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RESUMEN

La importancia de las modificaciones epigenéticas en las histonas, en particular
aquellas vinculadas a la histona H3, se ha reconocido en varias etapas de la
progresion de tumores de muchos tipos de cancer, incluido el de mama. En
nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que el péptido antimicrobiano (AMP) y-
tionina de chile habanero (Capsicum chinense) induce apoptosis en células
cancerosas de mama MCF-7 a través de la regulaciéon de genes pro-apoptaticos,
pero se desconoce su participacion como modulador epigenético. Por lo anterior,
el objetivo de este trabajo fue caracterizar las modificaciones epigenéticas en la
histona H3 (H3K9ac, H3K9me2/3 y H3S10fos) asociadas a la actividad citotoxica
del AMP <y-tionina sobre células MCF-7 de adenocarcinoma mamario. Los
resultados mostraron un incremento significativo en la marca de acetilacidon
H3K9ac a las 24 h en las células expuestas al AMP y-tionina (IC50=117.29 pg/ml),
respecto al vehiculo (DMSO 0.5%). Aunado a ello, se observé una inhibicion del
40 % de la actividad de las HDACs después de 6 h de tratamiento con el péptido.
Asimismo, la expresion de HDAC1/2/3 se redujo de forma dependiente del tiempo.
Interesantemente, se encontré un incremento de la marca H3K9me2, asi como un
decremento en la expresion del ARNm de la histona desmetilasa KDM4A y del
receptor de estrogenos a Esr11, lo cual sugiere una interaccion entre esta
modificaciéon y la respuesta a estrégenos. Adicionalmente, se observdé una
disminucién en la transcripcion de la ciclina D1, un gen blanco del receptor de
estrogenos a. Por el contrario, el nivel de H3S10fos no se vio alterado. En
conjunto, los resultados sugieren que el AMP vy-tionina modifica los niveles
globales de H3K9ac y H3K9me2/3 y regula la expresién génica de diversas
enzimas relacionadas a estas modificaciones, lo cual puede estar relacionado con
su efecto apoptotico sobre células MCF-7. Este es el primer trabajo que evalua el

mecanismo citotoxico de un AMP vegetal a nivel epigenético.

Palabras clave: Apoptosis, H3K9ac, H3K9me2, Expresion génica, MCF-7.
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ABSTRACT

Importance of epigenetic modifications of histones, especially those of H3 histone,
have been recognized in all of the stages of many types of cancer (ca. breast
cancer). Previous work of our lab showed that the antimicrobial peptide (AMP) y-
thionin is cytotoxic for breast cancer cells MCF-7 through the regulation of
apoptotic genes; however, the epigenetic regulation involved in this mechanism is
unknown. Therefore, the aim of this work was to characterize the epigenetic
modifications H3K9ac, H3K9me2/3 and H3S10fos associated to cytotoxic activity
of AMP y-thionin in MCF-7 breast cancer cells. Data showed that y-thionin 1Cso
117.29 pg/ml increased H3K9ac mark after 24 h of treatment. Additionally, this
AMP showed significant inhibitory activity against HDAC at 6 h of treatment.
Further, the mRNA expression of desacetylases HDAC1/2/3 decreased after 24 h
of treatment. Also, the level of H3K9me2 was increased while the expression of
histone demetylase KDM4A and the a-estrogen receptor gene (Esr1) decreased at
24 h of treatment. This suggest an interplay between this modification and the
hormone response. Interestingly, the expression of a-estrogen receptor target
gene cyclin D1 was diminished. Nevertheless, H3S10ph was unchanged in all
times. Taken together, these results show that AMP y-thionin induces changes in
the global levels of H3K9ac and H3K9me2/3 and regulates genetic expression of
diverse epigenetic enzymes related to these modifications which could be
associated with apoptotic effect of y-thionin on MCF-7 breast cancer cells. This is

the first study of a plant AMP inducing cytotoxicity through epigenetic mechanisms.
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I. INTRODUCCION

El correcto funcionamiento de los tejidos depende de mecanismos
estrechamente relacionados con la proliferacion y diferenciacion celular. La
expresion de genes involucrados en estos procesos controla las funciones
celulares normales por lo que su regulacién fallida, a causa de alteraciones
genéticas o epigenéticas, esta relacionada con el cancer (Allegrucci et al., 2011).
El cancer es un término general que se refiere a mas de 100 enfermedades
diferentes, las cuales se caracterizan por presentar proliferacion descontrolada de
las células como resultado de mutaciones genéticas heredadas o inducidas por el
ambiente, particularmente en los genes supresores de tumores y proto-oncogenes
(Jones y Baylin, 2007). Las mutaciones genéticas implican cambios en la
secuencia de bases del ADN, mientras que las alteraciones epigenéticas
involucran la cooperacion de multiples factores como la participacion de pequefios
ARNs no codificantes, la metilaciéon del ADN y las modificaciones covalentes de
las histonas; estos cambios también se caracterizan por su heredabilidad vy
susceptibilidad a las influencias ambientales (Holliday, 2006).

La importancia de las modificaciones epigenéticas, en particular, el
silenciamiento inapropiado de genes supresores de tumores y la alteracion en los
patrones de expresion de proto-oncogenes, se ha reconocido en todas las etapas
de la progresion de tumores de muchos tipos de cancer, incluidos el de mama, el
de colon y el cervicouterino (Jones y Baylin, 2007). En el cancer de mama han
sido reportados mas de 100 genes anormalmente metilados en las islas CpG, los
cuales juegan un papel sustancial en la regulacién del ciclo celular, apoptosis,
metastasis, angiogénesis y sefalizacion hormonal. La presencia de citosinas
metiladas esta ligada a modificaciones epigenéticas de la histonas particularmente
en la histona H3, como la acetilacion y metilacion de H3K9 asi como la
fosforilacion de H3S10. Estas se han vinculado a procesos de muerte celular
debido a su participacion en la regulacion transcripcional.
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Con base en ello, en las ultimas décadas los mecanismos epigenéticos
identificados en el desarrollo embrionario y en el cancer han ayudado a entender
aspectos basicos de los eventos moleculares que suceden en enfermedades
cronicas, por lo que se han dirigido esfuerzos a la generacion de conocimientos
profundos que permitan disefiar mejores estrategias de tratamiento, mediante el
uso de farmacos mas especificos y con menores efectos colaterales (Valdespino-
Gomez y Valdespino-Castillo, 2012).

En la actualidad, se ha reportado el uso de diferentes productos naturales

como estrategia potencial para el tratamiento del cancer, entre éstos se
encuentran los péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés). Los
AMPs, ademas de ejercer actividad contra bacterias y hongos (Gaspar et al.,
2013), constituyen una novedosa familia de agentes citotoxicos, anticancerosos e
inmunomoduladores que poseen numerosas ventajas frente a las terapias
convencionales (Guzman-Rodriguez et al., 2014). Entre éstas se encuentran su
toxicidad y especificidad hacia células tumorales, bajo efecto téxico en células
normales (Xiao et al., 2015), rapida sintesis y capacidad para modificarse vy
dirigirse (Boohaker et al., 2012). Interesantemente, asociado a la citotoxicidad que
presentan estas moléculas en células cancerosas, se ha visto un efecto en la
regulacion y expresion de genes relacionados con la apoptosis y el ciclo celular.
En este sentido, las modificaciones epigenéticas de la histonas cobran gran
relevancia. Por ejemplo, el incremento global de acetilacion en diferentes residuos
de la histona 3, como H3K9, se ha vinculado con ambas vias de apoptosis debido
al aumento en la expresion de factores pro-apoptoticos (Alzoubi et al., 2016). La
metilacion de H3K9 asi como la fosforilacion de H3S10 también han sido
reportadas en la activacion de la expresidn de genes relacionados con apoptosis
en células de cancer de mama MCF-7 (Simboeck et al., 2010).
Actualmente no existen reportes que evaluen el mecanismo de accién de los
AMPs a nivel epigenético. Sin embargo, la lunasina, un péptido bioactivo de la
soya, citotdxico contra células cancerosas, presento efecto a nivel epigenético al
inhibir la actividad de las enzimas Histona acetiltransferasas (HATs) (Lumen,
2005).




{|/cmes
A este respecto, las plantas representan una fuente de AMPs con potencial
terapéutico, ya que se tienen identificadas 3 familias de AMPs de plantas que
presentan actividad antimicrobiana y citotoxica: los ciclétidos, las tioninas y las
defensinas. Dentro de estas ultimas, se encuentra la defensina y-tionina de chile
habanero (Capsicum chinense), la cual mostré citotoxicidad hacia células de
cancer cervicouterino HelLa (Anaya-Lépez et al., 2006). Ademas, recientemente se
reportd su efecto citotéxico en células cancerosas de mama MCF-7 y present6 un
incremento en la expresion de genes relacionados con apoptosis (Guzman-
Rodriguez, 2016). Asimismo, este AMP tiene también un efecto inmunomodulador
en tejido mamario bovino (Diaz-Murillo et al., 2016). No obstante, se desconoce su
participacion como modulador epigenético, por lo que el objetivo de este trabajo
fue caracterizar las modificaciones epigenéticas H3K9ac, H3K9me2/3 y H3S10fos
asociadas a la actividad citotoxica del AMP v-tionina sobre células MCF-7 de

adenocarcinoma mamario.
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Il. ANTECEDENTES
2.1 Cancer

2.1.1 Relevancia del cancer a nivel mundial

La Sociedad Americana del Cancer (2013) define a éste como un término
que comprende varias enfermedades caracterizadas por una disfuncién en la
homeostasis celular que conlleva a la replicaciéon y crecimiento sin control de
células que generan una masa multicelular capaz de invadir diferentes partes del
cuerpo. Estas enfermedades han marcado la historia clinica de la humanidad
desde tiempos remotos, y actualmente han cobrado gran relevancia en la
investigacion médica y cientifica a causa del incremento constante en los indices
de incidencia y mortalidad.

De acuerdo con el proyecto de estimacion de incidencia y mortalidad en
cancer (GLOBOCAN 2012), cada afo surgen en el mundo 14.1 millones de
nuevos casos; ademas, se registran 8.2 millones de muertes y existen 32.6
millones de personas viviendo con este padecimiento (con 5 anos desde el
diagnostico) alrededor del mundo; se estima que para el 2025 la cifra aumente a
20 millones de casos de cancer por afio. Asimismo, en el 2012 el tipo de cancer
mas comun fue el de mama, con una incidencia global mayor a 40,000 casos por
cada 100,000 casos, seguido por aquellas neoplasias que se dan en los tractos
reproductivos (préstata en el caso de hombres y cervicouterino en mujeres),
colorrectal y de pulmon; este ultimo presentd el mayor indice de mortalidad, el cual
casi alcanzé las 20,000 defunciones (Figura 1). En el caso de México, las cifras
son muy similares, ocupando el cancer de mama el primer puesto con
prevalencias de hasta 13.8%, seguido por el de préstata y cervicouterino (Figura
2).
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Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad a nivel mundial de acuerdo a los
diferentes tipos de cancer. Los datos se expresan en tasa por cada 100,000

casos. Tomado de GLOBOCAN (2012).
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Figura 2. Incidencia de los tipos de cancer mas comunes en México. Tomado

de GLOBOCAN (2012).
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De forma general, la alta incidencia de cancer se debe a la complejidad de
factores de riesgo que propician su aparicion, ya que los datos varian
notablemente entre diferentes sectores de la poblacién clasificados por género,
edad, regién y en particular, por el estilo de vida. Estos factores propician la
acumulacidon de mutaciones en la célula que finalmente desencadenan la
enfermedad gracias a una serie de caracteristicas que las distinguen de las

células normales (Alberts et al., 2015).

2.1.2 Caracteristicas de las células cancerosas

Para que la formacion de un tumor pueda llevarse a cabo las células
cancerosas rompen o ignoran los controles de su entorno, permitiéndoles proliferar
competitivamente contra las células circundantes. Para ello, reunen una serie de
caracteristicas clave que permiten su crecimiento y el subsecuente desarrollo de la

enfermedad (Alberts et al., 2015), las cuales se describen a continuacion:

a) Alteracion en el metabolismo de la glucosa

El crecimiento de un tumor requiere una cantidad elevada de nutrientes
para satisfacer sus necesidades anabdlicas, ya que su ritmo de crecimiento es
mas similar al de un embrion en crecimiento que al de un tejido adulto (Heiden,
Cantley, y Thompson, 2009). Para ello, requieren importar mucha mas glucosa a
partir del flujo sanguineo que una célula normal. Sin embargo, aun en presencia
de oxigeno, solo una pequena fraccion de ésta se envia a fosforilacion oxidativa
para la produccién de ATP, mientras que cerca del 85% se desvia a la produccién
de lactato para generar poder reductor (NADPH), destinado a la construccién de
biomoléculas que le permitan proseguir con su rapido crecimiento (Liberti y
Locasale, 2016). A dicha alteracion se le conoce como efecto Warburg (Sancho et
al., 2016).

b) Crecimiento descontrolado
En los tejidos normales existe un control cuidadoso en la produccion y

transduccion de sehales promotoras de crecimiento que indican la entrada y
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progresion del ciclo celular. En contraste, las células tumorales adquieren la
capacidad de mantener activa una sefal de proliferacion mediante diferentes vias:
1) A través de la produccion constante de factores de crecimiento o 2) por medio
del incremento de receptores de factores de crecimiento en la superficie de las
células (Hanahan y Weinberg, 2011). En este sentido, ambas vias pueden derivar
en la unidn constante de ligandos a receptores de crecimiento, asi como en
defectos en el funcionamiento de proteinas reguladoras del ciclo celular,
principalmente aquellas que se encuentran involucradas en la ruta de MAP-
cinasas (Fox y MacFarlane, 2016).

¢) Inmortalizacién

Es ampliamente aceptado que las células tumorales requieren de un
potencial de proliferacién ilimitado. Esta capacidad difiere en gran medida del
comportamiento normal de una célula, la cual tiene un numero limitado de
divisiones celulares debido al acortamiento de los telomeros, entre otros factores.
Los telédmeros se componen de largas regiones de ADN repetitivo cuya funcién es
proteger los extremos de los cromosomas (Meyerson et al., 1997). Acorde a ello,
la longitud de los teldbmeros va disminuyendo en cada ciclo de division, por lo que
llega un momento en el que pierde su funcion protectora y desencadena la entrada
en crisis de la célula, mediante senescencia o apoptosis (Kailash et al., 2006). Por
el contrario, multiples evidencias muestran que las células cancerosas se
inmortalizan gracias a una alta actividad de la telomerasa, la cual es la polimerasa
responsable de agregar segmentos de ADN telomérico al final de los cromosomas
y cuya expresion es casi insignificante en células normales (Fischer y Schulze-
Osthoff, 2005). Con relacion a ello, las células tumorales también pueden
regenerar sus telomeros mediante un mecanismo alternativo llamado ALT, basado
en la recombinacion homologa. Eventualmente, estos procesos le permiten a la
célula dividirse ilimitadamente y escapar a la muerte y senescencia celular (Lecot
et al., 2016).
d) Metastasis
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Las células cancerosas tienen la capacidad de movilizarse y establecerse
en otros tejidos del cuerpo diferentes al de su origen, lo que se conoce como
metastasis, siendo esta la caracteristica responsable de cerca del 90% de muertes
por cancer (Seyfried y Huysentruyt, 2013).

La cascada de intrusion metastasica ocurre por una sucesion de cambios
celulares que comienza con la invasion local seguida por la entrada de las células
cancerosas en los vasos sanguineos Yy linfaticos circundantes. Posteriormente,
éstas transitan a través del sistema circulatorio y linfatico hasta extravasarse en el
parénquima de tejidos distantes. El establecimiento de un nuevo tumor inicia con
la formacién de un pequefio ndédulo celular que al crecer culmina con el proceso
de colonizacion (Bardelli et al., 2003). Aunque los cambios moleculares asociados
a la invasién por metastasis no estan del todo dilucidados, el proceso metastasico
requiere la intervencion de proteinas que alteren los mecanismos de cohesion

entre células adyacentes y con la matriz extracelular (Hanahan y Weinberg, 2011).

e) Induccién de angiogénesis

Al igual que los tejidos normales, las células cancerosas necesitan un
sistema que les permita adquirir nutrientes y oxigeno, y liberar desechos y bioxido
de carbono (COz), por lo que la generacién de un nuevo sistema vascular que se
interiorice en tejido epitelial vecino permite a los tumores cubrir esa necesidad,
proceso conocido como angiogeénesis (Nishida et al., 2006). Los vasos sanguineos
producidos durante la oncogénesis muestran diferencias aberrantes respecto a los
vasos sanguineos del resto del cuerpo, tales como la formacion de ramificaciones
excesivas y complejas, capilares distorsionados y alargados, un flujo sanguineo
descontrolado, microhemorragias y niveles anormales de proliferacion de células
endoteliales. Con base en ello, se puede explicar el rapido desarrollo de los

tumores (Hanahan y Weinberg, 2011).




_
| cmEB
-

d) Evasiéon de mecanismos apoptoticos
La apoptosis sirve como una barrera natural contra la aparicidon de cancer; no
obstante, cuando se ve alterada la célula es incapaz de regular su ciclo celular

mediante la induccién de muerte, dando origen al cancer.

2.1.3 Importancia de la apoptosis en la carcinogénesis

La apoptosis es un modo de muerte celular programada responsable de la
regulacion poblacional de células en tejidos normales. Se caracteriza
principalmente por no presentar inflamacion, ya que se da en células individuales y
no en conjuntos de éstas (Fischer & Schulze-Osthoff, 2005). Los cambios
morfolégicos tempranos que ocurren durante la apoptosis son la compactacion y
segregacion de la cromatina nuclear con la generacion de masas granulares que
se orillan hacia la envoltura nuclear y propician la condensacion del citoplasma.
Esto es seguido del rompimiento del ADN en fragmentos discretos que se rodean
en una doble membrana y producen cuerpos apoptoticos subsiguientemente
fagocitados por las células vecinas (Kerr et al., 1994).

Existen dos vias de senalizacién para inducir apoptosis: extrinseca e
intrinseca. En la primera, la muerte celular es activada por receptores
transmembranales pertenecientes a la familia de los TNF (Tumor necrosis factor) y
el receptor de muerte Fas (Winter et al., 2014). Entre los mecanismos mas
comunes de la via extrinseca de apoptosis se encuentra la activacion de Fas en la
superficie de la célula blanco a través del ligando FasL, que se localiza en la
superficie de un linfocito citotéxico (Elmore, 2007). Posteriormente, los dominios
de muerte del receptor se unen a proteinas adaptadoras citoplasmaticas como
FADD, las que a su vez se unen a caspasas iniciadoras (principalmente la
caspasa 8) y forman el complejo DISC (Complejo de sefializacién inductor de
muerte) (Fulda & Debatin, 2006). Una vez que se activaron por medio de la
dimerizacion, las caspasas iniciadoras se rompen para activar a las caspasas
efectoras (caspasa 3, 7 0 6) cuya sefal finalmente induce apoptosis (Figura 3). En

muchos casos, la via extrinseca requiere sefalizacion adicional intrinseca para
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amplificar la cascada de caspasas y matar a la célula (Alberts et al., 2015). Las
células del cancer involucran numerosas estrategias para resistir la muerte celular
por via extrinseca. La sefializacion de muerte, en respuesta a la unién del receptor
con el ligando, puede ser inhibida por un incremento de moléculas anti-apoptoticas
o por una disminucidn de la expresion o disfuncion de las proteinas pro-
apoptéticas (Zhang y Zhong, 2014). Por ejemplo, en tumores que tienen el
receptor Fas silenciado, la restauracion epigenética de su expresion a través de
inhibidores de histonas desacetilasas resulta en la supresién del crecimiento
tumoral y la restauracion de la quimiosensiblidad (Fulda y Debatin, 2006).

Por otro lado, en la via intrinseca la propia célula activa su programa de
apoptosis en respuesta al estrés por dafo al ADN, a sefales ambientales o del
desarrollo (Lodish et al., 2013). Esta ruta se dispara por una permeabilizacién de
la membrana externa mitocondrial en respuesta a proteinas pro-apoptéticas de la
familia de Bcl, las cuales inducen la salida de proteinas, principalmente citocromo
c, del espacio intermembranal mitocondrial (Elmore, 2007). Es importante
mencionar que existen también proteinas Bcl anti-apoptdticas, como Bcl2, que
previenen una apoptosis no deseada gracias al bloqueo que ejercen por medio de
su unién con las proteinas pro-apoptéticas (Winter et al., 2014). Posteriormente, el
citocromo c activa a la proteina Apaf-1 mediante un cambio conformacional que
expone su dominio de unidon (CARD) con otras Apaf-1 para formar un anillo de 7
proteinas llamado apoptosoma. Cada dominio CARD recluta una caspasa 9 para
activar el apoptosoma. El posterior rompimiento y dimerizacién de la caspasa 9
activa a las caspasas efectoras (caspasa 3, 7 o 6) y desencadena la apoptosis
(Alberts et al., 2015) (Figura 3).

Las mutaciones de los genes involucrados en la regulacion de la apoptosis
mitocondrial son muy comunes en ceélulas de cancer; por ejemplo, la
sobreexpresion de Bcl2 promueve la oncogénesis y se ha demostrado que origina
la transformacion neoplasica de células mieloides y linfocitos T y B (Fischer y
Schulze-Osthoff, 2005). También se han encontrado cambios en los niveles de
expresion de esta misma proteina, ya sea un incremento o disminucién, en cancer

de ovario, melanoma y leucemia (Bargou et al., 1995). En relacion a ello, la
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activacion de la proteina supresora de tumores p53 mediante su unién a Bcl2 y
Bcl-XL afecta directamente la integridad mitocondrial generando la salida de

citocromo c y la posterior activacion de la apoptosis (Vousden y Lane, 2007).

Extrinseca Intrinseca

MUERTE

N (\ Caspasa 3,7,6
Caspasa 8 @ Caspasa 9

Caspasa 3,7,6

MUERTE

&

Figura 3. Vias de activacion de apoptosis. 1) Extrinseca, a través de ligandos
que se unen a receptores en la superficie celular. 2) Intrinseca, que se activa ante
la salida de moléculas de la mitocondria. Adaptado de Lodish et al. (2013).

2.2 Cancer de mama

Como se menciond anteriormente, en México, el cancer de mama
representa la primera causa de muerte por cancer en mujeres (INEGI, 2015) y se
estima que cerca del 80% son Receptor de estrégenos positivos (ER+), mientras
que el 20 % restante son ER-, por lo cual es importante considerar la importancia
de los estrégenos en el desarrollo y tratamiento de esta neoplasia (Lumachi et al.,
2015).

2.2.1 Papel de los estrogenos en el cancer de mama
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Los estrogenos son hormonas esteroideas derivadas del colesterol, cuya
funcién se relaciona principalmente con el desarrollo sexual femenino. La actividad
estrogénica en la edad reproductiva de la mujer se debe predominantemente al
17B-estradiol (E2), el cual es derivado de la testosterona gracias a la enzima
aromatasa (Heldring et al., 2007).

Los estrogenos inducen diferentes eventos de proliferacion celular en
organos pertenecientes al sistema reproductivo y endocrino, como utero, ovario y
mama, debido a su unidn con receptores intracelulares los cuales son factores de
transcripcion. En el humano se han identificado dos variantes de estos receptores:
el ERa, cuya actividad es predominante en los érganos reproductivos, y el ERp,
que es preponderante en el sistema nervioso central, pulmoén y colon (Lee et al.,
2012).

En el caso particular del E2, se han propuesto dos tipos de respuesta
hormonal, la gendémica y la no genomica. En la primera, el ligando atraviesa la
membrana plasmatica y se une a su receptor en el citoplasma. El complejo E2-ER
se transloca al nucleo y funciona como factor de transcripcion de genes blanco
relacionados con la proliferacion celular, ya que se une a elementos en cis
denominados EREs (Elementos de respuesta a estrégenos) (Figura 4) (Renoir et
al., 2013). En la via no gendmica, el ligando puede unirse al receptor y activar la
cascada de PI3K/AKT o de las MAP cinasas que desencadenan diferentes rutas
de crecimiento celular. De forma alternativa, el E2 puede ser reconocido por
receptores del reticulo endoplasmatico asociados a proteinas G como GPR30, que
activa vias como la de PKA y PIP3 (Prossnitz et al., 2007). Las multiples
moléculas efectoras rio abajo de la senalizacion estrogénica pueden ser activadas
en un contexto especifico y de una manera receptor-selectiva, resultando en una
dinamica de modificaciones epigenéticas de histonas, especialmente aquellas que
involucran a H3K4, H3K9 y H3K27 (Cooke et al., 2017).
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Figura 4. Via de seializacion gendmica de respuesta a estrégenos en
células epiteliales. El E2 entra a la célula y se une al ER localizado en el
citoplasma. El complejo E2-ER se transloca al nucleo y funciona como factor de
transcripcion en elementos cis denominados ERE, los cuales se localizan en
genes blanco del E2-ER. E2: Estradiol, ER: Receptor de estrégenos, ERE:
Elementos de Respuesta a Estrogenos. Adaptado de Lee et al. (2012).

Diferentes estudios han documentado la participacién de los estrogenos en
la aparicion y el desarrollo de diversos tipos de cancer en 6rganos sexuales, como
el de mama y el de ovario. Especificamente, en la glandula mamaria la
sefializacion por estrogenos dirige la formacion ductal, asi como el desarrollo de
ramificaciones y el crecimiento de compartimientos grasos, por lo que a raiz de
una serie de factores genéticos y ambientales durante etapas clave del desarrollo,
como el embarazo y la menopausia, se puede propiciar el desequilibrio de estas
vias de proliferacion que conducen a la aparicion de un tumor mamario (Lee et al.,
2012; Lumachi et al., 2015; Perillo et al., 2014; Perillo et al., 2008).

De forma paralela, la presencia de receptores de estrégenos es
determinante para el prondstico del paciente, ya que influencia en gran medida la
malignidad de la enfermedad, asi como la capacidad de metastasis y de respuesta
a terapias. Los carcinomas ER+ se asocian con un mejor prondstico, una mayor

respuesta en terapias hormonales combinadas y se caracterizan por una
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enfermedad atipica con niveles heterogéneos de carcionama ductal in situ. No
obstante, la enfermedad puede progresar a un tumor ER-, en el cual las células
pierden su grado de diferenciacion, lo que propicia un diagnostico con una baja
tasa de respuesta a terapia y un alto riesgo de metastasis debido a la evolucion de
las lesiones a carcinomas ductales invasivos (Platet et al., 2004).

En funcidn de ello, en el cancer de mama se han implementado diferentes
terapias hormonales agonistas de la sintesis o sefalizacion estrogénica, entre los
que se incluyen los inhibidores de aromatasa y el tamoxifeno (bloqueador de ER)
(Casillet y Dena, 2004). Asimismo, se ha propuesto el uso de nuevas terapias
moleculares que tengan como objetivo componentes clave de la sefalizacidon
hormonal, entre ellas se cuenta el uso de inhibidores de HDACs y AKT, o bien, el
disefio de micro ARNs dirigidos a los mensajeros inducidos por el E2 (Renoir et
al., 2013).

2.3 Epigenética y su relacion con el cancer

El término epigenética fue introducido por primera vez en 1942 por Conrad
Waddintong, como el estudio de las interacciones entre los genes y sus productos
que controlan los cambios fenotipicos durante el desarrollo. Con el paso del
tiempo, el concepto ha ido evolucionando gracias a las investigaciones cientificas,
hasta considerarse como “el estudio de los cambios quimicos heredables sobre el
ADN sin alteracidn de su secuencia nucleotidica” (Zhang y Pradhan, 2014). Con
base en ello, el epigenoma integra la informacion codificada en el genoma con las
pistas quimicas y moleculares de su origen celular, extracelular y ambiental, a
través de la definicion del programa de expresion génica que le otorga su
identidad funcional durante el desarrollo o la enfermedad (Kanherkar et al., 2014).

Los eventos epigenéticos son importantes en todos los aspectos de la
biologia experimental, ya que desde la década pasada se mostré que juegan un
papel clave en los procesos de carcinogénesis y la progresién de tumores (Yoo y
Jones, 2006). Gracias a ello, se pueden explicar muchas de las propiedades de

las células cancerosas que radican principalmente en la regulacion errénea de la
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expresion génica a nivel de cromatina que resulta en una disfuncion celular
(Esteller, 2011).

En la Figura 5 se muestran diferentes niveles de regulacion epigenética
estudiados en cancer. En el primero se encuentran la metilacion del ADN, la cual
consiste en la adicion de un grupo metil (CHz-) en la posicion 5 del anillo pirimidico
de las citosinas. La metilacién de citosinas del ADN se asocia a la presencia de
islas de dinucledtidos CpG. Estas islas normalmente estan sin metilar, sin
embargo, la metilacion de éstas provoca un fuerte estado de compactacion de la
cromatina, lo que dificulta la transcripcion y por lo tanto, la expresiéon génica
(Kanherkar et al., 2014).

El segundo nivel lo constituyen las modificaciones covalentes en las histonas, las
cuales se detallan en el apartado posterior. En el tercer nivel se encuentran los
complejos remodeladores de cromatina, los cuales son complejos proteicos que
utilizan ATP para alterar las interacciones entre el ADN y las histonas (Yoo vy
Jones, 2006). Estas alteraciones pueden incluir deslizamientos de las histonas
respecto a su posicion original en el ADN; cambios en la composicion de histonas
del octamero (se puede incluir el cambio de una histona canodnica por una variante
de histona); o incluso la pérdida parcial o total del octamero (Ajiro et al., 2010). El
cuarto nivel de regulacion epigenética esta conformado por la participacion de
ARNs no codificantes. Se han reportado micro ARNs que regulan la expresion de
genes blanco debido a su union en regiones 3" no traducidas de ARN mensajeros,
lo que resulta en la degradacion o inhibicion de este (Khan et al.,, 2012).
Adicionalmente, se ha mostrado que algunos ARN largos son capaces de unirse a
complejos modificadores de la cromatina y dirigirlos a diferentes regiones
genomicas (Léveillé et al., 2015). En el ultimo nivel se encuentra la dinamica
nuclear de la cromatina. Las regiones mas cercanas a la lamina nuclear tienen
poca densidad de genes y baja actividad de transcripcion; en las zonas centrales
del nucleo se ha encontrado mayor actividad de la expresion génica asi como

mayor participacion de factores de transcripcion.
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Figura 5. Niveles de regulacion epigenética. La regulacién epigenética puede
darse en varios niveles celulares, que incluyen la metilacion del ADN, las
modificaciones covalentes en las colas de las histonas, los complejos
remodeladores de la cromatina, la participacion de ARNs no codificantes y la
posicion de la cromatina dentro del nuleo. Tomado de Lovrei et al., 2013.

2.3.1 Modificaciones covalentes de las histonas asociadas a cancer

El nucleosoma representa el primer nivel de organizacion de la cromatina y
se compone de dos copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4,
ensamblados en un nucleo octamérico que se rodea por aproximadamente 147 pb
de ADN (Zhou et al., 2011).

Las histonas no se consideran simples empaquetadores del ADN, ya que se
ha reconocido su funcion como reguladores dinamicos de la actividad génica a
través de sus modificaciones quimicas post-traduccionales, principalmente la
metilacion, acetilacion y fosforilacion, aunque se han reportado ofras
modificaciones como la ubiquitinacion y sumolizacion (Esteller, 2007); es por ello
que se ha propuesto que las diferentes combinaciones presentadas sobre los
extremos N-terminal de las histonas forman un “cédigo de histonas” encargado de

regular la actividad genética (Cao et al., 2016). Estas modificaciones influencian el
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grado de compactacion de la cromatina y permiten su apertura o cierre para
exponer al ADN en los procesos de transcripcion o reparacion (Jin et al., 2010).
Por ejemplo, los grupos acetil neutralizan las cargas positivas de las colas de las
histonas, lo que debilita la interaccion electrostatica entre éstas y el esqueleto
fosfatado del ADN, permitiendo una separacion del acido nucleico del octamero
que facilita el acceso de factores de transcripcion. La metilacion de las histonas,
con excepcion de algunas marcas como H3K4me2/3, generalmente se asocia con
la compactacion de la cromatina confiriéndole un estado de  represion
transcripcional (Zhang y Pradhan, 2014) (Figura 6). Gendmicamente, estas
modificaciones pueden tener lugar en las histonas presentes en los promotores, la
region codificante del gen (exones), los potenciadores y en la heterocromatina
constitutiva (Zhou et al., 2011).

Los patrones de la modificacién de histonas también son alterados en los
tumores humanos, en particular, las modificaciones de las histonas H3 y H4. Por
ejemplo, en la H3 se presenta la acetilacion/metilacion de la lisina 9 (H3K9ac/me),
la di y trimetilacion de la lisina 4 (H3K4me2/3) y 27 (H3K27me3), la acetilacion de
la lisina 14 (H3K14ac), asi como la fosforilacion de la serina 10 (H3S10fos) y 28
(H3S28fos); estas modificaciones son reconocidas por complejos lectores que
contiene cromodominios y bromodominios, los cuales reconocen lisinas metiladas

y acetiladas respectivamente (Esteller, 2011).
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Figura 6. Regulaciéon transcripcional mediada por las modificaciones de las
histonas. A) En el desarrollo y la progresion del cancer se ha reconocido la
importancia de las modificaciones de las histonas, particularmente de la H3. Entre
las principales modificaciones de la H3 esta la acetilacion, metilacion vy
fosforilacion. Las lisinas acetiladas son reconocidas por bromodominios y las
metiladas por cromodominios. B) Las modificaciones de histonas pueden regular
la expresion génica a nivel transcripcional. Se muestran en verde algunas
modificaciones de la H3 que confieren un estado de activacion transcripcional, ya
que relajan la cromatina y permiten la entrada de la maquinaria de transcripcion.
Las modificaciones en rojo confieren un estado de represion transcripcional, ya
que en asociacion con marcas de metilacion de ADN compactan la cromatina y
dificultan la entrada de la maquinaria de transcripcion. H3: Histona 3, FT: Factor
de transcripcion, ARNPIl: ARN Polimerasa Il. Adaptado de Falkenberg vy
Johnstone (2014); Zhou et al. (2011).

Los patrones anormales de las modificaciones de histonas tienen
consecuencias funcionales que convergen en la regulacion erronea de procesos
celulares del desarrollo de cancer implicados en la expresion génica, estabilidad
gendmica, reparacion del ADN y control del ciclo celular (Figura 7) (Fullgrabe,
Kavanagh, y Joseph, 2011).
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Figura 7. Modificaciones especificas de las histonas presentes en células
cancerosas en relacion a su funcion celular. La disminucion o incremento
anormal de metilacion o acetilaciéon en diferentes residuos de la H3 puede
ocasionar consecuencias funcionales. Por ejemplo, el incremento de metilacion de
H3K9 puede ocasionar inadecuada expresion génica e inestabilidad gendmica,
mientras que la pérdida de acetilacion en el mismo residuo puede ocasionar
inadecuada expresion génica y fallos en la reparacion del ADN. Me: Metilacion,
Ac: Acetilacion, H3: Histona 3. Tomado de Fullgrabe et al. (2011).

Como se mencion6 anteriormente, entre las modificaciones de la H3 que se
han vinculado a cancer se encuentran la acetilacion y metilacion de H3K9 vy la
fosforilacion de H3S10, las cuales se describen a continuacion.

a) Acetilacion de H3K9
Esta bien establecida la importancia de ciertos patrones de modificaciones

de histonas en oncogenes y genes supresores de tumores, que fungen como
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marcadores en la progresion de la neoplasia. Por ejemplo, la pérdida de
acetilacion en H3K56 en el promotor de p300, un regulador de la division vy
crecimiento celular, se ve implicado en procesos anormales de crecimiento celular
(Bannister y Kouzarides, 2011). Asimismo, una disminucion de H4K16ac se ha
reportado en varios tipos de cancer, entre ellos el de mama, pulmon y gastrico, y
ha mostrado influencia en la sensibilidad de las células cancerosas a la
quimioterapia (Lopez et al., 2009; Montenegro et al., 2015; Yoo y Jones, 2006).

Otra marca que ha sido extensamente estudiada en cancer es la acetilacion
de H3K9, ya que se ha reportado un incremento de H3K9me3, y por lo tanto una
pérdida de su contraparte H3K9ac, en cancer de prostata, pulmon, higado, colon y
mama (Fullgrabe et al., 2011). La acetilacion de histonas se ha visto regulado
principalmente por las enzimas modificadoras de histonas, como las HATs
(Histona acetiltransferasas) y las HDACs (Histona desacetilasas) (Falkenberg vy
Johnstone, 2014).

Histona acetiltransferasas (HATs): Para lograr la acetilaciéon de las
histonas, las HAT utilizan el acetil CoOA como cofactor y catalizan la transferencia
de un grupo acetil al grupo amino de las lisinas. Existen 2 grupos: grupo Ay B. El
grupo A incluye las familias de GNAT, MYST y CBP/P300. El grupo B se
caracteriza por tener una secuencia altamente conservada con scHat1, la proteina
fundadora de este grupo. Ademas, se ha observado que las HATs tipo B, acetilan
histonas libres y no aquellas que se encuentran organizadas en la cromatina
(Bannister y Kouzarides, 2011). En la modificacion de H3K9, se ha involucrado la
participacion de HAT tipo A como P300/CBP y GCN5 (Zhang y Pradhan, 2014).

Histona desacetilasas (HDACs): Las HDACs tienen el efecto contrario a
las HATs al revertir la acetilacion de las lisinas y condensar nuevamente la
cromatina. Para su estudio se dividen en varias clases: La clase | se localiza
principalmente en el nucleo y se expresa de manera ubicua. La clase lla se
localiza en el nucleo y citoplasma, mientras que la clase Ilb es exclusiva del
citoplasma. La HDAC11 es la unica de la clase IV y cuya funcion es aun
desconocida (Zhang y Zhong, 2014). Estas clases conforman las HDACs

canonicas, que requieren Zinc como cofactor. Existe una clase Ill de HDACs
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llamadas sirtuinas, las cuales son independientes de zinc y utilizan NAD+ como
cofactor (Geutjes, Bajpe, y Bernards, 2012) (Tabla 1). En el residuo acetilado de
H3K9, se ha involucrado principalmente a la HDAC1 y HDACZ2, aunque también se
ha visto la participacion de HDAC3, HDAC4, HDAC6 y HDACS, entre otras (Zhang
et al., 2014).

Tabla 1. Clasificacion de las HDACs. Se muestran los miembros de cada clase,
asi como su localizacién celular y el cofactor que utilizan para llevar a cabo su
actividad enzimatica. HDAC: Histona desacetilasa. Adaptado de Zhang y Zhong,
2014, Zhang et al., 2014 y Geutjes et al., 2012.

CLASE MIEMBROS LOCALIZACION COFACTOR
| HDAC1,2,3y 8 Principalmente nucleo
lla HDACA4, 5,7y 9 Nucleo y citoplasma
Zn?*
lib HDAC6 y 10 Citoplasma
v HDAC11 Sin determinar
1 SIRT1,2,3,4,5y6 | Nucleo y citoplasma NAD+

En el cancer de mama se ha encontrado una disminucidén generalizada de
acetilaciéon en marcas como H3K9, H3K18, H4K16 y H4K12, asi como un aumento
en la expresion de HDAC1, 3 y 6 (Ceccacci y Minucci, 2016; Jovanovic et al.,
2010; Luo et al., 2011). La sobrexpresion de las HDACs también se ha observado
en otros tipos de neoplasias, por ej., en el cancer de colon (Alzoubi et al., 2016) y
de préstata (Beaver et al., 2012), por lo que actualmente se han desarrollado
inhibidores de las HDACs como terapia blanco para el tratamiento de cancer,

algunos de los cuales ya se han probado en fase clinica (Tabla 2).
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Tabla 2. Inhibidores de las HDACs (HDACIi) en fase clinica. Se muestra entre
paréntesis el nombre comercial. HDAC: Histona desacetilasa. La letra i minucula
indica inhibidor.

COMPUESTO TIPO BLANCO FASE CLINICA REFERENCIA
P Aprobado

gl‘ot‘)Hriﬁostat) ﬁ\icgsooxémico FE-AIDACE 2ErE O Iz_gizet o

desde 2006

Depsipéptido Aprobado

FK228 Tetrapéptido i para CTCL Zhangy

(Romidepsin | ciclico Pan-HDACS | jesde 2009 | Zhong, 2014

a)
Acido graso Fase lll Duenas-

VPA de cadena Pan-HDACs Gonzalez et
corta al., 2008

Fenilbutirato Acido graso HDACSs clase | Fase Il Ceccacciy

de sodio decadena |, Minucci, 2016
corta ’
Acido No probado Boldent et al.,

U hidroxamico | T 2nHDACs 2006

SAHA= Acido hidroxamico suberoilanilida; VPA= Acido valproico; TSA=Tricostatina A.

CTCL= Linfoma cutaneo de células T.

b) Metilacién de H3K9

La mono, di, y tri metilacion de las lisinas en residuos como H3K9, H3K27 y
H4K20 se encuentran enriquecidas en zonas de cromatina fuertemente
compactadas (heterocromatina) y se asocian con la represion transcripcional,
mientras que la metilacion de H3K4, H3K36 y H3K79 se han visto
mayoritariamente en zonas de cromatina mas laxas (eucromatina) y se asocian
con la activacion transcripcional (Zentner y Henikoff, 2013). La regulacion de la
metilacion de histonas estda dada por la participacion de HMTs (Histona
metiltransferasas) y KDMs (Histona desmetilasas) (Falkenberg y Johnstone,
2014).

Histona metiltransferasas (HMTs): Las HMT generalmente metilan lisinas
gracias a un dominio SET o PR, el cual confiere la actividad catalitica. También se
les conoce como KMT (Lisina metil transferasas). Las familia de las KMT1 incluye
a las proteinas pertenecientes a SUV39H y G9a y generalmente metilan H3KO9.
Las KMT6, también llamadas EZH2 metilan H3K27 y forman parte del conjunto
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represor Polycomb, el cual induce represion aberrante de genes en cancer. La
sobreexpresion de EZH2 esta asociada con una enfermedad mas agresiva y
metastasica en cancer de mama y préstata (Geutjes et al., 2012).

Histona lisina desmetilasas (KDMs): Durante muchos afios la metilacion
de histonas se consideré como una marca estatica, no obstante, en la actualidad
se han descrito diferentes mecanismos de des-metilacion.

Se conocen dos grupos de KDMs: las KDM1/LSD, que desmetilan lisinas
mono Yy dimetiladas y actuan con FAD como cofactor; y las proteinas Jumoniji-C
(JmjC), las cuales también actuan sobre residuos trimetilados y utilizan Fe (Il) y a-
cetoglutarato como cofactores (Bannister y Kouzarides, 2011). La enzima LSD1
desmetila residuos mono y dimetilados de H3K4 y H3K9 y su sobreexpresion se
ha asociado con caracteristicas mas agresivas en células de cancer de mama ER
negativo, mientras que en cancer de mama ER positivo, LSD1 funciona como
coactivador del receptor de estrogenos a (Luo et al., 2011). Al grupo de las

Jumoniji la componen las familias de las KDM2-5 (Geutjes et al., 2012) (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de las KDMs. Se muestran algunos miembros de cada
grupo, asi como el nivel de metilacion sobre el que actuan y el cofactor que utilizan
KDM: Histona lisina desmetilasa. Adaptado de Bannister y Kouzarides, 2011 y
Geutjes et al., 2012.

MIEMBROS NIVEL DE COFACTOR
METILACION
Mono y
KDM1/LSD LSD1, LSD2 _ o FAD
dimetilacion
Mono, di 'y
KDM2/JHDM1 | KDM2A, KDM2B
trimetilacion
Mono y
&) KDM3/JMJD1 | KDM3A, KDM3B
= dimetilacion Fe?'y
g KDM4A, KDM4B, Mono, diy a-cetoglutarato
S KDM4/JMJD2
- KDM4C, KDM4D trimetilacion
KDM5A, KDM5B,
KDM5/JARID1 Di y trimetilacion
KDM5C, KDM5D
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En el caso de la des-metilacion de H3K9, se han reportado diferentes
enzimas borradoras con dominio Jmj-C como KDM4A, KDM4B y KDM3A, las
cuales forman parte importante de la regulacidon epigenética en el cancer de mama
(Wang et al., 2007). La sobreexpresion de JKDM4A y JMJD2A se ha observado
en células malignas y también se ha involucrado en la respuesta a dafio al ADN
(Cao et al., 2016).

c) Fosforilacién de H3S10

Al igual que las otras modificaciones, la fosforilacion de las histonas es
altamente dinamica y es controlada por cinasas y fosfatasas que fosforilan y
desfosforilan, respectivamente (Simboeck et al., 2010).
Entre las fosforilaciones mas estudiadas se encuentra la fosforilacion en la serina
139 de la variante de histona H2AX, ya que se involucra en la reparacion del ADN
por ruptura de doble cadena y en la contencion de la tumorigénesis (Cao et al.,
2016). Por otro lado, la adquisicion de resistencia a la apoptosis es una
caracteristica en las etapas iniciales de todos los tipos de cancer (Zhang y Zhong,
2014). Estudios recientes indican que la fosforilacion de histonas involucradas en
la cascada de sefalizacion apoptdtica, especificamente en la serina 14 de la
histona H2B en el gen Mst1 (Mammalian sterile twenty), es capaz de disparar la
activacion de la ruta (Wang et al., 2007). Este gen codifica una cinasa involucrada
en la ruptura de caspasas en mamiferos, y su equivalente Ste20 en levaduras.

Existen otras modificaciones como la fosforilacion de la serina 10
(H3S10fos) que han cobrado gran relevancia debido a su participacion en
procesos como la divisidn celular, en donde se ha observado un incremento de
esta marca en lineas celulares altamente proliferativas como consecuencia de una
activacion constitutiva de las rutas de las MAP cinasas (Khan et al., 2016). La
fosforilacion de la H3 posee una caracteristica sumamente interesante frente a
otras modificaciones, ya que, de forma global, durante la mitosis se asocia con la
compactacién de cromatina, mientras que, durante la interfase puede conferir un
estado de activacién transcripcional en respuesta a una sefalizacién extracelular

(Sawicka y Seiser, 2012). La escritura de la marca de H3S10fos se lleva a cabo
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principalmente por la Aurora cinasa B, aunque se han reportado otras cinasas que
modulan la fosforilacion en este residuo como MSK1, MSK2 e IKK-a (Lester et al.,
2011). Por su parte, las fosfatasas PP1 y PP2A son las encargadas de borrar la

marca de fosforilacion de H3S10 (Sawicka y Seiser, 2012).
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En la figura 8, se resumen las modificaciones de la histona 3 y se muestran

las principales enzimas que pueden escribir o borrar la marca.

ol e Histona acetiltransferasas (HATs)
e Histona desacetilasas (HDACs)
P300 GCN5 Histona metiltransferasas (HMTs)
CBP CBP Histona lisina desmetilasas (KDMs)
A Pabl Cinasas
HDAC1 TIP60
HDAC2 HDAC1 Fosfatasas
SIRT1 HDAC2
SIRT2 SIm
PKCB1 CBP/KAT3A
S urvivin p300/KAT3B
Aurora H
MSK 1,2
Ac GCNSL2/KAT2A
PCAF/KAT28
200,500 & % O
. 3PN Qoe@QO™ 2 2z g ke
Me Me 91011 14 1718 Me MeMe 0
- 4 4 Me Me Me * %
" | o @ % S - 4
Me Me Q Me
PP2A & ) Me
l‘ CBP/KAT3A
p300/KAT38
MLL1 EZH1 (me1, 2)
MLL2 EZH2 (me1, 2, 3)
SET1A KDMB6A (me2, 3)
PRDM9 KDM6B (me2, 3) & 8
LSD1 KDM7A (me1, 2) N H3110 H4
JARID1A
JARID1B % ‘aOAc =
PRDM2 o
SUV3DH1 SETD2 (me3)
g (HoAYH2B
Goa LSD1 (me1, 2)
LSD1 (me1, 2) KDM4A (me2, 3)
KDM4A (me2, 3) KDMA4B (me2, 3)
KDM3A (me2, 3) KDM2B (me2)

KDM4B (me2, 3)

Figura 8. Modificaciones covalentes de la histona 3 y sus enzimas
modificadoras. Se muestran las modificaciones epigenéticas de la H3 y se
sefalan las principales enzimas escritoras y borradoras de la marca. Las letras en
parentésis de las HMTs indican el grado de metilacion que ponen mientras que las
de las KDMs indican el grado de metilacion sobre el que actuan. H3: Histona 3,
HMT: Histona metiltransferasas, KDM: Histona lisina desmetilasas. Adaptado de

Cell signaling Technology ®.
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2.3.2 Modificaciones de la histona 3 asociadas a cancer de mama

En conjunto con la estructura primaria de la cromatina, los datos sugieren
que las modificaciones de histonas sefialan los elementos genomicos funcionales
que regulan la expresion de genes, patrones de “splicing” y modos de represion,
los cuales pueden brindar nuevas pistas para la comprension del funcionamiento
celular y predecir la regulaciéon de marcas de histonas en células cancerosas vy
normales (Zhou et al., 2011). En la Tabla 4 se enlistan los cambios principales que

se han visto alterados en las modificaciones de la histona 3 en el cancer de mama.

Tabla 4. Principales cambios relacionados con las modificaciones de la histona 3
reportados en cancer de mama.

MODIFICACION ALTERACIONES EN CANCER DE MAMA REFERENCIA
Ceccacciy
Disminucion de H3K9ac, H3K18ac
Acetilacion _ Minucci, 2016; Luo
Sobreexpresion de HDAC1, 3y 6
et al., 2011
Aumento de H3K9me3 y H3K27me3 LeRoy et al., 2013;
Metilacion ,
Sobreexpresion de LSD1 y KDM1A Perillo et al., 2008
Jovanovic et al.,
Fosforilacion Aumento de H3S10fos o

2.3.3 Compuestos naturales como moduladores epigenéticos

Como resultado del estudio de las modificaciones epigenéticas implicadas
en el desarrollo y la progresion del cancer, se ha propuesto el uso de moduladores
epigenéticos con diferentes blancos terapéuticos como una forma de prevencion
y/o tratamiento (Schnekenburger et al., 2014). Se han reportado diferentes
compuestos naturales aislados de animales, plantas, hongos, entre otros, capaces

de afectar los mecanismos moleculares epigenéticos que modulan la expresion de
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genes asi como la respuesta de dafio al ADN, lo cual puede disparar diferentes
vias de muerte celular (Ratovitski, 2015).

En el cancer de mama, los tratatamientos con inhibidores de HAT y HDAC
representan una opcion potencial en el tratamiento y la quimioprevencion. Por ej.,
la epigalato catequina (EGCC) encontrada en el té verde, mostré una reduccion
significativa de la acetilacion de H3K9 en ambos modelos de MCF-7 y MDA-MB-
231 (Khan et al., 2012; Yu et al., 2014), mientras que el sulforafano, un isocianato
encontrado en las cruciferas, mostro efecto inhibidor de HDAC y el consecuente
incremento de acetilacion de histonas en ambas lineas de cancer mamario
(Jackson y Singletary, 2004). En la tabla 5, se enlistan algunos compuestos
naturales que han sido estudiados como moduladores epigenéticos prometedores

para el tratamiento de cancer.

Tabla 5. Ejemplos de compuestos naturales que han mostrado actividad como

moduladores epigenéticos.

COMPUESTO ORGANISMO TIPO MECANISMO REFERENCIA
. - HDACI
Fermentacion | Acido graso . ’
NaB intestinal de de cadena ':(fer,ﬁlr: (?igtr?c(ljee Slalcée(l)r;r‘\la 2
fibra dietética | corta histonas
: P300i,
EGCC gi?neéﬁf Catequinas disminucién Saldanha et
(Té verde) 9 de acetilacion | al., 2014
de histonas
Curcuma HATI,
Curcumina longa Acido fendlico | disminucién 2Roe1u1ter el
(Curcuma) de H3K27me3
HDACI,
DIM Varias Indol gl:,rlr;mumon Beaver et al.,
cruciferas expresion de 2012
HDAC1-3, 8
i HDACI,
Valeriana Acido graso disminucién Lee et al
VPA officinalis de cadena enla 2015 v
(Valeriana) corta expresion de
HDAC2
Lunasina Solanum Péptido HATI, Jin et al., 2007
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nigrum disminucién Galvez et al.,

(Tomatillo del en la 2001

diablo) acetilacion de

Glycine max H3y H4

(Soya)

NaB= Butirato de sodio; EGCC= Epigalato catequina; DIM= 3,3 -diindolilmetano; VPA=
Acido valproico.
La letra i minUscula indica inhibidor.

A diferencia de los demas compuestos, de los cuales la mayoria se
consideran como metabolitos secundarios vegetales, la lunasina es una péptido
bioactivo de la soya que ha mostrado tener efectos en las vias de regulacion
epigenética en células de mamiferos. La lunasina purificada de semillas del
tomatillo del diablo (Solanum nigrum) mostré actividad sobre células NIH 3T3 de
fibroblastos embrionarios de raton (Jin et al., 2007), mientras que la lunasina
purificada de la semilla de soya (Glycine max) presentd efecto modulador vy
anticanceroso en la linea celular de fibroblastos de ratén C3H y en células MCF-7
de cancer de mama (Galvez et al., 2001).

2.4 Péptidos antimicrobianos como estrategia para el tratamiento del

cancer

De forma convencional, los tratamientos para el cancer involucran
procedimientos como cirugia, quimio o radioterapia y mas recientemente terapias
hormonales e inmunoterapia (Cassileth y Deng, 2004). A pesar de que el blanco
de los agentes utilizados para dichas terapias son las células danadas, también
pueden causar alteraciones en células normales o en su defecto pueden fallar en
eliminar células cancerosas quiescentes, lo que comunmente desencadena en la
recurrencia de la enfermedad aun después de un tratamiento inicial exitoso
(Valdespino-Gémez y Valdespino-Castillo, 2012). Es por ello que se han dirigido
esfuerzos en la busqueda de nuevos farmacos a través del desarrollo de
pequefias moléculas que puedan ser facilmente dirigibles, por lo que resulta
atractiva una nueva clase de agentes anticancerosos basados en péptidos
(Boohaker et al., 2012).
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Los péptidos son moléculas formadas por combinaciones de aminoacidos
ligados entre si por enlaces peptidicos a través de una reaccion de deshidratacion
o condensacion; pueden ser obtenidos como productos de protedlisis, sintesis in
vivo, o bien por sintesis artificial. En afios recientes, se ha demostrado que los
péptidos juegan un papel importante en el tratamiento de enfermedades como el
cancer, ya que pueden participar como marcadores para un diagndstico temprano
o como parte del tratamiento (Xiao et al., 2015).

Entre los péptidos mas prometedores para ser utilizados en terapias para el
tratamiento del cancer se encuentran los péptidos antimicrobianos o AMPs (en
humanos también llamados péptidos de defensa del hospedero o Host defense
peptides), los cuales forman parte de la primera linea de defensa en numerosos
organismos como mamiferos, anfibios, insectos y plantas (Guzman-Rodriguez et
al., 2015).

La mayoria de los AMPs son relativamente cortos, de entre 10-50
aminoacidos, mostrando generalmente una carga positiva que va de +2 a +11 y
conteniendo cerca del 50% de residuos hidrofébicos. De acuerdo a su estructura
secundaria, los AMPs se clasifican en 3 grupos: los a-helicoidales, los lamina B y
los péptidos de bucles aleatorios, siendo los primeros 2 grupos los mas comunes
(Mahlapuu et al., 2016). Dentro de los a-helicoidales, se calcula que la distancia
entre 2 aminoacidos adyacentes es cercana a 0.15 nm y el angulo entre ellos,
desde un punto central es de 100° con una vista desde arriba; algunos ejemplos
de este grupo son la protegrina, magainina, indolicina ciclica, el LL-37 (precursor
inactivo de la catelicidina humana) y la lactoferricina, la cual deriva de la
lactoferrina presente en la leche (Bahar y Ren, 2013). Los péptidos compuestos
por laminas B tienen al menos 2 cadenas  unidas entre si por puentes disulfuro
que se organizan para crear una molécula anfipatica. El grupo mas estudiado de
este grupo son las defensinas (Zhao et al., 2015).

En la base de datos de los AMPs (http://aps.unmc.edu/AP/main.php), se
han caracterizado mas de 2800 péptidos, los cuales presentan actividad
antibacteriana, antifungica, antiviral, insecticida, antioxidante, anticancerosa, entre

otras. Dentro de la actividad citotoxica se han reportado mas de 200 AMPs
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toxicos para diferentes células de mamifero y para algunos se ha determinado que
pueden inducir necrosis o apoptosis (Boohaker et al., 2012). En este sentido, se
ha encontrado que la cecropina, un AMP de la mosca (Musca domestica) inhibio la
proliferacion de la linea celular BE L-7402 de hepatocarcinoma humano, a través
del incremento en la expresion de genes relacionados con apoptosis, como Fas,
Fas L, Caspasa 8y Caspasa 3 (Jin et al., 2010). En contraste, la dermaseptina B2,
un AMP con actividad antibacteriana membranolitica aislado de la piel de la rana
suramericana, demostrd tener un efecto anticanceroso en lineas celulares de
cancer de mama (MDA-MB-231) y de prostata (PC3), siendo evaluada esta ultima
linea celular en un modelo xenografico. Este péptido, no indujo la activacion de
caspasas ni cambios en el potencial de membrana mitocondrial, pero si mostro
interaccion con la membrana plasmatica y su posterior lisis, por lo que se sugiere
un mecanismo de necrosis (Van Zoggel et al., 2012). Por otro lado, también se
han reportado péptidos que involucran ambos mecanismos de accién, siendo el
caso de la lactoferricina bovina B6 (Richardson et al., 2009) y la gomesina, aislada
de la tarantula brasilefia (Rodrigues et al., 2008) (Tabla 6).

Adicionalmente, los efectos antitumorales de los AMPs también podrian
derivar de la activacion de mecanismos de respuesta inmune (Boohaker et al.,
2012).

Tabla 6. Ejemplos de péptidos antimicrobianos que han mostrado efecto citotéxico
contra lineas celulares de diferentes tipos de cancer a través de modos de accion
diversos.

. TIPO DE MODO DE
PEPTIDO ORGANISMO CANCER MUERTE REFERENCIA
Dermaseptina | Phyllomedusa : _ Van Zoggel et
_ Mama y prostata Necrosis
B2 bicolor al., 2012
Lactoferricina Leucemia, Apoptosisy | Richardson et
Bos taurus .
bovina B6 mama necrosis al., 2009

Acanthoscurria | Cervicouterino, | Apoptosisy | Rodrigues et
Gomesina _ _
gomesiana colon y mama necrosis al., 2008
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2.4.1 Defensinas de plantas

Dentro de las plantas se han reportado mas de 300 AMPs, los cuales son
expresados constitutivamente o en respuesta a un ataque de patdégenos. Existen
12 familias de AMPs de plantas, de las cuales tres contienen integrantes que
muestran propiedades anticancerosas: los ciclétidos, las tioninas y las defensinas
(Guzman-Rodriguez et al., 2015). Estas dultimas constituyen el grupo mas
estudiado y mas abundante de los AMPs vegetales; son péptidos catidnicos de 45
a 54 aa, caracterizados generalmente por 4 puentes disulfuro conservados entre
sus cisteinas (Tam et al., 2015), los cuales son importantes para su plegamiento
en su estructura tridimensional pero también para su actividad antimicrobiana y
quimiotactica (Zhao et al., 2015).

Una de las caracteristicas mas interesantes de las defensinas de plantas es
su capacidad selectiva hacia células cancerosas, para la cual existen evidencias
de que dicho fendbmeno se asocia a los componentes diferenciales entre las
membranas de las células cancerosas respecto a las normales (Gaspar et al.,
2013). Adicionalmente, en afos recientes se ha demostrado que las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de las defensinas son clave para

conferirles sus propiedades citotoxicas selectivas (Zhao et al., 2015).

2.4.2 Mecanismo de accion de las defensinas vegetales citotoxicas

A pesar de la informacidon sobre los mecanismos de muerte que pueden
estar activando las defensinas en las células cancerosas, existe un gran
desconocimiento de las rutas de activacion que conducen a estos mecanismos
(Tam et al., 2015). Una de las defensinas mas estudiadas es NaD1, la cual se
aislé de las flores de Nicotiana alata, y cuya region madura ha mostrado actividad
contra fitopatégenos del género Fusarium sp., y contra Botrytis cinerea. Esto a
través de la interaccion con componentes especificos de la pared, seguido de la
lisis de la membrana plasmatica y la salida de los componentes celulares (De
Coninck et al., 2013). Asimismo, ha mostrado efecto contra hongos filamentosos
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de mamiferos como Candida albicans, en el cual el mecanismo de accion no soélo
comprendio la lisis celular, sino que indujo la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la activacion de vias de estrés osmotico (Hayes et al., 2013). De
forma similar, se vio la induccidén de necrosis en células de melanoma (MM170) y
leucemia (Jurkat T), y se observd una interaccion con la membrana mitocondrial a
través de los residuos de cardiolipina (Baxter et al., 2017). En este sentido, la
defensina TPP3 de tomate (Solanum lycopersicum) comparte 63 % de identidad
en su secuencia con NaD1, y ha mostrado la capacidad de unirse a lipidos de la
membrana como PIP2, cuya union facilita la oligomerizacion e induce la
permeabilizacion de la membrana de células de hongos como C. albicans y de
mamiferos como las U937 de linfoma monocitico (Baxter et al., 2015).

Por otro lado, las defensinas PaDef de aguacate (Persea americana var.
drymifolia) y y-tionina de chile habanero (Capsicum chinense) inducen la apoptosis
en células de cancer de mama MCF-7, lo cual involucra cambios en el potencial de
membrana mitocondrial (Guzman-Rodriguez, 2016), ademas de que incrementan
significativamente la produccion de ROS (Guzman-Rodriguez, datos no
publicados) (Tabla 7).

Tabla 7. Ejemplos de defensinas de origen vegetal que han mostrado citotoxicidad
en células de cancer.

. LINEA MODO DE
PEPTIDO ESPECIE CELULAR SELECTIVIDAD MUERTE REFERENCIA
Nicotiana MM170, , . Baxter et al.,
NabD1 | o iata Jurkat T s NEEEED | gz
TPP3 Solanum U937 No probada Necrosis Baxter et al.,
lycopersicum 2015
gr??rgr?gana HelLa Apoptosis ST
PaDef : Si APOP Rodriguez et
var. MCE-7 intrinseca
e s al., 2016
drymifolia
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A . Anaya et al.,
poptosis .
y-tionina Capsicum Hela, Si intrinseca é%oz?n an-
chinense MEF-7 ixtn’nseca Rodriguez,
2016

2.4.3 Caracteristicas del AMP y-tionina de chile habanero

El AMP «v-tionina es una defensina que se identifico a partir del
transcriptoma del chile habanero (C. chinense), en el cual se ha propuesto que
actua como agente antifungico (Gaspar et al., 2013). En la planta se han
detectado sus transcritos principalmente en raices, tallo, flores, semillas y
placenta, encontrandose en menor cantidad en hojas y en niveles indetectables en
las paredes del fruto (De Coninck et al., 2013). Aunque el péptido no se ha
purificado directamente de la planta, su secuencia se obtuvo a partir de una
biblioteca de ADNc de tejido placentario de frutos inmaduros de chile habanero por
lo que su actividad no ha sido aun descrita in vivo (Anaya-Lopez et al., 2006).

De acuerdo a diferentes analisis bioinformaticos, la defensina y-tionina esta
constituida por 107 aa y tiene un peso molecular de 9 kDa, conformandose por 3
regiones: la primera region corresponde a un péptido senal en el extremo N-
terminal y comprende los aminoacidos 1 al 25; la segunda regién es la parte
madura del péptido, se compone de los aminoacidos 25 a 75 y es la que muestra
la actividad antimicrobiana; la tercera regién es una region acida constituida por
los aminoacidos del 76 al 107 (Anaya-Lopez, 2006). EI AMP y-tionina presenta
porcentajes de identidad mayores al 50% con otras defensinas vegetales cuya
funcién ha sido bien caracterizada, por ej., presenta un 57% de identidad con
NaD1 en su regién madura (Lay, 2003).

La region madura del AMP y-tionina se compone de 50 aa y tiene un peso
molecular de 5.7 kDa, presentando 8 residuos de cisteina que le permiten formar 4
puentes disulfuro (Figura 9). Asimismo, el analisis in silico previamente realizado
en el grupo de trabajo, muestra que la molécula posee una carga neta +5.99 y un
indice de hidrofobicidad Kyte-Doolittle de 0.14, exhibiendo una distribucion de los
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residuos con carga positiva ubicados en la hélice a, orientados hacia el exterior de
la molécula, con lo cual se puede favorecer su interaccion con los residuos
negativos de la membrana plasmatica, facilitando la formacion de poros
transitorios para que el péptido se internalice y posteriormente pueda
desencadenar la respuesta apoptotica (Guzman-Rodriguez, 2016).

-

B
NH,-QNNICKTTSKHFKGLCFADSKCRKVCIQEDKFEDGHCSKLQRKCLCTKNC- COOH

l I | J |
\ o

Figura 9. La defensina y-tionina de chile habanero. A. Estructura tridimensional
putativa del AMP y-tionina. B. Secuencia de aminoacidos de la regién madura de
y-tionina. Las letras “C” agrandadas y en rojo representan las cisteinas que forman
los puentes disulfuro. Tomado de Guzman-Rodriguez et al., 2016.

En el grupo de trabajo han evaluado la funcion antimicrobiana de la region
madura de y-tionina. Esta defensina se expreso a través de un sistema heterologo
en células de endotelio bovino (CEB), y al evaluar el medio condicionado se
observé que ejercia actividad antimicrobiana contra patdégenos de mamiferos
como C. albicans (Anaya-Lépez et al., 2006), y bacterias Gram positivas y Gram
negativas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente

(Loeza et al., 2010). De igual forma, se demostré que y-tionina (sintetizada
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quimicamente) posee un efecto inmunomodulador en células de epitelio mamario
bovino (CEMB), ya que favorecié la expresion del gen del receptor TLR2 y la
produccion de citocinas pro inflamatorias como TNF-a e IL-13, y anti inflamatorias
como IL-10 (Diaz-Murillo et al., 2016).

2.4 .4 Antecedentes directos

La mayoria de las defensinas de plantas muestran actividad antibacteriana
y antifungica contra un amplio espectro de fitopatogenos. No obstante, también se
ha reportado actividad citotoxica de defensinas vegetales contra lineas de células
cancerosas humanas (Guzman-Rodriguez et al., 2015). En este sentido, en un
estudio previo de nuestro grupo de trabajo, el medio condicionado de CEB que
expresan el AMP y-tionina afecto significativamente la viabilidad (100%) de células
HelLa de cancer cervicouterino (Anaya-Lopez et al., 2006). En el mismo sentido, el
péptido sintetizado quimicamente ha mostrado citotoxicidad en células Caco-2 de
cancer de coldn (Velazquez-Hernandez, 2017), leucemias (Jurkat) (Flores-Alvarez,
datos no publicados) y en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (ICso de
117.19 pg/ml) (Guzman-Rodriguez, 2016). En contraste, la viabilidad de células no
cancerosas como las CEMB y Células Mononucleares de Sangre Periférica
Humanas (PBMC), no se afectdé al someterse a las mismas concentraciones del
péptido, lo que indica su selectividad hacia células cancerosas (Guzman-
Rodriguez, 2016) (Figura 10).

En el caso particular de la linea MCF-7, el AMP y-tionina es citotoxico a
través de la induccion de mecanismos apoptoticos mediante la via intrinseca en
tiempos cortos de exposicion (6 h), ya que indujo la expresion de genes de
citocromo c, Apaf-1, caspasa 9 y la caspasa efectora caspasa 7; pero a tiempos
largos (24 h) se activo la expresion de genes involucrados en la via extrinseca
(Fas, Fas L y caspasa 8) (Figura 11).
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Figura 10. Citotoxicidad de la defensina y-tionina en células MCF-7, CEMB y
PBMC. A) Ensayos de viabilidad mediante exclusién de azul tripano tras 48 h de
exposicion a la defensina y-tionina. B) Regresion lineal de la concentracion-
respuesta para calcular la media de la concentracion maxima inhibitoria de y-
tionina sobre las células MCF-7 (ICso= 117.29 pug/ml). CEMB: Células de epitelio
mamario bovino, PBMC: Células mononucleares de sangre periférica. Tomado de

Guzman-Rodriguez, 2016.
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Figura 11. Regulacién de la expresion de genes vinculados con apoptosis en
células MCF-7 por la defensina y-tionina. Ensayos realizados por RT-qPCR. Las
células fueron tratadas con el AMP durante 6, 12 y 24 h y luego se extrajo el ARN
total para la sintesis del ADNc. Letras diferentes indican diferencia significativa
respecto al vehiculo. Cas8: Caspasa 8, Cyt: Citocromo C, Cas9: Caspasa 9, Cas7:
Caspasa 7, ActD: Actinomicina D 10 uM. Tomado de Guzman-Rodriguez, 2016.
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ll. JUSTIFICACION

Diferentes estudios han evidenciado que alteraciones epigenéticas que
involucran modificaciones de las histonas, principalmente en la histona H3,
contribuyen de forma sustancial en el inicio y progresion de diferentes tipos de
cancer, entre ellos el de mama. Dentro de estas modificaciones, la acetilacion y
metilacion de la H3K9 asi como la fosforilacion de H3S10, se han vinculado a
procesos de apoptosis debido a su participacion en la regulacion transcripcional.

Por lo anterior, es importante identificar los eventos epigenéticos globales o
especificos que correspondan a cambios iniciales o secundarios en lineas
celulares cancerosas tras su exposicion a moléculas terapéuticas alternativas, lo
que permitira comprender de una manera mas amplia los mecanismos de accion
y, por ende, se pueda disefiar una terapia dirigida y especifica.

Resultados recientes de nuestro grupo de trabajo demuestran que el AMP
y-tionina obtenido de chile habanero posee actividad citotoxica sobre células de
cancer de mama MCF-7, ademas de que modifica la expresion de algunos genes
asociados al ciclo celular y a la apoptosis. No obstante, se desconocen las vias
epigenéticas relacionadas a dichos efectos. Actualmente no existen reportes sobre
la regulacion epigenética inducida por los AMPs.
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IV. HIPOTESIS

La actividad citotoxica del AMP y-tionina de chile habanero (Capsicum
chinense) sobre la linea celular MCF-7 de cancer de mama esta relacionada con
un incremento global de H3K9ac y con una disminucion global de H3K9me2/3 y
H3S10fos.

V. OBJETIVOS

5.1 General
Caracterizar a nivel global las modificaciones epigenéticas H3K9ac,
H3K9me2/3 y H3S10fos, asociadas a la actividad apoptdtica del péptido
antimicrobiano y-tionina de chile habanero (Capsicum chinense) en la linea celular

MCF-7 de cancer de mama.

5.2 Especificos

e Determinar el nivel global de las modificaciones H3K9ac, H3K9me2/3 vy
H3S10fos, en las células MCF-7 expuestas al AMP y-tionina.

e Analizar la expresion de enzimas modificadoras que participan en la regulacidon
de las modificaciones epigenéticas H3K9ac, H3K9me2/3 y H3S10fos, en
células MCF-7 tratadas con el AMP y-tionina.

o Establecer la relacion entre las modificaciones de la histona H3 H3K9ac,
H3K9me2/3 y H3S10fos y la apoptosis inducida por el AMP y-tionina en la linea
celular MCF-7.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular
Para el presente estudio se utilizé la linea celular MCF-7 de
adenocarcinoma mamario (ATCC HTB-22). Esta linea celular mantiene
parcialmente las caracteristicas del epitelio mamario diferenciado, debido a su
capacidad de respuesta a estrogenos. Las células se mantuvieron en medio
DMEM F12-Ham (Sigma) adicionado con 10% de suero fetal bovino y 1% de
penicilina/estreptomicina, incubadas en una camara humeda a 37°C y 5% de CO..

6.2 El AMP y-tionina de chile habanero

El péptido y-tionina utilizado en este estudio corresponde a la region
madura (50 aa
QNNICKTTSKHFKGLCFADSKCRKVCIQEDKFEDGHCSKLQRKCLCTKNC) (Aluru
et al.,1998). Este péptido se sintetiz6 quimicamente (BIOMATIK) y se prepard una
solucion stock (5 mg/ml) en dimetilsulféxido (DMSQO) al 20%, la cual se dejo oxidar
en agitacion durante 5 dias a temperatura ambiente para lograr la formacion de los
puentes disulfuro. Adicionalmente, la actividad biolégica del AMP y-tionina se
confirmo6 mediante la evaluacion de su efecto antifungico contra C. albicans (ATCC
10231) como se describio previamente (Anaya-Lépez et al., 2006). Para todos los

experimentos, la concentracion final del vehiculo DMSO fue menor al 0.5%.

6.3 Ensayo de viabilidad y modo de muerte celular

Previo a la evaluacion epigenética, se realizé un ensayo de citotoxicidad
para corroborar el efecto apoptético del AMP y-tionina en la linea MCF-7. Para
este fin, se sembraron 15,000 células por pozo en placa de 96 pozos (Corning),
las cuales se trataron por 24 h con la ICso del péptido (117.29 ng/ml) (Guzman-
Rodriguez, 2016). Transcurrido el tiempo, las células se despegaron y se
mezclaron en partes iguales con el colorante azul tripano, posteriormente se
cuantificaron las células vivas y muertas con un contador automatico (Bio-Rad).

Los datos obtenidos se expresaron como numero de células vivas y muertas.
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Adicionalmente, se realizé un ensayo de apoptosis/necrosis para corroborar
el modo de muerte celular inducido por el AMP y-tionina en células MCF-7, esto se
evalué mediante citometria de flujo y utilizando anexina V. Para este ensayo se
sembraron nuevamente 15,000 células/pozo en placa de 96 pozos, las cuales se
trataron con el AMP y-tionina como se describe previamente, se despegaron y se
centrifugaron para obtener la pastilla celular. A continuacion, se tifieron con
anexina V para detectar apoptosis y 7AAD para detectar necrosis. La
externalizacion de fosfatidilserina en la superficie de la membrana plasmatica fue
analizada usando un citometro de flujo BD Accuri™ C6. Se colectaron 10,000
eventos y se utilizé actinomicina D como control positivo de apoptosis. Los datos
se analizaron mediante el software BD accuri™ Software Analysis.

6.4 Extraccion de histonas de células MCF-7 tratadas con el AMP y-tionina

Las células (1x10° células/caja de 5 ml) se crecieron al 80% de confluencia
y se incubaron en medio incompleto por 16 h, luego fueron tratadas con la ICso del
AMP y-tionina (117.29 pg/ml) y se incubaron en camara humeda a 37°C con 5%
de CO2 durante 0, 6,12y 24 h.

La extraccion de histonas se llevd a cabo mediante el protocolo de
extraccion acida. Para ello, las células se lavaron con PBS incompleto frio (138
mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4 y 10 mM KH2POs); se resuspendieron en
1.5 ml de solucion H-lisis (0.25 M sacarosa, 3 mM CaClz2, 1 mM Tris pH 8 y 0.5%
NP-40); se rasparon con una pala de plastico estéril y se centrifugaron a 3,900
rom por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, la pastilla celular se lavé con 1 ml de
solucion H-lavado (300 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT y 0.5% NP-40). La
extraccion de histonas se realizd con la adicién de 200 ul de solucidon H-extraccion
(0.5 M HCI, 10% glicerol y 0.1 M 2-mercaptoetilamina-HCI), incubandose en hielo
por 30 minutos. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se recupero
el sobrenadante y se afadi6 acetona fria relacion 1:5. El precipitado de histonas
se recuperd por centrifugacion, el cual se disolvio en 100 ul de agua desionizada

estéril y se almaceno a -20°C hasta su uso.
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6.5 Analisis de Western blot

Para evaluar las modificaciones de las histonas se realizé un analisis global
mediante Western blot. Las muestras de histonas se separaron por electroforesis
en un gel SDS-PAGE al 15%, y posteriormente se realizo la transferencia a una
membrana de PVDF a través de una unidad de transferencia semiseca (Fisher
Scientific). Para ello, se equilibr6 el gel durante 15 min en la solucién de
transferencia Il (0.3 M Tris pH 10.4) y la membrana (previamente hidratada en
metanol) en la solucién Il (0.25 M Tris pH10.4). Se armo6 el sandwich de
transferencia y se dejo correr a 15 V durante 1 h. A continuacion, la membrana se
bloqued con leche descremada en polvo al 5% disuelta en PBS frio y se dejo a
4°C toda la noche. La membrana se lavd tres veces con PBS frio, y luego se
adiciono el anticuerpo primario (1:1,000) y se incub6 a 4°C toda la noche. Se
emplearon los siguientes anticuerpos contra modificaciones especificas: H3K9ac
(Abcam, ab10812) para acetilacion; H3K9me2 (Abcam Ab1220) y H3K9me3
(Abcam, ab8898) para metilacion; y H3S10fos (Abcam, ab5176) en el caso de
fosforilacion. Como control de carga se utilizd el anticuerpo para la histona H3
(Abcam, ab1791). Posteriormente, la membrana se incubo durante 2 h a 4°C con
el anticuerpo secundario anti-IgG acoplado a la peroxidasa de rabano (1:3,000)
(Cell Signalling Technology). La membana se lavo tres veces y se agregaron 100
ul de sustrato WesternSure™ ECL. Finalmente, la membrana se colocé entre dos
hojas plasticas y se expuso a una placa de rayos X. La placa fue revelada
manualmente en obscuridad. La intensidad de las senales fue cuantificada por
densitometria con el software ImageStudio Lite version 5.2.5 de Li-Cor
Biosciences. Se utilizé butirato de sodio 30 mM como control positivo de la
induccion de acetilacidon de H3K9 y estradiol 1 nM como control positivo para la
induccion de H3K9me2/3. Los datos se normalizaron respecto a H3 y se

presentaron como el nivel relativo de expresién respecto al vehiculo.

6.6 Ensayos de expresién génica
Las células MCF-7 se crecieron en placa de 24 pozos (60,000 células/pozo)

y se expusieron a la ICso de y-tionina (117.29 ng/ml) durante 6, 12 y 24 h.
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Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se extrajo el ARN total mediante
el uso del reactivo Trizol™ (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. La muestra obtenida se tratd con DNAsa | (Invitrogen) para remover el
ADN contaminante. EI ARN total se us6 para sintetizar ADNc a través de la
reaccion de transcripcion inversa de acuerdo a lo establecido previamente (Alva-
Murillo et al., 2012). La reaccion se realizd en un volumen final de 20 pl
conteniendo 25 ug/ml de Oligo d(T)15-18 (Invitrogen) y 500 nm de mezcla de
dNTPs (Invitrogen). La reaccion se incubo a 65° C por 5 minutos e
inmediatamente se transfirio a hielo. Se afadieron 4 pul de First Strand Buffer
(Invitrogen) y se incubo a 37° C durante 2 min. Finalmente se agrego la enzima
transcriptasa reversa M-MLV (10 U/ul, Invitrogen) y se incubd a 37° C durante 50
min, seguido de 15 min a 70° C para inactivar la reaccion.

Para los ensayos de expresion se disefiaron juegos de oligonucleotidos
mediante el paquete bioinformatico DNAStar (Tabla 6). El analisis de la expresion
de genes se realizd por RT-gPCR (StepOne Plus Real-Time PCR, Applied
Biosystems) utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Radiant). Se evaluo la
expresion de genes relacionados con las rutas activadoras de apoptosis como
p53, ademas de evaluar genes vinculados a cancer de mama con respuesta a
estrogenos, como el receptor de estrégenos a (Esr1); asimismo, con base en los
resultados obtenidos con las modificaciones globales, se evalud la expresion del
ARNm de las enzimas modificadoras de marcas de histonas como HDACS,
KDM4A y Aurora B (AURKB). Adicionalmente se evaluaron genes relacionados al
ciclo celular como p21 y la ciclina D1. Los valores de expresion se normalizaron

mediante el método 22Ct respecto a la expresion del gen enddgeno B-actina.
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Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados en este estudio para realizar los ensayos de
expresion génica.

.
GEN SECUENCIA5 A3 ¢ 2;) Pb REFERENCIA
53 F- TTCTCCACTTCTTGTTCCCCACTG ss | 104 ggj:‘al:‘ez otal

P R- ATCCTCCTCCCCACAACAAAACAC o1 9 -
ot F- TACGAAGTGGGAATGATGAAAG 56 | 135 | ESte estudio

R- AAGGCAGCTCTCATGTCTCC

F- CCTGGCCAAGCACCGAATAG Este estudio
KDM4A | o GGGCACTCCGTCATCTCATACTG o |

F- CACCCGGAGGAAAGTCTGTT Este estudio
HDACT | R TGGCTTTGTGAGGGCGATAG gl A

F- GCCCCATAAAGCCACTGCCGAAG Este estudio
HDACZ | R GCTCCAGCAACTGAACCGCCAG au | Ut

F- CATCTTAACGCGGCACTTCACAAT Este estudio
AURKB | o _cTccaceeccTeeTTretetatete | 20 | 160

F- GCAGACCAGCATGACAGATTT Guzman-
p21 55 70 | Rodriguez et al.,

R- GGATTAGGGCTTCCTCTTGGA 2016
Ciclina | F- TGCCTTTGTGGAACTGTACGG SRR

60 140 | Rodriguez et al.,
D1 R- GTTGACTTCACTTGTGGCCCA 2016
. | F- AAAACCTAACTTGCGCAGAAAAACA | | 4. ggj:a;ez ot

fraclina | g TGTCACCTTCACCGTTCCACTTT 16 "

Supresores de tumores

Receptor de estrégenos o

Enzimas modificadoras de histonas

Genes relacionados con proliferacion celular
Gen enddgeno

6.7 Evaluacion de la inhibicion de HDACs
Con base en los resultados obtenidos de la evaluacion de las

modificaciones de las histonas a nivel global y los cambios en la expresidén génica
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evaluados por RT-gPCR, se evalu¢ el efecto del AMP y-tionina sobre la actividad
de las HDACs mediante el uso del kit Fluor de Lys® (Enzo). Este estuche evalua
HDACs de clase | (HDAC1, 2, 3y 8), lla (HDAC4,5y 7y 9), y llb (HDAC6 y 10).
Para realizar este procedimiento se sembraron 7,000 células/pozo en placas
blancas de 96 pozos por duplicado y se sincronizaron durante 16 h con medio
incompleto libre de rojo de fenol. Las células fueron tratadas con la ICso del AMP y-
tionina durante 6, 12 y 24 h. Posteriormente, el medio se reemplazé con 50 pl de
sustrato Fluor de Lys® y se incubd por 4 h. Las células se lavaron con PBS y se
les adicionaron 25 ul de revelador. Se incubaron por 5 min a 37°C y pasado ese
lapso se les agregaron 25 pl de buffer de ensayo con 1% de NP-40 y 1 uM de
tricostatina A. Se incubaron 10 minutos mas y se ley6 la fluorescencia a 360 y 460
nm. Los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicion, para lo cual se
empled la siguiente formula: [1-(Ftratamiento-Ffondo)/(Fmax-Ffondo]X100, donde Firatamiento
correspondio a la fluorescencia de las células expuestas al AMP y-tionina, Fmax a la
fluorescencia de las células sin tratamiento y Frondo @ la fluorescencia del medio sin
células (Sunkara et al., 2012). Se utiliz6 tricostatina A 1 uM y butirato de sodio 30

mM como control positivo de inhibicién.

6.8 Analisis estadistico

Los datos mostrados en este trabajo corresponden al menos a 3
experimentos realizados por triplicado. La significancia estadistica se establecio
con el paquete JMP 3.0 de SAS. La cuantificacion relativa de la expresion génica
obtenida a través de RT-gPCR se evalué con el método **Ct de acuerdo a lo
establecido por Morey et al (2006), considerando para ello que valores de cambio
mayores a 2 o menores de 0.5 son diferencialmente significativos en la cantidad
de ARNm.
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VII. RESULTADOS

Previo a los ensayos planteados, se corroboro6 el efecto apoptético del AMP
y-tionina (ICso =117.29 ng/ml) en las células MCF-7. Para ello se realizd un conteo
de células vivas y muertas mediante un ensayo de azul tripano, asi como la
evaluacion de apoptosis/necrosis por citometria de flujo en tratamientos de 24 h.
Como se observa en la figura 12, la defensina y-tionina disminuyo
significativamente la viabilidad celular respecto al vehiculo (0.5 veces aprox.);
asimismo se incrementd de forma considerable el porcentaje de células en

apoptosis temprana respecto al vehiculo (aprox. 3 veces).
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Figura 12. Efecto citotoxico del AMP y-tionina sobre las células MCF-7. A)
Viabilidad de células MCF-7 expuestas al AMP y-tionina durante 24 h. El 100 % de
viabilidad corresponde al tratamiento con mayor porcentaje de células vivas. Datos
obtenidos por ensayos de exclusion de azul tripano. B) Porcentaje de células
MCF-7 en fase de apoptosis temprana. Tratamientos de 24 h. Se muestran plots
representativos. *Indica diferencia estadistica significativa respecto al vehiculo. ¢
de student P<0.05. n=4. Los valores representan la media + el error estandar de
dos experimentos por duplicado. VEH= DMSO 0.5%, y-TION= y-tionina ICso
(117.29 pg/ml), ACTINO D= Actinomicina D 10 uM.
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7.1 Evaluacion de la modificacion H3K9ac en células MCF-7 por el AMPy-

tionina

7.1.1 El AMP y-tionina aumenta los niveles globales de acetilacion de la
H3K9 en las células MCF-7

La acetilacion de las histonas, especialmente en la histona H3, es un
proceso critico en la activacion de la expresion génica, ya que neutraliza la union
entre la histona y el ADN, facilitando el acceso de la maquinaria de transcripcion,
entre las modificaciones mas relevantes que se han identificado en el cancer de
mama, se encuentra la acetilacion de H3K9. Para evaluar esta modificacion, las
células MCF-7 se expusieron a la ICso de y-tionina durante 0, 6, 12 y 24 h.
Posteriormente, se obtuvieron las histonas mediante extraccion acida y se
separaron en un gel SDS-PAGE, el cual fue transferido a una membrana de PVDF
para realizar un western blot.

Los resultados mostraron que cuando las células MCF-7 se expusieron a la
ICs0 de y-tionina durante 24 h se presentd un incremento notable en el nivel de
acetilaciéon en H3K9 (27%) respecto al vehiculo (DMSO 0.5%); mientras que, para
las evaluaciones de 0, 6 y 12 h no hubo diferencia entre los tratamientos. Se utiliz6
butirato de sodio como control positivo, el cual indujo notablemente la acetilacion
de H3KO9 (Figura 13).

7.1.2 EI AMP y-tionina inhibe la actividad enzimatica de las HDACs en
células MCF-7

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacién de Western blot,
en los que se observd un incremento en la acetilacion de H3K9, se procedio a
evaluar si la defensina y-tionina afectaba la actividad enzimatica de las HDACs.
Para lo cual se utilizé el kit Fluor de Lys® en células expuestas a los tratamientos
durante 6, 12y 24 h.
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Los datos mostraron que la defensina inhibio significativamente la actividad
de las HDACs, obteniéndose un pico maximo de inhibicién de hasta el 40% a las 6
h, el cual fue disminuyendo con el paso del tiempo, alcanzando un porcentaje de
inhibicion de 16.18% a las 12 h, mientras que a las 24 h no se detectaron cambios

significativos respecto al vehiculo (Figura 14).
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Figura 13. El AMP y-tionina aumenta los niveles globales de acetilaciéon de la
H3K9 en células MCF-7. Se extrajeron las histonas de células tratadas por 6, 12y
24 h con la I1Cso (117.29 pg/ml) de y-tionina. Posteriormente se separaron en un
gel SDS-PAGE y se realizaron los ensayos de western blot. A) Imagen
representativa de Western blot, B) Analisis densitométrico. Los niveles de H3
fueron utilizados como control de carga. Se utilizé NaB como control positivo de
acetilacion de H3K9. Los valores fueron normalizados respecto al vehiculo.

* indican diferencia estadistica significativa respecto al vehiculo. t de student
P<0.05. n=4. Los valores representan la media + el error estandar de dos
experimentos por duplicado. NaB= Butirato de sodio 30 mM, Vehiculo= DMSO
0.5%.
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Figura 14. Evaluacidon de la inhibiciéon de la actividad enzimatica de HDACs
por el AMP y-tionina en células MCF-7. Las células se trataron por 6, 12y 24 h
con la 1Csp (117.29 pg/ml) de y-tionina y posteriormente se evaluo la inhibicion de
las HDACs mediante el uso del kit Fluor de Lys® (Enzo). Los valores fueron
normalizados respecto al vehiculo, el cual se consider6 como el tratamiento con
0% de inhibicién. Se utilizaron TSA y NaB como control positivo de inhibicién de
HDACs y E2 como control negativo. *Indican diferencia estadistica significativa
respecto al vehiculo. t de student P<0.05. n=3. Los valores representan la media +
el error estandar de un experimento por duplicado y uno independiente. HDAC:
Histona desacetilasa, TSA= Tricostatina A 1 uM, NaB= Butirato de sodio 30 mM,
E2= 17p-estradiol 1 nM, Vehiculo= DMSO 0.5%.
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7.1.3 ElI AMP y-tionina regula la transcripcion de HDAC1/2/3 en células
MCF-7

Posterior a la evaluacion del nivel global de H3K9ac y con base en los
resultados obtenidos en el ensayo de activacion de HDACs, se realizaron ensayos
de RT-gPCR para evaluar la expresion del ARNm de las HDAC1/2/3. Para ello, se
extrajo el ARN total de células expuestas al vehiculo y a y-tionina durante 6, 12 y
24 h. Posteriormente se realizo la sintesis de ADNc mediante una reaccion de
transcripcion inversa y se realizd la PCR cuantitativa. Los valores obtenidos se
normalizaron respecto a la expresion del gen endogeno B-actina.

Los resultados mostraron que los niveles de transcrito de HDAC1 y HDAC2
fue inducido por la defensina después de 6 h de tratamiento respecto al vehiculo
(24 y 13 veces, respectivamente), mientras que el nivel relativo de HDAC3 se
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incrementd 3 veces a partir de las 12 h. No obstante, se observé una disminucién
de la expresion de HDAC1 y HDAC2 en funciéon del tiempo, siendo
significativamente menor a las 24 h, 0.4 veces para HDAC1, y 0.6 veces para
HDAC3 (Figura 15).
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Figura 15. Niveles relativos de expresion génica de HDAC1/2/3 en células
MCF-7 expuestas al AMP y-tionina. Las células fueron tratadas con el AMP
durante 6, 12 y 24 h y luego se extrajo el ARN total para la sintesis del ADNc. La
expresion se analiz6 por qPCR. Los datos fueron normalizados respecto a la
expresion del gen enddgeno B-actina y analizados por el método 22Ct. " Indican
diferencia estadistica significativa con respecto al vehiculo. Los valores
representan la media =+ el error estandar de dos experimentos por duplicado. n=4.
VEH= DMSO 0.5%, Y-TION= y-tionina IC50(117.29 ug/ml).

7.1.4 El AMP v-tionina disminuye la expresion del ARNm del supresor

tumoral p53 en células MCF-7

Un componente importante que se ha visto regulado en la apoptosis
inducida por algunos compuestos inhibidores de las HDACs es p53, ya que éste
puede ser regulado con el propdésito de activar los mecanismos de reparacion de
dafio al ADN, por lo cual se procedido a analizar el nivel de transcrito de este
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supresor tumoral. Como se puede apreciar en la figura 16, el nivel relativo de
ARNmM no se modifico6 de manera significativa a las 6 y a las 12 h, pero si se

observd un decremento de 0.5 veces a las 24 h de tratamiento con la defensina.
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Figura 16. Niveles relativos de la expresién génica de p53 en células MCF-7
expuestas al AMP y-tionina. Las células fueron tratadas con el AMP durante 6,
12 y 24 h y luego se extrajo el ARN total para la sintesis del ADNc. Datos
obtenidos por qPCR, normalizados respecto a la expresion del gen enddégeno (-
actina y analizados por el método 22Ct. *Indican diferencia estadistica significativa
con respecto al vehiculo. Los valores representan la media + el error estandar de
dos experimentos por duplicado. n=4. VEH= DMSO 0.5%, Y-TION= y-tionina ICso
(117.29 pg/ml).

7.2 Evaluacion de la modificacién H3K9me2/3 en células MCF-7 por el AMP

y-tionina

7.2.1 EI AMP y-tionina aumenta los niveles globales de H3K9me2, pero no
de H3K9me3 en células MCF-7

Del mismo modo que la acetilacion global de H3K9, se evalud el nivel de la
marca represiva H3K9me3, la cual es una modificacién caracteristica de zonas de
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heterocromatina, donde el ADN se encuentra fuertemente compactado. Para ello,
las células fueron expuestas a los tratamientos con la defensina durante 0, 6, 12y
24 h. No se observaron cambios significativos entre los tratamientos en ninguno
de los tiempos evaluados (Figura 15). Con base en ello, se evaluo el nivel global
de la modificacion H3K9me2, la cual es una marca represiva de la transcripcion
que se ha implicado en el cancer de mama. El analisis de Western blot mostré un
incremento significativo de H3K9me2 en las células tratadas con el AMP a las 24 h
(32.45%), mientras que a las 6 y 12 h no se encontraron diferencias respecto al

vehiculo (Figura 17).
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Figura 17. El AMP y-tionina aumenta los niveles globales de H3K9me2 pero
no de H3K9me3 en células MCF-7. Se extrajeron las histonas de células tratadas
por 6, 12 y 24 h con la ICso (117.29 pg/ml) de y-tionina. Posteriormente se
separaron en un gel SDS-PAGE y se realizaron los ensayos de western blot. A)
Imagen representativa de Western blot, B) Analisis densitométrico. Los niveles de
H3 fueron utilizados como control de carga. Se utilizé E2 como control positivo de
metilaciéon de H3K9. Los valores fueron normalizados respecto al vehiculo.

* indican diferencia estadistica significativa respecto al vehiculo. t de student
P<0.05. n=4. Los valores representan la media + el error estandar de dos
experimentos por duplicado. E2= 173-estradiol 1 nM, Vehiculo= DMSO 0.5%.
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7.2.2 EI AMP y-tionina disminuye en funcion del tiempo la transcripcion de la
histona desmetilasa KDM4A en células MCF-7

Entre las principales enzimas modificadoras de la marca epigenética
H3K9me2 se encuentra la histona desmetilasa KDM4A, por lo que a raiz del
incremento observado en la evaluacion por Western blot, se valor6 el nivel de
transcrito de la KDM4A mediante qPCR. Como se observa en la figura 18, el nivel
de transcripcion presentd un aumento significativo a las 6 h (3.22 veces), el cual
disminuyé en funcion del tiempo, siendo notablemente menor a las 24 h de

tratamiento con y-tionina (0.11 veces).
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Figura 18. Niveles relativos de expresion génica de KDM4A en células MCF-7
expuestas al AMP y-tionina. Las células fueron tratadas con el AMP durante 6,
12 y 24 h y luego se extrajo el ARN total para la sintesis del ADNc. Datos
obtenidos por qPCR, normalizados respecto a la expresion del gen enddégeno (-
actina y analizados por el método 22Ct. *Indican diferencia estadistica significativa
con respecto al vehiculo. Los valores representan la media + el error estandar de
dos experimentos por duplicado. n=4. VEH= DMSO 0.5%, Y-TION= y-tionina ICso
(117.29 ug/ml).
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7.2.3 EI AMP y-tionina disminuye en funcion del tiempo la transcripcion del

receptor de estrégenos o en células MCF-7

En células MCF-7, la regulacion de H3K9me2 mediada por KDM4A se ha
asociado con la respuesta a estrogenos, ya que se ha descrito que esta
modificacidn modula el nivel de compactacion de la cromatina en diferentes genes
blanco del ERa. Por ello, se procedio a medir la expresién del gen ESR1, el cual
codifica para el ERa. El nivel de transcrito de este receptor se indujo hasta 32.93
veces en los tratamientos con y-tionina (6 h). Posteriormente, la expresion
disminuy6 en funcion del tiempo, presentando un nivel basal a las 12 h y una

disminucién significativa de 0.5 veces a las 24 h (Figura 19).
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Figura 19. Niveles relativos de la expresién génica de ESR1 en células MCF-7
expuestas al AMP y-tionina. Las células fueron tratadas con el AMP durante 6,
12 y 24 h y luego se extrajo el ARN total para la sintesis del ADNc. Datos
obtenidos por RT-gPCR, normalizados respecto a la expresion del gen enddgeno
B-actina y analizados por el método 22Ct. *Indican diferencia estadistica
significativa con respecto al vehiculo. Los valores representan la media =+ el error
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estandar de dos experimentos por duplicado. n=4. VEH= DMSO 0.5%, Y-TION= y-
tionina 1Cso (117.29 ng/ml).

7.2.4 El AMP y-tionina disminuye la transcripcion de la ciclina D1 pero no de
p21 en células MCF-7

En la regulacion estrogénica mediada por KDM4A se ha visto
principalmente la modulacion de genes blanco del ERa, cuyas funciones se han
visto relacionadas con la proliferacion. Entre estos genes se encuentra la ciclina
D1, por lo que se consider6 evaluarla a nivel transcripcional. A través de un
analisis de qPCR, se observo un nivel de expresion basal a las 6 y 12 h, mientras
que a las 24 h de tratamiento disminuy6 significativamente (0.4 veces) (Figura 18).
Asimismo, se evaluo el nivel de transcrito de p21, el represor de la ciclina D1; no
obstante, los niveles de ARNm se mantuvieron sin modificaciones en todos los

tiempos evaluados (Figura 20).
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Figura 20. Niveles relativos de expresion génica de ciclina D1 y p21 en
células MCF-7 expuestas al AMP y-tionina. Las células fueron tratadas con el
AMP durante 6, 12 y 24 h y luego se extrajo el ARN total para la sintesis del
ADNc. Datos obtenidos por gPCR, normalizados respecto a la expresion del gen
enddgeno B-actina y analizados por el método 22Ct. *Indican diferencia estadistica
significativa con respecto al vehiculo. Los valores representan la media =+ el error
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estandar de dos experimentos por duplicado. n=4. VEH= DMSO 0.5%, Y-TION= y-
tionina 1Cso (117.29 ng/ml).
7.3 Evaluacion de la modificacién H3S10fos en células MCF-7 por el AMP

y-tionina
7.3.1 EI AMP y-tionina no regula la fosforilacion de H3S10 en células MCF-7

La fosforilacion de la serina 10 se ha asociado principalmente con la
proliferacion celular debido a su participacidn en los procesos mitogénicos, por lo
que a través de un ensayo de Western blot se evalu6 el nivel global de esta
modificacidn. Se realizaron evaluaciones a las 0, 6, 12 y 24 h. Como se observa
en la figura 21, no se detectaron cambios significativos en ninguno de los

tratamientos con y-tionina respecto al vehiculo.
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Figura 21. El AMP y-tionina no regula la fosforilacion de la H3S10 en células
MCF-7. Se extrajeron las histonas de células tratadas por 6, 12 y 24 h con la ICsp
(117.29 ug/ml) de y-tionina. Posteriormente se separaron en un gel SDS-PAGE y
se realizaron los ensayos de western blot. A) Imagen representativa de Western
blot, B) Analisis densitométrico. Los niveles de H3 fueron utilizados como control
de carga. Se utiliz6 NaB como control positivo y E2 como control negativo de
fosforilaciéon de H3S10. Los valores fueron normalizados respecto al vehiculo.

* indican diferencia estadistica significativa respecto al vehiculo. t de student
P<0.05. n=4. Los valores representan la media + el error estandar de dos
experimentos por duplicado. NaB= Butirato de sodio 30 mM, E2= 173-estradiol 1
nM, Vehiculo= DMSO 0.5%.
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7.3.2 EI  AMP v-tionina regula diferencialmente la transcripcion de la cinasa

Aurora B en células MCF-7

Entre las principales cinasas encargadas de fosforilar a H3S10, se
encuentra Aurora B, la cual es codificada por el gen AURKB, por lo que se analiz6
su expresion en ceélulas MCF-7 expuestas a diferentes tiempos con y-tionina. Tras
la evaluacion, se observo un incremento notable cercano a 2 veces en el nivel de
expresion de este gen, mientras que a las 24 h se encontr6 una disminucion

significativa (0.4 veces) (Figura 22), con respecto al vehiculo.
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Figura 22. Niveles relativos de la expresion génica de AURKB en células
MCF-7 expuestas al AMP y-tionina. Las células fueron tratadas con el AMP
durante 6, 12 y 24 h y luego se extrajo el ARN total para la sintesis del ADNc.
Datos obtenidos por gqPCR, normalizados respecto a la expresion del gen
enddgeno B-actina y analizados por el método 22Ct. *Indican diferencia estadistica
significativa con respecto al vehiculo. Los valores representan la media =+ el error
estandar de dos experimentos por duplicado. n=4. VEH= DMSO 0.5%, Y-TION= y-
tionina 1Cso (117.29 ng/ml).
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VIIl. DISCUSION

Las alteraciones epigenéticas de las histonas, especialmente aquellas
relacionas con las modificaciones de la histona 3, han cobrado gran relevancia en
el estudio del desarrollo y la progresion del cancer, con el fin de encontrar nuevos
blancos terapéuticos que mejoren el tratamiento y las expectativas de la
enfermedad. Con base en ello, se sigue en la busqueda de moléculas alternativas
que disminuyan los inconvenientes de las terapias tradicionales. En este sentido,
se ha puesto especial atencion a los péptidos antimicrobianos de origen vegetal,
ya que un alto porcentaje de éstos ha mostrado actividad citotoxica en células
cancerosas (Guzman-Rodriguez et al., 2015).

En trabajos previos del grupo de trabajo se reportd6 que la defensina vy-
tionina, identificada en el chile habanero (Capsicum chinense), redujo
significativamente la viabilidad de diferentes lineas de células cancerosas (Anaya-
Lépez et al., 2006; Flores-Alvarez, datos no publicados; Velazquez-Hernandez,
2017; Guzman-Rodriguez, 2016); entre éstas se encuentran las células de cancer
de mama MCF-7, en las cuales este péptido favorecio la activacion de la apoptosis
por ambas vias, intrinseca y extrinseca (Guzman-Rodriguez, 2016). Sin embargo,
hasta el momento se desconoce si la induccion de la apoptosis en células MCF-7
esta relacionada con una regulacion epigenética. Por ello, en este trabajo se
caracterizaron algunas modificaciones epigenéticas de la histona H3, como
H3K9ac, H3K9me2/3 y H3S10fos en estas células.

Los resultados mostraron que el AMP y-tionina induce un incremento global
en la acetilacion de H3K9 a las 24 h de exposicion al tratamiento, pero no a
tiempos cortos (Figura 13). La capacidad de modular a nivel epigenético no se ha
estudiado en AMPs. Existen reportes donde se han encontrado cambios en los
niveles de acetilaciéon desde las 6 h en diferentes residuos inducidos por SAHA
(acido hidroxamico suberoilanilida) en células MCF-7, principalmente H3K14,
H3K16 y H3K9, observando un incremento de la acetilacion de forma dependiente
del tiempo (Conti et al., 2010). De manera relevante, se observé una inhibicion de

la actividad de las HDACs en las células tratadas con el AMP y-tionina, siendo
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mayor el efecto inhibitorio a las 6 h de tratamiento (Figura 14). Este resultado se
correlaciona con el aumento global de la marca H3K9ac a las 24 h, ya que la
inhibicion de las HDACs puede favorecer este incremento. Por lo anterior, seria
importante evaluar si otras marcas de acetilacion de histonas pudieran estar
siendo inducidas también por la defensina y-tionina. Hasta nuestro conocimiento,
este es el primer reporte que demuestra que un AMP puede inducir la acetilacion
de la histona H3, ademas de actuar como un inhibidor de HDACs (HDAC:i).

Sin embargo, se observa una disminucion en la inhibicién de las HDACs de
forma dependiente del tiempo (Figura 14). Se ha demostrado que algunos AMPs
como la indolicina pueden ser degradados en eritrocitos humanos por proteasas
citosdlicas de forma tiempo-dependiente (Starr y Wimley, 2017), por lo que es
importante considerar si y-tionina es degradada en las células MCF-7 y por ende,
disminuya su capacidad de inhibir la actividad de las HDACs a tiempos mas
prolongados.

Por otro lado, se ha reportado que los HDACi como SAHA, TSA
(Triscostatina A) y DIM (3,3’-diindolilmetano) pueden inhibir la actividad de las
HDACSs a través de un efecto dual, ya que bloquean el sitio catalitico de la enzima,
y disminuyen la expresion del gen que codifica para la enzima (Beaver et al., 2012;
Lee et al., 2012). En este trabajo, al analizar la expresion del ARNm de las histona
desacetilasas HDAC1, HDAC2 y HDACS, se observo una disminucion significativa
en la expresion de las 3 enzimas a las 24 h (Figura 15). Sin embargo, seria
importante corroborar este comportamiento también a nivel de proteina.

La actividad de HDACi reportada en este trabajo para el AMP y-tionina es
una caracteristica atractiva de esta molécula en la busqueda de alternativas
terapéuticas. La razon de ello es que en muchos tipos de cancer, entre ellos el de
mama, existe una disminucion de los niveles de acetilacion ocasionada por una
sobreexpresion de las enzimas HDACs, lo cual conduce a una represion
transcripcional de muchas vias supresoras de tumores que involucran
principalmente a proteinas reguladoras del ciclo celular y a rutas de reparacion del
ADN (Khan et al.,, 2012; Luo et al.,, 2011; Monette et al., 2004). Por ello, el

incremento en los niveles de acetilacion de las histonas, como el ejercido por el
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AMP y-tionina en las células MCF-7, favorece a que la célula reestablezca su
capacidad para activar diferentes mecanismos que conduzcan a la apoptosis
(Ceccacci y Minucci, 2016). Esto coincide con lo reportado en un trabajo previo de
nuestro grupo de trabajo, donde se demostr6 que el AMP y-tionina activa la
apoptosis en células MCF-7 (Guzman-Rodriguez, 2016).

MCF-7 es una linea celular que tiene al gen p53 silvestre, el cual regula
diversos genes blanco importantes en la respuesta a dafo al ADN (Leroy et al.,
2014). Esto se ha asociado el incremento en la acetilacion de H3K9 (Léveillé et al.,
2015). Sin embargo, en este trabajo se observo una disminucion en el nivel de
transcrito de p53 (Figura 16), por lo que el incremento global de acetilacion
inducido por y-tionina no depende por p53. No obstante, se ha reportado que
diversos HDACI, como SAHA y TSA, pueden activar otros mecanismos letales en
las células cancerosas, como la induccion de dafo al ADN (por efecto de ROS) y
la supresion de las vias de reparacion de dafio al ADN (Bose et al.,, 2014).
Estudios previos del grupo de trabajo demuestran que existe un incremento de
ROS en las células MCF-7 expuestas al AMP y-tionina (Guzman-Rodriguez, datos
no publicados). Asimismo, se conoce que el aumento en la acetilacion global de
diferentes residuos de histonas, en conjunto con un incremento en la produccion
de ROS, propician la generacidén de “nicks” (cortes en el ADN), lo que genera un
estado flexible de la cromatina que provoca dano al ADN y un descontrol
generalizado de los sistemas, conduciendo finalmente a la apoptosis (Perillo et al.,
2015). En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que el mecanismo
mediante el cual el AMP y-tionina induce la apoptosis en las células MCF-7 esta
relacionado con el incremento de la acetilacion de H3.

Por otro lado, con base en el incremento del nivel de H3K9ac observado, se
evaluo el nivel de la marca H3K9me3. De manera general se considera que si la
marca H3K9ac se incrementa, su contraparte H3K9me3 disminuye (Allegrucci et
al., 2011; Chekhun et al.,, 2007). Sin embargo, los resultados mostraron que el
AMP y-tionina no modifico los niveles de la marca H3K9me3 en ninguno de los
tiempos evaluados (Figura 17). En el mismo sentido, se ha reportado que células
de cancer parcialmente diferenciadas, como MCF-7, no presentan cambios
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importantes en los niveles de esta marca en comparacion con células totalmente
indiferenciadas como MDA-MB-231 (Jehanno et al., 2017). Asimismo, la
trimetilacion de H3K9 se ha localizado principalmente en zonas de
heterocromatina fuertemente compactada, considerandose muy estable (Wang et
al., 2007).

Interesantemente, en el presente estudio se observo un incremento global
de H3K9me2 (Figura 17), asi como una disminucién del transcrito de la histona
desmetilasa de H3K9me2/3 KDM4A, a las 24 h de tratamiento con el péptido
(Figura 18). En células MCF-7 se ha observado que diversas histona-desmetilasas
(ej. LSD1, KDM3A y KDM4B) ejercen una regulacion positiva sobre la
transcripcion mediada por el receptor de estrogenos a, al facilitar la union del
receptor a los ERE (Elementos de Respuesta a Estrégenos) a través de la
desmetilacion de H3K9me1/2 (Kawazu et al., 2011; Perillo et al., 2008; Wade et
al., 2015). Por ello, se analiz6 la expresion de Esr1, el gen codificante para el ERa,
encontrandose una induccidn de este gen a las 6 h, la cual disminuyo
significativamente a las 24 de tratamiento (Figura 19). En este sentido, se han
encontrado altos niveles globales de H3K9me2 en células carentes de KDM3A o
con baja expresion (Wade et al., 2015), lo cual coincide con este trabajo. De forma
adicional, mediante el uso de ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina
(ChIP) se ha reportado un incremento de la marca H3K9me2 en EREs y una
disminucion en la expresion de genes blanco del ERa, como PS2 y GREB1, los
cuales generalmente se asocian a proliferacion celular (Wade et al.,, 2015).
Asimismo, otros genes blanco del ERa regulados por esta dinamica son el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el receptor de progesterona y la ciclina
D1 (Heldring et al., 2007). En este trabajo se evaluod la expresion de la ciclina D1
debido al papel que tiene en el control del ciclo celular. Los resultados mostraron
una inhibicién en la transcripcion de este gen a las 24 h de tratamiento con y-
tionina (Figura 20), lo que sugiere que el incremento en la marca H3K9me?2
pudiera estar participando en esta regulacién, como se ha reportado previamente.
En el mismo sentido, existen reportes que indican la participacion de p21 en la

regulacion de la expresion de la ciclina D1 mediada por la regulacién epigenética
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de H3K9 (Alzoubi et al., 2016; Li et al., 2006); sin embargo, en este estudio no se
observaron cambios en la expresion de p21 a nivel de ARNm (Figura 18), lo que
soporta la idea de que el bajo nivel de transcripcion de la ciclina D1 pudiera estar
mediada por la regulacion H3K9me2/KDM4A/ERa. No obstante, se requiere de
experimentos adicionales para dilucidar esta regulacién, lo cual debera incluir el
analisis a nivel de proteina. Es importante considerar que los tumores mamarios
que expresan ERa tienen un mejor prondstico de la enfermedad asi como una
mejor respuesta a las terapias hormonales (Lumachi et al., 2015). A pesar de ello,
una proporcion significativa de tumores ER positivos son resistentes a terapias
hormonales como el tamoxifeno desde el primer tratamiento o después de un
tratamiento inicial exitoso (Platet et al., 2004). Por esta razon, la modulacion de
vias relacionadas con ERa por la defensina y-tionina, constituye una caracteristica
muy atractiva.

Por otro lado, en este trabajo también se valoré la participacion de
H3S10fos en la apoptosis inducida por y-tionina en células MCF-7, debido a que
se ha reportado su participacion en el incremento de H3K914ac y H3K9ac
(Simboeck et al., 2010). Asimismo, se ha propuesto que H3S10fos, ademas de
intervenir en la mitosis, regula la activacion transcripcional al controlar el nivel de
metilacion de su lisina precedente (H3K9) debido a la inhibicion del reclutamiento
de factores de histona-metiltransferasas al sitio de reconocimiento (Sawicka y
Seiser, 2012). Entre las principales enzimas que intervienen en la regulacion de
H3S10fos se encuentra la cinasa Aurora B (Zhang y Pradhan, 2014). Por lo
anterior, se evalu6é la marca H3S10fos y la expresion de Aurora B. No se
detectaron cambios significativos en los niveles de H3S10fos en ninguno de los
tratamientos (Figura 21), mientras que para la cinasa se observé un incremento en
la expresion a las 12 h y una disminucion a las 24 h (Figura 22). Existe evidencia
que indica la participacion de Aurora B en otras rutas de regulacién, como la ruta
de las MAPK/ERK en células de melanoma (Bonet et al., 2012). En el grupo de
trabajo se reportd6 que la defensina vegetal PaDef induce significativamente la
fosforilacion de la cinasa p38 en células MCF-7, lo que en conjunto con la

induccion de la despolarizacion de la membrana mitocondrial y el aumento en la
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expresion de genes como citocromo c¢, apaf 1 y caspasa 9, se asocia con la
induccion de apoptosis por la via intrinseca (Guzman-Rodriguez et al., 2013). Con
base en ello, se necesitarian mas experimentos para determinar si el AMP y-
tionina activa rutas de las MAPK cinasas y si Aurora B esta involucrada en ellas,
ya que, con esta defensina los genes relacionados a la via intrinseca de apoptosis
(citocromo 6, apaf1 y caspasa 9) se vieron mayormente incrementados en tiempos
cortos (6 h), mientras que a las 24 h no hubo cambios significativos en su
expresion (Guzman-Rodriguez, 2016).

Por ultimo, es importante sefialar que hasta el momento este es el primer
trabajo que describe a un AMP vegetal como modulador epigenético con actividad
inhibitoria de HDACs, con lo cual se abre la puerta a diferentes posibilidades que
pueden ser aprovechadas en el disefio de una molécula que pueda usarse como
terapia en el tratamiento del cancer. Respecto a ello, diversos estudios recalcan la
importancia de usar terapias combinadas que modulen epigenéticamente
componentes clave de la sefializacion celular; por ejemplo, el uso de HDACI, entre
los que se encuentra SAHA, en combinacion con el tamoxifeno para reducir la
resistencia a éste (Renoir et al., 2013; Tang et al., 2015). En este sentido, en el
grupo de trabajo se demostré que el AMP y-tionina sensibilizé a células HCT116
de cancer de colon a la muerte inducida por NaB (Velazquez-Hernandez, 2017).
Aunque aun hace falta mas evidencia experimental que otorgue mas informacion
sobre el mecanismo molecular y la dinamica epigenética de las marcas H3K9ac,
H3K9me2/3 y H3S10fos asociada a la apoptosis inducida por el AMP y-tionina en
células MCF-7, en la siguiente figura se integran los resultados obtenidos hasta

este momento:
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Figura 23. Modelo de integracidon de la regulacién epigenética de las marcas
H3K9ac y H3K9me2 asociadas a la citotoxicidad del AMP y-tionina en células
MCF-7. El analisis estructural in silico de la defensina y-tionina sugiere que, de
acuerdo a las caracteristicas de la molécula, se podria favorecer la formacion de
poros transitorios que permitan la internalizacion de la molécula y se desencadene
la apoptosis (Guzman-Rodriguez, 2016). 1) EI AMP y-tionina inhibe la actividad de
las HDACs en tiempos tempranos, ademas de que regula negativamente la
transcripcion de HDAC1/2/3 en tiempos largos, lo cual conduce a un incremento
global en H3K9ac. Este estado puede generar un estado flexible de la cromatina
que propicie el dafio al ADN y en conjunto con el aumento en las ROS favorecer la
activacion de la apoptosis. 2) Por otro lado, la defensina y-tionina disminuye el
transcrito de KDM4A favoreciendo el incremento de H3K9me2, lo cual se ha
relacionado con una disminucidn del ERa y con la represién transcripcional de los
genes blancos regulados por éste. Ademas, el AMP y-tionina inhibe la expresion
del gen codificante de ERa, asi como de la ciclina D1, lo cual sugiere que podria
estar relacionado con una disminucién en la proliferacion celular.
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IX. CONCLUSIONES

La defensina y-tionina incrementa a nivel global de H3K9ac y H3K9me2 en
células de cancer de mama MCF-7 e inhibe la actividad enzimatica de las HDACs.
Adicionalmente regula la transcripcion de las enzimas modificadoras HDAC1/2/3 y
KDM4A. En conjunto, esto puede estar asociado a su actividad citotoxica en
células de cancer de mama con respuesta a estrogenos, ya que modula la
transcripcion del receptor de estrégenos a. Este es el primer trabajo que evalua a

un AMP vegetal a nivel epigenético.
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