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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es el segundo cancer mas comun en el mundo que
ocurre en la poblacién femenina. La mayoria de los casos de CaCu se diagnostican
en estadios avanzados. Por lo tanto, la radioterapia es la modalidad terapéutica mas
utilizada. EI mecanismo de accion de la radiacion ionizante (RI) es inducir dafio al
ADN de manera directa o indirecta; la forma directa se debe a la induccion de
rupturas sobre la doble cadena de ADN y la indirecta se da a través de la formacién
de radicales libres. En respuesta a este estimulo, la célula es capaz de activar vias
de reparacion de dafio al ADN como la reparacién por recombinacion homadloga
(HR) y reparacion no homodloga (NHEJ) mediante la activacion de las proteinas
RAD51, Ku70 y Ku80, respectivamente. Sin embargo, las células cancerosas
presentan una alta actividad de estas vias de reparacion que puede generar
resistencia a la radioterapia. Es por eso, que actualmente existe gran interés en
desarrollar o encontrar nuevos compuestos con propiedades radiosensibilizadoras
gue puedan actuar sobre estas vias de reparacion del ADN para el tratamiento del
cancer. En este trabajo analizamos el resveratrol, un compuesto polifenol natural,
como un posible radiosensibiliador. El objetivo principal fue analizar si el resveratrol
(RSV) tiene propiedades como radiosensibilizador en CaCu, y si es asi, buscar el
posible mecanismo implicado en este efecto. Para ello se realizaron curvas dosis
respuesta con RSV y RI en células SiHa, C33a y HelLa de CaCu. Los resultados
demostraron que RSV efectivamente sensibiliza estas lineas celulares a RI. De
manera interesante, se observd un mayor efecto en la linea celular C33a en
comparacion con SiHa y HeLa mediante una disminucion significativa en la tasa de
sobrevivencia celular. En contraste, la linea celular SiHa fue la mas resistente a RSV
y a la combinacion RSV+ RI. Posteriormente, con el fin de dilucidar el mecanismo
de reparacion implicado en este efecto, se analizaron los niveles de la proteina
KUB80 en células SiHa. Los resultados demostraron una disminucion en los niveles
de la proteina KU80 con la combinacion de RSV y RI (IC50-RSV+DL50-RI). Estos
resultados podrian sugerir que el resveratrol funciona como radiosensibilizador en

lineas celulares CaCu.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the second most common cancer in the world that occurs in
the female population. Most CC cases are diagnosed in advanced stages. Therefore,
radiotherapy is the most used therapeutic modality. The mechanism of action of
ionizing radiation (IR) is to induce DNA damage directly or indirectly. It can directly
induce double-stranded DNA breaks and indirectly through forming free radicals. In
response to this stimulus, the cell can activate DNA damage repair pathways such
as homologous recombination repair (HR) and non-homologous repair (NHEJ) by
activating Rad 51, Ku70, and Ku80 proteins, respectively. However, cancer cells
show a high activity of these repair pathways that can generate resistance to
radiotherapy. For this reason, there is currently great interest in developing or finding
new compounds with radiosensitizing properties that can act on these DNA repair
pathways for the treatment of cancer. In this work, we have proposed to analyze
resveratrol, a natural compound polyphenol, as a possible radiosensitizer. The main
objective was to analyze whether resveratrol (RSV) has properties as a
radiosensitizer in CaCu, and, if so, to find the mechanism involved in this effect. For
this, dose-response curves were made with RSV and RI in SiHa, C33a, and HelLa
cells from CaCu. The results demonstrated that RSV effectively sensitized these cell
lines to RI. Interestingly, a greater effect was shown in the C33a cell line compared
to SiHa and Hela by a significant decrease in cell survival rate. In contrast, the SiHa
cell line was the most resistant to RSV and the RSV+ RI combination. Subsequently,
in order to elucidate the repair mechanism involved in this effect, the levels of KU8S0
protein in SiHa cells were analyzed. The results show a decrease in the levels of the
KUBO protein with the combination of RSV and RI (IC50-RSV+DL50-RI). These
results could suggest that resveratrol works as a radiosensitizer in CC cell lines.
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Introduccion

El cancer cervicouterino (CaCu) es un tipo de cancer que se inicia en las células del
cuello uterino, se caracteriza por el desarrollo y multiplicacion de manera
desordenada y sin control de las células del cuello uterino, normalmente este se
ubica en la parte baja del Utero donde se conecta a la vagina. El CaCu es el segundo
cancer mas frecuente en el mundo que se presenta en la poblacion femenina. En
México, este tipo de cancer ocupa el segundo lugar de morbilidad de neoplasias
malignas en la mujer sélo superado por el cAncer de mama. La incidencia en México
de acuerdo con la Secretaria de Salud registré en 2017 unas 306,675 defunciones
en mujeres de las cuales 42,891 corresponden a tumores malignos, el cancer de
mama junto con el de cuello uterino representa el 25% de todos los casos
reportados (como se muestra en la Tabla 1), por lo tanto, la Secretaria de Salud
apuntd: “1 de cada 10 muertes por cancer de mujeres mexicanas se debe al cancer
de cuello uterino” (Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva;
2018). La evidencia muestra que el diagndstico para estas pacientes es poco
prometedor, es por ello por lo que se han buscado diferentes alternativas para
mejorar el tratamiento de esta enfermedad (Centro Nacional de Equidad de Género

y Salud Reproductiva; 2018).
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Principales causas de muerte en mujeres

De 30 a 59 afios 100
Tumeor maligno de la mama 23
Tumor maligno del cuello del dtero 13
Tumeor maligno del ovario 9
Tumor maligno del colon, del recto y del ano 6
Otras causas de tumores malignos 49

Tabla 1. Imagen de la incidencia pagina INEGI, tomada de Estadisticas a propésito del dia

mundial contra el cancer (4 de febrero), 2020.

Uno de los principales factores para desarrollar CaCu es la infeccién por el virus del
papiloma humano (VPH), se estima que esta presente en mas del 99% de los casos;
sin embargo, también se ha asociado a otros factores como: el tabaquismo, el uso
prolongado de anticonceptivos orales, deficiencia del sistema inmunitario, infeccién
por clamidia, el virus del herpes tipo 2, parto precoz, entre otras. La infeccion por
VPH puede transmitirse a través de rutas no sexuales, aunque, la causa mas comun
es el contacto sexual (Arévalo B et al; 2017).

El VPH es un virus pequefio no envuelto que posee una capside icosaédrica de 50-
52 nm de didmetro en donde, en conjunto con histonas celulares y formando
estructuras semejantes a la cromatina, alberga un genoma de DNA circular cerrado
de doble cadena de aproximadamente 8 Kb. El genoma viral se replica dentro del
nucleo de la célula hospedera y contiene ocho marcos de lectura abiertos (por sus
siglas en inglés ORFs, Open Reading Frame) clasificados en genes tempranos y

tardios. Los ORFs tempranos codifican a seis proteinas denominadas E1, E2, E4,

16



E5, E6, y E7, las cuales son necesarias para la replicacion del genoma viral. La
transcripcidon de estos genes es iniciada por un promotor temprano ubicado rio arriba
del ORF E6 y su activacion es independiente de la diferenciacion de la célula
hospedera. Los ORFs tardios codifican a las proteinas principal L1 y secundaria L2
gue conforman la capside icosaédrica viral. Estos genes son expresados a partir de
la activacion del segundo promotor o promotor tardio, de manera dependiente a la
diferenciacion de la célula hospedera (Moody CA et al., 2010). La proteina L1 es
capaz de auto ensamblarse mientras que la proteina L2 empaca el genoma viral
dentro de la capside. Dentro de los productos de los genes tempranos se
encuentran las oncoproteinas E6 y E7, las cuales son las principales causantes de
las propiedades oncogénicas de los VPH de alto riesgo como el VPH16 y VPH18.
La union de E6 con p53 es la interaccion proteica mas estudiada de esta
oncoproteina. E6 se une y degrada a la proteina supresora de tumores p53 en
conjunto con la E3 ubiquitin ligasa E6AP, formando el complejo trimérico E6-E6AP-
p53 el cual marca a p53 hacia degradacion por ubiquitinacién via proteasoma 26S.
Por otro lado, E7 se una a Rb (proteina del retinoblastoma) y libera al factor de
transcripcion E2F favoreciendo la expresion de genes necesarios para la replicacion
de DNA, ocasionando que la célula infectada entre a la fase S del ciclo celular de

manera sostenida y no programada (Ganguly N et al., 2009).

Tratamiento para el cancer cervicouterino
En el CaCu se proponen diferentes tratamientos que dependen de distintos factores
como el volumen del tumor, la edad de las pacientes y la etapa en la que se

encuentra el cancer, entre otros (American Cancer Society, 2017).
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Dado que algunas pacientes no tienen éxito con la terapia estandar y que estos
tratamientos tienen efectos secundarios muy evidentes, uno de los objetivos en la
actualidad es la personalizacion de terapias, buscando mayor especificidad, eficacia

y el menor dafo colateral posible (American Cancer Society, 2017).

Los principales tratamientos contra el CaCu son los siguientes:
> Cirugia: Técnica en donde se retira el tejido canceroso.
> Radioterapia: Forma de tratamiento basada en altas dosis de radiacién para
tratar el cancer
> Quimioterapia: tratamiento basado en la administracion de un coctel de
farmacos (por ejemplo, cisplatino, carboplatino y taxol).
La mayoria de los casos de CaCu son diagnosticados en estadios avanzados,
utilizando como tratamiento principal la radiacibn combinada con quimioterapia.
Actualmente, el uso de quimio-radioterapia concomitante basada en cisplatino se
considera el tratamiento estandar debido a que el cisplatino ha demostrado un

efecto sensibilizador a la radiacion.

Radiacion ionizante y cancer

La radiacién ionizante es un tipo de energia liberada por los &tomos en forma de
ondas electromagnéticas (rayos gamma o rayos X) o particulas (particulas alfa y
beta 0 neutrones) y que tienen energia suficiente como para modificar la materia a
nivel atbmico (Havrankova et al., 2020). Al interaccionar la radiacion ionizante con

una célula se producen ionizaciones y excitaciones en estas grandes moléculas
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como son el ADN, ARN, enzimas, proteinas entre otras con el medio en el que estan
en suspensidn las estructuras celulares (mayoritariamente agua). Por esta razén
suele dividirse la accion de la radiacion en directa (sobre las macromoléculas) e
indirecta (sobre el medio) (Ghosh et al., 2019). En el caso de la accién directa, la
radiacion induce rupturas de cadena simple (single strand DNA, ssDNA) y rupturas
de cadena doble (double strand breaks, DSBs) en el DNA, lo que provoca la
interrupcién de la division y la proliferacion celular, o incluso la necrosis y la
apoptosis de las células cita (Mecanismo ilustrado en la Figura 1).

INTERACCION DE LA RADIACION CON LA MATERIA

——

H.q\"‘k Accién Indirecta

Rayos-X y gamma:
35% dano directo y 65% indirecto

Figura 1. Tipos de dafio inducidos por radiacién ionizante sobre el DNA.

Mientras que, en la accion indirecta, la radiacidon promueve la generacion de ROS

(Especies Reactivas de Oxigeno), que pueden inducir estrés celular y alterar las
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vias de sefalizacion celular. Los estudios clinicos han demostrado que mas de la
mitad de los pacientes (alrededor del 70%), necesitan recibir radioterapia, y en
algunos casos es la Unica opcién de tratamiento para las pacientes (Martin OA et
al., 2020). Sin embargo, presenta desventajas al igual que los observados por la

citotoxicidad del cisplatino como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, ototoxicidad, etc.

Recombinacién Homologa (HR) y recombinacién No Homdloga (NHE])

Como respuesta del dafio al DNA por rupturas de doble cadena existen mecanismos
de reparacién que se activan cuando las células sensan este dafio, uno de ellos es
la recombinacion homéloga (HR) como se muestra en la Figura 2, este mecanismo
consiste en usar la cromatida hermana homoéloga para poder reparar las cadenas
dafadas a través de un complejo enzimético que se une al DNA. La proteina
serinal/treonina cinasa ATM, sensa el dafio y esta activa al complejo MRN formado
por las proteinas Rad50 (proteina reparadora de DNA), MRE11l (proteina
reparadora de doble hebra) y NBS1 (nibrina). RAD51 forma filamentos de
nucleoproteina, que invaden la cromatida hermana homodloga adyacente, propicia
la formacion de una estructura en forma de asa, enseguida la extension del asa da
pie a que pueda capturar el otro extremo del DNA, dando como resultado una
estructura de cadenas entrecruzadas conocido como estructuras de “Holliday” esta
resolucion se realiza por medio de una resolvasa, llamada Genl, completando la
reparacion, y generando dos cromatidas hermanas idénticas ;(Rassool y Tomkinson
et al., 2010; Jasin y Rothsteinet al., 2013; Kristoffer et al., 2019). La HR se activa

durante la fase S del ciclo celular, cuando existe una crométida hermana replicada
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gue se puede utilizar como molde homdélogo para copiar y restaurar la secuencia de

DNA (Aparicio et al., 2015).
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Figura 2. Via de reparacion por recombinacién Homologa.

Por otro lado, si la via de HR no se activa la célula es capaz de activar otro
mecanismo de reparacién conocido como reparacion de extremos no homélogos
(NHEJ, por sus siglas en inglés). En este mecanismo los extremos de las cadenas
se colocan juntos y se pegan; sin embargo esta via de reparacion es susceptible de
errores porque no utiliza la cromatida hermana como molde, se activa durante la
fase S y la fase G2 y, se considera mas rapido (Kristoffer et al., 2019). Como se
puede observar en la Figura 3 este mecanismo de reparacion se activa a través del
complejo proteico KU, el cual esta formado por un hetero tetrdamero de dos
subunidades, Ku70 y Ku80. Este complejo reconoce el sitio de corte y se encarga
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de mantener las cadenas unidas por lo tanto es considerado necesario para la via
de NHEJ durante la reparaciéon del DNA. Posteriormente, se activa la cinasa de
proteinas dependiente de DNA, la ligasa IV que une extremos de DNA y XRCC4,
gue son requeridas para llevar a cabo la ligacion de las cadenas (Kakarougka et al.,

2013).

’ DSB8 Inducing Agent

DNA-PKcs

Processing
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Figura 3. Via de reparacién por recombinacion No Homdéloga

Resveratrol

El resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) es un polifenol y fitoalexina natural, que se
encuentra en ingredientes de la dieta mediterrdnea como en los cacahuates, uvas,
vinos, entre otros frutos. El resveratrol posee efectos antiinflamatorios,
antioxidantes, neuroprotectores, cardioprotectores, guimiopreventivos,

antitumorales y quimiosensibilizadores (Figura 5) (Cottar et al., 2014).

La biodisponibilidad de este compuesto natural dependera de su estructura quimica
(Figura 4). La glicosilacion en el caso del resveratrol lo hace mas soluble y lo protege

de ser degradado (Scalbert and Williamson, 2000).

HO

\

OH
HO

Figura 4.- Forma activa (trans-resveratrol). Obtenida de Gambini et al., 2013.

Efectos del resveratrol

Diversos estudios han reportado un efecto pleiotrépico del RSV en células tumorales
el cual depende de las dosis administradas (Figura 5) (Abdullah et al., 2020); por
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ejemplo, se ha observado que el resveratrol induce un aumento de las ciclinas Ay
E; asi como una acumulacion de CdC2, eventos que provocan una detencion total
del ciclo celular en la fase S (Andrew K Joe et al; 2002).

Ademas, se ha reportado que el resveratrol tiene propiedades prooxidantes,
acelerando la peroxidacion de lipidos y favorece el dafio al DNA debido a que es
capaz de inhibir el ribonucleédtido reductasa y las DNA polimerasas implicadas en

las vias de reparacion de dafio al DNA (Abdullah Shaito et al; 2020).

Sobrevivencia y
proliferacion celular

Dafio celular
Muerte celular

Efectos pro-oxidantes/citotéxicos
+ ROS ¢}
* Peroxidacion de lipidos ¢

Efectos pro-oxidantes/ citotéxicos
- Ros.
* Peroxidacion de lipidos. §

+ Estimulacion de la funcién inmune. { = froliieracion ¥
* Inhibicion de la respuesta inmunitaria. t * Inhibicidn de la respuesta inmunitaria

« Proteccién del dafio al DNA. $ . Ir}dut.:cién de la respuesta de choque
térmico |

* Inhibicion de la transicion epitelio
mesénquima {

* Disrupcion del potencial de membrana

* Daiio del DNA ¢

» Disfuncion de la respiracion mitocondrial. §
* Mejoramiento en la reprogramacion celular. t
* Sirtuinal {

Figura 5. Obtenida de Abdullah., 2020. Efectos dependientes de la dosis del resveratrol (RSV). A
concentraciones bajas y altas ofrece efectos beneficiosos en la prevencion de la formacion de cancer

(quimiopreventivo) y como antitumoral en el tratamiento del cancer (citotdxico).

Otra funcion que tiene el resveratrol es que puede favorecer la resistencia al dafio
oxidativo a través de la activacion de la via de sefalizacion SIRT1/FoXO1 (Jiang et

al; 2020).
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Por otro lado, el resveratrol también ha demostrado tener propiedades antitumorales
en respuesta de dafio al DNA inducido por la radiacion ionizante través de la
captacion de radicales (Figura 5) (ROS por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen
Species) que conducen a la activacion de la proteina quinasa activada por 5-AMP
(Tomokazu et al; 2021) y al bloqueo de los puntos de control del ciclo celular (Araldi
et al,.2018).

También se ha observado que el resveratrol inhibe la enzima ribonucleétido
reductasa, la actividad DNA polimerasa, asi como la inhibicién de la proteina cinasa
C o ciclooxigenasa-2 a través de la inhibicion de NF-kB y la degradacion de IkB y
por lo tanto la translocacion de la subunidad p65 de NF-kB desde el citosol al nacleo
(Elsaher et al., 2018). Otro estudio sugiere que RSV inhibe la carcinogénesis mediada
por ROS a través desactivacion de la via SIRT1/AMPK y Nrf2 lo que conlleva a la
inhibicion de la division celular y activacion de la muerte celular por autofagia a
través de la inhibicion de mTOR dependiente de SIRT1/AMPK; asi como la
estimulacion de las proteinas autofagicas Atg5, Atgl2, Beclin-1 y LC3-Il (Baatout S
et al., 2004, Garcia et al., 2013). Otro estudio también demostré que RSV induce
autofagia por la inhibicién de la via AKT/mTOR a través de SIRT1 y NLRP3 (Kma,

Lakhan et al., 2013).

Ademas, se ha reportado que el RSV es capaz de inducir apoptosis a través de la
activacion de P53, asi como a traves de la inhibicion de la expresion del miR-21. Por
otro lado, se ha reportado que RSV también suprime inflamacién ya que tiene la
capacidad de inhibir el inflamosoma NLRP3, como se habia mencionado anteriormente,

gue contiene una proteina adaptadora asociada a la apoptosis y procaspasa -1 (Kma,
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Lakhan et al., 2013). Ademas, el RSV puede inhibir tanto el crecimiento celular e
inducir apoptosis en células escamosas de cancer de piel mediante la inactivacion
de WNT2 (Kma, Lakhan et al., 2013).

Otro estudio revelo que el RSV tiene la capacidad de inducir la expresion de la
proteina activada por mitdgento (MAP) quinasa fosfatasa -1 (MKP-1), proteina clave
para suprimir la inflamacién (Kma, Lakhan et al., 2013). Se ha observado que RSV
también puede inhibir la activacion de anti-carcindgenos a través de la regulacién
negativa de los citocromos P450 (Elsaher et al., 2018). Todos estos efectos se ilustran
en la Figura 6.

Con base en estos descubrimientos se ha observado que el resveratrol tiene la
capacidad de regular la expresién de moléculas antiproliferativas y proapoptoticas,
asi como de inhibir las moléculas pro-proliferativas y anti-apoptoticas, lo que
conduce a la induccion de la apoptosis a través de diversas vias y muerte celular
(Figura 6) (Kma, Lakhan et al., 2013).

Debido a que la radiacion ionizante induce de manera indirecta la formacién de ROS,
se ha propuesto que los compuestos radiosensibilizadores como el resveratrol
pueden incrementar las reacciones de 6xido/ reduccion (redox) y que son capaces
de exacerbar los dafos celulares relacionados con las ROS incluyendo las RCD s
(por sus siglas en inglés, Regulated Cell Death) lo cual satura a los sistemas de
captacion de ROS y favorece la muerte de las células tumorales (Vendrely., et al
2019). En este sentido, un estudio sugiere que el resveratrol tiene la capacidad de
incrementar las reacciones redox, provocando un aumento en la producciéon de

ceramida y en la expresion de receptores de apoptosis como el ligando Fas (FasL)
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lo que sugieren que el resveratrol puede aumentar la eficacia terapéutica de la

radioterapia en cancer (Ashrafizadeh M et. Al, 2020).

MAPKS
/‘< NF'kB -Pl inflamacioén )—
NLRP3

NrF2 ]
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Figura 6. Mecanismos por los cuales el resveratrol ejerce sus efectos antitumorales ilustracion

Activacion de
pro-
carcinogenos

tomada de (Elsaher et al., 2018)
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Antecedentes directos

Se ha reportado que el resveratrol induce muerte celular por apoptosis en células
de céncer cervicouterino HelLa, SiHa y CaSki e incrementa la autofagia en células
HelLa, C33ay CalLo (Garcia et al., 2013). Posteriormente, también se reporté que el
RSV disminuye la expresion de genes implicados en vias de reparacion de dafio al
DNA especificamente del complejo MRN (NBS1 y MRE11) en células de cancer de
mama MCF7 (Ledn-Galicia et al, 2013). Recientemente Assad y sus colaboradores
en 2018 corroboraron estos resultados en células de cancer cérvicouterino HelLa, y
también reportaron que la combinacion de RSV (100 uM) con los farmacos
Everolimus y temsirolimus incrementa los niveles de apoptosis celular e inhibicion
de la actividad de la telomerasa (Assad et al; 2018). Con base en estos resultados
existe gran interés en comprobar si el RSV pudiera tener un efecto como
radiosensibilizador en diversos tipos de cancer. Por ejemplo, Baatout y sus
colaboradores en el 2004, demostraron que el tratamiento concomitante de RSV
(concentraciones de 0 a 200 microM) y radiacion ionizante induce apoptosis e
inhibicion del crecimiento celular en células de cancer cervicouterino HeLa, mieloma
IM9 y leucemia K-562 (Baatout S et al., 2004). Otro estudio también demostr6 que
el tratamiento con RSV y radiacién ionizante en células de cancer oral disminuye la
migracion celular y aumenta la muerte celular por apoptosis (Atienzar et al., 2014).
Ademas, otro estudio apoyo estos hallazgos y demostré que RSV (100 puM) puede
actuar como quimio y radiosensibilizador en células de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello (HNSCC) FaDu y HSC-4, a través de la inhibicion del crecimiento
celular y al aumento de REGIII (proteina 3 gamma regeneradora) in vitro (Mikami et
al., 2019). Estos resultados fueron posteriormente correlacionados en un modelo
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murino de xenotransplante de células de HNSCC (Mikami et al., 2019). Otro estudio
también analizé el mecanismo de radiosensibilizacion mediado por RSV en células
de cancer de mama MCF-7 a través del aumento en la actividad de la caspasa 8 y
Bax/ Bcl2, via de apoptosis extrinseca, junto con la sobreexpresion de p53 y un
aumento en el dafio al DNA; sin embargo, no analizaron que vias de reparacion,

podrian estar involucradas (Araldi et al., 2018).

Justificacion

El cancer cervicouterino en la actualidad sigue siendo un problema de salud publica
en las mujeres de todo el mundo. La mayoria de las pacientes son diagnosticadas
en estadios avanzados, por lo tanto, la radioterapia es la modalidad terapéutica mas
utilizada (Cetina, 2006). Por lo anterior, uno de los tratamientos estandares para
este tipo de cancer es el uso combinado de quimio-radioterapia, principalmente con
cisplatino, este farmaco ha demostrado un efecto como sensibilizador a la radiacion
(Ghosh et al., 2019); sin embargo, los efectos secundarios resultan en toxicidades
muy altas para los pacientes. Por lo que, la busqueda de nuevos agentes
radiosensibilizadores es de gran importancia en este tipo de neoplasia. En este
sentido, se ha reportado que el RSV es un buen candidato como radiosensibilizador
en varios tipos de cancer.

En base a lo anterior, consideramos que es importante estudiar el posible efecto
radiosensibilizador del RSV en cancer cérvicouterino y si esto es dependiente de la
inhibicién de las vias de reparacién HR y NHEJ, responsables de reparar el dafio

inducido por la radiacion ionizante; con el objetivo de reducir la dosis necesaria para
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disminuir el tamafio de los tumores y por lo tanto reducir los efectos secundarios
contribuyendo a una mayor sobrevida y calidad de vida de las pacientes con cancer

cervicouterino.

Pregunta de investigacion.
¢,Cual es el efecto del RSV en combinacion con radioterapia y mediante que

mecanismos de reparacion de dafio al DNA esta asociado?

Hipotesis
El tratamiento con RSV tendra un efecto radiosensibilizador en lineas celulares de
cancer cervicouterino a través de la inhibicion de las vias de reparacion de dafio al

DNA por recombinacion homologa (HR) y no homologa (NHEJ).

Objetivo general
Evaluar el efecto del RSV como radiosensibilizador en lineas celulares de cancer
cervicouterino a través de la inhibicion de las vias de reparacion de dafio al DNA

por recombinacion homéloga (HR) y no homologa (NHEJ).

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la combinacion de RSV y radiacion ionizante en células

de cancer cervicouterino.
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2. Analizar el efecto de RSV y radiacion ionizante sobre el nivel de la proteina
RADS51 de la via de reparacién por HR.
3. Analizar el efecto de RSV y radiacion ionizante sobre el nivel de las proteinas

clave Ku70 y Ku80 de la via NHEJ.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular. Las células de cancer cervicouterino HelLa (positiva para VPH-18),
SiHa (positiva para VPH-16) y C33a (Negativa para VPH) se cultivaron en medio
Eagle modificado por Dulbecco con F12, pH 7.4 (DMEM-F12, Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, EUA) suplementado con suero fetal bovino (SFB; Gibco) al 10%
(v/v) y una solucion comercial de antibiéticos compuesta por 100 U/mL de penicilina
y 100 pg/mL de estreptomicina (Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA) en una
incubadora a 37°C, con una atmésfera himeda de 5% de CO?2.

Tratamiento. Se sembraron 2X10% células HelLa, 3X10* células SiHa y 4X10*
células C33a en placas de 12 pozos y se incubaron por 24h, y 48h exclusivamente
para las células C33a con fin de asegurar que se hayan adherido a la placa.
Posteriormente se realizaron curvas dosis-respuesta y fueron expuestas a
diferentes dosis de RSV (Sigma-Aldrich) (50, 100, 150, 200 y 250 pM) por 48h.
Como control de vehiculo del farmaco se utilizé etanol.

Radiacién lonizante. Se sembraron 2.5 x 10°células HelLa, SiHa y C33a en botellas
de cultivo con una superficie de 25 cm?y se incubaron a 37°C, con una atmosfera

humeda de 5% de CO?. Después de 24 h fueron expuestas a diferentes
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dosis de radiacion ionizante (rayos gamma) 2, 4, 6 y 8 Gy con el equipo Biobeam
GM2000 (fuente de poder Cs 137) posteriormente se determinaron las DL20 y DL50
(Dosis Letal) mediante ensayos clonogénicos.

Ensayo clonogénico. Después de la exposicion a radiacion ionizante las células
HelLa, SiHa y C33a se tripzinizaron y se cuantificaron mediante un contador
electrénico TC10 BIORAD, se sembraron 1,000 células irradiadas en cajas p60 por
14 dias aproximadamente, o dependiendo del tiempo de duplicacion celular de cada
una de las lineas celulares. Posteriormente, se fijaron y se tifieron las colonias
formadas con 50 células mediante una solucién con formaldehido al 10% vy cristal
violeta, finalmente se cuantificaron mediante el software Image J y se determind la

eficiencia de plaqueo (EF) y la fraccidon de sobrevivencia (FS).

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria (IC50).

Para poder utilizar el tratamiento combinado en las células HelLa, SiHa y C33a
primero se determinaron las “Concentracion Inhibitoria” ICs 10, 20, 30, 40 y 50 con
RSV. La IC50 se define como la concentracion a la que un farmaco es capaz de
inhibir un proceso biolégico en un 50% en este caso la viabilidad celular. Por lo que
a partir de los datos obtenidos en las curvas dosis-respuesta se obtuvo una grafica
sigmoidal mediante una regresiéon no-lineal de cuatro parametros con el programa
Sigma Plot 10.0. y finalmente se obtuvieron las concentraciones correspondientes

alas ICs (Tabla 2).
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Tratamiento combinado con RSV y radiacién ionizante.

Después de determinar las ICs se seleccionaron las dosis IC20 e IC50 de RVS y
DL20 y DL50 correspondientes para cada linea celular. A continuacién, se trataron
las células por 48h con RSV (IC20 e IC50) y posteriormente fueron expuestas a RI
(DL20 y DL50) finalmente se resembraron células para realizar los ensayos de
clonogenicidad asi como también se obtuvo un boton celular para la extraccion de
proteinas.

Extraccion de proteinas. Después de exponer las células a RSV y radiacion
ionizante como se describio anteriormente, se obtuvo el boton celular de cada una
de las lineas celulares mediante tripsinizacion. A continuacioén, los botones celulares
fueron resuspendidos en 80 pl de buffer de lisis para la extraccion de proteinas
mediante el método de RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay, 1% Nonidet P-40,
0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, NaCl2, Tris 50mM, se adicion6 un inhibidor
de proteasas PMSF (1mM) y 1X de cocktail de inhibidor de proteasas # Cat. P8340,
Sigma-Aldrich). La concentracion de proteinas de cada una de las muestras se
cuantifico mediante el método del acido bicinconinico (Sigma-Aldrich.

Western blot. Se tomé el volumen equivalente a 30 ug de proteinas por muestra y
se mezclé en un tubo con buffer desnaturalizante (Tris-HCL 0.5 M pH 6.8, SDS 10%,
150mM de B-mercaptoetanol, 150mM de Ditrioteitol, 1% de azul de bromofenol y
30% de glicerol) y se colocaron en ebullicion durante 5 min. Las muestras se
cargaron en un gel desnaturalizante al 10% (SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis, PAGE) y posteriormente se realizé la transferencia de proteinas a
una membrana de polifluoruro de vinilideno o PVDF con un poro de 0.45um. Para

confirmar la transferencia de las proteinas a la membrana, ésta se tifid con Rojo de
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Ponceau (# Cat. P7170, Sigma-Aldrich) y se incub6 en la solucion de blogueo

(Tween-TBS 0.1% y 5% de leche baja en grasas, TTBS) por 1h. Después del
bloqueo, la membrana se incubd con el anticuerpo primario correspondiente para
las proteinas Ku80 (ab119935), dilucién: 1:1000; Rad51 (sc-8349), dilucién 1:1000
y Actina (A3854-200 Ul), dilucién: 1: 10,000 en TTBS toda la noche a 4°C.
Transcurrido este tiempo se realizaron dos lavados de 10 min y posteriormente se
re-incubd la membrana con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de
rabano durante una hora a temperatura ambiente, después se realizaran cuatro
lavados de 10 min con TTBS y la membrana fue incubada con un sustrato
quimioluminiscente ( BIO RAD) y expuesta con una pelicula radiografica.
Finalmente, se realiz6 el andlisis densitométrico de la placa escaneada con el

software Image J.

Analisis estadistico.

Los ensayos se hicieron por triplicado y los resultados descriptivos se muestran
como el promedio de los 3 experimentos y su desviacién estandar (SD). Para
determinar las diferencias estadisticas se utilizé la prueba de andlisis de varianza

de una via (ANOVA) y Dunnet para hacer la comparacion entre si.

Los asteriscos * representan las diferencias significativas consideradas con un valor
de P< 0.05. Para el andlisis estadistico se utilizo el programa estadistico GraphPad

Prism software 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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Resultados

Efecto del RSV en la linea celular SiHa.

Los resultados de la Figura 7a muestran que el RSV disminuye de manera

significativa la viabilidad de las células SiHa, de manera dosis-dependiente con

respecto a las células no tratadas. Posteriormente, se determinaron las IC’s de RSV

a partir de la grafica sigmoidal (Figura 7b) obtenida mediante el programa Sigma

Plot. Los valores de las IC’s para Siha fueron IC10=66uM, 1C20=85 uM, 1C30=104

uM, 1C40=123 pM, IC50=149 uM (Figura 7c).
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Figura 7. Efecto del RSV sobre la viabilidad de las células SiHa. a) La viabilidad celular fue
evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas las células con diferentes
concentraciones de RSV durante 48 horas. Las barras representan el promedio de tres experimentos por
triplicado + la desviacion estandar (DS) y las diferencias significativas del tratamiento con RSV
respecto al control. Las diferencias significativas fueron determinadas mediante ANOVA de dos vias
con un valor de P<0.05. b) Grafica de la curva dosis respuesta para determinar las concentraciones
inhibitorias (IC’s) del tratamiento con RSV c) La tabla muestra los valores, en concentracion

micromolar (uM), determinados mediante el programa Sigma Plot.

Efecto del RSV en la linea celular HelLa.

En segundo lugar, las células HelLa también fueron tratadas con diferentes
concentraciones (50, 100, 150 y 200 uM) de RSV en medio fresco cada 24 h'y
tratadas durante 48h. Los resultados de la Figura 8a muestran que el RSV
disminuye de manera significativa la viabilidad de las células HelLa, de manera
dosis-dependiente con respecto a las células no tratadas.

A continuacion, se determinaron las IC’s de RSV a partir de la grafica sigmoidal
obtenida mediante el programa Sigma Plot (Figura 8b y 8c).

Estos resultados demostraron que las células HelLa fueron méas sensibles al
tratamiento con RSV en comparacibn con las células SiHa, pues las
concentraciones de las ICs en células SiHa como podemos observar fueron
mayores (IC10=66uM, IC20=85uM, IC30=104pM, 1C40=123uM, IC50=149uM) en

comparacion con las calculadas para las células HeLa (IC10=21uM, 1C20=38.6 UM,
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%viabilidad

IC30=54.7 uM, 1C40=74.94 uM, 1C50=97.8 uM). Siendo asi, la IC10, 3 veces menor
en células HelLa que la reportada para la linea SiHa. Del mismo modo la IC20, IC30,

IC40y IC50, fueron 2 veces menor en células HeLa en comparacién con las células

SiHa (Figura 8c).
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Figura 8. Efecto del RSV sobre la viabilidad de las células HelLa. a) La viabilidad celular fue
evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas las células con diferentes
concentraciones de RSV durante 48 horas. Las barras representan el promedio de tres experimentos

por triplicado + la desviacién estandar (DS) y las diferencias del tratamiento con RSV respecto al
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control. b) Gréfica de la curva dosis respuesta para determinar las concentraciones inhibitorias (IC’s)
del tratamiento con RSV. c¢) La tabla muestra los valores, en concentraciéon micromolar (uM),
determinados mediante el programa Sigma Plot.

Efecto del RSV en la linea celular C33a.

Las células C33a, también fueron tratadas y evaluadas con diferentes
concentraciones (50, 100, 150 y 200 uM) de RSV durante 48 h. Los resultados de
la Figura 9a muestran que el RSV disminuye de manera significativa la viabilidad de
las células C33a, de manera dosis-dependiente con respecto a las células no
tratadas. A continuacion, se calcularon las IC’s de RSV a partir de la grafica
sigmoidea obtenida mediante el programa Sigma Plot (Figura 9b y 9c).
Observamos una mayor sensibilidad al tratamiento con RSV en las células C33a en
comparacion con la linea Hela y SiHa. Como podemos observar para linea C33a los
valores de las 1C20 e IC50 con RSV fueron 21 pM y 96.5 puM, respectivamente y
fueron muy similares a los obtenidos para las células HelLa, IC20 fue de 38 uM y la
IC50 de 97.8 uM. En contraste con lo observado en las células SiHa en donde los
valores fueron mucho mas altos IC20 de 85.7 uM, es decir 4 veces mayor y una

IC50 de 149 pM casi el doble de la concentracion.

38



C33a
C33a Hl 48 hrs

120

100 .
100
80
80 4
60
0 4
40 5

%viabilidad

40 4

20

204

% viabilidad

0_
0\)\0 %Q '\QQ '\Q)Q @Q “?Q 06\0 o]

S N
$° &

(}3\ ooo 0 20 200

Resveratrol (uM) Resveratrol (uM)

Resveratrol 6

ul

Figura 9.- Efecto del RSV sobre la viabilidad de las células C33a. a) La viabilidad celular fue
evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas las células con diferentes
concentraciones de RSV durante 48 horas. Las barras representan el promedio de tres experimentos por
triplicado + la desviacién estandar (DS) y las diferencias significativas del tratamiento con RSV
respecto al control. Las diferencias significativas fueron determinadas mediante ANOVA de dos vias
con un valor de P<0.005. b) Grafica de la curva dosis respuesta para determinar las concentraciones
inhibitorias (IC’s) del tratamiento con RSV. c) La tabla muestra los valores, en concentracién
micromolar (uM), determinados mediante el programa Sigma Plot.
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Finalmente se muestra en la siguiente Tabla el resumen de las concentraciones
inhibitorias (IC20 e IC50) calculadas para cada una de las lineas celulares de cancer

cervicouterino.

1C20 IC50
SiHa 55.2 UM 142 pM
Hela 21.8 uM 98 uM
C33a 21 UM 96.5 uM

Tabla 2 . Cuadro comparativo de las ICs, resultados obtenidos y calculados previamente de las lineas
celulares C33a, SiHa y Hela.

Determinacion del efecto de la radiacion ionizante en las lineas celulares de

cancer cervicouterino

A continuacion, se analiz6 el efecto de la radiacion ionizante en las células lineas
celulares SiHa, HeLa y C33a mediante curvas dosis respuesta de la exposicion a
radiacion ionizante (2, 4, 6 y 8 Gy) y mediante ensayos clonogénicos durante 9y 11
dias. El ensayo clonogénico permite cuantificar la tasa de supervivencia celular

después de una dosis de radiacién. Finalmente se determind la fraccion de
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sobrevivencia DL20 y DL50 a partir de la ecuacion Y = exp(-1*(A*X + B*X"2)) en el

programa Sigma Plot.

Determinacion de la DL20 y DL50 de la Rl en células SiHa

Como se observa en la Figura 10, la sobrevivencia celular de la linea SiHa se redujo
de manera dosis dependiente ya que a una mayor dosis se aprecia una disminucion
significativa en el porcentaje de sobrevivencia celular, es decir, que a partir de los
2Gy y en adelante hay una disminucién en el nimero de colonias con respecto a las
células que no fueron irradiadas (Figura 10a y 10b). Para corroborar estos
resultados se determind la “fraccién de sobrevivencia’” mediante la siguiente
ecuacion Y= exp(-1*(A*X + B*X”"2)) en el programa Sigma Plot ya que este
parametro permite evaluar la tasa de supervivencia celular después de una dosis
de radiacién. Y los resultados también demostraron el mismo comportamiento una
disminucién de la fraccion de sobrevivencia de manera dosis-dependiente. Con
base en este calculo de la fraccion de sobrevivencia determinamos la DL20 y DL50
de radiacion ionizante en células SiHa. Las dosis fueron las siguientes 1Gy y

2.7 Gy, respectivamente (Tabla 3).
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Figura 10. Efecto de la radiacién ionizante en células SiHa. a) ensayo clonogenico de células
SiHa después la exposicion a diferentes dosis de radiacion gamma con el equipo BioBeam y después de
11 dias de incubacion. b) El porcentaje de sobrevivencia celular fue determinado mediante el nimero
de colonias con respecto a la Eficiencia de Plaqueo (PE). ¢) Grafica de la Fraccién de Sobrevivencia
a partir de la ecuacion Y = exp(-1*(A*X + B*X"2)) en el programa Sigma Plot y en donde fueron
determinadas la DL20 y DL50.

Determinacion de la DL20 y DL50 de la radiacion ionizante en células HelLa

A continuacion, como se muestra en la Figura 11 en las células Hela la
sobrevivencia celular disminuyé significativamente de manera dosis dependiente,
ya que a una mayor dosis de radiacién hay una mayor disminucién del porcentaje
de sobrevivencia celular, asi como también en el nimero de colonias con respecto
a las células que no fueron irradiadas (Figura 11a y 11b). Para confirmar estos
resultados a continuacion se determind la “fraccion de sobrevivencia” (Figura 11 c¢)

mediante la ecuacion mencionada anteriormente y los resultados fueron similares.
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Con base en este calculo se obtuvieron las concentraciones correspondientes a las
DL20 y DL50 las cuales corresponden a las siguientes dosis 0.5 Gy y 1.7 Gy,

respectivamente (ver Tabla 3).

Estos resultados demostraron que la DL 20 en células HelLa es 2 veces menor que
la calculada en las células SiHa, mientras que para la DL50 resulta ser 1Gy mayor

de la obtenida en células Hela.

4Gy 6Gy 8Gy
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Figura 11. Efecto de la radiacion en células HelLa. a) ensayo clonogénico de células Hela
después la exposicidn a diferentes dosis de radiacion gamma con el equipo BioBeam y después de
9 dias de incubacion. b) El porcentaje de sobrevivencia celular fue determinado mediante el nimero

de colonias con respecto a la Eficiencia de Plaqueo (PE). c) Gréfica de la Fraccion de Sobrevivencia
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a partir de la ecuacion Y = exp (-1*(A*X + B*X”"2) en el programa sigma plot y en donde fueron
determinadas la DL20 y DL50.

Determinacion de la DL20 y DL50 de la radiacion ionizante en células C33a

También repetimos el mismo procedimiento para la linea celular C33a. El andlisis
de los resultados demostré que la sobrevivencia celular de la linea C33a disminuyd
de manera dosis dependiente y al igual que las otras dos lineas celulares anteriores
a una mayor dosis se aprecia una disminucion significativa en el porcentaje de
sobrevivencia celular también a partir de los 2Gy hasta 8Gy podemos observar una
disminucién en el nimero de colonias con respecto a las células que no fueron
irradiadas (Figura 12a). A continuacién, se determiné la “fraccion de sobrevivencia”
(Figura 12b) y se calcularon la DL20 y DL50 las cuales corresponden a lassiguientes

dosis 0.5 Gy y 1.6 Gy, respectivamente (Tabla 3).

Cabe resaltar que los valores obtenidos para las células Hela son muy parecidos a
los obtenidos en las células C33a, en contraste con lo obtenido en la linea celular
SiHa que resulto ser el doble de resistente para la DL20 y 1 Gy mayor para la DL50

que en las células C33a.
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Figura 12. Efecto de la radiacion en células C33a. a) ensayo clonogénico de células C33a después
la exposicién a diferentes dosis de radiacion gamma con el equipo BioBeam y después de 9 dias de
incubacion. b) El porcentaje de sobrevivencia celular fue determinado mediante el nimero de
colonias con respecto a la Eficiencia de Plaqueo (PE). c) Gréfica de la Fraccién de Sobrevivencia a
partir de la ecuacién Y = exp(-1*(A*X + B*X"2)en el programa sigma plot y en donde fueron

determinadas la DL20 y DL50.

A continuacion, se aprecia un cuadro comparativo de las DL calculadas en las tres

lineas de cancer cervicouterino, asi como la diferencia entre los valores obtenidos.
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DL20 DL50

e 0.5Gy 1.6Gy
=l 1Gy 2.6Gy
e 0.5Gy 1.7Gy

Tabla 3. Cuadro comparativo de las y DL previamente cada una de las lineas celulares de cancer

cervicouterino C33a, SiHa y Hela.

Efecto de la combinacion RSV y RI en lineas celulares de cancer

cervicouterino.

Después de determinar las 1C20 e IC50 de RSV y las DL20 y DL50 de radiacién
ionizante se evaluo el efecto de RSV como radiosensibilizador en las lineascelulares

HelLa, SiHa y C33a.

Efecto del RSV en combinacién con Rl en la linea celular SiHa.

A continuacion, se analizo el efecto del RSV como sensibilizador a la Rl en células
SiHa. Como se muestra en la Figura 13a y 13b el porcentaje de la sobrevivencia
celular y el numero de colonias en la linea SiHa tratada con la combinacion RSV+RI
disminuyo de manera significativa en comparacion con las células expuestas a cada

uno de los tratamientos de manera individual.
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Cabe resaltar que el tratamiento combinado de la IC20 de RSV+la DL20 de RI (55.2
UM + 1Gy, respectivamente) disminuye el porcentaje de la sobrevivencia celular
hasta un 40%, mientras que el tratamiento donde se aplicé la combinacion IC50 de
RSV+la DL50 de RI (142 uM + 2.6 Gy, respectivamente) el efecto fue mayor como
se observa en la Figura 13b el porcentaje de la sobrevivencia disminuy6 hasta el

25%.

Con respecto a la combinacién IC20-RSV+DL20-RI se puede observar que el efecto
sensibilizador de RSV disminuye hasta 2 veces mas que en las células con
tratamiento individual. Mientras que en las células expuestas a la combinacion IC50-
RSV+DL50-RI disminuye hasta a la mitad el efecto comparado con las dosis

individuales (Figura 13b).
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Figura 13. Efecto radiosensibilizador del RSV en la linea celular SiHa. a) Ensayo clonogénico de
células SiHa tratadas 48 hrs con Resveratrol en combinacién con R, las células se incubaron porll
dias. b) Gréfica del porcentaje de la sobrevivencia con respecto de los diferentes tratamientos a los
gue fueron sometidas las células: Control Vehiculo (VH), Dosis Letal 20 (DL20), RSV Concentracion
Inhibitoria 20 (RSV (IC20) (55.2 uM +1Gy), Dosis Letal 50 (DL50), RSV Concentraciéon Inhibitoria
50(RSV(IC50) (142 uM + 2.6 Gy), y las combinaciones de RSV+ Radiacion lonizante 20 y50

respectivamente.
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Efecto del RSV en combinacién con radiacién ionizante en la linea celular

HelLa

Posteriormente, analizamos el efecto del RSV como radiosensibilizador en la linea
celular HeLa. Como se puede observar en la Figura 14a y 14b, el nimero de
colonias y el porcentaje de la sobrevivencia celular disminuyo de manera
significativa en las células HelLa con la combinaciéon RSV+RI en comparacion con

las células expuestas a cada uno de los tratamientos de forma individual.

Con respecto a el tratamiento con la 1C20-RSV+DL20-RI (21.8 uM +0.5Gy,
respectivamente) se puede observar de manera mas evidente que el porcentaje de
la sobrevivencia celular disminuye hasta un 50% mientras que con el tratamiento
IC50-RSV+DL50-RI (98 uM + 1,7 Gy, respectivamente) el efecto fue mucho mayor
y mas efectivo como se observa en la Figura 14a y 14b debido a que el porcentaje
de la sobrevivencia celular disminuyé hasta el 18%. Cabe resaltar que esta

combinacion disminuyé mas del doble que con los tratamientos individuales.

Asi mismo, observamos que la combinacion 1C20+DL20 fue mas efectiva en las

células SiHa en comparacion con la linea HelLa.

52



RSV IC20 + DL20

53



b)

Hela, 9 dias

120 -

100 -

80+

60+

40

%Sobrevivencia

Gy(Dosis de radiacion ionizante)

Figura 14. Efecto radiosensibilizador del RSV en la linea celular HeLa. a) Ensayo clonogénico
de células Hela tratadas 48 hrs con Resveratrol en combinacién con R, las células se incubaron por
9 dias. b) Grafica del porcentaje de la sobrevivencia con respecto de los diferentes tratamientosa los
gue fueron sometidas las células previamente: Control Vehiculo (VH), Dosis Letal 20 (DL20), RSV
Concentracion Inhibitoria 20 (RSV (1C2021.8 uM + 0.5 Gy), Dosis Letal 50 (DL50), RSV
Concentracion Inhibitoria 50(RSV IC5098 uM +1.7Gy), y las combinaciones de RSV+ RI 20 y 50

respectivamente.
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Efecto del RSV en combinacién con radiacién ionizante en la linea celular

C33a

Finalmente se realizo el andlisis del efecto de la combinacion RSV y Rl en células
C33a y como podemos observar en la Figura 15a y 15b el porcentaje de la
sobrevivencia celular disminuyé de manera significativa en comparacion con las
células expuestas a cada uno de los tratamientos de manera independiente. Cabe
resaltar que el tratamiento con la 1C20-RSV+DL20-RlI (20 puM + 0.5Gy,
respectivamente) disminuye hasta un 50% el porcentaje de la sobrevivencia celular
mientras que con el tratamiento donde se aplico la IC50-RSV+DL50-RI (90 uM + 1.6
Gy, respectivamente) el efecto fue mucho mayor pues como se observa en la Figura

15b el porcentaje de la sobrevivencia disminuyé hasta el 15%.

En esta linea celular se puede apreciar que el efecto del RSV con la combinacion
IC20-RSV+ DL20-RI fue similar al observado en las células HelLa. En cuanto al
tratamiento IC50-RSV+DL50-RI observamos una mayor efectividad del RSV ya que
el porcentaje de la sobrevivencia celular se redujo hasta 2 veces mas, similar a lo

observado en las células HelLa (Figura 15b).
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Figura 15. Efecto radiosensibilizador del RSV en la linea celular C33a. a) Ensayo clonogénico

de células C33a tratadas 48 hrs con Resveratrol en combinacion con R, las células se incubaron
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por 9 dias. b) Gréfica del porcentaje de la sobrevivencia con respecto de los diferentes tratamientos
a los que fueron sometidas las células previamente: Control Vehiculo (VH), Dosis Letal 20 (DL20),
RSV Concentracion Inhibitoria 20 (RSV(IC20) (20 uM + 0.5 Gy), Dosis Letal 50 (DL50), RSV
Concentracion Inhibitoria 50(RSV(IC50) (90 uM + 1.6 Gy), y las combinaciones de RSV+ Radiacion

lonizante 20 y 50 respectivamente. Se realizé en un gel de acrilamida al 12%.

Efecto del resveratrol sobre lo niveles de la proteina KU80

Por otro lado, para tratar de determinar el mecanismo por el cual el RSV podria estar
actuando como radiosensibilizador se analizaron los niveles de la proteina Ku80 en
la linea celular SiHa. Los resultados demostraron una disminucién de los niveles de

la proteina Ku80 después del tratamiento con RSV-IC50 +DL50 (Figura 16).

Vh I1C20 DL20 IC20+DL20IC50 DL50 IC50+DL50

- . -
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Figura 16- Expresion de la proteina KU80 en la linea celular SiHa. Se obtuvieron extractos
proteicos de la linea celular SiHa de diferentes tratamientos (control vehiculo, 1C20 (55.2 uM) DL20
(1 Gy), combinacion de 1IC20 mas Radiacion ionizante DL20, IC50 (141 uM) , DL50 (2.6 Gy) y la
combinacion de la IC50 mas la radiacion ionizante DL50 correspondientemente). Como control de

carga se utilizo a la proteina B-actina. Se realizé en un gel de acrilamida al 12%.
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Discusidén

En este estudio se analizo el efecto del RSV como posible radiosensibilizador en

las lineas celulares de cancer cervicouterino SiHa, HeLa y C33a.

Nuestros resultados demostraron que la linea celular SiHa es la mas resistente a
RSV. Este resultado podria asociarse con investigaciones previas en donde se ha
reportado que la proteina NF-kB (factor de transcripcién nuclear kappa-B) se
encuentra sobre expresada en células SiHa, y se sabe que esta proteina es capaz
de regular genes involucrados en la sobrevivencia celular y también en la inhibicion
de apoptosis. Otro estudio reportd que el tratamiento con RSV sensibiliza a las
células NCI-H838 de cancer de pulmén a radiacion ionizante, de manera
dependiente de la inhibicibn de NF-kB, asi como también el arresto del ciclo celular

en la fase S (Hui-Fen Liao et al., 2005). Por lo que este mecanismo podria ser una

de las razones por las que se observo la resistencia a radiacion ionizante y RSV en

células SiHa (Garcia et al., 2013).

Previamente se ha reportado que las células SiHa son resistentes a apoptosis
debido a la baja expresion de la caspasa 8, asi como de la proteina Bid que recae
en la falta de activacion de la caspasa 9 (Brigitte M T Hougardy et al; 2006), lo cual
también podria ayudar a explicar porque esta linea celular es mas resistente al

tratamiento con RSV y a la radiacion ionizante

Con respecto a la disminucion de la viabilidad celular con RSV observada en las
tres lineas celulares de cancer cervicouterino se podria relacionar con algunos de

los siguientes mecanismos. Uno de los principales mecanismos que podria explicar
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el efecto del RSV sobre la viabilidad celular fue reportado en células de cancer de
mama Yy cancer colorrectal y se asocia con la inhibicion de los marcadores de
supervivencia, p38-MAPK / c-Myc y la detencidn del ciclo celular en la transicion de
la fase G1 a S; sin embargo, hacen falta mas experimentos para demostrar si estas
proteinas estan implicadas en la disminucién de la viabilidad celular en nuestro

modelo (Justin Lucas et al., 2018).

Por otro lado, también se observo que el RSV tiene la capacidad de inhibir la
expresion de las proteinas anti-apoptoticas BcL-2 y Bcl, en células HeLa y por
consiguiente es capaz de inducir apoptosis. También se observoé que RSV induce
los niveles de P53 y con ello desencadenar la apoptosis celular mediante la
activacion de la caspasa 9. (Lin Li; et al 2018) lo cual podria explicar el efecto
radiosensibilizante del RSV en la linea celular HeLa en nuestros resultados, no
obstante, quedaria por analizar los niveles de estas proteinas en nuestro modelo de

estudio.

Otros autores han reportado que un compuesto vegetal derivado de la planta
Annonna coriacea el cual es un polifenol al igual que el RSV, fue capaz de disminuir
la viabilidad de células SiHa y HeLa mediante el aumento de p21 y por ende la
detencion del ciclo celular G2/M. Este compuesto también induce un incremento en
los niveles de fosforilacion de H2AX y por lo tanto en el induce de dafio al DNA
(Izabela N Faria Gomes et al., 2019). Sin embargo, en nuestro estudio esta
pendiente analizar los niveles de dafio al DNA mediante la activacion de H2AX para

poder asociar este antecedente con nuestros resultados.
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Con respecto a las células C33a se ha reportado que son mas sensibles a la
radiacion ionizante que las células HelLa y SiHa, estos autores han reportado una
DL50 de 2 Gy, similar a la que determinamos en nuestros resultados. En este
estudio sugieren que este efecto podria deberse a los niveles basales de AKT, los
cuales son mas bajos en las lineas celulares resistentes a la radiaciéon como SiHa 'y
HeLa. AKT es una serina/treonina quinasa con un papel clave en la via de
sefalizacién PI3K/AKT que regula diversas funciones como la supervivencia celular,

proliferacion y apoptosis (Saxena et al., 2009 y Ya-Hui Chen., et al 2021).

Por otro lado, uno de los mecanismos propuestos para tratar de explicar la
radiorresistencia en células de cancer cervicouterino es la sobreexpresion del
receptor de hormona tiroidea (TRIP4) la cual ejerce efectos pro-tumorigénicos, y se
ha visto que su silenciamiento es capaz de aumentar la sensibilidad a la radiacion
ionizante, por lo que seria interesante analizar si el RSV es capaz de inhibir a TRIP4

(Yilin Che et al., 2019)

Estos antecedentes podrian explicar las diferencias en la tasa de sobrevivencia
celular que observamos en las lineas celulares SiHa, HeLa y C33a después del

tratamiento con RSV.

Finalmente, en este trabajo también se observé una disminucion en los niveles de
la proteina KU80 con el tratamiento RSV IC50+RI DL50 en células SiHa., lo cual
podria sugerir que RSV esta inhibiendo a la proteina KU80, la cual a su vez puede

bloquear su actividad en la via de reparacion NHEJ favoreciendo la acumulacién de

60



dafio al DNA y finalmente la muerte celular; sin embargo, mas estudios son

necesarios para comprobar este mecanismo.

De manera interesante, se ha reportado que la sobreexpresion de KU80 esta
asociada con radiorresistencia en células tumorales; ademas se ha reportado la
sobreexpresion de KU80 hasta en el 70% de las células tumorales de pacientes con
cancer cervicouterino, por lo que esta proteina puede estar involucrada en la
radioresistencia de este tipo de neoplasia y podria ser un blanco terapéutico, donde
el RSV puede ser un candidato para sensibilizar a las células del CaCu (Vallin-

Delgado et al., 2019).

Cabe resaltar que es posible que la via de reparacién del DNA por recombinacién
homologa también este involucrada en la radiosensibilizacion mediada por el RSV
ya que un trabajo previo demostré que el RSV disminuye los niveles de las proteinas

ATMy RAD51 (Ledn I, et al. 2013).
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Conclusioén

Nuestros resultados demuestran que las células de cancer cervicouterino a pesar
de tener similitudes entre si responden de manera diferente al RSV y la radiacion
ionizante. A pesar de ello, el RSV mostro un efecto sensibilizador a la radiacion

ionizante en todas las lineas de cancer cervicouterino.

A su vez, la disminucion de la proteina KU8O0 en la linea celular SiHa nos sugiere
que la via NHEJ puede estar involucrada en el efecto radiosensibilizador del RSV.
Sin embargo, no se descarta que la via de reparacion por recombinacion homologa

también este involucrada en este proceso.
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