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Resumen

El cancer constituye la segunda causa de muerte en nuestro pais, siendo el cancer
gastrico el mas frecuente como causa de mortalidad en ambos sexos. Este cancer posee
una sintomatologia vaga en estadios iniciales, suele ser de diagnostico tardio, posee gran
capacidad de invasion y metastasis y a pesar del tratamiento actual posee mal pronostico
en etapas avanzadas. La enzima Heparanasa ha sido implicada como de factor
pronostico y mediador clave en el proceso invasivo de este cancer, existiendo otros
factores que pueden modificar su funcién y actividad como el NF-kB o la enzima
superoxido dismutasa. En la busqueda de nuevas terapias el polifenol resveratrol aparece
como promisoria herramienta anticancerigena. En el presente trabajo se muestra el efecto
sobre la proliferacion e invasion que ejerce resveratrol sobre las lineas de cancer gastrico
AGS y MKN45. Ademas, resveratrol aumenté la actividad de superdxido dismutasa,
disminuyendo la activacion de NF-kB en ambas lineas celulares y redujo la actividad de
Heparanasa en la linea AGS. Esto permite plantear que resveratrol, ademas de disminuir
la proliferacion de las lineas celulares AGS y MKN45, posee efecto en la capacidad
invasiva de ambas lineas celulares y que al menos en la linea celular AGS el efecto anti
invasivo de resveratrol, al menos en parte, esta asociado a la disminucion de la actividad

de Heparanasa y a la modulacion de la actividad de superéxido dismutasa y NF-kB.



Abstract

Cancer is in Chile the second most common cause of death, and Gastric Cancer is
the most frequent in both sex. Moreover, Gastric Cancer is very difficult to diagnosis in
early stages, is frequent to find the disease in late stages and it has a large invasion and
metastasis capacity. Furthermore, even with treatment the prognosis is poor.
The enzyme called Heparanase has been implied as a prognosis factor and a key
mediator in the invasive process of Gastric Cancer. Heparanase activity and function can
be modified by NF-kB as well the enzyme of Superoxide dismutase. In the search of novel
therapies for Gastric Cancer Resveratrol seems a promising tool. This research shows the
effect of Resveratrol over the proliferation and invasion capacity of gastric cancer lines
AGS and MKN45. Moreover, Resveratrol increases the activity of Superoxide dismutase
with a decrease of the activation of NF-kB in both cell lines and a decreased Heparanase
activity in AGS. Those results allow to propose how Resveratrol, besides of the effect over
the proliferation, reduces the invasion capacity in AGS at least in part through the effect

over Heparanase and their modulation of Superoxide dismutase and NF-kB.



Abreviaturas
Se utiliza la abreviatura extraida de la literatura en inglés.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ARN: &cido ribonucleico.

AP-1: proteina activadora 1.

bFGF: factor basico de crecimiento de fibroblastos.
bME: beta mercaptoetanol.

CAPE: fenil ester del &cido cafeico.

COX-2: cicloxigenasa 2.

EDTA: &cido etildiaminotriacético.

EMSA: ensayo de cambio de movilidad electroforética.
GAG: glicosaminoglicanos.

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.

HS: heparan sulfato.

HSPGs: proteoglicanos con heparan sulfato.
MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdgenos.
MMPs: metaloproteinasas de la matriz.

NF-kB: factor nuclear kappa beta.

PBS: buffer fosfato salino.

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

siRNA: rna pequefio de interferencia.

SBF: suero bovino fetal.

SOD: superoéxido dismutasa.

SRB: sulforodamina.

TCA: &cido tricloroacético.

TEM: transicion epitelio mesénquima.

TGFb: factor transformador de crecimiento beta.
TRIS: hidrodimetil aminometano.

uPA: activador del plasminégeno del tipo urinario.
UV: ultra violeta.

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.



Introduccion:

El cancer es la segunda causa de muerte en Chile, siendo el cancer gastrico el mas
frecuente en ambos sexos, presentando una tasa de mortalidad estable en el tiempo en
torno a 20 por 100.000 habitantes en nuestro pais, pero con tendencia a ser 2 a 3 veces
mas comun en hombres [1]. A nivel mundial el cancer gastrico es la segunda causa de
muerte y posee una distribucidbn geografica variable; paises como Chile, China, Costa
Rica y Japon poseen las tasas de mortalidad mas altas[2]. A su vez, dentro de Chile
también se observan diferencias por regiones: Bio-bio y Araucania con las mayores tasas,
region central con frecuencia intermedia y Antofagasta con tasas bajas, sin conocerse a la

fecha las causas precisas de este fendmeno [3].

La histologia predominante en el Cancer Gastrico es la de adenocarcinoma, dentro

de la cual se distinguen 2 tipos clasicos definidos por Laurén en 1965:

-El tipo intestinal, que se visualiza histol6bgicamente con apariencia de glandulas de tejido
intestinal bien diferenciado. Este tipo deriva de una atrofia gastrica o metaplasia
intestinal, es comun en pacientes mayores en zonas geograficas de alto riesgo [4] y se ve
relacionado a factores etiolégicos ambientales, tales como la infeccion por H. pylori, alto
consumo de cloruro de sodio, nitritos y nitratos (en forma de alimentos preservados por
medio de la curacién) y el tabaco. Nitritos y nitratos llevan a la formaciéon de compuestos
N-nitrosos y nitrosaminas, los cuales se relacionan directamente a dafio de ADN y por
este medio a la carcinogénesis [5]. A su vez, el proceso patogénico de H. pylori produce
dafo en la mucosa gastrica por medio de enzimas como ureasa y fosfolipasa, generando
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un ambiente que tiende al estrés oxidativo y que lleva a disminucién de los mecanismos
reparadores del ADN en este epitelio, generando un proceso inflamatorio cronico y mayor

riesgo de carcinogénesis [6].

-El tipo difuso, que se desarrolla como una infiltracion del tejido gastrico pobremente
diferenciado, dando el aspecto macroscopico de “bota de cuero®. Este tipo, también
denominado Linitis Plastica, se manifiesta de forma endémica en pacientes jovenes [4], y

se ha relacionado a la herencia como principal factor etiologico [5].

La distribucion geografica global de la frecuencia y de la mortalidad por cancer
gastrico puede ser explicada, en parte, por los factores etioldgicos ambientales [2]. Cabe
destacar que con el correr de los anos ha existido una tendencia a la estabilizacion en las
tasas de incidencia y mortalidad a nivel mundial, hecho atribuido al control de estos

factores de riesgo [2].

En el caso de nuestro pais, también existe una tendencia a la estabilizacién de las
tasas con un aumento de la proporcion de casos del tipo histolégico difuso y que llega a
superar el 60% en la novena region (region que concentra la mayor tasa de mortalidad)
[7]. No existen estudios que expliquen con claridad este fenbmeno, pero es posible
plantear la hipétesis de la herencia como factor asociado, debido a la mayor proporcion de

poblacién nativa americana no mestiza presente en aquella region [2, 5, 8].

El cuadro clinico clasico proviene del dafo tumoral sobre el estomago,

caracterizandose en etapas avanzadas por dolor epigastrico, hemorragia digestiva, baja
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de peso y anorexia [1], sin embargo, la sintomatologia en etapas tempranas es vaga y

poco especifica [5].

Murakami en 1971 defini6 la categoria de cancer incipiente como aquella lesion que
no compromete mas alla de la submucosa, independiente del compromiso de linfonodos.
Se ha estimado que el progreso de cancer Incipiente a etapas avanzadas tiene una media
de 44 meses [9] y su tratamiento presenta muy buenos resultados [1, 5, 9, 10]. Sin
embargo, la deteccion del cancer incipiente es baja ya que el diagnéstico depende de la
presencia de sintomas y en nuestro pais no supera el 20% respecto al total de cancer
gastrico [7]. Los esfuerzos para la realizacion de endoscopias digestivas altas (método
diagnostico del cancer gastrico incipiente) en Japon y Corea del Sur han aumentado esta

cifra a 50% y 40% respectivamente [9].

Superada la etapa de Cancer Incipiente y a medida que comienza a aparecer
compromiso de linfonodos la sobrevida comienza a disminuir, llegando incluso a no
superar en promedio los 6 meses en las etapas mas avanzadas [2, 9, 10]. La ya
mencionada falta de sintomatologia en etapas tempranas influye de esta forma en

disminuir la sobrevida y limitar las opciones de tratamiento [5].

El proceso de invasion y metastasis, que define la sobrevida de un paciente con
cancer gastrico, es parte de las denominadas “Caracteristicas distintivas del Cancer” [11].
Estas caracteristicas conforman un modo practico de como organizar el complejo proceso

de la enfermedad neopléasica y corresponden a:

- Autosustentacion de las sefiales proliferativas
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- Evasion de supresores de crecimiento

- Evasion a la muerte celular

- Establecimiento de la replicacion ilimitada
- Induccion de la angiogénesis

- Activacién de la invasion y la metastasis [11]

Asociado a esto existen 2 caracteristicas distintivas emergentes, definidas como la
capacidad de reprogramar el metabolismo celular de acuerdo a las necesidades del tumor
y el proceso de evasion a la destruccion por el sistema inmune [12]. Estas caracteristicas
se ven potenciadas por la inestabilidad genémica incrementada asociada al proceso
tumoral y ademas por un entorno inflamatorio pro-neoplasico, sin dejar de lado una
dimension compleja de la dindmica del proceso neoplasico en la cual se observa un grupo
de células fenotipicamente sanas pero reclutadas al servicio del tumor denominado

“Microambiente tumoral“(Figura 1) [12].

Cancer Stem Cell (CSC)

(ICs)
° Local & Bone marrow-
O | derived Stromal Stem
& Progenitor Cells
© — Invasive Cancer Cell

Figura 1: Microambiente tumoral: en el esquema se aprecian células asociadas “sanas, reclutadas al servicio del tumor[12].

En este contexto una de las barreras que debe franquear las células epiteliales

gastricas para migrar, invadir y producir metastasis son las membranas basales del

12



epitelio, para luego superar la matriz extracelular, siendo estas las primeras barreras que

evitan los eventos de invasion y metastasis [13].

La invasion consiste en tres grandes procesos: adhesion a la matriz extracelular,
degradacion de la matriz extracelular por diferentes enzimas proteoliticas y migracion [14,
15]. Muchos estudios han demostrado que la inhibicion de la migracion y de la

degradacion de la matriz extracelular previene las metastasis [16-18].

Al ser parte de esos procesos, las células epiteliales gastricas pierden su
adherencia habitual, se vuelven moéviles y cambian su morfologia epitelial a una similar a
un fibroblasto, proceso resumido en el concepto de transicion epitelio-mesénquima (TEM)
[12]. La pérdida de E-cadherina juega un rol clave en la pérdida de adherencia celular en
la TEM, siendo en cancer gastrico donde se ha mostrado su importancia [19] y el proceso
continua con la expresion de enzimas con la capacidad de degradar la matriz extracelular

[12].

En cancer gastrico el activador del plasmindgeno del tipo urokinasa (uPA) y varias
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) han sido relacionados con la degradacion de la
membrana basal y la matriz extracelular, asi como asociados a la progresion del tumor
[17, 20-24]. Las MMPs incluyen una variada gama de proteasas dependientes de zinc
agrupadas clasicamente en: gelatinasas, colagenasas, estromelisinas y MMPs asociadas
a membrana[21]. En cancer gastrico MMP-2 (gelatinasa A), MMP-3 (estromelisina 1) y
MMP-9 (gelatinasa B) son las MMPs que se han relacionado al proceso degradativo ya
mencionado[22-25]. Por su parte, uPA activa plasmina, la cual tiene efecto degradador de
la matriz y ademas activa la MMP-8 (un tipo de colagenasa)[20].
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Otra enzima relacionada a la degradacion de la membrana basal y la matriz
extracelular es la denominada Heparanasa (endo-beta-glucoronidasa), enzima que rompe
las cadenas del glicosaminoglicano (GAG) Heparan sulfato (HS) en los Proteoglicanos
con Heparan sulfato (HSPGs) [26]. En la matriz extracelular el perlecano, asi como otros
HSPGs interactuan con la fibronectina, lamininas y colagenos para la mantencion de su

arquitectura [26].

Los HSPGs a su vez sirven como depédsito de una serie de citoquinas y factores de
crecimiento, dentro de los cuales destacan: el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), el factor basico de crecimiento fibroblastico (bFGF), el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento transformador beta (TGFb) [26]. Segun esto,
ademas del efecto mecanico sobre la arquitectura de la matriz extracelular, la accidén de la
Heparanasa libera las citoquinas y factores de crecimiento que se encuentran anclados a
las cadenas de HS [26, 27]. Es mas, también hay evidencia que muestra que la escision
del HS genera fragmentos bioactivos, que modulan el efecto sobre los receptores

celulares de los factores de crecimiento y con ello el comportamiento celular [26, 27].

Esta enzima es relevante en la extravasacion de las células del sistema inmune
(linfocitos T y B, neutréfilos, macrofagos y mastocitos) liderando el trafico a tejidos durante
la inflamacién [26]. También se ha demostrado alta expresion de esta enzima por las
células trofoblasticas en el proceso de invasion placentaria y en plaquetas, donde
contribuyen a remodelar la matriz extracelular que se asocia a la formacion de un coagulo

[26].
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Junto a la degradacion de la matriz extracelular por accion enzimatica de la
Heparanasa, se ha descrito funciones de ésta en la superficie celular [28]. En un caso la
pro-heparanasa agrupa sindecanos lo que activa una cascada de sefializacion que incluye
a Rac1, aumentando la capacidad adhesiva, ademas de generar expansion de la
superficie celular [28, 29]. En otro caso la pro-heparanasa se une a su receptor-ligando de
superficie celular lo que activa cascadas de sefalizacion que incluyen proteinas como Akt,
p38 y Src, dando como resultado la expresidn de citoquinas como VEGF, factor tisular y

COX2 [28, 29].

La via del receptor de superficie de Heparanasa, al generar las citoquinas
mencionadas también aumenta la capacidad adhesiva, la superficie celular y le agrega
propiedades de motilidad celular [28, 29]. Ademas, via activacion del receptor del factor
epidérmico de crecimiento por Src, estimula la proliferacion celular en la
carcinogénesis[28, 29]. De esta forma, mas alla de la funcion fisioldgica como mediador
en la inflamacion [26] la Heparanasa jugaria un rol clave en la invasion tumoral, el cambio
de las células a células con caracteristicas mesenquimaticas, la consolidacion de la

invasion mediante angiogénesis y el crecimiento tumoral [26, 27].

La expresion de Heparanasa se ha relacionado en el proceso de invasion tisular de
una larga serie de canceres dentro de los que destacan: colon, gastrico, vejiga,
pancreatico, prostatico, esofagico, entre otros [26]. El rol de Heparanasa en cancer
gastrico es relevante ya que en los pacientes en los cuales las células expresan esta
enzima su pronostico empeora, registran curvas de sobrevida similares a los pacientes
con tipificaciones avanzadas y la deteccibn de la expresion de Heparanasa se
correlaciona al menos con diseminacion ganglionar [27, 30]. Tal es el grado de
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correlacion con la sobrevida en cancer gastrico que al trazar un grafico de sobrevida de
Kaplan-Meier la curva de presencia de Heparanasa tiene la misma significancia

estadistica que la invasion local, ganglios afectados y metastasis (Figura 2) [27].

1. Heparanase and patients’ survival
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Figura 2: Curvas de Kaplan-Meier, se observa como la presencia de Heparanasa traza curvas similares de sobrevida a la de
linfonodos y metéastasis positivos[27].

Estos antecedentes han llevado a la identificacion de Heparanasa como un posible
mediador para bloquear en carcinogénesis, situacion que llevé al disefio de ARN
pequenos de interferencia (siRNA) destinados a silenciar la expresion génica de la
Heparanasa: El uso de siRNA in vitro en células de cancer gastrico reduce la capacidad
adhesiva, invasiva y metastasica reduciendo la angiogénesis, teniendo un efecto menor

sobre la proliferacion celular[17, 31].
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En otro aspecto del complejo proceso de degradacion de la membrana basal la
literatura muestra el rol mediador que juegan las especies reactivas de oxigeno (ROS) en
dicho proceso [32]. Las ROS se enmarcan dentro del grupo de moléculas que presentan
uno o mas electrones desapareados, grupo denominado genéricamente “radicales libres,
siendo esta caracteristica la que les confiere su gran reactividad quimica siendo capaces
de interaccionar con multiples macromoléculas tales como: ADN, ARN, proteinas, lipidos,
entre otras. Los radicales libres incluyen las ROS (radicales superdxido, hidroxilo,
hidroxiperoxilo y alcoxilos) y las especies nitrogenadas. En particular, las ROS son
producidas a consecuencia del metabolismo aerdbico mitocondrial y otras fuentes
intracelulares como el citocromo p450, flavoprotein oxidasas y las enzimas peroxisomales
que participan en el metabolismo de los acidos grasos [33].

Las ROS participan en importantes procesos fisioldgicos tales como la produccion
de prostanglandinas, destruccion de bacterias por polimorfonucleares, detoxificacion en el
higado y senalizacion intracelular [34, 35]. Por otra parte, el dafio a macromoléculas que
provocan las ROS esta implicado en la patogénesis de importantes enfermedades, como
la enfermedad cardiovascular y el cancer [34].

El dafo y la disminucion de la eficacia de reparacion del ADN mediado por ROS es
comun en el proceso de carcinogénesis [35], asi como también las ROS han sido
implicadas en la activacion anormal de las MMPs y uPA via sistema de sefalizacion
MAPK y en la regulacion de factores de transcripcion (como AP-1 y NF-kB), ademas de
organizar la actina y proteinas relacionadas en la formacion de las estructuras
denominadas invadopodias (evaginaciones de la membrana celular que actuan de cabeza
de invasién en la membrana basal) y participando en la TEM como parte de la via de
sefalizacion que lleva a un aumento de la capacidad invasiva de las células tumorales
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[32]. Existe evidencia ademas de la relacion de ROS con Heparanasa, describiéndose la
mediacion de estas especies en la expresion de Heparanasa con el subsecuente aumento
de la degradacion de HS en procesos tipo ateromatosis y glomerulopatias [36, 37].
Ademas de mediar el efecto de proteasas y glucoronidasas y de participar en la TEM, las
ROS también tendrian efecto directo en la degradacion del HS, lo que al menos ha sido
investigado in vitro en glomerulopatias [38, 39].

Las células poseen enzimas que regulan el rol fisiol6gico y protegen a la célula de
los efectos deletéreos de las ROS, dentro de las cuales se incluyen la superdxido
dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa [40]. La enzima superoxido dismutasa
(SOD) es una importante defensa celular contra las ROS, convirtiendo el radical
superdxido en peroxido de hidrégeno. Se ha constatado que la sobrexpresion de la forma
extracelular de SOD (SOD3) disminuye la capacidad invasiva in vitro de lineas celulares
de cancer de mama, reduciendo las ROS, pero ademas disminuyendo la expresion de
Heparanasa [41].

Otro mediador que regula la expresion de Heparanasa en células tumorales es el
factor nuclear kappa beta (NF-kB)[42], cuya activacion se ha relacionado con el aumento
de la expresion de Heparanasa y peor prondstico en cancer gastrico [43], ademas de
estar implicado en procesos propios de la carcinogénesis como son la proliferacion,
migracion y metastasis, entre otros [44].

La familia de factores de transcripcion NF-kB/rel corresponden a un grupo de
proteinas relacionadas estructuralmente que forman homodimeros y heterodimeros;
encargados de regular mas de 150 genes que incluyen citoquinas, quimoquinas,
inmunoreceptores y moléculas de adhesion celular[45]. EI dimero mas comun vy

denominado especificamente NF-kB corresponde al heterodimero p50/RelA (p50/p65).
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Este al ser activado se trasloca al nucleo uniéndose a las secuencias de ADN especificas
regulando la expresion génica de sus genes diana [45].

Numerosos procesos fisioldgicos del sistema inmune y de la respuesta inflamatoria
tiene como marco regulador la activacion del NF-kB, por lo que no es de extrafiar que su

activacion patoldgica influya en la carcinogénesis[46].

Se ha relacionado la activacion del NF-kB en la carcinogénesis por las siguientes
razones [44]:

1) Regula la transcripcion de muchos genes que estan involucrados en la promocion
de la proliferacion, angiogénesis, metastasis y la evasion de la muerte celular [44, 46].

2) Se plantea su activacion por el estimulo hipdxico en el microambiente tumoral,
activacion que perpetua la carcinogénesis [44].

3) La activacibn de NF-kB esta relacionada al incremento en la resistencia a
quimioterapéuticos y radioterapia [44, 46].

4) La activacion constitutiva del NF-kB esta presente en una gran variedad de lineas
celulares de canceres y en canceres [44, 46].

5) Las expresiones aberrantes del NF-kB se han relacionado al desarrollo de la
carcinogénesis [44].

Junto a la ya mencionada evidencia de aumento de su activacidbn en cancer
gastrico [43], existe evidencia de la reduccion de la migracion celular en procesos
hiperplasicos, especificamente la hiperplasia neointimal vascular post injuria, al bloquear
el NF-kB con gliotoxina [47] y disminucidn de la proliferacion en la linea celular de cancer
gastrico AGS sometidas a estimulo inflamatorio de H. pylori al bloquear la activacion de

NF-kB con fenetil éster de acido cafeico (CAPE) [48].
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Ademas, es importante recalcar la relacion entre NF-kB y ROS. La transcripcion de
genes que dependen de NF-kB (SOD, catalasa, heme oxidasa, entre otras), regulan los
niveles de ROS en la célula, asi como los niveles de NF-kB son regulados por ROS. Es
decir, dependiendo del contexto las ROS pueden activar o inhibir la cascada de
sefalizacion de NF-kB [49].

Existen otras alternativas al ya mencionado bloqueo de la expresidon de
Heparanasa con siRNA, variadas moléculas pequenas (benzoaxazol, entre otras),
glicosaminoglicanos (heparinas, heparinas de bajo peso) y proteinas han sido probadas
con distintos resultados sobre el desempefio de Heparanasa y su efecto sobre los
procesos de invasion y metastasis de distintas lineas celulares [26]. Un grupo interesante
de moléculas pequenas que se ha buscado su efecto sobre mediadores clave del proceso
carcinogénico son los fitoquimicos, los cuales estando disponibles a través de la dieta o
como parte de las medicinas tradicionales han sido ligados a la reduccion de incidencia a
nivel poblacional de diversos canceres cuando se mantiene un consumo elevado [50].

Dentro de estos fitoquimicos ha sido interesante el estudio de compuestos
fendlicos con propiedades antiinvasivas y antimetastasicas. De acuerdo a la cantidad de
anillos aromaticos y la hidroxilacion o grupos funcionales asociados de estos pueden
clasificarse en monofenoles, polifenoles o fenoles acidos. Ejemplos de estos grupos
incluyen: la curcumina, el acido galico, el gingerol, entre otros (Figura 3). A su vez, la lista
de estudios in vitro e in vivo en las cuales se ha demostrado disminuir invasion y actividad
metastasica es larga, nombrando estudios desde hepatoma hasta el cancer de mama
[51]. Uno de estos compuestos, un polifenol denominado resveratrol, ha congregado

especial atencion.
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Figura 3: Estructura de polifenoles con efecto antineoplasico conocido[51].

El resveratrol (3,5 4‘-trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina naturalmente producida
en una gran variedad de plantas frente a estimulos como el estrés, radiacion UV,
infecciones fungicas, entre otros [52]. Plantas como la vid, el mani o una gran variedad de
bayas producen este polifenol y su uso medicinal data de la medicina Védica (uso de
extracto de la raiz de la vid como tonico cardiovascular), con datos de su uso en la
medicina tradicional china y japonesa en preparados antifungicos y como antilipomiante

con extractos del heléboro blanco (Figura 4) [52].

21



La cocina francesa se caracteriza por su uso abundante de materia grasa animal,
alta en acidos grasos saturados, pero a pesar de ello no se constata una prevalencia de
enfermedad cardiovascular comparativamente mayor a otros paises europeos. Esta
situacion pasé a llamarse “la paradoja francesa“ y fue atribuida al alto consumo de vino
per capita. El resveratrol se encuentra en concentraciones considerables en el vino, por lo
que prontamente se le atribuy6 a este polifenol ser el responsable de dicha paradoja [53].

Los efectos del resveratrol incluyen: supresion de la lipoperoxidacion y de la
sintesis de eicosanoides, inhibicién de la agregacion plaquetaria, capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, vasodilatadora; efectos antivirales, antibacterianos, entre otros [52]. Sin
embargo, una de las ramas de investigacion asociadas a resveratrol que ha alcanzado

ribetes muy prometedores es la de la prevencion y tratamiento del cancer [52, 54].

iy
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Figura 4: Fuentes vegetales de resveratrol[52]
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Los estudios en los que se ha utilizado han mostrado una inhibicién de las 3
mayores fases de la carcinogénesis: iniciacidbn, promocién y progresion, ademas de
poseer efecto inductor de apoptosis [55]. In vitro se han descrito efectos del resveratrol
sobre el crecimiento en células de cancer de mama, células leucémicas, linfomas,
melanoma y carcinomas de piel, cancer de colon, cuello de utero y adenocarcinoma
gastrico [35, 52, 56-58].

A su vez, diversos estudios han mostrado que este compuesto es un potente
inhibidor de la activacion del NF-kB, mostrandose en mieloma multiple una disminucion de
la traslocacion nuclear de NF-kB, lo que estaria relacionado con algunos de los efectos
anticarcinogénicos que posee el resveratrol [58, 59]. Esta situacion fue ratificada in vivo
en un modelo de induccién de cancer de mama, en el cual se demostré por EMSA como
el resveratrol inhibe la activacion de NF-kB, asi como enzimas involucradas en el proceso
invasivo, como la COX y MMP-9 [56].

El escalado de evidencia desde el nivel pre clinico de in vitro a modelo animal, ha
generado suficiente evidencia como para iniciar numerosos ensayos clinicos actualmente
en curso. Estos buscan dilucidar la efectividad en humanos de este polifenol, tanto para la
prevencion como la terapéutica del cancer[60, 61].

Ademas, el resveratrol incrementa la actividad de la SOD-1, SOD-2,
SOD3/SODextracelular, asi como de otros mediadores que regulan las formas reactivas
de oxigeno [62, 63]. Este mecanismo, ademas de disminuir los efectos nocivos de ROS
sobre las células, es una posible via por la cual el resveratrol puede disminuir la actividad

de Heparanasa y asi disminuir la capacidad invasiva del adenocarcinoma gastrico.
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Todos los antecedentes anteriormente expuestos nos permiten plantear la siguiente

hipotesis:

“El resveratrol reduce la invasividad del adenocarcinoma gastrico in vitro, aumentando la
actividad de SOD, disminuyendo la activacion de NF-kB y atenuando la actividad de

heparanasa, “
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Objetivo General:

-Estudiar el efecto de resveratrol sobre la capacidad invasiva del adenocarcinoma gastrico
in vitro, ligado a su efecto sobre la actividad de SOD, activacion de NF-kB y Heparanasa

en las lineas celulares de cancer gastrico AGS y MKN45.

Objetivos especificos:

- Determinar el efecto del resveratrol sobre la viabilidad de las lineas celulares de
cancer gastrico AGS y MKN45.

- Evaluar el efecto del resveratrol sobre la capacidad invasiva de las lineas celulares
de cancer gastrico AGS y MKN45.

- Determinar el efecto de resveratrol sobre la actividad de SOD en las lineas
celulares de cancer gastrico AGS y MKN45.

- Determinar el efecto de resveratrol sobre la activacion de NF-kB en las lineas
celulares de cancer gastrico AGS y MKN45.

- Determinar el efecto del resveratrol sobre la actividad de Heparanasa en las lineas

celulares de cancer gastrico AGS y MKN45.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

- Micropipetas Biopette®, modelos p2, p10, p20, p200 y p1000.

- Micropipeta multicanal de 200 ul Biopette®.

- Puntas para micropipetas desechables de 10, 200 y 1000 uI.

- Pipeta graduada HGB® de 10 m.

- Propipeta Fastpette®.

- Repipeteador Handy Step®.

- Jeringa de 5 ml Eppendorf®.

- Probeta de 100 ml Duran®.

- Botellas de vidrio con tapa Duran Schott®.

- Tubos para microcentrifuga de 1,7 ml Eppendorf®.

- Tubos para centrifuga de 15 y 50 ml Orange Scientific®.

- Placas petri para cultivo de tejidos de 60 y 100 mm Orange Scientific®.
- Placas de micropocillos para cultivo de tejidos de 6, 24 y 96 pocillos Orange Scientific®.
- Insertos para cultivo de tejido celular de 10 mm Nunc®.

- Pinzas de punta fina invertida Goot TS16°.

- Varillas de papel Simond’s®.

- Portaobjetos y cubreobjetos.
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- Camara de Neubauer doble W. Schreck Hofheim/TS®.
- Puntas para micropipetas con filtro desechable de 10, 20, 200 ul Axygen®.

- Raspador de células Orange Scientific®.

2. Equipos

- Camara de flujo laminar clase Il ESCO®.

- Incubadora Kendro Laboratory Products®.

- Microscopio 6ptico invertido Japan Optical Corporation®.
- Bafio termorregulado Memmert®.

- Centrifuga modelo TJ-6 Beckman®.

- Lector de Microplacas Biotek®.

- Microscopio de fluorescencia invertido motorizado modelo I1X 81 Olympus®.
- Camara Digital modelo DP 71 Olympus®.

- Balanza analitica modelo TE 214 S Sartorius®.

- Refrigerador modelo Altus 700 Mademsa®.

- Centrifuga 5415 R Eppendorf®.

- Incubadora Memmert®.

- Espectrofotometro Thermo Spectronic®.

- Congelador Beste®.

- Vortex V1 plus Boeco®.
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- Centrifuga Wealtec®.

3. Reactivos

- Resveratrol Sigma-Aldrich®.

- Etanol Merck®.

- DMEM/HIGH GLUCOSE HyClone®.

- HAM’ S/F-12 HyClone®.

- Suero Bovino Fetal Gibco®.

- Penicilina-Estreptomicina GibcoBRL®.

- Tripsina-EDTA Gibco®.

- Buffer Fosfato Salino (PBS en inglés) Gibco®.
- Azul de Tripan Gibco®.

- Acido Acético Winkler LTDA®.

- Acido Tricloroacético (TCA en inglés) Winkler LTDA®.
- Sulforodamina B (SRB) Sigma-Aldrich®.

- Hidroximetil-aminometano (TRIS) Merck®.
-Triton X-100 Merck®.

-Beta mercapto etanol Merck®.

-PMSF Merck®.

- Metanol Merck®.
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- Cristal Violeta Merck®.

- Hydromount (medio para montaje acuoso) National Diagnostics®.
- BD Matrigel Matrix BD Biosciences®.

- Agua Ultra pura (Mili Q)

- Dietilpirocarbonato (DEPC) Winkler®.

- Isopropanol Sigma-Aldrich®.

- Albimina de Suero de Bovino (BSA en inglés) New England Biolabs®.

- Kit de ensayo de actividad de superoxido dismutasa BioVision®.
- Reactivo Bradford Sigma-Aldrich®.
-Kit extraccion nuclear Cayman®.

-Kit de ensayo de factor de transcripcién NF-kB(p65) Cayman®.
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4. Metodologia

Lineas celulares:

Se utilizaron las lineas celulares de cancer gastrico AGS y MKN45 adquiridas a la
desde la American Type Culture Collection (ATCC) . Segun se informa en los catalogos de
las lineas celulares las células AGS son derivadas de la masa tumoral de un
adenocarcinoma gastrico y las células MKN45 provienen de una metastasis hepatica de

un adenocarcinoma gastrico pobremente diferenciado.

Cultivo de las lineas celulares:

Las células fueron sembradas en placas petri con medio de cultivo DMEM/ HAM’
S/F-12, suplementado con un 10% de suero bovino fetal inactivo (SBF), 100 U/ml de
penicilina G y 100 pyg/ml de estreptomicina y fueron cultivadas a 37°C en una incubadora

humidificada con 5% CO..

Antes de cada ensayo el medio de cultivo fue retirado de las células y lavado con 2
ml de PBS. Al retirar este ultimo se le agregd 1 ml de Tripsina-EDTA 0,25% v/v y fue
incubado a 37°C por 5 minutos para des-adherir las células de la placa. El efecto de la
tripsina se neutralizé mediante la adicion de 3 ml de medio de cultivo que posteriormente
fueron recogidos en un tubo para ser centrifugados a 1500 rpm por 5 min. El pellet
obtenido se re-suspendié y homogeneizd en 1 ml de medio de cultivo, del cual se
extrajeron 20 pl que se mezclaron en una razén 1:1 con azul de tripan. Este colorante se
introduce en el interior de las células que pierden la integrad de su membrana, por lo que

tife células no viables, permitiendo asi contar en la camara de neubauer las células vivas
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gue estan incoloras. El numero de células que se cultivaran dependera del ensayo que se

realice.

Preparacion de los compuestos:

Se disolvib el resveratrol en etanol absoluto obteniendo una concentracién de 0,1M.
Luego se diluyeron con agua Mili Q estéril para obtener una solucion de 1mM a partir de
las cuales se prepararon las concentraciones de trabajo. Estas soluciones se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Ensayo de viabilidad:

Para este ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos sembrando en cada pocillo
3000 células resuspendidas en 100 yl de medio de cultivo, las que fueron incubadas por
24 h para cada linea celular. Al pasar este tiempo, las células fueron incubadas con el
resveratrol. De este compuesto se utilizb 8 concentraciones (200, 150, 100, 50, 25, 12,5y
5 uM) en sextuplicado. Como las soluciones madre de estos compuestos fueron disueltas
en etanol, se hizo un control de solvente tratando las células con etanol al 1% v/v en
sextuplicado para comprobar que no produce citotoxicidad. Como control negativo se
dejaron 6 pocillos con células sin tratar y adicionalmente se dejaron 6 pocillos sin células

para el blanco.

Una vez adicionados los compuestos, las placas fueron incubadas durante 72 h.
Una vez transcurrido este tiempo las células fueron fijadas in situ por la adicion de 25 ul
de TCA al 50% p/v durante 60 min a 4°C. Luego, el sobrenadante fue descartado y las
placas fueron lavadas 3 veces con agua destilada para posteriormente afiadir 50 ul de

SRB (al 0,1% p/v en &cido acético al 1% v/v) a cada pocillo, dejandolos reposar a
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temperatura ambiente durante 30 min. Tras la tincién se lavaron 3 veces con 130 pl de
acido acético al 1% v/v y se dejaron secar al aire. El material tefiido en cada pocillo fue
solubilizado con 200 pl de TRIS 10 mM vy finalmente se midi6 la absorbancia a una
longitud de onda de 540 nm en un lector de microplacas. Este procedimiento fue repetido

4 veces, promediando los valores de absorbancia.

A su vez, para las 3 dosis menores y el control de etanol el procedimiento se repitid
a las 24, 48, 72 y 144 h para obtener los resultados de viabilidad correspondientes. Se

promediaron los datos de 4 mediciones con las mismas caracteristicas.

Los valores de absorbancia fueron graficados como porcentajes del control de

etanol 1%.

La tincién con sulforodamina B (SRB) es un método aceptado por la NCI (Instituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos) que permite evaluar la viabilidad celular
mediante tincidon de proteinas. La SRB es un colorante aminoxanteno con dos grupos
sulfénicos que se unen de forma electrostatica con los residuos de los aminoacidos
basicos de las proteinas en condiciones ligeramente acidas produciendo una coloracion
purpura. Como esta union es estequiométrica, una mayor intensidad de la coloracién

indica una mayor cantidad de proteinas y por ende un mayor numero de células.

Ensayo de invasion:

Para este ensayo se utilizaron placas de 100mm, de las cuales se utilizaron 3 para
cada linea celular, en cada una de las cuales se sembraron 500.000 células crecidas en
10 ml y se incubaron a 37° C por 24 h. Luego, 2 de las 3 placas fueron tratadas con

resveratrol 25 y 5uM respectivamente. La otro placa fue tratada con etanol al 1% v/v.
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Estas placas fueron incubadas nuevamente por 24 hrs. Posteriormente, las células de
cada placa fueron tripsinizadas, centrifugadas y contadas por separado para sembrar sélo
las células viables en una camara de invasion. Previamente a esta camara se le adicionan
60 ul de Matrigel, material que simula la membrana basal de un epitelio (compuesta por:
50 pg/ml de laminina humana, 50 pyg/ml de colageno de tipo IV humano y 2 mg/ml de
gelatina en 10 mM de &cido acético) sobre la membrana porosa (Figura al final del
apartado). La preparacion de la camara de invasién se realizé antes de sembrar las
células ya que se requiere de la gelificacion del matrigel, por lo que una vez puestos estos
insertos en las placas de 24 pocillos, éstas fueron incubadas por 3 h a 37°C. Bajo el
inserto y sobre el fondo del pocillo (compartimiento inferior) se agregaron 250 ul de medio
de cultivo suplementado con 10% de SBF y sobre el matrigel (compartimiento superior) se
sembraron 250.000 células resuspendidas en 250 yl de medio de cultivo suplementado
con 1% de SBF, dejandolas finalmente en la incubadora por 48 h. Transcurrido este
tiempo las células de la parte superior que no migraron a través del matrigel y la
membrana porosa ya que no lograron invadir el matrigel fueron eliminadas con la ayuda
de cotones de papel. Luego la membrana fue retirada de la camara vy las células
adheridas a la parte inferior de ésta fueron fijadas con 100 ul de metanol al 50% v/v por un
periodo de 10 minutos. Seguidamente fueron tefidas con 100 ul de cristal violeta para
tincion de Gram al 1 % p/v durante 1 minuto y posteriormente lavadas con agua destilada
para retirar el exceso de colorante. Finalmente las células adheridas a la membrana
fueron contadas en 15 campos al azar fotografiados de un microscopio 6ptico a 100 X.
Este procedimiento fue repetido 3 veces, la cantidad de células por campo fueron
promediadas y graficadas como porcentaje en funcion al total de células que invadieron

del control de etanol 1%.
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Este ensayo se repitid para comparar el efecto de un inhibidor conocido de la
activacion de NF-kB, la gliotoxina[48]. Se utilizaron 3 para cada linea celular, en cada una
de las cuales se sembraron 500.000 células resuspendidas en 10 ml y se incubaron a 37°
C por 24 h. Luego, 1 placa fue tratada resveratrol en 25 yM, otra placa fue tratada con
gliotoxina 100ng/ml y la restante fue tratada con etanol 1%v/v. La placa que fue tratada
con gliotoxina se le administré el tratamiento 1 hora antes del proceso de tripsinizado,
mientras que las tratadas con Resveratrol y etanol se incubaron 24 hrs con estos
tratamientos. El resto de la metodologia se siguié exactamente a la descrita previamente,
repitiéndose este ensayo en 2 oportunidades, con lo cual y la cantidad de células por
campo fueron promediadas y graficadas como porcentaje en funcion al total de células

qgue invadieron del control de etanol 1%.

Camarade _|
invasion Matrigel
Compartimiento
B superior
| Membrana
Compartimiento _ porosa
inferior
W

Figura 5: Ensayo de invasion.

Medicion de actividad de SOD:

Para este ensayo se utilizaron placas de 100mm, de las cuales se utilizaron 4 para
cada linea celular, en cada una de las cuales se sembraron 500.000 células
resuspendidas en 10 ml y se incubaron a 37° C por 24 h. Luego, 3 de las 4 placas fueron
tratadas con resveratrol en 25, 12,5 y 5uM respectivamente. La otro placa fue tratada con

etanol al 1% v/v. Estas placas fueron incubadas nuevamente por 24hrs. Al concluir aquel
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tiempo las células fueron tripsinisadas, centrifugadas y descartado el medio de cultivo
para luego ser lisadas con Tris/Hcl, Triton X-100, BetaME y PMSF. Luego de lisadas,
fueron centrifugadas a 14000 g por 5 minutos. El sobrenadante, que contiene la actividad
total de SOD citosoélica y mitocondrial fue sometida a los reactivos del Kit de actividad
SOD Biovision (catalog #335-100) el cual esta basado en un método colorimétrico de
WST-1 el cual produce el tinte formazan en contacto con el anidon superoxido, por lo que
en presencia de SOD se inhibe su formacion y es posible cuantificar mediante la medicion
de absorbancia a 450nm. La medicion de actividad fue repetida 3 veces y sus valores
promediados y normalizados por concentracion de proteinas totales. Los resultados de
actividad normalizados fueron graficados segun el porcentaje en funcion al control de

etanol 1%.

La concentracion de proteinas totales fue realizada mediante el método

colorimétrico que utiliza el reactivo Bradford.

Ensayo de activacion de NF-kB.

Para este ensayo se utilizaron placas de 100mm, de las cuales se utilizaron 5 para
cada linea celular, en cada una de las cuales se sembraron 1.000.000 células
resuspendidas en 10 ml y se incubaron a 37° C por 24 h. Luego, 3 de las 5 placas fueron
tratadas con resveratrol en 25, 12,5 y 5uM, para cada linea celular respectivamente, 1
placa por cada linea celular fue tratada con gliotoxina 100ng/ml y la otro placa fue tratada
con etanol al 1% v/v. Las placas tratadas con resveratrol y etanol fueron incubadas por
24rs por cada linea celular, mientras que las placas que fueron tratadas con gliotoxina se
administré el tratamiento 1 hora antes del procedimiento de extraccidbn de proteinas
nucleares [48]. El fundamento del ensayo es purificar las proteinas de los nucleos, de tal

forma que el p65 que haya traslocado a nucleo se unira a la secuencia génica diana que
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se encuentra adherida a los pocillos de la placa de 96 que viene incluida en el Kkit.
Posterior a esto se realiza la lectura colorimétrica a 450nm de la reaccion de HRP, que se

correlaciona con la cantidad de p65 traslocado.

Se procedi6 a la extraccidbn de proteinas nucleares, primero recolectando las
células por separado de cada placa por medio de un “scrapper” junto a su medio y previo
a adicion de solucion de inhibicion de fosfatasas se centrifuga a 300g por 5 minutos a 4°C.
Posterior a centrifugar se desecha el sobrenadante. A cada pellet resultante se adiciona
buffer hipotdnico, dejando un periodo en hielo por 15 minutos de reposo, en espera de
generar edema celular. Posterior a esto se adiciona Nonidet- P40, para luego proceder a
microcentrifugar en pulse spin por 30 segundos. El pellet resultante se resuspende en
buffer de extraccion nuclear y se deja los tubos en hielo en una plataforma movil, para que
después de 30 minutos se centrifuge a 14000g por 10 minutos. El sobrenadante de este
procedimiento posee la fraccion nuclear, las cuales fueron almacenadas a -80°C hasta su

uso en la cuantificacion de p65.

Las muestras de las fracciones nucleares fueron sometidas a los reactivos y buffers
que facilitan la union del p65 presente en el extracto nuclear a la secuencia génica diana
en cada pocillo de la placa incluida en el kit de ensayo de factor de transcripcion NF-
kB(p65) Cayman®. Los valores de absorbancia de cada uno de los tratamientos en ambas
lineas celulares fueron repetidos 2 veces y expresados como porcentaje de p65
traslocado en funcién del control de etanol, previa normalizacion por la concentracion de

proteinas totales del extracto nuclear.
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Ensayo de Actividad de Heparanasa.

Para este ensayo se utilizaron placas de 100mm, de las cuales se utilizaron 4 para
cada linea celular, en cada una de las cuales se sembraron 500.000 células
resuspendidas en 10 ml y se incubaron a 37° C por 24 h. Luego, 3 de las 4 placas fueron
tratadas con resveratrol en 25, 12,5 y 5uM respectivamente. La otro placa fue tratada con
etanol al 1% v/v. Pasadas las 24 horas se separa, previo a descartar, 1 ml de medio de
cultivo por cada placa, al cual se le adiciona inhibidores de proteasas (P8340- Sigma
Aldrich). En cuanto a las células, se adicioné a cada placa un preparado de 450ul de
acetato de sodio 25mM,pH 5,5 junto a 150ul urea 7M y 6ul de inhibidores de proteasa
(P8340- Sigma Aldrich). En aquel medio se realizd la remocion de las células de cada
placa con la utilizacion de “scrapper®, para luego sonicar en hielo el extracto en potencia
maxima por 10 minutos en 2 oportunidades. Tanto los medios como los extractos
celulares se liofilizaron y fueron guardados a -20° C.

Con estos extractos se realizé el ensayo de actividad de heparanasa, para lo cual el
substrato utilizado fue heparan sulfato biotinilado al 15% obtenido segun lo descrito por

Boucas y colaboradores (Boucgas, Trinidade et al. 2008).

En una placa de 96 pocillos (Nalge Nunc International, New York, USA) se adicion6 200u!
de sulfato de protamina 10ug/ml (Sigma-Aldrich, St Louis, USA). Despues de ser incubada
por 18 horas a 37°C la placa fue lavada en 5 ocasiones con PBS. Posterior al lavado se
adiciond 150/ por pocillo de albumina bovina al 1% en PBS, incubandose por 2 horas a

37°C.

Posterior a un nuevo lavado con PBS se agregd 100 u/l de de heparan sulfato biotinilado
solubilizada en acetato de sodio 25mM (pH5,5), llevandose a incubacion por 18 horas a

37°C en bafio humedo. Después, los pocillos con el heparan sulfato biotinilado fueron
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lavados 5 veces con PBS y una vez con acetato de sodio 25mM (pH5,5). A continuaciéon
se adiciona la muestra en estudio en un volumen no mayor de 50u/l, para ser incubado en
acetado de sodio 25mM (pH 5,5) por 18 horas a 37°C. Se lava con PBS y se incuba por 2
horas con 150u/l albimina bovina al 1% a 37°C, para posteriormente lavar nuevamente

con PBS.

Se agrego estreptoavidina conjugada con europio (PerkinElmer, Waltham, USA) diluida al
1:1000 en PBS, en una cantidad de 100ul por pocillo, incubandose a temperatura
ambiente por 40 minutos, protegido de la luz. Se lava con PBS y se adiciona solucién de

realce (PerkinElmer, Waltham, USA) por 3 minutos en agitacion.

La placa fue leida en el lector Victor? (PerkinElmer, Waltham, USA). Los valores obtenidos
corresponden a la cantidad de heparan sulfato inmobilizado no degradado y la actividad
de heparanasa se definid como el heparan sulfato degradado fruto de la diferencia entre la
cantidad de heparan inmobilizado despues de la incubacion con las muestras comparados
a la curva de concentraciones de heparan sulfato inmobilizado realizada sin muestras.

Los ensayos fueron realizados en triplicado.

Analisis estadistico:

Para la busqueda de significancia estadistica de los resultados se utilizo el test no
paramétrico Kruskal-Wallis para busqueda de diferencia entre las medias de los grupos de
tratamientos y el test no paramétrico de Wilcoxon para analizar la significancia de la
diferencia de medias entre dos tratamientos distintos. Estos analisis fueron realizados en

el programa Stata 10.
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Resultados

Ensayo de viabilidad dosis-dependencia

Se utilizé la técnica colorimétrica de sulforodamina B, la cual permite correlacionar
la masa celular a la absorbancia obtenida de cada ensayo. El resveratrol se disolvid en
alcohol etilico al 100%, y al ser usado para investigar su rol bioldégico queda diluido en
concentraciones no superiores al 1% del alcohol etilico. Dado que este solvente podria
ejercer efecto sobre la supervivencia de las lineas celulares, previo a la realizacién de los
ensayos con las distintas dosis de resveratrol se compar6 la viabilidad de las lineas
celulares tratadas con etanol al 1% v/v respecto a las células sin tratar.

En la figura 6 se muestra el control negativo en comparacion con el control de solvente

(etanol al 1% v/v).

Viabilidad células AGS Viabilidad células MKN45
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Figura 6: Viabilidad de células de las lineas AGS y MKN45 al ser expuestas a etanol 1% v/v
(control de solvente). Los valores de absorbancia de seis mediciones por ensayo realizado por
cuadruplicado fueron promediados y expresados como porcentaje del control sin exposicion a
etanol, con su respectiva desviacion estandar. No existe diferencia estadisticamente significativa
en la pequefa variacion observable en el gréafico.

En la figura 6 se observa que el etanol al 1% v/v no tiene efecto significativo sobre
la viabilidad celular en ninguna de las lineas celulares, no mostrando diferencia

estadisticamente significativa en relacion al control negativo (p>0,05) en ambos casos,
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por lo que a partir de estos resultados la comparacion de los tratamientos se realizo entre

las células tratadas con los compuestos y el control de solvente.

El efecto del resveratrol para cada dosis utilizada, tanto para la linea celular AGS

(figura 7) como la MKN45 (figura 8) se observa en los siguientes graficos:

Viabilidad células AGS
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Resveratrol

Figura 7: Efecto del resveratrol sobre la viabilidad en linea celular AGS. Los valores de absorbancia de seis
mediciones por ensayo realizado por cuadruplicado fueron promediados y expresados como porcentaje del
control sin exposicion a etanol, con su respectiva desviacion estandar. Existe significancia estadistica (*) en la

diferencia entre estos valores promedios (p<0,05), especificamente para las concentraciones 150uM y 200uM
con respecto al control (p<0,05).
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Figura 8: Efecto del resveratrol sobre la viabilidad en linea celular MKN45. Los valores de absorbancia de seis
mediciones por ensayo realizado por cuadruplicado fueron promediados y expresados como porcentaje del control
sin exposicion a etanol, con su respectiva desviacion estandar. Existe significancia estadistica en la diferencia entre
estos valores promedios (p<0,05), especificamente para las concentraciones 200,150,100,75,50 yM (p<0,05).
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En ambas lineas celulares se aprecia una disminucion de la viabilidad dependiente
de la dosis, encontrandose diferencias en la viabilidad con significancia estadistica en
ambos casos (p<0,05).

En el caso de la linea celular AGS las concentraciones de resveratrol 200 yM, 150
UM reducen la viabilidad en mas de 90% respecto al control, diferencia con significancia
estadistica (p<0,05). En el caso de las concentraciones 100 yM, 75 uM, 50uM, 25 uM,
12,5 uM y 5 uM se aprecia reduccion en la viabilidad de alrededor un 80% en el caso de
100 uM y 75 puM, descendiendo progresivamente a reduccion de mas de 75% en el caso
de 50uM, 45% en el caso de 25uM, llegando a viabilidades que superan el 70% y 90% en
el caso de 12,5 uM y 5 uM, respectivamente.

En el caso de la linea celular MKN45 las concentraciones de resveratrol 200 pM,
150 puM, 100 uM, 75 uM, 50 uM presentan reducciones de la viabilidad mayores al 80%,
llegando a mayores del 95% en caso de los 200 yM, con diferencias estadisticamente
significativas respecto al control (p<0,05). Las concentraciones 25 uM, 12,5 yM y 5 uM

presentan reducciones desde el 40% hasta cerca del 10% en el caso de 5 yM.

Ensayo de viabilidad tiempo-dependencia

Se continud trabajando con 3 concentraciones de Resveratrol (25 yM, 12,5 uM, 5
UM), tanto para este ensayo como para los siguientes. Estas concentraciones, a pesar de
tener menor efecto sobre la viabilidad de ambas lineas de cancer gastrico, poseen efecto
in vitro demostrado en la inhibicion de NF-kB en lineas celulares mieloides, linfoides y
epiteliales [64, 65]. Se analiz6 el efecto de cada concentracion de resveratrol a las 24, 48,
72 y 144 horas de exposicion en relacion al control de etanol al 1% v/v tal y como se

indico anteriormente para el analisis de dosis-dependencia .
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En las siguientes figuras (figuras 9 y 10) se observa la viabilidad celular dependiente del

tiempo:

Viabilidad células AGS segun tiempo exposicién
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Figura 9: Efecto del resveratrol en dosis 25, 12,5y 5 uM a las 24, 48, 72 y 144 horas de exposicion
en la linea celular AGS. Se grafica en funcion del control de etanol 1%v/v los promedios de las
mediciones de absorbancia de 6 pocillos para cada concentracion de resveratrol en las respectivas
horas de exposicion evaluadas, procedimiento realizado por cuadruplicado. Existe significancia
estadistica (*) entre horas de medicién para las diferencias de viabilidad al utilizar 25 pyM y 12,5 uM

(p<0,05).
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Figura 10: Efecto del resveratrol en dosis 25, 12,5 y 5 uM a las 24, 48, 72 y 144 horas de exposicion
en la linea celular MKN45. Se grafica en funcion del control de etanol 1%v/v los promedios de las
mediciones de absorbancia de 6 pocillos para cada concentracién de resveratrol en las respectivas
horas de exposicién evaluadas, procedimiento realizado por cuadruplicado. Existe significancia
estadistica (*) entre horas de medicién para las diferencias de viabilidad al utilizar 25uM y 12,5uM
(p<0,05).
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Se observa que en ambas lineas celulares el efecto del resveratrol sobre la
viabilidad aumenta con el paso de las horas, llegando a un punto minimo a las 72 horas,
para luego revertirse en la medicion de la viabilidad realizada a las 144 horas. Estas
diferencias entre el efecto del resveratrol sobre la viabilidad dependiendo del tiempo
poseen significancia estadistica en ambas lineas celulares al disminuir la dosis hasta la
concentracion 12,5 uM (p<0,05), ya que si bien con la concentracion 5 yM se observa un
efecto mayor a las 72 horas, la diferencia no es estadisticamente significativa respecto a

los otros tiempos de medicion.

Efecto de resveratrol sobre la capacidad invasiva de las lineas celulares

Se realizd el ensayo en camara de invasion con el fin de evaluar la capacidad
invasiva de las lineas celulares AGS y MKN45 sometidas al rango de concentraciones ya
probadas en la prueba de tiempo-dependencia, para lo cual se utilizé una camara de
invasion con matrigel por cada concentracion 25 yM , 5 yM y el control de etanol 1% Este
procedimiento fue realizado en triplicado, promediando los resultados de cada ensayo y
expresando los resultados como porcentaje de células que logran invadir a través de la
membrana porosa con respecto al control.

A continuacion se muestran fotografias (400x) representativas del efecto del

resveratrol sobre la capacidad invasiva de las lineas celulares (figura 11):
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AGS Etanol 1% MKN45 Etanol 1%

Figura 11: Fotografias (400x) representativas de los 15 campos evaluados al azar para cada membrana. Se puede apreciar una
disminucion del numero de células, tanto para la linea celular AGS como MKN45 que logran invadir el matrigel y la membrana
porosa en la medida que aumenta la concentracion de Resveratrol, comparado al control de etanol 1%.
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Para cuantificar este fenOmeno se expone en los siguientes graficos (figuras 12 y 13) el

conteo de células:
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Figura 12: Ensayo en camara de invasion. Células de la linea AGS fueron expuestas por 72
horas a cada concentracion de resveratrol y el control de etanol. Las células que invadieron
matrigel y membrana porosa fueron contadas de 15 campos (400x) al azar y la suma de células
se promedi6 del triplicado del ensayo. Se grafica el promedio de células, con su respectiva
desviacién estandar, en funcion al control de etanol. Ambas concentraciones presentan
significancia estadistica (*) en su diferencia al control (p<0,05).
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Figura 13: Ensayo en camara de invasion. Células de la linea MKN45 fueron expuestas por 72
horas a cada concentracion de resveratrol y el control de etanol. Las células que invadieron
matrigel y membrana porosa fueron contadas de 15 campos (400x) al azar y la suma de células
se promedi6 del triplicado del ensayo. Se grafica el promedio de células, con su respectiva
desviacién estandar, en funcion al control de etanol. Ambas concentraciones presentan
significancia estadistica (*) en su diferencia al control (p<0,05).



Se puede apreciar en la linea celular AGS una disminucion, respecto al control de
etanol 1%, cercana a un 60% de la capacidad invasiva (p<0,05) con la concentracion de 5

UM de resveratrol, asi como de cerca del 90% con la concentracion 25 yM (p<0,05).

En el caso de la linea celular MKN45 se aprecia una disminucion, respecto al
control de etanol 1%, de mas de 70% de la capacidad invasiva (p<0,05) con la
concentracion de 5 yM de resveratrol, asi como de cerca del 95% con la concentracion 25

UM (p<0,05).

Actividad de SOD

Teniendo en cuenta el efecto del resveratrol sobre |la capacidad invasiva de las
lineas celulares AGS y MKN45 se procedid a evaluar el efecto de este polifenol sobre la
actividad de SOD en ambas lineas celulares. resveratrol aumenta la actividad de las 3
isoformas de SOD [62, 63], asi como en lineas de cancer de mama el aumento de
expresion de SOD3 disminuye la actividad de Heparanasa [41], situacion que podria
explicar el efecto de Resveratrol sobre la capacidad invasiva.

La actividad de SOD fue medida por triplicado para cada grupo de células tratadas
con 25, 12,5y 5 uM de resveratrol, asi como para el control de etanol 1% de ambas lineas
celulares y normalizada por la concentracion de proteinas totales respectiva, quedando la
actividad expresada en porcentaje de actividad respecto al control por cada pg/ul de
proteinas totales. Los siguientes gréaficos (figuras 14 y 15) muestran los resultados de la

actividad:
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Porcentaje de actividad de SOD
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Figura 14: Actividad de SOD en funcién al control de etanol en células AGS, normalizada por
concentracion de proteinas totales. Valores obtenidos de 3 mediciones fueron promediadas y
graficadas con sus respectivas desviaciones estandar. En el caso de la concentraciéon 25 yM la
diferencia alcanza significancia estadistica (*) (p<0,05).
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Figura 15: Actividad de SOD en funcién al control de etanol en células MKN45, normalizada por
concentracion de proteinas totales. Valores obtenidos de 3 mediciones fueron promediadas y
graficadas con sus respectivas desviaciones estandar. En el caso de la concentraciéon 25 yM la
diferencia alcanza significancia estadistica (*) (p<0,05).

En el caso de la linea celular AGS, el resveratrol es capaz de aumentar el
porcentaje de actividad de SOD en las concentraciones de 25 y 12,5 yM, llegando a un
aumento de 60%, en el caso de la concentracion 25 yM, sobre el control de etanol 1%,

alcanzando significancia estadistica (p<0,05).
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En el caso de la linea celular MKN45, las 3 concentraciones logran aumentar la
actividad de SOD por sobre el control de etanol 1%, llegando a un aumento de 150% por
sobre el control en el caso de la concentracidon de resveratrol 25 yM (p<0,05). Las
concentraciones 12,5 yM y 5 pyM logran aumentos comparativamente mayores a los
alcanzados a las mismas concentraciones en la linea celular AGS, sin embargo, no

alcanzan la significancia estadistica.

Activacion de NF-kB.

Con objeto de estudiar el efecto del resveratrol sobre la activacion de NF-kB,
inhibicién que podria explicar el efecto sobre la inhibicion de la capacidad invasiva de las
lineas celulares estudiadas se realizo el siguiente ensayo que cuantifica el p65 traslocado
al nucleo por medio de una reaccion enzimatica colorimétrica asociada a HRP. Tanto
para la linea celular AGS como MKN45 se compard el efecto de resveratrol en 25, 12,5y
5uM, gliotoxina 100 ng/ml (inhibidor de activacion de NF-kB) y el control de etanol 1%. Se
midié la absorbancia en duplicado para cada tratamiento, fue promediada, normalizada
por las proteinas totales nucleares (ug/ul) y expresada como porcentaje del resultado de

activacion respecto del control etanol.
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Activacion de NF-kB en linea AGS
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Figura 16: Actividad de NF-kB medido como el p65 traslocado a nicleo, en funcion del control y
normalizado por proteinas nucleares totales en la linea celular AGS. Valores obtenidos del promedio
de 2 mediciones de p65 con su respectiva desviacion estandar. La diferencia en actividad para los 3
tratamientos graficados presenta significancia estadistica (*) (p<0,05).El extracto nuclear tratado con
5uM no pudo ser evaluado por destruccion errénea.

En la figura 16, correspondiente a la linea celular AGS se observa que, bajo el
estimulo del tratamiento con gliotoxina 100ng/ml, un inhibidor conocido de NF-kB, el
porcentaje de activacion de este factor de transcripcion se reduce en un 30%, disminucién
estadisticamente significativa (p<0,05). Al igual que gliotoxina, el resveratrol en 25y 12,5
UM reduce la activacion de NF-kB, en un porcentaje de alrededor un 45%, lo cual

corresponde a una disminucidn significativa respecto al control.

Activacion de NF-kB en linea MKNA45
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Figura 17: Actividad de NF-kB medido como el p65 traslocado a nicleo, en funcion del control y
normalizado por proteinas nucleares totales en la linea celular AGS. Valores obtenidos del

promedio de 2 mediciones de p65 con su respectiva desviacion estandar. La diferencia en actividad
para los 3y gliotoxina tratamientos graficados presenta significancia estadistica (p<0,05).
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En la figura 17, correspondiente a la linea celular MKN45 se observa como, bajo el
tratamiento con gliotoxina (100ng/ml), el porcentaje de activacion de este factor de
transcripcion se reduce cerca de un 50%, disminucion estadisticamente significativa
(p<0,05). Al igual que gliotoxina, el resveratrol en 25, 12,5 y 5 yM reduce la activacion de
NF-kB, en un porcentaje de alrededor un 50% en el caso del tratamiento con 25 yM de
resveratrol y una disminucion de aproximadamente 30% para las concentraciones de 12,5

y 5 UM, lo cual corresponde a una variacion significativa respecto al control.

Efecto del resveratrol sobre la capacidad invasiva y su relacion con NF-kB

Considerando que el resveratrol se comporta de forma similar a gliotoxina en su
efecto como inhibidor de la activacion de NF-kB se realizé de nuevo el ensayo de invasion
con matrigel. con las mismas caracteristicas previamente descritas, salvo que se utilizaron
3 tratamientos: etanol 1% como control, Resveratrol 25 yM vy gliotoxina 100ng/ml. Este
procedimiento fue realizado en duplicado, promediando los resultados de cada ensayo y
expresando los resultados como porcentaje de células que logran invadir con respecto al

control.

A continuacion se muestran fotografias (400x) representativas del efecto del

resveratrol y/o gliotoxina sobre la capacidad invasiva de las lineas celulares (Figura 18):
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AGS Etanol 1% MKN45 Etanol 1%

AGS 25 yM Resveratrol MKN45 25 yM Resveratrol

AGS Gliotoxina 100ng/ml MKN45 Gliotoxina 100ng/ml

Figura 18: Fotografias (400x) representativas de los 15 campos evaluados al azar para cada membrana. Se puede apreciar una
disminucion del niumero de células, tanto para la linea celular AGS como MKN45 que logran invadir el matrigel y la membrana
porosa, tanto para el tratamiento con resveratrol como el tratamiento con gliotoxina, inhibidor de la activacion de NF-kB, comparado
al control de etanol 1%.

Las imagenes previas fueron cuantificadas y se muestran en los siguientes graficos

(figuras 19 y 20), en los cuales se observa que en ambas lineas celulares el tratamiento
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con resveratrol 25 yM ejerce un efecto inhibitorio de la invasividad in vitro analogo al que
muestra el tratamiento con gliotoxina 100ng/ml , inhibidor de la activacion de NF-kB.
Ambos tratamientos, tanto para la linea AGS como MKN45 presentan significancia

estadistica en comparacion al control de etanol 1% (p<0,05).
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Figura 19: Ensayo en camara de invasion. Células de la linea AGS fueron expuestas
por 72 horas resveratrol 25 pM, gliotoxina 100ng/ml y al control de etanol. Las células
que invadieron matrigel y membrana porosa fueron contadas de 15 campos (400x) al
azar y la suma de células se promedié del duplicado del ensayo. Se grafica el promedio
de células, con su respectiva desviacion estandar, en funciéon al control de etanol.
Ambos tratamientos presentan significancia estadistica (*) en su diferencia al control

(p<0,05).
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Figura 20: Ensayo en camara de invasion. Células de la linea MKN45 fueron expuestas
por 72 horas resveratrol 25 pM, gliotoxina 100ng/ml y al control de etanol. Las células
que invadieron matrigel y membrana porosa fueron contadas de 15 campos (400x) al
azar y la suma de células se promedio del duplicado del ensayo. Se grafica el promedio
de células, con su respectiva desviacion estandar, en funcién al control de etanol. Ambos
tratamientos presentan significancia estadistica (*) en su diferencia al control (p<0,05).
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Actividad de heparanasa en las lineas celulares

Con el fin de cuantificar el efecto de resveratrol sobre la actividad de Heparanasa,
enzima planteada como clave en este estudio en el proceso de invasion del cancer
gastrico, se realiz0 el ensayo en el cual expresan los resultados de la actividad de la
enzima heparanasa en funcién a la capacidad de degradacion de Heparan Sulfato por
parte de la fraccion celular del cultivo y del medio de cultivo de las lineas celulares AGS y
MKN45 tratadas con Resveratrol en las concentraciones de 25 yM, 125 uM y 5 uM

comparado al control de etanol 1%.

Actividad de Heparanasa linea celular AGS
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Figura 21:Actividad de Heparanasa calculada segun la capacidad de degradacion de heparan sulfato
por cada fraccién celular de lineas AGS expuestas a resveratrol y al control de etanol, normalizada
por concentracién de proteinas. Se grafica el promedio de los valores obtenidos del ensayo realizado
en triplicado, con su respectiva desviacion estandar. La disminucién de actividad de heparanasa para
25 uMy 12,5 uM presenta significancia estadistica (*) (p<0,05).
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Actividad de Heparanasa linea celular MKN45
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Figura 22: Actividad de Heparanasa calculada segun la capacidad de degradaciéon de heparan sulfato
por cada fraccion celular de lineas MKN45 expuestas a resveratrol y al control de etanol, normalizada
por concentracién de proteinas. Se grafica el promedio de los valores obtenidos del ensayo realizado
en triplicado, con su respectiva desviacion estandar. Las diferencias en la actividad de heparanasa de
los distintos tratamientos no presenta significancia estadistica (p>0,05).

Como se aprecia en el grafico (figura 21) , en el caso de la linea celular AGS la
extraccion celular presenta una disminucion de la actividad de heparanasa en las 3
concentraciones utilizadas frente al control, con disminucidbn dependiente de la
concentracidon de resveratrol, disminuyendo la actividad alrededor de un 40% en la
concentracion 25 yM de Resveratrol, y un 25% en la concentracion 12,5 yM, respecto al
control. La disminucion de actividad provocada por ambas concentraciones de resveratrol
mencionadas poseen significancia estadistica (p<0,05). Si bien la concentracion 5 uM de
resveratrol genera disminucion en promedio de la actividad, no alcanza significancia
(p>0,05).

En el caso de la fraccion celular del cultivo de la linea celular MKN45 (figura 22),
existe un aumento sin significancia estadistica de la actividad de heparanasa frente al
tratamiento de 25 yM de resveratrol, mientras que las otras 2 concentraciones poseen una
ligera disminucion, pero al igual que la concentracion mayor de resveratrol, sin

significancia estadistica (p>0,05).
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Figura 23: Actividad de Heparanasa calculada segun la capacidad de degradaciéon de heparan
sulfato por los medios de cultivo condicionados de lineas AGS expuestas a resveratrol y al control
de etanol, normalizada por concentracién de proteinas. Se grafica el promedio de los valores
obtenidos del ensayo realizado en triplicado, con su respectiva desviacion estandar. Las
diferencias en la actividad de heparanasa no poseen significancia estadistica (p>0,05).

Actividad de Heparanasa en medio de cultivo
condicionado linea MKN45

0,16

ad
o
—
-

[—
[

ug Hepardn sulfato degradado
n ®co 0 60 © ® @
&

Etanol 1% 25uM resveratrol 12,5uM resveratrol SuM resveratrol

Tratamiento del cultivo

Figura 24: Actividad de Heparanasa calculada segun la capacidad de degradacion de heparan sulfato
por los medios de cultivo condicionados de lineas AGS expuestas a resveratrol y al control de etanol,
normalizada por concentracion de proteinas. Se grafica el promedio de los valores obtenidos del
ensayo realizado en triplicado, con su respectiva desviacion estandar. Las diferencias en la actividad de
heparanasa no poseen significancia estadistica (p>0,05).

En el caso del medio de cultivo condicionado por las células de las lineas AGS y
MKN45 (figuras 23 y 24), se observa un aumento en la actividad de heparanasa, en
funcidbn a la degradacion de heparan sulfato, respecto al control. Sin embargo, estas

diferencias no alcanzan significancia estadistica (p>0,05).
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Discusidn

El resveratrol puede considerarse dentro del grupo de los denominados
fitoquimicos, término que se suele utilizar para definir a los compuestos bioactivos
presentes en alimentos y bebidas de origen vegetal, sin valor nutricional, y que poseen
cualidades preventivas o de tratamiento para ciertas enfermedades (enfermedades
cardiovasculares, neoplasicas, neurodegenerativas, entre otras) [66-68]. Sin embargo, la
definicion es un poco mas amplia, ya que a este grupo también pertenecen compuestos
derivados de especies vegetales que han sido utilizadas como herramientas terapéuticas
a lo largo de la historia, pero que no necesariamente son parte de la dieta (como lo es la
Vincristina, derivada de la especie Vinca rosea, utilizada para el tratamiento del cancer en
la medicina tradicional india[69]) o incluso vegetales evitados por su potencial tdxico,
como por ejemplo las especies del género Taxus, productores de la clase de
quimioterapéuticos denominados taxanos [70], conocidas desde la antigiedad como
fuente de venenos (como menciona Plinio el viejo en su Historia Natural).

El viaje del resveratrol desde los usos tradicionales de elementos vegetales que los
contienen hasta las investigaciones en los mas diversos campos de la salud humana,
animal y vegetal incluye hallazgos prometedores en el complejo grupo de las patologias
neoplasicas. Como ya fue expuesto, el resveratrol ha mostrado efecto beneficioso sobre la
iniciacion, promocién y progresion del proceso carcinogénico [55]. Hay algunos casos de
quimiopreventivos/quimioterapéuticos de origen vegetal donde existe un mecanismo de
accion unico conocido que explica sus efectos, como es el caso del ya mencionado Taxol
y su efecto sobre Topoisomerasa, sin embargo, este hecho no se ajusta a la mayoria de
estos compuestos [70]. En general estos compuestos presentan un mecanismo complejo

por el cual ejercen su efecto, y el resveratrol es ejemplo de aquello.
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Una mirada a los mecanismos mas importantes identificados que explicarian los
efectos antineoplasicos del resveratrol serian: inhibicion del citocromo p450 (lo que reduce
la transformacidbn de sustancias exdgenas, denominadas procarcinégenos, en
carcinbgenos y aumenta biodisponibilidad de quimioterapéuticos), inhibicion de
ciclooxigenasa (reduciendo los mediadores inflamatorios que favorecerian el proceso
carcinogénico)[55]; modulacion del dafio oxidativo inhibiendo la funcion de ornitina
descarboxilasa y la lipoperoxidacion, asi como aumentando la actividad de SOD, glutation
peroxidasa, catalasa y quinona reductasa [71]. Asociado a aquello, el resveratrol ha
demostrado inducir apoptosis eficientemente mediante la regulacion al alza de p53,
activacion de caspasas, disminucion de niveles de Bcl-2 y Bcl-x, incremento de Bax,
inhibicion de ciclinas tipo D e interferencias en las vias de sefalizacion de NF-kB y AP-
1[72]. Si bien en los procesos de invasidn y metastasis se han descrito efectos del
resveratrol sobre enzimas clave como las MMPs, la revision bibliografica y articulos de
revision no muestran el posible efecto que pueda tener sobre Heparanasa [54].

La figura 25 expone la gran cantidad de informacibn a modo de esquema

agrupando la relacion de resveratrol con diferentes procesos celulares:
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Figura 25: Blancos moleculares descritos en el efecto anti-carcinogénico del

Resveratrol[54].

Existe evidencia in vitro de que resveratrol disminuye la proliferacion de diversos
tipos de cancer e induce apoptosis y secuestro del ciclo celular en etapa S/G2, de forma
dependiente de la dosis y con dosis efectivas desde los 5uM [54, 73, 74]. Asi mismo, en el
caso de cancer gastrico, a nivel de lineas AGS y KATO-Ill se habia demostrado
previamente la disminucion de la proliferacion, con dosis de 100 yM de resveratrol, con
una dependencia al tiempo de exposicion (efecto maximo a las 48hrs-72hrs)[75]. En el
presente trabajo, se observa una disminucion de la proliferacion de mas de 75% en las
lineas AGS y MKN45 desde la concentracion 50 pyM, llegando a niveles cercanos al 100%
con dosis 200 yM a las 72hrs. Esto muestra claramente como el resveratrol posee un
efecto dependiente de la dosis utilizada, tanto para la linea celular AGS como la MKN45.

En caso de la prueba de tiempo dependencia se utilizaron las concentraciones 25,

12,5 y 5 uM, en las cuales se logra significancia estadistica de la disminucion de la
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proliferacion a las 72 horas de exposicion al compuesto. Posterior a esto la tendencia a la
recuperacion de los niveles celulares a las 144horas es clara, volviendo a niveles de
viabilidad en que la diferencia no posee significancia estadistica. Con estos antecedentes
es posible postular que el efecto de una dosis Unica de resveratrol in vitro sobre las lineas
AGS y MKN45 posee dependencia al tiempo de exposicién al compuesto.

La invasion y la metastasis en el proceso neoplasico son las principales causas de
la falla de tratamiento, ademas de ser el evento que se relaciona con mayor frecuencia
con la muerte del paciente [2]. De esta forma, estrategias para prevenir o suprimir la
invasion y metastasis debieran mejorar la sobrevida de los pacientes con cancer. La
degradacion de la membrana basal y de la matriz extracelular son los eventos iniciales y
esenciales que las células neoplasicas deben llevar a cabo para invadir tejidos
colindantes y realizar metastasis a 6rganos distantes [76]. Los componentes de estas
barreras (componentes de la matriz extracelular como HSPGs, colagenos, fibronectinas,
lamininas, entre otros) son degradados por una bateria enzimética celular; MMPs, asi
como Heparanasa [13]. Estas enzimas son importantisimas en procesos de migracion
leucocitaria y del desarrollo embrionario, pero en este caso son la clave de un proceso
fisiopatolégico grave y con consecuencias mortales en la mayoria de los casos.

Junto al ya nombrado efecto sobre la viabilidad, queda demostrado el efecto anti-
invasivo del resveratrol en las lineas celulares AGS y MKN45 in vitro, invasion a través de
la membrana con matrigel casi ausente en la concentracion 25 yM y disminuyendo a
menos de la mitad comparado al control en el caso de la concentracion 5 yM. Estos
resultados son similares a los obtenidos con el uso de siRNA contra heparanasa en
cancer gastrico [17]. A su vez, existe evidencia in vitro en lineas de cancer de mama con
un analogo natural del resveratrol, el piceatanol, donde se observa una reduccién de
cerca del 60% de invasion respecto al control a una concentracién de 10 yM [24], lo que
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hace de los resultados obtenidos con resveratrol en el presente estudio, datos muy
prometedores.

Concordante a estos resultados, se aprecia un aumento de actividad total de SOD
dependiente de la concentracion de resveratrol, que varia entre 0,6 veces en la linea
celular AGS y 1,5 veces en la linea celular MKN45. Esta situacion concuerda con los
resultados del ensayo de invasion, situacion en la cual ROS se han implicado en la
activacion patologica de MMPs y uPA, asi como en la sobreexpresion de Heparanasa y
en el efecto directo en la degradacion de HS. Es mas, resultados previos a nivel de lineas
de cancer de mama demostraron que el secuestro de ROS por la sobreexpresion de la
forma extracelular de SOD se relaciona con la disminucion en la expresion y actividad de
Heparanasa, teniendo como consecuencia una disminucion de la capacidad invasiva de
las lineas celulares en estudio [41].

Dentro del proceso que sigue la neoplasia para llevar adelante la invasion de los
tejidos, el aumento de expresion de Heparanasa ha sido ligada en cancer gastrico a la
activacion de NF-kB [43]. Teniendo en cuenta ese hecho, se evalu6 la activacion de NF-
kB en ambas lineas celulares tratadas con resveratrol y se constatd que existe una
disminucién de aproximadamente un 50% en la activacion de NF-kB al tratar la linea
celular AGS con resveratrol en las dosis 25 y 12,5 yM, asi como una disminucién de
alrededor un 50% de la activacion con el tratamiento de 25 yM y aproximadamente un
70% con las dosis 12,5 y 5 yM en la linea celular MKN45. Las disminuciones en la
activacion en ambas lineas celulares presentan significancia estadistica (p<0,05).

La activacion de NF-kB en presencia de resveratrol fue contrastada con gliotoxina
(inhibidor especifico de NF-kB) a una concentracion de 100ng/ml en ambas lineas
celulares. Esos resultados muestran que si bien la disminucién de activaciéon de NF-kB
con los tratamientos de resveratrol muestran una tendencia a ser mayor, no existe
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diferencia estadistica entre los tratamientos con resveratrol y gliotoxina a 100ng/ml en los
ensayos realizados. Estos resultados arrojan como el resveratrol presenta, al menos, la
misma actividad de inhibicion de la activacion de NF-kB como la gliotoxina en las lineas
de cancer gastrico evaluadas.

Para evaluar la participacion de NF-kB en los eventos de invasion, se realiz6 un
nuevo ensayo en camara de invasion, esta vez contrastando la dosis de resveratrol 25 yM
a la dosis de gliotoxina usada en la cuantificacion de la activacion de NF-kB. Tal como se
esperaba, en ambas lineas celulares se observa como la inhibicion de la activacion de
NF-kB mediada por gliotoxina 100ng/ml es similar a la que logra resveratrol 25 M, lo cual
asociado la inhibicion que logra resveratrol de la activacion de NF-kB permite inferir que la
disminucién de la capacidad invasiva de las lineas de cancer gastrico tras el tratamiento
con resveratrol podria deberse, al menos en parte, a la disminucion de la activacion de
NF-kB inducida por resveratrol.

El efecto sobre la capacidad invasiva de ambas lineas celulares se correlaciona
con los resultados sobre la actividad de SOD vy la activacion de NF-kB. Segun lo planteado
como hipétesis en este trabajo seria la Heparanasa el efector de invasion de estas lineas
celulares de cancer gastrico el que veria afectada su actividad a causa del efecto del
resveratrol sobre SOD y NF-kB.

Al evaluar la actividad de Heparanasa las concentraciones 25 uM y 12,5 uM de
resveratrol disminuyen con significancia estadistica (p<0,05) la actividad de Heparanasa
de la fraccion celular de la linea celular AGS. Este resultado aporta evidencia valiosa
respecto al mecanismo que el resveratrol tendria para disminuir la capacidad invasiva de
la linea celular AGS, al poseer efecto bioldgico sobre SOD y NF-kB.

Al evaluar la fraccion celular de la linea celular MKN45 se observan resultados no
concluyentes con la mayor actividad de SOD, disminucion de la invasividad o la
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disminucién de la activacion de NF-kB. De esta situacion se infiere que, si bien resveratrol
tiene efecto sobre la actividad de Heparanasa en la linea celular AGS, al no tener efecto
sobre la linea celular MKN45 debieran existir otros mecanismos mediante los cuales
resveratrol disminuye la capacidad invasiva de esta linea celular. A su vez, las neoplasias
suelen variar en su capacidad de resistencia a drogas [12], y si consideramos que el
origen de las lineas celulares utilizadas en los ensayos tienen origen diferente en estadio
neoplasico (derivado de tumor gastrico en el caso de AGS, derivado de metastasis
hepatica en MKN45 [77]) se podria plantear una posible explicaciéon a esta diferencia
basado en aquel hecho.

Al evaluar el efecto de resveratrol sobre la disminucidon de actividad de la
Heparanasa secretada a medio en ambas lineas celulares no muestra resultados
concluyentes. En la revisidon bibliografica no se encontré articulos que estudien la
actividad de Heparanasa secretada a medio de cultivo, enzima que puede inactivarse
frente a las variaciones de pH u otros factores fuera de las condiciones fisioldgicas, por lo
que faltan antecedentes para determinar si resveratrol influye en la actividad de esta
enzima en los medios condicionados por las lineas AGS y MKN45.

Estudios previos muestran como el knock-down de Heparanasa disminuye la
capacidad invasiva de lineas celulares de cancer gastrico [17]. En el presente trabajo se
constatd el efecto in vitro del resveratrol sobre la capacidad invasiva de las lineas
celulares AGS y MKN45. En la linea celular AGS existe disminucion significativa de la
actividad de Heparanasa con el uso de resveratrol, no asi en la linea celular MKN45.

Por otro lado, en la bibliografia el resveratrol posee efecto sobre la actividad y
niveles de MMPs (especialmente la MMP-2 y MMP-9) [56, 78], por lo que se puede
plantear que la disminucion de la capacidad invasiva de la linea celular MKN45 observada

en el ensayo con matrigel en la camara de invasion podria ser debida al efecto del
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polifenol sobre MMPs. En este sentido, existe evidencia de que la inhibicibn de la
activacion de NF-kB reduce la expresion y actividad de MMPs, especialmente la MMP9,
para la cual se encuentra evidencia molecular de que NF-kB se une especificamente a su
secuencia génica. La evidencia aportada por el presente trabajo permite plantear que al
menos en la linea celular AGS existe ademas disminucion de la actividad de Heparanasa,
concordante con la inhibicion de NF-kB y la mayor actividad de SOD. Es posible plantear
la hipotesis, al menos que para la linea celular MKN45 es la relacidn entre la inhibicion de
NF-kB y las MMPs lo que explicaria el efecto del resveratrol sobre la capacidad invasiva,
asociado a los efectos de disminucion de ROS mediados por la mayor actividad de SOD
descrita en este trabajo.

Ademas existe evidencia de que la actividad de Heparanasa esta involucrada en
procesos fisioldgicos de neovascularizacion, inflamacion, migracion leucocitaria, entre
otras [79], lo que convierte esta enzima en un blanco interesante de estudio.
Recientemente se logré6 generar un ratdn knock-out a Heparanasa el cual resultd
fenotipicamente sano, con vida de acuerdo al promedio y fértil. Al comunicar estos
resultados los autores proponen, basados en el hallazgo del aumento de niveles de MMPs
(especialmente MMP-2 y MMP-14) que serian estas enzimas las que compensan con su
actividad la falta de Heparanasa [80].

Como ya fue mencionado, resveratrol es capaz de disminuir la capacidad invasiva
de la linea celular AGS junto con disminuir la actividad de Heparanasa. Es necesario
proseguir con nuevos estudios que puedan complementar este hecho, incluir nuevas
lineas celulares de cancer gastrico y aclarar como en la linea celular AGS el efecto del
resveratrol también disminuiria actividad y/o niveles de MMPs. A su vez, los nuevos

estudios debieran enfocarse a investigar como el resveratrol logra la disminucion de la
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capacidad invasiva de MKN45, sin un efecto aparente sobre Heparanasa, siendo la
principal hipotesis el efecto sobre MMPs.

En la actualidad existen decenas de ensayos clinicos en curso (clinicaltrials.gov),
tanto para uso como quimiopreventivo como adyuvante quimioterapéutico, que buscan
trasladar a la medicina humana los hallazgos favorables antineoplasicos a nivel preclinico
del resveratrol. Las concentraciones utilizadas in vitro en este estudio superan entre 2 a
100 veces la maxima concentracion plasmatica de resveratrol en humanos luego de una
ingesta oral de 360 pg/kg (concentracion limite por debajo de la cual no existe efecto
adverso gastrointestinal) y en mas de un estudio hay discordancia con los efectos, ya que
a nivel de modelo animal se obtienen resultados de prevencion y reduccion de tamano
tumoral a dosis que estan lejos de alcanzar lo que fue probado in vitro [57]. A la fecha no
hay mayores datos en humanos respecto a la farmacocinética del resveratrol, situacion
que, basado en datos de acumulacion en tejidos o la generacion de metabolitos
secundarios activos, podria explicar estas discordancias.

Esperamos que los hallazgos de este y futuros estudios preclinicos en cancer
gastrico sean contrastados y sirvan de complemento de los resultados que arrojen los

ensayos clinicos, para asi obtener el maximo provecho de esta prometedora molécula.
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Conclusiones

- El resveratrol reduce la viabilidad, de una manera dependiente de la dosis y del
tiempo, en las lineas celulares de cancer gastrico AGS y MKN45.

- El resveratrol disminuye la capacidad invasiva de las lineas celulares de cancer
gastrico AGS y MKN45.

- El resveratrol aumenta la actividad de SOD en las lineas celulares de cancer
gastrico AGS y MKN45.

- El resveratrol disminuye la activacion de NF-kB en las lineas celulares de cancer
gastrico AGS y MKN45.

- El resveratrol disminuye la actividad de Heparanasa en la linea celular de cancer

gastrico AGS.
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