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Resumen

El cancer de colon (CC) es la tercera causa de fallecimiento a nivel mundial. Uno de los factores
claves del desarrollo del cancer es el estrés oxidativo, ocasionado por el desequilibrio entre la formacion
enddgena de radicales libres de oxigeno y la capacidad de eliminacion por el sistema antioxidante de las
células cancerigenas. Actualmente, la adquisicién de resistencia a los farmacos anticancerigenos, como
el oxaliplatino (Oxa), ha dado lugar a la bisqueda de nuevos compuestos que potencien la accion de
estos farmacos. El huevo es una fuente de péptidos bioactivos, como la fosvitina (Pv) cuyas funciones
engloban la actividad antimicrobiana, inmunoreguladora, anticancerigena y antioxidante. La fosvitina
es una proteina con un alto contenido en serinas fosforiladas, uno de sus principales papeles es la
captacion de Fe?* para evitar la reaccion de Fenton. En este estudio se ha determinado el efecto de la
fosvitina en presencia o ausencia de oxaliplatino sobre la viabilidad celular y la produccidn de especies
reactivas de oxigeno en células de cancer de colon de tumor metastasico (SW620). Ademas, se realizé
una busqueda bibliogréafica para discutir e intentar explicar los resultados obtenidos. Se observé un
incremento significativo de la produccion de especies reactivas de oxigeno y una disminucién de la
viabilidad celular con tratamientos de Pv a 250 nM y 500 nM. La combinacion con oxaliplatino produjo
un incremento, no significativo, de la actividad citotdéxica a 500 nM de fosvitina. Asimismo, la fosvitina
podria provocar un efecto positivo en la expresion de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo como

los complejos NADPH oxidasas y el superéxido dismutasa.
Abstract

Colon cancer (CC) is the third cause of death worldwide. One of the key factors in cancer
development is oxidative stress caused by the unbalancing between the endogenous formation of oxygen
free radicals and the elimination capacity of the antioxidant system in the carcinogenic cells. Nowadays
the increase in resistance of anticarcinogenic drugs, such as oxaliplatin, has triggered the research of
new compounds that enhance the action of these drugs. Eggs are a source of bioactive peptides such as
phosvitine (Pv) it's functions include antimicrobial activity, inmunoregulatory, anticarcinogenic and
antioxidative activity. Phosvitine is a protein with a high content of phosphorylated serines. One of it's
main roles is the Fe?" capture to avoid the Fenton reaction. This project has determined the effect of
phosvitine in presence or absence of oxaliplatin in cellular viability, the production of reactive oxygen
species in colon cancer metastatic tumor cells (SW620). In addition, bibliographic research was
conducted to discuss and try to explain results obtained. A significant increase in reactive oxygen species
production and a decrease in cellular viability with treatments of phosvitin at 250 nM and 500 nM was
observed. The combination with oxaliplatin produced a non significant increase of cytotoxic activity at
500 nM of Pv. Likewise, phosvitin could exert a positive effect on enzymes related to oxidative stress

activity such as NADPH oxidase complex and superoxide dismutase.



1. Introduccion

1.1. Céancer de colon: sintomatologia, etiologia y mutaciones

El cancer de colon (CC) es el tercer tipo més frecuente en diagnosticar, tanto en hombres como en
mujeres y es la tercera causa de fallecimiento entre pacientes con cancer. Segun un informe publicado
en 2019 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2018 se detectaron 1 849 518 casos nuevos
(Figura 1 A) y hubo 880 792 muertes (Figura 1 B). Entre el 30-67% de los pacientes con CC manifiestan

deficiencia funcional del hierro, derivando en una anemia.
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Figura 1. A. Nuevos casos de cancer diagnosticado, en ambos sexos a cualquier edad en 2018. B. Casos de
muerte por cancer, en ambos sexos a cualquier edad en 2018. International Agency of Research of Cancer.

La sintomatologia del CC es muy variada, caracterizada por dolor abdominal, diarrea y sangre oculta
en heces (SOH). A causa de la pérdida de sangre aparecen nuevos sintomas asociados con la anemia
tales como la fatiga, palidez, falta de aliento o pérdida de peso?. En algunos casos la sintomatologia es
tardia, por ende, los métodos de deteccion, como la deteccién de SOH, endoscopias y radiologia han
cobrado gran importancia en los Gltimos afios®. A causa de las medidas de deteccion, las intervenciones
en etapas tempranas del cancer y la efectividad de los tratamientos (cirugia, radioterapia y
quimioterapia) se ha disminuido la tasa de mortalidad a un 50%*. Por el contrario, los datos de
mortalidad en la base de datos de la OMS prevén en 2035 un aumento del 60% en virtud del crecimiento
de poblacion y envejecimiento, ademas de los efectos secundarios ocasionados por la medicacion y la

resistencia a la misma®®.

Los factores de riesgo del CC engloba los factores ambientales y de estilo de vida, tales como el
tabaquismo, el consumo de alcohol, una dieta rica en carne roja, la obesidad y la inactividad fisica, asi
como los genéticos y hereditarios’. Dichos factores promueven la adquisicion de los hallmarks del

cancer en las células del epitelio del colon. Los hallmarks abarcan una serie de capacidades biologicas



necesarias para el desarrollo de la tumorigénesis: evasion de supresores del crecimiento, autosuficiencia
en la sefalizacion proliferativa, evasion de la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de la

angiogeénesis, activacion de la capacidad invasiva y metastasica.

La superficie luminal del colon consiste en una monocapa de células epiteliales dispuestas en
pliegues, formando protuberancias llamadas criptas. EI colon esta compuesto por cuatro lineas celulares:
enterocitos, células calciformes, células enteroendocrinas y células de Paneth®. El epitelio de las células
presenta en la cripta, un grupo de células madre intestinales (ISC) con una tasa de renovacion elevada y
metabdlicamente muy activas, incrementando la probabilidad de mutacion durante la replicacion del
ADN?. La evolucion de las células epiteliales normales a adenocarcinoma es un proceso multifactorial
y de multiples etapas que implica toda una progresion de cambios epigenéticos y genéticos histologicos,
iniciados en ISC* (Figura 2).
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Figura 2. Evolucion de las células epiteliales de colon a células de cancer de
colon metastasico. Imagen creada con Biorender.com

El CC es causado por mutaciones dirigidas a oncogenes, genes supresores de tumores y genes
relacionados con mecanismos de reparacion de ADN*!. Dependiendo del origen de la mutacién, el CC
se puede clasificar en esporadicos (70-75%) o heredados (25-30%)*"'2, Las mutaciones puntuales se
asocian al cancer esporadico, siendo las mas frecuentes en la poliposis adenomatosa del colon (APC),
un gen supresor de tumores, el cual desencadena la formacioén de adenomas no malignos (pélipos).
Normalmente viene seguida de otras mutaciones, como en KRAS y TP53!, La predisposicion genética

al CC de tipo hereditario esta asociado a mutaciones en la linea germinal, concretamente en los genes



de reparacién de errores en el ADN (MMR) como: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (Sindrome de Lynch)
y en APC10.13,

Los mecanismos patogénicos que derivan a un tumor en el colon son la inestabilidad cromosémica
(CIN), inestabilidad de microsatélites (MSI) y el fenotipo de metilacion de las islas CpG (CIMP)*., La
via CIN representa el 65-75% de los casos de CC esporadico, que implica la variacion del nimero o
estructura del cromosoma, se caracteriza por la pérdida de heterocigosis (carencia de un gen). Las
mutaciones mas frecuentes en CIN son APC, KRAS, SMAD4 y p53. Las vias de sefializacion afectadas
son la via canénica Wnt y MAPK/ERK. La segunda via genética principal en CC es MSI, caracteristica
del Sindrome de Lynch, que se trata de secuencias de ADN repetitivas de tamafio variable que no se
localizan en el ADN de la linea germinal pertinente, como resultado de un sistema deficiente de MMR™.
La via CIMP representa el 20-30% de los casos de CC, representativo de la via neoplésica alternativa o
serrada, caracterizandose por la hipermetilacion de los promotores de oncogenes en islas CpG, lo que
implica el silenciamiento genético y la falta de expresion de proteinas KRAS, BRAF y CXLC1210.34,

La inactivacion del gen supresor tumoral APC es responsable de la formacion y desarrollo de las
criptas displasicas®®. La APC es una proteina multidominio que presenta diversos sitios de union para
proteinas de microtubulos, componentes de la via Wnt/B-catenina y axina, reguladores del citoesqueleto

y uniones para el factor de intercambio de guanina-nucleétido Rac?’.
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Figura 3. (A) Via Wnt/R-catenina con APC mutado. (B) Via de sefializacion MAPK activada
de forma constante por la mutacion K-RAS. (C) Actuacién de p53 salvaje y mutada respecto a
la produccion de ROS y regulacién de DPP4. (D) Metabolismo del hierro en células de cancer
de colon. (E) Sistema antipuerto cisteina-glutamato (X). Imagen creada con Biorender.com



En condiciones fisioldgicas, la APC regula negativamente por 3 vias diferentes la sefializacion de
Wnt a través de la degradacion proteosémica de la B-catenina®®. Los niveles de R-catenina se pueden
reducir por medio de la fosforilacion catalizada por Axin, secuestro por APC evitando la unién con
factores de transcripcién del factor de células T (TCF) y la activacion transcripcional o por la interaccion
del complejo APC/R-catenina con la proteina 1 de unién C-terminal (CtBP1), antagonizando la accion
transcripcional de TCFY. Por ende, se induce la activacion de la via de sefializaciéon Wnt/R-catenina, se
estabiliza la R-catenina y se acumula en el nucleo, forzandose un estado continuo de autorenovacion que

dard paso a un crecimiento benigno del epitelio del colon, denominado adenoma®*® (Figura 3 A).

KRAS es una proteina de union a GTP/ GDP anclada a la membrana que participa en la transduccion
de sefiales intracelulares y es principalmente responsable de la activacion de la sefializacion de EGFR?.
La sefializacion de KRAS se compone de una cascada de RAF-MEK-ERK. La incidencia de mutaciones
en KRAS es elevada (45%), produce un deterioro de la actividad intrinseca de la GTPasa de KRAS y
evitan que las GAP promuevan la hidrélisis de GTP por KRAS, por lo que la proteina mutada se acumula
en su forma activa unida a GTP? (Figura 3 B). La forma de KRAS mutado puede coordinar una serie
de cambios metabdlicos en la célula, favoreciendo asi el crecimiento y supervivencia de las células
cancerigenas, como el aumento de la captacion de la glucosa derivado del incremento de la expresién

de GLUT1 y alteraciones en el metabolismo de la glutamina a través de la biosintesis de asparagina?:.

Las mutaciones en el gen supresor de tumores TP53 intervienen en la transformacion maligna de
los adenomas. Estas mutaciones presentan una incidencia de aproximadamente un 50 % de los casos de
cancer de colon?. En condiciones fisioldgicas, p53 protege al genoma y mantiene la estabilidad
gendmica mediante genes reguladores de la transcripcién involucrados en la apoptosis, la detencion del
ciclo celular, la senescencia o la reparacion del ADN? (Figura 3 C). La mutacién de p53 induce un
microambiente pro-tumorigénico inflamatorio y el proceso de transicion epitelial-mesenquimal,
mediante la activacion de EGFR/integrina, promoviendo consigo la metastasis inducida por TGF- y
Wnt'®24 (Figura 2).

1.2. Especies reactivas de oxigeno, estrés oxidativo y sistemas antioxidantes

El conjunto de factores ambientales como del estilo de vida desencadena todo tipo de cambios en la
célula, como el desequilibrio energético ocasionado por la sobreproduccion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS), contribuyendo a la oxidacién de proteinas, lipidos y al dafio oxidativo en el ADN?, El
efecto que ejerce el estrés oxidativo en la carcinogénesis es directamente proporcional al tipo de ROS 'y
su reactividad celular?®. Este estado de estrés causa dafio a las células, induce a mutaciones genéticas,
respuesta inflamatoria y esta involucrado en la carcinogénesis al influir en la transduccién de sefiales

intracelulares y los factores de transcripcion de forma directa o indirecta?’.



Las especies reactivas de oxigeno o radicales libres derivados de oxigeno son moléculas que
presentan uno 0 mas electrones no apareados en orbitales atdbmicos, lo que confiere a la molécula cierta
reactividad®®. En condiciones fisiolégicas, son producto del metabolismo aerobio de las células por
reacciones de transporte de electrones en los complejos OXPHQOS en las mitocondrias, reacciones

catalizadas con metales, por neutréfilos y macréfagos durante la inflamacion®.
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Figura 4. Fuentes de especies de oxigeno reactivo celular y mecanismo de defensa
antioxidante. Imagen creada con Biorender.com

Las ROS se producirdn como consecuencia de la reduccion parcial del oxigeno (Figura 4). Entre los
radicales libres se incluyen el anién superdxido (O2), el peroxido de hidrégeno (H20-), los radicales de
hidroxilo (OH") y las peroxinitritas (ONOO)?. La adicion de un electrén al oxigeno, ocasionado por
procesos metabdlicos catalizados por los complejos NADPH oxidasas (NOX) o bien por irradiacion

fisica, genera el ani6n superéxido (O2), calificado como ROS primario®.

El anion superdxido interacciona con otras moléculas, por su caracter radiactivo, para generar ROS
secundarias, catalizado por reacciones enzimaticas o bien catalizadas con metales?®. La reduccién
adicional de O, de forma espontanea por su inestabilidad en soluciones acuosas (dismutacion), en

especial a pH bajos, o catalizada por enzimas superéxido dismutasas (SOD) genera H,02%°.

El perdxido de hidrégeno no es un radical libre como tal, es una molécula mucho més estable con
una capacidad de oxidacién mas débil, aunque es capaz de atravesar las biomembranas. En presencia de
niveles elevados de metales de transicion (hierro) y de H,O, son capaces de generar una radical mas

toxico y reactivo, el radical hidroxilo (OH), a través de la reaccién de Fenton33L,



Frente a niveles elevados de ROS se produce la oxidacion de proteinas, alterando su estructura y
funcionalidad, como la inhibicién de actividades enzimaticas y de unién, variacion de la absorcién por

las células o inactivacion de enzimas reparadoras de ADN>2,

Los residuos mas susceptibles a oxidacion, mediado por un metal redox (Fe?*) son His, Pro, Trp,
Cys y Tyr. El ion ferroso se une a sitios de union a metales de alta y baja afinidad en la proteina,
principalmente en los aminoacidos mencionados. El complejo reacciona con H,O- a través de la reaccion
de Fenton?. Las reacciones con radicales hidroxilo conducen a la extraccion de un atomo de hidrégeno
del esqueleto del polipéptido para formar un radical centrado en el carbono, permitiendo reaccionar con

el dioxigeno para formar radicales peroxilo en condiciones aerdbicas?.

La oxidacion proteica catalizada por iones de hierro (1) implica la escision oxidativa, pérdida de
residuos de histidina e introduccién de grupos carbonilos. Un ejemplo de la actuacion de ROS, es la
oxidacion de grupos sulfhidrilo (-SH) en residuos de Cys para formar enlaces disulfuro o residuos de
Met afectando la hidrdlisis y la carbonilacion de proteinas®. Los cambios producidos por el estado redox
del tiol/disulfuro conduce a un aumento de la fosforilacion de tirosina en multiples proteinas, por
ejemplo, las tirosinas fosfatasas inhibidoras del receptor EGF, inactivandola®. Como consecuencia, el
receptor EGF en presencia de elevados niveles de H20,, presenta una desfosforilacion posterior a la
activacion por ligando muy retardada®, dando lugar a la inactivacion de proteinas proapoptdticas y la

regulacion positiva de genes antiapoptdticos?.

Lo mismo sucede con PTEN, la fosfatasa inhibidora de la via de sefalizacién PI3K se inactiva en
presencia del incremento de H,0- a través de la oxidacién y formacidn de enlaces disulfuro, facilitando
la entrada del ciclo celular, metastasis, motilidad, supervivencia y crecimiento celular®4. La inactivacion
de PTEN es reversible a través de PRx, como ya se ha mencionado, pero se ha reportado que uno de los
subgrupos de la familia PRx (PrxI1) sufren hiperoxidacion en un residuo de Cys catalitico, resultado de

la inactivacion de la funcién peroxidasa, incrementandose el estrés oxidativo®.

El radical hidroxilo reacciona con los constituyentes del ADN, causando roturas monocatenarias,
sitios basicos, aductos intra-ADN, enlaces cruzados de ADN-proteinas y dafios a las bases nitrogenadas
de ADN heterociclico, impulsando la carcinogénesis®. La oxidacién de nucleétidos les otorga un
caracter mutagénico ademas de imposibilitar el emparejamiento idéneo®. El principal producto de la
oxidacion de la guanosina es 8-0xo-dG. Muchas formas de dafio del ADN, como el 8-0x0-dG inducen
un bloqueo en la replicacion, dando lugar a la propagacion de la mutacién®. Asimismo, la Cy G se
vuelven susceptibles a la metilacion en las secuencias de CpG, conduciendo a la inhibicién de la union
de metiltransferasa de ADN a los residuos de citosina adyacente, provocando una inestabilidad

cromosOmica®.



Los ROS, principalmente el radical hidroxilo, son capaces de oxidar los acidos grasos
poliinsaturados, los cuales intervienen en la constitucion de la membrana celular, reduciendo la
capacidad de mantener un gradiente equilibrado de concentracién, aumentando la permeabilidad e
induciendo un estado inflamatorio de la membrana?*®2. El proceso general de peroxidacion lipidica

consta de tres etapas: iniciacion, propagacién y terminacion.

En el inicio de la peroxidacidn lipidica se forman radicales lipidicos (L-) como productos primarios,
a través de la reaccion con radicales hidroxilo y metales de transicion como el hierro, por la abduccion
de un radical H* ¥, En la propagacion, se agrega O al radical lipidico para generar un radical
lipoperoxilo (LOO-) y un hidroperdxido lipidico (LOOH), que a su vez generan nuevos radicales
peroxilos y alcoxilos (LO-) reiniciando el ciclo de peroxidacion lipidica®. Una vez formados los
radicales peroxilos, pueden reorganizarse mediante una reaccion de ciclacion y dar compuestos mas
solubles como pirrol, acidos hidroxioctadenoicos y aldehidos, principalmente malondialdehido (MDA)
y 4-hidroxi-2-nonenal HNE?3, MDA es un compuesto mutagénico, causa inserciones, deleciones y
sustituciones de pares de bases, particularmente en GC. Por otro lado, HNE induce niveles bajos de
transversiones G — T y transiciones G — T, que ademas de presentar efectos genotdxicos, produce

fragmentacion del ADN vy el intercambio de cromatida hermana®”.

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre la producciéon de ROS y su eliminacion por mecanismos
protectores, conocidos como antioxidantes?®. Los antioxidantes enzimaticos consisten en los sistemas

superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y peroxirredoxina (PRX).

Las enzimas SOD se pueden clasificar segin su localizacion en Cu/Zn-SOD (citosélica y
extracelular) y Mn-SOD (mitocondrial). Son los principales sistemas defensivos contra los niveles
elevados de O, catalizando la sintesis de H.O, por medio de la reduccion y la reoxidacién de metales

de transicion como el cobre o el magnesio®.

Frente al incremento de la concentracion de H2O- actlan otras las enzimas antioxidantes como GPXx,
CAT y PRx, convirtiendo el H,O, en agua®. GPx es una enzima antioxidante intracelular responsable
de eliminar los radicales reactivos del oxigeno a través de la oxidacién del glutation reducido (GSH) a
disulfuro de glutation (GSSG), que posteriormente sera reducido por la glutation reductasa (GR)
regresando al estado inicial, utilizando NADPH como donador de electrones*’. Reacciona de forma
efectiva con lipidos e hidroperdxido, catalizando la reduccion de ROOH y H,O; usando GSH. La
sobreexpresion de GPx-1 suprime la ROS intracelular que atenda la activacion del receptor del factor

de crecimiento mediado por el estrés oxidativo®.



PRx contiene residuos de cisteina que permite, a partir de la formacion de disulfuro intermolecular,
la reduccién de H,0; a H,O®. PRx es una enzima con una elevada tasa de expresion y amplia
distribucion (citosol, mitocondria, reticulo endoplasmatico y peroxisoma). Tras la reduccion del H20,
los TRx oxidados se reducen por la accion de las tiorredoxina reductasa (TRX) y el equivalente reductor,
el NADPH®, PRx previene la tumorogénesis impulsada por Akt y luego induce la muerte celular a
través de la proteccion de la actividad de fosfatasa lipidica y homdélogo de tensina (PTEN) de la

inactivacion inducida por oxidacion®.

CAT cataliza la descomposicién de H-O- en agua y oxigeno, manteniendo unos niveles 6ptimos del
peréxido de hidrogeno esencial para algunas vias de sefializacién, pero su actividad enzimética se ve
deteriorada por una elevada presencia del radical superéxido**. CAT se encuentra implicada en los
procesos de mutagénesis e inflamacion, asociada a unas condiciones de estrés oxidativo, asi como a la

supresion de la apoptosis®.

La actividad y la produccion de las enzimas antioxidantes y sus respectivos cofactores reductores
se encuentran reguladas por varias enzimas y factores de transcripcion claves, tales como las sirtuinas y
Nrf24°, Las sirtuinas (Sirt1-7) son una familia de desacetilasas de histonas NAD-dependientes, participes
en la proliferacion, la diferenciacion celular, el metabolismo y la respuesta al estrés mediante la

desacetilacion de histonas (HDAC), acetilacion y desacetilacion de proteinas®.

Se destacan dos isoformas de sirtuinas: Sirt-2, modula los genes y mecanismos clave del estrés
oxidativo por medio de su actividad HDAC a través de la acetilacion y desacetilacion de residuos de
lisina de las histonas del nucleosoma, permitiendo o inhibiendo la transcripcion de determinados genes,
modulando el estado redox celular?, tales como Nrf2; Sirt-3 (mitocondrial), protege las células de ROS
por medio de la desacetilacion activadora de dos de sus dianas clave, MnSOD e isocitrato
deshidrogenasa (IDH). Esta dltima diana es clave para la obtencién de NADPH, y por consiguiente, la
regeneracion del glutation (sistema antioxidante)*’, a través de la conversion de isocitrato a a-

cetoglutarato®.

Nrf2 es un factor nuclear regulador de la expresion de una gran gama de genes dependientes de
elementos de respuesta antioxidante (ARE)*. Los niveles celulares de Nrf2 se controlan de forma post-
traduccional y presentan una vida media corta, ya que su destino es la degradacion proteasémica a través
de su interaccion con Keapl y un complejo de ubiquitina ligasa®. A niveles elevados de H,O, los
residuos de cisteina de Keapl sensibles al estrés oxidativo pueden sufrir oxidacion, ademés de la
fosforilacion de algunos residuos de serina de Nrf2, evitando la asociacion del complejo Nrf2-Keaply

por consiguiente su degradacion. Nrf2 una vez estabilizado*, se transloca al nicleo para inducir la
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expresion de antioxidantes como GPx, PRx y CAT, asi como de enzimas involucradas en la sintesis y

consumo de GSH 4049,

1.3. Alteraciones en el metabolismo del hierro asociados al CC y ferroptosis

El hierro es un metal activo redox esencial en el metabolismo ya sea presente en grupos hemo,
conjugado con el azufre o bien asociado a proteinas. Participa en el transporte de oxigeno, el
metabolismo energético, en el transporte de electrones, en la regulacién de los niveles de H,O, y en la

regulacion del crecimiento y diferenciacion celulars®®,

El hierro permite la funcion de varias enzimas vitales, tales como las mitocondriales involucradas
en complejos respiratorios (citocromo), en la sintesis del ADN y ciclo celular, y en las enzimas
desintoxicantes (peroxidasa y catalasa) entre otras®*®. El descontrol del metabolismo del hierro es
potencialmente tdxico, principalmente en la descomposicion catalitica del H,O, (reaccion de Fenton),
causando darios a nivel lipidico, proteico y ADN .

En condiciones fisioldgicas (Figura 5 A), el hierro de la dieta (Fe®*) es absorbido en la membrana
apical de los enterocitos, principalmente en el duodeno y parte en el yeyuno, por la proteina de
membrana DMT1 (transportador metalico divalente)®. Previa a la captacion, el hierro es reducido a Fe?*
por el citocromo b duodenal, ya que Fe®" presenta una baja solubilidad a pH neutros®. Dentro de los
enterocitos, el metal ferroso tiene dos destinos posibles: almacenamiento en la proteina ferritina o
exportarse al plasma a través de la ferroportina. El Fe?* se exporta a través de la membrana basolateral
del enterocito por la ferroportina. Tras la salida del ion ferroso, es oxidado a ion férrico por la hefestina
y se une a la transferrina plasmatica®. EI complejo Fe** - transferrina se absorbe en las células mediante

la unién con el receptor de transferrina (TRF1) en la superficie celular®.

En pacientes con CC, la regulacion del hierro y la homeostasis en los enterocitos se encuentran
alteradas, dando como resultado un suministro insuficiente de hierro al resto de las células®® (Figura 5
B). Referente al almacenamiento del hierro, es controlado principalmente por dos ARNm, proteina
reguladora de hierro 1 y 2 (IRP1, IRP2) se unen a IRE (elemento sensible al hierro) regulando la
expresion de la ferritina. En cancer, se estimula la expresién de IRP2 y se inhibe la traduccién de la
subunidad pesada de la proteina ferritina (H). La ferritina H almacena la forma soluble y no téxica (Fe**),
por lo que su represion resulta de una mayor disponibilidad del hierro intracelular para reaccionar con
H.0,%%, En relacion a las proteinas de transporte del hierro, se ha determinado un aumento de la
expresion del citocromo b duodenal, DMT1 y TRF1 y un bloqueo en la exportacion del hierro, debido
a una disminucion en la expresion de la hefestina y ferroportina, ademas de la degradacion de la Gltima

por la hepcidina®.
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La hepcidina es una proteina que se activa frente a procesos inflamatorios y niveles elevados de
Fe?*, cuya funcion consiste en promover la internalizacién del metal, inhibiendo su liberacion de los
enterocitos hacia la circulacion por medio de la degradacion de la ferroportina y union al Fe,
manteniendo su homeostasis °¢. Respecto a la absorcion del hierro en las células, se observa un
incremento en la sobreexpresion de TRF1 (unidén al receptor de transferrina 1) y metaloreductasas,
encargadas de reducir el Fe** a Fe?" %3, La sobreexpresion de TFR1 influye positivamente en el
crecimiento de las células y en la tasa de tumorigénesis mediada por c-myc, mientras que su inhibicion

supone la detencion de G1'y la disminucién de la proliferacion celular®.
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Figura 5. Metabolismo del hierro en células epiteliales de colon normales (A) y
cancerigenas (B). Imagen creada con Biorender.com

La ferroptosis es una forma de muerte celular regulada alternativa a la apoptosis, necrosis y
autofagia, que implica la produccién de ROS dependiente de hierro y caracterizada por cambios
citologicos, incluyendo mitocondrias disminuidas con la membrana externa rota y la membrana

mitocondrial condensada®-%°.

La ferroptosis se activa a causa de la acumulacién de 4cidos grasos oxidados®’. Este proceso de

muerte regular esta inducida por la erastina y RSL3, que inhiben la importacion de cistina (antipuerto
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cisteina-glutamato), produciendo el agotamiento de glutation e inactivacion de la glutation peroxidasa
4 (GPx4)°"%, La disfuncién en el metabolismo de la cisteina conduce a la reduccion de los niveles de
GSH, el cual sirve como sustrato reductor para la GPx4, produciendo su inactivacién. La GPx4 es una
selenoproteina, convierte los hidroperéxidos lipidicos potencialmente tdxicos en alcoholes lipidicos no
toxicos, por lo que su inactivacion mediada por la erastina resulta de una elevada peroxidacion lipidica

que causa la muerte celular (Figura 3 E)®L,

Los factores que regulan negativamente la ferroptosis son aquellos que producen la disminucién de
hierro toxico intracelular, ferroportina, ferritina y ROS. En células de CC, las mutaciones en KRAS y
TP53 influyen en dicha regulacién. La activacion constitutiva de la via de sefializacion MAPK, a causa
de las mutaciones de KRAS, induce un incremento de ROS y suprime la expresion de la subunidad H
de la ferritina, disminuyendo el almacenaje de hierro® (Figura 3 B).

Por otro lado, la regulacién de p53 en células de CC es inusual en comparacion con otros canceres,
y depende de su estado, salvaje o0 mutado. Se ha reportado que p53 de tipo salvaje proporciona cierta
resistencia a la ferroptosis a las células al bloguear la actividad de la dipeptidil-peptidasa-4 (DPP4) de
manera independiente a la transcripcion®®55, DPP4 es una peptidasa dimérica unida a la membrana,

puede escindir y degradar biolégicamente diversos péptidos bioactivos® (Figura 3 C)..

La expresion de DPP4 se encuentra asociada con la agresividad tumoral, relacionada con un peor
diagnostico en pacientes con CC. P53 salvaje facilita la acumulacion nuclear de DPP4 formando el
complejo DPP4-p53, activando la transcripcion de genes para la detencion del ciclo celular, la induccion
de la apoptosis en respuesta al estrés y SLC7ALL, entre otros, lo que resulta de la represién de la
ferroptosis (Figura 3 E) . Por otro lado, las mutaciones o silenciamiento de p53, facilitan la peroxidacion
lipidica dependiente de DPP4, por medio del complejo DPP4-NOX, evitando su aglutinacién en el
nlcleo® . Como resultado la expresion de SLC7A11 disminuyd, blogueando el sistema X¢ %%, En

conclusion, el estado de la expresion de p53 y DPP4 determina la actividad anticancerigena®.

1.4. Mecanismo de accion y resistencia al oxaliplatino

El oxaliplatino (Oxa) es un compuesto de diaminociclohexano platino y es uno de los medicamentos
clave en la quimioterapia del CC de estadio 3 que se suele combinar con otros farmacos como
gluoropirimidina 5-fluorouracilo (5-FU), administrado por via intravenosa®. Los transportadores de
entrada y salida del cobre (CTR1) tienen un papel importante en la acumulacién del Oxa en el interior
celular® (Figura 6). Oxa actta dentro de la célula formando aductos covalentes a partir de la union del

platino y dos guaninas adyacentes o guanina y adenina de regiones de ADN ricas en GC®'.
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Los aductos interrumpen la replicacion de ADN, transcripcion de ARNm, la detencion del ciclo
celular, desencadenan reacciones inmunoldgicas (produccion de interferén y por las células T) y
promueven la apoptosis®”®8. Ademas, es capaz de formar aductos en el ADN mitocondrial, afectando a
la sintesis proteica y dando como resultado la disfuncion en la cadena respiratoria mitocondrial®. Las
alteraciones en los complejos OXPHQOS incrementan los niveles de ROS, favoreciendo la activacion de

la apoptosis por la via intrinseca.

El aumento de la resistencia al Oxa puede ser debida a: alteraciones en el destino intracelular del
farmaco por una reduccion de la funcionalidad de los receptores CRT1, causado por el secuestro de
cobre por parte de los receptores ATPasas (ATP7A/B), bloqueando la entrada de Oxa y facilitando su
salida; por cambios estructurales o espaciales, ocasionado por el incremento de la desintoxicacion por
glutation y metalotioneina™*; un sistema eficiente de MMR y/o mutaciones en p53 que ocasionan una
disminucién de la muerte celular por apoptosis (Figura 6).
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Figura 6. Resumen de los mecanismos de resistencia asociados a la oxaliplatino.
Imagen creada con Biorender.com. Modificado Tumor-related molecular
mechanisms of oxaliplatin resistance. Las flechas y las fechas acabadas en linea
significan activacion e inhibicion respectivamente. Las flechas de color verde y rojo
significan que se ve aumentada y disminuida, respectivamente, en situacion de
resistencia®®.

Varios estudios han determinado que el cisplatino, andlogo del Oxa, induce tanto la apoptosis como
la ferroptosis’. Los compuestos basados en platino tienen una elevada afinidad por biomoléculas ricas
en tiol, tal como GSH™2. Dentro del citoplasma, la mayor parte del cisplatino intracelular se encuentra
conjugado con GSH, formando el complejo Pt-GS">7, El agotamiento de GSH y la inactivacién de GPx

presentan un papel importante en el incremento de ROS, factor clave para iniciar la ferroptosis™.
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Asimismo, se ha demostrado que la combinacién de cisplatino e inductores como la erastina mejoran la

sensibilidad de las células a la ferroptosis.

El tratamiento con Oxa induce diversos efectos secundarios como mielotoxicidad y neuropatias
periféricas, que ocurre casi en el 90% de los pacientes, caracterizado por disestesias y parestesias de las
manos, los pies y la region perioral™. Asimismo, la adquisicion de quimiorresistencia de los pacientes,
tratados durante un periodo prolongado, limita la eficacia terapéutica del Oxa®’. Por ende, se requiere
estudiar nuevos inductores y la combinacion con farmacos antitumorales para mejorar la sensibilidad a

la apoptosis y/o ferroptosis.

1.5. El huevo como fuente de proteinas bioactivas: Fosvitina.

La demanda y uso de moléculas bioactivas en productos alimenticios ha aumentado en la Gltima
década. Entre las moléculas bioactivas encontramos los péptidos, los cuales presentan grandes
beneficios para la salud, por ejemplo, actuando como antioxidante natural. Los péptidos bioactivos se
han convertido en objetivo de estudio como prometedores agentes terapéuticos’. Dichos péptidos
presentan diversas funciones, incluyendo antioxidante, anticancerigeno, unién a minerales entre otros.
Por ello, las biomoléculas mas interesantes son los fosfopéptidos, debido a su estructura y capacidad de

unién a metales’.

Los huevos son una fuente de sustancias biolégicamente activas, compuesto de proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales’ . Los huevos se fraccionan en la cascara (9,5%), clara de huevo (63%) y yema
(27,5%)™. La yema presenta propiedades nutricionales y organolépticas, formada por agua (50%),
lipidos (31-35%), proteinas (15-17%) e hidratos de carbono (1%). Las proteinas de la yema se
distribuyen en el plasma, compuesto por livetina y lipoproteinas de baja densidad, y en los granulos,

constituido por lipovitelina, LDL y fosvitina)’’.

La fosvitina (Pv) es una fosfoglicoproteina representando el 7-11% de las proteinas™. La Pv esta
compuesto por 217 aminoécidos, de los cuales 123 residuos son serinas y el 90% de estos se encuentran
fosforilados™’. Dependiendo del grado de fosforilacion de la proteina, el peso molecular puede oscilar
entre 35 a 40 kDa. La mayor parte del hierro en la yema del huevo se encuentra unida a la Pv en relacion

1:2 (1 atomo de hierro: 2 grupos fosfato de Pv)®.

La disposicion de las fosfoserinas en la estructura proteica le confiere un éarea hidrofilica central
rodeada por dos pequefias areas hidrofébicas en N-terminal y C-terminal®. El caréacter polianiénico de
Pv le confiere una elevada capacidad de quelacion de metales, cada dos moles de fosforo orgéanico de

Pv puede unir un mol de hierro. Principalmente se une a la forma férrica, pero la Pv es capaz de
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interaccionar con la forma férrica por autooxidacion, reduciendo asi la disponibilidad de Fe* e

inhibiendo la generacion de OH- a través de la reaccion de Fenton’88L,

2. Obijetivos

El presente trabajo pretende estudiar el efecto que ejerce la fosvitina y el oxaliplatino sobre la
viabilidad celular y el estrés oxidativo en células de cancer de colon. Ademas, otro objetivo de este
trabajo es efectuar una busqueda bibliografica con la finalidad de elucidar un posible efecto sinérgico o
antagdnico entre ambos compuestos, en funcidn de los posibles cambios en la expresion de proteinas

relacionadas con el estrés oxidativo y/o muerte celular.

3. Materiales y métodos

3.1. Cultivos celulares y tratamiento

La linea celular de cancer de colon humano SW620 se adquirié de American Type Culture
Collection (ATCC® CCL-227™), a partir de un tumor derivado del sitio metastasico (nédulo linfatico)
de un hombre caucéasico de 51 afios. Las células se mantuvieron en medio DMEM con rojo fenol
suplementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS) y 1% de penicilina / estreptomicina, e incubadas
en condiciones atmosféricas de 5 % de CO- y a una temperatura de 37°C. Las células fueron tratadas
con fosvitina (CAS 9008-96-2) obtenido de la casa comercial Sigma-Aldrich (P1253), diluido
previamente con DMSO a una concentracion final de 500 uM (50 mg/1,5 mL), y oxaliplatino (CAS
61825-94-3) de la casa comercial Sigma-Aldrich (09512). Se realizaron dos grupos experimentales,
celulas tratadas tnicamente con Pv a una concentracion creciente (1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM,
250 nM, 500 nM) y tratadas con una combinacion de oxaliplatino a una concentracion constante (5M)
y Pv (1 nM, 5 nM, 50 nM, 500 nM).

3.2.Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada mediante un ensayo fluorimétrico que marca el ADN con
Hoechst 33342 (CAS 875756-97-1) de la casa comercial Sigma-Aldrich. Las células fueron sembradas
a una densidad de 40 000 células / pocillo en una placa de 96 pocillos especiales para fluorimetria,
suplementado con medio DMEM hasta 90 uL. Después de 24h de incubacion, para que las células se
depositaran y anclaran al fondo del pocillo, se trataron las células con Pv y/o Oxa durante 48 h. Después
del tiempo de tratamiento, se elimind el medio y se lavé cada pocillo con PBS para eliminar los restos

de medio. Seguidamente, se incubaron las células con 100 pL de una disolucién de Hoechst 33342
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diluido con PBS, se incub6 durante 5 minutos a 37 °C. Se cuantificd la fluorescencia de los pocillos una

longitud de onda de excitacion y emision de 360 nm y 460 nm respectivamente.

3.3. Produccion de ROS

La produccion de ROS fue determinada, siguiendo el protocolo del fabricante, mediante el kit de
ensayo Amplex Red® peréxido de hidrégeno / peroxidasa, formado por Krebs-Ringer Buffer, Stock
Peroxidase de rdbano (HRP) 10 U/mL (Sigma P8250), Stock reactivo Amplex Red 10mM (Invitrogen
A1222). Las células fueron sembradas a una densidad de 40 000 células / pocillo en una placa de 96
pocillos para fluorimetria suplementado con medio DMEM hasta 90 uL. Después de 24h de incubacidn,
se trataron las células con fosvitina y/o oxaliplatino en las concentraciones indicadas durante 48h. Tras
el tratamiento se realiza un lavado con 100pL de Krebs-Ringer Buffer (K-R). Se realiza previamente una
dilucion del reactivo Amplex Red 50 uM y HRP (0,1 U/mL) en tampon fosfato K-R, se afiade 100 pL
de la solucién resultante a cada pocillo. La lectura fluorimétrica se registré en los tiempos 0, 15, 30 y 60
min a una longitud de onda de excitacion y emision de 570 nm y 585 nm respectivamente, y los datos
obtenidos se obtuvieron por el calculo de la pendiente por el incremento en la fluorescencia durante ese

tiempo. Los valores se normalizaron a través del ensayo por Hoechst 33342,

3.4. Estrategia de busqueda bibliogréafica

Se realiz6 una busqueda exhaustiva en la base de datos PubMed para elucidar como la fosvitina, por
si sola o, por el contrario, en combinacién con un compuesto derivado del platino, como puede ser el
oxaliplatino o cisplatino, puede afectar a la expresion de enzimas antioxidantes. Para la pesquisa se
siguieron una serie de restricciones. Se limitd a articulos publicados entre el 2015 y 2020, para asegurar
que la informacion extraida estuviera actualizada, para ello se utiliz el filtro Publication Date: 5 years.
En aquellas busquedas donde el resultado fuera menor a 10 articulos, se ampli6 el rango de tiempo a
2010 o 2000 hasta la actualidad. Asimismo, los términos de busqueda debian aparecer en el titulo o
abstract, empleando el filtro Title/Abstract. También se analizaron las referencias de los articulos

seleccionados para obtener publicaciones de interés.

Los términos que se insertaron en la pesquisa fueron los especificados en la Tabla 1, junto con el
numero total de publicaciones disponibles en la base de datos. Para la inclusion final, las publicaciones
debian encontrarse entre las 25 mas relevantes segin el criterio establecido por la base de datos, haberse
publicado en los Ultimos 5 afios (2015-actualidad), a excepcién de los requisitos mencionados. Se
excluyeron aquellos articulos con informacion contradictoria o que presentaran informacion similar,

prevaleciendo la més reciente, detallada y comprensible.
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Tabla 1. Términos de busqueda y filtros utilizados en PubMed y el nimero de resultados.

Términos de busqueda No dz-a Términos de busqueda NO d(_a
Publicaciones Publicaciones
Phosvitin AND Cancer 2 Cisplatin AND phosvitin -
Phosvitin AND Antioxidant L Oxaliplatin AND Colon Cancer 15
enzymes AND stress oxidative
Phosvitin AND Oxidative . Oxaliplatin AND Colon Cancer A
stress AND antioxidant enzymes
Phosvitin AND Antioxidant g Oxaliplatin AND antioxidant -
activity activity
Phosvitin AND 0 Oxaliplatin AND iron AND @
Phosphopeptides cancer
Egg Protein AND Cancer 3 Oxaliplatin AND ROS 72

Oxaliplatin AND phosvitin -

3.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el Software IBM Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS). Los resultados de los experimentos se exponen como la media (+ SEM) en tanto por
ciento, siendo las muestras control el 100%. Para evaluar si las diferencias entre las distintas
concentraciones del tratamiento con Pv respecto al control sobre el efecto en la viabilidad celular y la
produccién de ROS son significativas, se realiz6 un andlisis t-Student. Por otro lado, se realiz6 un
ANOVA univariable para el analisis de los resultados de las muestras expuestas a Pv y/u Oxa. Si el
tratamiento combinado presenta diferencias significativas con Oxa, se realizé la prueba t-Student para
evaluar la significancia entre los grupos experimentales. La significancia estadistica se establecié en p
<0,05.

4. Resultados
4.1. Tratamiento con fosvitina: produccion de ROS y viabilidad celular

La Figura 7 muestra la alteracion del estrés oxidativo, representado en la produccién de H,O; y el
efecto sobre la viabilidad celular después de un tratamiento de 48h con Pv a concentraciones crecientes

en células de cancer de colon SW620 en tanto por ciento con respecto al control. Los resultados indican

18



que la exposicidn de Pv a concentraciones de 250 nM (113,1 %) y 500 nM (120,9 %) promueve un
incremento significativo de la produccion de peroxido de hidrégeno con respecto a las muestras control
(p-valor < 0,05 y p-valor < 0,01 respectivamente). Asimismo, el tratamiento con Pv a altas
concentraciones promueve de forma significativa una disminucién de la viabilidad de las células
SW620, siendo el descenso a 250 nM y 500nM de Pv un 13,5 % y 14,3 % respectivamente
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Figura 7. Efecto sobre la viabilidad celular y la produccién de ROS en células de céncer
de colon SW620 tratadas con fosvitina (Pv). Los valores se expresan como medias + SEM
y normalizada como porcentaje del valor de las muestras DMSO control.  Analisis
estadistico t-Student: *p-valor < 0,05, **p-valor < 0,01; *** p-valor < 0,001.

4.2. Tratamiento con fosvitina y/o oxaliplatino: ¢efecto sinérgico o antagénico?

La Figura 8 A muestra una disminucion significativa de la viabilidad celular de SW620 ante una
exposicion de ambos compuestos produciendo un descenso de las células SW620 viables de 14,3 % y
34,3 % con Pv y oxalipalitno, respectivamente. El tratamiento combinado de los compuestos produjo
una reduccion significativa de las células viables de 38,9 % (ANOVA p < 0,05). Asimismo, Figura 8 B
expone un incremento significativo de la produccién de ROS (H2O2) frente un tratamiento de 48h con
Pv y Oxa, siendo el aumento de 20,9 % y 58,0 % respectivamente. La combinacion de ambos dio lugar

a un aumento significativo de 72,6 % en la produccion de ROS, exhibiendo un efecto sinérgico.
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Figura 8. Efecto de la fosvitina y tratamiento citotéxico con oxaliplatino sobre la viabilidad celular (A) y la
produccion de ROS (B). Las células de cancer de colon SW620 fueron tratadas con 0,1 % DMSO, 500 nM de Pv
y 5 UM de Oxa durante 48h. Los valores se expresan como medias £ SEM y normalizada como porcentaje del valor
de las muestras DMSO control. Analisis estadistico ANOVA univariado (p-valor < 0,05), donde P es efecto de la
fosvitina, O efecto del oxaliplatino y OP el efecto combinado de fosvitina y oxaliplatino. Como resultado del efecto
combinado se realizéd un t-Student (p-valor < 0,05): ° diferencia entre DMSO control y tratamiento con Pv
significativo; * diferencia entre DMSO control y tratamiento con Oxa significativo; °* diferencia significativa entre

el tratamiento con Oxa y el tratamiento combinado.

4.3.Busqueda bibliogréfica

A partir de la busqueda bibliografica de las palabras clave phosvitin y oxaliplatin se obtuvieron un
total de 11299 resultados. Tras la adicién de palabras detalladas en la Tabla 1 y la filtracion por afio de
publicacidn se obtuvieron 164 articulos, muchos de los cuales no se tuvieron en consideracion, dado que
trataban de los métodos de extraccion y/o purificacion o bien de otros tipos de muestra como alimentos,
bacterias u otros tipos de enfermedades y no estaban relacionados directamente con este estudio. Tras
la lectura de los abstracts se excluyeron 115 articulos. En pos de la lectura, se afiadieron 7 articulos que
fueron encontrados en las referencias de otros articulos seleccionados. Finalmente se utilizaron 13
articulos (Figura 9).
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Figura 9. Proceso de seleccion de articulos

5. Discusion

En este estudio se han evaluado los efectos de la fosvitina (Pv), una proteina especialmente
abundante en la yema del huevo, sobre la viabilidad celular y el estrés oxidativo en células de cancer de
colon metastastico (linea celular SW620). Los resultados que se han obtenido después de un tratamiento
de 48 h revelan una reduccién significativa de la viabilidad celular en las células SW620, ante una
exposicion con una concentracion superior a 100 nM de Pv, presentando un mayor impacto en la
actividad citotdxica a una concentracion de Pv de 500 nM. EIl incremento de la muerte celular esta
acompafiado por un aumento en la produccion de H,O; al tratar a las células SW620 a niveles de Pv
superiores a 5 nM. Sin embargo, el crecimiento de los niveles de ROS solo es significativo a
concentraciones mayores de 100 nM. Al evaluar el efecto de la Pv frente un tratamiento anticancerigeno
con oxaliplatino, se observa una disminucion significativa de la viabilidad celular, produciendo un
efecto sinérgico en la actividad citotoxica. Sin embargo, el aumento de la muerte celular no se vio

acompafiada por un aumento significativo en la produccion de ROS.
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El huevo es una fuente alimentaria altamente nutritiva, que contiene proteinas, lipidos, vitaminas,
minerales y factores de crecimiento. En las Ultimas décadas han sido cuantiosos estudios los que han
demostrado toda una serie de funciones en las proteinas del huevo, tales como, actividad
anticancerigena, inmunoreguladora, antimicrobiana y antioxidante entre otras®. Sin embargo, hay
exiguos estudios sobre el efecto de estas proteinas en células cancerigenas y sobre su participacion en
el sistema antioxidante. La Pv presenta una estructura rica en serinas, mayoritariamente fosforiladas,
proporcionando la propiedad de quelacion de iones metéalicos como el Fe?* 7877, Este caracter le otorga
a la Pv propiedades antioxidantes, evitando la generacion de radicales hidroxilos catalizados por la

reaccion de Fenton, por ende, incrementa los niveles de H,O, ™.

Algunos estudios han evaluado la actividad citotoxica de Pv en varias lineas de células de cancer,
determinando la concentracion necesaria para inhibir el 50 % de la viabilidad celular’®. Entre las lineas
celulares se incluyen melanoma, mama, cuello uterino, estomago, pulmon, higado y laringe, requiriendo
una concentracion relativamente elevada (140 uM - 350 uM) dependiendo de la linea celular de Pv
disuelta en agua destilada desionizada. Estos resultados indicarian que la Pv por si misma presenta
actividad citotoxica. La diferencia de concentraciones utilizadas con respecto a este estudio puede ser
debido por el uso de distintos disolventes y su respectivo grado de solubilidad. Con la finalidad de
mantener disuelta y congelada la proteina, en este estudio se diluye la Pv con DMSO, ideal para

mantener su estructura.

En varios estudios se ha demostrado como fosfopéptidos derivados de Pv (PPP), afectan a la
expresion de toda una serie de genes involucrados en el metabolismo oxidativo y en la produccion de
ROS®, PPP-1, PPP-2, PPP-3 son los principales fosfopéptidos extraidos por HPLC, presentan de menor
a mayor contenido en serinas y grados de fosforilacion 0 %, 7,2 % y 18,9 % respectivamente®. En los
estudios seleccionados segun el criterio del apartado 3.3, determinan el impacto que ejerce en la
expresion de las enzimas antioxidantes en células de adenocarcinoma de colon (Caco-2), ante un

tratamiento con PPP-3 en condiciones sin o con estrés oxidativo inducido por H.O, &%,

Denise Young et al. analizan la expresion de 32 genes en células Caco-2 expuestas a PPP3 en
ausencia o presencia H-O,%. Se observa una regulacion al alza de la expresion de 21 de los 32 genes en
las células tratadas Unicamente con PPP3 y 18 frente una exposicion de PPP3 con H,O, respecto a las
células control®. El tratamiento con PPP3 en ausencia o presencia de H.O, fomenta de forma
significativa la expresion de genes que participan en la desintoxicacion de H,O,, PRx1/3 y GPx4 y los
genes NOX y SOD que conducen la formacion de HO,, a partir de generar y reducir Oy
respectivamente®® (Figura 10). Todos estos genes, exceptuando PRx1/3, presentan una mayor expresion
frente a tratamientos con PPP3 sin estrés oxidativo inducido. La magnitud del cambio es mayor en los

genes NOX'y SOD?2 por lo que es posible que el H.O, que se estd generando no pueda ser detoxificado
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por los demas antioxidantes, lo que explicaria la subida en los niveles de produccion de H;O- en
respuesta al tratamiento con Pv. El siguiente paso consistiria en analizar la produccién de anién
superdxido y de radicales hidroxilos en respuesta a la exposicién con Pv.

07 ¢mmm= NOX

lsoo A,
I’v
GPx ”
H20 + 0y ¢ H,0, C?’ H20 + 0, *

vv . i..
GSH 3 53

N
Apoptosis v Peroxidacién lipidica
Dafio en el ADN

Ferroptosis

Figura 10. Hipotesis sobre el mecanismo de accién de la
fosvitina (Pv)®. Modificado de Oligophosphopeptides Derived
from Egg Yolk Phosvitin Up-regulate y-Glutamylcysteine
Synthetase and Antioxidant Enzymes against Oxidative Stress in
Caco-2 Cells. Imagen creada con Biorender.com. Las flechas
verdes y rojas representan el efecto positivo o negativo de la Pv
respectivamente, el grosor hace alusion a la magnitud del efecto.
La continuidad y discontinuidad hacen referencia al efecto en la
actividad enzimatica o interaccion directa y sobre la expresién de
los genes o el efecto indirecto sobre los procesos,
respectivamente.

En el estudio de Shigeru Katayana et al. determinan el efecto que ejercen los PPP a la actividad
enzimatica de glutation reductasa (GR), glutation S-transferasa (GST) y los niveles del glutation
reducido (GSH) en células de cancer de colon Caco-2 en presencia 0 no de un tratamiento prooxidante
de H2O, ®. En cuanto a la GR, se produjo un aumento significativo de su actividad enzimatica frente al
tratamiento con PPP3 en presencia de H20,%.

Asimismo, realizan un estudio mas exhaustivo sobre los efectos que los PPP ejercian sobre el GSH®.
En primer lugar, determinan la variacion en su contenido intracelular. Los resultados exhibieron un
incremento significativo en los niveles de GSH en las células expuestas a PPP-3 en presencia y ausencia
de H,0>. Por esta razon, el impacto de PPP es independiente al estrés oxidativo®. En segundo lugar y a
raiz de estos resultados, se lanza la hipétesis de que los PPP influyan en la biosintesis de GSH®. Las

células Caco-2 tratadas con PPP-3 presentan un aumento en la expresion del mensajero y-GCS-HS, en
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ausencia y presencia de H;O,, siendo significativo en condiciones de estrés oxidativo®. Ademas, la

actividad de y-GCS se elevo significativamente en células Caco-2 expuestas a PPP-3 con H.0, %,

Ademas de la evaluacion de los efectos propios de la Pv, se comprueba el efecto sobre la eficacia
de tratamientos antitumorales como el oxaliplatino (Oxa). Dicho farmaco estd ampliamente utilizado en
el tratamiento del cancer de colon®. Su funcién principal es la formaciéon de aductos de ADN,
interrumpiendo la replicacion de ADN, transcripcion de ARNm y la detencion de ciclos celulares, entre
otras funciones®”®®. Como efecto secundario, Oxa induce un aumento de los niveles de ROS

favoreciendo la toxicidad y la muerte celular®”7,

Con el objetivo de intentar relacionar los efectos citotoxicos de la Pv debidos a su posible sinergia
con el Oxa, realizamos una busqueda bibliografica sobre estudios relacionados con un tipo de muerte
celular independiente a la apoptosis, necrosis y la autofagia, regulada por ROS y Fe, la ferroptosis™"’.
Otras diferencias bioquimicas con respecto a la apoptosis, ademas del factor inductor del hierro y de
peréxidos lipidicos, la ferroptosis no se ve influenciada por la activacion de las caspasas ni por sus
inhibidores®. Jipeng Go et al. determinan que la muerte inducida por cisplatino, derivado del Oxa, en
células de cancer de pulmoén y de colon es resultado de la combinacion de apoptosis y ferroptosis’. Al
combinar el cisplatino con un inhibidor de la ferroptosis, la ferrostatina-1 (Fer-1), se inhibe la
peroxidacidn lipidica inducida por el ion ferroso a través de la interaccion con el metal, disminuyendo

la actividad citotdxica’™.

La accién de quelantes como la Pv agotan los niveles intracelulares de hierro, por lo que son
considerados inhibidores de la ferroptosis®. Paraddjicamente, contribuyen a la generacién de ROS,
principalmente H.O, al inhibir la reaccién de Fenton™. Varios estudios declaran que la accion de
diversos quelantes induce estrés oxidativo, produciendo efectos anticancerigenos a través de mdaltiples
mecanismos, tales como la regulacion positiva de los genes supresores tumorales TP53 y PTEN
activando la mitofagia, el arresto del ciclo celular y favoreciendo la cascada de caspasas que induciran
la apoptosis®. El mecanismo de accién de la Pv y la magnitud de su influencia en estas dos vias de
muerte celular es aln una incégnita. Hipotéticamente, se podria deducir que presenta una mayor
influencia en la apoptosis que no en la ferroptosis, de acuerdo con los resultados obtenidos al disminuir

la viabilidad celular de forma sinérgica con el Oxa.

El impacto de la exposicion de Pv en células de cancer de colon sobre la expresion y actividad del
sistema antioxidante y como podria afectar frente un tratamiento anticancerigeno es ain desconocido y
presenta cierta controversia. La Pv potencia el aumento de los niveles de H,O; al evitar la formacion de
iones hidroxilo a la interaccion con los iones ferrosos e inhibir la reaccién de Fenton y al favorecer la

expresion de genes como NOX y SOD2 783, Por esta razon, se sugiere que la Pv podria ejercer un efecto
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prooxidante al promover un estado de estrés oxidativo inducido por el aumento de H,0,. Al combinar
los dos compuestos que por efectos secundarios incrementan la produccion de H.O,, disminuye la
viabilidad celular de forma sinérgica. Sin embargo, ante un estrés oxidativo inducido, se ve
incrementada la expresion de genes antioxidantes como GPx4 y PRx1/3 ante la exposicion de
fosfopéptidos de Pv &, Estos resultados podrian relacionarse con que el incremento de concentracion de
H.0; frente al tratamiento combinado no fuese significativo. De forma hipotética, la Pv podria presentar
una funcidn protectora frente a un cierto nivel de estrés oxidativo, favoreciendo el sistema antioxidante
endogeno, protegiendo a la célula de los efectos toxicos que genera el Oxa. Aungue mas estudios son
necesarios para intentar esclarecer el papel de esta proteina en el estrés oxidativo y en la proliferacion

celular.

6. Conclusién

El auge de los estudios con proteinas naturales ha puesto de manifiesto su papel como posibles
potenciadores de tratamientos anticancerigenos. En este estudio, se ha demostrado que las células de
cancer de colon SW620 expuestas a la proteina de la yema de huevo, Pv, produce una disminucion
significativa de la viabilidad celular, acomparfiada por un incremento de los niveles de H.O,. Ademas,
potencia la actividad citotoxica del Oxa, exponiendo un efecto sinérgico en el tratamiento combinado.
En diferentes estudios se ha observado como el tratamiento con fosfopéptidos de la proteina ejerce un
factor prooxidante al promover la expresion de genes como NOX y SOD2, incrementando los niveles
de H,0.. Sin embargo, frente a un estado de estrés oxidativo favorece el sistema antioxidante enddgeno
al propiciar la expresion de genes como GPx4 o PRx1/3. La escasez de estudios sobre el efecto de la Pv
es la causa de que su mecanismo de accion todavia no haya sido elucidado del todo y que exista cierta
controversia. Por ello, es de gran interés evaluar los efectos en la viabilidad celular y el sistema

antioxidante, y su relacion con el cancer de colon.
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