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Resumen

La naringenina (NAR) es un flavonoide que activa diversos
mecanismos que inhiben el desarrollo del cancer de colon,
siendo uno de ellos su afinidad a diversos receptores
estrogenicos (REs). Por su parte el hisfenol A (BPA),
es un xenoestrogeno gque promueve mecanismos de
proliferacion a través de su unién con RE del tipo o (REa]).
El cancer de colon se caracteriza por una disminucion de
RE del tipo B (RER) y también los receptores de membrana
sensibles a estrogenos, como GPR30, juegan un papel
importante. Por su parte, la sobreexpresion del gen
DNMTI se ha relacionado con un pronéstico desfavorable
en cancer de colon. El objetivo del presente estudio fue
evaluar los mecanismos involucrados en el efecto de
NAR y BPA sobre la proliferacién de células de cancer
de colon humano. Los resultados muestran que NAR
promueve muerte celular por apoptosis y necrosis, y BPA
lo hace a través de necrosis. Se midio el efecto de BPA
y NAR sobre la expresion transcripcional de RES, GPR30
y DNMT1 mediante gPCR. BPA disminuye la expresion de
REB, mientras que NAR aumenta la expresion de REq,
RER y la de GPR30 en coexposicion con BPA. La conclusion
del presente estudio es que BPA promueve mecanismos
proliferativos a través de la disminucién en expresion
transcripcional de REB y NAR reduce proliferacion celular
a través de mecanismos dependientes de la expresion de
REB y GPR30.

Palabras clave: BPA, naringenina, cdncer de colon,
receptores de estrégeno, GPR30, DNMTI1.

Abstract

Naringenin (NAR) is a flavonoid that activates various
mechanisms to inhibit the development of colon cancer,
one of them is its affinity to various estrogen receptors
(ERs). Bisphenol A [BPA] is a xenoestrogen that promotes
praliferation mechanisms, binding ER type a (ERa). Colon
cancer is characterized by a decrease in ER type B (ERB)
and estrogen-sensitive membrane receptors, such as
GPR30, which also play an important role. On the other
hand, overexpression of the DNMT1 gene have been related
to unfavorable prognosis in colon cancer. The objective
of the present study was to evaluate the mechanisms
involved in the effect of NAR and BPA on the proliferation
of human colon cancer cells. The results show that NAR
promotes cell death by apoptosis and necrosis, and BPA by
necrosis. The effect of BPA and NAR on the transcriptional
expression of RES, GPR30 and ONMT1 was measured
by gPCR. BPA decreases the expression of REB, while
NAR increases the expression of REa, REB and GPR30
in co-exposure with BPA. The present study concludes
that BPA promaotes proliferative mechanisms through
transcriptional expression decrease of REB, and NAR
reduces cell proliferation through mechanisms dependent
on REB and GPR30 expression.

Key words: BPA, naringenin, colon cancer, estrogen
receptors, GPR30, DNMT1.
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1. Introduccion

El cancer de colon es uno de los tipos de cancer mas
frecuentes, siendo el tercer tipo mas diagnosticado a nivel
mundial (Mattiuzzi ., 2019; Siegel ., 2020). ES una patologia
que se encuentra vinculada con habitos alimentarios,
donde el consumo de frutas y verduras esta asociado a
la disminucion del riesgo a desarrollar el cancer dehido al
contenido de fibra que contienen, ademas de diferentes
compuestos antioxidantes (Zhong ., 2020). Rentro de los
antioxidantes encontramos a los flavonoides, tales como la
naringening, flavonona reconocida por su efecto protector
contra el cancer de colon, debida a su actividad antioxidante,
antinflamatoriay por suafinidad para unirse con receptores
estrogenicos (RE) (Chang ., 2018; Li ., 2014, Rehman .,
2018). Los receptores estrogénicos son de dos tipos, o y
B, éste Ultimo relacionado con procesos apopt6ticos que
disminuyen a medida que avanza el proceso carcinogénico;
por lo que la interaccion con disruptores estrogénicos,
cuyo nombre se aplica a los compuestos capaces de
unirse con RE, altera la actividad y expresion de éstos
teniendo un efecto preventivo o de promaocion en cancer
de colon (Leiszter ., 2020; Sasso ., 2019). Se ha establecido
que algunos disruptores de origen natural, tales como la
naringenina, se unen de forma agonista a REB promoviendo
procesos apoptaticos y la expresion del mismo receptor
por lo que tendria un efecto protector en cancer de colon;
sin embargo otros disruptores de origen sintético como el
BPA, el cual es un compuesto empleado para polimerizar
plésticos destinados a contenedores de alimentos y el cual
puede migrar a la matriz alimentaria y ser ingerido por
el consumidor, promueven mecanismos proliferativos,
favoreciendo el desarrollo de cancer de colon ya que tienen
un efecto antagonico con los RER (Bolli ., 2010; Luceri ., 2020).
A su vez, el estudio, sobre cancer de mama, del efecto de
ambos disruptores, naringenina y BPA, en coexposicion ha
mostrado que la naringenina tiene un efecto antagénico a
REq, promoviendo procesos de apoptosis por activacion de
p38 (Bulzomi ., 2012; Li ., 2012; Pang ., 2018; Puranik ., 2019).
Aunado a los RE, existen otros receptores
sensibles a estrégenos situados en la membrana celular,
los GPR30, que dependiendo del estadio del cancer de
colon pudieran promover o inhibir procesos de proliferacion
celular (Jacenik ., 2019). Uno de los mecanismos por los
cuales estos REs presentan dichos efectos es a través de
la modulacién epigenética, especificamente la metilacion

del ADN, regulada por miembros de la familia DNMT.
En cancer de colon se ha reportado sobreexpresion de
DNMTY, favoreciendo la metilacién en los promotores de
genes supresores de tumores y la consecuente inhibicion,
y a su vez se ha correlacionado negativamente con la
expresion de RER (Sanaei g Kavoosi, 2020). Por lo tanto,
los procesos epigenéticos podrian estar involucrados
en las actividades proliferativas y antiproliferativas de
disruptores estrogénicos, y elucidar dichos mecanismos
permitiria proponer alternativas para disminuir los efectos
perjudiciales de dichos disruptores de caracter sintético a
traves del uso de compuestos naturales.

2. Metodologia

2.1. Cultivo celular y ensayo de viabilidod

La linea celular de cancer de colon SWa4s0 obtenida de
American Type Cell Coleccién de cultivo (ATCC, Manassa,
VA, EE. UU.] se mantuvo en medio DMEM con 10% de
suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibi6ticos (penicilina/
estreptomicina) a 37°C hajo atmosfera humidificada con 5%
de CO2. Se realizd una curva dosis-respuesta de la NAR.
Brevemente, las células fueron sembradas (1 x 104 células/
pacillo]) en placas de 96 pozos dejandose crecer durante 24 h
en medio OMEM con SFB al 10%. Posteriormente, el medio
de cultivo fue descartado y reemplazado por los diferentes
tratamientos, los cuales constaron de NAR (25, 50, 75, 100,
125, 150, 200, 250 y 300 pM] disuelta en DMEM con SFB al 2%,
4.4. M de BPA disuelto en 0.01% dimetil sulfoxido (OMSO])
y DMEM con SFB al 2% y su correspondiente coexposicion
empleando laIC 50 de NAR+ BPA (4.4 uM). Los tratamientos
fueron administrados durante 24 h. Para determinar las
pruebas de viabilidad, transcurridas las 24 h de tratamiento
seretird elmedioy se afiadié unasolucién de MTT empleando
0.5 mg/mL de bromuro de 3-(4,5-dimetil thiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio (Sigma-Aldrich #M2128) disuelta en DMEM,
se dejo incubar 60 min a 37°C. Transcurrido el tiempo, la
solucién conteniendo el MTT fue retirada y los cristales de
formazan se disolvieron en DMSO a temperatura ambiente
durante 5 minutos. La absorbancia de cada muestra se leyé
en un escaner espectral flash Varioskan (ThermaCientifico)
a 570 nm. La viahilidad celular se calculd de la siguiente
manera: Viabilidad (%) = (muestra de absorbancia / control
de absorbancia) x 100.

2.2. Deteccién de apoptosis
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La apoptosis se detectd mediante el analisis de citometria
de flujo empleando el kit Muse Annexin V and Dead Cell
(Millipore Corporation), el cual identifica la fosfatidilserina
externalizada en la membrana celular durante el proceso
apopt6tico. Para el analisis se sembraron las células en
placas de 6 pozos (4 x 106 células/2 ml/pozo) en medio
DMEM con SFB al 10%. Después de 24 h de incubacion, las
células fueron tratadas con NAR (150 pM, que corresponde
a la IC50), BPA (4.4 pM] y NAR+BPA. Después de 24 h de
tratamiento, las células flotantes en los medios de cultivo
se separaron mientras que las células adherentes se
recogieron por tripsinizacion, luego las dos poblaciones
celulares se agruparon y centrifugaron a 778 = g durante
5 minutos a 4°C, retirando el sohrenadante. 100 pL de
células (50 x 104 células) resuspendidas en medio OMEM
suplementado con SFB 1% fueron mezcladas con 100 L de
Anexina V, previamente preparada bajo las condiciones del
proveedor, y fueron incubadas por 20 min a temperatura
ambiente y finalmente analizadas en un Muse Cell Analizer.

2.3. Ensayo de lactato deshidrogenasa (LOH)

El ensayo de LOH fue evaluado para determinar necrosis
celular, mediante el kit de LDOH de Roche. Brevemente, las
células (1x 10* células/pozo) fueron sembradas en placas de
96 pozos en medio de cultivo DMEM con SFB 10%. Después
de 24 h de incubacion, el medio fue reemplazado por DOMEM
con SFB 2%, que contenia los diferentes tratamientos
evaluados, y nuevamente fueron incubados durante 24 h.
Como control negativo, se usaron células en medio DOMEM
suplementado con SFB 2% Yy como control positivo células
tratadas con Tritdn X-100 y mantenidas con medio DOMEM
con SFB 2%. Posteriormente fueron recolectados 100 pl del
sobrenadante y afiadidos 100 pl de la mezcla que contiene
el kit, se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. Finalmente, la absorbancia se ley6 a 492 nm en un
lector de ELISA.

2.4. Expresion de genes

La expresion de los genes REB, REq, GPR30 y DNMT1
se determind por gPCR empleando B-actina como gen
constitutivo para la normalizacién. La extraccion de RNA
de las células tratadas con los diferentes tratamiento se
realizd mediante columnas de silica-gel (Jena Bioscience
GmbH; Jena, Germany kit # PP-210S). Posteriormente, se
sintetizo el cONA empleando cebadores Oligo dT vy el kit

SCRIPT cBNA hajo las siguientes condiciones: 50°C por 40
min, 70°C por 10 min (Jena Bioscience GmbH; Jena, Germany,
kit #77176). Para el gPCR se utilizo el kit RadiantT™M Green
Hi-ROX gPCR (Radiant molecules. Alkali Scientific Inc kit
#QS2005) siguiendo las siguientes condiciones: 95°C por
2 min, 95°C por 0.05 S, 62°C por 20 s, y 65°C por 10 S para
actina, 95°C por 2 min, 95°C por 0.05 S, 64°C por 20 S y 65°C
por 10 s para REB, y 95°C por 2 min, 95°C por 0.05 S, 60°C
por 20 s para REq, GPR30 y DMT1. Los cebadores empleados
fueron los siguientes:
Actina

FWD-ACGGGGTCACCCACACTGTGC,

REV-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG,

RER FWD-TCCCACTTCGTAACACTTCCG,

REV-ACATTCTATAGCCCTGCTGTGA,

REo FWD-TGCTGGCTACATCATCTCGG,

REV-CAGGAACTTATCCCTCATATAG;

GPR30 FWD-AGTCGGATGTGAGGTTCAG,

REV-TCTGTGTGAGGAGTGCAAG,

DNMT1 FWD-CGACTACATCAAAGGCAGCAACCTG,

REV-TGGAGTGGACTTGTGGGTGTTCTC.

La cuantificacién relativa normalizada se realizé por el
método 2 delta-delta Ct, los datos se expresaron como fold
change (veces de cambio) y se considerd significativo un
cambio relativo mayor o menor a2 folds.

2.5.Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante una prueba de
varianza ANOVA de dos y una via, seguido de una prueba
post hoc comparando los tratamientos contra las células
tratadas con BPA (Dunnet). También se realizd una
correlacion de Pearson. El analisis se realizo con el programa
Prism 8.

3. Resultados

NAR disminuye la viabilidad celular en coexposicién con
BPA.

La viabilidad celular puede observarse en la Figura 13,
en donde se muestra que a medida que aumenta la
concentracion de NAR, la viabilidad disminuye de manera
lineal, obteniendo una IC50 de 150 pM. El tratamiento de
NAR+BPA, disminuye de manera significativa la viabilidad
celular, como se aprecia en la Figura 1b.
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Figura 1. a) Efecto de NAR en la viahilidad de células SW480 después de 24 h de incubacién. Los resultados son expresados en
porcentaje (%) + EE, b) Efecto NAR+BPA (IC50 150 UM de NAR + 4.4 uM de BPA) en células SW4so durante 24 h. Los resultados
son expresados en porcentaje (%) + EE, y representan el promedio de 3 experimentos independientes con 3 réplicas. * Diferencia
estadistica de acuerdo con la prueba de Dunnet (p<0.05) con respecto a BPA.

3.1. NAR induce muerte apoptética y BPA necrosis en
células de cancer de colon.

Para determinar el mecanismo de muerte celular inducido
por cada tratamiento, se determind apoptosis y necrosis
mediante citometria de flujo empleando el kit de Anexina
V. Los resultados muestran que NAR (IC50 150 pM] induce
la muerte por apoptosis celular en el 40% de las células
tratadas a las 24 h de exposicién con o sin exposicion con
BPA (4.4 pM), y aproximadamente el 10% de las células
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tratadas con NAR y NAR+BPA mueren por necrosis (Figura
2). Estos datos fueron corroborados con el ensayo de LOH
(Figura 3), el cual es un biomarcador indirecto de necraosis.
Elresultado arrojé un porcentaje cercano al 10% de muerte
celular por necrosis en células tratadas con NAR con o sin
BPA. Ademas, es importante resaltar que también cerca
del 10% de las células tratadas con BPA mueren, y esta
muerte es principalmente por necrosis segin lo sugerido
por amhbos andlisis (citometria de flujo y ensayo de LDOH].
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Figura 2. Analisis de citometria de flujo con Anexina V bajo los tratamiento con IC50 de NAR (150 pM), BPA (4.4 pM) y coexpasicion
NAR (150 pM] + BPA (4.4 pM] en células SW480 después de 24 h de incubacion. a) Todas las células b) Células viables, c] Células
con necrosis, d) Células en apoptosis temprana, e) Células en apoptosis tardia. Los resultados son expresados como porcentaje de
poblacién celular (96) + EE, y representa el promedio de 2 experimentos independientes con 2 réplicas. * Diferencia estadistica de

acuerdo a la prueba de Dunnet (p<0.05]) con respecto a BPA.
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Figura 3. Actividad de lactato deshidrogenasa (LDH). Efecto de
la coexposicion de NAR (IC50250 pM] y BPA (4.4 pM] en células
SW480 expuestas durante 24 h. Los resultados son expresados
como actividad de LDH (%) * EE, y representa el promedio de
3 experimentos independientes con 3 réplicas. Distinta letra
indica diferencia estadistica de acuerdo a la prueba de Dunnet
(p<0.05) con respecto a BPA.
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3.2.BPA y NAR modulan diferencialmente la expresion
transcripcional de REq, REB, GPR30 y DNMT!.

Los receptores estrogénicos pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares y son considerados como marcadores
prondstico en la practica clinica del cancer. Los resultados
acerca de la expresion transcripcional de RE en el presente
estudio muestran que BPA disminuye la expresion
transcripcional del REB (0.061 veces), mientras que NAR
aumenta su expresion (2.2 veces). Mas ain, NAR+BPA
aumenta atn mas la expresion del REB (10.44 veces + 0.04)
(Figura 4). Por otro lado, REa resultd inducido por NAR
con o sin coexposicion con BPA (0.84 veces y 1.24 veces,
respectivamente) con respecto al grupo expuesto a BPA
(0.45 veces). Tanto las células tratadas con NAR y NAR+BPA
no presentan diferencia en cuanto a la expresion de GPR30
con respecto a las células tratadas con BPA, aungue se
ohserva una tendencia al aumento en su induccién por parte
de NAR en ambos tratamientos. Asimismo, BPA presenta
una menor expresion del gen ONMT1 que el grupo tratado
con NAR+BPA mientras que en el grupo NAR y BPA se
encontrd una expresion muy similar.

== Control
= NAR

s BPA

= NAR+BPA

GPR30

DNMT1

Figura 4. Expresion relativa de genes ERB, ERa, GPR30 y DNMT1 con respecto a B-actina en células SW4so tratadas con NAR (150
pM]), BPA (4.4 uM] y coexposicion NAR (150 pM] + BPA (4.4 uM). Los resultados son expresados como expresion relativa + EE, y
representa el promedio de 2 experimentos independientes. * Diferencia estadistica de acuerdo a la prueba de Dunnet (p<0.05) con

respecto a BPA.
4. Discusion

Estudios previos han demostrado que el riesgo de
desarrollar cancer de colon se incrementa con una
alteracion en las vias de sefializacion gobernadas por
los receptores de estrogenos. Esto debido a que existe
evidencia de que el REB, cuya funcién se ha determinado

que induce apoptosis celular, demuestra una correlacién
inversa con la presencia de pélipos colorrectales y estadio
del tumor; mientras que el REq, asociado a eventos
proliferativos, se encuentra aumentado en este tipo de
cancer (Caiazza et al,, 2015; Elbanna et al., 2012). Algunos
disruptores estrogénicos de origen natural como los
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fitoestrégenos pueden unirse de manera agonista al REP
promoviendo apoptosis segin lo ohservado en estudios
epidemiologicos y modelos animales (Hedelin et al., 2006).
En células de cancer de mama, la narigenina (5 pM] se une
de manera agonista al REB disminuyendo la expresion de
ARNm de TGFB3, gen que codifica citosinas involucradas
en morfogénesis y crecimiento de tejidos; en células de
cancer de colon (DLD-1) la narigenina (10 pM) induce
apoptosis por la cascada de sefializacion p38/MAPK
modulada tras la activacion agonista de RE (Kim g Park,
2013, Totta et al., 2004). Por otro lado, existen compuestos
sintéticos con actividad de disruptor endécrino, como
el BPA, que ha demostrado promover algunos tipos de
cancer por la capacidad agonista con REa. Ejemplo de ello
es el demostrado en células de cancer de mama donde
concentraciones de 1 uM de BPA promueven la expresion
de TGFa implicado en la proliferacion de tejidos, y algunos
ensayos enzimaticos han reportado efecto agonista entre
el BPA (0.1-10pM]y REa sustentando lo anterior (Hiroi et
al.,1999; Masuya et al., 2019; Sengupta et al., 2013). El efecto
de la exposicion combinada de disruptores naturales
como la naringenina y xenoestrogenos como el BPA ha
sido muy poco estudiado, lo cual seria de trascendencia
para proponer un mecanismo para disminuir o mitigar los
efectos perjudiciales del xenoestrégeno BPA a través de
compuestos naturales.

Algunos autores han reportado una disminucion
en la viahilidad en células SW48o tratadas con naringenina,
encontrando una ICsc de 200 pM, muy similar a laencontrada
en el presente estudio (150 pM). Song et al, (2015)
reportaron gue la naringenina disminuye la viabilidad en
células de cancer de colon SW480 a través de la activacion
de p38 MAM quinasa, la cual inhibe la expresion de ciclina
01, frenando ciclo celular y promoviendo apoptosis. En el
presente estudio se encontrd que NAR disminuye viabilidad
de células SW480 en un modo dosis-dependiente, y los
mecanismos involucrados en dicho efecto son apoptosis y
necrosis, sugiriendo que seactiva lacascada de necroptosis,
el cual es un mecanismo de muerte celular alterno que
comparte similitudes morfolégicas con la necrosis. Se ha
reportado que la necroptosis es inducida por flavonoides
como la quercetina (50 pM] en células de cancer de mama,
observando que ésta promueve dicha via tras la actividad
de factor de necrosis tumoral (TNF), el cual se une a serina/
treonina-proteina que actda con el receptor de quinasa 3
(RIPK3) y rio abajo enla mayoria de los casos activa Caspasa

8 [(Galluzzi et al., 2017, Khorsandi et al., 2017). Por su parte
el BPA, no disminuye de manera significativa la viabilidad
celular, sin embargo, estudios previos han reportado que,
a pesar de no impactar en praliferacién, suceden eventos
moleculares que le confieren a la célula capacidades
de malignizacibn e incluso de metastatizar, como lo
reportado por Chen et al,, (2016), quienes encontraron una
sobreexpresion de proteinas de migracién celular como
E-cadherina y Vimentina en células de Leyding (células
localizadas en testiculos) expuestas a BPA (10 pM). Otros
autores como Huang et al,, (2017) han evaluado diferentes
concentraciones de BPA (0.1-1000 nM] en células epiteliales
de prostata, reportando una viabilidad del 989 pero con un
aumento en la expresion de receptores estrogénicos tanto
como . La expresion de REg, implicado en el desarrollo y
progresion del cancer de colon, se ha relacionada con una
menor sobrevida en estudios epidemiolégicos (Nussler et
al,, 2008; Ye et al.,, 2019). La pérdida de la expresion de REP
también se ha relacionado con un peor prondéstico de vida
pues una de sus principales funciones es promover procesos
de apoptosis celular (Caiazza et al., 2015). Los hallazgos de
este estudio muestran que la expresion transcripcional
de REB disminuye cuando las células son tratadas con
BPA, resultado que concuerda con lo reportado por Hess-
Wilson et al. (2007) quienes evaluaron la disminucion de
REB en células de cancer de prostata LNCaP tratadas con
BPA (1nM). A su vez, la expresién de REa es mayor que la
expresion de REB enlas células expuestas a BPA, que podria
estar asociado a los efectos negativos de BPA reflejado
en el porcentaje de células que mueren por necrosis en
nuestro estudio, como lo reportado en cultivos primarios
cerebelosos donde concentraciones entre 1-10 UM de BPA
aumentan la liberacion de LDH dependiente de RE (Le g
Belcher, 2010).
Por otro lado, las células tratadas con NAR, aumentan
la expresion tanto de REB como de REa. Es importante
sefialar que la expresion de REB es predominante en el
epitelio colénico normal diferenciado, pero su expresion
disminuye debido al microambiente hipdxico en colon a
medida que avanza la malignidad resultante del cancer
(Konstantinopoulos et al., 2003). Por lo tanto, el hallazgo
encontrado en este estudio, en el que NAR por si sola
0 administrada en células expuestas a BPA induce la
expresion de RER es de suma importancia, ya que se sugiere
gue esto permite que la célula siga activando mecanismos
de defensa que le confieran ventajas para morir.
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También se observo gue la expresion de GPR30 en células
tratadas con NAR o NAR+BPA no presenta cambio en la
expresion con respecto a las que Gnicamente son tratadas
con BPA, aunque se observa una tendencia no significativa
alaumento en la expresion de GPR30 en células NAR+BPA.
GPR30 es un receptor acoplado a proteina G sensible a
estrogeno, que puede desencadenar diferentes cascadas
de sefializacion, tanto proliferativas como apoptéticas, de
migracion celular entre otras. Estudios como el reportado
por Dong et al, (2011) muestran que BPA (10 pM] activa
la cascada de sefializacion de Erki/2 y la regulacion
transcripcional de c-fos a través de GPR30, mediante
una via mediada por AP1 en células de cancer de mama.
Por otro lado, estudios previos realizados en células de
cancer de prostata PC-3 han demostrado que GPR30
activa prolongadamente Erki/2 que, a su vez, aumenta la
expresion de p21 mediado por c-jun y c-fos, conduciendo a
arresto al ciclo celular en la fase G2 (Chan et al., 2010). A su
vez, se hareportado que compuestos naturales, tales como
la isoflavona genisteina (Morton et al, 2002) y equol, un
metabolito colénico derivado de la daidzeina, activan GPR30
(Rowlands et al, 201). Algunos flavonoides, tales como la
baicaleina, han demostrado tener efecto antiproliferativo
en células de cancer de mama, por su afinidad a receptores
GPR30, los cuales disminuyen la expresion de la proteina
EGFR, relacionada con supervivencia celular; ademas, se
observé una disminucion en migracion celular evaluada por
ensayo de herida, mecanismo sugerido, mediante el cual la
naringenina pudiera disminuir la viahilidad celular, ain en
coexposicion con BPA (Shang et al, 2015). En el presente
estudio, se encontré una regulacion transcripcional
positiva, aunque no significativa, de GPR30 por NAR hajo
condiciones de exposicion a BPA de las células, sugiriendo
que uno de los mecanismos antiproliferativos propuestos
por el flavonoide es a través de la via inducida por p21,
mismo que fue propuesto por Chan et al,, (2010). De acuerdo
a nuestro conocimiento, no ha sido reportada la induccién
transcripcional de GPR30 por parte de la naringening; sin
embargo, se necesitan estudios mas amplios para poder
establecer la activacion del arresto al ciclo celular en esa
fase por parte de NAR.

En cuanto a la expresion de DMNTY, los tratamientos
con NAR y BPA muestran expresion similar entre ellos
y se encuentran disminuidos comparados con el grupo
NAR+BPA. DNMT1 es una metiltransferasa primaria,

gue contribuye a la metilacion, expresion génica y
mantenimiento de ADN de novo en la célula. En condiciones
normales conserva los patrones de metilacion correctos, y
en cancer de colon su expresion se encuentra alterada y se
relaciona con una actividad aberrante ya que promueve la
metilacion en la zona promotora de genes supresores de
tumores. Laing et al., (2019) sefialan que BPA disminuye la
expresion de DNMT1 correlacionado a una hipometilacion
global causando inestabilidad genémica, y pudiera estar
relacionado con los eventos negativos del BPA en el
presente estudio. DNMT1 inhibe la transcripcién de genes
supresores de tumores p27 y Bax, relacionados con la
proliferacién celular, implicados en el desarrollo de varios
tipos de canceres (Peng et al., 2006). Sin embargo, también
se ha involucrado en la hipermetilacién del promotor de
Bcl-2, un conocido regulador de apoptosis celular, y esto
inhibe la expresion de su proteina (Zheng et al,, 2020). Las
células tratadas con NAR+BPA tienen mayor expresion
de DNMT), lo que sugiere que eventos apoptaticos y anti-
apoptoticos estan sucediendo a la vez inducidos por efecto
de BPA y NAR al mismo tiempo, pero que la hipermetilacion
de protooncogenes, como Bel-2 a través de DNMTY, pudiera
contribuir al efecto antiproliferativo de NAR adn bajo los
efectos moleculares de BPA (coexposicion). Se sugiere la
realizacion de estudios que incluyan blancos moleculares de
DNMT1 para elucidar detalladamente el papel de DNMT1en
el efecto antiproliferativo y apoptatico de la naringenina.

Conclusion

Los hallazgos encontrados en el presente estudio sugieren
gue el BPA, si bien no modifica la viabilidad de manera
importante en las células de cancer de colon SWa4so, si
interviene en mecanismos relacionados con proliferacion
celular, como es la disminucién del REB en células de
cancer de colon SW480. A su vez, NAR presenta un efecto
anticancerigeno a traves de la reduccion de la viabilidad
celular, mediante la induccién de mecanismos apopt6ticos
y necroéticos, y esa accion antiproliferativa esta asociada a
la modulacion transcripcional de REB y GPR30. La induccion
de la muerte de células de cancer por fitoquimicos que
se consumen naturalmente en la dieta abre un nuevo
horizonte para la investigacion acerca de la reduccion del
impacto negativo de disruptores endécrinos quimicos a los
gue constantemente estamos expuestos.
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