformacion E1 para iniciar otro ciclo catalitico (Inesi et al. 2006).
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Figura 7. Modelo de movilizacién de Ca?* por la bomba SERCA (Alberts, 5th edition, Molecular

Biology of the Cell).

2.5 LAS BOMBAS SERCA Y EL CANCER

La expresion y actividad de canales y bombas de Ca?* pueden ofrecer una ventaja
para la proliferacion o resultar en mecanismos adaptativos para la supervivencia y
resistencia a la apoptosis. El perfil de cambios en las proteinas que se encargan de
la homeostasis de Ca?* no sigue un patrén uniforme en las diferentes neoplasias y

los mecanismos que modifican su funcion son muy amplios. Su expresién puede
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alterarse directamente por eventos de mutacién, mediante mecanismos
epigenéticos, por expresion alterada de factores de transcripcion que modulen su
expresion o mediante complejas vias de sefalizacion (Flores and Zarain-Herzberg,

2010).

Diversas mutaciones de las bombas SERCA han sido reportadas en varios tipos de
tumores cancerosos. En particular, se han identificado mutaciones en los genes
ATP2A2y ATP2A3, asi como disminucién en la expresion de las proteinas SERCA2
y SERCAS3 que codifican estos genes, por lo que se ha propuesto una participaciéon
importante de las bombas SERCA en la promocion y mantenimiento de distintas
neoplasias como cancer de colon, estémago, cavidad oral, SNC, tiroides, préstata,

mama, y posiblemente de otras células malignas.

La evidencia mas directa entre la deficiencia de SERCA y la formacion de tumores
fue observada en ratones heterocigotos del gen Atp2a2*-, donde se encontré que
los animales presentaban una alta incidencia de carcinomas en células escamosas
(o epitelio plano) como resultado directo de la haploinsuficiencia de SERCA2 (Liu et
al. 2001). En ratén también se ha visto que la tapsigargina (un inhibidor de origen
natural irreversible, muy potente y altamente especifico de la actividad de SERCA),
sirve como un agente promotor de tumores de diferentes grados de malignidad
sobre la piel del animal, comprobando que promueve el crecimiento de
queratinocitos en cultivo (Gniadecky and Gajkowska, 2003).

En humanos, hay reportes que indican que la expresion de SERCA2b esta
significativamente disminuida en cancer oral asi como en cancer de tiroides

(Pacifico et al. 2003). Alternativamente, las mutaciones somaticas y en la linea
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germinal en el gen ATP2A2 han sido detectadas en pacientes con cancer de colon
y pulmon con la consecuente pérdida o reduccion de la expresion de SERCA2, las
cuales se han asociado con una predisposicion a desarrollar este tipo de neoplasias
(Korosec et a. 20006).

En 2004, el analisis de mutaciones en el gen ATP2A2 en muestras de 52 pacientes
con cancer oral, en 32 pacientes con lesiones pre-malignas del mismo tipo celular y
de 8 lineas celulares derivadas de éste tipo de cancer, solo se identifico una
delecion de 12 pares de bases en una de las lineas celulares, la cual condujo a un
desfase en el marco de lectura a partir del exdn 14 de la secuencia codificante,
afectando al dominio de union del ATP de la enzima. El analisis de los niveles de
expresion del gen ATP2A2 y de la proteina de SERCAZ2, identificd una disminucion
significativa entre los pacientes con cancer. Los autores identificaron
hipermetilacion de la region promotora del gen ATP2A2 en aquellas muestras con
baja expresion del gen, restableciendo su expresién mediante tratamiento con 5-
azacitidina, un agente desmetilante del DNA. En suma, los autores postularon la
posible funcion de ATP2A2 como gen supresor de tumores, donde la disminucién
en su expresiéon contribuye de forma temprana al desarrollo de cancer oral (Endo et
al. 2004).

La expresion de SERCA3 es muy abundante en mucosas y epitelios, sin embargo,
se ha visto que disminuye drasticamente hasta incluso hacerse indetectable en
carcinomas de mama, colon y mucosa gastrica, estos hallazgos se reportaron tanto
en muestras de pacientes como en diferentes lineas celulares (Gelebart P. et al.

2002, Papp B et al. 2011).
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En otro trabajo, cuando se amplié la busqueda de mutaciones al gen ATP2A3, se
establecido que las mutaciones en ambos genes ATP2A2 y ATP2A3 aumentan la
susceptibilidad a desarrollar carcinomas de células escamosas en cabeza y nuca.
El analisis incluyd 79 pacientes con carcinomas y 124 donadores sanos. En el gen
ATP2A2 se encontraron 4 mutaciones puntuales: 2 en el promotor, 1 en el exon 13
y 1 en el intrdn XIX. Tres de estas alteraciones se encontraron en linea germinal y
1 en células somaticas. Las mutaciones en el promotor ATP2A2 corresponden con
las reportadas previamente por el mismo grupo en pacientes con cancer de colon,
asi como la del intron XIX. Ademas, la mutacion en el intrén XIX es comun en
familias con enfermedad de Darier, un trastorno genético de herencia autosémica
dominante, que se caracteriza por una diferenciacion anormal de la piel a causa de
mutaciones en el gen ATP2A2. Ninguna de estas mutaciones modifico la secuencia
de aminoacidos, pero las que afectaron la regiébn promotora presentaron expresion
reducida de mRNA del gen ATP2A2. En el gen ATP2A3 se encontraron 4
mutaciones diferentes en 7 pacientes con cancer de cabeza y nuca: 2 mutaciones
diferentes de sentido equivocado en el exon 14 y 2 en los intrones Il y XX. La
cuantificacion de los niveles de expresion de mRNA para SERCA2b y SERCA3a-f,
no mostro diferencia entre el tejido afectado y el normal del mismo paciente, pero la
comparacion entre los diferentes pacientes con o sin mutaciones en los genes
ATP2A2 y ATP2A3, identificd una disminucion significativa solo en aquellos con
mutaciones en el promotor del gen ATP2A2. El resultado anterior llevo a investigar
si la disminucién en la expresion correspondia a la hipermetilacion de los
promotores de los genes ATP2A2 y ATP2A3, sin embargo, no se encontraron

cambios (Korosec et al. 2008).
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En 2009, el mismo grupo analizé la frecuencia de mutaciones en el gen ATP2A3 en
275 muestras de pacientes con cancer en colon, pulmén o en el SNC. Los autores
concluyen que la ausencia de mutaciones somaticas sobre el gen ATP2A3 indica
que éste gen no funciona como supresor tumoral pero que la expresion incompleta
del mismo, es suficiente para modificar el ambiente celular y tisular que predispone
al desarrollo del cancer. Ademas, estos estudios sugieren que las mutaciones en
los genes que codifican las bombas SERCA constituyen eventos tempranos en el
proceso carcinogénico (Korosec et al. 2009).

La disminucién en la expresion de SERCAZ2 en lineas tumorales de tiroides y de
SERCAS en lineas de cancer gastrico y de colon se han asociado principalmente
con pérdida de la diferenciacion de las células cancerosas mas que con la
transformacién neoplasica per se (Gelebart et al. 2002, Pacifico et al. 2003).
También hay evidencia de que la pérdida de la actividad de SERCA vy el
consecuente vaciado de los depdsitos intracelulares induce proliferacion en
diferentes tipos celulares tanto normales como neoplasicos. La entrada de Ca?*
mediante la apertura de canales sensibles a Ca?* conduce a la activacion del factor
de transcripcion NFAT (por sus siglas en inglés Nuclear Factor of Activated T-cells),
cuyos genes blanco conducen a proliferacion y angiogénesis (formacion de nuevos
vasos sanguineos, relacionados con la diseminacion de tumores por el cuerpo)
(Lipskaia et al. 2007).

Se propone que la activacion de la via Ca?*/calcineurina/NFAT lleva a un aumento
en la proliferacion celular a través de un mecanismo que involucra la pérdida o
disminucién de la actividad de las bombas SERCA y el consecuente vaciado del

RE, lo cual activa la entrada de Ca?* desde el espacio extracelular. La apertura de

18



canales sensibles a Ca?* (SOC, por sus siglas en inglés Store-Operated Calcium
Channels) incrementa la [Ca?*];, la cual es detectada por la calmodulina quien a su
vez activa a la calcineurina, la cual es una proteina fosfatasa que desfosforila al
factor de transcripcion NFAT. La translocacion de NFAT desfosforilado al nucleo,
promueve la expresion de genes especificos relacionados con la proliferacion de
diversos tipos celulares normales y neoplasicos como por ejemplo ciclinas, c-Fos y
c-Jun.

Las bombas SERCA también desempefan un papel esencial en la sintesis,
plegamiento, transporte y secrecion de proteinas. La acumulacién de proteinas mal
plegadas en el RE conduce a la respuesta conocida como estrés del RE, el cual
lleva al vaciamiento de Ca?* del RE y constituye una sefial para la apoptosis.
También se ha reportado que la proteina anti-apoptotica BCL-2 ejerce su funcion
reduciendo la [Ca?*] dentro del RE por inhibicion de SERCA2 (Brini and Carafoli

2009, Lipskaia et al. 2007).

2.6 CANCER DE MAMA

El cancer de mama es conocido por ser el mas comun entre las mujeres. La
incidencia mundial de esta condicidn patolégica es de aproximadamente 1.67
millones de casos al ano (Ghoncheh et al. 2015). A pesar de los avances
multidisciplinarios en los tratamientos, mueren alrededor de un 10% de las pacientes
tratadas (Matsumoto et al. 2015). Desde el 2006, el cancer de mama es la primera
causa de muerte en mujeres mexicanas (Figura 8), ocupando el 14% de las muertes

relacionadas con el cancer. Su incidencia ha ido en aumento en las ultimas décadas,
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desde un riesgo anual del 2% en 1980, hasta el 5% en 2010 (Chavarri-Guerra et al.

2012).

Tradicionalmente se percibia al cancer de mama como una sola enfermedad. Sin
embargo, avances recientes en expresion génica y gendmica han revelado que el
cancer de mama es en realidad un conjunto de enfermedades que exhiben
caracteristicas anatomicas diferentes, respuestas a tratamientos e indices de

supervivencia distintos (Taherian-Fard et al. 2014).

Figura 8. Mortalidad de cancer de mama y cervical en México, 1955-2008 (Chavarri-Guerra et
al. 2012).

Los perfiles de expresion se refieren al proceso de medir la expresion de miles de
genes simultaneamente en una muestra de tejido dada. Los patrones resultantes
reflejan las bases moleculares del fenotipo tumoral y pueden ser usados para
comparaciones y clasificacion. Esta tecnologia nos proporciona una herramienta
poderosa que nos asiste en la determinacion del diagndstico, prondstico vy

tratamiento del cancer. Entender el desarrollo del cancer de mama es critico para
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su tratamiento y prevencion, sin embargo poco se sabe de los eventos moleculares

involucrados en su progresion (Moldovan et al. 2013).

En el afo 2000, se propuso la primera clasificacion molecular del cancer de mama
utilizando analisis de expresidon génica sobre microarreglos de DNA,
categorizandolo en 5 principales clases: Tipo basal (basal-like, triple negative),
sobre-expresion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HERZ2), luminal A, luminal B y subtipo normal (normal breast-like subtype). Estos
tumores pueden ademas ser separados en dos brechas, ER* y ER" (Tabla 1). Los
del subtipo luminal A tienen los mejores prondsticos mientras que los de tipo basal

y HER2 tienen los peores; el tipo luminal B tiene un prondstico intermedio (Cornejo

et al. 2014).
Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mama (Cornejo et al. 2014).
Subtipo ER/PR/HER2 Otro IHC Vias Grado
molecular moleculares histolégico
Luminal A ER3*, PR, CK & CK18+, Genes Bajo
HER2- GATA3* responsivos a
ER
Luminal B ER-, PR*, CK 8+, CK18+, Genes Intermedio
HER2* GATAS* responsivos a
ER, mutaciones
en TP53
HER2 ER-, PR, HER2* Genes HERT1, Alto
mutaciones en
TP53
Tipo basal (triple | ER-, PR, HER2- | CK5*, CK"+, Mutaciones en
negativo) CK'"*, EGFR*, c- | TP53, via de Alto
KIT*, CD**, BRCA1
nestina 2*, P-
cadherina*
Breast like ER*-, PR*", Bajo
HER2-

Abreviaturas. CK, citoqueratina; ER, receptor de estrogeno; GATAS3, proteina 3 de union a GATA,;
HERZ2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; IHC, inmunohistoquimica; PR,

receptor de progesterona.
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Muchas enfermedades humanas se caracterizan por alteraciones en la expresion
de diversos factores de transcripcion. Muchos proto-oncogenes y genes supresores
de tumores (anti-oncogenes) son bien conocidos por codificar proteinas las cuales,
solas o en complejo actuan como reguladores transcripcionales. Defectos en ER,
Myc, Rb y p53 contribuyen a procesos que llevan a la proliferacion descontrolada
en tumores mamarios y otras neoplasias. Por ejemplo, la sobre-expresion de Myc
es encontrada en alrededor del 30% de los casos de cancer de mama primario,
mientras que una regulacion positiva constitutiva de ER ocurre en mas del 50% de
los nuevos casos. Asimismo, la pérdida de funcién de p53 por mutaciones que
paralizan su actividad transcripcional se puede encontrar en un 20-40% de los
casos, mientras que las mutaciones inactivantes que resultan en la pérdida de la
expresion de Rb estan presentes en un 15-20% de los tumores mamarios (Benz,

1998).

Aunado a lo anterior, las alteraciones epigenéticas como la hipermetilacion de las
islas CpG en los promotores de muchos genes, asi como las modificaciones post-
traduccionales de las histonas se han asociado claramente con la iniciacion y
progresion del cancer de mama, afadiendo un nivel mas de dificultad para su
compresion (Dworkin et at. 2009). Es muy importante la identificacion de nuevos
biomarcadores para la reclasificacion de cancer de mama ya que nos llevan al
desarrollo de nuevas terapias y estrategias de tratamientos para contribuir al manejo

personalizado de las pacientes (De Abreu et al. 2014).
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2.7 FITOESTROGENOS Y CANCER DE MAMA

La mayoria de los canceres de mama son dependientes de estrogeno, y en mujeres
posmenopausicas el suministro de estrégenos en el tejido mamario se deriva de la
conversion periférica de los andrégenos circulantes. Sin embargo, hay una paradoja
relativa a la epidemiologia de cancer de mama vy la ingesta alimentaria de los
fitoestrogenos, que se unen débilmente a los receptores de estrogeno e inician la
transcripcion dependiente de estrogeno (Rice & Whitehead, 2006). Numerosos
estudios epidemioldgicos y clinicos han evaluado la relacion entre el consumo de
fitoestrogenos y las enfermedades humanas, pero los resultados aun no han
producido un panorama claro de si estos compuestos tienen un potencial
terapéutico o no. La dosis, composicion dietética, el tipo de fitoestrégeno
administrado y la duracidn del uso varian considerablemente entre los distintos
estudios, haciendo que sea dificil una comparacion (Patisaul and Jefferson, 2010)

ademas de que poseen multiples blancos de accién (Figura 9).

Figura 9. Multiples blancos para la accién de los fitoestrogenos (Bilal et al. 2014).
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Los fitoestrogenos son un grupo de sustancias derivadas de las plantas que son
estructural o funcionalmente similares al estradiol. El interés en estas moléculas ha
sido alimentado por una serie de datos epidemiolégicos que sugieren un menor
riesgo de cancer de mama en mujeres que habitan en paises con alto consumo de

fitoestrogenos, por ejemplo en Japén. (Duffy et al. 2007).

El alto consumo de soya (una fuente abundante de fitoestrégenos) se ha asociado
con menor riesgo de cancer de mama. Ademas, la tasa de cancer de mama entre
inmigrantes de paises con alto consumo de fitoestrégenos hacia paises de bajo
consumo ha ido en aumento, sugiriendo que cambios en el estilo de vida, incluyendo
los cambios dietéticos en la captacion de fitoestrégenos juegan un papel importante,

aunque podrian no ser los unicos (Duffy et al. 2007).

Los estrogenos se reconocen cada vez mas como una causa de cancer de mama.
Tanto las concentraciones elevadas de estrogeno endoégeno como la terapia
hormonal con estrogenos durante la menopausia se asocian con un mayor riesgo
de cancer de mama. Sin embargo, el papel de los fitoestrégenos es ambiguo. En
modelos animales y estudios in vitro, los fitoestrogenos se unen débilmente a los
receptores de estrogenos y pueden ya sea producir o inhibir los efectos del
estrégeno. La actividad de un fitoestrégeno depende de su estructura y su
metabolismo, su concentracién relativa a la de los estrogenos enddgenos y a la
funcion biolégica evaluada (Ziegler, 2004). Una de las funciones mas estudiadas de

los fitoestrégenos es la modulacion de la transcripcion (Figura 10).

En un estudio con aproximadamente 15, 000 mujeres holandesas de entre 49y 70
afos reclutadas para un programa de seguimiento por 4-8 afos con una dieta alta
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en lignanos e isoflavonas (dos tipos de fitoestrogenos) se identificaron 280 casos
de cancer de mama. Los puntos fuertes del estudio incluyen el uso de un detallado
y validado cuestionario semi-cuantitativo de ingesta de alimentos, cuidadosamente
desarrollado para detectar los niveles de fitoestrégenos consumidos. No se
encontré asociacion entre el consumo de isoflavonas y la incidencia de cancer de
mama. Sin embargo, se observé una disminucion en el riesgo de cancer de mama
de un 30% para las mujeres que ingerian altas cantidades de lignanos (un promedio

de 0.8 mg/dia) (Ziegler, 2004).

Figura 10. Diferentes formas por las cuales los fitoestrogenos pueden alterar la transcripcion.
1) Actuar como agonista/antagonista de la actividad transcripcional de los receptores de estrogeno;
2) Modulando vias de sefializacion celular que pueden ser activadas por receptores de estrogenos
en la superficie celular; 3) Inhibiendo o estimulando la transcripcion de genes reguladores de la
apoptosis y el ciclo celular; y 4) Alteraciones epigenéticas en el DNA, proteinas histonas y RNA para

alterar la transcripcion/traduccion de proteinas (Bilal et al. 2014).
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En otro estudio in vitro se encontré que fitoestrégenos como el RSV, la genisteina y
la quercetina tienen efectos antiproliferativos sobre la linea celular de cancer de
mama MCF-7 incluso a concentraciones bajas por un mecanismo que es
dependiente del receptor de estrogenos, ademas de ser capaces de mantener la

supervivencia de las células normales de la linea MCF-10A (Chen & Chien, 2014).

2.7.1 RESVERATROL

El resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno, RSV) pertenece al grupo de los
fitoquimicos, y dentro de ellos a los polifenoles (flavonoides o catecinas). De
manera general, a estas sustancias de metabolismo desconocido se les atribuyen
funciones antioxidantes y de inhibicion enzimatica (ciclooxigenasa, lipooxigenasa y
xantina), al estabilizar las especies reactivas de oxigeno, y quelar el hierro y el
cobre, que facilitan acciones pro-oxidantes. Es un potente antioxidante, un polifenol
natural, elaborado por mas de 70 especies de plantas en respuesta a situaciones
estresantes (radiacion ultravioleta, infecciones fungicas, etc.). EI RSV se encuentra
en la naturaleza en forma de isébmero cis y trans (Figura 11, siendo la forma mas
habitual y estudiada, el trans-reveratrol (Millan et al. 2008). EI RSV ha sido
ampliamente estudiado por sus efectos benéficos en diversos tipos de cancer como
cancer de piel no-melanoma, melanoma, de mama, gastrico y colorectal, de pulmén,
carcinogénesis esofagica, cancer de prostata, neuroblastoma, hepatoma,

fibrosarcoma, cancer de pancreas y leucemia (Athar et al. 2007).
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Figura 11. Estructura de los isomeros cis y trans del RSV.

A nivel molecular, el RSV ha mostrado una actividad importante en procesos anti-
inflamatorios, anti-proliferacion, control del ciclo celular, apoptosis, entre otros (Le
corre et al. 2005). Sin embargo, a pesar de sus beneficios a la salud bien
documentados, su mecanismo de accion permanece controversial (Tennen et al.
2012). Hasta hace un tiempo, la activacion de la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK) era el evento de sefalizacion mas rio arriba que se conocia desencadenado
por el RSV. Mas recientemente, Park y su equipo demostraron que el RSV
directamente inhibe varias fosfodiesterasas, lo cual lleva a la activacion de AMPK.
Estos pasos incluyen un aumento en los niveles de cAMP, la activacion del factor
intercambiador de nucledtidos de guanina dependiente de cAMP (Epac1),
incremento en los niveles de Ca?* citosolico y activacion de la via CamKKb-AMPK
a través de la fosfolipasa C (PLC) y el receptor de rianodina (RyR). Como
consecuencia, el RSV incrementa la concentracién de NAD* y la actividad de SIRT1,

imitando los efectos de la restriccidn calérica (Figura 12) (Park et al. 2012).
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Otro restudio reciente demostro que el RSV imita estructuralmente a la tirosina y es
capaz de unirse a una enzima TyrRS, provocando su translocacion al nucleo y la
transcripcion de genes protectores para el organismo, entre ellos p53 (Sajish and
Schimmel, 2014). Las blancos moleculares del RSV que modulan sus efectos

antiproliferativos se resumen en la figura 13.

Figura 12. Modelo propuesto de como el RSV imita la restriccion calérica (Park et al. 2012).

El mecanismo de accién del RSV en cancer de mama ha sido analizado en diversas
investigaciones con algunos resultados interesantes. Por ejemplo: Disminuye la
proliferacion y numero de células en las lineas celulares de cancer de mama MCF-
7 y MDA-MB-231, induce apoptosis en MCF-7 y en menor medida en MDA-MB-231,

induce cambios en la expresion de reguladores del ciclo celular de manera
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diferencial dependiendo la linea celular e inhibe la actividad de la ribonucleotido
reductasa (Pozo-Guisado et al. 2002). También se demostrd que la mitocondria, el
Ca?*y la calpaina son mediadores importantes de la apoptosis inducida por RSV en
cancer de mama (Sareen et al. 2007); El RSV puede también inducir arresto del
crecimiento mediante la via Akt-caspasa-9 en la linea celular MCF-7 (Li et al. 2006);
disminuye la expresién de genes involucrados en la reparacién del DNA (Leodn-
Galicia et al. 2013); en la linea celular MDA-MB-435 se demostré que el RSV inhibe
la migracién e invasion impidiendo la actividad de IGF-1, en parte, a través de la
supresion de la activacién de la via PI-3K/Akt (Tang et al. 2008); previene el
silenciamiento epigenético de BRCA-1(Papoutsis et al. 2010); En la linea celular
MDA-MB-231, RSV induce apoptosis por activacion de la caspasa-3 que provoca la
degradacion de PARP [Poly(ADP-ribose) polymerase protein] (Alkhalaf et al. 2007),

entre otros efectos.
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Figura 13. Efectos antiproliferativos del RSV. El RSV induce diferentes vias que llevan a un

arresto del crecimiento y apoptosis (Le Corre et al. 2005).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El i6bn Ca?* puede modular una amplia variedad de procesos vitales para la
supervivencia y buen funcionamiento de las células. Por dicha razén, es importante
que conozcamos a fondo los diversos componentes que se encargan de su
homeostasis, tanto su funcionamiento como su expresién. En los ultimos afos, se
ha asociado a uno de estos componentes (la bomba SERCA) como un participe
activo de distintas enfermedades. En cancer de mama se ha visto que la expresion
de SERCAB3 se pierde casi por completo con respecto al tejido normal. Sin embargo,
se desconoce si esto ocurre también a nivel de mRNA y cuales son los mecanismos
que modulan su expresion; asi como si algunos agentes naturales como el RSV,
que ha mostrado propiedades anti-cancer en diversos modelos in vitro e in vivo,

pueden reestablecer la expresion y/o funcidén de la bomba SERCA.

4. HIPOTESIS

El RSV puede modular la expresion de los genes ATP2A2 y ATP2A3 en lineas
celulares de cancer de mama, contribuyendo a cambios en la proliferacién y muerte

celular por un mecanismo que es dependiente de Ca?*.
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5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de los genes ATP2A2 y ATP2A3 en lineas celulares de cancer

de mama después de aplicar tratamientos con distintas concentraciones de RSV.

Ademas, evaluar el efecto que este tratamiento tiene en la proliferacion celular,

apoptosis y movilizacion intracelular de Ca?*.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

>

Realizar cultivos de células tumorales de tejido mamario (MCF-7 y MDA-MB-
231), asi como células de tejido mamario normal (MCF-10A).

Aplicar tratamientos a las lineas celulares con distintas concentraciones de
RSV durante distintos tiempos.

Medir viabilidad celular, proliferacion y apoptosis como consecuencia de los
tratamientos aplicados.

Evaluar los niveles relativos de mRNA de los genes ATP2A2 y ATP2A3
después de los tratamientos con RSV.

Determinar la concentracién intracelular de Ca?* en células tratadas y no

tratadas con RSV.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivos celulares.

Las lineas celulares correspondientes a adenocarcinoma mamario MCF-7 (luminal
A) y MDA-MB-231 (triple negativo); y una correspondiente a tejido normal (MCF-

10A) que se utilizaron en este trabajo fueron todas adquiridas de ATCC.

Las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 fueron crecidas en medio DMEM suplementado
con 10% de SFB, kanamicina y antibiético antimicético para evitar contaminacion,

5% de CO2y 37°C conforme a las indicaciones del proveedor.

La linea MCF-10? se creciéo en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB,
rhEGF (20 ng/mL), insulina (10 pg/mL), hidrocortisona (1 pg/mL), kanamicina y
antibiético antimicotico para evitar contaminacién, 5% de CO2z y 37°C conforme a

las indicaciones del proveedor.

Tratamientos farmacolégicos.

Los cultivos se sometieron a tratamientos con un suplemento certificado que
contiene 99% trans-resveratrol de la marca MegaResveratrol®. Las
concentraciones utilizadas fueron 10, 50, 100 y 200 uM, el vehiculo utilizado para
disolverlo fue etanol absoluto, partiendo de una solucion stock que contenia 10 mg
RSV/mL etanol (43.8 mM). Los tiempos de incubacion fueron de 12, 24,48 y 72 h,
realizandose cambios de medio diariamente. Los controles consistieron en cultivos
con medio de cultivo y otro con medio de cultivo mas el vehiculo para corroborar

que los efectos observados se debieran exclusivamente al tratamiento con RSV.
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Ensayos de viabilidad celular.

Un total de 10* células de cada linea celular fueron sembradas en placas de 96
pozos, cuando alcanzaron 80% de confluencia fueron aplicados los tratamientos
con las distintas concentraciones y tiempos de RSV. Al terminar el tiempo de
incubacion, se agregoé el reactivo Prestoblue Cell Viability Reagent (Molecular
probes A-13261) en una relacién 1:10. Se incubd a 37°C por un minimo de 30 min
y un maximo de 24 h para determinar el punto de mayor sensibilidad de deteccion.
Las medicion de fluorescencia se realiz6 en un Multilabel counter Victor 2 1420
(Perkin Elmer). Los valores mas altos de fluorescencia se correlacionan con mayor
actividad metabdlica. La longitud de onda de excitacién para el Prestoblue Cell

Viability Reagent es de 560 nm y la de emision de 590 nm.

Purificacion de RNA total y RT-PCR.

Se realizd la extraccion de RNA total por el método organico (Chomczynski and
Sacchi, 1987) con Trisure (Bioline 38033) como lo indica el fabricante. Se evalué la
calidad del mismo mediante electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa con
formaldehido y se cuantifico por espectrofotometria en un Nanodrop 2000
(LifeTechnologies) con la relacion de absorbancia 280/260 nm mayor o igual a 1.8
como RNA de buena calidad. Se tomd 1 ug de RNA total para la sintesis de cDNA
mediante la reaccidn de transcripcidn reversa con la enzima con la enzima M-MLV
(Invitrogen 28025-013) en un volumen final de 20 yL. Posteriormente, para evaluar
el efecto de los tratamientos sobre los cultivos celulares se realizé la amplificacion

de los genes de interés (ATP2A2, ATP2A3, BCL2, BCL2L11 y MKI67) mediante RT-
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PCR, a través de cuantificacion relativa con Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit

(Qiagen 204076) normalizando cada muestra contra un gen de expresion ubicua (3-

actina y GAPDH). Las secuencias de cada par de primers se muestran en la Tabla

2. Del gen ATP2A2 se amplific6 solamente la isoforma SERCA2b por ser de

expresion ubicua en todos los tipos celulares. Para amplificar SERCAS3 se flanqued

una porcion del mMRNA que es comun en todas las isoformas (a-f).

Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados para RT-PCR (F= Forward; R= Reverse).

Nombre del Secuencia 5" 23’ Tamafio del
primer producto

hSERCA2b F CGAACCCTT GCCACTCATCTTC
hSERCA2b R TGC CGA GAACGAGCAGGATTT G 189 nt
hSERCA3 F CAG GGG ACATTG TAGAAGTGG C
hSERCA3 R TGG TCA CGG ACA CAG ATT CACC 126 nt
hBCL2 F TTG ACA GAG GAT CAT GCT GTACTT
hBCL2 R ATCTTT ATT TCATGAGGC ACGTT 103 nt
hBIM F GCT GTG GAG GCT GAATCC
hBIM R TCG GCT GCT TGG TAATTATTC 74 nt
hKI167 F GGT GTG CAG AAA ATC CAA AGA
hK167 R ACT GTC CCT ATG ACT TCT GGT TG 77 nt
hActina F TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG
hActina R GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC 146 nt
hGAPDH F TGCCCTCAACGACCACTTTG
hGAPDH R TCTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTGC 152 nt
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Analisis de los resultados de RT-PCR en tiempo real.

Los datos de amplificacion fueron obtenidos por triplicado de cada una de las
muestras, se convirtieron en logaritmo y se analizaron los valores de Ct (ciclo umbral
o threshold) mediante el método de AACt (Pfaffl M.W., 2001), con datos de Ct con
SD =< 0.5 entre los triplicados de cada muestra procedente de tres experimentos

independientes, utilizando la siguiente formula:

Target gene

Expresion -
gen normalizador

(Eficiencia target gene)ACt target gene(Control—tratado)

(Eficiencia gen normalizador)ACt gen normalizador(Control—tratado)

Las expresiones de pB-actina y GAPDH fueron utilizadas como genes
normalizadores. Las graficas mostradas en la seccion de resultados corresponden

a las normalizaciones con B-actina.

Ensayos de proliferacion.

El reactivo CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit de Invitrogen (MP 07026) fue
utilizado para la medicion de la proliferacion, es un método sensible basado en un
colorante que aumenta su fluorescencia cuando se une al DNA (Jones et al. 2001).
Un numero constante de células de las tres lineas celulares fueron sembradas en
placas de 96 pozos y se realizd el tratamiento con las distintas concentraciones de
RSV durante 72 h. Al término del tratamiento, se retir6 el medio y las células fueron
lavadas con PBS y congeladas a -70°C durante 30 min. Las células fueron
posteriormente descongeladas y se agregaron 200 pL de reactivo CyQUANT diluido

1:400 en bufer de lisis 1X. La placa fue incubada a temperatura ambiente durante 5
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min protegida de la luz y se procedid a la medicion de la fluorescencia (~480 nm de

excitacion y ~520 nm de emision maxima).
Ensayos de actividad de caspasa-3.

Las células control y tratadas por 72 h con RSV fueron lavadas dos veces con PBS,
posteriormente se cosecharon mecanicamente y sometidas a centrifugacion
durante 5 min a 10,000 rpm. Las células fueron después resuspendidas en un
volumen de bufer de lisis que depende el numero de células (Caspase 3 Assay Kit
Colorimetric, Sigma Casp-3-c) (Nicholson et al. 1995). Las células se incubaron por
20 min en hielo y los lisados fueron centrifugados a 12,000 rpm por 15 minutos. Los
sobrenadantes fueron transferidos a tubos nuevos. La proteina total se cuantificd
por espectrofotometria en un Nanodrop 2000 (LifeTechnologies). La reaccidn
consistio en incubar durante 24 h 60 pg de proteina total con bufer de ensayo y 10
ML del sustrato hidrolizable por la caspasa 3. Este sustrato contiene el péptido acetil-

Asp-Glu-Val-Asp p-nitronilida (pNA), el cual tiene una alta absorbancia a 405 nm.
Determinacion de [Ca?*]i con FURA-2, AM.

Las lineas celulares control y tratadas con 50 uM de RSV por 72 h. fueron cargadas
en placas p-100 con el fluréforo FURA-2, AM a una concentracion final de 5 uM y
0.001% de acido plurénico en medio Krebs-Ringer-Hepes-Glucosa (NaCl 120 mM,
KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, KCI 4.75 mM, glucosa 10 mM, Hepes 20 mM,
CaClz2 1.27 mM, albumina sérica bovina 0.05%, pH 7.4), durante 45 minutos a 37°C
en una atmosfera de 5% de CO2. Después de la incubacion, las células fueron

lavadas con PBS para eliminar la albumina y el FURA-2, AM externo, a continuacion
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las células fueron despegadas con tripsina/EDTA al 0.025% por 1 minuto, fueron
resuspendidas nuevamente en Krebs y centrifugadas a 3,000 rpm por 3 minutos, el
sobrenadante se descartdo y se lavo dos veces mas. El pellet de células fue
homogenizado en 2 mL de Krebs para proceder a la lectura en agitacion constante
mediante un espectrofluorometro AMINCO-Bowman serie 2, el cual registra los
cambios de fluorescencia con excitacion a 340 nm y emisién de 510 del flouréforo.
La cuantificacion se hizo de acuerdo a la ecuacion publicada originalmente por el

grupo de Roger Tsien:

R - Rmin (Sf2>

[Ca2 +]i = Kd [ Sh2

Rmax - R

Donde Kd es la constante de disociacién del fluoréforo, Sf2 es la intensidad maxima
de la fluorescencia para cero Ca?* obtenida a la longitud de onda utilizada para
monitorear el Ca?* libre, Sb2 es la intensidad minima de fluorescencia a condiciones
saturantes de Ca?* (obtenida a la misma longitud de onda que Sf2), Rmin y Rmax
son los valores de fluorescencia obtenidos en condiciones de Ca?* cero y saturantes,

respectivamente (Paredes, et al. 2008).

Analisis estadistico

Los resultados de todos los experimentos son expresados como la media de 3
experimentos independientes (n=3) * error estandar (EE). Los valores fueron
comparados con analisis de varianza (ANOVA) con el software GraphPad Prism 6,
aplicando la prueba de Dunnet que compara varios grupos contra el control. En las
graficas, el asterisco (*) denota valores estadisticamente significativos con p<0.05

comparados con el control correspondiente de cada experimento.
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8. RESULTADOS

8.1.- Cambios morfolégicos en las lineas celulares MCF-7, MCF-10A y MDA-

MB-231 después de tratamientos con distintas concentraciones de RSV.

Con la finalidad de analizar el efecto del RSV sobre las distintas lineas celulares, al
medio completo adicionado con 10% de SFB, se les agregd distintas
concentraciones de RSV (10, 50, 100 y 200 uM) y se realizaron cultivos con 12, 24,
48 y 72 h de tratamiento. Se muestran imagenes de los tiempos y concentraciones
que mas mostraron diferencias comparadas con el control. Las tres lineas celulares
son adherentes. En el caso de las lineas celulares cancerosas MDA-MB-231 y MCF-
7 (Figuras 14 y 15, respectivamente) se observo claramente una disminucion en el
numero de células en una manera dependiente de la dosis y del tiempo de
exposicion, efecto que es mas notorio en la linea MCF-7. En el caso de la linea
MCF-10A (Figura 16), donde la morfologia es ligeramente alargada, ésta se acentua
aun mas con concentraciones altas de RSV (200 uM) aun a tiempos cortos (24 h),
mostrando signos de senescencia o estrés como citoplasma mas aplanado y
cambios en la expresion de genes (Ben-Porath and Weinberg, 2004) como se
mostrara mas adelante. Concentraciones bajas de RSV (10 y 50 yM) parecen no
impedir de manera significativa la proliferacion, puesto que las células tratadas se

comportan de manera muy parecida al control.
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Control, 72 h Control + EtOH, 72 h

100 uM RSV, 72 h 200 pM RSV, 72 h

Figura 14. Efecto sobre el nimero de células en la linea MDA-MB-231 con distintas
concentraciones de RSV. Las concentraciones de RSV y tiempos utilizados se muestran en las

fotos, se realizé cambio de medio de cultivo fresco con tratamiento cada 24 h.
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Control, 24 h Control + EtOH, 24 h

100 phM RSV, 24 h 200 uM RSV, 24 h

100 hM RSV, 72 h 200 pM RSV, 72 h

Figura 15. Efecto sobre el numero de células en la linea MCF-7 con distintas concentraciones
de RSV. Las concentraciones de RSV y tiempos utilizados se muestran en las fotos, se realizd

cambio de medio de cultivo fresco con tratamiento cada 24 h.
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Control, 24 h

50 uM RSV, 24 h

Control, 72 h

Control + EtOH, 24 h

200 uM RSV, 24 h

Control + EtOH, 72 h
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10 uM RSV, 72 h 50 P(M RSV, 72 h

100 uM RSV, 72 h 200 p(M RSV, 72 h

Figura 16. Efecto sobre la morfologia de las células MCF-10A con distintas concentraciones
de RSV. Las concentraciones de RSV y tiempos utilizados se muestran en las fotos, se realizd

cambio de medio de cultivo fresco con tratamiento cada 24 h.
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8.2.- Analisis de viabilidad celular de los tratamientos con RSV en las lineas

celulares.

Con el objetivo de investigar el efecto de las distintas concentraciones de RSV y los
tiempos de tratamiento en la viabilidad de las tres lineas celulares, se determind
ésta con el reactivo PrestoBlue Cell Viability Reagent de Invitrogen (A13261)
(Ahmed et al. 1994). Los resultados muestran que en las lineas celulares
cancerosas la viabilidad disminuye en una manera dependiente de la dosis y del
tiempo de tratamiento, llegando a disminuir hasta en un 50% en la linea MDA-MB-
231 (Figura 17) y hasta un 60% en la linea MCF-7 (Figura 18) con concentraciones
altas de RSV (200 uM) durante 72 h. La exposicidon a concentraciones bajas no
disminuye considerablemente la viabilidad. En el caso de la linea celular MCF-10A
(Figura 19), no se observa cambio significativo en la viabilidad en ninguna de las
condiciones probadas. Los resultados fueron normalizados contra el control, el cual

fue considerado con valor de 1.0.

Figura 17. Ensayo de viabilidad celular en la linea celular MDA-MB-231 con diferentes

concentraciones de RSV. ANOVA, n = 3, p<0.05
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Figura 18. Ensayo de viabilidad celular en la linea celular MCF-7 con diferentes

concentraciones de RSV. ANOVA, n = 3, p<0.05

Figura 19. Ensayo de viabilidad celular en la linea celular MCF-10A con diferentes

concentraciones de RSV. ANOVA, n = 3, p<0.05
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8.3.- Expresion del mRNA relativa de los marcadores de apoptosis Bcl-2 y BIM;
y de proliferacién Ki67 en las lineas celulares cancerosas tratadas con 200 uM

de RSV.

Con el fin de identificar el posible mecanismo de accién del RSV sobre |la apoptosis
y/o proliferacién, evaluamos mediante RT-PCR la expresién del mRNA de algunos
marcadores como Bcl-2 (anti-apoptético), BIM (pro-apoptético) y Ki67

(proliferacion).

Los resultados fueron los esperados en la linea celular MDA-MB-231 (Figura 20), la
determinacién de la expresion de los marcadores a las 12 y 24 h muestra que tanto
el gen Bcl-2 que evita la apoptosis como el gen Ki-67 que promueve la proliferacion
disminuyeron su expresion aproximadamente un 50% con respecto al control; de
igual manera, el gen que codifica para la proteina BIM, la cual es promotora de la

apoptosis aumentd de 2 a 2.5 veces.

Por otro lado, en la linea celular MCF-7 (Figura 21) se observa que el gen Ki67
disminuye su expresién al igual que en la linea celular MDA-MB-231. Sin embargo
el gen Bcl-2 mostré una disminucién de su expresion a 12 h, mientras que a 24 h su
expresion aumenta hasta casi 2.5 veces. El mRNA de BIM a 12 h se encuentra
disminuido con respecto al control, y es hasta las 24 h que empieza a mostrar un

aumento de 2 veces.

Los estudios de expresion génica en la linea MCF-10A no se realizaron debido a
que el analisis de viabilidad celular no mostr6 cambios en ninguna condicidon

experimental.
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Figura 20. Expresion de los genes que codifican para Bcl-2, BIM y Ki67 después del

tratamiento con 200 uM de RSV en la linea celular MDA-MB-231. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Figura 21. Expresion de los genes que codifican para Bcl-2, BIM y Ki67 después del

tratamiento con 200 uyM de RSV en la linea celular MCF-7. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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8.4.- Cambios en la proliferacion celular producidos por los tratamientos con

RSV en las lineas celulares.

A diferencia de otros métodos que se basan en la deteccidn de actividad metabdlica,
el ensayo utilizado (CyQUANT) se basa en la cantidad de DNA presente, por lo cual
es ideal para determinacion de la proliferacién celular. Los resultados muestran que
el tratamiento con RSV disminuye la proliferacion en una manera dependiente de la
dosis en las lineas celulares cancerosas MDA-MB-231 y MCF-7, mientras que en la
linea celular MCF-10A no se observan cambios (Figura 22), resultados muy
parecidos a los presentados en la seccion de viabilidad celular. Los resultados

fueron normalizados contra el control, el cual fue considerado con valor de 100%.

Figura 22. Alteracion en la proliferaciéon de las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y MCF-

10A con distintas concentraciones de RSV por 72 h.
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8.5.- Deteccion de apoptosis producida por los tratamientos con RSV en las

lineas celulares.

Para identificar si la disminucion en la viabilidad celular se debe a la induccién de
apoptosis por RSV, se realizé un ensayo de actividad de caspasa-3, la cual es una
proteina efectora importante en la cual convergen tanto la via intrinseca como la via
extrinseca de la apoptosis. Por los resultados, se pudo detectar la presencia de
caspasa-3 activa en ambas lineas celulares cancerosas, mientras que en la linea
control se encontré disminucion de la actividad de caspasa-3 a partir de 50 uM de
RSV (Figura 23). Esto concuerda con varios estudios (Yang, 2001; Sareen, 2007,
Shi, 2011; Joe, 2002; Alkhalaf, 2008; Pozo-Guisado, 2002 y 2005) que han
reportado que el tratamiento con RSV induce apoptosis en las lineas celulares

cancerosas utilizadas en este proyecto.

Figura 23. Actividad de caspasa-3 normalizada en las lineas celulares MCF-10A, MCF-7 y

MDA-MB-231 después de un tratamiento por 72 h con RSV. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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8.6.- Expresion del mRNA relativa de SERCA2 y SERCA3 en las lineas

celulares tratadas con distintas concentraciones de RSV.

Se procedio a realizar curvas de expresion para identificar la dosis y tiempo a los
cuales se lograba mayor expresion del mMRNA de nuestros genes de interés, los
tiempos probados fueron 12, 24, 48 y 72 h; y las concentraciones fueron de 10, 50
100 y 200 pM. Los resultados muestran que el aumento en la expresion de SERCA3
es dependiente del tiempo de tratamiento y se presenta un comportamiento
transitorio, obteniéndose un maximo de expresiéon a concentraciones intermedias
de 50 y 100 uM en el caso de la linea celular MDA-MB-231, casi 6 veces su
expresion con respecto al control (Figura 25); en la linea celular MCF-7 se empieza
a observar un ligero aumento cuando se aplica una concentraciéon de 200 uM,
mientras que durante las concentraciones menores a 200 uM, los niveles se

mantienen equiparables al control (Figura 27).

Para el caso de ambas lineas celulares cancerosas (Figuras 24 y 26), se observé
que los niveles del MRNA de SERCA2b se mantienen esencialmente constantes en
las condiciones probadas, indicando que probablemente el mecanismo por el cual
el RSV induce un aumento en la expresion de SERCAS3 es especifico del gen o de
tejido, puesto que soélo mostrd incrementar la expresion de la isoforma tejido-
especifica de la bomba. Los resultados obtenidos en la linea celular no cancerosa
MCF-10A muestran que el tratamiento con RSV no afecta la expresion ni de
SERCA2b (Figura 28) ni de SERCA3 (Figura 29), al menos en concentraciones

bajas (10 y 50 uM) e intermedias (100 uyM). Sin embargo, con una concentracion
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alta (200 uM) durante 72 h se observa que la expresion de SERCAS se eleva casi

5 veces con respecto al control y la de SERCA2b hasta 2.5 veces.
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Figura 24. Expresion del mRNA de SERCA2b en la linea celular MDA-MB-231 a distintas

concentraciones de RSV y distintos tiempos de tratamiento. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Figura 25. Expresion del mRNA de SERCA3 en la linea celular MDA-MB-231 a distintas

concentraciones de RSV y distintos tiempos de tratamiento. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Figura 26. Expresion del mRNA de SERCA2b en la linea celular MCF-7 a distintas

concentraciones de RSV y distintos tiempos de tratamiento. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Figura 27. Expresion del mRNA de SERCA3 en la linea celular MCF-7 a distintas
concentraciones de RSV y distintos tiempos de tratamiento. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Expresion de mRNA relativa (SERCA2b/Actina)

Condicion experimental

Figura 28. Expresion del mRNA de SERCA2b en la linea celular MCF-10 con distintas

concentraciones de RSV a 72 h. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Figura 29. Expresion del mRNA de SERCA3 en la linea celular MCF-10 con distintas
concentraciones de RSV a 72 h. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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8.7.- Cambios en el flujo intracelular de Ca?* debido a los tratamientos con

RSV en las lineas celulares.

Como se menciond previamente, los niveles de Ca?* intracelulares juegan un papel
importante en la homeostasis celular, controlando diversos procesos como la
proliferacion y apoptosis. Ya que la bomba SERCA pertenece al sistema de control
del Ca?* citosolico, y dado que los resultados previos muestran que el tratamiento
con RSV puede incrementar su expresion hasta 6 veces para el caso de SERCA3
a nivel de mRNA en la linea MDA-MB-231, decidimos evaluar si el tratamiento con
RSV a la concentracion que induce una maxima expresion (50 uM) provocaba
cambios en el flujo intracelular de Ca?*. Esto lo hicimos mediante el uso del colorante
fluorescente de union a Ca?* FURA-2, AM que es permeable a la membrana celular,
por lo que puede introducirse al citosol y unirse especificamente al Ca?*, provocando
un aumento en la fluorescencia que puede ser monitoreado en tiempo real. Se
puede observar que el contenido de Ca?* basal es similar en las lineas MCF-10A y
MDA-MB-231, mientras que en la linea MCF-7 es mayor (mas del doble). El
tratamiento con 50 yM de RSV disminuy6 el Ca?* citosdlico en las lineas MCF-10A

y MCF-7, mientras que lo aumento en la linea MDA-MB-231 (Figura 30).

Por otro lado, se encontré que las lineas celulares respondian de manera diferente
a un estimulo de Tapsigargina, un inhibidor especifico de las bombas SERCA que
permite determinar la concentracion de Ca?* almacenada en el RE. Mientras que en
la linea MCF-10A, el Ca?* liberado fue igual tanto en el control como en las células
tratadas, el tratamiento provocé una menor liberacion de Ca?* en la linea MCF-7 y

mayor liberacién en la linea MDA-MB-231 (Figura 31).
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La tabla 3 resume los resultados obtenidos en las figuras 30 y 31, mostrando los

valores numéricos de la [Ca?*]i asi como del Ca?* liberado por el reticulo.
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Figura 30. [Ca?] citosdlico basal en las lineas celulares MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231

tratadas y no tratadas con 50 uM de RSV por 72 h.. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Figura 31. Liberacién de [Ca?*] inducida por tapsigargina en las lineas celulares MCF-10A,
MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas y no tratadas con 50 uM de RSV por 72 h.. ANOVA, n = 3, p<0.05.
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Tabla 3. Cuantificaciones de Ca?* citosoélico y Ca?* liberado del RE en las lineas celulares MCF-

10A, MCF-7 y MDA-MB-231.

Linea Ca? Error Ca% Error | A[Ca?")i Ca% Error Ca% Error A[Ca?]
celular | citosolico | estandar | citosolico | estandar liberado | estandar | liberado | estandar | liberado
en en del RE del RE
células células en en
Control tratadas células células
(nM) (nM) control tratadas
(nM) (nM)
MCF-
10A 63.34 8.3 34.67 +5.42 -28.67 123 +16.8 102.2 +9.15 -20.8
MCF-
7 157.51 +6.51 111.81 +5.73 -45.7 144.41 +18.24 86.23 +9.55 -58.18
MDA-
MB- 49.83 2.2 117.6 +4.15 +67.77 | 442.87 +14.5 5441 +21.66 | +101.23
231
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9. DISCUSION

La expresién disminuida o incluso inexistente de las bombas SERCA ha sido una
constante en diversas patologias, entre las cuales se encuentra el cancer, por lo
que se concluye que su expresion alterada incide en el desarrollo normal de la
célula. A pesar de esto, no se ha podido encontrar una relacion directa entre su
expresion alterada y la presentacion del proceso carcinogénico. Sin embargo, se
piensa que estos cambios en su expresion confieren mayor susceptibilidad a
desarrollar esta neoplasia. La alteracion en la homeostasis de Ca?* puede contribuir
a la modificacion de procesos fundamentales como la proliferacion, diferenciaciéon y
la muerte celular, los cuales son importantes en el proceso carcinogénico. En el
mantenimiento de la homeostasis de Ca?*, las bombas SERCA juegan un papel
importante para que la célula vuelva a su estado de reposo, evitando que se pierda
la regulacion de diversas vias de transduccion de sefales a través de un mecanismo

de retroalimentacion negativa.

En 2011, Papp y Brouland demostraron que en lesiones pre-cancerosas y
cancerosas en la glandula mamaria habia una pérdida casi total de la expresion de
SERCAS3 comparada con tejido epitelial mamario normal (Papp & Brouland, 2011).
Estos datos indican que SERCA3 es un nuevo marcador fenotipico que muestra
patrones especificos de expresién en glandulas mamarias normales. Los datos
presentados por este grupo sugieren que la funcion de bombeo de Ca?* del RE esta
relacionada con la carcinogénesis de mama desde etapas muy tempranasrazon por
la cual propusieron que la deteccion de los niveles de expresion de SERCA3 puede

ser util para la caracterizacién inmunofenotipica de lesiones benignas y malignas;
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ademas de que la comprension de los mecanismos moleculares de la homeostasis
de Ca?* en el RE puede abrir nuevas vias hacia un mejor entendimiento de esta
neoplasia. Aunado a lo anterior, se sabia por diversos estudios que la administracion
de dosis micromolares de RSV a cultivos de células de diversos tipos de cancer de
mama provocaba disminucion de la proliferacion, arresto del ciclo celular, inhibicion
de metastasis e induce autofagia. No obstante, poco se sabe de los mecanismos

moleculares que gobiernan este efecto quimioprotector.

En este trabajo, con la finalidad de investigar el efecto del RSV sobre la expresion
de los genes ATP2A2 y ATP2A3, y por lo tanto en la homeostasis de Ca?*
intracelular, se utilizaron las lineas celulares cancerosas MCF-7 y MDA-MB-231, las
cuales difieren principalmente en que la primera expresa receptores de estrégenos
a, mientras que la segunda no expresa ningun tipo de receptor de hormonas, por lo
cual se clasifican en subtipos moleculares distintos de cancer de mama como
luminal A y triple negativo, respectivamente. Por otro lado, también se incluyd una
linea celular correspondiente a tejido epitelial mamario no canceroso como control,

MCF-10A.

Los resultados muestran que, mientras la expresion del mRNA de SERCAZ2b
permanece esencialmente constante en las dos lineas celulares cancerosas
después de los tratamientos con RSV, la expresion del mMRNA de SERCAS3 se vio
incrementada, aunque de manera mas significativa en la linea celular MDA-MB-231.
La expresion de SERCA2b y de SERCAS3 en la linea celular control no mostro
cambios sino hasta con concentraciones altas de RSV (200uM), lo cual coincide con

un cambio en la morfologia de las células que fue observado mediante microscopia
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optica. En las lineas celulares cancerosas se observé una disminucion importante

del nimero de células.

Previamente se ha mencionado que el RSV puede modular la expresion de diversas
proteinas que funcionan como modulares de la transcripcion, ya sea de manera
positiva o negativa. Debido a que los promotores de los genes ATP2A2 y ATP2A3
son distintos, una posible explicacion para los resultados observados que es que se
haya alterado la expresion de algun factor de transcripcion (o de algun co-activador
transcripcional) que pudiera interactuar con algun elemento de respuesta presente
en el promotor del gen ATP2A3. Sin embargo, las posibilidades que existen para
explicar el mecanismo son diversas y se necesita investigacion mas detallada para

resolverlo.

Por otro lado, diversos estudios han mostrado que la dosis es importante al
momento de observar los efectos protectores del RSV hacia diversas patologias, lo
cual quedo en evidencia en el analisis de expresion de los genes ATP2A2y ATP2A3
en las lineas cancerosas, en el cual se muestra que el mayor incremento de la
expresion de ATP2A3 se dio a una concentracion intermedia (50 uM), mientras que
a concentraciones mayores la expresion empezé a disminuir nuevamente hasta
niveles equiparables con el control o incluso menores. Para el caso del gen ATP2A2,
la administracion de altas dosis hizo que su expresion aumentara o disminuyera, lo
cual podria indicar una desresgulacion o efecto secundario provocado por el
tratamiento. En el caso de la linea celular control se puede observar que la
expresion de ambos genes se mantiene constante, pero al observar la expresion

cuando se administré una dosis alta se pudo observar un aumento en la expresion
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de ambos genes, lo cual se pudiera correlacionar con el cambio en la morfologia en

las células.

Las proteinas Blc-2 son una gran familia de reguladores intracelulares de la
apoptosis que se encuentran conservadas en la evolucion desde los gusanos hasta
los humanos (Alberts, Molecular Biology of the Cell, 5th edition). La proteina Bcl-2
bloquea la apoptosis y coopera con c-myc en la transformacion celular (Tsujimoto,
1998); paraddjicamente, la familia Bcl-2 contiene otras proteinas que son pro-
apoptéticas, a diferencia de la proteina Bcl-2. Una de estas proteinas es BIM (Blc-2
like protein 11, Bcl2L11) que es capaz de interactuar con algunos otros miembros
de la familia de Bcl-2 como Bcl-2, Bcl2L1 y MCL1, entre otros. Estudios previos con
ratones transgénicos sugieren que esta proteina funciona como un iniciador
esencial de la apoptosis debido a que induce la oligomerizacion de Bax/Bak en la
mitocondria (Gogada et al. 2012). La proteina Ki67 se encuentra principalmente en
el nucleo y es considerada un marcador de proliferacion debido a que se expresa
exclusivamente en células proliferando y la salida del ciclo celular lleva a una
disminucién dramatica de su expresion. Ki67 ha sido asociada con la transcripcion
del RNA ribosomal ya que su inactivacion lleva a la inhibicion de la sintesis de éste

(Scholzen and Gerdes, 2000).

La resistencia a farmacos es un fendmeno bien conocido que resulta cuando las
enfermedades se vuelven tolerantes a tratamientos farmacolégicos. Este concepto
fue considerado primeramente en bacterias que desarrollan resistencia a ciertos
antibidticos, pero desde entonces se han encontrado mecanismos similares en

diversas enfermedades, entre ellas el cancer (Housman et al. 2014).
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La quimioterapia y la terapia hormonal son dos de las principales vias del
tratamiento contra el cancer, sin embargo su efectividad se puede ver limitada por
la resistencia a farmacos. Los mecanismos de resistencia se pueden dividir en dos:
intrinsecos y adquiridos. La resistencia intrinseca indica que antes de recibir la
terapia, hay factores pre-existentes que median la resistencia en las células
tumorales y hacen que la terapia no sea efectiva. La resistencia a farmacos
adquirida se puede desarrollar durante los tratamientos a tumores que fueron
inicialmente sensibles, puede ser causada por mutaciones que surgen durante el
tratamiento asi como a través de otras respuestas adaptativas como la expresion
incrementada del agente terapéutico diana y la activacion de vias de senalizacion
alternativas compensatorias (Holohan et al. 2013). Estos mecanismos de
resistencia afectan a pacientes con diversos tipos de cancer en la sangre y tumores
sélidos, incluyendo cancer de mama, ovario, pulmén y tracto intestinal (Persidis,

1999).

Cada célula cancerosa de un paciente dado tiene un fondo genético particular que
depende no solamente del tejido de origen, sino también de los patrones de
activacion de oncogenes y la inactivacion de supresores de tumores, asi como de
variaciones aleatorias en la expresion génica como resultado del fenotipo mutante
de la mayoria de los canceres. En consecuencia, cada cancer expresa un arreglo
diferente de genes de resistencia a farmacos, y las células cancerosas aunque sean
derivadas clonalmente, exhiben una gran heterogeneidad con respecto a la

resistencia a farmacos (Gottesman, 2002).
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Los resultados de los analisis de expresion de los marcadores de apoptosis y
proliferacion en las lineas celulares cancerosas mostraron que en la linea celular
MDA-MB-231 hubo una disminucion de la expresidén del oncogén Bcl-2 en un 50%
comparado con el control a las 12 y 24 h de tratamiento con RSV. Resultados muy
similares se encontraron con el marcador de proliferacion Ki67. Por otro lado, el gen
que codifica para la proteina promotora de apoptosis BIM mostré un aumento de su
expresion de 2 - 2.5 veces. Sin embargo, en la linea celular MCF-7 se observé que
solamente el gen Ki67 se comportaba de la misma manera que en la linea celular
MDA-MB-231, mientras que paraddjicamente el gen Bcl-2 empezd a mostrar un
aumento de su expresion de hasta 2.5 veces a las 24 h, después de que a las 12 h
de tratamiento habia disminuido en un 10%. Esto indica que probablemente se
desarroll6 algun mecanismo de resistencia en la linea celular MCF-7, que a
diferencia de la linea MDA-MB-231, si expresa receptores de estrogeno. Se ha
observado que las lineas celulares y los tipos de cancer de mama que expresan
receptores de estrogeno muestran una resistencia adquirida frecuentemente
después de que al principio respondian a terapia endocrina, lo cual hace que su
utilidad sea limitada en muchas ocasiones (Ziauddin, 2014; Osborne and Schiff,
2011). Esto es importante de analizar ya que los estrégenos juegan un papel
importante en la patogénesis del cancer de mama a través del ERa,
aproximadamente el 70% de los tumores mamarios son positivos a receptor de

estrégeno (Garcia-Becerra et al. 2013).

Multiples estudios han mostrado que el RSV disminuye la viabilidad celular y

proliferacion de células de varios tipos de cancer, incluyendo el cancer de mama.
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Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo previamente reportado: el
tratamiento con RSV disminuye la viabilidad celular y la proliferacion en una manera
dependiente del tiempo y de la concentracion en una forma directamente
proporcional. Sin embargo, se sabe muy poco del mecanismo molecular que
gobierna éste proceso, ademas de que se ha visto que la ruta seguida para la
disminucién de la proliferacion es especifica de cada linea celular, por lo cual no se

ha podido establecer una via candnica.

La enzima lipogénica Sintasa de Acidos Grasos (FASN), también llamada antigeno
oncogénico 519, se encuentra altamente expresada en tumores mamarios (Alo, et
al. 1999); también se ha visto que la sefalizacion dependiente de FASN regula la
expresion, actividad y localizacion celular del oncogén HER2 en células de cancer
de mama (Vazquez-Martin et al. 2008). Basado en esto, el grupo de Khan en 2014
encontré que el tratamiento con RSV disminuye la expresion del oncogén HER2 por
regulacion negativa de FASN y de la ciclina D1 en una manera dependiente de la
dosis en la linea celular de cancer de mama SKBR-3, asociando esto con la
disminucion de la proliferaciéon; por otro lado, el mismo tratamiento provoca una
inhibiciéon gradual de la fosforilacion de Akt y un aumento en los niveles de su
inhibidor, PTEN, lo que provoca alteraciones en la via de Akt/PI3BK/mTOR; ademas
la combinacion de RSV con rapamicina (un inhibidor de mTOR) aumenta el efecto
de ésta, potenciando una disminucion del crecimiento e induccion de apoptosis
(Khan et al. 2014). Esto fue corroborado por Alayev en 2015 en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231, quien ademas encontré que la combinacion de RSV con

rapamicina, ademas de inducir apoptosis, bloquea la autofagia inducida por el

62



tratamiento con rapamicina, que es un efecto no deseado por el tratamiento con

éste farmaco (Alayev et al. 2015)

La induccion de autofagia (esencial para la generaciéon de varios fenotipos, entre
ellos los tumorales) por RSV se da, al menos en las lineas celulares MCF-7 y SUM-
159 asi como en BCST (Breast Cancer Stem-Like Cells), sumprimiendo la via de

Wnt/B-catenina, por aumento en la expresion de B-catenina (Fu et al. 2014).

Otros mecanismos también han sido propuestos, uno de ellos involucra a un
receptor de superficie celular para el RSV, que fue identificado en la integrina av3,
el cual esta asociado a la activacion de la via de las MAPK (Lin et al. 2006). En
2014, el grupo de Tang encontré que la disminucion en la proliferacién en la linea
celular de cancer de mama triple negativa MDA-MB-231 por RSV, se encuentra
asociada con la disminucion de la expresion de las ciclinas D1, D2 y E2, asi como
de la CDK2, CDK4 y CDK6. Sin embargo, no se encontré un incremento en la

expresion de las proteinas Cip1/p21 y Kip1/p27 (Tang et al. 2014).

El estrés oxidativo ha sido también estudiado como posible mecanismo de inhibicion
de crecimiento por RSV. El estrés oxidativo juega un papel importante en la
iniciacién, promocion y progresion del cancer debido a la induccion de dafio al DNA
e interfiriendo con diversas vias de transduccion de sefal (Klauning y Karmendulis,
2004). Se ha postulado que tanto la expresién disminuida o la baja actividad de
enzimas antioxidantes es parcialmente responsable de la carcinogénesis, por lo que
el aumento de la expresion de estas enzimas asi como el aumento de su actividad
se ha propuesto como una estrategia efectiva para la prevencion y tratamiento
contra el cancer (Khan et al. 2010). Un claro ejemplo es que la induccién de la
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actividad de la catalasa a través de progestina ha mostrado ser efectiva contra
células de cancer de mama, inhibiendo su proliferacion (Petit et al. 2009). En un
estudio realizado en diversos tipos de lineas celulares cancerosas que incluyo
cancer de mama, hepatico y de prostata, se demostro que tanto la expresion como
la actividad enzimatica de SOD2 fue aumentada en las lineas celulares utilizadas
después del tratamiento con RSV, aunque la expresion y actividad antioxidante de
CAT y SOD1 apenas mostraron un aumento, mientras que no fueron observados
cambios en la actividad y expresion de GPX1. El efecto es especifico puesto que en
lineas celulares no cancerosas no se observaron cambios (Asaduzzaman et al.

2013).

Fortaleciendo la hipotesis del estrés oxidativo en cancer, un estudio de Singh en
2014 mostré que el tratamiento con RSV inhibe la carcinogénesis en células de
epitelio mamario a través de la induccion de vias protectoras mediadas por NRF2
(Singh et al. 2014). NRF2 es un factor de transcripcion importante que regula la

defensa antioxidante en macrofagos y células epiteliales (Li et al. 2004).

Uno de los principales objetivos en la terapia contra el cancer es impedir la
proliferacion de las células cancerosas, o bien, inducir apoptosis de manera
especifica a éstas sin danar a las células normales. La apoptosis es un tipo de
muerte celular que los organismos multicelulares utilizan para deshacerse de
células no deseadas (Taylor et al. 2008). Durante el proceso apoptético temprano,
se puede observar por microscopia de luz un encogimiento celular y picnosis. Con
el encogimiento celular, se condensa el citoplasma y los organelos se empaquetan

mas estrechamente. La picnosis es el resultado de la condensacion de la cromatina,
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la cual, es la caracteristica mas distintiva de la apoptosis (Elmore, 2007). Otra
caracteristica que define a este tipo de muerte celular es la hidrélisis extensiva de

DNA nuclear en fragmentos de unos 200 pb (Williams et al. 1974).

Disturbios en la regulacion del Ca?* en el RE pueden inducir la respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR), perturbando eventos celulares que estan estrechamente
ligados con la muerte celular. Quiza, el vinculo mas fuerte entre la regulacion de
Ca?* en el RE y la muerte celular se encuentra en las proteinas de la familia de Bcl-
2, muchas de las cuales residen, al menos en parte, en las membranas del RE.
Proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 y Bcl-X reducen la concentracion basal de
Ca?* en el RE, mientras que proteinas pro-apoptéticas como BAX tienen el efecto
opuesto. Ademas, el knockout de los genes que codifican a las proteinas pro-
apoptéticas BAX y BAK reduce la concentracion de Ca?* en el RE en el estado de
reposo, aunque los mecanismos por los cuales las proteinas de la familia de Bcl-2
regulan la concentracion de Ca?* en el reticulo no se entienden completamente (Kim

et al. 2008).

Los defectos en el programa de apoptosis son uno de los mayores factores causales
en el desarrollo y progresion del cancer. La habilidad de las células tumorales para
evadir la apoptosis puede jugar un papel importante en la resistencia a regimenes
terapéuticos convencionales (Kasibhatla and Tseng, 2003). Las estrategias
terapéuticas que restauran las vias de senalizacion que promueven la apoptosis
hacia la normalidad tienen el potencial de eliminar a las células cancerosas, las

cuales dependen de estos defectos para sobrevivir (Wong, 2011).
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Los resultados de viabilidad celular y proliferacién mostraron claramente que habia
una disminucién del numero de células después del tratamiento por RSV. Para
identificar si ésta disminucion se debia a que las células habian entrado en
apoptosis, se llevd a cabo un ensayo colorimétrico para la deteccion de la actividad
de la proteina caspasa-3 que es una proteina efectora tanto de la via extrinseca
como de la via intrinseca de la apoptosis. Los valores de absorbancia muestran que
hay actividad de caspasa-3 en las lineas celulares cancerosas que llega a ser hasta
aproximadamente un 50% del valor de absorbancia que muestra el control positivo,
que es la enzima caspasa-3 purificada en presencia del sustrato que puede
hidrolizar. Esto concuerda con reportes previos donde en diversos modelos de
cancer tanto in vitro como in vivo, se ha visto que existe apoptosis inducida por RSV
en cancer de pancreas (Xu et al. 2015), nasofaringeo (Cai et al. 2015), de pulmén
(Lucas and Kolodziej, 2015), de ovario (Lang et al. 2015), de colon (Demoulin et al.
2015), de piel (Wu et al. 2015), de mama (Joe et al. 2002), leucemia (Peng et al.

2015), entre otros.

La regulacion del Ca?* intracelular es un mecanismo de sefializacion importante
para la proliferacion tanto en células normales como cancerosas. En células
epiteliales normales, la concentracion de Ca?* libre es esencial para que las células
entren a las fases S y M del ciclo celular. En cambio, las células cancerosas pueden
pasar estas fases del ciclo celular con concentraciones de Ca?* libre mucho
menores, indicando el desarrollo de un mecanismo alternativo para cumplir los
requerimientos de Ca?* intracelular que den paso a las tasas mayores de sintesis

de DNA y mitosis que son caracteristicas de estas células (Taylor et a. 2008). La
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expresion alterada de canales idnicos permeables a Ca?* se ha identificado en
varios tipos de cancer de mama. En algunos casos, tales cambios estan
relacionados con el subtipo de cancer de mama e incluso con el prondstico para el
paciente. Diversos modelos in vitro e in vivo han ayudado a identificar canales de
Ca?* especificos que tienen un papel importante en la proliferacion e invasividad de
las células de cancer de mama. Sin embargo, algunos aspectos para el
entendimiento del flujo de Ca?* en cancer de mama requieren investigacién mas
profunda. Esto incluye la identificacion de los mecanismos responsables para la
expresion alterada y la estrategia terapéutica mas efectiva para apuntar a las células
de cancer de mama a través de canales especificos de Ca?* (Azimi et al. 2014).
Aunque parece ser que las alteraciones en la sefializacién por Ca?* no son el motor
principal para la iniciacion de la carcinogénesis de mama, estos cambios pueden
ser explotados farmacolégicamente para reducir la proliferacién y metastasis de las
células cancerosas de mama o incluso promover muerte celular. La remodelacion
de la sefializacion por Ca?* parece ser distinta entre los diversos subtipos de cancer
de mama y pueden ser mediados a través de diferentes mecanismos con
consecuencias diferentes (Taylor et a. 2008). Adicionalmente, algunas
investigaciones revelan que el Ca?* es un importante modulador positivo de la

actividad del REa en cancer de mama (Leclercq, 2012).

En varios reportes se ha estudiado el impacto que tienen diversos componentes del
sistema de sefializacion por Ca?* en la regulacion intracelular de este catién en
varios modelos de cancer de mama. Algunos de estos componentes son la ATPasa

de Ca?* de la membrana plasmatica en sus isoformas 2 y 4 (PMCA2 y PMCA4),
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canales de Ca?* insensibles a voltaje (VICC), canales de Ca?*operados por voltaje,
canales TRPC, canales TRPM, canales TRPV, canales de Ca2* operados por
ligando y canales de Ca?* ORAI (Azimi et al. 2014; Curry et al. 2012; Sergeev and
Rothen, 1998; Lee et al. 2005). A pesar de esto, no existen estudios que se
enfoquen en el papel de la bomba SERCA en este proceso. Uno de los pocos
reportes que existen es del grupo del Falcke en 2003, el cual estudio el efecto de la
sobre-expresién de la bomba SERCA en el Ca?* intracelular en ovocitos de
Xenopus, ademas de desarrollar un modelo matematico que explique el
comportamiento de este fendmeno. Ellos observaron, contrariamente a lo que se
pensaba, que la sobre-expresion de SERCA provoca una disminucién del periodo y
un incremento en la amplitud de las ondas de Ca?*; asi como un aumento en el
contenido de Ca?* en el RE. Aunque no se comenta nada acerca de si hubieron o

no cambios en procesos como proliferacion y muerte celular (Falcke et al. 2003).

La modulacidén celular de las caracteristicas espacio-temporales de las oscilaciones
de Ca?* confiere especificidad y selectividad a las sefiales mediadas por Ca?*, ya
que las moléculas diana activadas por Ca?* como las cinasas dependientes de
calmodulina, calcineurina o PKC se activan de manera o6ptima a distintas
frecuencias y amplitudes de las oscilaciones de Ca?* (Pralong et al. 1994; Oancea
and Meyer, 1998; De Koninck and Schulman, 1998). Esto puede llevar a la
activaciéon diferencial de factores de transcripcion como NFAT, NF-kB y otros,
llevando a la modulacién de expresion de genes por las oscilaciones de calcio

(Dolmetsch et al. 1997; Li et al. 1998; Dolmetsch et al. 1998).
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10. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

El RSV disminuye la viabilidad celular y la proliferacion en una manera
dependiente de la dosis y del tiempo en las lineas celulares cancerosas MCF-
7 y MDA-MB-231, mientras que en la linea celular control MCF-10A no se

observaron cambios.

El analisis de expresion de los genes Bcl-2, BIM y Ki67 sugiere que el efecto

podria ser pro-apoptético y/o inhibicién de la proliferacion.

El RSV induce la expresion del mRNA de SERCA3 de una manera tipo
celular dependiente y con un comportamiento transitorio, encontrandose
mayor induccion en la linea celular MDA-MB-231, mientras que en las lineas
MCF-7 y MCF-10A no se observaron cambios significativos. La expresién del
MRNA de SERCA2b se mantiene relativamente constante en las tres lineas
celulares, indicando posiblemente un mecanismo especifico sobre la

expresion de SERCAS.

Los experimentos de apoptosis revelan que hay caspasa-3 activa en las
lineas celulares cancerosas tratadas con RSV pero no en la linea celular

control.

Se observaron cambios en la concentracién basal de Ca?* en las 3 lineas
celulares pero de manera diferencial, asi como cambios en la capacidad de

liberacion/almacenamiento de Ca?* en el RE.
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11. PERSPECTIVAS

Los resultados mostrados en este trabajo muestran que la induccidn de la expresion
de SERCAS por RSV es especifica comparada con la isoforma ubicua SERCAZ2b.
Sin embargo, no dejan claro el papel que tiene SERCA3 en la homeostasis de Ca?*
intracelular, asi como su papel en la regulacion de diversos procesos celulares
fundamentales como la apoptosis y la proliferacion celular, los cuales se vieron
fuertemente afectados por el tratamiento con RSV, y que son fuertemente afectados

en patologias como el cancer.

Por esta razon, es importante profundizar sobre los mecanismos moleculares que
los polifenoles, y en particular el RSV, tienen para poder revertir las caracteristicas

no deseadas que presentan las células cancerosas.
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