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RESUMEN 

El Resveratrol (RSV) es un fitoestrógeno que ha sido relacionado con la quimio-

prevención de varios tipos de cáncer. En este trabajo, mostramos un incremento 

inducido por RSV en la expresión del gen ATP2A3 de hasta 6 veces, el cual produce 

apoptosis y cambios en el manejo intracelular de Ca2+ en las células de cáncer de 

mama MCF-7 y MDA-MB-231. Exploramos los cambios epigenéticos ocurridos en 

esta regulación positiva mediada por RSV, y los resultados indican que ésta 

correlaciona con la disminución de aproximadamente 50% en la actividad de HDAC 

y reducción en la expresión de HDAC2 nuclear y ocupancia sobre el promotor de 

ATP2A3, lo cual incrementó la acetilación 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 inhibición 

farmacológica de p300, una de las principales HAT, no tuvo efectos significativos en 

la expresión del gen ATP2A3 mediada por RSV. 

Adicionalmente, también la actividad de las DNMTs se encuentra reducida en 

células tratadas con RSV, así como la expresión de las proteínas de unión de DNA 

metilado MeCP2 y MDB2. Sin embargo, el análisis del patrón de metilación del 

promotor del gen ATP2A3 muestra que se encuentra hipometilado en ambas líneas 

celulares. En conjunto, los resultados de este trabajo ayudar a explicar, a nivel 

molecular, cómo el gen ATP2A3 es regulado en células de cáncer de mama, y los 

beneficios del consumo de RSV que se han observado en datos epidemiológicos, 

estudios con animales y modelos in vitro. 
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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 

Ca2+ 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 HATs, 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. INTRODUCCIÓN 

El ion Ca (Ca2+) es un segundo mensajero utilizado por células eucariontes para 

regular de manera específica procesos celulares como la proliferación, muerte 

celular, transcripción, metabolismo, entre otros [1]. Uno de los componentes 

principales del sistema de señalización por Ca2+ es la bomba SERCA, una proteína 

que transporta Ca2+ hacia el lumen del retículo sarcoplásmico (RS) de células 

musculares y del retículo endoplásmico (RE) de todos los tipos celulares, mediante 

la hidrólisis de ATP, para restaurar el estado de reposo [2]. Tres genes diferentes 

(ATP2A1-3) codifican para diferentes isoformas de la proteína SERCA, las cuales 

se expresan en diferentes tejidos o estadios del desarrollo [3]. Las isoformas de 

SERCA1 (a y b) se expresan exclusivamente en músculo esquelético de contracción 

rápida [4]; SERCA2 tiene cuatro isoformas (a-d) que se expresan en músculo 

esquelético de contracción lenta, corazón, músculo liso y células hematopoyéticas 

[5, 6]. SERCA2b es la única 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, páncreas, plaquetas, timo, bazo, nódulos linfáticos, entre 

otros [7, 8]. Varios estudios han demostrado que la expresión de las proteínas 

SERCA2 y SERCA3 se ve alterada en varios tipos de cáncer, incluido el de mama 

[9-11]. Su expresión puede alterarse directamente por eventos de mutación, 

mediante mecanismos epigenéticos, por expresión alterada de factores de 

transcripción que modulen su expresión o mediante diversas vías de señalización 

[12]. 
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Los fitoestrógenos son un grupo de sustancias derivadas de las plantas que son 

estructural o funcionalmente similares al estradiol [13]. Una característica de los 

fitoestrógenos es que poseen diversos blancos moleculares, entre los que se han 

propuesto a los mecanismos epigenéticos [14]. En células de cáncer 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 inducción de la expresión 

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 SEÑALIZACIÓN POR CALCIO Y LA BOMBA SERCA 

El Ca2+ es un segundo mensajero que regula procesos como la transcripción, 

contracción muscular (y motilidad en general), proliferación, muerte celular, 

metabolismo, entre otros [1]. La regulación precisa de esta señalización depende 

de proteínas efectoras que censan y transportan continuamente el Ca2+ entre 

compartimentos celulares como el citoplasma, el RE, la mitocondria, el aparato de 

Golgi, los lisosomas y el espacio extracelular. El sistema de señalización por Ca2+ 

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

En el espacio extracelular, las concentraciones de Ca2+ 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 Ca2+, su concentración está en el rango de 100-
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500 µM [17]. La activación de un proceso específico depende de la magnitud de la 

elevación del Ca2+ citosólico, así como de la duración de dicho estímulo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Etapas de señalización mediada por Ca2+. 1) Identificación de un estímulo que genera 

señales para el transporte de Ca2+ a través de la activación de los canales de Ca2+ de membrana 

plasmática y del RE; 2) Los canales activos (en verde), permiten el flujo de Ca2+ del espacio 

extracelular y del RE hacia el citoplasma (etapa de activación); 3) Decodificación de la señal por 

proteínas efectoras de alta afinidad por Ca2+. El aumento en las concentraciones de Ca2+ en el 

citoplasma activa una amplia variedad de vías de señalización dependientes de Ca2+, las cuales 

pueden estar relacionadas con las características distintivas de las células tumorales; 4) Disminución 

del Ca2+ citosólico para restaurar el estado de reposo (etapa de desactivación). Este transporte, que 

es mediado principalmente por SERCA (morado), desactiva las vías de señalización dependientes 

de Ca2+. 

Los gradientes de concentración de Ca2+ en el citosol se mantienen por la actividad 

de varias proteínas, una de ellas es la bomba SERCA, una proteína que transporta 
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Ca2+ hacia el lumen del RE mediante la hidrólisis 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 proteína 

SERCA1, 2 y 3 respectivamente [3]. Las isoformas de SERCA1 (a y b) se expresan 

en músculo esquelético de contracción rápida [4]; SERCA2 tiene cuatro isoformas 

(a-d) que se expresan en músculo esquelético de contracción lenta, corazón, 

músculo liso y células hemayopoyéticas [5, 6]. SERCA2b es la única isoforma que 

se expresa en todos los tejidos [5]. Las isoformas de SERCA3 (a-f) se expresan en 

tejidos endoteliales y epiteliales, páncreas, plaquetas, timo, bazo, nódulos linfáticos, 

entre otros [7, 8]. Todas las isoformas son funcionales y se diferencian entre ellas 

en el extremo carboxilo terminal, pues la edición 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 aminoácidos entre las 

diversas isoformas, sus propiedades bioquímicas son distintas. Por ejemplo, las 

isoformas de SERCA2 tienen una afinidad por Ca2+ (K0.5 = 0.1 – 0.2 µM) 

aproximadamente 6 veces mayor que las isoformas de SERCA3 (K0.5 = 1.2 – 1.6 

µM); no obstante, las isoformas de SERCA3 tienen una velocidad de transporte de 

Ca2+ mayor [18], sugiriendo que cada isoforma se activa en un momento 

determinado y que no tienen redundancia funcional. 

Particularmente, la expresión de SERCA3 se ha encontrado disminuida en diversos 

tipos de cáncer, como cáncer de pulmón, oral, colon y gástrico, tiroides, mama, entre 

otros [9, 19-22]. Se ha propuesto que la ausencia de mutaciones somáticas sobre 

el gen ATP2A3 indica que éste no funciona como supresor tumoral pero que la 
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expresión incompleta del mismo es suficiente para modificar el ambiente celular y 

tisular que predispone al desarrollo del cáncer. Además, estos estudios sugieren 

que las mutaciones en los genes que codifican las bombas SERCA, así como 

cambios en su expresión, constituyen eventos tempranos en el proceso 

carcinogénico [23]. 

 

2.2 GENERALIDADES DEL CÁNCER 

El cáncer es definido como un conjunto de enfermedades con características 

comunes, el crecimiento celular anormal es la principal de ellas. Ésta permite que 

las células tumorales sean independientes y móviles, pudiendo viajar grandes 

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

En 2011, Hanahan y Weinberg enlistaron y explicaron las características que 

comparten las células cancerosas, las cuales les confieren grandes ventajas de 

supervivencia en comparación con las células normales. Estas características son: 

• Señalización proliferativa sostenida 

• Evasión de supresores del crecimiento 

• Invasión y metástasis 

• Inmortalidad replicativa 

• Inducción de angiogénesis 

• Resistencia a la muerte celular 

• Evasión del sistema inmune 

• Desregulación del metabolismo energético 
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Adicionalmente, las mutaciones e inestabilidad genómica, así como a la inflamación 

crónica, fueron propuestas como dos características (facilitadores) que permiten el 

desarrollo de tumores y favorecen la aparición de las 8 características anteriores 

[25]. 

Además, el cáncer es un problema de salud pública tanto en México como a nivel 

mundial (Figura 2). Su incidencia y mortalidad se encuentran en aumento por 

razones complejas. Ya que el cáncer una enfermedad que en mayor proporción 

afecta a personas adultas, el incremento en su incidencia está relacionado con el 

incremento mundial de la población, así como con el aumento en la esperanza de 

vida. También la prevalencia y distribución de los distintos factores de riesgo 

conocidos contribuyen a este fenómeno [26]. 

De entre los tipos de cáncer más comunes, el cáncer de mama es el más prevalente 

en mujeres, ocupando el 30% del total de nuevos casos diagnosticados; mientras 

que en hombres es el cáncer de próstata, con el 20%. En cuanto a mortalidad, el 

cáncer de pulmón y bronquios es el de peor pronóstico, 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 cáncer, 

85,616 correspondieron a hombres y 105,051 a mujeres. Los más comunes en 

hombres fueron cáncer de próstata (29.3%), colorrectal (9.1%), testicular (5.4%), 

pulmón (5.3%) y de estómago (4.6%); mientras que en mujeres fueron cáncer de 

mama (26%), tiroides (9.7%), cérvico-uterino (7.5%), útero (6.9%) y colorrectal 

(6.8%) [26]. 
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de los 10 principales tipos de cáncer 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 años por cada 100 mil 

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

 

2.2.1 CÁNCER DE MAMA 

Como se mencionó anteriormente, el cáncer de mama es la neoplasia más 

frecuente en mujeres en México y a nivel mundial, de ahí la importancia de 

estudiarlo. Es una enfermedad heterogénea tanto a nivel clínico como molecular 

como lo indican los múltiples subtipos que existen [28]. Actualmente, en la práctica 

clínica se utiliza una clasificación que incluye subtipos que se dividen con base en 

sus características histológicas, los cuales son los siguientes:  
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• Carcinoma ductal in situ (DCIS, por sus siglas en inglés): se extiende a través 

de los ductos y distorsiona su arquitectura; puede progresar a cáncer 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; metástasis a través de los vasos 

linfáticos y la sangre. 

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

mutaciones en el gen CDH1) la respuesta fibrosa es mínima; la metástasis 

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

Sin embargo, también se ha realizado esfuerzos para complementar esta 

clasificación morfológica del cáncer de mama con una clasificación que incluya 

parámetros genéticos y moleculares, desarrollando una clasificación adicional que 

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

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

Tabla 1. Subtipos moleculares de cáncer de mama y su perfil inmunohistoquímico (tomado y 

modificado de [28, 29]), 

 

 

 



9 
 

Adicionalmente, existe otro subtipo intrínseco de cáncer de mama, conocido como 

triple negativo. Este subtipo de cáncer es comúnmente utilizado como un sinónimo 

del tipo basal, sin embargo, aunque hay numerosas similitudes, existen algunas 

diferencias entre ellos. La mayoría de los cánceres triple negativos presentan un 

fenotipo basal y la mayoría de los tumores que expresan marcadores basales son 

triples negativos. Sin embargo, no todos los cánceres definidos como tipo basal 

carecen de ER, PR y HER2, y, por el contrario, no todos los cánceres triples 

negativos muestran un fenotipo basal [30]. 

El cáncer de mama triple negativo se caracteriza por tener un perfil 

inmunohistoquímico ER–, PR–, HER2–. Es de alto grado; alto índice de Ki67; 

presenta una histología de tipo especial (metaplásico, adenoide quístico, medular y 

secretor); y es de mal pronóstico a excepción de algunos tipos especiales [28] 

  

 

2.2.2 LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA 

La primera línea celular de cáncer de mama en ser establecida fue la línea BT-20 

en 1958  [31]. Actualmente, existen decenas de líneas celulares de cáncer de 

mama, cada una con sus características particulares y representativas de los 

distintos subtipos de cáncer de mama, reflejando la heterogeneidad de esta 

enfermedad [32]. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de líneas celulares 

disponibles, aproximadamente dos tercios de las investigaciones in vitro en cáncer 

de mama se han realizado en 3 de ellas: MCF-7, T47D y MDA-MB-231 [31]. 
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Las líneas celulares luminales se caracterizan por ser positivas a la expresión de 

RE y/o PR. Estas células aún presentan cierto grado de diferenciación y 

características epiteliales, por lo que son menos propensas a presentar migración, 

debido a las uniones estrechas célula-célula [31]. De manera general, las células 

con fenotipo luminal B son más agresivas e invasivas que las luminal A, esto debido 

a que presentan sobre-expresión de HER2, la cual está asociada con la regulación 

negativa del ER [31]. Por otro lado, las células triples negativas, como su nombre lo 

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

Se ha reportado que las líneas celulares de cáncer de mama acumulan daño al DNA 

que no es detectado tumores de pacientes, esto puede ser debido a que 

normalmente son derivadas de tumores invasivos de alto grado, los cuales son más 

propensos a acumular aberraciones genómicas. Sin embargo, han mostrado ser un 

modelo factible para estudiar esta patología [31].  

En la Tabla 2 se pueden observar las características de las células MCF-7 y MDA-

MB-231, son de tipo luminal A y triple negativo, respectivamente. El cáncer de mama 

de tipo luminal A es el más frecuentemente diagnosticado, ocupando 

aproximadamente el 63% de los nuevos casos, mientras que el cáncer de mama 

tipo triple negativo ocupa alrededor del 10%, siendo éste último el subtipo más 

agresivo que se conoce [33]. Esto último resalta la importancia de la utilización de 

éstas dos líneas celulares en el estudio del cáncer de mama. También existen líneas 

celulares que se utilizan comúnmente como modelo de tejido epitelial mamario 

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

de tejido normal [35]. 

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

 

 

 

 

2.3 ALTERACIONES EPIGENÉTICAS EN EL CÁNCER 

El cáncer es visto como un conjunto de enfermedades con características comunes 

[25], las cuales se desarrollan por un proceso conocido como carcinogénesis, que 

puede ser impulsado por anomalías genéticas progresivas, alteraciones en el 

microambiente y/o selección 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 regulación epigenética, la cual conduce a una 

expresión génica aberrante, como una característica de la progresión del cáncer 

[34]. La epigenética se define como los cambios heredables en la expresión de los 

genes que no están acompañados por cambios en la secuencia del DNA [39]. Estas 

alteraciones involucran modificaciones covalentes de los aminoácidos en las 

histonas en las cuales el DNA está enrollado, así como cambios en el estado de 

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

el remodelaje de la cromatina (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 formación de heterocromatina (tomado de [40]). 

 

2.3.1 METILACIÓN DEL DNA 

Las moléculas diana para la metilación del DNA en mamíferos son las citosinas en 

los dinucleótidos CpG. En vertebrados, la 5-metil citosina (5mC, producto de la 

reacción de metilación), se encuentra de manera predominante en los dinucleótidos 

CpG. Los sitios del genoma donde normalmente se localizan estos dinucleótidos 

son regiones transcripcionalmente silenciadas como centrómeros, telómeros 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 generación de la 5mC 

se explica en la Figura 4. 

Durante la replicación del DNA, los patrones de metilación 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 metilación 

en sitios que previamente no lo estaban, este proceso es llamado “metilación de 

novo” y es mediado por las DNMT3a y las DNMT3b [40, 42]; además existe la 

DNMT3L, que está involucrada en procesos de embriogénesis, impronta e 

inactivación del cromosoma X a través de su interacción con la desacetilasa de 

histonas (HDAC)1 y de ser cofactor de la DNMT3a [43-45]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Metilación 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-adenosilhomocisteína 

(SAH) (tomado de [46]). 

 



14 
 

La metilación del DNA, la estructura de la cromatina, y el silenciamiento de genes 

están interconectados en los mamíferos. Esto se conoce desde hace años, donde 

los primeros estudios revelaron, por ejemplo,  que los altos niveles de metilación de 

los sitios CpG coinciden con regiones heterocromáticas [47]. Las enzimas TET, 

oxidasas que promueven la “demetilación” de la 5mC a través de un mecanismo de 

reacción complejo, apoyan la relevancia de la metilación activa en diversos entornos 

biológicos en ausencia de replicación celular [48]. 

Se sabe que la mayoría 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 localización 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 hipometilación global, así como hipermetilación 

focalizada en promotores y elementos enhancers de genes supresores tumorales, 

son características comunes entre varios tipos de cáncer [49]. 

 

2.3.2 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS: 

ACETILACIÓN/DESACETILACIÓN 

Un mecanismo importante que regula la función de genomas eucariontes son las 

modificaciones postraduccionales (MPT) de las proteínas histonas que empaquetan 

el DNA dentro del núcleo de las células. Este complejo macromolecular es conocido 

como cromatina [50]. Se ha postulado que las MPT en las histonas actúan por 
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separado y conjuntamente para formar un lenguaje o “código” que es leído por 

proteínas especializadas para facilitar las funciones río abajo de la cromatina [51]. 

Las histonas forman nucleosomas, que están envueltos por DNA. El nucleosoma es 

la unidad básica de la estructura de la cromatina y comprende un núcleo de histonas 

octamérico abrazado por 147 pares de bases de DNA organizadas en 1.65 vueltas 

super-helicoidales. Cada núcleo contiene dos copias de las siguiente cuatro 

histonas: H2A, H2B, H3 y H4 (Figuras 5A y 5B) [52]. La asociación entre los 

nucleosomas y el DNA es muy importante para la regulación de la expresión génica. 

La asociación muy estrecha entre los nucleosomas y el DNA resulta en la 

condensación de la cromatina, que confiere una estructura no permisiva para la 

maquinaria de transcripción, que no puede unirse al DNA, suprimiendo la expresión 

génica [53]. 

A) 

 

 

      B) 

 

 

 

Figura 5. Representación esquemática 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]). 
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La acetilación 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 transcripción [52]. Hay al menos tres 

posibles mecanismos para interpretar este fenómeno. La acetilación, por sí misma, 

puede neutralizar las interacciones electrostáticas 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 configuración 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 transcripción [56]. 

La acetilación 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 reacción opuesta, la desacetilación de histonas, la realizan las desacetilasas de 

histonas (HDAC), y su actividad está relacionada con el silenciamiento de los genes 

debido a la generación de heterocromatina [58] 

Tanto las MPT en las histonas como la metilación del DNA en regiones regulatorias 

son conocidas por estar alteradas en células cancerosas. Se ha demostrado 

recientemente que tanto la pérdida de acetilación de histonas específicas, como las 

marcas de metilación pueden predecir la evolución del paciente con carcinoma 

humano [59]. La pérdida de acetilación en lisinas se ha identificado como uno de los 

eventos más tempranos en el silenciamiento de genes [60]. 
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2.4 TERAPIA EPIGENÉTICA DEL CÁNCER 

Las anormalidades epigenéticas en cáncer pueden afectar a genes involucrados en 

diferentes y fundamentales vías celulares que incluyen el control del ciclo celular, 

apoptosis, respuesta inmune, angiogénesis, invasión celular tumoral y metástasis 

[25]. Sin embargo, estas pueden ser revertidas por inhibidores farmacológicos de 

las enzimas que son responsables del establecimiento/mantenimiento de las 

marcas epigenéticas (Figura 6) [61]. Aunque estas marcas son heredables, el hecho 

de que sean reversibles sugiere implicaciones interesantes para ser usadas como 

terapia [62]. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Vías celulares afectadas por los DNMTi y HDACi (tomado de [63]). La metilación de 

DNA y la acetilación de proteínas cumplen un papel muy importante en la regulación de múltiples 

vías celulares, las cuales pueden ser afectadas por DNMTi y HDACi. 
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Los compuestos y fármacos que modifican el epigenoma son una modalidad 

novedosa y promisoria para el tratamiento contra el cáncer, 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 identificación de 

buenos biomarcadores predictivos para la terapia epigenética sería de gran valor ya 

que los pacientes con mínimas posibilidades de respuesta podrían evitar el 

tratamiento a largo plazo con fármacos ineficaces y de efectos secundarios 

desagradables, ofreciéndoles estrategias terapéuticas alternativas [63] 

Estudios in vivo e in vitro han mostrado efectos prometedores cuando se combinan 

fármacos epigenéticos con otros tratamientos contra el cáncer, tales como agentes 

quimioterapéuticos convencionales como la doxorubicina, etopósido, gemcitabina y 

docetaxel [61]. 

Los fármacos epigenéticos que actualmente se están evaluando en ensayos 

clínicos 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: análogos de nucleósidos y no análogos. Los análogos 

de nucleósido tienen un anillo de citosina modificado que está unido a una ribosa o 

desoxirribosa. Estos son metabolizados por cinasas que convierten los nucleósidos 

en nucleótidos para su incorporación al DNA o RNA. Se cree que la metilación 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 degradación 

[62]. Actualmente, hay también varios no análogos de nucleósido conocidos por 

inhibir la metilación del DNA, pero sólo pocos de ellos han llegado a ensayos clínicos 

(Tabla 3). Estos podrían ser más útiles en los ensayos clínicos que los análogos de 

nucleósido debido a que actúan directamente uniéndose al sitio catalítico de las 

metiltransferasas, sin incorporarse al DNA [60]. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los dos inhibidores de DNMTs más comúnmente investigados son los análogos de 

nucleósido 5-azacitidina (5-aza) y 5-aza-2´-deoxicitidina (decitabina) [65]. La 5-aza 

fue aprobada por la FDA para el tratamiento del síndrome mielodisplásico (MDS), 

además se han realizado ensayos clínicos utilizando este compuesto contra 

diferentes tumores sólidos. La 5-aza tiene dos diferentes mecanismos de acción: se 
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incorpora al DNA y RNA; el tratamiento con 5-aza en células de mamíferos también 

conduce a tRNAs y rRNAs defectuosos, interfiriendo con la síntesis de proteínas, 

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

 

2.4.2 INHIBIDORES DE HDAC 

Las 18 HDAC humanas conocidas hasta ahora están agrupadas en dos familias y 

cuatro clases que difieren entre sí en términos de estructura y actividad biológica. 

La familia Rpd3/Hda1 (clásica) está compuesta de la clase I (HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 y HDAC8), clase IIa (HDAC4, HDAC5, HDAC7 y HDAC9), clase IIb (HDAC6 

y HDAC10) y la clase IV (HDAC11). Las HDAC de clase III (SIRT1-SIRT7) 

comprenden a las sirtuínas, las cuales son dependientes de NAD+ para su función 

[67]. Los inhibidores de HDAC (HDACi) se dividen en cuatro grupos: ácidos grasos 

de cadena corta, derivados de hidroxamatos, tetrapéptidos cíclicos y benzamidas 

[60]. Los efectos de los HDACi parecen promover arresto en el ciclo celular en G1 

o G2/M, así como apoptosis y diferenciación 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 está moviendo rápidamente hacia una nueva etapa de desarrollo 

con resultados clínicos prometedores, sobre todo en la terapia contra el cáncer. El 

Vorinostat (SAHA) y la romidepsina (FK228) han sido aprobados por la FDA para el 

tratamiento del linfoma cutáneo de células T, y SAHA se ha probado también en 

ensayos clínicos contra cáncer de mama [69]. Hay pruebas de una sinergia 
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potencial entre la inhibición de HDAC en combinación con muchos 

quimioterapéuticos y compuestos biológicamente activos anti-cáncer en estudios 

preclínicos. Esto sugiere que las estrategias enfocadas en la combinación de 

terapias deben ser un punto importante en la investigación a futuro [70]. Varios 

estudios, realizados principalmente en enfermedades hematológicas como 

leucemia mieloide aguda (AML), sugieren que el tratamiento combinado de agentes 

hipometilantes con HDACi puede ser clínicamente efectivo [71]. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5 LOS FITOESTRÓGENOS COMO REMODELADORES EPIGENÉTICOS EN 

CÁNCER 
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Los fitoestrógenos son un grupo de sustancias químicas derivadas de las plantas 

que son estructural o funcionalmente al estradiol. Estas moléculas han generado 

interés en el área de la oncología debido a que una serie de datos epidemiológicos 

sugieren un menor riesgo de desarrollar cáncer de mama en mujeres que habitan 

en países con alto consumo de fitoestrógenos [13, 14]. Además, la tasa de cáncer 

de mama entre inmigrantes de países con alto consumo de fitoestrógenos hacia 

países de bajo consumo ha ido en aumento, sugiriendo que los cambios en el estilo 

de vida, incluyendo los cambios en la dieta podrían jugar un papel importante en la 

carcinogénesis de mama [13, 14]. Adicionalmente, en otros estudios 

epidemiológicos y meta-análisis se ha reportado que la ingesta de isoflavonas y 

lignanos (dos tipos de fitoestrógenos) o el consumo de soya (una fuente de 

fitoestrógenos) están asociados a un menor riesgo de desarrollar cáncer de pulmón 

[74, 75], gástrico [76], próstata y testicular [77-79], tiroides [80], útero [81], 

endometrio [82] y ovario [83]. 

En los últimos años se ha hecho hincapié en estudiar cómo los mecanismos 

epigenéticos están involucrados en el desarrollo y progresión del cáncer, muchos 

de estos estudios han incluido a los fitoestrógenos para intentar determinar si son o 

no útiles para su prevención o incluso su tratamiento [14, 69, 84-86]. Los 

fitoestrógenos tienen múltiples blancos celulares, algunos de ellos se observan en 

la Figura 7. Sin embargo, nos enfocaremos en la evidencia que existe sobre los 

fitoestrógenos como modulares de la transcripción a través de mecanismos 

epigenéticos. 
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Figura 7. Blancos celulares de los fitoestrógenos. Los efectos de los fitoestrógenos incluyen 

actividades estrogénicas o anti-estrogénicas, modulación de vías de señalización, regulación del 

ciclo celular, inhibición enzimática, propiedades antioxidantes, angiogénesis y alteraciones 

epigenéticas. 

 

Se ha visto que en células de cáncer de mama negativas para el receptor de 

estrógenos alfa (ER-α), dosis de 20-40 µmol/L de genisteína estimulan la expresión 

de los supresores tumorales p21 y p16, lo cual fue asociado con una disminución 

en la actividad de HDAC [87]. Además, se vio que la genisteína y el RSV pueden 

reactivar la expresión del ER-α en células deficientes de éste a través del 

enriquecimiento de las marcas de acetilación en su promotor proximal, así como 

disminución en la expresión y actividad de proteínas involucradas en procesos de 
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metilación [88-90]. Adicionalmente, en las células de cáncer de mama MCF-7 y 

MDA-MB-231 se demostró que la genisteína, la curcumina y el RSV disminuyen la 

expresión de DNMT1, HDAC1 y MeCP2, proteínas que están involucradas con el 

establecimiento de heterocromatina y por lo tanto represión transcripcional, y 

además este efecto estuvo asociado con la reactivación en la expresión de p21 [91].  

Mediante análisis in silico se observó que el RSV tenía potencial de unirse al sitio 

catalítico de diversas HDAC de clases I y II, y experimentalmente se determinó que 

disminuye la actividad de todas las HDAC conocidas en un modelo de 

hepatoblastoma, además de disminuir la proliferación de estas células en una 

manera dosis-dependiente [92]. Otro blanco del RSV es el gen Nrf2, que se 

encuentra silenciado en cáncer de mama y que codifica para un factor de 

transcripción que funciona como regulador de la respuesta antioxidante. Se observó 

que el RSV puede reactivar la expresión de Nrf2, así como de sus genes blanco en 

modelos in vitro e in vivo a través de la disminución de la metilación en la región 

proximal de su promotor, además de disminuir la expresión del microRNA miR-93, 

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

Adicionalmente, el RSV puede anular la actividad del complejo MTA1/HDAC, el cual 

mantiene silenciado al supresor tumoral PTEN en células de cáncer de próstata, 

reestableciendo su expresión y activando la expresión de Bax y p21, promoviendo 

apoptosis [94]; por otro lado, la combinación de RSV y pteroestilbeno puede 

reestablecer la expresión del ER-α en células de cáncer 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 

expresión del gen ATP2A3 (pero no de ATP2A2) en células de cáncer de mama, y 

que este incremento es importante para la apoptosis inducida por RSV en este 

modelo [15]. Sin embargo, se desconocen los eventos moleculares detrás de este 

efecto, y en general los mecanismos encargados de regular la expresión de los 

genes SERCA en cáncer de mama. El RSV ha mostrado, entre sus diversos 

mecanismos de acción, la capacidad de ser regulador epigenético de la expresión 

de varios genes a través de cambios en los niveles de proteínas involucradas en la 

metilación del DNA, MPT de histonas y/o microRNAs. La expresión de SERCA3 en 

cáncer de mama podría funcionar como un marcador de pronóstico debido a que su 

expresión correlaciona de manera inversamente proporcional con el grado 

histológico del tumor, es decir, a mayor grado histológico, la expresión de SERCA3 

es menor, y este fenómeno se puede observar desde lesiones benignas, en las 

cuales la expresión de SERCA3 ya se encuentra disminuida comparada con el tejido 

normal [9]. Adicionalmente, se ha visto que, en pacientes con cáncer de colon o 

carcinoma hepatocelular, aquellos que presentan tumores con alta expresión del 

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

4. HIPÓTESIS  

El RSV modula la expresión del gen ATP2A3 en líneas celulares de cáncer mama 

a través de modificaciones epigenéticas que incluyen el aumento en la acetilación 

en la histona H3, así como disminución de la metilación de su promotor proximal. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar los cambios epigenéticos que median la alteración en la expresión del 

gene ATP2A3 mediados por RSV en las líneas celulares de cáncer de mama MCF-

7 y MDA-MB-231. 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

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

apoptosis y flujo intracelular de Ca2+. 

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

genes ATP2A2 y ATP2A3. 

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

células de cáncer de mama tratadas con RSV. 

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

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

❖ Evaluar el efecto del RSV en el establecimiento de las marcas de 

eucromatina H3K9ac y H3K27ac; así como la ocupancia de HDAC2 en el 

promotor proximal de ATP2A3. 

❖ Analizar el estado de metilación del promotor proximal del gen ATP2A3 en 

líneas celulares de cáncer de mama cuando son tratadas con RSV. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivos celulares 

Las líneas celulares correspondientes a adenocarcinoma mamario MCF-7 (luminal 

A) y MDA-MB-231 (triple negativo) fueron adquiridas de ATCC y su identidad se 

verificó por el Laboratorio de Diagnóstico Genómico del Instituto Nacional de 

Medicina Genómica (INMEGEN).  Fueron crecidas en medio DMEM suplementado 

con 10% de SFB, kanamicina y antibiótico antimicótico para evitar contaminación, 

5% de CO2 y 37°C conforme a las indicaciones del proveedor. 

 

Tratamientos farmacológicos 

La concentración de RSV utilizada en todos los experimentos fue de 50 µM y el 

tiempo de tratamiento fue de 72 h, esta decisión 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 vehículo. Para el caso de los tratamientos con TSA, las concentraciones 

utilizadas para la caracterización 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, 3 y 5 µM. TSA fue disuelta en DMSO y 5-aza en PBS. En todos los casos, se 

realizó cambio de medio de cultivo con fármaco cada 24 h. El compuesto C646 se 

disolvió en DMSO a su máxima concentración de 25 mM y posteriormente se 

preparó una solución stock de trabajo 10 mM. 
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Ensayos de viabilidad celular 

Un total de 104 células de cada línea 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 incubación, se agregó el reactivo Prestoblue Cell Viability Reagent en una 

relación 1:10 en medio de cultivo y se incubó a 37°C por 15 min. La medición de 

fluorescencia se realizó en un Multilabel counter Victor 2 I420. La longitud de onda 

de excitación para el Prestoblue Cell Viability Reagent es de 560 nm y la de emisión 

de 590 nm. 

 

Ensayos de actividad de caspasas 

Las células control y tratadas por 72 h con RSV, TSA o 5-aza se cosecharon 

mecánicamente y fueron sometidas a centrifugación durante 5 min a 10,000 rpm. 

Las células fueron después resuspendidas en búfer 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 proteína total se cuantificó 

por espectrofotometría. La reacción consistió en incubar durante 2 h 50 μg de 

proteína total con búfer de ensayo y 10 μL 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. 

 

Purificación de RNA total y PCR en tiempo real 
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La extracción de RNA total se realizó por el método orgánico [98]. La calidad de éste 

se evaluó mediante electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa con 

formaldehído y se cuantificó por espectrofotometría con la relación de absorbancia 

280/260 nm mayor o igual a 1.8 como RNA de buena calidad. 1 μg de RNA total fue 

tomado para la síntesis de cDNA mediante la reacción de transcripción reversa con 

la enzima M-MLV en un volumen final de 20 μl. Posteriormente, para evaluar el 

efecto de los tratamientos sobre los cultivos celulares se realizó la amplificación de 

los genes de interés mediante RT-PCR, a través de cuantificación relativa 

normalizando cada muestra contra dos genes de expresión ubicua (β-actina y 

GAPDH). Las secuencias de cada par de primers se muestran en la Tabla 5. Del 

gen ATP2A2 se amplificó solamente la isoforma SERCA2b por ser de expresión 

ubicua en todos los tipos celulares. Para amplificar SERCA3 se flanqueó una 

porción del mRNA que es común en todas las isoformas (a-f). 

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

 

 

 

 

 

 

 

 (F= Forward; R= Reverse). 
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Análisis de los resultados de PCR en tiempo real.  

Los datos de amplificación 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 ΔΔCt (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 ecuación [99]: 

 

 

Los valores normalizados contra la expresión de β-actina son los que se presentan 

en la sección de resultados.  

 

Determinación de [Ca2+]i con FURA-2, AM 

Las líneas celulares control y tratadas con RSV, TSA o 5-aza por 72 h fueron 

cargadas en placas p-100 con el fluróforo FURA-2, AM a una concentración final de 

(5 μM) y 0.001% de ácido plurónico en medio Krebs-Ringer-Hepes-Glucosa (NaCl 

120 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, KCl 4.75 mM, glucosa 10 mM, Hepes 20 

mM, CaCl2 1.27 mM, albúmina sérica bovina 0.05%, pH 7.4), durante 45 minutos a 

37°C en una atmósfera de 5% de CO2. Después de la incubación, las células fueron 

lavadas dos veces con PBS. A continuación, las células fueron despegadas con 

tripsina/EDTA al 0.025%, fueron resuspendidas nuevamente en Krebs y 

centrifugadas a 3,000 rpm por 3 minutos, el sobrenadante se descartó y se lavó dos 

veces más. El pellet de células fue homogenizado en 2 ml de Krebs para proceder  
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a la lectura en agitación constante mediante un espectrofluorómetro, el cual registra 

los cambios de fluorescencia con excitación a 340 nm y emisión de 510 del 

flouróforo. La cuantificación se hizo de acuerdo con la siguiente ecuación:  

 

Donde Kd es la constante de disociación del fluoróforo, Sf2 es la intensidad máxima 

de la fluorescencia para cero Ca2+ obtenida a la longitud de onda utilizada para 

monitorear el Ca2+ libre, Sb2 es la intensidad mínima de fluorescencia a condiciones 

saturantes de Ca2+ (obtenida a la misma longitud de onda que Sf2), Rmin y Rmax 

son los valores de fluorescencia obtenidos en condiciones de Ca2+ cero y 

saturantes, respectivamente [100]. 

 

Ensayos de actividad de HDAC y HAT 

Se realizó la purificación de extractos nucleares, de los cuales 50 µg fueron 

incubados durante una hora con un sustrato específico para ser reconocido y 

cortado por todas las HDAC y HAT. La cuantificación se realizó 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 vehículo. El sustrato está 

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 realizó la purificación de extractos nucleares, de los cuales 20 µg 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 incubó en agitación con un anticuerpo de captura contra 5mC 

a temperatura ambiente por 1 hora. Se lavó de nuevo, se agregó un anticuerpo de 

detección contra 5mC y se incubó a temperatura ambiente por 30 min. Al finalizar la 

incubación, los pozos se lavaron 3 veces, se agregó una solución reveladora y se 

cuantificaron los cambios en absorbancia a 450 nm. 

 

Western Blot 

Se separaron por SDS-PAGE 50 µg de extractos nucleares o 100 µg de proteína 

total) provenientes de células control y tratadas con RSV o TSA en un gel al 12%. 

Las proteínas separadas fueron transferidas a una membrana de PVDF durante 4 

horas a 350 mA en una cámara de transferencia húmeda. 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 hibridación con los anticuerpos. Las diluciones de 

anticuerpos primarios utilizadas fueron de 1:5,000 para TFIIB, 1:10,000 para 

HDAC2, 1:500 para H3Ac, 1:5000 para SERCA2, 1:500 para SERCA3, 1:1000 para 

MeCP2 y 1:500 para MBD2, todos ellos disueltos en TBS-T + BSA e incubados por 

toda la noche a 4°C en agitación. Se lavaron las membranas con TBS-T y se 

procedió a incubar por una hora con su respectivo anticuerpo secundario. Para 

revelar se utilizó un reactivo quimioluminiscente (Pierce) y un escáner LICOR. Las 

imágenes se obtuvieron utilizando el software Imagen Studio Lite Ver 5.2 
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Inmunofluorescencia y microscopía confocal 

Las células MCF-7 y MDA-MB-231 se sembraron en portaobjetos de cultivo de 8 

cámaras a una densidad de 5x104 células/ml. Se trataron durante 72 horas con 50 

nM de TSA o 50 µM de RSV. Al término del tratamiento, las células fueron fijadas 

con paraformaldehído al 1% en PBS por 10 min a temperatura ambiente. Las células 

fijadas se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 1% por 5 

minutos, seguido por el bloqueo de sitios de interacción inespecíficos con 3% de 

BSA/PBS. Después de lavar, se incubó con un anticuerpo contra HDAC2 diluido en 

PBS con BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Al término de la incubación, las 

células se lavaron con PBS y se incubó con Alexa Fluor 488 conjugado con anti 

rabbit por 2 horas a temperatura ambiente. Después, las cámaras fueron incubadas 

con DAPI por 5 min a temperatura ambiente, se lavó y se procedió a la examinación 

en un microscopio confocal Nikon AIR – STORM. Las imágenes fueron analizadas 

con el software ImageJ. 

 

Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

Las células control y tratadas con RSV o TSA sembradas en placas de 100 mm 

fueron fijadas con búfer de crosslinking (formaldehído al 11%, NaCl 100 mM, EGTA 

0.5 mM y HEPES 50 mM pH 8.0) por 10 minutos en agitación. La reacción de 

crosslinking se detuvo adicionando glicina a una concentración final de 125 mM y 

en agitación por 5 min. Las células fueron lavadas 2 veces con PBS + 1 mM PMSF 

frío, cosechadas mecánicamente y se centrifugaron a 4,000 rpm durante 3 min a 
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4°C. La cromatina se obtuvo utilizando búfer de lisis (SDS 1%, EDTA 10 Mm pH 8.0, 

Tris-HCl 50 mM Ph 8.0) con inhibidores de proteasas. La cromatina fue fragmentada 

utilizando un sonicador Bioruptor con 8 ciclos de sonicación con 15 segundos 

encendido y 30 segundos apagado entre cada pulso. El tamaño de los fragmentos 

sonicados se evaluó por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% después de haber 

sometido la cromatina a digestión 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 condición experimental 

fueron utilizadas para inmunoprecipitar con 2 µg de anticuerpo contra H3K9ac, 

H3K27ac o HDAC2 durante toda la noche en agitación a 4°C. Los 

inmunoprecipitados e inputs fueron purificados de acuerdo con las indicaciones del 

proveedor (One Day ChIP kit) con pequeñas modificaciones. El enriquecimiento 

relativo se determinó mediante PCR punto final y PCR en tiempo real utilizando un 

par de primers que flanquean la región del promotor proximal del gen ATP2A3 de 

humano que va desde -258 hasta -142.  

 

Análisis 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 calculó utilizando la siguiente ecuación: 

2(𝐶𝑡𝐶𝑡𝑙𝑁𝑒𝑔−𝐶𝑡𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡) 

Donde CtCtlNeg y CtTarget son los ciclos umbrales promedio de PCR realizada por 

triplicados en muestras de DNA purificado del control negativo (anticuerpo anti-IgG) 

y de las marcas de interés (H3K9ac y H3K27ac), respectivamente. 
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Secuenciación 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 genómico de 100,000 células para tratarlo con bisulfito de sodio con 

el kit EZ DNA Methylation-Direct kit. Se utilizó 1 µl de DNA genómico convertido 

para realizar una PCR utilizando primers específicos para amplificar la región del 

promotor desde -300 hasta +180. Los primers se diseñaron utilizando el programa 

Methyl primer express software. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo 

utilizando la enzima Kappa DNA polymerase con una incubación 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 extensión final de 5 min a 72°C. El producto de PCR fue 

purificado a partir de un gel de agarosa y clonado utilizando el plásmido CloneJET 

PCR cloning. Se transformaron bacterias Escherichia coli DH5α con el producto de 

ligación, y las clonas positivas fueron seleccionadas por PCR utilizando primers 

específicos para la secuencia del vector utilizado para la clonación. Los plásmidos 

purificados de las clonas positivas se mandaron a secuenciar a la Unidad de 

Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Los datos de 

secuenciación fueron analizados con el software Chromas y el análisis de metilación 

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

 

Análisis estadístico  

Los resultados de todos los experimentos son expresados como la media de 3 

experimentos independientes (n=3) ± desviación estándar (SD). Los valores fueron 

comparados con análisis 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 

gráficas, el asterisco (*) denota valores estadísticamente significativos con p≤0.05 

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

8.1 Comparación de los efectos de TSA, 5-aza y RSV en viabilidad celular y 

apoptosis en células de cáncer 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 provocó 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 razón 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 fármacos inducen activación de caspasas, 

también en una manera dosis dependiente (Figura 8B). Estos resultados sugieren 

que la inhibición de HDAC para la disminución de la viabilidad celular mediada por 

inducción de apoptosis, mientras que la inhibición 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 utilizó 1 µg de Tg como 

control positivo para la disminución de viabilidad celular y activación de caspasas. 

El dimetilsulfóxido (DMSO) y el etanol absoluto (EtOH) son los vehículos que se 

utilizaron para disolver la 5-aza y el RSV, respectivamente. En este experimento se 

utilizaron como control para demostrar que los vehículos no afectaban, por sí 

mismos, la viabilidad de las células no tratadas. 
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A) 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Comparación 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 µM) y RSV (0-100 µM) durante 72 h. La 

viabilidad celular (A) fue determinada mediante ensayos colorimétricos que monitoreaban la 

reducción de una solución a base de resazurina; 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 índice de activación 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 expresión de los genes ATP2A2 y ATP2A3 por TSA, 5-aza o 

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

Ya que la expresión de los genes SERCA puede ser modulada epigenenéticamente 

por HDACi y DNMTi en varios tipos de cáncer, se evaluaron los efectos de los 

fármacos TSA, 5-aza y RSV en la expresión del mRNA de los genes ATP2A2 y 

ATP2A3 mediante PCR en tiempo real. Se puede observar en la Figura 9A que la 

expresión de ATP2A2 no cambia de manera significativa en ninguna de las dos 

líneas celulares utilizadas con ninguno de los 3 fármacos. Por otro lado, la expresión 

de ATP2A3 aumenta en las dos líneas celulares con TSA y RSV. Sin embargo, la 

inducción por RSV es mayor comparada con la inducción por TSA. Con 5-aza no se 

observaron cambios (Figura 9A). 

También evaluamos el efecto de estos fármacos en el Ca2+ intracelular, obteniendo 

resultados heterogéneos. Ni TSA, ni 5-aza mostraron efecto ni en la concentración 

citosólica de Ca2+, ni en la liberación de Ca2+ inducida por Tg. Con TSA solamente 

aumentó la capacidad de liberación de Ca2+ del RE en la línea MDA-MB-231, sin 

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

El Ca2+ citosólico [Ca2+]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 aumentó el [Ca2+]i (117.6 ±4.2) comparado con las células no 

tratadas (49.8±5.2). En cuanto a la liberación de Ca2+ inducida por Tg, los resultados 

también fueron opuestos, en células MCF-7 tratadas con RSV la liberación 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 liberación fue mayor (544.1±21.7) 

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

Mientras que en la línea MCF-7 el RSV disminuyó el Ca2+ basal y aumentó la 

liberación de Ca2+ del RE con respecto al control no tratado, en la línea MDA-MB-

231 sucedió lo contrario. Con TSA solamente aumentó la capacidad de liberación 

de Ca2+ del RE en la línea MDA-MB-231, sin variaciones significativas en las demás 

condiciones (Figura 9B). 

A) 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

Figura 9. Cambios inducidos por TSA, 5-aza o RSV en la expresión de mRNA de SERCA2 y 

SERCA3 y en la homeostasis de Ca2+ células MCF-7 y MDA-MB-231.Las células fueron tratadas 

con 50 nM TSA, 5 µM 5-aza o 50 µM RSV de RSV durante 72 h. Posteriormente se procedió a 

cuantificar el mRNA de los genes ATP2A2 y ATP2A3 por qPCR (A); la homeostasis de Ca2+ (B) se 

realizó mediante la utilización de FURA2-AM. N=3, *p ˂0.05. 
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A) B) 

8.3 Efecto de la TSA y RSV en de la actividad de HDAC en células de cáncer 

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, 

observándose que ambos tratamientos farmacológicos 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 unión al sitio activo. 

Para probar esto, utilizamos extractos nucleares derivados de células sin tratar y se 

les agregó directamente RSV en dosis crecientes o 50 nM de TSA, se incubó 

durante 1 hora a 37°C y se determinó la actividad mediante absorbancia. En la 

Figura 10B se observa que el RSV inhibió la actividad de HDAC en una forma dosis-

dependiente. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Actividad de HDAC en células tratadas con TSA o RSV.  A) Inhibición de la actividad 

de HDAC en extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas con TSA o RSV. B) 

Inhibición de la actividad de HDAC por adición de RSV o TSA a extractos nucleares de células MCF-

7 y MDA-MVB-231. La medición se realizó 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 Expresión de HDAC2 y patrón de acetilación global de la histona H3 

inducidos por TSA o RSV en células de cáncer de mama 

 

Otra de las posibilidades para explicar la actividad reducida de HDAC por RSV en 

líneas celulares de cáncer de mama es la disminución en los niveles de HDAC, por 

lo que se procedió a realizar Western Blots para visualizar si había o 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 núcleo. Los niveles del factor de 

transcripción TFIIB fueron utilizados como control de carga para normalizar los 

cambios en la expresión de HDAC2 y los niveles de H3ac. En la Figura 11 se puede 

observar que el tratamiento con TSA no provoca disminución en los niveles de 

HDAC2 en ninguna de las dos líneas celulares.  

Sin embargo, cuando se aplica 50 µM de RSV encontramos menor cantidad de 

HDAC2 en ambas líneas celulares, como puede observarse tanto por la intensidad 

de la banda y el análisis densitométrico. Por otro lado, también mediante Western 

Blot observamos cómo el estado de acetilación 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 actúan estos dos fármacos es por el 

remodelaje de la estructura de la cromatina y comprobando que los cambios en los 

niveles de HDAC2 tienen consecuencias funcionales a nivel de la cromatina. 
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Figura 11. Cambios en los niveles de HDAC2 y en el patrón de acetilación global de H3 en 

respuesta a TSA y 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 análisis 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 Localización de HDAC2 en células de cáncer de mama tratadas con TSA o 

RSV 

Debido al resultado obtenido en la sección anterior que muestra menor cantidad de 

proteína HDAC2 en núcleo, decidimos realizar experimentos de 

inmunofluorescencias y microscopía confocal para determinar la localización celular 

de HDAC2, dada que otra posibilidad para explicar la actividad de HDAC disminuida 

era el cambio de localización de estas enzimas. En la Figura 12A se observa que el 

tratamiento con TSA o RSV provoca acumulación 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 localización 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 líneas celulares (Figura 12C), 

confirmando que la disminución de HDAC2 ocurre exclusivamente en el 

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

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

después examinar la localización de HDAC2 mediante inmunofluorescencia y microscopía confocal. 

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

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

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

RSV en células de cáncer 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 transcripción, por lo que se procedió a cuantificar 

su actividad en células tratadas con TSA y RSV. 

En la Figura 13 se muestra la actividad de HAT en extractos nucleares de células 

de cáncer de mama tratadas por 72 h con TSA o RSV, observándose 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. 

 

 

 

 

 

 

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 detección espectrofotométrica del NADH 

producido por la liberación de CoA debido a la acetilación de un sustrato peptídico por las HAT. N=3, 

*p ˂0.05. 
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8.7 Efecto de un inhibidor de p300 en la expresión de ATP2A3 en células de 

cáncer de mama tratadas con TSA o RSV 

p300 es una HAT que está involucrada en la activación transcripcional de muchos 

genes, incluido ATP2A3 en cáncer de hígado [96]. Debido a lo anterior, se utilizó el 

compuesto C646, el cual es un inhibidor reversible de la actividad de p300, que 

compite con el acetil-CoA por el sitio de unión a CoA [101] y se evaluó la expresión 

del gen ATP2A3 mediante qPCR. Se encontró que el tratamiento con 1 µM de C646 

durante 72 h no tiene efecto sobre la expresión de ATP2A3, y que cuando se 

combina con TSA o RSV, no previene el aumento de la expresión de ATP2A3 por 

estos dos fármacos en las células MCF-7, aunque en las células MDA-MB-231, 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Expresión del mRNA de SERCA3 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 combinación, para evaluar el efecto de estos fármacos en la 

expresión de ATP2A3 mediante qPCR. N=3, *p ˂0.05. 
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8.8 Ocupancia relativa de las marcas H3K9Ac y H3K27Ac en una región 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 

proteína HDAC2), hace pensar que podría ocurrir un desbalance entre el estado de 

acetilación y desacetilación en residuos específicos de lisina, inclinando la balanza 

hacia la ganancia de acetilación, favoreciendo la transcripción. Para corroborar si la 

expresión del gen ATP2A3 inducida por RSV se correlaciona con incremento en el 

enriquecimiento de las marcas de activación transcripcional mediadas por 

acetilación, 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 expresión del gen ATP2A3 

mediado por RSV está correlacionado con ganancia de acetilación en H3K27, pero 

sólo en la línea celular MDA-MB-231, y permaneció sin cambios significativos en la 

línea celular MCF-7. La marca H3K9ac no mostró cambios en ninguna de las dos 

líneas celulares (Figuras 15A-B). Adicionalmente, en la Figura 13C se muestra una 

disminución de la ocupancia de HDAC2 en esa misma región en células MDA-MB-

231 cuando son tratadas con RSV.  

Para validar los resultados de este experimento, se utilizó como control positivo a la 

región proximal del promotor de β-actina, el cual es un gen de expresión ubicua, y 

se puede observar que ambas marcas de eucromatina H3K9ac y H3K27ac se 

encuentran enriquecidas en este promotor, así como la ocupancia relativa de 

HDAC2 en esta región es muy baja. Por otro lado, se utilizó como control negativo 
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a la región proximal del gen GAP43, el cual codifica para una proteína 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 prácticamente indetectables en este 

promotor, pero la ocupancia relativa de HDAC2 es abundante, validando así 

nuestros resultados y los anticuerpos utilizados. 

Se evaluaron principalmente los cambios de estas marcas en la región -262 a -135 

del promotor de ATP2A3 debido a que, a pesar de que el porcentaje de CpG está 

distribuido uniformemente en los primeros 1,000 nucleótidos del promotor, es en 

esta región donde se ha observado disminución de la metilación cuando se induce 

la transcripción 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 

realizó con la finalidad de vislumbrar el panorama epigenético y de la cromatina en 

esta región, 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 activación 

transcripcional y HDAC2. Enriquecimiento relativo de las marcas de histonas H3K9ac y H3K27ac 

en la región -262 a -135 del promotor de ATP2A3 en las líneas 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 región región del promotor de ATP2A3 en las líneas 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 

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

encuentran resaltada las señales para H3K27ac y H3K9ac. La fecha a la izquierda indica la dirección 

de la región codificante, puesto que el gen ATP2A3 es codificado en la cadena (-). 
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8.9 Evaluación de la actividad de DNMT en respuesta al tratamiento con 5-aza 

o RSV en células de cáncer de mama 

Como ya se mencionó, las DNMT transfieren grupos metilos al carbono número 5 

de las citosinas. Cuando estas citosinas se encuentran en la región promotora de 

un gen, suelen tener efectos negativos en la transcripción de ese gen. Por esta 

razón, decidimos evaluar la actividad de DNMT en células de cáncer de mama 

tratadas con RSV, y comparamos su efecto con un agente hipometilante como la 5-

aza, la cual además de incorporarse al DNA como análogo de la citosina y evitar la 

acción de las DNMT, también puede unirse covalentemente a las DNMT e inducir 

su degradación [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 reducción de la actividad con ambos 

fármacos de alrededor del 40%. 

 

 

 

 

 

Figura 16. Actividad de DNMT en extractos nucleares de células MCF-7 y MDA-MB-231 

tratadas con 5-aza o 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. 
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8.10 Expresión de las proteínas MBD2 y MeCP2 en células tratadas con 5-aza 

o RSV 

MBD2 y MeCP2 son proteínas 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 función de represores transcripcionales [104], por lo 

que 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 líneas celulares cuando son tratadas con RSV, mientras que el 

tratamiento con 5-aza no provoca cambios con respecto a las células no tratadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Western Blot mostrando los niveles de las proteínas MeCP2 y MBD2 en células de 

cáncer de mama tratadas con 5-aza o 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 proteínas MeCP2 y MDB2. Se muestra un WB representativo y el análisis 

densitométrico de 3 experimentos independientes. N=3, *p ˂0.05. 
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8.11 Patrón de metilación del promotor de ATP2A3 en líneas celulares de 

cáncer de mama 

El análisis del patrón de metilación de genes, así de sus promotores, puede llegar 

a ser de utilidad clínica, ya que existen casos en los que la hipermetilación de un 

gen (por ejemplo, los supresores tumorales RASSF1 o GSTP1), es asociada con un 

mal pronóstico o probabilidad de recurrencia para las pacientes diagnosticadas con 

cáncer de mama [105]. 

Debido a que existen antecedentes de que la expresión de ATP2A3 es regulada, al 

menos parcialmente, por metilación en células de cáncer gástrico y de colon [95], 

evaluamos el patrón de metilación de CpG en la región proximal del promotor de 

ATP2A3 desde la región -300 hasta +180 mediante secuenciación de DNA 

modificado con bisulfito de sodio. 

La Figura 18 muestra que la región proximal del promotor, río arriba del sitio de inicio 

de la trascripción (TSS), se encuentra hipometilada en ambas líneas celulares en 

condiciones normales de cultivo. Las células MCF-7 incluso muestran sus sitios 

CpG hipometilados en el cuerpo del gen (río abajo del TSS), mientras que las 

células MDA-MB-231 muestran un patrón de metilación muy alto en la región 

cercana al codón de inicio de la traducción. 
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Figura 18. Patrón de metilación de CpG en la región -300 - +180 del promotor del gen ATP2A3 

en líneas celulares de cáncer de mama. Las células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron cosechadas en 

condiciones normales de cultivo, se extrajo el DNA genómico y este fue modificado con bisulfito de 

sodio y secuenciado para determinar el patrón de metilación del promotor de ATP2A3. Cada línea 

representa la secuenciación de una clona diferente (11 para MCF-7 y 8 para MDA-MB-231); cada 

cuadro representa un dinucleótido CpG dentro de la región -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 metilación no se pudo determinar. 
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9. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

La expresión génica aberrante es uno de los eventos más tempranos durante la 

carcinogénesis, además de que se encuentra involucrada en todas las 

características del cáncer [39]. Por ésta razón, no es sorprendente que proteínas 

involucradas en procesos epigenéticos y remodelaje de la cromatina presenten 

mutaciones o alteraciones en su función y/o expresión en células cancerosas [106]. 

El hecho de que los procesos epigenéticos sean reversibles, representa una 

característica importante que ha atraído el interés hacia ellos para el desarrollo de 

medicamentos contra diversas patologías, de hecho algunos fármacos epigenéticos 

(conocidos como epi-fármacos o epi-drogas) han sido probados en ensayos clínicos 

con buenos resultados [107-109]. 

El consumo de fitoestrógenos se ha asociado con menor riesgo de desarrollar varios 

tipos de cáncer, entre ellos cáncer de mama, próstata y ovario [78, 81]. Además, 

han mostrado ser agentes con un valor terapéutico contra cáncer de mama, tanto 

subtipos dependientes del RE-α como contra aquellos que no expresan receptores 

de hormonas (triples negativos) [110, 111]. Existen datos en la literatura que 

muestran a los fitoestrógenos como moduladores epigenéticos de la expresión de 

genes clave en cáncer, los cuales podrían explicar el mecanismo por el cual estas 

moléculas han mostrado beneficios a la salud en diversos estudios epidemiológicos 

[14, 112-114].  

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

92, 115], aunado a que en una investigación previa demostramos que el RSV induce 
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la expresión del gen ATP2A3 con consecuencias fisiológicas importantes en células 

de cáncer de mama, sin alterar la expresión de ATP2A3 [15], decidimos investigar 

si la inducción de la expresión del gen ATP2A3 mediada por RSV ocurre por 

mecanismos epigenéticos, específicamente acetilación y desacetilación de 

histonas, así como metilación del su promotor. 

El promotor de ATP2A3 carece de caja TATA y su transcripción basal es controlada 

por elementos del tipo Inr y DPE, así como por los factores de transcripción Sp1, 

Sp3 y Klf4 [116]. Otra característica de este promotor es que los primeros 1,000 

nucleótidos río arriba del TSS, presentan un 78% de GC, lo cual lo hace susceptible 

a ser regulado por metilación [15]. Incluso se ha demostrado que la expresión de 

SERCA3 puede ser modulada utilizando DNMTi, así como HDACi, en células de 

cáncer de hígado, gástrico y de colon [95, 96, 116], lo cual sugiere que este promotor 

puede ser regulado epigenéticamente en diversos tipos de cáncer. 

La proteína SERCA3 ha sido propuesta como un marcador de diferenciación, y 

particularmente en tejido epitelial mamario se ha observado que su expresión 

empieza a disminuir incluso en lesiones pre-cancerosas [9], por lo que el estudio de 

su regulación podría tener implicaciones clínicas ya sea para el tratamiento o como 

un marcador de diagnóstico/pronóstico. 

 

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

células de cáncer de mama 
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Comparamos el efecto del RSV con dos fármacos, los cuales están 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 cáncer 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 apoptótico, ya que se detectó activación 

de caspasas en respuesta al tratamiento con RSV y TSA. La resistencia a la muerte 

celular es una característica del cáncer y ésta varía dependiendo del subtipo. Por 

ejemplo, el subtipo luminal A de cáncer de mama, representado en este trabajo por 

las células MCF-7, presenta un mejor pronóstico comparado con el subtipo triple 

negativo (células MDA-MB-231), el cual es más agresivo y propenso a realizar 

metástasis; además, éste último muestra actividad proliferativa mucho mayor que el 

luminal A [117], la cual podría mitigar los efectos del RSV y otros fármacos y 

explicaría por qué las células MDA-MB-231 son más resistentes a la disminución de 

viabilidad e inducción de apoptosis.  

Con 5-aza no se observaron cambios significativos ni en viabilidad celular ni en 

inducción de apoptosis. Esto puede ser por 2 razones: la primera es que sus efectos 

sean solamente a nivel de inhibición del crecimiento [118]; y la segunda explicación 

es que se ha observado en distintos tipos de líneas celulares de cáncer, la 5-aza 

por sí misma no induce muerte celular, pero es capaz de sensibilizarlas a ciertos 

fármacos [119]. Por ejemplo, las células MCF-7 resistentes a doxorrubicina cuando 

son expuestas a doxorrubicina (0-500 nM) o 5-aza (0-10 µM) durante 24-48 h, no 

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

70% después de 48 h [120].  

 

El RSV induce expresión del gen ATP2A3 y remodelaje del manejo de Ca2+ en 

células de cáncer de mama 

Es importante estudiar los genes que alteran su expresión en respuesta a HDACi y 

DNMTi debido a que, a pesar de que éstos fármacos pueden provocar cambios 

generales en la estructura de la cromatina, solo una pequeña fracción de genes 

alteran su expresión, por lo que la expresión génica global no se ve afectada de 

manera tan significativa [121]. La identificación de estos genes podría llevarnos a 

entender mejor su función en la fisiología celular, puesto que los epi-fármacos 

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

Tanto el RSV como la TSA inducen la expresión del gen ATP2A3 sin afectar la 

expresión del gen constitutivo ATP2A2. Para los experimentos posteriores se 

seleccionó la concentración de 50 µM de RSV, ya que fue la concentración en la 

cual se observó la mayor inducción de la expresión de ATP2A3, esta concentración 

está dentro del rango utilizado en la literatura para estudiar los efectos del RSV en 

diferentes tipos de células, e incluso es una concentración que se puede alcanzar 

en plasma sanguíneo de ratas después de la administración oral o intravenosa del 

mismo [122-126]. 

El RSV potenció la expresión del gen ATP2A3 incluso más que TSA. Los datos 

indican que los cambios en la expresión de los genes SERCA tienen una 
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consecuencia fisiológica, no sólo en la inducción de apoptosis, sino también en 

alteraciones del manejo de Ca2+ citosólico (Figura 9). El Ca2+ citosólico 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 inhibición de la actividad de SERCA con Tg también fue diferente en ambas 

líneas celulares, mientras que la liberación de Ca2+ del RE en células MCF-7 

tratadas con RSV fue menor que en células no tratadas, en células MDA-MB-231 

se observó el efecto contrario (Figura 9B). Sugerimos que las características 

bioquímicas juegan un papel importante en este fenómeno. SERCA2b tiene una 

afinidad por Ca2+ (kCa2+=0.2 µM) que es seis veces mayor que la afinidad de las 

isoformas de SERCA3 (kCa2+=1.2 µM) [18, 127]. Además, las diferencias en la 

velocidad de transporte de Ca2+, la abundancia relativa de las isoformas de SERCA 

y las variaciones en los niveles de otras proteínas involucradas en el manejo de 

Ca2+, igualmente juegan un papel importante en la homeostasis de Ca2+ en un 

contexto celular dado. Por lo tanto, es difícil la predicción de las variaciones de Ca2+ 

a través del análisis de solamente la expresión de SERCA3. Adicionalmente, una 

de las principales diferencias entre las células MCF-7 y MDA-MB-231 es la 

expresión del RE-α, el cual es importante para modular el comportamiento de 

células de cáncer de mama. El Ca2+ y la respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, 

por sus siglas en inglés) son mediadores clave en la activación del RE-α [128, 129]. 

Esto podría, al menos en parte, explicar las diferencias en el manejo de Ca2+ 

citosólico en respuesta a RSV en estas líneas celulares, y sería un campo 

interesante para futuras investigaciones. 



60 
 

El RSV y la TSA disminuyen la actividad de HDAC, pero solo el RSV disminuye 

la abundancia de HDAC2 nuclear 

La alteración en la expresión y/o actividad de varias HDAC ha sido identificada en 

diversos tumores [130]. Por ejemplo en cáncer de mama se ha observado que la 

sobre-expresión de HDAC1, HDAC2 y HDAC3 es común en tumores poco 

diferenciados y agresivos, mientras que expresión abundante de HDAC6 es de buen 

pronóstico en IDC [58]. 

Aunque el RSV es considerado un activador de SIRT1, las sirtuinas pertenecen a la 

clase III de HDAC, las cuales difieren de las HDAC clásicas en diversos aspectos 

como estructura, especificidad de sustrato y dependencia de cofactores [131, 132], 

por lo que es posible que la regulación negativa de la actividad de HDAC por RSV 

se dé a través de mecanismos diferentes. Además, el RSV y otros activadores de 

SIRT1 son capaces de acelerar la reparación de la piel en ratones, y este mismo 

efecto puede ser logrado a través de la aplicación 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 sólo a través de la reducción de la actividad de HDAC 

(como un inhibidor potencial a través de la unión 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 

identificación de nuevas moléculas con actividad de HDACi, ya que en los ensayos 

clínicos, si bien se han llegado a observar resultados prometedores en algunos 

casos, estos fármacos también están asociados con toxicidad, llegando a ocasionar 

en los pacientes efectos secundarios como trombocitopenia, neutropenia, anemia, 
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fatiga, diarrea, vómito y/o deshidratación [72], por lo que el RSV pudiera sustituir a 

los HDACi en ensayos clínicos, ya que ha mostrado ser mejor tolerado por los 

pacientes [113, 134]. 

 

El RSV y la TSA incrementan la actividad de HAT  

La inhibición de HDAC mediada por RSV podría ser suficiente para favorecer la 

ganancia de acetilación de histonas. Sin embargo, también se detectó el aumento 

de la actividad de HAT por RSV y TSA, lo cual provoca la acumulación de acetilación 

global de la histona H3 (Figura 11). Estos resultados concuerdan con 

investigaciones previas en las que se ha observado que el RSV y otros 

fitoestrógenos como el pteroestilbeno, epigalocatequin galato (EGCG) y sulforafano 

pueden reactivar la expresión del RE-α en células de cáncer de mama triple 

negativas a través de la reversión 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 cáncer de mama triples 

negativas MDA-MB-157 y HCC1806 reactiva la expresión del RE-α a través de la 

acumulación de la marca de activación transcripcional H3K9ac sobre el promotor 

del ER-α [89]. También en modelos pre-clínicos de cáncer de mama resistente a 

terapia endocrina, se ha observado que la inhibición 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-α [136]. 

Incluso en un ensayo clínico de fase 3, se encontró que las pacientes tratadas con 

una combinación de tucidinostat (un HDACi) con exemestano (un inhibidor de 

aromatasa), mostraron una mayor tiempo de sobrevida libre de progresión de la 

enfermedad comparado con las pacientes que recibieron solamente un placebo + 

exemestano (7.4 vs 5.5 meses, respectivamente) [137], mostrando que la inhibición 

de HDAC puede tener utilidad en la práctica clínica. 

Además, cuando utilizamos el compuesto C646, el cual es un inhibidor específico 

de la actividad de p300, la inducción de la expresión de ATP2A3 por RSV apenas 

mostró cambios (Figura 14). Aunque utilizamos una concentración mayor (1 µM) 

que la constante de inhibición 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 concentración que utilizamos no fuera suficiente para prevenir la 

inducción de ATP2A3 mediada por RSV y que p300 esté involucrado en la 

activación de la expresión 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 SERCA3 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 creación de un ambiente favorable para la ganancia de acetilación de histonas, la 

cual se ha asociado con activación transcripcional [51]. En la figura 11 observamos 

que ocurría una ganancia global en la acetilación de H3; sin embargo, si bien el 

grado de acetilación global es un parámetro importarte, es la localización de esta 

modificación la que pudiera tener un impacto más importante en la biología celular 

[140]. Además, se ha observado que, en distintas líneas celulares, e incluso entre 

distintas muestras de pacientes derivadas de un mismo tipo de cáncer, la actividad 

de HAT/HDAC es distinta, así como la tendencia de MPT en residuos aminoácidos 

específicos en las histonas en respuesta a HDACi [141]. De acuerdo con lo anterior, 

decidimos evaluar la acetilación en dos residuos específicos de lisina que han 

mostrado una gran importancia en la estructura de la cromatina y la regulación de 

la transcripción, 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 explicación es que SERCA3 

ha sido propuesto como un marcador de diferenciación [116] y las líneas celulares 

que utilizamos representan diferentes grados de diferenciación. Las células MCF-7 

pertenecen a un subtipo de cáncer de tipo luminal, que se caracteriza por conservar 

algunas características epiteliales, como la expresión de E-caderina y algunas 

citoqueratinas [36]; en contraste, las células MDA-MB-231 son del subtipo triple 

negativo el cual es una forma más agresiva y menos diferenciada de cáncer de 

mama [142], por lo que el hecho de que la sobre-expresión de ATP2A3, así como 

la acumulación de marcas de eucromatina se hayan dado solamente en las células 
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triples negativas y menos diferenciadas, que intrínsecamente 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 expresión del RE-α podría jugar un papel 

importante en la respuesta que las células de cáncer de mama presentan a epi-

fármacos, agregando una capa más de complejidad al estudio del efecto de éstas 

moléculas en cáncer. 

De acuerdo con nuestros resultados, la inducción de ATP2A3 es más potente en 

células MDA-MB-231 que en células MCF-7 (Figura 9A). La cuantificación de la 

expresión 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 SERCA3 

puede funcionar como un marcador de diferenciación. Además, se ha visto que la 

expresión de las bombas de Ca2+ SERCA y PMCA se regula de manera diferencial 

en una forma específica de subtipo cuando células de cáncer de mama son tratadas 

con HDACi [144]. 

En adición a nuestros resultados, datos de ChIP-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 única línea celular derivada de glándula mamaria 

para la cual existen datos en ENCODE. 
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En este punto del trabajo, decidimos concentrarnos solamente en el análisis 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 expresión de 

ATP2A2 bajo ninguna de nuestras condiciones experimentales, lo cual la propuesta 

de diversos autores de que éste es un gen de expresión constitutiva [145]. Y la 

segunda razón fue por razones metodológicas. En hecho de no observar cambios 

en este gen, podría habernos ayudado a utilizarlo como “control negativo” en 

diversos experimentos. Sin embargo, debido a las características intrínsecas de 

este promotor, resulta muy difícil amplificarlo por PCR, así como clonarlo en 

vectores de expresión para su posterior análisis. 

En un trabajo reciente, donde se evaluaron 15 muestras de pacientes con cáncer 

de mama, mediante ChIP-seq acoplado a con ensayos de microarreglos de DNA 

(ChIP-chip) se encontró que en tumores HER2 positivos y triples negativos, los 

promotores de genes importantes se encontraban marcados con la modificación 

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 cáncer de mama acumulan 

preferentemente modificaciones sobre residuos específicos en las histonas, lo cual 

concuerda con lo observado en este estudio, donde las células MDA-MB-231 

acumularon acetilación 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 características de ciertos tipos de cáncer, sino que pueden tener un valor 
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clínico ya que pueden asociarse con parámetros como la recurrencia y/o 

supervivencia [146, 147]. 

El RSV también podría ejercer su función a través de la interrupción, 

desestabilización y/o inhibición de complejos remodeladores de la cromatina. Por 

ejemplo, el RSV ha mostrado la capacidad de promover la expresión de PTEN a 

través de la inhibición del complejo MTA1/DAC en células de cáncer de próstata 

DU145 y PC3M [94]. Nuestros resultados demuestran que el RSV disminuye la 

ocupancia relativa de HDAC2 sobre el promotor de ATP2A3 en células MDA-MB-

231 (Figura 13C), probablemente inhibiendo la formación de un complejo silenciador 

del gen ATP2A3. 

 

El RSV disminuye la actividad de DNMT y la expresión de proteínas de unión 

a DNA metilado 

La evaluación de la metilación del DNA es importante debido a que se ha 

encontrado que ésta puede ser un buen marcador de pronóstico, así como de 

probabilidad de recurrencia en varios tipos de cáncer. Ejemplo de estos son los 

análisis de metilación en los genes RASSF1, GSTP1, BRCA1 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 años [105, 148]. Incluso, un perfil de metilación de genoma completo 

de los subtipos de cáncer de mama ya mencionados anteriormente, ha revelado 

que los subtipos HER2 positivo y triple negativo tienen patrones de metilación 
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específicos, mientras que los subtipos luminales son más heterogéneos en cuanto 

a esta característica [149]. De manera general se ha observado que los subtipos 

triples negativos presentan menor grado de metilación 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 había observado en células MDA-MB-157 y MDA-MB-231 

[89, 90], confirmamos la inhibición de la actividad de DMNT mediada por el 

tratamiento con RSV, aunque observamos disminución solamente en células MDA-

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

MeCP2 y MBD2 son proteínas 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 proteínas se encuentran disminuidas 

cuando se aplica tratamiento con RSV o 5-aza (Figura 17). Sin embargo, cuando 

analizamos el patrón de metilación del promotor proximal de ATP2A3, encontramos 

que se encuentra hipometilado en ambas líneas celulares (Figura 18). Por lo tanto, 

concluimos que la metilación del promotor de ATP2A3 no juega un papel importante 

en la activación ATP2A3 mediada por RSV.  A pesar de que en estudios previos se 

ha demostrado que los altos niveles de metilación 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 analizó el efecto del RSV en los niveles globales de 

metilación del genoma en células MDA-MB-231, identificando el conjunto de genes 
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que muestran tanto hipermetilación como hipometilación 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 expresión 

de genes, en este caso particular del gen ATP2A3, por mecanismos adicionales, y 

no solamente por cambios en el patrón de metilación del DNA. 

De manera notable, a pesar de la falta de metilación en el promotor próxima, las 

células MDA-MB-231 muestran un patrón de metilación muy denso en el cuerpo del 

gen, en la región cercana al codón de inicio de traducción. Esta metilación 

concuerda con datos públicos de la base de datos Cancer Cell Line Encyclopedia, 

y sería interesante analizar qué papel tiene esa metilación en la regulación de la 

transcripción de ATP2A3, así como funciones adicionales que pudiera tener. 

A pesar de que desde hace varios años se han investigado intensamente los efectos 

benéficos del consumo de RSV en la salud humana (Figura 19), sus mecanismos 

aún no se entienden completamente. 

El RSV y sus análogos han sido probados en diversos estudios in vitro e in vivo, así 

como en ensayos clínicos con buenos resultados. Sin embargo, se necesitan más 

estudios mecanísticos, así como más ensayos clínicos para entender los 

mecanismos del RSV y otros fitoestrógenos. El entendimiento de cómo estos y otros 

agentes quimiopreventivos ejercen su función a nivel celular y molecular nos dará 

un panorama más amplio que nos permitirá más opciones terapéuticas y de 

prevención, consolidando el área de la nutriepigenética como un aliado importante 

contra el cáncer y otros problemas de salud pública. Los resultados de este trabajo 

proveen bases moleculares para la justificación del uso del RSV como un adyuvante 
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en el área de la oncología, por lo que debería ser tomado en cuenta para la 

realización de ensayos clínicos para evaluar su efectividad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Eventos principales en el campo del RSV y la investigación en cáncer. El RSV fue 

identificado por primera vez en 1939 en eléboro blanco. En la década de 1990, se identificó en 

vino tinto y se sugirió como una posible explicación a la paradoja francesa, la cual consiste 

en que la baja incidencia de obesidad y enfermedades cardiovasculares en la población 

francesa, a pesar de su dieta alta en grasas, se podía explicar a través del alto consumo de 

vino tinto en aquel país [113]. En 1997, se encontró que la aplicación tópica de RSV inhibe la 

carcinogénesis en un modelo murino de cáncer de piel [154]. Pacientes de cáncer de colon 

fueron tratados con dosis bajas de RSV (˂1mg/día) y se observó que la vía de señalización de 

Wnt se encontraba inhibida en la mucosa normal de colon pero no en las células neoplásicas, 

sugiriendo que bajas dosis de RSV podrían tener un efecto quimiopreventivo para el cáncer 

de colon [155]. En 2010 se reportó que pacientes con cáncer de colon que consumieron dosis 

de 0.5-1g de RSV/día alcanzaron concentraciones suficientes de éste en el torrente sanguíneo 
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para observar efectos farmacológicos, de hecho, encontraron que las células neoplásicas 

presentaban una proliferación disminuida a través de la inhibición de Ki-67. En 2012, se 

reportó que mujeres adultas con alta predisposición a desarrollar cáncer de mama y que 

consumieron dosis de 10-100 mg de RSV/día por 12 semanas, mostraron altos niveles de RSV 

y sus metabolitos en suero; además, análisis de metilación revelaron que el promotor del 

supresor tumoral RASSF-1α estaba hipometilado comparado con las mujeres que solamente 

recibieron un placebo. Para abril de 2018, se habían completado 244 ensayos clínicos que 

utilizaron al RSV en distintas patologías[113], la mayoría de ellos mostrando efectos 

benéficos.  
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10. CONCLUSIONES 

 

• El tratamiento con RSV disminuye la viabilidad de las células de cáncer de 

mama MCF-7 y MDA-MB-231, a través de la inducción de apoptosis. 

• El RSV induce la expresión del gen ATP2A3, mientras que la expresión del 

gen ATP2A2 no cambia. La activación del gen ATP2A3 es más potente en 

las células MDA-MB-231 que en las MCF-7. 

• El RSV provoca cambios en el manejo intracelular de Ca2+ en ambas líneas 

celulares, aunque de manera diferencial. 

• El RSV disminuye la actividad de HDAC en ambas líneas celulares y altera 

la localización nuclear de HDAC2 las células MCF-7, provocando incremento 

en la acetilación de la histona H3. 

• El RSV incrementa la actividad de HAT en células MCF-7, pero no en MDA-

MB-231, sin alteraciones en la expresión de p300. 

• El RSV favorece el enriquecimiento de la acetilación de H3K27 solamente en 

las células MDA-MB-231, con disminución de la ocupancia de HDAC2 en la 

región proximal del promotor de ATP2A3. 

• El tratamiento con RSV disminuye la actividad de DNMT en células MDA-

MB-231, así como la expresión de las proteínas de unión al DNA metilado 

MeCP2 y MBD2 en ambas líneas celulares. 

• El promotor proximal de ATP2A3 en ambas líneas celulares se encuentra 

hipometilado, aunque la región río abajo inmediata al sitio del inicio de la 

transcripción está 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, así como los beneficios que 

su ingesta brinda a los consumidores, se sabe realmente poco de cuáles son los 

mecanismos moleculares por los que actúa, no sólo en cáncer sino también en otras 

patologías. En este trabajo caracterizamos los cambios epigenéticos en el promotor 

del gen ATP2A3 inducidos por RSV. Sin embargo, experimentos más puntuales que 

incluyan el silenciamiento de HDAC2 y/o de otras proteínas que pudieran estar 

involucradas en este proceso, ya sea mediante RNAi o la tecnología CRISPR-Cas, 

nos permitirían responder mecanísticamente la pregunta “¿Cómo es que esto 

sucede?”. 

Si bien en este estudio estudiamos al RSV como un modulador epigenético de 

algunos genes, seguimos sin saber cuáles son sus efectos a nivel de genoma 

completo, por lo que sería interesante investigar cuáles son las nuevas 

características que adquiere el genoma, en cuanto a su estructura, dinámica y 

patrones globales de expresión génica, cuando un tipo celular dado es expuesto a 

RSV.  

Adicionalmente, la evaluación del efecto del RSV, ya sea sólo o en combinación con 

otros fármacos comúnmente utilizados en quimio o inmunoterapia, en modelos 

animales, así como en pacientes, podría ser útil para poder ofrecer más alternativas 

de tratamiento a los pacientes. 
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12. ARTÍCULO PUBLICADO DERIVADO DE ESTA TESIS 
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