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RESUMEN

El Resveratrol (RSV) es un fitoestrégeno que ha sido relacionado con la quimio-
prevencion de varios tipos de cancer. En este trabajo, mostramos un incremento
inducido por RSV en la expresion del gen ATP2A3 de hasta 6 veces, el cual produce
apoptosis y cambios en el manejo intracelular de Ca?* en las células de cancer de
mama MCF-7 y MDA-MB-231. Exploramos los cambios epigenéticos ocurridos en
esta regulacion positiva mediada por RSV, y los resultados indican que ésta
correlaciona con la disminucién de aproximadamente 50% en la actividad de HDAC
y reduccion en la expresion de HDAC2 nuclear y ocupancia sobre el promotor de
ATP2A3, lo cual incrementé la acetilacion global de la histona H3 y el
enriquecimiento de la marca de histonas H3K27ac en el promotor de ATP2A3 en
células MDA-MB-231. También cuantificamos la actividad de HAT, encontrando que
esta puede ser potenciada por el tratamiento con RSV; sin embargo, la inhibicién
farmacoldgica de p300, una de las principales HAT, no tuvo efectos significativos en

la expresion del gen ATP2A3 mediada por RSV.

Adicionalmente, también la actividad de las DNMTs se encuentra reducida en
células tratadas con RSV, asi como la expresion de las proteinas de uniéon de DNA
metilado MeCP2 y MDB2. Sin embargo, el analisis del patron de metilacién del
promotor del gen ATP2A3 muestra que se encuentra hipometilado en ambas lineas
celulares. En conjunto, los resultados de este trabajo ayudar a explicar, a nivel
molecular, como el gen ATP2A3 es regulado en células de cancer de mama, y los
beneficios del consumo de RSV que se han observado en datos epidemiolégicos,

estudios con animales y modelos in vitro.

Vi



ABSTRACT

Resveratrol (RSV) is a phytoestrogen which has been related to chemoprevention
of several types of cancer. In this work, we show up to a 6-fold increased expression
of ATP2A3 gene induced by RSV that triggers apoptosis and changes of intracellular
Ca?* management in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. We explored
epigenetic changes for this RSV-induced ATP2A3 up-regulation. The results indicate
that RSV-induced ATP2A3 up-regulation correlates with about 50% of reduced
HDAC activity and reduced nuclear HDAC2 expression and occupancy on ATP2A3
promoter, increasing the global acetylation of histone H3 and the enrichment of
histone mark H3K27ac on the proximal promoter of the ATP2A3 gene in MDA-MB-
231 cells. We also quantified HAT activity, finding that it can be boosted with RSV
treatment; however, pharmacological inhibition of p300, one of the main HATSs, did

not have significant effects in RSV-mediated ATP2A3 gene expression.

Additionally, DNMTs activities were also reduced in cells treated with RSV, as well
as the expression of Methyl-DNA binding proteins MeCP2 and MBD2. However,
analysis of the methylation pattern of ATP2A3 gene promoter showed un-methylated
promoter in both cell lines. Taken together, the results of this work help to explain,
at the molecular level, how ATP2A3 gene is regulated in breast cancer cells, and the
benefits of RSV intake observed in epidemiological data, studies with animals, and

in vitro models.
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1. INTRODUCCION

El ion Ca (Ca?*) es un segundo mensajero utilizado por células eucariontes para
regular de manera especifica procesos celulares como la proliferaciéon, muerte
celular, transcripcion, metabolismo, entre otros [1]. Uno de los componentes
principales del sistema de sefializacién por Ca?* es la bomba SERCA, una proteina
que transporta Ca?* hacia el lumen del reticulo sarcoplasmico (RS) de células
musculares y del reticulo endoplasmico (RE) de todos los tipos celulares, mediante
la hidrélisis de ATP, para restaurar el estado de reposo [2]. Tres genes diferentes
(ATP2A1-3) codifican para diferentes isoformas de la proteina SERCA, las cuales
se expresan en diferentes tejidos o estadios del desarrollo [3]. Las isoformas de
SERCAI1 (ay b) se expresan exclusivamente en musculo esquelético de contraccion
rapida [4]; SERCAZ2 tiene cuatro isoformas (a-d) que se expresan en musculo
esquelético de contraccién lenta, corazon, musculo liso y células hematopoyéticas
[5, 6]. SERCAZ2b es la Unica isoforma que se expresa en todos los tejidos [5]. El gen
ATP2A3 codifica para 6 isoformas de SERCA3 (a-f) que se expresan en tejidos
endoteliales y epiteliales, pancreas, plaquetas, timo, bazo, nddulos linfaticos, entre
otros [7, 8]. Varios estudios han demostrado que la expresion de las proteinas
SERCA2 y SERCAS se ve alterada en varios tipos de cancer, incluido el de mama
[9-11]. Su expresion puede alterarse directamente por eventos de mutacion,
mediante mecanismos epigenéticos, por expresion alterada de factores de
transcripcion que modulen su expresion o mediante diversas vias de sefalizacion

[12].



Los fitoestrogenos son un grupo de sustancias derivadas de las plantas que son
estructural o funcionalmente similares al estradiol [13]. Una caracteristica de los
fitoestrégenos es que poseen diversos blancos moleculares, entre los que se han
propuesto a los mecanismos epigenéticos [14]. En células de cancer de mama MCF-
7 y MDA-MB-231 previamente observamos que el tratamiento con Resveratrol
(RSV) aumenta la actividad de diversas caspasas y que la induccion de la expresion
del gen ATP2A3 es importante para la apoptosis inducida por RSV, ya que su

silenciamiento por RNAI disminuye parcialmente la apoptosis inducida por éste [15].

2. ANTECEDENTES

2.1 SENALIZACION POR CALCIO Y LA BOMBA SERCA

El Ca?* es un segundo mensajero que regula procesos como la transcripcion,
contraccion muscular (y motilidad en general), proliferacion, muerte celular,
metabolismo, entre otros [1]. La regulacion precisa de esta sefalizaciéon depende
de proteinas efectoras que censan y transportan continuamente el Ca?* entre
compartimentos celulares como el citoplasma, el RE, la mitocondria, el aparato de
Golgi, los lisosomas y el espacio extracelular. El sistema de sefializacion por Ca?*

puede dividirse en 4 etapas que se detallan en la Figura 1 [16].

En el espacio extracelular, las concentraciones de Ca?* suelen encontrarse entre 1-
2 mM, mientras que en el citosol pueden variar entre 10-100 nM en el estado de
reposo, o 100-1000 nM en el estado activado. En el lumen del RE, organelo que es

el principal reservorio intracelular de Ca?*, su concentracion esta en el rango de 100-



500 uM [17]. La activacion de un proceso especifico depende de la magnitud de la

elevacion del Ca?* citosolico, asi como de la duracién de dicho estimulo.

Citoplasma

-Proliferacion
-Metastasis
-Angiogénesis
-Evasion de
sistema inmune
-Resistencia a
muerte celular
-Desregulacion
Eel metabolismo

Figura 1. Etapas de sefializacién mediada por Ca?*. 1) Identificacién de un estimulo que genera
sefiales para el transporte de Ca?* a través de la activacion de los canales de Ca?* de membrana
plasmatica y del RE; 2) Los canales activos (en verde), permiten el flujo de Ca?" del espacio
extracelular y del RE hacia el citoplasma (etapa de activacion); 3) Decodificacién de la sefal por
proteinas efectoras de alta afinidad por Ca2*. El aumento en las concentraciones de Ca?* en el
citoplasma activa una amplia variedad de vias de sefializacion dependientes de Ca?*, las cuales
pueden estar relacionadas con las caracteristicas distintivas de las células tumorales; 4) Disminucion
del Ca?* citosolico para restaurar el estado de reposo (etapa de desactivacion). Este transporte, que
es mediado principalmente por SERCA (morado), desactiva las vias de sefializacion dependientes

de Ca?.

Los gradientes de concentracion de Ca?* en el citosol se mantienen por la actividad

de varias proteinas, una de ellas es la bomba SERCA, una proteina que transporta



Ca?* hacia el lumen del RE mediante la hidrélisis de ATP, para restaurar el estado
de reposo. 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
SERCAL, 2 y 3 respectivamente [3]. Las isoformas de SERCAL (ay b) se expresan
en musculo esquelético de contraccién rapida [4]; SERCA2 tiene cuatro isoformas
(a-d) que se expresan en musculo esquelético de contraccion lenta, corazon,
musculo liso y células hemayopoyéticas [5, 6]. SERCA2b es la Unica isoforma que
se expresa en todos los tejidos [5]. Las isoformas de SERCA3 (a-f) se expresan en
tejidos endoteliales y epiteliales, pancreas, plaguetas, timo, bazo, nédulos linfaticos,
entre otros [7, 8]. Todas las isoformas son funcionales y se diferencian entre ellas
en el extremo carboxilo terminal, pues la edicion alterna del RNA mensajero (MRNA)
se da en el extremo 3". Su peso molecular aproximado es de 110 KDa [2]. Sin
embargo, a pesar del gran parecido en la secuencia de aminoacidos entre las
diversas isoformas, sus propiedades bioquimicas son distintas. Por ejemplo, las
isoformas de SERCAZ2 tienen una afinidad por Ca?* (Kos = 0.1 — 0.2 uM)
aproximadamente 6 veces mayor que las isoformas de SERCA3 (Kos = 1.2 — 1.6
HMM); no obstante, las isoformas de SERCAS3 tienen una velocidad de transporte de
Ca?* mayor [18], sugiriendo que cada isoforma se activa en un momento

determinado y que no tienen redundancia funcional.

Particularmente, la expresion de SERCA3 se ha encontrado disminuida en diversos
tipos de cancer, como cancer de pulmén, oral, colon y gastrico, tiroides, mama, entre
otros [9, 19-22]. Se ha propuesto que la ausencia de mutaciones somaticas sobre

el gen ATP2A3 indica que éste 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, asi como
cambios en su expresidon, constituyen eventos tempranos en el proceso

carcinogénico [23].

2.2 GENERALIDADES DEL CANCER

El cancer es definido como un conjunto de enfermedades con caracteristicas
comunes, el crecimiento celular anormal es la principal de ellas. Esta permite que
las células tumorales sean independientes y mdviles, pudiendo viajar grandes

distancias y colonizar érganos distintos del cual se originaron [24].

En 2011, Hanahan y Weinberg enlistaron y explicaron las caracteristicas que
comparten las células cancerosas, las cuales les confieren grandes ventajas de

supervivencia en comparacion con las células normales. Estas caracteristicas son:

Sefalizacién proliferativa sostenida

e Evasion de supresores del crecimiento
¢ Invasion y metastasis

e Inmortalidad replicativa

¢ Induccion de angiogénesis

e Resistencia a la muerte celular

e Evasion del sistema inmune

e Desregulacion del metabolismo energético



Adicionalmente, las mutaciones e inestabilidad gendmica, asi como a la inflamacion
cronica, fueron propuestas como dos caracteristicas (facilitadores) que permiten el
desarrollo de tumores y favorecen la aparicion de las 8 caracteristicas anteriores

[25].

Ademas, el cancer es un problema de salud publica tanto en México como a nivel
mundial (Figura 2). Su incidencia y mortalidad se encuentran en aumento por
razones complejas. Ya que el cancer una enfermedad que en mayor proporcion
afecta a personas adultas, el incremento en su incidencia esta relacionado con el
incremento mundial de la poblacion, asi como con el aumento en la esperanza de
vida. También la prevalencia y distribucion de los distintos factores de riesgo

conocidos contribuyen a este fenbmeno [26].

De entre los tipos de cancer mas comunes, el cancer de mama es el méas prevalente
en mujeres, ocupando el 30% del total de nuevos casos diagnosticados; mientras
gue en hombres es el cancer de prostata, con el 20%. En cuanto a mortalidad, el
cancer de pulmén y bronquios es el de peor prondéstico, puesto que tiene una

mortalidad en ambos sexos del 24 y 23%, respectivamente [27].

En México, durante el 2018 se diagnosticaron 190,667 nuevos casos de cancer,
85,616 correspondieron a hombres y 105,051 a mujeres. Los mas comunes en
hombres fueron cancer de prdéstata (29.3%), colorrectal (9.1%), testicular (5.4%),
pulmon (5.3%) y de estomago (4.6%); mientras que en mujeres fueron cancer de
mama (26%), tiroides (9.7%), cérvico-uterino (7.5%), utero (6.9%) y colorrectal

(6.8%) [26].
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de los 10 principales tipos de cancer en México y a nivel
mundial. Los datos fueron tomados de la base de datos de GLOBOCAN, y muestran la incidencia y
mortalidad en ambos sexos y en personas con un rango de edad de 0-79 afios por cada 100 mil

habitantes, de los 10 tipos de cancer mas prevalentes a nivel mundial y en México durante el 2018.

2.2.1 CANCER DE MAMA

Como se mencioné anteriormente, el cancer de mama es la neoplasia mas
frecuente en mujeres en México y a nivel mundial, de ahi la importancia de
estudiarlo. Es una enfermedad heterogénea tanto a nivel clinico como molecular
como lo indican los multiples subtipos que existen [28]. Actualmente, en la practica
clinica se utiliza una clasificacion que incluye subtipos que se dividen con base en

sus caracteristicas histologicas, los cuales son los siguientes:



Carcinoma ductal in situ (DCIS, por sus siglas en inglés): se extiende a través
de los ductos y distorsiona su arquitectura; puede progresar a cancer invasivo
y es unilateral:

Carcinoma lobular in situ (LCIS): no distorsiona la arquitectura ductal; puede
ser bilateral.

Carcinoma ductal invasivo (IDC): se desarrolla a partir del DCIS; hay
respuesta fibrosa para producir una masa; metastasis a través de los vasos
linfaticos y la sangre.

Carcinoma lobular invasivo (ILC): son células tumorales aisladas (con

mutaciones en el gen CDH1) la respuesta fibrosa es minima; la metastasis

es preferentemente a través de visceras [28, 29].

Sin embargo, también se ha realizado esfuerzos para complementar esta

clasificacion morfolégica del cancer de mama con una clasificacién que incluya

parametros genéticos y moleculares, desarrollando una clasificacion adicional que

tiene valor muy importante en la prediccién del comportamiento tumoral para poder

tomar mejores decisiones de tratamiento. Esta clasificacion se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mamay su perfil inmunohistoquimico (tomado y

modificado de [28, 29]),

Perfil HER2/NEU TIPO BASAL
inmunihistoquimico

ER, PR

HER2 y otros

ER y/o PR+

HER2-, baja Ki67
(<14%)

Activacion de ERS1,
GATA3, FOXA1, XBP1;
histologia tubular
cribiforme y lobular
clasica

ER and/or PR+

HER2+ o HER2-Ki67 =
>14%

Mutaciones en PI3KCA
(40%); Mutaciones en
ESR1 (30-40%);
Mutaciones en ERBB2
y ERBB3; histologia
lobular micropapilar y
atipica

ER-, PR—

HER2+

Amplificacion HER2 y
GRB7; Mutaciones en
PIK3CA; TOPO2 y/o
amplificacion MYC;
histologia lobular
pleiomorfica y
micropapilar

ER-, PR—

HER2- CK5/6 y/o
EGFR+

Mutaciones en TP53;
inestabilidad
gendmica; Mutaciones
en BRCA; histologia de
tipo medular poco
diferenciada



Adicionalmente, existe otro subtipo intrinseco de cancer de mama, conocido como
triple negativo. Este subtipo de cancer es comunmente utilizado como un sinénimo
del tipo basal, sin embargo, aunque hay numerosas similitudes, existen algunas
diferencias entre ellos. La mayoria de los canceres triple negativos presentan un
fenotipo basal y la mayoria de los tumores que expresan marcadores basales son
triples negativos. Sin embargo, no todos los canceres definidos como tipo basal
carecen de ER, PR y HERZ2, y, por el contrario, no todos los canceres triples

negativos muestran un fenotipo basal [30].

El cancer de mama triple negativo se caracteriza por tener un perfil
inmunohistoquimico ER—, PR—, HER2—. Es de alto grado; alto indice de Ki67;
presenta una histologia de tipo especial (metaplasico, adenoide quistico, medular y

secretor); y es de mal prondstico a excepcidon de algunos tipos especiales [28]

2.2.2 LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA

La primera linea celular de cancer de mama en ser establecida fue la linea BT-20
en 1958 [31]. Actualmente, existen decenas de lineas celulares de cancer de
mama, cada una con sus caracteristicas particulares y representativas de los
distintos subtipos de cancer de mama, reflejando la heterogeneidad de esta
enfermedad [32]. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de lineas celulares
disponibles, aproximadamente dos tercios de las investigaciones in vitro en cancer

de mama se han realizado en 3 de ellas: MCF-7, T47D y MDA-MB-231 [31].



Las lineas celulares luminales se caracterizan por ser positivas a la expresion de
RE y/o PR. Estas células aun presentan cierto grado de diferenciacion y
caracteristicas epiteliales, por o que son menos propensas a presentar migracion,
debido a las uniones estrechas célula-célula [31]. De manera general, las células
con fenotipo luminal B son mas agresivas e invasivas que las luminal A, esto debido
a que presentan sobre-expresion de HERZ2, la cual esta asociada con la regulacién
negativa del ER [31]. Por otro lado, las células triples negativas, como su nombre lo

indica, son negativas para la expresion de ER/PR/HER2 [31].

Se ha reportado que las lineas celulares de cancer de mama acumulan dafio al DNA
gque no es detectado tumores de pacientes, esto puede ser debido a que
normalmente son derivadas de tumores invasivos de alto grado, los cuales son mas
propensos a acumular aberraciones gendmicas. Sin embargo, han mostrado ser un

modelo factible para estudiar esta patologia [31].

En la Tabla 2 se pueden observar las caracteristicas de las células MCF-7 y MDA-
MB-231, son de tipo luminal Ay triple negativo, respectivamente. El cancer de mama
de tipo Iluminal A es el mas frecuentemente diagnosticado, ocupando
aproximadamente el 63% de los nuevos casos, mientras que el cancer de mama
tipo triple negativo ocupa alrededor del 10%, siendo éste ultimo el subtipo mas
agresivo que se conoce [33]. Esto ultimo resalta la importancia de la utilizacion de
éstas dos lineas celulares en el estudio del cancer de mama. También existen lineas
celulares que se utilizan cominmente como modelo de tejido epitelial mamario

normal (por ejemplo, MCF10-A) [34], sin embargo, su perfil genético (ER-, PR-,
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HER2-), asi como otras caracteristicas, ponen en duda que sean un modelo factible

de tejido normal [35].

Tabla 2. Andlisis de IHC de las células MCF-7 y MDA-MB-231 [36].

Linea celular | Tumorigénica | ER/PR/HER2 Subtipo
molecular

MCF-7 Tt Luminal A
MDA-MB-231 Si -/-/- Triple negativa

2.3 ALTERACIONES EPIGENETICAS EN EL CANCER

El cancer es visto como un conjunto de enfermedades con caracteristicas comunes
[25], las cuales se desarrollan por un proceso conocido como carcinogénesis, que
puede ser impulsado por anomalias genéticas progresivas, alteraciones en el
microambiente y/o seleccion clonal y presencia de células troncales cancerosas
(Cancer Stem Cells, CSC) [37]. Sin embargo, el creciente reconocimiento de la
importancia de los cambios epigenéticos en la carcinogénesis ha conducido al
cambio en los enfoques utilizados para descubrir genes afectados en este proceso
[38], reconociéndose a la pérdida de regulacion epigenética, la cual conduce a una
expresion génica aberrante, como una caracteristica de la progresion del cancer
[34]. La epigenética se define como los cambios heredables en la expresion de los
genes que no estan acomparfiados por cambios en la secuencia del DNA [39]. Estas
alteraciones involucran modificaciones covalentes de los aminoacidos en las
histonas en las cuales el DNA esta enrollado, asi como cambios en el estado de

metilacion de citosinas en las islas CpG dentro del mismo DNA, entre otras [40].
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Una de las formas por las cuales actian los mecanismos epigenéticos es mediante

el remodelaje de la cromatina (Figura 3).
A) "Open chromatin ~ B) "Closed chromatin®

@ MG . Histone deacetylase @ Histone 3 lysine 4 timethylation

O Cpi ﬁ ‘b:} Methyl-CpG-tinding domain protein @ Histone 3 lysine 9 tnmethylation

n Histone acetyl transferases Ac Histone acetylation

Figura 3. Estructura de la cromatina de los promotores activos e inactivos. A) La cromatina
transcripcionalmente activa se caracteriza por tener citosinas no metiladas y colas de histonas
acetiladas. B) Cuando las citosinas se metilan, se unen las MBDs (methyl-CpG-binding domain
proteins) que atraen a las HDAC que remueven los grupos acetilo de las colas de las histonas, lo

cual resulta en la formacion de heterocromatina (tomado de [40]).

2.3.1 METILACION DEL DNA

Las moléculas diana para la metilacion del DNA en mamiferos son las citosinas en
los dinucledtidos CpG. En vertebrados, la 5-metil citosina (5mC, producto de la
reaccion de metilacion), se encuentra de manera predominante en los dinucleétidos
CpG. Los sitios del genoma donde normalmente se localizan estos dinucleétidos
son regiones transcripcionalmente silenciadas como centrémeros, telémeros y

transposones [40, 41]. Las regiones con alta densidad de CpG metiladas también
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se han asociado con alta ocupancia de nucleosomas [41]. La generaciéon de la 5mC

se explica en la Figura 4.

Durante la replicacion del DNA, los patrones de metilacion son copiados desde las
hebras parentales a las hebras recién sintetizadas, principalmente por la actividad
de las DNA metiltranferasas (DNMT)1. Sin embargo, en células madre
embrionarias, células cancerosas y durante el desarrollo, puede ocurrir metilacion
en sitios que previamente no lo estaban, este proceso es llamado “metilacién de
novo” y es mediado por las DNMT3a y las DNMT3b [40, 42]; ademas existe la
DNMT3L, que esta involucrada en procesos de embriogénesis, impronta e

inactivacion del cromosoma X a través de su interaccion con la desacetilasa de

histonas (HDAC)1 y de ser cofactor de la DNMT3a [43-45].
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Figura 4. Metilacion de citosinas. Los residuos de citosinas en el DNA son convertidos a 5-

metilcitosina por las DNA metiltransferasas (DNMT). El grupo metilo es donado por el donador
universal de metilos S-adenosilmetionina (SAM), el cual es convertido a S-adenosilhomocisteina

(SAH) (tomado de [46]).
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La metilacion del DNA, la estructura de la cromatina, y el silenciamiento de genes
estan interconectados en los mamiferos. Esto se conoce desde hace afios, donde
los primeros estudios revelaron, por ejemplo, que los altos niveles de metilacién de
los sitios CpG coinciden con regiones heterocrométicas [47]. Las enzimas TET,
oxidasas que promueven la “demetilaciéon” de la 5mC a través de un mecanismo de
reaccion complejo, apoyan la relevancia de la metilacion activa en diversos entornos

biol6gicos en ausencia de replicacion celular [48].

Se sabe que la mayoria de los sitios CpG se encuentran metilados a lo largo del
genoma. Sin embargo, existen regiones con alta densidad de CpG, denominadas
“‘islas CpG”, las cuales coinciden en localizacién con aproximadamente la mitad de
los promotores de los genes, y éstas regiones se encuentran no metiladas en
condiciones normales, y por lo tanto son activas transcripcionalmente [41]. Diversos
estudios han mostrado que una hipometilacion global, asi como hipermetilaciéon
focalizada en promotores y elementos enhancers de genes supresores tumorales,

son caracteristicas comunes entre varios tipos de cancer [49].

2.3.2 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS:

ACETILACION/DESACETILACION

Un mecanismo importante que regula la funcibn de genomas eucariontes son las
modificaciones postraduccionales (MPT) de las proteinas histonas que empaquetan
el DNA dentro del nucleo de las células. Este complejo macromolecular es conocido

como cromatina [50]. Se ha postulado que las MPT en las histonas actdan por
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separado y conjuntamente para formar un lenguaje o “codigo” que es leido por
proteinas especializadas para facilitar las funciones rio abajo de la cromatina [51].
Las histonas forman nucleosomas, que estan envueltos por DNA. El nucleosoma es
la unidad basica de la estructura de la cromatina y comprende un nicleo de histonas
octameérico abrazado por 147 pares de bases de DNA organizadas en 1.65 vueltas
super-helicoidales. Cada nucleo contiene dos copias de las siguiente cuatro
histonas: H2A, H2B, H3 y H4 (Figuras 5A y 5B) [52]. La asociacién entre los
nucleosomas y el DNA es muy importante para la regulacion de la expresion génica.
La asociacion muy estrecha entre los nucleosomas y el DNA resulta en la
condensacion de la cromatina, que confiere una estructura no permisiva para la
magquinaria de transcripcion, que no puede unirse al DNA, suprimiendo la expresion

génica [53].

H2B

A) H2A

H3 H4 2
Lysine tails of histones

H3 and H4

B)

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura octamérica de las histonas. No se
muestra el DNA enrollado a su alrededor (A). Estructura del nucleosoma. Esta consiste las histonas

H2A (amarilla), H2B (roja), H3 (azul) y H4 (verde); y DNA (B) (tomado de [52]).

15



La acetilacion de los residuos de lisina presentes en las colas externas de las
histonas H3 y H4 tiende a reducir las interacciones entre el DNA y los nucleosomas,
permitiendo el acceso a la maquinaria de transcripcion [52]. Hay al menos tres
posibles mecanismos para interpretar este fenébmeno. La acetilacion, por si misma,
puede neutralizar las interacciones electrostaticas entre los residuos de lisina en las
colas externas de las histonas y los enlaces fosfodiéster [54]. Adicionalmente, estas
acetilaciones inducen cambios conformacionales en el nucleosoma, que tiende a
plegarse asumiendo una configuracién de hélice alfa [55]. El tercer mecanismo
posible asume que las colas acetiladas de las histonas funcionan como mediadores

para el contacto entre el DNA nucleosomal y factores de transcripcion [56].

La acetilacion de histonas es llevada a cabo por una familia de enzimas llamada
histonas (o lisinas) acetil-transferasas (HAT), de las cuales la principal es p300 [57].
La reaccion opuesta, la desacetilacion de histonas, la realizan las desacetilasas de
histonas (HDAC), y su actividad esta relacionada con el silenciamiento de los genes

debido a la generacion de heterocromatina [58]

Tanto las MPT en las histonas como la metilacion del DNA en regiones regulatorias
son conocidas por estar alteradas en células cancerosas. Se ha demostrado
recientemente que tanto la pérdida de acetilacion de histonas especificas, como las
marcas de metilacion pueden predecir la evolucién del paciente con carcinoma
humano [59]. La pérdida de acetilacidn en lisinas se ha identificado como uno de los

eventos mas tempranos en el silenciamiento de genes [60].
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2.4 TERAPIA EPIGENETICA DEL CANCER

Las anormalidades epigenéticas en cancer pueden afectar a genes involucrados en
diferentes y fundamentales vias celulares que incluyen el control del ciclo celular,
apoptosis, respuesta inmune, angiogénesis, invasion celular tumoral y metastasis
[25]. Sin embargo, estas pueden ser revertidas por inhibidores farmacolégicos de
las enzimas que son responsables del establecimiento/mantenimiento de las
marcas epigenéticas (Figura 6) [61]. Aungque estas marcas son heredables, el hecho
de que sean reversibles sugiere implicaciones interesantes para ser usadas como
terapia [62].

Cell cycle and mitosis

Immune system
Y “f’f@g) O ~Q

Apoptosis
_%c/'\ /W

DNA repair and damage

P

Angiogenesis
@
Autophagy

Figura 6. Vias celulares afectadas por los DNMTi y HDACIi (tomado de [63]). La metilaciéon de
DNA y la acetilacién de proteinas cumplen un papel muy importante en la regulacién de multiples

vias celulares, las cuales pueden ser afectadas por DNMTi y HDACI.
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Los compuestos y farmacos que modifican el epigenoma son una modalidad
novedosa y promisoria para el tratamiento contra el cancer, pero no todos los
pacientes alcanzan los mismos beneficios de la terapia epigenética, y las respuestas
a menudo no son evidentes hasta después de varios meses. La identificacién de
buenos biomarcadores predictivos para la terapia epigenética seria de gran valor ya
que los pacientes con minimas posibilidades de respuesta podrian evitar el
tratamiento a largo plazo con farmacos ineficaces y de efectos secundarios

desagradables, ofreciéndoles estrategias terapéuticas alternativas [63]

Estudios in vivo e in vitro han mostrado efectos prometedores cuando se combinan
farmacos epigenéticos con otros tratamientos contra el cancer, tales como agentes
guimioterapéuticos convencionales como la doxorubicina, etopdsido, gemcitabina y

docetaxel [61].

Los farmacos epigenéticos que actualmente se estan evaluando en ensayos
clinicos pueden dividirse en dos clases principales: los reprogramadores amplios y
las terapias dirigidas. Dentro de los reprogramadores se encuentran los inhibidores

de DNMT (DNMTI) y los inhibidores de HDAC (HDACI) [64].

2.4.1 INHIBIDORES DE DNMT

Hay dos clases de DNMTi: analogos de nucleésidos y no analogos. Los analogos
de nucledsido tienen un anillo de citosina modificado que esta unido a una ribosa o
desoxirribosa. Estos son metabolizados por cinasas que convierten los nucledsidos
en nucledtidos para su incorporacion al DNA o RNA. Se cree que la metilacion del
DNA se inhibe cuando estos compuestos se incorporan al DNA, se unen
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covalentemente a las DNMT, inhibiendo su actividad e induciendo su degradacién
[62]. Actualmente, hay también varios no andlogos de nucledsido conocidos por
inhibir la metilacién del DNA, pero sdélo pocos de ellos han llegado a ensayos clinicos
(Tabla 3). Estos podrian ser mas utiles en los ensayos clinicos que los analogos de
nucledsido debido a que actian directamente uniéndose al sitio catalitico de las

metiltransferasas, sin incorporarse al DNA [60].

Tabla 3. Inhibidores de la metilacién del DNA (Modificado de [60]).

Inhibidor Ensayo clinico Analogo de
nucledsido
5-azacitidina Fase | n oy enfermedades Si
hematogolicas
5-aza-2 -desoxicitidina Fase | n y M enfermedades Si
hematogdlicas, cancer cervical y cancer

de pulmédn de células no pequenas

5-fluoro-2"-desoxicitidina Fase | Si
5,6-dihidro-5-azacitidina Fase | y Il, cancer de ovario y linfomas Si
Zebularina Preclinico Si
Hidralacina Fase |, cancer cervical No
Procainamida Preclinico No
Epigalocatequin galato, EGCG Preclinico No
Psammaplin a Preclinico No
RG108 Preclinico No

Los dos inhibidores de DNMTs mas comunmente investigados son los analogos de
nucleosido 5-azacitidina (5-aza) y 5-aza-2"-deoxicitidina (decitabina) [65]. La 5-aza
fue aprobada por la FDA para el tratamiento del sindrome mielodisplasico (MDS),
ademas se han realizado ensayos clinicos utilizando este compuesto contra
diferentes tumores solidos. La 5-aza tiene dos diferentes mecanismos de accion: se
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incorpora al DNA y RNA; el tratamiento con 5-aza en células de mamiferos también
conduce a tRNAs y rRNAs defectuosos, interfiriendo con la sintesis de proteinas,

se le ha asociado con reordenamiento cromosomal y con citotoxicidad [66].

2.4.2 INHIBIDORES DE HDAC

Las 18 HDAC humanas conocidas hasta ahora estan agrupadas en dos familias y
cuatro clases que difieren entre si en términos de estructura y actividad bioldgica.
La familia Rpd3/Hdal (clasica) esta compuesta de la clase | (HDAC1, HDAC2,
HDAC3 y HDACS), clase lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7 y HDACD9), clase Ilb (HDAC6
y HDAC10) y la clase IV (HDAC11). Las HDAC de clase Ill (SIRT1-SIRT7)
comprenden a las sirtuinas, las cuales son dependientes de NAD* para su funcién
[67]. Los inhibidores de HDAC (HDACI) se dividen en cuatro grupos: acidos grasos
de cadena corta, derivados de hidroxamatos, tetrapéptidos ciclicos y benzamidas
[60]. Los efectos de los HDACI parecen promover arresto en el ciclo celular en G1
o G2/M, asi como apoptosis y diferenciacion celular [62]. Algunos HDACI se
muestran en la Tabla 4. En algunos casos, el arresto del crecimiento es inducido a
bajas dosis y la apoptosis a altas dosis; en otros casos el arresto del crecimiento
precede a la apoptosis. Sin embargo, las células pueden estar sometidas a
apoptosis sin sufrir cambios significativos en el perfil del ciclo celular [68]. El estudio
de los HDACI se esta moviendo rapidamente hacia una nueva etapa de desarrollo
con resultados clinicos prometedores, sobre todo en la terapia contra el cancer. El
Vorinostat (SAHA) y la romidepsina (FK228) han sido aprobados por la FDA para el
tratamiento del linfoma cutaneo de células T, y SAHA se ha probado también en

ensayos clinicos contra cancer de mama [69]. Hay pruebas de una sinergia
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potencial entre la inhibicibn de HDAC en combinacion con muchos
quimioterapéuticos y compuestos biolégicamente activos anti-cancer en estudios
preclinicos. Esto sugiere que las estrategias enfocadas en la combinacion de
terapias deben ser un punto importante en la investigacion a futuro [70]. Varios
estudios, realizados principalmente en enfermedades hematoldégicas como
leucemia mieloide aguda (AML), sugieren que el tratamiento combinado de agentes

hipometilantes con HDACI puede ser clinicamente efectivo [71].

Tabla 4. HDAC y algunos de sus inhibidores (tomado y modificado de [40, 63, 72, 73].

Clase
(localizacion) HDAC Inhibidores
I (nacleo) HDAC1 Depsipéptido I )
HDAC2 SK-7041
HDAC3 SK-7068
HDACS SB-379872-A
Il a (ndcleo y HDAC4 Acido valproico
=
citoplasma) HDACS Butirato SAHA
TSA
HDAC7 =
Trapoxina
HDACS
PXD101
b HDAC6 _J
(principalmente | HDAC10 Tubacina
citoplasma)
IV (nicleo) HDAC11
1l (nicleo) SIRT1-7 Nicotinamida, splitomicina

2.5 LOS FITOESTROGENOS COMO REMODELADORES EPIGENETICOS EN

CANCER
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Los fitoestrégenos son un grupo de sustancias quimicas derivadas de las plantas
que son estructural o funcionalmente al estradiol. Estas moléculas han generado
interés en el area de la oncologia debido a que una serie de datos epidemioldgicos
sugieren un menor riesgo de desarrollar cancer de mama en mujeres que habitan
en paises con alto consumo de fitoestrogenos [13, 14]. 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 los cambios en el estilo
de vida, incluyendo los cambios en la dieta podrian jugar un papel importante en la
carcinogénesis de mama [13, 14]. Adicionalmente, en otros estudios
epidemioldgicos y meta-analisis se ha reportado que la ingesta de isoflavonas y
lignanos (dos tipos de fitoestrégenos) o el consumo de soya (una fuente de
fitoestrogenos) estan asociados a un menor riesgo de desarrollar cancer de pulmon
[74, 75], gastrico [76], préstata y testicular [77-79], tiroides [80], uUtero [81],

endometrio [82] y ovario [83].

En los Ultimos afios se ha hecho hincapié en estudiar cémo los mecanismos
epigenéticos estan involucrados en el desarrollo y progresion del cancer, muchos
de estos estudios han incluido a los fitoestrégenos para intentar determinar si son o
no utiles para su prevenciéon o incluso su tratamiento [14, 69, 84-86]. Los
fitoestrogenos tienen multiples blancos celulares, algunos de ellos se observan en
la Figura 7. Sin embargo, nos enfocaremos en la evidencia que existe sobre los
fitoestrogenos como modulares de la transcripcion a través de mecanismos

epigenéticos.
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Figura 7. Blancos celulares de los fitoestrogenos. Los efectos de los fitoestrégenos incluyen
actividades estrogénicas o anti-estrogénicas, modulacion de vias de sefializacién, regulacion del
ciclo celular, inhibicion enzimatica, propiedades antioxidantes, angiogénesis y alteraciones

epigenéticas.

Se ha visto que en células de cancer de mama negativas para el receptor de
estrogenos alfa (ER-a), dosis de 20-40 umol/L de genisteina estimulan la expresién
de los supresores tumorales p21 y pl16, lo cual fue asociado con una disminucion
en la actividad de HDAC [87]. Ademas, se vio que la genisteina y el RSV pueden
reactivar la expresion del ER-a en células deficientes de éste a través del
enriquecimiento de las marcas de acetilacion en su promotor proximal, asi como

disminucién en la expresion y actividad de proteinas involucradas en procesos de
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metilacion [88-90]. Adicionalmente, en las células de cancer de mama MCF-7 y
MDA-MB-231 se demostrd que la genisteina, la curcumina y el RSV disminuyen la
expresion de DNMT1, HDAC1 y MeCP2, proteinas que estan involucradas con el
establecimiento de heterocromatina y por lo tanto represion transcripcional, y

ademas este efecto estuvo asociado con la reactivacion en la expresion de p21 [91].

Mediante analisis in silico se observo que el RSV tenia potencial de unirse al sitio
catalitico de diversas HDAC de clases | y II, y experimentalmente se determiné que
disminuye la actividad de todas las HDAC conocidas en un modelo de
hepatoblastoma, ademas de disminuir la proliferacion de estas células en una
manera dosis-dependiente [92]. Otro blanco del RSV es el gen Nrf2, que se
encuentra silenciado en cancer de mama y que codifica para un factor de
transcripcion que funciona como regulador de la respuesta antioxidante. Se observo
gue el RSV puede reactivar la expresion de Nrf2, asi como de sus genes blanco en
modelos in vitro e in vivo a través de la disminucion de la metilacién en la region
proximal de su promotor, ademas de disminuir la expresién del microRNA miR-93,

el cual puede unirse al 3-UTR del mensajero de Nrf2, inhibiendo su traduccion [93].

Adicionalmente, el RSV puede anular la actividad del complejo MTA1/HDAC, el cual
mantiene silenciado al supresor tumoral PTEN en células de cancer de prostata,
reestableciendo su expresion y activando la expresion de Bax y p21, promoviendo
apoptosis [94]; por otro lado, la combinacion de RSV y pteroestilbeno puede
reestablecer la expresion del ER-a en células de cancer de mama deficientes de
éste, a través del aumento en actividad de las enzimas HAT y del enriquecimiento

de las marcas de eucromatina H3K9ac y H4ac en su promotor [89].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Previamente, hemos demostrado que el RSV es capaz de inducir selectivamente la
expresion del gen ATP2A3 (pero no de ATP2A2) en células de cancer de mama, y
gue este incremento es importante para la apoptosis inducida por RSV en este
modelo [15]. Sin embargo, se desconocen los eventos moleculares detras de este
efecto, y en general los mecanismos encargados de regular la expresion de los
genes SERCA en cancer de mama. EI RSV ha mostrado, entre sus diversos
mecanismos de accidn, la capacidad de ser regulador epigenético de la expresion
de varios genes a través de cambios en los niveles de proteinas involucradas en la
metilacion del DNA, MPT de histonas y/o microRNAs. La expresion de SERCA3 en
cancer de mama podria funcionar como un marcador de prondstico debido a que su
expresion correlaciona de manera inversamente proporcional con el grado
histolégico del tumor, es decir, a mayor grado histoldgico, la expresiéon de SERCA3
es menor, y este fendbmeno se puede observar desde lesiones benignas, en las
cuales la expresion de SERCA3 ya se encuentra disminuida comparada con el tejido
normal [9]. Adicionalmente, se ha visto que, en pacientes con cancer de colon o
carcinoma hepatocelular, aquellos que presentan tumores con alta expresion del

gen ATP2A3 tienen una mayor supervivencia a 10 afios [95, 96].

4. HIPOTESIS

El RSV modula la expresion del gen ATP2A3 en lineas celulares de cancer mama
a través de modificaciones epigenéticas que incluyen el aumento en la acetilacion

en la histona H3, asi como disminucion de la metilacion de su promotor proximal.
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5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios epigenéticos que median la alteracion en la expresion del

gene ATP2A3 mediados por RSV en las lineas celulares de cancer de mama MCF-

7y MDA-MB-231.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

X/

X/
L X4

X/
L X4

Caracterizar el efecto del RSV, DNMTi y HDACI en: viabilidad celular,

apoptosis y flujo intracelular de Ca?*.

Comparar el efecto del RSV, TSA y 5-aza en la expresion del mRNA los

genes ATP2A2 y ATP2A3.

Evaluar la actividad de HDAC, HAT y DNMT en extractos nucleares de

células de cancer de mama tratadas con RSV.

Medir los niveles de las proteinas de HDAC2, H3ac, MeCP2 y MBD2 en

extractos nucleares de células de cancer de mama tratadas con RSV.

Evaluar el efecto del RSV en el establecimiento de las marcas de
eucromatina H3K9ac y H3K27ac; asi como la ocupancia de HDAC2 en el

promotor proximal de ATP2A3.

Analizar el estado de metilacién del promotor proximal del gen ATP2A3 en

lineas celulares de cancer de mama cuando son tratadas con RSV.
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7. MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Las lineas celulares correspondientes a adenocarcinoma mamario MCF-7 (luminal
A) y MDA-MB-231 (triple negativo) fueron adquiridas de ATCC y su identidad se
verificO por el Laboratorio de Diagndstico Gendmico del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN). Fueron crecidas en medio DMEM suplementado
con 10% de SFB, kanamicina y antibidtico antimicotico para evitar contaminacion,

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

Tratamientos farmacologicos

La concentracién de RSV utilizada en todos los experimentos fue de 50 uM y el
tiempo de tratamiento fue de 72 h, esta decision fue tomada con base en
experimentos previos que no se detallan en este trabajo. El RSV fue disuelto en
etanol absoluto y las células consideradas como control fueron tratadas solamente
con el vehiculo. Para el caso de los tratamientos con TSA, las concentraciones
utilizadas para la caracterizacion de los efectos de ésta en viabilidad celular y
apoptosis fueron de 50, 100 y 150 nM; con 5-aza se utilizaron concentraciones de
1, 3y 5 uM. TSA fue disuelta en DMSO y 5-aza en PBS. En todos los casos, se
realiz6 cambio de medio de cultivo con farmaco cada 24 h. El compuesto C646 se
disolvi6 en DMSO a su maxima concentracion de 25 mM y posteriormente se

preparo una solucion stock de trabajo 10 mM.
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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 60% de confluencia fueron aplicados los tratamientos
con las distintas concentraciones y tiempos de RSV, TSA o 5-aza. Al terminar el
tiempo de incubacién, se agrego el reactivo Prestoblue Cell Viability Reagent en una
relacion 1:10 en medio de cultivo y se incub6 a 37°C por 15 min. La medicion de
fluorescencia se realizdé en un Multilabel counter Victor 2 1420. La longitud de onda
de excitacion para el Prestoblue Cell Viability Reagent es de 560 nm y la de emisién

de 590 nm.

Ensayos de actividad de caspasas

Las células control y tratadas por 72 h con RSV, TSA o 5-aza se cosecharon
mecanicamente y fueron sometidas a centrifugacion durante 5 min a 10,000 rpm.
Las células fueron después resuspendidas en bufer de lisis y 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 cuantifico
por espectrofotometria. La reaccidén consistio en incubar durante 2 h 50 ug de
proteina total con bufer de ensayo y 10 uL del sustrato hidrolizable por la caspasa
3 [97]. Este sustrato contiene el péptido acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitronilida (pNA),

el cual tiene una alta absorbancia a 405 nm.

Purificaciéon de RNA total y PCR en tiempo real
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La extraccion de RNA total se realizé por el método organico [98]. La calidad de éste
se evalu6 mediante electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa con
formaldehido y se cuantificd por espectrofotometria con la relacion de absorbancia
280/260 nm mayor o igual a 1.8 como RNA de buena calidad. 1 ug de RNA total fue
tomado para la sintesis de cDNA mediante la reaccion de transcripcion reversa con
la enzima M-MLV en un volumen final de 20 pl. Posteriormente, para evaluar el
efecto de los tratamientos sobre los cultivos celulares se realizé la amplificacion de
los genes de interés mediante RT-PCR, a través de cuantificacién relativa
normalizando cada muestra contra dos genes de expresion ubicua (B-actina y
GAPDH). Las secuencias de cada par de primers se muestran en la Tabla 5. Del
gen ATP2A2 se amplificd solamente la isoforma SERCA2b por ser de expresion
ubicua en todos los tipos celulares. Para amplificar SERCA3 se flanqued una

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

Tabla 5. Secuencias de los primers utilizados para RT-PCR

Tamano de

Nombre del primer Secuencia 5’-3° producto de

hSERCA2b (QPCR) F: CGAACCCTTGCCACTCATCTTC
R: TGCCGAGAACGAGCAGGATTTG 189

h-panSERCA3 (qPCR) F: CAGGGGACATTGTAGAAGTGGC
R: TGGTCACGGACACAGATTCAC 126

hSERCA3 promotor (ChIP) F: CAGATCCCACCCCTAGCAG

R: TGCAGAGGGGAAACTGAGAC 116

hp-actin (QPCR) F: TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG
R: GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC 146

hATP2A3 BSP F: GGTTTAGGAGAGTTTAGAGGAG
(Secuenciacion con BSP) R: CCAAATACCCCAAAAA CATCC 709

(F= Forward; R= Reverse).
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Andlisis de los resultados de 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 ecuacion [99]:

Target gene
gen normalizador

Expresion

('Eficien.cz‘a target gene).’ﬁcr target gene(Control-tratado)
(Eficz'encia gen no,-malizadm-)i‘.cr gen normalizador{Controi—tratado)

Los valores normalizados contra la expresion de 3-actina son los que se presentan

en la seccion de resultados.

Determinaciéon de [Ca?*]i con FURA-2, AM

Las lineas celulares control y tratadas con RSV, TSA o 5-aza 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 &cido plurénico en medio Krebs-Ringer-Hepes-Glucosa (NacCl
120 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgS0Oa4 1.2 mM, KCI 4.75 mM, glucosa 10 mM, Hepes 20
mM, CaCl2 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 dos veces con PBS. A continuacion, las células fueron despegadas con
tripsina/EDTA al 0.025%, fueron resuspendidas nuevamente en Krebs vy
centrifugadas a 3,000 rpm por 3 minutos, el sobrenadante se descarto y se lavo dos

veces mas. El pellet de células fue homogenizado en 2 ml de Krebs para proceder
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a la lectura en agitacion constante mediante un espectrofluorémetro, el cual registra
los cambios de fluorescencia con excitacion a 340 nm y emisién de 510 del

flourdforo. La cuantificacion se hizo de acuerdo con la siguiente ecuacion:

R - Rminj/Sf2
Ca2 +]i = Kd —R] e
[ Rmax - (SbZ)

Donde Kd es la constante de disociacion 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 [100].

Ensayos de actividad de HDAC y HAT

Se realizé la purificacion de extractos nucleares, de los cuales 50 pg fueron
incubados durante una hora con un sustrato especifico para ser reconocido y
cortado por todas las HDAC y HAT. La cuantificacion se realiz6 midiendo los
cambios en la absorbancia de las células tratadas con RSV o TSA comparados con
los valores de las células tratadas solamente con el vehiculo. El sustrato esta
acoplado a un compuesto que tiene alta absorbancia a 405 nm o 440 nm cuando se

encuentra libre (debido al corte producido por las HDAC o HAT, respectivamente).

Ensayos de actividad de DNMT
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Se realiz6 la purificacion de extractos nucleares, de los cuales 20 ug se incubaron
en una placa de 96 pozos con una superficie recubierta con un sustrato rico citosinas
y en presencia de S-adenosil metionina, durante 1.5 h a 37°C. Posteriormente, los
pozos se lavaron y se incubd en agitacién con un anticuerpo de captura contra 5mC
a temperatura ambiente por 1 hora. Se lavo de nuevo, se agregd un anticuerpo de
deteccion contra 5mC y se incub6 a temperatura ambiente por 30 min. Al finalizar la
incubacion, los pozos se lavaron 3 veces, se agrego una solucién reveladora y se

cuantificaron los cambios en absorbancia a 450 nm.

Western Blot

Se separaron por SDS-PAGE 50 pg de extractos nucleares o 100 ug de proteina
total) provenientes de células control y tratadas con RSV o TSA en un gel al 12%.
Las proteinas separadas fueron transferidas a una membrana de PVDF durante 4
horas a 350 mA en una cdmara de transferencia humeda. Las membranas fueron
bloqueadas por 2 horas con leche al 5% en TBS y posteriormente lavadas con TBS
+ 0.15% de Tween previo a la hibridacion con los anticuerpos. Las diluciones de
anticuerpos primarios utlizadas fueron de 1:5,000 para TFIIB, 1:10,000 para
HDAC2, 1:500 para H3Ac, 1:5000 para SERCAZ2, 1:500 para SERCAS3, 1:1000 para
MeCP2 y 1:500 para MBDZ2, todos ellos disueltos en TBS-T + BSA e incubados por
toda la noche a 4°C en agitacion. Se lavaron las membranas con TBS-T y se
procedié a incubar por una hora con su respectivo anticuerpo secundario. Para
revelar se utilizo un reactivo quimioluminiscente (Pierce) y un escaner LICOR. Las
imagenes se obtuvieron utilizando el software Imagen Studio Lite Ver 5.2
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Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Las células MCF-7 y MDA-MB-231 se sembraron en portaobjetos de cultivo de 8
camaras a una densidad de 5x10* células/ml. Se trataron durante 72 horas con 50
nM de TSA o 50 uM de RSV. Al término del tratamiento, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 1% en PBS por 10 min a temperatura ambiente. Las células
fijadas se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al 1% por 5
minutos, seguido por el bloqueo de sitios de interaccion inespecificos con 3% de
BSA/PBS. Después de lavar, se incub6 con un anticuerpo contra HDAC2 diluido en
PBS con BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Al término de la incubacion, las
células se lavaron con PBS y se incub6 con Alexa Fluor 488 conjugado con anti
rabbit por 2 horas a temperatura ambiente. Después, las camaras fueron incubadas
con DAPI por 5 min a temperatura ambiente, se lavd y se procedié a la examinacion
en un microscopio confocal Nikon AIR — STORM. Las imagenes fueron analizadas

con el software ImageJ.

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)

Las células control y tratadas con RSV o TSA sembradas en placas de 100 mm
fueron fijadas con bufer de crosslinking (formaldehido al 11%, NaCl 100 mM, EGTA
0.5 mM y HEPES 50 mM pH 8.0) por 10 minutos en agitacién. La reaccion de
crosslinking se detuvo adicionando glicina a una concentracion final de 125 mM y
en agitacion por 5 min. Las células fueron lavadas 2 veces con PBS + 1 mM PMSF

frio, cosechadas mecanicamente y se centrifugaron a 4,000 rpm durante 3 min a
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4°C. La cromatina se obtuvo utilizando budfer de lisis (SDS 1%, EDTA 10 Mm pH 8.0,
Tris-HCI 50 mM Ph 8.0) con inhibidores de proteasas. La cromatina fue fragmentada
utilizando un sonicador Bioruptor con 8 ciclos de sonicacién con 15 segundos
encendido y 30 segundos apagado entre cada pulso. El tamafio de los fragmentos
sonicados se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% después de haber
sometido la cromatina a digestion con RNAsa A por 1 hora a 37°C y toda la noche

con proteinasa K a 55°C.

Posteriormente, cantidades iguales de cromatina de cada condicion experimental
fueron utilizadas para inmunoprecipitar con 2 ug de anticuerpo contra H3K9ac,
H3K27ac o HDAC2 durante toda la noche en agitacion a 4°C. Los
inmunoprecipitados e inputs fueron purificados de acuerdo con las indicaciones del
proveedor (One Day ChIP kit) con pequefias modificaciones. El enriquecimiento
relativo se determiné mediante PCR punto final y PCR en tiempo real utilizando un
par de primers gque flanquean la region del promotor proximal del gen ATP2A3 de

humano que va desde -258 hasta -142.

Analisis de los resultados de PCR en tiempo real para ChIP
La ocupancia relativa de las marcas de histonas inmunoprecipitadas en el locus de
interés se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

2 (CtCtiNeg—CtTarget)
Donde CtCtINeg y CtTarget son los ciclos umbrales promedio de PCR realizada por
triplicados en muestras de DNA purificado del control negativo (anticuerpo anti-lgG)

y de las marcas de interés (H3K9ac y H3K27ac), respectivamente.
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Secuenciacion de DNA modificado con bisulfito de sodio

Las células MCF-7 y MDA-MB-231 se cultivaron bajo condiciones normales y se
extrajo el DNA gendmico de 100,000 células para tratarlo con bisulfito de sodio con
el kit EZ DNA Methylation-Direct kit. Se utilizd 1 ul de DNA gendémico convertido
para realizar una PCR utilizando primers especificos para amplificar la region del
promotor desde -300 hasta +180. Los primers se disefiaron utilizando el programa
Methyl primer express software. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando la enzima Kappa DNA polymerase con una incubacion inicial de 5 min a
94°C; seguida de 45 ciclos de 40 segundos a 94°C, 30 segundos a 63°C y 60
segundos a 60°C; con una extension final de 5 min a 72°C. El producto de PCR fue
purificado a partir de un gel de agarosa y clonado utilizando el plasmido CloneJET
PCR cloning. Se transformaron bacterias Escherichia coli DH5a con el producto de
ligacidn, y las clonas positivas fueron seleccionadas por PCR utilizando primers
especificos para la secuencia del vector utilizado para la clonacion. Los plasmidos
purificados de las clonas positivas se mandaron a secuenciar a la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Los datos de
secuenciacion fueron analizados con el software Chromas y el analisis de metilacion

de los sitios CpG del promotor se realizé con el software BISMA.

Andlisis estadistico
Los resultados de todos los experimentos son expresados como la media de 3
experimentos independientes (n=3) + desviacién estandar (SD). Los valores fueron

comparados con analisis de varianza (ANOVA) con el software GraphPad Prism 6,
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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 Comparacién de los efectos de TSA, 5-aza y RSV en viabilidad celular y

apoptosis en células de cancer de mama

Debido a que parte de este trabajo se centra en proponer al RSV como un inhibidor
de HDAC y/o de DNMT, procedimos a comparar el efecto de éste con un HDACI
(TSA) y un DNMTi (5-aza) en viabilidad celular y apoptosis. Los resultados
muestran que la 5-aza no provocé cambios significativos en ninguno de los procesos
medidos. Sin embargo, tanto el RSV como la TSA disminuyeron la viabilidad celular
en forma dosis-dependiente comparada con la viabilidad de las células no tratadas
(Figura 8A). Para indagar sobre la razon por la cual la viabilidad celular es menor
en las células tratadas con TSA y RSV, procedimos a realizar un ensayo de
apoptosis y encontramos que ambos farmacos inducen activacion de caspasas,
también en una manera dosis dependiente (Figura 8B). Estos resultados sugieren
que la inhibicién de HDAC para la disminucion de la viabilidad celular mediada por

induccion de apoptosis, mientras que la inhibicibn de DNMT juega un papel menor.

La Tapsigargina (Tg) es un inhibidor irreversible de las bombas SERCA que induce
apoptosis a concentraciones altas, en este experimento se utilizé 1 pg de Tg como
control positivo para la disminucion de viabilidad celular y activacion de caspasas.
El dimetilsulféxido (DMSO) y el etanol absoluto (EtOH) son los vehiculos que se
utilizaron para disolver la 5-aza y el RSV, respectivamente. En este experimento se
utilizaron como control para demostrar que los vehiculos no afectaban, por si

mismos, la viabilidad de las células no tratadas.
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Figura 8. Comparacion de los efectos de TSA, 5-aza y RSV viabilidad celular y apoptosis en
células MCF-7 y MDA-MB-231. Las células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron tratadas con
concentraciones crecientes de TSA (0-150 nM), 5-aza (1-5 uM) y RSV (0-100 uM) durante 72 h. La
viabilidad celular (A) fue determinada mediante ensayos colorimétricos que monitoreaban la
reducciéon de una solucién a base de resazuring; la actividad de caspasas (B) fue determinada
mediante ensayos colorimétricos utilizando el sustrato Ac-DEVD-pNA, que es escindido por varias
caspasas. Los valores representan el % de viabilidad celular y el indice de activacion de caspasas,

ambos normalizados contra el control de células no tratadas. N=3, *p <0.05.
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8.2 Cambios en la expresion de los genes ATP2A2 y ATP2A3 por TSA, 5-aza o

RSV y su efecto en la homeostasis de calcio en células de cancer de mama

Ya que la expresion de los genes SERCA puede ser modulada epigenenéticamente
por HDACi y DNMTi en varios tipos de cancer, se evaluaron los efectos de los
farmacos TSA, 5-aza y RSV en la expresion del mRNA de los genes ATP2A2 y
ATP2A3 mediante PCR en tiempo real. Se puede observar en la Figura 9A que la
expresion de ATP2A2 no cambia de manera significativa en ninguna de las dos
lineas celulares utilizadas con ninguno de los 3 farmacos. Por otro lado, la expresion
de ATP2A3 aumenta en las dos lineas celulares con TSA y RSV. Sin embargo, la
induccion por RSV es mayor comparada con la induccién por TSA. Con 5-aza no se

observaron cambios (Figura 9A).

También evaluamos el efecto de estos farmacos en el Ca?* intracelular, obteniendo
resultados heterogéneos. Ni TSA, ni 5-aza mostraron efecto ni en la concentracion
citosélica de Ca?*, ni en la liberacién de Ca?* inducida por Tg. Con TSA solamente
aumento la capacidad de liberacion de Ca?* del RE en la linea MDA-MB-231, sin

variaciones significativas en las demas condiciones (Figura 9B).

El Ca?* citosélico [Caz-+]i en las células MCF-7 tratadas con RSV fue menor (111.8
nM +5.75) que en las células no tratadas (157.5+26.5); en contraste, en células
MDA-MB-231 el RSV aumenté el [Caz+]i (117.6 +4.2) comparado con las células no
tratadas (49.8+5.2). En cuanto a la liberacion de Ca?* inducida por Tg, los resultados
también fueron opuestos, en células MCF-7 tratadas con RSV la liberacion fue

menor (86.2+9.5) comparado con células no tratadas (144.1+18.2); mientras que en
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células MDA-MB-231 tratadas con RSV la liberacion fue mayor (544.1+21.7)

comparada con las células no tratadas (442.8+14.5).

Mientras que en la linea MCF-7 el RSV disminuyé el Ca?* basal y aument6 la
liberacién de Ca?* del RE con respecto al control no tratado, en la linea MDA-MB-
231 sucedié lo contrario. Con TSA solamente aumentd la capacidad de liberacion
de Ca?* del RE en la linea MDA-MB-231, sin variaciones significativas en las demas

condiciones (Figura 9B).
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Figura 9. Cambios inducidos por TSA, 5-aza 0 RSV en la expresion de mRNA de SERCA2 y
SERCA3 Yy en la homeostasis de Ca?* células MCF-7 y MDA-MB-231.Las células fueron tratadas
con 50 nM TSA, 5 uM 5-aza 0 50 uM RSV de RSV durante 72 h. Posteriormente se procedid a
cuantificar el mMRNA de los genes ATP2A2 y ATP2A3 por qPCR (A); la homeostasis de Ca?* (B) se
realizé6 mediante la utilizacion de FURA2-AM. N=3, *p <0.05.
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8.3 Efecto de la TSA y RSV en de la actividad de HDAC en células de cancer

de mama

En la figura 10A se muestra la actividad de HDAC en extractos nucleares derivados
de células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas con RSV y TSA durante 72 h,
observandose que ambos tratamientos farmacoldgicos disminuyen la actividad de
HDAC (Figura 10A). En la literatura existen algunas referencias que proponen al
RSV como inhibidor de la actividad de HDAC a través de su union al sitio activo.
Para probar esto, utilizamos extractos nucleares derivados de células sin tratar y se
les agregd directamente RSV en dosis crecientes o 50 nM de TSA, se incubd
durante 1 hora a 37°C y se determiné la actividad mediante absorbancia. En la
Figura 10B se observa que el RSV inhibiod la actividad de HDAC en una forma dosis-

dependiente.
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Figura 10. Actividad de HDAC en células tratadas con TSA o RSV. A) Inhibicién de la actividad
de HDAC en extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas con TSA o RSV. B)
Inhibicion de la actividad de HDAC por adicion de RSV o TSA a extractos nucleares de células MCF-
7 y MDA-MVB-231. La medicién se realiz6 monitoreando los cambios en la absorbancia de una

cadena rica en residuos de lisina. N=3, *p <0.05.
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8.4 Expresion de HDAC2 y patron de acetilacion global de la histona H3

inducidos por TSA o RSV en células de cancer de mama

Otra de las posibilidades para explicar la actividad reducida de HDAC por RSV en
lineas celulares de cancer de mama es la disminucién en los niveles de HDAC, por
lo que se procedi6 a realizar Western Blots para visualizar si habia o0 no cambios en
los niveles de HDAC2 en los extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-231
tratadas con RSV. Se utilizaron extractos nucleares debido a que HDAC2 es una
HDAC que se encuentra predominantemente en el nacleo. Los niveles del factor de
transcripcion TFIIB fueron utilizados como control de carga para normalizar los
cambios en la expresion de HDAC?2 y los niveles de H3ac. En la Figura 11 se puede
observar que el tratamiento con TSA no provoca disminucién en los niveles de

HDAC?2 en ninguna de las dos lineas celulares.

Sin embargo, cuando se aplica 50 uM de RSV encontramos menor cantidad de
HDAC2 en ambas lineas celulares, como puede observarse tanto por la intensidad
de la banda y el analisis densitométrico. Por otro lado, también mediante Western
Blot observamos cémo el estado de acetilacidn global en la histona H3 se encuentra
incrementado en respuesta a RSV y TSA con respecto a las células control,
sugiriendo que el mecanismo por el cual actian estos dos farmacos es por el
remodelaje de la estructura de la cromatina y comprobando que los cambios en los

niveles de HDAC?2 tienen consecuencias funcionales a nivel de la cromatina.
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Figura 11. Cambios en los niveles de HDAC2 y en el patrén de acetilacién global de H3 en
respuesta a TSAy RSV en células MCF-7 y MDA-MB-231. Los extractos nucleares derivados de
células no tratadas, y tratadas con TSA o RSV fueron utilizados para evaluar los niveles de HDAC2
y H3ac por WB. Se muestra un WB representativo y el analisis densitométrico de 3 experimentos

independientes. TFIIB fue utilizado como control de carga para normalizar los resultados. N=3, *p

<0.05.
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8.5 Localizacién de HDAC2 en células de cancer de mama tratadas con TSA o

RSV

Debido al resultado obtenido en la seccidén anterior que muestra menor cantidad de
proteina HDAC2 en nucleo, decidimos realizar experimentos de
inmunofluorescencias y microscopia confocal para determinar la localizacion celular
de HDAC2, dada que otra posibilidad para explicar la actividad de HDAC disminuida
era el cambio de localizacion de estas enzimas. En la Figura 12A se observa que el
tratamiento con TSA o RSV provoca acumulacion de HDAC2 en el citosol con
respecto al control en células MCF-7, mientras que en células MDA-MB-231 (Figura
12B) se observa una localizacion completamente nuclear tanto en las células control

como en las células tratadas con TSA o RSV.

Para corroborar estos resultados, se realizaron WB para medir los niveles de
HDAC2 en extracto total de células no tratadas y tratadas con TSA o RSV y
observamos que no hay variaciones en los niveles de HDAC2 en las células tratadas
con respecto al control en ninguna de las dos lineas celulares (Figura 12C),
confirmando que la disminucibn de HDAC2 ocurre exclusivamente en el

compartimento nuclear.
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Figura 12. Localizacion celular de HDAC2 en células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas con TSA

0 RSV. Las células MCF-7 (A) y MDA-MB-231 (B) fueron tratadas con TSA o RSV durante 72 h, para

después examinar la localizacion de HDAC2 mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Los niveles totales de HDAC2 (C) fueron cuantificados mediante WB, los niveles de a-tubulina fueron

utilizados como control de carga para normalizar los resultados. Se muestra un WB representativo y

el analisis densitométrico de 3 experimentos independientes. N=3, *p <0.05.
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8.6 Evaluacion de la actividad de HAT en respuesta al tratamiento con TSA o

RSV en células de cancer de mama

Las enzimas que llevan a cabo la actividad opuesta a las HDAC son las HAT, ambas
participan activamente en el remodelaje de la estructura de la cromatina con
consecuencias importantes en la transcripcion, por lo que se procedi6 a cuantificar

su actividad en células tratadas con TSAy RSV.

En la Figura 13 se muestra la actividad de HAT en extractos nucleares de células
de cancer de mama tratadas por 72 h con TSA o RSV, observandose que en las
células MCF-7 hay aumento significativo de la actividad de HAT tanto por TSA como
por RSV, mientras que en las células MDA-MB-231 no se encontraron cambios

significativos con ninguno de los 2 tratamientos con respecto al control.
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Figura 13. Actividad de HAT en extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas
con TSA o RSV. Los extractos nucleares de células no tratadas y tratadas con TSA y RSV fueron
utilizados para cuantificar la actividad de HAT a través de la deteccién espectrofotométrica del NADH
producido por la liberacién de CoA debido a la acetilacién de un sustrato peptidico por las HAT. N=3,

*p <0.05.
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8.7 Efecto de un inhibidor de p300 en la expresion de ATP2A3 en células de

cancer de mama tratadas con TSA o RSV

p300 es una HAT que esta involucrada en la activacion transcripcional de muchos
genes, incluido ATP2A3 en cancer de higado [96]. Debido a lo anterior, se utilizo el
compuesto C646, el cual es un inhibidor reversible de la actividad de p300, que
compite con el acetil-CoA por el sitio de union a CoA [101] y se evaluod la expresion
del gen ATP2A3 mediante gPCR. Se encontro que el tratamiento con 1 uM de C646
durante 72 h no tiene efecto sobre la expresion de ATP2A3, y que cuando se
combina con TSA o RSV, no previene el aumento de la expresion de ATP2A3 por
estos dos farmacos en las células MCF-7, aunque en las células MDA-MB-231,

previene ligeramente el aumento de ATP2A3 mediado por RSV (Figura 14).

MCF-7 " MDA-MB-231
< 3 . S s .
B o * B o 61
T g 24 T g wilt
So go
= =
S w ® W 47
e (/7] ) w *
c 8 11 E S
A o 24
N (7]
o 2
o o
g 0- X o-
o v © & N 2\ N\
& L E I L& & & G & x«‘*’v &
<2 Q:b“b Q?‘b <7 © o
° (O O (,Q’h &

Figura 14. Expresion del mRNA de SERCAS3 en presencia de un inhibidor de p300 en células
MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas con TSA o RSV. Las células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron tratadas
con TSA, RSV y/o C646 solos o en combinacion, para evaluar el efecto de estos farmacos en la

expresion de ATP2A3 mediante gPCR. N=3, *p <0.05.
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8.8 Ocupancia relativa de las marcas H3K9Ac y H3K27Ac en una region del

promotor de ATP2A3 en células tratadas con TSA o RSV

El hecho de observar menor actividad de HDAC por RSV (y menores niveles de
proteina HDAC?2), hace pensar que podria ocurrir un desbalance entre el estado de
acetilacion y desacetilacion en residuos especificos de lisina, inclinando la balanza
hacia la ganancia de acetilacion, favoreciendo la transcripcion. Para corroborar si la
expresion del gen ATP2A3 inducida por RSV se correlaciona con incremento en el
enriqguecimiento de las marcas de activacion transcripcional mediadas por
acetilacion, se realizaron experimentos de ChIP contra las modificaciones de
histonas H3K9ac y H3K27ac, las cuales han sido estudiadas ampliamente y se ha

demostrado que se encuentran asociadas a regiones transcripcionalmente activas.

Los resultados mostraron que el incremento en la expresion del gen ATP2A3
mediado por RSV esté correlacionado con ganancia de acetilacion en H3K27, pero
sélo en la linea celular MDA-MB-231, y permaneci6 sin cambios significativos en la
linea celular MCF-7. La marca H3K9ac no mostré6 cambios en ninguna de las dos
lineas celulares (Figuras 15A-B). Adicionalmente, en la Figura 13C se muestra una
disminucién de la ocupancia de HDAC2 en esa misma region en células MDA-MB-

231 cuando son tratadas con RSV.

Para validar los resultados de este experimento, se utiliz6 como control positivo a la
region proximal del promotor de B-actina, el cual es un gen de expresion ubicua, y
se puede observar que ambas marcas de eucromatina H3K9ac y H3K27ac se
encuentran enriquecidas en este promotor, asi como la ocupancia relativa de
HDAC2 en esta region es muy baja. Por otro lado, se utilizé como control negativo
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a la region proximal del gen GAP43, el cual codifica para una proteina importante
en el crecimiento y plasticidad neuronal [102], por lo que no esperamos que se
exprese en células cancerosas de origen epitelial. Se observa que las marcas
H3K9ac y H327ac se encuentran en niveles practicamente indetectables en este
promotor, pero la ocupancia relativa de HDAC2 es abundante, validando asi

nuestros resultados y los anticuerpos utilizados.

Se evaluaron principalmente los cambios de estas marcas en la region -262 a -135
del promotor de ATP2A3 debido a que, a pesar de que el porcentaje de CpG esta
distribuido uniformemente en los primeros 1,000 nucledtidos del promotor, es en
esta region donde se ha observado disminucién de la metilacion cuando se induce

la transcripcion de ATP2A3 utilizando agentes hipometilantes [95].

En la Figura 15D se muestran datos de ChiP-seq obtenidos del consorcio ENCODE,
en el cual se observa que en las células MCF-7, tanto las marcas de eucromatina
H3K9ac como H3K27ac se encuentran asociadas al promotor de ATP2A3. Esto se
realizé con la finalidad de vislumbrar el panorama epigenético y de la cromatina en
esta regién, ya que la imagen también muestra el enriquecimiento de las marcas de
heterocromatina H3K9me3 y H3K27me3, y se observa que su abundancia es baja
en el promotor de ATP2A3 en células MCF-7 en condiciones normales de cultivo, lo
cual sugiere que este gen se encuentra transcripcionalmente activo en este tipo

celular.
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Figura 15. Experimentos de ChIP contra marcas de histonas asociadas con activacion

transcripcional y HDAC?2. Enriquecimiento relativo de las marcas de histonas H3K9ac y H3K27ac

en la region -262 a -135 del promotor de ATP2A3 en las lineas celulares MCF-7 (A) y MDA-MB-231

(B) tratadas con TSA o RSV mediante ChIP. Se muestra también la ocupancia relativa de HDAC2

(C) en la misma regidn region del promotor de ATP2A3 en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas

con TSA o RSV. N=3, *p <0.05. Adicionalmente, se muestra la presencia de las marcas de histonas

H3K27ac, H3K9me3, H3K9ac y H3K27me3 en el promotor de ATP2A3 en células MCF-7 con datos

publicos de ChlP-seq obtenidos de la base de datos del proyecto ENCODE. En los cuadros rojos se

encuentran resaltada las sefiales para H3K27ac y H3K9ac. La fecha a la izquierda indica la direccion

de la region codificante, puesto que el gen ATP2A3 es codificado en la cadena (-).

50



8.9 Evaluacién de la actividad de DNMT en respuesta al tratamiento con 5-aza

0 RSV en células de cancer de mama

Como ya se menciond, las DNMT transfieren grupos metilos al carbono nimero 5
de las citosinas. Cuando estas citosinas se encuentran en la region promotora de
un gen, suelen tener efectos negativos en la transcripcion de ese gen. Por esta
razon, decidimos evaluar la actividad de DNMT en células de cancer de mama
tratadas con RSV, y comparamos su efecto con un agente hipometilante como la 5-
aza, la cual ademas de incorporarse al DNA como analogo de la citosina y evitar la
accion de las DNMT, también puede unirse covalentemente a las DNMT e inducir
su degradacion [103]. Observamos, como se muestra en la Figura 16, que en las
células MCF-7 no hubo cambios en la actividad de DNMT ni con 5-aza ni con RSV,
pero en las células MDA-MB-231 hubo una reduccién de la actividad con ambos

farmacos de alrededor del 40%.
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Figura 16. Actividad de DNMT en extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-231
tratadas con 5-aza 0 RSV. Los extractos nucleares de células tratadas con RSV o 5-aza fueron
utilizados para medir la actividad de DNMT mediante el uso de un anticuerpo que detecta la 5mC.

N=3, *p <0.05.

51



8.10 Expresién de las proteinas MBD2 y MeCP2 en células tratadas con 5-aza

o RSV

MBD2 y MeCP2 son proteinas de la familia de MBD (Methyl-CpG-binding proteins,
por sus siglas en inglés) que tienen la capacidad de unirse a CpG metiladas y se
han caracterizado por tener la funcion de represores transcripcionales [104], por lo
gue decidimos evaluar si el tratamiento con TSA o RSV alteraba sus niveles. En la
Figura 17 se muestra que tanto MeCP2 como MBD2 disminuyen sus niveles
nucleares en ambas lineas celulares cuando son tratadas con RSV, mientras que el

tratamiento con 5-aza no provoca cambios con respecto a las células no tratadas.
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Figura 17. Western Blot mostrando los niveles de las proteinas MeCP2 y MBD?2 en células de
cancer de mama tratadas con 5-aza 0 RSV. Los extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-
231 tratadas y no tratadas con RSV o 5-aza fueron utilizados para cuantificar mediante WB los
niveles de las proteinas MeCP2 y MDB2. Se muestra un WB representativo y el andlisis

densitométrico de 3 experimentos independientes. N=3, *p <0.05.
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8.11 Patr6n de metilacion del promotor de ATP2A3 en lineas celulares de

cancer de mama

El analisis del patrén de metilacién de genes, asi de sus promotores, puede llegar
a ser de utilidad clinica, ya que existen casos en los que la hipermetilacion de un
gen (por ejemplo, los supresores tumorales RASSF1 o GSTP1), es asociada con un
mal pronaostico o probabilidad de recurrencia para las pacientes diagnosticadas con

cancer de mama [105].

Debido a que existen antecedentes de que la expresion de ATP2A3 es regulada, al
menos parcialmente, por metilacion en células de cancer gastrico y de colon [95],
evaluamos el patrén de metilacion de CpG en la regién proximal del promotor de
ATP2A3 desde la region -300 hasta +180 mediante secuenciacion de DNA

modificado con bisulfito de sodio.

La Figura 18 muestra que la regién proximal del promotor, rio arriba del sitio de inicio
de la trascripciéon (TSS), se encuentra hipometilada en ambas lineas celulares en
condiciones normales de cultivo. Las células MCF-7 incluso muestran sus sitios
CpG hipometilados en el cuerpo del gen (rio abajo del TSS), mientras que las
células MDA-MB-231 muestran un patron de metilacion muy alto en la region

cercana al codon de inicio de la traduccion.
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Figura 18. Patron de metilacion de CpG en laregion -300 - +180 del promotor del gen ATP2A3
en lineas celulares de cancer de mama. Las células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron cosechadas en
condiciones normales de cultivo, se extrajo el DNA gendmico y este fue modificado con bisulfito de
sodio y secuenciado para determinar el patron de metilacién del promotor de ATP2A3. Cada linea
representa la secuenciacion de una clona diferente (11 para MCF-7 y 8 para MDA-MB-231); cada
cuadro representa un dinucleétido CpG dentro de la region -300 a +180 del promotor de ATP2A3,
los cuadros azules representan a las CpG no metiladas, mientras que los cuadros rojos a las

metiladas. Los cuadros blancos representan CpG cuyo estado de metilacion no se pudo determinar.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La expresion génica aberrante es uno de los eventos mas tempranos durante la
carcinogénesis, ademas de que se encuentra involucrada en todas las
caracteristicas del cancer [39]. Por ésta razon, no es sorprendente que proteinas
involucradas en procesos epigenéticos y remodelaje de la cromatina presenten

mutaciones o alteraciones en su funcién y/o expresion en células cancerosas [106].

El hecho de que los procesos epigenéticos sean reversibles, representa una
caracteristica importante que ha atraido el interés hacia ellos para el desarrollo de
medicamentos contra diversas patologias, de hecho algunos farmacos epigenéticos
(conocidos como epi-farmacos o epi-drogas) han sido probados en ensayos clinicos

con buenos resultados [107-109].

El consumo de fitoestrogenos se ha asociado con menor riesgo de desarrollar varios
tipos de cancer, entre ellos cancer de mama, préstata y ovario [78, 81]. Ademas,
han mostrado ser agentes con un valor terapéutico contra cancer de mama, tanto
subtipos dependientes del RE-a como contra aquellos que no expresan receptores
de hormonas (triples negativos) [110, 111]. Existen datos en la literatura que
muestran a los fitoestrdgenos como moduladores epigenéticos de la expresion de
genes clave en cancer, los cuales podrian explicar el mecanismo por el cual estas
moléculas han mostrado beneficios a la salud en diversos estudios epidemioldgicos

[14, 112-114].

Basados en la evidencia que el RSV puede ser un regulador epigenético [89, 91,

92, 115], aunado a que en una investigacion previa demostramos que el RSV induce
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la expresion del gen ATP2A3 con consecuencias fisioldgicas importantes en células
de cancer de mama, sin alterar la expresion de ATP2A3 [15], decidimos investigar
si la induccion de la expresion del gen ATP2A3 mediada por RSV ocurre por
mecanismos epigenéticos, especificamente acetilacion y desacetilacion de

histonas, asi como metilacién del su promotor.

El promotor de ATP2A3 carece de caja TATA y su transcripcion basal es controlada
por elementos del tipo Inr y DPE, asi como por los factores de transcripcion Spl,
Sp3 y KIf4 [116]. Otra caracteristica de este promotor es que los primeros 1,000
nucleodtidos rio arriba del TSS, presentan un 78% de GC, lo cual lo hace susceptible
a ser regulado por metilacién [15]. Incluso se ha demostrado que la expresion de
SERCA3 puede ser modulada utilizando DNMTI, asi como HDACI, en células de
cancer de higado, gastrico y de colon [95, 96, 116], lo cual sugiere que este promotor

puede ser regulado epigenéticamente en diversos tipos de cancer.

La proteina SERCAS3 ha sido propuesta como un marcador de diferenciacion, y
particularmente en tejido epitelial mamario se ha observado que su expresion
empieza a disminuir incluso en lesiones pre-cancerosas [9], por lo que el estudio de
su regulacion podria tener implicaciones clinicas ya sea para el tratamiento o0 como

un marcador de diagndstico/prondstico.

El RSV y la TSA disminuyen la viabilidad celular e inducen apoptosis en

células de cancer de mama
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Comparamos el efecto del RSV con dos farmacos, los cuales estan dirigidos a dos
procesos epigenéticos (TSA, un HDACI y 5-aza, un DNMTI). Tanto el RSV como la
TSA disminuyen la viabilidad de las células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-
231 en una manera dependiente de la dosis (Figuras 8A y 8B). La viabilidad celular
reducida puede ser atribuida a un proceso apoptético, ya que se detectd activacion
de caspasas en respuesta al tratamiento con RSV y TSA. La resistencia a la muerte
celular es una caracteristica del cancer y ésta varia dependiendo del subtipo. Por
ejemplo, el subtipo luminal A de cancer de mama, representado en este trabajo por
las células MCF-7, presenta un mejor prondstico comparado con el subtipo triple
negativo (células MDA-MB-231), el cual es més agresivo y propenso a realizar
metastasis; ademas, éste Ultimo muestra actividad proliferativa mucho mayor que el
luminal A [117], la cual podria mitigar los efectos del RSV y otros farmacos y
explicaria por qué las células MDA-MB-231 son mas resistentes a la disminucién de

viabilidad e induccién de apoptosis.

Con 5-aza no se observaron cambios significativos ni en viabilidad celular ni en
induccion de apoptosis. Esto puede ser por 2 razones: la primera es que sus efectos
sean solamente a nivel de inhibicién del crecimiento [118]; y la segunda explicacion
es que se ha observado en distintos tipos de lineas celulares de cancer, la 5-aza
por si misma no induce muerte celular, pero es capaz de sensibilizarlas a ciertos
farmacos [119]. Por ejemplo, las células MCF-7 resistentes a doxorrubicina cuando
son expuestas a doxorrubicina (0-500 nM) o 5-aza (0-10 uM) durante 24-48 h, no

muestran cambios significativos en la supervivencia, sin embargo, cuando se
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administran en combinacion, las células disminuyen su supervivencia hasta en un

70% después de 48 h [120].

El RSV induce expresion del gen ATP2A3 y remodelaje del manejo de Ca?* en

células de cancer de mama

Es importante estudiar los genes que alteran su expresion en respuesta a HDACi y
DNMTi debido a que, a pesar de que éstos farmacos pueden provocar cambios
generales en la estructura de la cromatina, solo una pequefa fraccién de genes
alteran su expresion, por lo que la expresion génica global no se ve afectada de
manera tan significativa [121]. La identificacion de estos genes podria llevarnos a
entender mejor su funcién en la fisiologia celular, puesto que los epi-farmacos

regulan varios procesos celulares involucrados en la carcinogénesis [63].

Tanto el RSV como la TSA inducen la expresion del gen ATP2A3 sin afectar la
expresion del gen constitutivo ATP2A2. Para los experimentos posteriores se
selecciond la concentracion de 50 uM de RSV, ya que fue la concentracion en la
cual se observo la mayor induccion de la expresion de ATP2A3, esta concentracion
esta dentro del rango utilizado en la literatura para estudiar los efectos del RSV en
diferentes tipos de células, e incluso es una concentracion que se puede alcanzar
en plasma sanguineo de ratas después de la administracion oral o intravenosa del

mismo [122-126].

El RSV potencié la expresion del gen ATP2A3 incluso mas que TSA. Los datos

indican que los cambios en la expresién de los genes SERCA tienen una
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consecuencia fisiolégica, no solo en la induccion de apoptosis, sino también en
alteraciones del manejo de Ca?* citosélico (Figura 9). El Ca?* citosdlico basal fue
menor en las células MCF-7 tratadas con RSV comparado con el de las células no
tratadas, mientras que las células MDA-MB-231 mostraron lo opuesto. La respuesta
a la inhibicion de la actividad de SERCA con Tg también fue diferente en ambas
lineas celulares, mientras que la liberacion de Ca?" del RE en células MCF-7
tratadas con RSV fue menor que en células no tratadas, en células MDA-MB-231
se observd el efecto contrario (Figura 9B). Sugerimos que las caracteristicas
bioquimicas juegan un papel importante en este fenomeno. SERCA2b tiene una
afinidad por Ca?* (kCa?*=0.2 uM) que es seis veces mayor que la afinidad de las
isoformas de SERCA3 (kCa?*~1.2 uM) [18, 127]. Ademas, las diferencias en la
velocidad de transporte de Ca?*, la abundancia relativa de las isoformas de SERCA
y las variaciones en los niveles de otras proteinas involucradas en el manejo de
Ca?*, igualmente juegan un papel importante en la homeostasis de Ca?* en un
contexto celular dado. Por lo tanto, es dificil la prediccion de las variaciones de Ca2+
a través del andlisis de solamente la expresiéon de SERCAS. Adicionalmente, una
de las principales diferencias entre las células MCF-7 y MDA-MB-231 es la
expresion del RE-a, el cual es importante para modular el comportamiento de
células de cancer de mama. El Ca?* y la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR,
por sus siglas en inglés) son mediadores clave en la activacion del RE-a [128, 129].
Esto podria, al menos en parte, explicar las diferencias en el manejo de Ca?*
citosolico en respuesta a RSV en estas lineas celulares, y seria un campo

interesante para futuras investigaciones.
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EI RSVy la TSA disminuyen la actividad de HDAC, pero solo el RSV disminuye

la abundancia de HDAC2 nuclear

La alteracion en la expresion y/o actividad de varias HDAC ha sido identificada en
diversos tumores [130]. Por ejemplo en cancer de mama se ha observado que la
sobre-expresion de HDAC1l, HDAC2 y HDAC3 es comdn en tumores poco
diferenciados y agresivos, mientras que expresion abundante de HDACG6 es de buen

pronéstico en IDC [58].

Aunque el RSV es considerado un activador de SIRT1, las sirtuinas pertenecen a la
clase Il de HDAC, las cuales difieren de las HDAC clasicas en diversos aspectos
como estructura, especificidad de sustrato y dependencia de cofactores [131, 132],
por lo que es posible que la regulacion negativa de la actividad de HDAC por RSV
se dé a través de mecanismos diferentes. Ademas, el RSV y otros activadores de
SIRT1 son capaces de acelerar la reparacion de la piel en ratones, y este mismo
efecto puede ser logrado a través de la aplicacion de HDACi como la TSA [133].
Nuestros resultados sugieren que el RSV es un HDACI y puede llegar a ser tan
eficiente como la TSA, no solo a través de la reduccion de la actividad de HDAC
(como un inhibidor potencial a través de la unién a la enzima), sino también
disminuyendo los niveles nucleares de HDAC2, de acuerdo con los experimentos
de Western Blot e inmunofluorescencias (Figuras 11 y 12). Es importante la
identificacion de nuevas moléculas con actividad de HDACI, ya que en los ensayos
clinicos, si bien se han llegado a observar resultados prometedores en algunos
casos, estos farmacos también estan asociados con toxicidad, llegando a ocasionar

en los pacientes efectos secundarios como trombocitopenia, neutropenia, anemia,
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fatiga, diarrea, vomito y/o deshidratacién [72], por lo que el RSV pudiera sustituir a
los HDACi en ensayos clinicos, ya que ha mostrado ser mejor tolerado por los

pacientes [113, 134].

El RSV y la TSA incrementan la actividad de HAT

La inhibicibn de HDAC mediada por RSV podria ser suficiente para favorecer la
ganancia de acetilacion de histonas. Sin embargo, también se detectd el aumento
de la actividad de HAT por RSV y TSA, lo cual provoca la acumulacién de acetilacién
global de la histona H3 (Figura 11). Estos resultados concuerdan con
investigaciones previas en las que se ha observado que el RSV y otros
fitoestrégenos como el pteroestilbeno, epigalocatequin galato (EGCG) y sulforafano
pueden reactivar la expresion del RE-a en células de cancer de mama triple
negativas a través de la reversion de las aberraciones epigenéticas que lo
mantienen silenciado, como actividad de HAT reducida y actividad de HDAC
aumentada, neutralizando el contexto de heterocromatina y provocando que estas
células vuelvan a ser sensibles a terapia hormonal con tamoxifeno [89, 90]. El
tratamiento con RSV y pteroestilbeno en las células de cancer de mama triples
negativas MDA-MB-157 y HCC1806 reactiva la expresion del RE-a a través de la
acumulacion de la marca de activacién transcripcional H3K9ac sobre el promotor
del ER-a [89]. También en modelos pre-clinicos de cancer de mama resistente a
terapia endocrina, se ha observado que la inhibicion de HDAC puede restaurar la
sensibilidad hacia la terapia anti-estrogénica [135]. Esto es de suma importancia, ya
que alrededor del 30-40% de las pacientes que inicialmente son diagnosticadas con
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tumores ER+, desarrollan resistencia a la terapia anti-estrogénica, y esto es

causado principalmente por el silenciamiento epigenético del RE-a [136].

Incluso en un ensayo clinico de fase 3, se encontro que las pacientes tratadas con
una combinacion de tucidinostat (un HDACI) con exemestano (un inhibidor de
aromatasa), mostraron una mayor tiempo de sobrevida libre de progresion de la
enfermedad comparado con las pacientes que recibieron solamente un placebo +
exemestano (7.4 vs 5.5 meses, respectivamente) [137], mostrando que la inhibiciéon

de HDAC puede tener utilidad en la practica clinica.

Ademas, cuando utilizamos el compuesto C646, el cual es un inhibidor especifico
de la actividad de p300, la induccién de la expresion de ATP2A3 por RSV apenas
mostré6 cambios (Figura 14). Aunque utilizamos una concentracion mayor (1 puM)
que la constante de inhibicion del compuesto (400 nM) [138], en otros estudios se
han utilizado concentraciones entre 10 y 20 veces mayores [101, 139]. Por lo tanto,
es posible que la concentracién que utilizamos no fuera suficiente para prevenir la
induccion de ATP2A3 mediada por RSV y que p300 esté involucrado en la
activacion de la expresiéon de ATP2A3, no solo por RSV sino en condiciones

normales.

El RSV incrementa H2K27ac y disminuye la ocupancia relativa de HDAC2
sobre el promotor de SERCAS3 en células MDA-MB-231, pero no en células

MCF-7
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La actividad tanto de HDAC como de HAT mediada por RSV inclina la balanza hacia
la creacion de un ambiente favorable para la ganancia de acetilacion de histonas, la
cual se ha asociado con activacion transcripcional [51]. En la figura 11 observamos
que ocurria una ganancia global en la acetilacion de H3; sin embargo, si bien el
grado de acetilacién global es un pardmetro importarte, es la localizacion de esta
modificacion la que pudiera tener un impacto més importante en la biologia celular
[140]. Ademas, se ha observado que, en distintas lineas celulares, e incluso entre
distintas muestras de pacientes derivadas de un mismo tipo de cancer, la actividad
de HAT/HDAC es distinta, asi como la tendencia de MPT en residuos aminoacidos
especificos en las histonas en respuesta a HDACI [141]. De acuerdo con lo anterior,
decidimos evaluar la acetilacion en dos residuos especificos de lisina que han
mostrado una gran importancia en la estructura de la cromatina y la regulacion de
la transcripcién, y observamos un enriquecimiento de H3K27ac, pero no de H3K9ac
sobre el promotor de ATP2A3 en células MDA-MB-231 tratadas con RSV o TSA
(Figura 15B). Sorprendentemente, no hubo cambios en los niveles ni de H3K9ac ni
H3K27ac en células MCF-7 (Figura 15A). Una posible explicacién es que SERCA3
ha sido propuesto como un marcador de diferenciacion [116] y las lineas celulares
que utilizamos representan diferentes grados de diferenciacion. Las células MCF-7
pertenecen a un subtipo de cancer de tipo luminal, que se caracteriza por conservar
algunas caracteristicas epiteliales, como la expresion de E-caderina y algunas
citoqueratinas [36]; en contraste, las células MDA-MB-231 son del subtipo triple
negativo el cual es una forma mas agresiva y menos diferenciada de cancer de
mama [142], por lo que el hecho de que la sobre-expresion de ATP2A3, asi como

la acumulacion de marcas de eucromatina se hayan dado solamente en las células
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triples negativas y menos diferenciadas, que intrinsecamente expresan bajos
niveles de éste, concuerda bien con esta propuesta. Adicionalmente, cuando se
utilizan los HDACI butirato de sodio (NaB) y SAHA, las células MCF-7 acumulan la
marca H3K4ac (asociada a promotores de genes activos), sobre el promotor de
BRCA1 y de otros genes, mientras que las células MDA-MB-231 no mostraron
cambios [143], por lo que el estatus de expresion del RE-a podria jugar un papel
importante en la respuesta que las células de cancer de mama presentan a epi-
farmacos, agregando una capa mas de complejidad al estudio del efecto de éstas

moléculas en cancer.

De acuerdo con nuestros resultados, la induccion de ATP2A3 es mas potente en
células MDA-MB-231 que en células MCF-7 (Figura 9A). La cuantificacion de la
expresion de ATP2A3 mediante PCR en tiempo real, indica que sus niveles en
células MDA-MB-231 son mucho menos abundantes comparado con las células
MCF-7, en condiciones normales de cultivo, apoyando la idea de que SERCAS3
puede funcionar como un marcador de diferenciacién. Ademas, se ha visto que la
expresion de las bombas de Ca?* SERCA y PMCA se regula de manera diferencial
en una forma especifica de subtipo cuando células de cancer de mama son tratadas

con HDACI [144].

En adicién a nuestros resultados, datos de ChlP-seq publicados por el consorcio
ENCODE muestran que tanto los residuos H3K9 como H3K27 se encuentran
hiperacetilados en condiciones normales sobre el promotor de ATP2A3 en células
MCF-7 (Figura 15D), la cual es la Unica linea celular derivada de glandula mamaria

para la cual existen datos en ENCODE.
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En este punto del trabajo, decidimos concentrarnos solamente en el andlisis del
promotor de SERCA3 por dos razones: la primera es debido a los resultados
obtenidos mediante qPCR, en la cual no se observaron cambios en la expresion de
ATP2A2 bajo ninguna de nuestras condiciones experimentales, lo cual la propuesta
de diversos autores de que éste es un gen de expresion constitutiva [145]. Y la
segunda razén fue por razones metodoldgicas. En hecho de no observar cambios
en este gen, podria habernos ayudado a utilizarlo como “control negativo” en
diversos experimentos. Sin embargo, debido a las caracteristicas intrinsecas de
este promotor, resulta muy dificil amplificarlo por PCR, asi como clonarlo en

vectores de expresion para su posterior analisis.

En un trabajo reciente, donde se evaluaron 15 muestras de pacientes con cancer
de mama, mediante ChlP-seq acoplado a con ensayos de microarreglos de DNA
(ChlP-chip) se encontré que en tumores HER2 positivos y triples negativos, los
promotores de genes importantes se encontraban marcados con la modificaciéon
H3K9ac, mientras que en tumores luminales, la marca predominante era H3K27ac
[117]. A pesar de que solamente se evaluaron esas dos marcas, estos resultados
sugieren que las células de cierto subtipo de cancer de mama acumulan
preferentemente modificaciones sobre residuos especificos en las histonas, lo cual
concuerda con lo observado en este estudio, donde las células MDA-MB-231
acumularon acetilaciéon solamente sobre la K27 y no sobre la K9. Incluso, se ha
demostrado que la pérdida o ausencia de ciertas marcas de cromatina son no

solamente caracteristicas de ciertos tipos de cancer, sino que pueden tener un valor
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clinico ya que pueden asociarse con parametros como la recurrencia y/o

supervivencia [146, 147].

El RSV también podria ejercer su funcibn a través de la interrupcion,
desestabilizacion y/o inhibicion de complejos remodeladores de la cromatina. Por
ejemplo, el RSV ha mostrado la capacidad de promover la expresion de PTEN a
través de la inhibicién del complejo MTAL1/DAC en células de cancer de prostata
DU145 y PC3M [94]. Nuestros resultados demuestran que el RSV disminuye la
ocupancia relativa de HDAC?2 sobre el promotor de ATP2A3 en células MDA-MB-
231 (Figura 13C), probablemente inhibiendo la formacion de un complejo silenciador

del gen ATP2A3.

El RSV disminuye la actividad de DNMT y la expresiéon de proteinas de union

a DNA metilado

La evaluacién de la metilacion del DNA es importante debido a que se ha
encontrado que ésta puede ser un buen marcador de prondstico, asi como de
probabilidad de recurrencia en varios tipos de cancer. Ejemplo de estos son los
analisis de metilacion en los genes RASSF1, GSTP1, BRCAl y CDH1, los cuales
cuando se encuentran metilados indican que hay una menor probabilidad de
respuesta a ciertos tratamientos y mayor probabilidad de presentar recurrencia
después de 5 afios [105, 148]. Incluso, un perfil de metilacién de genoma completo
de los subtipos de cancer de mama ya mencionados anteriormente, ha revelado

gue los subtipos HER2 positivo y triple negativo tienen patrones de metilaciéon
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especificos, mientras que los subtipos luminales son méas heterogéneos en cuanto
a esta caracteristica [149]. De manera general se ha observado que los subtipos
triples negativos presentan menor grado de metilacion en promotores comparado
con los otros subtipos [149, 150], lo cual sugiere que este subtipo contiene una

mayor cantidad de genes transcripcionalmente activos.

Como previamente se habia observado en células MDA-MB-157 y MDA-MB-231
[89, 90], confirmamos la inhibicibn de la actividad de DMNT mediada por el
tratamiento con RSV, aunque observamos disminucion solamente en células MDA-

MB-231, mientas que en células MCF-7 no se observaron cambios (Figura 16).

MeCP2 y MBD2 son proteinas que normalmente se unen al DNA metilado [151].
Evaluamos los niveles de MeCP2 y MBD2 en extracto total de células MCF-7 y
MDA-MB-231, encontrando que ambas proteinas se encuentran disminuidas
cuando se aplica tratamiento con RSV o 5-aza (Figura 17). Sin embargo, cuando
analizamos el patron de metilacion del promotor proximal de ATP2A3, encontramos
gue se encuentra hipometilado en ambas lineas celulares (Figura 18). Por lo tanto,
concluimos que la metilacion del promotor de ATP2A3 no juega un papel importante
en la activacion ATP2A3 mediada por RSV. A pesar de que en estudios previos se
ha demostrado que los altos niveles de metilacion en los promotores de muchos
genes correlacionan con los tumores mamarios positivos para el RE [152], éste no
parece ser el caso del gen ATP2A3, que no estuvo metilado en las células ER+ ni

tampoco en las triples negativas.

En un estudio previo, se analizé el efecto del RSV en los niveles globales de
metilacion del genoma en células MDA-MB-231, identificando el conjunto de genes
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que muestran tanto hipermetilacion como hipometilacion en respuesta al tratamiento
con RSV [153]. Dado que el gen ATP2A3 no fue identificado dentro del panel de
genes mencionado previamente, sugerimos que el RSV puede regular la expresion
de genes, en este caso particular del gen ATP2A3, por mecanismos adicionales, y

no solamente por cambios en el patron de metilacion del DNA.

De manera notable, a pesar de la falta de metilacion en el promotor proxima, las
células MDA-MB-231 muestran un patron de metilacion muy denso en el cuerpo del
gen, en la region cercana al codén de inicio de traduccion. Esta metilacion
concuerda con datos publicos de la base de datos Cancer Cell Line Encyclopedia,
y seria interesante analizar qué papel tiene esa metilacion en la regulacion de la

transcripcion de ATP2A3, asi como funciones adicionales que pudiera tener.

A pesar de que desde hace varios afios se han investigado intensamente los efectos
benéficos del consumo de RSV en la salud humana (Figura 19), sus mecanismos

aun no se entienden completamente.

El RSV y sus anélogos han sido probados en diversos estudios in vitro e in vivo, asi
como en ensayos clinicos con buenos resultados. Sin embargo, se necesitan mas
estudios mecanisticos, asi como mas ensayos clinicos para entender los
mecanismos del RSV y otros fitoestrégenos. El entendimiento de cdmo estos y otros
agentes quimiopreventivos ejercen su funcion a nivel celular y molecular nos daré
un panorama mas amplio que nos permitirdA mas opciones terapéuticas y de
prevencion, consolidando el area de la nutriepigenética como un aliado importante
contra el cancer y otros problemas de salud publica. Los resultados de este trabajo
proveen bases moleculares para la justificacion del uso del RSV como un adyuvante
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en el area de la oncologia, por lo que deberia ser tomado en cuenta para la

realizacion de ensayos clinicos para evaluar su efectividad.

Identificacion de RSV

oo Paradoja Identificacion de RSV como agente
St fi como agente uimiopreventivoen
entodel [ 4 'ancesay - pen q : P
RSV RSV en quimiopreventivoen cancer de colona
vino tinto cancer de piel través de la inhibicion
1939 Principios de los ‘90 1997 de la via de Wnt

2009

Vinculacion de los mecanismos epigenéticos a la actividad del RSV

Mas estudios

mecanisticos sobre el 244 ensayos
RSV y sus blancos clinicos CON
Finalizacién de ensayos RSV completos
clinicos en curso en distintas
Implementacién del RSV patologias
en la practica clinica Abril, 2018

RSV como agente RSVy sus
quimiopreventivo en metabolitos son
cancer de mamaa identificados como
través de la reduccion potenciales agentes
de la hipermetilacion terapéuticos contra
en GSP cancer de colon
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2019y futuro

Figura 19. Eventos principales en el campo del RSV y la investigacién en cancer. El RSV fue
identificado por primera vez en 1939 en eléboro blanco. En la década de 1990, se identificd en
vino tinto y se sugiri6 como una posible explicacién a la paradoja francesa, la cual consiste
en que la baja incidencia de obesidad y enfermedades cardiovasculares en la poblacién
francesa, a pesar de su dieta alta en grasas, se podia explicar a través del alto consumo de
vino tinto en aquel pais [113]. En 1997, se encontrd que la aplicacion tépica de RSV inhibe la
carcinogénesis en un modelo murino de cancer de piel [154]. Pacientes de cancer de colon
fueron tratados con dosis bajas de RSV (<1mg/dia) y se observé que la via de sefializacion de
Wnt se encontrabainhibida en lamucosa normal de colon pero no en las células neopléasicas,
sugiriendo que bajas dosis de RSV podrian tener un efecto quimiopreventivo para el cancer
de colon [155]. En 2010 se report6é que pacientes con cancer de colon que consumieron dosis

de 0.5-1g de RSV/dia alcanzaron concentraciones suficientes de éste en el torrente sanguineo
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para observar efectos farmacolégicos, de hecho, encontraron que las células neoplasicas
presentaban una proliferacién disminuida a través de la inhibicién de Ki-67. En 2012, se
reportd que mujeres adultas con alta predisposicion a desarrollar cancer de mama y que
consumieron dosis de 10-100 mg de RSV/dia por 12 semanas, mostraron altos niveles de RSV
y sus metabolitos en suero; ademas, analisis de metilacién revelaron que el promotor del
supresor tumoral RASSF-1a estaba hipometilado comparado con las mujeres que solamente
recibieron un placebo. Para abril de 2018, se habian completado 244 ensayos clinicos que
utilizaron al RSV en distintas patologias[113], la mayoria de ellos mostrando efectos

benéficos.
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10. CONCLUSIONES

e El tratamiento con RSV disminuye la viabilidad de las células de cancer de
mama MCF-7 y MDA-MB-231, a través de la induccion de apoptosis.

e EI RSV induce la expresion del gen ATP2A3, mientras que la expresion del
gen ATP2A2 no cambia. La activacion del gen ATP2A3 es mas potente en
las células MDA-MB-231 que en las MCF-7.

e EI RSV provoca cambios en el manejo intracelular de Ca?* en ambas lineas
celulares, aunque de manera diferencial.

e EI RSV disminuye la actividad de HDAC en ambas lineas celulares y altera
la localizacion nuclear de HDAC2 las células MCF-7, provocando incremento
en la acetilacion de la histona H3.

e EI RSV incrementa la actividad de HAT en células MCF-7, pero no en MDA-
MB-231, sin alteraciones en la expresiéon de p300.

e EIRSV favorece el enriguecimiento de la acetilacion de H3K27 solamente en
las células MDA-MB-231, con disminucién de la ocupancia de HDAC2 en la
region proximal del promotor de ATP2A3.

e El tratamiento con RSV disminuye la actividad de DNMT en células MDA-
MB-231, asi como la expresidon de las proteinas de unién al DNA metilado
MeCP2 y MBD2 en ambas lineas celulares.

e EIl promotor proximal de ATP2A3 en ambas lineas celulares se encuentra
hipometilado, aunque la region rio abajo inmediata al sitio del inicio de la
transcripcion esta densamente metilada en células MDA-MB-231.
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11. PERSPECTIVAS

A pesar de que ya son décadas que se conoce al RSV, asi como los beneficios que
su ingesta brinda a los consumidores, se sabe realmente poco de cuales son los
mecanismos moleculares por los que actia, no s6lo en cancer sino también en otras
patologias. En este trabajo caracterizamos los cambios epigenéticos en el promotor
del gen ATP2A3 inducidos por RSV. Sin embargo, experimentos mas puntuales que
incluyan el silenciamiento de HDAC2 y/o de otras proteinas que pudieran estar
involucradas en este proceso, ya sea mediante RNAI o la tecnologia CRISPR-Cas,

nos permitirian responder mecanisticamente la pregunta “;Como es que esto

sucede?”.

Si bien en este estudio estudiamos al RSV como un modulador epigenético de
algunos genes, seguimos sin saber cuales son sus efectos a nivel de genoma
completo, por lo que seria interesante investigar cuéles son las nuevas
caracteristicas que adquiere el genoma, en cuanto a su estructura, dinamica y
patrones globales de expresidén génica, cuando un tipo celular dado es expuesto a

RSV.

Adicionalmente, la evaluacién del efecto del RSV, ya sea s6lo o en combinacién con
otros farmacos comunmente utilizados en quimio o inmunoterapia, en modelos
animales, asi como en pacientes, podria ser Util para poder ofrecer mas alternativas

de tratamiento a los pacientes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonds: Resveratrol (RSV) is a phytoestrogen which has been related to chemoprevention of several types of cancer. In
SERCA this work, we show up to a 6-fold increased expression of ATP2A3 gene induced by RSV that triggers apoptosis
Breast cancer and changes of intracellular Ca** management in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. We explored
Resveratrol epigenetic mechanisms for that RSV-induced ATP2A3 up-regulation. The results indicate that RSV-induced
E‘;f;:;;“;m ATP2A3 up-regulation correlates with about 50% of reduced HDAC activity and reduced nuclear HDAC2 ex-

pression and occupancy on ATP2A3 promoter, increasing the global acetylation of histone H3 and the enrich-
ment of histone mark H3K27Ac on the proximal promoter of the ATP2A3 gene in MDA-MB-231 cells. We also
quantified HAT activity, finding that it can be boosted with RSV treatment; however, pharmacological inhibition
of p300, one of the main HATs, did not have significant effects in RSV-mediated ATP2A3 gene expression.

Additionally, DNMT activity was also reduced in cells treated with RSV, as well as the expression of Methyl-
DNA binding proteins MeCP2 and MBD2. However, analysis of the methylation pattern of ATP2A3 gene pro-
moter showed un-methylated promoter in both cell lines. Taken together, the results of this work help to explain,
at the molecular level, how ATP2A3 gene is regulated in breast cancer cells, and the benefits of RSV intake
observed in epidemiological data, studies with animals, and in vitro models.

DNA methylation

1. Introduction

The calcium ion concentration ([Ca®*]) functions as a second
messenger which controls a wide variety of cellular processes such as
differentiation, growth, and cell death, among others (Berridge et al.,
2003). One of the main components of the Ca** signaling system is the
Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase (SERCA), an enzyme
which transport Ca®* from the cytosol to the lumen of Endoplasmic
Reticulum (ER) through ATP hydrolysis to restore the steady state
(Brini and Carafoli, 2009). The SERCA pumps are encoded by three
different genes (ATP2A1-3), whose expression is tightly regulated in
tissue and development stage-specific manner (Periasamy and
Kalyanasundaram, 2007). Deregulated expression of Ca>* channels and
pumps (including SERCA3) are characteristic features of some diseases,
including breast, colon, and gastric cancer (Gelebart et al., 2002; Papp

and Brouland, 2011).

Phytoestrogens are chemical compounds that are produced in plants
in response to different contexts, especially stress exposure (Duffy et al.,
2007). According to epidemiological studies, they have been correlated
with a lower risk to develop breast cancer (Khan et al., 2012); even they
have been tested in clinical studies with good outcomes, functioning as
both a treatment and adjuvant therapy to minimize the side effects and
resistance to chemotherapy (Cottart et al., 2014; Al Fatease et al., 2019;
Jin et al, 2019; Li et aL, 2017). Phytoestrogens account for multiple
targets, incdluding the epigenome (Carlos-Reyes et al, 2019). It was
shown that 20-40 uM of genistein can stimulate the expression of p21
and p16, which have tumor suppression functions, such increase was
correlated with inhibition of HDAC activity (Li et al,, 2013); likewise,
genistein and resveratrol (RSV) can reactivate the expression of Es-
trogen Receptor alpha (ER-a) in ER-a-negative breast cancer cells

Abbreviations: ER, Endoplasmic Reticulum; SERCA, Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca® *-ATPase Pump; RSV, Resveratrol; ER<a, Estrogen Receptor Alpha; HDAC,

Histone Deacetylases; HAT, Histone Acetylransferases
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Fig. 1. Major events in the field of RSV and cancer research. RSV has been isolated from different sources, however, it was first identified in 1939 in white hellebore.
In the 1990s, it was identified in red wine and suggested as a putative explanation of French Paradox, which consists in that the decreased incidence of heart disease
and obesity in the French population, despite their high-fat diet, could be explained by the red wine intake in that country (Singh etal., 2019). In 1997, it was found
that topical application of RSV inhibited carcinogenesis in a mouse skin cancer model (Jang et al,, 1997). Colon cancer patients were treated with very small doses of
RSV (< 1mg), and Wnt signaling was inhibited in normal colonic mucosa but not in neoplastic tissue, suggesting that low doses of RSV may have a chemopreventive
role for colon cancer (Nguyen et al., 2009). In 2010, patients with colorectal cancer consumed 0.5-1 g of RSV daily. RSV reached sufficient concentrations to observe
pharmacologic effects, actually, it reduced cell proliferation through Ki-67 inhibition (Patel et al,, 2010). In 2012, adult women with high risk to develop breast
cancer consumed 10-100 mg of RSV daily for 12 weeks. High levels of RSV and metabolites were detected in serum, and methylation analysis revealed that RASSE-1a
promoter, a Tumor Suppressor Gene (TSG) was hypomethylated compared to the women who only received placebo (Zhu et al., 2012). To April 2018, 244 clinical
trials had used RSV in a broad set of pathologies (Singh et al, 2019), most of them showed beneficial effects of this molecule. As a result, more clinical and
camprehensive ch is ded to understand RSV mechanisms, but the data to date are promising to introduce RSV to routine clinical practice.

through the enrichment of histone marks associated with transcrip- 2.2, Cell viability assay
tional activation on the ER-a gene promoter, due to HDAC inhibition
and promotion of HAT activities (Kala and Tollefsbol, 2016). RSV also 1 % 10" cells per well were seeded in 96-well plates. After 24 h, cells
suppress the lysine methyltransferase EZH2 (Hu et al,, 2019) and it is were treated with RSV (10-100uM), TSA (50-150nM) or 5-aza
very effective to inhibit the proliferation of ER-a positive and triple (1-5puM). Subsequently, Prestoblue Cell Viability Reagent (1:10 in
negative breast cancer cells (Hu et al.,, 2019; Horgan et al.,, 2019). A culture medium) was added, and the plate was incubated at 37 °C for
time-line schematic representation of some important events in the field 30 min. Viable cells were counted by absorbance measurements at
of RSV and cancer research are highlighted in Fig. 1. 405 nm.

Additionally, we previously demonstrated that RSV induces the
expression of the human ATP2A3 gene, but not of the housekeeping 2.3. Caspases activity assay
ATP2A2 gene, in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Moreover, up-regula-
tion of ATP2A3 is essential for RSV-induced apoptosis in these cancer Caspases activities were measured using the colorimetric Casmx 3
cell lines since ATP2A3 silencing assays using siRNA partially decreases Assay Kit (Sigma-Aldrich). Briefly, 50ug of control cells lysates and
the apoptotic process induced by RSV (lzquierdo-Torres et al., 2017). treated with RSV (10-100puM), TSA (50-150 nM) or 5-aza (1-5uM)
Despite all the evidence, the molecular mechanisms associated with the were incubated for four h with the peptide substrate Ac-DEVD-pNA.
RSV effects remain elusive. Therefore, in this work, we focus on the The absorbance was determined at 405 nm.
mechanisms for RSV-induced ATP2A3 expression in human breast
cancer cell lines, with emphasis on histone acetylation/deacetylation 2.4. RNA isolation, reverse transcription, and real-time PCR (qRT-PCR)
and CpG DNA methylation processes to shed light about how RSV reactions
works in reactivating silenced genes in the context of cancer.

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated as described above,

2. Materials and methods washed with PBS, and 1 ml of Trisure reagent (Bioline) was added to
each well to isolate total RNA, according to the manufacturer’s in-
2.1. Cell cultures and treatments structions. Total RNA (1 pg) was reverse-transcribed using M-MLV re-

verse transcriptase according to the manufacturer’s instructions

MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines were purchased (Invitrogen). gRT-PCR was performed in triplicate using 50 ng of cDNA
from ATCC and cultured in DMEM with high glucose + 10% FBS, 0.5% with SYBR GreenER gPCR Supemix reagent in a Rotor Gene-Q thermal
penicillin-streptomycin, and 70 mg/l kanamycin (Sigma Aldrich). Cells cycler (Qiagen). B-actin expression was determined to normalize the

were grown at 37 °C in a humidified 5% C0,/95% air atmaosphere. results. Primer sequences are shown in Table 1.

Exponentially growing cells were trypsinized and then seeded. When

cells reached 60% confluence by microscopic examination, RSV, 5- 2.5. Spectrofiuorometric determination of Ca®*

azacytidine (5-aza) or Trichostatin A (TSA) were added. Cells were

treated for 72 h, replacing the culture medium every 24 h. Control cells and treated with RSV (50 puM), 5-aza (5uM) or TSA
38
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Table 1
Sequence of primers employed for Real-Time PCR and PCR of Bisulfite-modified
DNA.

Primer name Sequence 5-3" PCR Product Size
bp)

hSERCAZ2b F: CGAACCCTTGCCACTCATCTTC 189
R: TGCCGAGAACGAGCAGGATTTG

h-panSERCA3 F: CAGGGGACATTGTAGAAGTGGC 126
R: TGGTCACGGACACAGATTCAC

hSERCA3 promoter  F: CAGATCCCACCCCTAGCAG 116
R: TGCAGAGGGGAAACTGAGAC

hfj-actin F: TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG 146
R: GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC

hATP2A3 BSP F: GGTTTAGGAGAGTTTAGAGGAG 709

R: CCAAATACCCCAAAAA CATCC

F, Forward; R, Reverse.

(50nM) were charged with 5 pM of FURA2-AM dye (Invitrogen) in
Krebs buffer for 45 min at 37 °C in a humidified 5% CO,,/95% air at-
mosphere. Cells were then trypsinized and resuspended in Krebs Buffer
pH 7.4 for monitoring fluorescence in real time at 340 nm excitation,
and 510 nm of emission. Ca®* release from the ER was measured by
adding thapsigargin (50 pM), a specific and imeversible pan-SERCA
pump inhibitor.

2.6. HDAC, HAT, and DNMT activities assays

Total HDAC and HAT activities were determined using HDAC
Activity Colorimetric Assay Kit, HAT Activity Colorimetric Assay Kit Kit
(Biovision), and EpiQuik DNA Methyltransferase Activity/Inhibition
Assay Kit (Epigentek). 50 ug of nuclear extract from MCF-7 and MDA-
MB-231 cells treated with RSV or TSA were incubated with the sub-
strates, according to the manufacturer's instructions. Changes in ab-
sorbance were monitored during multiple time points at 405 nm (for
HDAC substrate), 440 nm (for HAT substrate) or 450 nm (for 5mC).

2.7. Westem blot

Fifty ug of total protein or nuclear extract from MCF-7 and MDA-
MB-231 cells were separated by SDS-PAGE and transferred to a PVDF
membrane (GE Healthcare Bio-Sciences). The membranes were blocked
with 5% nonfat milk for two h. Primary antibodies were incubated
overnight at 4°C, and secondary antibodies were incubated 2 h at RT.
Immunodetection was performed using antibodies against HDAC2,
MeCP2, and MBD2/3 (Abcam), H3Ac (Millipore) and TFIIB (Santa Cruz
Biotechnology) as a loading control. Detection was achieved using the
chemiluminescent reactive Super Signal West Dura Extended Duration
Substrate (Thermo Fisher). The luminescence of the membranes was
captured in a C-Digit Blot Scanner and analyzed using the Image Studio
Lite 5.2.5 software (LI— COR).

2.8, Immunofiuorescence and confocal microscopy

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were seeded into 8-chamber culture
slides (LabTek) at 5 x 10" cells/ml per chamber ovemight and were
treated with 50 nM TSA or 50 pM RSV. Then, cells were fixed with 1%
of paraformaldehyde and permeabilized with 1% Triton X-100 followed
by blockage of unspecific interaction sites with 3% BSA/PBS. After
washing, the slides were incubated with the HDAC2 antibody (Abcam)
overnight at 4°C. Then, cells were incubated with Alexa Flour 488
conjugated anti-rabbit (Molecular Probes) for 2 h at RT. Later, cham-
bers were incubated with DAPI (Sigma Aldrich) for 5min at RT. After
washing with PBS, the slides were mounted using Vectorshield® (Vector
Labs). Cells were examined under a Nikon A1R + STORM confocal
microscopy. Pictures were analyzed with ImageJ software.
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2.9. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated with RSV or TSA, and
then they were crosslinked using 1% formaldehyde. The reaction was
stopped with glycine 0.125M. The cells were lysed and subjected to
sonication in a Biorruptor Pico (Diagenode) sonication device.
Immunoprecipitation was done with One-Day ChIP Kit (Diagenode)
following the manufacturer instructions with some modifications. Five
hundred pg of the sonicated chromatin was incubated with two pg of
antibody against H3K9Ac, H3K27Ac, and HDAC2 (Abcam).

gRT-PCR quantification was performed using specific primers for
the -258 to -143 bp region of the human ATP2A3 promoter (Table 1).
The data are shown as relative occupancy of the immunoprecipitated
factor with respect to the negative control (anti-IgG antibody), and 10%
of input DNA served as a positive control for PCR amplification.

2.10. Bisulfite-modified DNA sequencing

DNA from MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated with sodium
bisulfite using EZ DNA Methylation-Direct Kit (Zymo Research).
ATP2A3 specific primers (Table 1) were designed using Methyl Primer
Express software (Thermo Fisher Scientific) and used to carry out Bi-
sulfite Sequencing PCR (BSP). BSP reactions were carried out with Kapa
DNA polymerase (Merck) using 1 ul of bisulfite-converted genomic DNA
in the Eppendorf Gradient Master Cycler, programmed with an initial
incubation of 94 °C for 4 min, followed by 45 cycles of 40s at 94 °C, 30s
at63°C, and 60s at 66 °C, and a final extension step at 72 °C for 5 min.
The PCR product was gel-purified and cloned using the CloneJET PCR
cloning (Thermo Fisher Scientific). Escherichia coli DHSa cells were
transformed with the ligation product, and specific primers for the
plasmid were used to screen positive clones. Automated DNA sequen-
cing analyzed the clones harboring the ATP2A3 proximal promoter at
the Molecular Biology Unit of the Instituto de Fisiologia Celular, UNAM,
Mexico. Sequencing data were revised with Chromas software, and
methylation analysis and graphic representation were performed with
BISMA software (Bisulfite Sequencing DNA Methylation Analysis).

2.11. Statistical analysis

Data were analyzed in GraphPad Prism software and are expressed
as the mean of three independent experiments = Standard Deviation
(SD). Comparisons among experimental groups were made by one-way
ANOVA Dunnett’s multiple comparison tests. Differences in mean va-
lues were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Characterization of the effect of RSV, TSA, and 5-aza on cell viability

We compared the effect of RSV with two drugs targeting two dif-
ferent epigenetic mechanisms (TSA, HDACI and 5-aza, DNMTi) on cell
viability in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Cell wviability was de-
termined after 72 h of treatment with increasing concentrations of these
drugs. We found that RSV and TSA treatments decrease cell viability in
a dose-dependent manner in both cell lines. Statistically significant
reduction in cell viability by RSV can be observed even at low con-
centrations (10 uM), using 50 uM both cell lines displayed 25% of re-
duction and with 100 pM it was reduced around 40-50%. Interestingly,
5-aza treatment did not have an effect on cell viability in both cell lines
(Fig. 2A-B). To understand if the reduction of cell viability might be
attributed to apoptosis, we measured caspases activities, finding en-
hanced activity in MCF-7 and MDA-MB-231 cells treated with RSV and
TSA. Using 50 and 100 uM of RSV caspases activation was 2-fold
compared to activation in untreated cells (Fig. 2C-D).
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Fig. 2. RSV and TSA decrease cell viability and
induce apoptosis in breast cancer cells. (A)
MCF-7 and (B) MDA-MB-231 cells were treated
with increasing concentrations of TSA
(0-150nM), 5-aza (1-5uM) and RSV
(0-100uM) during 72 h, then cell viability was
determined by colorimetric assays by mea-
suring the metabolic reduction of a resazurin-
based solution. (C) MCF-7 and (D) MDA-MB-
231 cells were treated with increasing con-
centrations of TSA (0-150nM), 5-aza (1-5uM)
or RSV (0-100uM) during 72 h; then caspases
activity was determined by colorimetric assays
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3.2 The effect of RSV, TSA, and 5-aza on the expression of SERCA genes
and Ca®* management in breast cancer cells

When we compared the effects of RSV, TSA, and 5-aza treatments on
SERCA2 and SERCA3 mRNA levels, we found that RSV elicits an in-
crease in the relative SERCA3 mRNA level even more than TSA. RSV
increased ATP2A 3 expression 2.5 fold in MCF-7 and 6-fold in MDA-MB-
231 cells, whereas TSA increased 2-fold and 2.5-fold, respectively
(Fig. 3A). 5-aza did not increase the SERCA3 mRNA level. The SERCA2
mRNA level was not modified by RSV, TSA, or 5-aza treatments.

We examined the effect of RSV, TSA, and 5-aza on Ca** manage-
ment and found that in response to pharmacological treatments, the
basal cytosolic [Ca®*] and Ca’* content inside the ER was different
between the two cell lines. Whereas TSA and 5-aza did not trigger
changes either in cytosolic [Ca®*] nor in Tg-induced Ca®* release in
both cell lines (Fig. 3B), RSV elicited opposite effects. The basal cyto-
solic [Ca® *] in MCF-7 cells treated with RSV was lower
(111.8nM £ 5.75) than in untreated cells (157.5nM £ 26.5); in con-
trast, basal cytosolic [Ca®*] in MDA-MB-231 cells treated with RSV was
higher (117.6 nM = 4.2) compared to untreated cells (49.8 nM + 5.2)
(Fig. 3B). Furthermore, Ca** release capacity from the ER was also
specific for each cell line. In MCF-7 cells, RSV decreased the Tg-induced
Ca’*  release (86.2nM = 9.5) compared to untreated cells
(144.1nM = 18.2). In MDA-MB-231 cells, an oppuosite effect was ob-
served, RSV increased the Tg-induced Ca®* release (544.1nM = 21.7)
compared to untreated cells (442.9.8nM =+ 14.5) (Fig. 3B).

3.3. HDAC activity, expression, and localization after RSV and TSA
treatments

We compared the function of RSV and TSA as HDAC inhibitors.
Therefore, we investigated the effect of TSA and RSV on HDAC dlass 1
and II activities. Both TSA and RSV inhibit HDAC class I and II activities
at different extent in nuclear extracts derived from MCF-7 and MDA-

40

MB-221 cells, albeit HDAC from MCF-7 cells are more prone to the
inhibition by RSV than MDA-MB-231 cells with 71.2% vs. 14.1% of
inhibition, respectively (Fig. 4A).

RSV has been previously proposed as a potential pan-HDAC in-
hibitor (Venturelli et al., 2013), although it has not been demonstrated
that RSV can bind to the catalytic site of HDACs class I and IL. Then, we
used nuclear extract derived from untreated MCF-7 and MDA-MB-231
cells, and we added increasing concentrations of RSV (0-100 pM),
finding that RSV inhibits HDAC activity in a dose-dependent manner in
both cell lines (Fig. 4B). Fifty nM of TSA was used as a positive control
since it is known that TSA inhibits HDACs activities by chelating a zinc
ion, which is essential for their enzymatic activity (Vanhaecke et al,
2004).

Both cell lines showed an increased pattern of acetylation on histone
H3 with TSA or RSV; the RSV-induced increase with RSV was 50%
(Fig. 4C-E). Nevertheless, when we assessed HDAC2, we noticed that
nuclear HDAC2 protein levels were reduced in nuclear extracts from
MCF-7 and MDA-MB-231 cells treated with RSV (Fig. 4C-E). We also
examined the subcellular localization of HDAC2 protein through im-
munofluorescence and confocal microscopy, finding that the nuclear
localization of HDAC2 was not affected in MCF-7 and MDA-MB-231
cells when treated with RSV or TSA, although MCF-7 cells also showed
cytosolic HDAC2 presence when treated with TSA and RSV (Fig. 4F-G).
Analysis of HDAC2 expression in the total extract from MCF-7 and
MDA-MB-231 cells showed no changes in HDAC2 expression (Fig. 4H-
1.

3.4. RSV and TSA-mediated HAT activity in breast cancer cells

Histone acetyltransferases (HATs) perform the opposite activity
compared to HDACs enzymes. When we measured HAT enzymatic ac-
tivity in nuclear extracts, we noted that both treatments strongly in-
crease HAT activity in MCF-7 cells (RSV by 368% and TSA by 210%),
whereas the activity in MDA-MB-231 did not change significantly
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management in breast cancer cells. (A) MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated

with 50 nM of TSA, 5 uM of 5-aza or 50 uM of RSV during 72h. Then total RNA was isolated and 1 ug was retro-transcribed to determine SERCA2b and SERCA3
mRNA expression by qRT-PCR using 50 ng of ¢cDNA. Control cells treated only with the vehicle were considered as one. (B) MCF-7 and MDA-MB-231 cells were
treated with TSA (50 nM), 5-aza (5 uM) or RSV (50 uM) during 72 h; then cells were charged with FURA2-AM (5 uM) to determine Ca®” concentration in basal
conditions and in response to stimuli. Changes in the fluorescence were monitared in a spectrofluorometer in real time at 340 nm excitation and 510 nm emission
wavelength. Ca®” release from the ER was measured by adding thapsigargin (50 uM). Data are expressed as means + SD of three independent experiments, each
performed in triplicates (N = 3). One-way ANOVA Dunnett’s multiple comparison tests, *indicates values with p < 0.05 for experimental conditions compared to

the control.

(Fig. 5A). We determined the SERCA3 mRNA expression under phar-
macologically inhibited p300 activity, one of the main HATs that reg-
ulates gene transcription through chromatin remodeling. C646 is a
specific p300-inhibitor (Bowers et al.,, 2010), and treatment of both cell
lines with this compound did not alter the RSV-induced SERCA3 mRNA
levels (Fig. 5B). However, when we combined C646 with RSV, SERCA3
mRNA upregulation by RSV was partially prevented in MDA-MB-231
cells (Fig. 5B).

3.5. Relative occupancy of H3K9Ac, H3K27Ac, and HDAC2 on human
ATP2A3 gene promoter in breast cancer cells

We performed ChIP assays to determine the presence of acetylation-
related histone marks for transcriptional activation H3K9Ac and
H3K27Ac on human ATP2A3 promoter in cells treated with RSV or TSA.
The results indicate that H3K9Ac and H3K27Ac remained unchanged in
MCF-7 cells treated with TSA or RSV (Fig. 6A). On the other hand,
H3K9Ac also remained unchanged in MDA-MB-231 cells treated with
TSA or RSV, but there is an enrichment of 78% in H3K27Ac in cells
treated with TSA or RSV compared to untreated cells (Fig. 6B). Ad-
ditionally, HDAC2 relative occupancy on ATP2A3 proximal promoter
decreases 63% in MDA-MB-231 cells with RSV treatment (Fig. 6C).
Fig. 6D shows the acetylation and trimethylation pattern of H3K9 and
H3K27 on the human ATP2A3 gene in MCF-7 cells, according to ChIP-
seq data published by the ENCODE project. It can be seen that there are
ChIP-seq peaks only for H3K9Ac and H3K27Ac histone marks in the
region corresponding to the ATP2A3 promoter, while no peaks for
H3K9me3 and H3K27me3 are observed.
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3.6. DNMT activity and Methyl-CpG binding proteins expressed in response
to RSV in breast cancer cells

Next, we analyzed the effect of RSV as a potential CpG DNA me-
thylation inhibitor. DNMT activity in nuclear extracts obtained from
MDA-MB-231 was decreased with RSV to comparable levels observed
with 5-aza, 70% vs. 62%, respectively (Fig. 7A). On the other hand,
DNMT activity in MCF-7 cells was not affected either with 5-aza nor
RSV. We also analyzed the levels of the Methyl-CpG binding proteins
MeCP2 and MBD2; finding that both proteins were significantly de-
creased in cells treated with RSV, and in smaller proportion with 5-aza
(Fig. 7B-D). However, analysis of CpG methylation in ATP2A3 gene
promoter revealed that it is essentially un-methylated in MCF-7 and
MDA-MB-231 cells (Fig. 7E). Interestingly, a portion of the 5°-NT region
near to the translation initiation codon of the ATP2A3 gene exon 1 was
mostly methylated in MDA-MB-231 cells but un-methylated in MCF-7
cells.

4. Discussion

Aberrant gene expression is one of the earliest events in carcino-
genesis, and it is involved in all hallmarks of cancer (Jones and Baylin,
2007). For this reason, it is not surprising that proteins involved in
epigenetic processes and chromatin remodeling undergo mutations or
alterations in their expression and function in cancer cells (Morgan and
Shilatifard, 2015). The reversibility of epigenetic events makes them an
attractive target for drug development, in fact some epigenetic drugs
have been tested in clinical practices with good outcomes (Crump et al.,
2008; Duvic et al., 2007; Richardson et al,, 2008).
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Phytoestrogens intake have been associated with a lower risk of
developing several types of cancer, mainly breast cancer (Persson,
2000; Zhang et al,, 2017) and has been observed as an efficient

(caption on next page)

therapeutically agent against ER-a positive and triple negative breast
cancer(Horgan et al., 2019; Poschner et al., 2019). It has been reviewed
in the literature the role of phytoestrogens as epigenetic modulators to
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Fig. 4. RSV decreases HDAC activity and nuclear HDAC2 expression, increasing total acetylation on histone H3 in breast cancer cells. (A) MCFE-7 and MDA-MB-231
cells were treated with 50 nM of TSA or 50 uM of RSV during 72 h, and then nuclear extracts were isolated to determine HDAC activity using the HDAC colorimetric
substrate, which comprises an acetylated lysine side chain. (B} Nuclear extracts of untreated MCF-7 and MDA-MB-231 cells were used to determine the percentage of
inhibition in HDAC activity produced by increasing concentrations of RSV (0-100uM). Values in the figures are means * SD of three independent experiments
(N = 3). HDAC2 and total H3Ac protein levels were determined by Western blot, showing (C) a representative WB image and the normalized values obtained by
densitometric analysis for two independent experiments (N = 2) in (D) MCF-7 and (E) MDA-MB-231 cells. (F) MCF-7 and (G) MDA-MB-231 cells were treated with
50nM of TSA or 50 uM of RSV during 72h, and they were fixed with 1% of paraformaldehyde, incubated with anti-HDAC2 antibody, washed and observed by
confocal microscopy. Pictures were analyzed with ImageJ software. The image is representative of two independent experiments (N = 2). Expression of total HDAC2
protein in MCF-7 and MDA-MB-231 cells, showing a representative WB image (H), and the normalized values obtained by densitometric analysis (I) for two

independent experiments (N = 2). One-way ANOVA Dunnett’s multiple comparison tests, *p < 0.05.

explain the health benefits observed in several investigations (Khan
et al., 2012; Carlos-Reyes et al., 2019; Singh et al., 2019). Based on the
evidence that RSV had shown activity as epigenetic regulator (Kala and
Tollefsbol, 2016; Venturelli et al., 2013; Mirza et al., 2013; Gao and
Tollefsbol, 2018), and since we previously demonstrated that it pro-
motes the expression of the human ATP2A3 gene in breast cancer cells
(Izquierdo-Torres et al, 2017), we decided to investigate whether
ATP2A3 up-regulation by RSV was mediated by epigenetic events,
specifically histone acetylation and CpG DNA methylation.

4.1. RSV and TSA decrease cell viability and induce apoptosis in breast
cancer cells

We compared the effect of RSV with two drugs targeting different
epigenetic mechanisms (TSA targeting HDAC, and 5-aza targeting
DNMTs). RSV and TSA decrease cell viability in a dose-dependent
manner (Fig. 2A). This reduced cell viability can be attributed to
apoptosis since caspases activation was detected in response to RSV and
TSA in MCF-7 and MDA-MB-231 cells (Fig. 2B) as previously reported
(Izquierdo-Torres et al., 2017; Kim and Bae, 2011).
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4.2, RSV induces ATP2A3 gene expression in breast cancer cells and
remodeling of Ca®* management in breast cancer cells

We noted that RSV only up-regulates the expression of ATP2A3
gene, whereas the housekeeping ATP2A2 gene did never change. Based
on the induction of ATP2A3 gene (Izquierdo-Torres et al.,, 2017) we
selected 50 uM of RSV for the remaining experiments, this concentra-
tion is within the range used in literature to study the effect of RSV on
different cell targets and even is a reachable RSV blood plasma con-
centration after oral or intravenous administration in rats (Colom et al.,
2011; Juan et al., 2010; Alayev et al., 2015; Khan et al., 2014; Qinet al.,
2014).

Resveratrol enhanced SERCA3 mRNA expression in MCF-7 and
MDA-MB-232 cells even more than TSA. Our data indicate that changes
in the expression of SERCA genes by RSV have functional implications
due to induction of apoptosis and alterations in cytosolic [Ca®*]
management (Figs. 2C-D and 3B). Basal cytosolic [Ca®"] was lower in
RSV-treated MCF-7 cells compared to untreated cells; MDA-MB-231
cells showed the opposite effect. The response to SERCA inhibition
activity with thapsigargin was also different among both cell lines.

Fig. 5. RSV and TSA increased HAT activity,
but combined treatment with a p300 inhibitor
does not alter SERCA3 mRNA expression. (A)
MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated
with 50nM of TSA or 50 uM of RSV during
72 h, and then nuclear extracts were isolated to
determine HAT activity through spectro-
photometric detection of NADH produced by
CoA release due to acetylation of a peptide
substrate by HATs. (B) MCF-7 and MDA-MB-
231 cells were treated with 50nM of TSA, 50
uM of RSV, 1 uM of p300-inhibitor 646,
TSA + C646 or RSV-C646 during 72h. Then
total RNA was isolated and 1pg was retro-
transcribed to determine SERCA3 mRNA ex-
pression by gRT-PCR using 50 ng of c¢DNA.
Values in the figures are means * SD of three
independent experiments (N = 3); One-way
ANOVA Dunnett’s multiple comparison tests,
*p < 0.05.
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Fig. 6. RSV increases H3K27Ac and decrease HDAC2 relative occupancy on human ATP2A3 promoter in MDA-MB-231 breast cancer cells, but not in MCF-7 cells. (A)
MCF-7 and (B) MDA-MB-231 cells were treated with 50 nM of TSA or 50 uM of RSV during 72 h. Cells were crosslinked with a buffer containing 1% formaldehyde and
then they were lysed, and chromatin was sheared. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assays were performed using H3K9Ac¢, H3K27Ac¢ and (C) HDAC2 anti-
badies to determine the relative occupancy of these proteins with respect to the negative cantrol (anti-IgG antibody) on the human ATP2A3 promoter, through qRT-
PCR. A 10% input DNA served as a positive control for PCR amplification. (D) Acetylation and trimethylation pattern of H3K9 and H3K27 on the human ATP2A3

gene in MCF-7 cells, according to ChIP-seq data published by ENCODE Project. Values in the figures are means +

way ANOVA Dunnett’s multiple comparison tests, *p < 0.05.

Ca®* release from ER in RSV-treated MCF-7 cells was lesser than un-
treated cells, whereas MDA-MB-231 cells showed the opposite effect
(Fig. 3B). We suggest that the biochemical characteristics of SERCA
isoforms play a key role in this phenomenon. SERCA2b has 6-times
greater Ca®* affinity (¢Ca®** = 0.2 pM) than SERCA3 (xCa’* =1.2)
(Chandrasekera et al, 2009; Dode et al., 2002). Differences in Ca**
transport speed, the relative abundance of SERCA isoforms and varia-
tion in levels of other Ca®* handling proteins likewise play a crucial
role in Ca®* homeostasis in a specific cellular context. Consequently,
the prediction of Ca?* variations only by analyzing the SERCA ex-
pression is challenging. Similar results were found by Gelebart et al.
(2002) when compared normal KATO-1II gastric cancer cells with cells
treated with the HDACGI butyrate. This treatment induces SERCA3 over-
expression, and basal cytosolic Ca** was higher, and ER Ca®* release
was lower in butyrate-treated cells (Gelebart et al. (2002)).

Additionally, one of the main differences among MCF-7 and MDA-
MB-231 cells is their status in ER-a expression, which is important to
modulate cell behavior in breast cancer cells. Ca** and the Unfolded
Protein Response (UPR) are key mediators in ER-a activation (Divekar
et al., 2011; Livezey et al., 2018); this could, at least in part, explain the
differences in Ca’* management in these two cell lines in response to
RSV and is an interesting field for upcoming research.

4.3. RSV and TSA decrease HDAC activity in breast cancer cells, but only
RSV treatment decreases the abundance of nuclear HDAC2

Although RSV is considered an activator of SIRT1, sirtuins belong to
the HDAGs class 11l and differ from classical HDAGs class I, Il and IV in
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SD of three independent experiments (N = 3); One-

several aspects, such as structure, substrate specificity and dependence
on cofactors (Haigis and Sinclair, 2010; Kupis et al, 2016), thus, it is
possible that HDAC negative regulation by RSV may be through dif-
ferent mechanism(s). Moreover, RSV and other SIRT1 activators ac-
celerated skin repair in a mouse model, and the same effect can be
achieved by HDAC inhibitors such as TSA (Spallotta et al., 2013). Our
results suggest that RSV is an HDAC inhibitor not only due to the re-
duction of HDAC activity (as a potentially catalytic site-mediated in-
hibitor) (Fig. 4A-B) but also by decreasing nuclear HDAC2 protein le-
vels, according to our Western blot and immunofluorescence
experiments (Fig. 4C-I).

4.4. RSV and TSA increase HAT activity in breast cancer cells

The RSV-mediated HDAC inhibition is enough to favor the gain of
histone acetylation; nevertheless, the gain of total acetylation (Fig. 4C-
E) could be stronger since RSV and TSA increased HAT activity in MCEF-
7 cells (Fig. 5A). These results agree with previous reports which show
that RSV, pterostilbene, epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and sulfor-
aphane (SFN), reactivate the expression of ER-a in triple negative
breast cancer cells through reversing the epigenetic aberrations that
keep it silent, such as reduced HAT activity and increased HDAC and
DNMT activities, neutralizing the heterochromatin context and re-sen-
sitizing these cell lines to tamoxifen treatment (Li et al., 2017; Kala and
Tollefsbol, 2016). This phenomenon was also previously observed by
Kala and Tollefsbol when treated MDA-MB-157 and HCC1806 triple-
negative breast cancer cells with RSV and pterostilbene to reactivate
the expression of ER-a and observed decreased HDAC activity and
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Fig. 7. RSV decreases DNMT activity and MBDs expression in breast cancer cells. (A) MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated with 5 uM of 5-aza or 50 uM of RSV
during 72h, and then nuclear extracts were isolated to determine DNMT activity through the methylation of a CG-rich substrate and colorimetric detection of 5mC
using specific antibodies. Values in the figures are means * SD of three independent experiments (N = 3). MeCP2 and MBD2 levels were determined by Western
blot, showing (B) a representative WB image and the normalized values obtained by densitometric analysis for two independent experiments (N = 2) in (C) MCF-7,
and (D) MDA-MB-231 cells, (E) MCF-7 and MDA-MB-231 cells were cultured. Genomic DNA was treated with sodium bisulfite, and ATP2A3 promoter was amplified
by PCR using methyl-specific primers. PCR product was cloned into a plasmid to transform DH5a E. coli cells. Plasmids containing the PCR product with ATP2A3
promoter from both cell lines were purified and sequenced to determine the CpG methylation pattern. One-way ANOVA Dunnett’s multiple comparison tests,

*p < 0.05.

increased HAT activity, as well as H3K9Ac enrichment on ER-a pro-
moter (Kala and Tollefsbol, 2016).

However, when we used the p300-specific inhibitor C646, ATP2A3
induction by RSV barely showed changes (Fig. 5B). Although we used a
higher concentration (1 pM) of C646 compared to its Ki (400nM)
(Bowers et al.,, 2010), other studies have used 10 or 15-fold higher
concentrations (Dou et al., 2018; Wang et al., 2017). Thus, it is possible
that the concentration we used was not enough to prevent the RSV-
mediated ATP2A3 induction.

4.5. RSV increases H3K27Ac and decrease HDAC2 relative occupancy on
ATP2A3 promoter in MDA-MB-231 breast cancer cells, but not in MCF-7
cells

The RSV-mediated activity of HDAC and HAT enzymes might create
a favorable environment for transcription due to the gain of acetylation
associated with transcriptional activation (Rothbart and Strahl, 2014).
Accordingly, we observed an enrichment of H3K27Ac, but not H3K9Ac,
on ATP2A3 promoter in MDA-MB-231 cells treated with RSV or TSA
(Fig. 6B). Surprisingly, there were no changes in levels neither on
H3K9Ac nor H3K27Ac in MCF-7 cells under our experimental condi-
tions (Fig. 6A). A possible explanation is that SERCA3 has been pro-
posed as a differentiation marker (Flores-Peredo et al, 2017), and the
cell lines used in our experiments represent different grades of differ-
entiation. MCF-7 cells represent a luminal breast cancer subtype; in
contrast, MDA-MB-231 represents a triple negative breast cancer sub-
type (Subik et al., 2010), which is a less differentiated and the most
aggressive form of breast cancer (Hon et al., 2016). According to our
results, the induction of ATP2A3 gene by RSV is higher in MDA-MB-231
cells than in MCF-7 cells (Fig. 3A). Analysis of the threshold cycle value
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in real-time RT-PCR indicates that SERCA3 expression in MDA-MB-231
is much less abundant compared to MCF-7 cells under normal growing
conditions, supporting the previously proposed idea that SERCA3 ex-
pression is a useful differentiation marker (Papp and Brouland, 2011).
Additionally, Varga et al. 2018 demonstrated that PMCA and SERCA
Ca®* pumps expression is differentially regulated in a subtype specific
manner when breast cancer cell lines are treated with HDACi (Varga
et ak, 2018).

In addition to our results, ChlP-seq data consulted from ENCODE
Project show that H3K9 and H3K27 are hyperacetylated in normal
conditions on ATP2A3 promoter in MCF-7 cells (Fig. 6D), there is no
data available for MDA-MB-231 cells.

RSV might also act disrupting, destabilizing or by inhibiting chro-
matin remodeling complexes; for instance, RSV showed the capacity to
promote PTEN expression through inhibition of MTA1/HDAC complex
in DU145 and PC3M prostate cancer cells (Dhar et al., 2015). Our re-
sults demonstrate that RSV treatment decrease HDAC2 occupancy on
the ATP2A3 promoter (Fig. 6C), probably inhibiting an ATP2A3 silen-
cing complex.

4.6. RSV decreased DNMT activity and Methyl-CpG binding proteins
expression in breast cancer cells

As previously reported in MDA-MB-157 and MDA-MB-231 cells (Li
et al, 2017; Kala and Tollefsbol, 2016), we confimned a DNMT in-
hibition activity in response to phytoestrogens treatment (RSV), al-
though we observed the DNMT inhibition only in MDA-MB-231 cells,
whereas MCF-7 cells did not show reduced or increased DNMT activity
(Fig. 7A). MeCP2 and MBD2 are proteins that usually bind methylated
DNA (Bogdanovic and Veenstra, 2009). We assessed MeCP2 and MBD2
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levels in the total extract from MCF-7 and MDA-MB-231 cells, finding
that both proteins are reduced when cells were treated with RSV or 5-
aza (Fig. 7B-D); however, the ATP2A3 promoter in both cell lines is un-
methylated (Fig. 7E). Therefore, we conclude that methylation of
ATP2A3 promoter does not play a crucial role in its RSV-induced up-
regulation in breast cancer cells. Medina-Aguilar et al. analyzed the
effect of RSV on the genome-wide methylation, identifying the set of
genes that were hypermethylated or hypomethylated in response to
RSV treatment (Medina-Aguilar et al., 2017) and ATP2A3 was not de-
tected, suggesting that RSV exerts its function by additional mechan-
isms, not only through changes in DNA methylation patterns.

4.7. Conclusions and future perspectives

In conclusion, RSV induces ATP2A3 gene expression in MCF-7 and
MDA-MB-231 breast cancer cells, triggering apoptosis, and remodeling
in Ca®* homeostasis. The transactivation of ATP2A3 is comrelated with
reduced HDAC2 nuclear expression, reduced global HDAC activity, and
enhanced global HAT activity, eliciting the enrichment of transcrip-
tional activation histone mark H3K27Ac on ATP2A3 promoter. DNA
methylation does not play an important role in RSV-mediated ATP2A3
up-regulation due to, although the DNTM activity was reduced,
ATP2A3 promoter is un-methylated in these cell lines. Taken together,
these results contribute to the understanding of RSV-associated antic-
ancer effect.

Although there has been intense research for years on the benefits of
RSV intake on human health and disease (Fig. 1), its mechanism(s) are
not fully understood. RSV and its analogs have been tested in several in
vitro and in vivo studies as well as clinical trials with good outcomes
(Singh et al., 2019). The complete understanding about how this and
other chemopreventive agents work would give us the chance to de-
velop more therapeutic and adjuvant options for cancer patients, con-
solidating the nutriepigenomics field as an important ally against
cancer and other public health problems.
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