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‘esfuerzos que hacta no consegulq el respe?o esperad

EL ASCENSO

Cuentan que hubo hace mucho tiempo un joven guerrero que vencuc con su
ejército a un reino y se erigié como el nuevo gobernante.;Aunque’ el :joven
gobernanfe era: obedecndo y su voluntad era ley, en_el .fondo: él: sab:a que era:.
temido. pero no. respe?ado por sus sdbditos. Al correr del flempo el joven
comenzd a cmhelar con. todo el corazdn ser admirado y respe ado’por su pueblo.‘ R
Fueron ‘muchos :los: mfenfos de congraciarse ;con :

COFI"I
contra’sus
pobladores;:
mitad del cai
fuerza y desfr‘ezo pcxrc pelear.

Y as:,,el Joven: continuo'avqnzqndyé .y.;Sometiendo.a: cuanto. rival .topa:en. su
camino, . hasta ‘que -llegé’ a. la  ermita :donde " habitaba el sabio. El anciano
permanecié en su lugar sin |nmu1'arse, el Jjoven avanzé se postré frentea él y le
dijo: '

-He venido para que me digas donde encontrar la verdadera autoridad y el
respeto de mi pueblo -

A lo que el sabio le contesté: -/a verdadera autoridad y e/ respeto se
encuentra en los actos cotidianos. porgue a todos los que te enconfraste
de subida, te los vas a encontrar a /a bajada -.

CUENTO ANONIMO
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RESUMEN

La cumarina tiene actividad antitumoral in vivo en varios tipos de cancer. In vitro, |la
cumarina y la 7-hidroxicumarina, su principal producto de biotransformacién en
humanos, inhibe la proliferacion de varias lineas de ceélulas tumorales. Los
mecanismos moleculares de estos efectos se desconocen y para obtener
informacion sobre los mismos realizamos el ‘presente estudio. En la linea de
adenocarcinoma pulmonar humano A-427, se evalué el efecto de 1a cumarina y de
la 7-hidroxicumarina en la inhibicién de: (i) proliferacion celular; (ii) progresion del
ciclo celular: y (ii) expresion de la ciclina:D1. la ciclina E, y la ciclina A. Las
concentraciones inhibitorias 50 (Clsg) de ambos compuestos fueron estimadas
mediante ensayos de reduccién de tretrazolic (MMT). El efecto en la progresién
del ciclo celular se realizd con yodureo de propidio y Bromodeoxiuridina (BrdU),
usando histogramas y analisis bivariante de citometria de flujo. E! porcentaje de
las células que expresaban las ciclinas D1, E y A se estimdé mediante analisis
muitiparameétrico por citometria de flujo, usando yoduro de propidio y anticuerpos
monoclonales conjugados a isotiocianato de fluoresceina (aM-FITC) para cada
ciclina. La Clso (+ e.e.m.  n=3) de la cumarina y de la 7-hidroxicumarina a
exposiciones de 72 horas, fue 257 + 8.8 y 100 + 4.8 ug/ml respectivamente. La
7-hidroxicumarina a concentraciéon de 160 pg/ml (1 mM), inhibio la- fase G1kdel

ciclo celular, lo que es consistente con su efecto citostatico. No ‘se observaron -
decrementos significativos de la ciclina E ¥ la ciclina AlEn contraste la cnclma D1

disminuyé considerablemente, lo que sugiere que la acc:on de Ié'

h:droxt-‘,
cumarina ocurre en eventos tempranos de la fase Gy. Sln;embargo. el :ARN .
mensajero de la ciclina D1, ensayado mediante RT-PCR, no presenté camblos. fo”
que indica que es un efecto postranscripcional. La cumanna no tuvo efectos
significativos. La mayoria de las neoplasias mahgnas presen(an anormalndades en
los elementos del punto de restriccion (via pRb), que regulan Ia progresuon en la
fase G, del ciclo celular. La ciclina D1, que forma parte de la via pRb, esta
frecuentemente alterada en varios tipos de cancer y proponemos su inhibicién
como blanco farmacolégico para el desarrolio de nuevos agentes antineoplasicos.
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1. INTRODUCCION
1.1 CICLO CELULAR

El ciclo celular es el proceso que permlte Ia prohferacaon celular. En e! ciclo celular

_se preparan étros eventos necesarios para la mitosis. Finalmente
en’la fase M o mitdtica las dos copias del ADN'y los organelos de la célula
preexistente se segregan en dos ceélulas hijas (Arellano M. et al. 1997; Johnson
DG. et al. 1999). Las células que no proliferan se encuentran en un estado
flamado Go. en el gue la maquinaria del ciclo celular esta inactiva y el metabelismo
basal es bajo (Bartek J. et. al. 1996).

SENALES DE

4 PUNTO DE
PROLIFERACION COHTROL G1'S PUNTO DE
PUNTO DE COMTROL DEL
RESTRICCION & HUSO MIIOTICO
— p—
PUNTO DE CONTROL PUNTO DE
EM REPLICACION CONTROL G2.M
& & M
ARREGLO !
. TOPOLOGICO T
SINTESIS y DEL ADN. Q
DE ADN DUPLICACION s
DEL ADN ¥ DE ORGANE- |
PROGRESION DEL 1 OS. FTCL s
LICLO CELULAR
Go G, S G, M

Figura 1. Principales eventos det ciclo celular, punto de restriceion ¥ los puntos de control

¢n cada fase.
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Las células normales pasan de.una fase a la siguiente, sélo después de la
culminacion exitosa de los evéntos de la fase previa. Esto es posible gracias a una
compleja red de sastemas de control que verifican los eventos de cada fase y
coordinan’ la actlvudad de Ios elementos regulatorios del ciclo (CDK's, CKI's,
proteinas supresor‘ :

tumores, etc). Se han descrito dos grandes tipos de

sistemas de contro | punto ‘de restriccion, que controla la entrada al ciclo
celular y la progres én en Ia ‘fase G. (Bartek J. et al. 1996) y b) los puntos de
control (del mgles checkpomts) que regulan la progresidon entre las distintas fases

996; Kornbluth S. 2000).

tramos en la fase G1 vy la transicion a la fase S del
1os elementos reguladores del punto de restriccion; sus

ciclo_celutar, asI como el

|mp||cac:ones en el cancer y su intervencian terapéutica con cumarinas.

1.2 CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CDK s) .

La progresnon del c:clo celular. a traves de’ las diferentes fases esta dmgnda pcr la
activacion secuencial de cinasas serinas/treoninas. Estas cinasas son conocudas
como cinasas dependientes de ciclinas (Cdk’s) y fosforilan sustratos claves de la
maquinaria celular que permiten la transicion de una fase a la sugulente (Pines J.
1995). Las Cdk’s (Cdk1 - Cdk10) son subunidades cataliticas que se unen a'sus
subunidades activadoras llamadas ciclinas (ciclina A -'K, ciclinas T1'y T2) y formar
asi los complejos activos CDK’s (Martinez F. et al. 2001).

Los complejos de CDK’s mejor conocidos en la progresnon del cu:lo celular son
ciclina D1/Cdk4 (D1-CDK4), ciclina E/Cdk2 (E-CDKZ). ctclma AICde (A-CDK2) vy
ciclina B/Cdk1 (B-CDK1). La actividad de los compl’ejos VCDK Y esta regulada en
diferentes formas, incluyendo: (a) sintesis y.;Ade'gjfada‘éiébi'seéuencial .de las
ciclinas; (b) fosforilacion y desfosforilacién de l‘és. ‘su:Jb‘unidédes cataliticas Cdk’'s;

(c) uniébn a proteinas inhibidoras de CDK ('Areil‘ano M- et al. 1997; Morgan DO.
1995). )




debido a que se sintetizan y degradan

’enzo de mar (Evans T. et al. 1983). Es decir. se

Actualmente
una secuenc consenso de 100 ‘aminoacidos llamada “caja de c:cllnas (Reed SI

1991).

Durante el ciclo ’belular, la cantidad de Cdks es relativamente constante, lo que

\)ana es la cantidad de las ciclinas D, E, A y B a lo largo del ciclo celular. Esto es
posible gracias a que la sintesis y degradacién de las ciclinas dependen de los
eventos propios de cada fase. El patrén temporal de cada ciclina sigue un orden
especifico que permite la activacidn de complejos CDK's en una secuencia

especifica (Darzynkiewicz Z. et al. 1996).

ciclina E

-.
S
Prad

4
!
t
2
]
i
1

i
!
/ ciclinas D

S G. M

GIJ G1

Figura 2. Sintesis v degradacion de ciclinas en cada tase del ciclo celular.
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Como se observa en la figura 2, la sintesis de ciclinas D (D1, D2 y D3) se inicia en
la fase G+, donde albanza ‘su-maxima expresion: luego disminuye el nivel al final
de la fase G,. La ciclina E se sintetiza al! final de la fase G,, alcanza su maxima
expresion durante ‘Ia trahsiéiéri de la fase G, a la fase S y se degrada durante la
fase S. La ciclina A se smtetlza al inicio de la fase S, alcanza su maxima expresuén
durante la transicion de Ia fase S a G y se degrada abruptamente al final de la
fase Ga. La c1clma B se snntenza al inicio de la fase Gz, alcanza su méxnmo en la
fase My dlsmmuye abruptamente enla transnclon a la anafase.

La expresnén e cxchnas D es mducnda por sefales mitogénicas extracelulares,
como son los factores de crectmlent hormonas, etc. (Sherr ChJ 1995). Algunos
autores cons:deran que Ia expresnén de las ciclinas det tipo D son los marcadores
del mncto de| clclo celular en 1a: fase G, (Darzynkiewicz Z. et al.1998). Las ciclinas
D2 y:D3 se expresan en celulas del sistema hematopoyético, mientras que la
ciclina D1 se expresa en células que dependen de adhesion (Ajchenbaum F. et al.
1993) - :

Unya célula Jinicia’ su vcbiclo—'é:uando factores de crecimiento, hormonas y otras
senales . extracelulares, se4 unen. a'sus' receptores y activan a proteinas
transductoras como Ras (Guille'H 1999) La brotelna Ras transduce la sedal al
nucleo y activa la transcnpclon de varios genes necesanos para la proliferacion,
entre los que se encuentran los de Ias ‘ciclinas D (Ewen ME. et al. 2000). Las vias
activadas por Ras mejor descrltas son*' Raf/MEKIMAPK (Guille H. et al. 1989),
Rho/Rac (Sahai E et al.: 2002) y PI3K/AktIPKB (Gunlle H. et al. 1999; Ewen ME. et
al. 2000).

L.a transcripcion del ., gén ‘dé 'lawciclln‘a D1.(CCND1) es la mas estudiada
(Amanatutlah DF. et aI 2001) En el promotor de este gen se han documentado
sitios de union para dlferentes factores de transcnpcnon como AP1, Ets, ATF-2,
NF B, CREBP y otros (ver figura 3).




LLa activacién de integrinas por. fibronectina también induce la expresion de la
ciclina D1 activando a las protéinas Rho/Rhac, o bien mantienen comunicaciones
cruzadas con las éascadas activadas por Ras (Sahai E. et al. 2002; Schwartz MA
et al. 2001)." Ademas, 6tras protéinas intracelulares, como los receptores de
estrogenos (Foster JS. et al. 2001) y la B catenina (Tetsu O. et al. 1999) también
regulan la transcripcion de la ciclina D1.

INTEGRINAS
RECEPTORES FIBRONECTINA
1P 3K Ris —p RHO RAC
AKUPKB 'a’

i 1
././Mm\../ l\

CREBP ETS AP1 ATF-2
(OuNnsFosy  UNIUN NF kB
I PROMOTOR DEL GEN DE LA CICLINA D1 [

Figura 3. Principales vias de sefalizacion que regulan al promotor del gen de la ciclina Dt
a travds de receptores v de moléculas de adhesion. Fostfatidil inositol 3 cinasa (IP 3K):
cinasa de N-terminal de c-Jun (JNK). cinasa de proteinas de activacion mitogénica
(MAPK): cinasa de cinasa de integrinas (IKK): proteina de union a elemento de respuesta a
AMP ciclico (CREBP): proteina de activacion 1 (AP1): factor de activacién transceripeional
2 (ATF-2): tactor nuclear kB (NF kB).
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Las ciclinas D sé unen alas Cdk4 y Cdk6, y regulan la progresion de la fase G1 a
través de la fosforilacién e inactivacion de la proteina pRb, lo que produce la
activacion de factores qué trénscriben los genes de las ciclinas Ey A (verpRb y
punto de restriccion) (Ohtani K. ‘et al’ 1995: Yamb CH. et al. 2002). La ciclina A se
expresa"'des'pué;swdéjrla 'éicliha'E, porque la transcripcion del gen de la ciclina A
también requiere de la actividad del complejo E-CDK2 (figura 4). Del mismo modo,
la ciclina B sdélo se incrementa hasta la fase G2, porque su expresion depende del
complejo A-CDK2.

SLNALES DE
PROLIFERACION

SINTESIS DE
PROTEINAS PARA Cax2®
LA REPLICACION +
DE ADN OTRAS
(ErcLmasg) (Cax)(® > ||runciones
<> CELULARES

or

<>
@@ @ (&) P £
'==> G maaan Wy
G, 1 S

L

Figura 4. Transcripeion secuencial de los genes de las ciclinas D. la ciclina E » la ciclina A,

Por su participacion en la fase G1, las ciclinas D y E también se conocen como
ciclinas G1. mientras que las ciclinas A y B son llamadas ciclinas mitéticas. La
degradacién de todas las ciclinas sigue la via de la ubiquitina, pero existen
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importantes di‘ferencias”entre‘ la proteclisis de las ciclinas G1 y Ia de las ciclinas
mitoticas (para revisién consultér King RW. et al. 1996).

Las ciclmas G1 requuere ser fosfonladas para ser degradadas. En el caso de la
ciclina D1 Ia glucégeno smtasa cmasa 3p (GSK-3B) fosforila a esta ciclina en la
treonina“ 286 (Thr286), Io que lnduce su degradacion (Diehl JA. et al. 1998) Enel
caso de la: clchna E cuando alcanza su maximo de expresion en la transucnén
Gys, el complego E—CDKZ autofosforlla a la ciclina E en Thr380 lo que mduce su
degradacnén (Won KA et al. 1996) En’ consecuenma. Ia cantldad de cxch a: E :
dlsmlnuye a lo largo de la fase S (ver figuras 2 y 5).- :

La protedlisis de las ciclinas mitdticas, en cambio, ‘es éctivada por. el complejo de’
promocion a anafase (APC). En la figura 2 se observa que la cic e degrada".
abruptamente cuando la celula entra a la fase M, mlentra _,que:la clclma ‘B se
degrada posteriormente, durante fase M. Aun se: debate sobre‘el ‘mecanismo que
produce la degradacién de las ciclinas mitdticas en diferentes fases (Klotzbucher
A. et al 1996; Keopp DM. et al. 1999). )

1.2.2. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE SUBUNIDADES CATALITICAS
Cdk’s MEDIANTE GRUPOS FOSFATO

Desfosforilaciones que activan a las Cdk’s: la proteina CDC25A es una
fosfatasa que elimina los grupos fosfato inhibitorios de Cdk2 en las Thr14, TyriSy
de Cdk1 en Tyr15. En la figura 5 se observa que la expresion de CDC25 es
inducida por la proteina Myc. Esto ocurfe‘al final de la fase G1, en respuesta a
factores mitogénicos (Bouchard C. et al. 1998).

Fosforilaciones que activan a las Cdk’s: La cinasa activadora de Cdk'é (CAK),
que esta formada por la ciclina H y Cdk7, fosforila a la Cdk2 en la posicién de la
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Tyr160 (Kaldis P. 1999). Esta fosforilacion estabiliza los complejos formados por la
subunidad catalitica y las ciclinas E y A, e incrementa su actividad.

@ FOSFATOS QUE INHIDEM ® FOSFATOS QUE ACTIVAN

[3]

[F UNCHONLS
[Eocz3a) CELULARES|i (C dk2)

— DFGRADACION
DE CICLINA E

S | G,

Figura 5. Regulacion de la actividad de Cdk2 mediante fostorilaciones y por union a la

ciclina E y a la ciclina A,

Fosforilaciones que inhiben a las Cdk's: en respuesta al dafo al ADN se
activan las cinasas Mik1 y Wee1, lo que fosforila a la Cdk1 en la Tyr15 (O'Connell
MJ. et al 1997). Esta fosforilacion inhibe a la Cdk1 y en consecuencia se detiene la
progresién del ciclo celylar en la fase G2.

Localizacion sub‘celula‘r,‘de cyi‘clinas. Cdk’s y complejos CDK’s

Las fosfbrilacidne$ dé Cdk’s ademas de activar o desactivar su funcion, asi como
las fosforilacibnes que promueven la degradacion de ciclinas, contribuyen también ’
a regular el trafico de estas proteinas en los compartimentos de la célula (para
revision, consultar a Yang J. et al. 1999).
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1.2.3. REGULACION DE COMPLEJOS CDK's MEDIANTE PROTEINAS
INHIBIDORAS DE CDK (CKl's)

Los inhibidores de CDK's (CKIi's) son proteinas que originalmente fueron descritas
como reguladores negativos del ciclo celular (Ellenge SJ. et al. 1994). Actualmente
se sabé que algunas de estas proteinas, en ciertos contextos, ademas regulan
bositivamente el ciclo celular (Harper JW. et al. 1996; Sherr ChJ. et al. 1999).
Existen dos familias de CKIl's denominadas INK4 y Cip/Kip. que difieren entre si
en su estructura, funcion y especificidad de sustratos (Peter M. 1897).

Lo —
—T
= e -—— BT | o)
c Lr27]
@' LiNA

E2F & © () ¥ é
=D (e8] muammma
G, 1 s

Iigura 6. Regulacion negativa de CDR s a traveés de CRI's. Activacion (4): inhibicion (4).

La familia INK4 (Inhibidores de cdk 4) esta formada por las proteinas p15, p16,
p18 y p19. que se unen selectivamente a cdk4 o cdk6 (ver figura 6). Esta union
selectiva se debe que las proteinas INK4 tienen secuencias repetidas de 33
residuos que forman una estructura terciaria conocida como ankyrina. Dicha
estructura se caracteriza por tener consecutivamente plegamientos 8 y horquilla
hélice « hélice (Bawz) (Zhang B. et al. 2000). Las uniones de la proteinas INK4 con
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las subumdades Cdk4 y Cde prewenen la union con las ciclinas D, y con ello la
formacion de complejos actlvos (Sherr Chd. et al. 1999; Peter M. 1997). Los
niveles de p16 se encuentran mcrementados en células envejecidas (Zyndy F. et
al. 1997); las protelnas p18 y p19 pamcman en la diferenciacidén terminal y se
expresan durante el desarrollo embrlonano (Phelps DE. et al. 1998; Ellenge SJ. et
al. 1996). Ratones que carecen del gen que codifica para p16 (ratones p16 knock-
out) desarrollan tumores espontén

's'a edades tempranas y son muy sens:bles a
et al. 1996 Serrano M. 1997).

agentes carcmogémcos (Elleng

or. 'viéé 'proteinas p21Cet, pa7iel p57"‘°2'
caracterizadas por tener. domlnlos en la reglon amino terminal que se unen a las
cinasas cdk2, cdk4 y cdk6,’ asl c mi las ciclinas D, E y A (Peter M. 1897). Se ha
documentado que las protema /‘ciP/KIP tienen diferentes funciones dependiendo
del sustrato al que se- unen (i) ‘regulan negativamente las actividades de los
complejos E-CDK2 (Harper JW et al. 19986) y (ii) regulan positivamente a la ciclina
D1 y su ensamble con: Cdk4 (para revision consultar Sherr ChJ. et a/.19998). El
incremento-de las proteinas Clp/Klp se observa durante el desarrollo embnonano .
(Peter M. 1997). En ratones deficientes en p21°°' y p27%®' |1a frecuencia con la
que desarrollan tumores espontaneos no difiere de la de ratones normales_
(Ellenge "SJ. et al’ 1996) ‘Sin -embargo, dichos ratones presentan algunas s
malformaciones’ (Ellenge SJ.’et al 1996; Nakayama K. et al 1998) Estos:’"
resultados son consnstentes con la baja frecuencia con la que; se presentan
mutaciones de p21%°! 'y p27""” en . canceres' humanos: ‘sin embargo. se ha

observado una baja expres:én de p27"‘p1 en varios tipos de cancer (Moller MB
2000). g

La familia Cip/Kip esta formad

La cantidad de cada CK regulada medlante mecal ksmos de transcrlpcton.
traduccioén 'y degradaclon por via: de t1a’ ublqumna (Peter M. 1997). Sefales
antiproliferativas como ‘el TGF-B |nducen la transcnpcnén de p15, p16 y p21#’
(Nakayama K. et al.’ 1998 Hannon GJ. et al. 1994~ Datton MB. et al. 1995). La

expresion del gen de p21°*! puede inducirse en caso de dafio celular mediante la




protelné b53; o dubrantévla: diferéﬁciééién del musculo a través de mecanismos
independientes &é,pSa_(Nakayama K: et al.. 1998). En cambio. el incremento de la
proteina p27<"®! en citoplasma se debe a mecanismos postranscripcionales, como
el incremento en lé traduccién y/o a la inhibicidén de su degradacion (Moller MB.
2000; Sahai E. et al. 2002).

13 PROTEiNAS SUPRESORAS DE TUMORES
1.3.1 PROTEINA p53 .
La proteina supresora de tumores p53 es un factor de transcnpcmm’que contrlbuye
a la estabilidad gendmica. participando en las snguuentes func:ones” arresto celular
(ver puntos de control), reparacion del ADN, apoptosi 2
diferenciacion celular (Vogelstain B. et al. 2000).“,'
proteina tiene una baja capacidad de unién al AD!
degrada rapidamente a través de proteoscmas

mlemo celular y

modificaciones postranscripcionales en p53 lo.quela es(abl za Y actlva su union
al ADN. Esto induce la transcripcion:ic

participan en arresto celular, reparacibn‘del
mas adelante, los arrestos celulares son el resultado de fa actxvacu‘)n de vias
especificas conocidas como puntos de control La proteina P53 es el elemento
clave en la transmision del mensaje de dano genomlco [(oX COnnor, PM. et 'al.’ 1998;
Taylor WR. et al. 2001). La inactivacion de pS53 por mutaciones’ en’ su-gen
contribuye a la inestabilidad gendmica y a Ié carcinogénesis (Vogélstain B. et al.
2000).

1.3.2. PROTEINA RB (pRB) . .

El! gen Rb codifica para una proteina nuclear que mlcnalmente fue descma como .
anormal en pacientes con retinoblastoma (Yunls J. et a/ 1978) La proteina Rb
reprime la actividad de los factoreskEZF vy ‘con’ello la expres:én de protelnas
necesarias para la transicion G+/S (Bartek J. et al. 1996; Keelin WG 1999).
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Las proteinas de la‘far‘nil‘ia E2F (E2F 1-5) son factores de transcripcion que forman
heterodimeros: con las protelnas DP . (DP 1-3). Los dimeros E2F/DP activan la
transcnpcsén ‘de dos grandes tlpos de genes (ver figura 4). Por una parte, los
genes que codlfcan par enzwnas que pamcnpan en ia sintesis del DNA, como son
la DNA pollmerasa «ila cinasa de tlrmdma (TK). histonas H2A, etc. Por otra parte.
se encuentran los genes que codﬂ‘can para proteinas reguladoras del ciclo celular
como cnchna E. la ciclina A, Cdc2, B- myb etc (Lavna P. et al. 1999) 3

La proteina Rb es el componehte central " del punto de restncc'on (ver a
continuacidon) y su inhibicién por fosforilaciéon 'ccnstltuye el paso cructal que
permite el inicio de la proliferacion celular. Las fosfonlacnones de pr en la fase G,
por Cdk4 y Cdk6 son las mejor documentadas.- ‘sin- embargo‘, 'amb|én se ha
reportado que pRb tiene funciones distintas en otras fase B como reprimir la
transcripcion de ciertos genes y activar la transcrlpmén otros (Keelln WG.
1999). Los complejos CDK1 y CDK2 también’ fosfonla pr en ‘posiciones
diferentes a las fosforiladas por CDK4 y CDKS. Esto comcxde con Ias funciones de
pRb en otras fases del ciclo (Mntnacht S, 1998) En el preseme ‘trabajo nos
centramos en el papel de Rb en la fase G, como pnnt:lpal regulador del punto de
restriccion. : :

resa.o b n.no es func:onal Como
resultado, los genes depend:entes de los factores EZF permanecen activados y la

En varios tipos de tumores pr no ‘se e

celula prollfera snn contrcl

1.4 PUNTO DE RESTRICCION . < 8

Las células que no prohferan se encuen!ran en Ia fase Gu y cuando pasan a la:
fase G, se inicia la proliferacion. La entrada al cnclo celular y la progresién en la
fase G, se.regula por un sistema’ decontrcl que se conoce como punto de
restriccion o “via de la proteina Rb" (p16-ciclinas D-Cdk4/6-Rb-E2F) (Jonson M et
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al. 1999; Lavia P. et al. 1999). Para que la célula inicie el ciclo, requiere de un
contexto celular favorable y de sedales’ miioge’nicas que induzcan la expresion de
ciclinas del tipo D. Estas ciclinas se uhen a cdk4 y cdk6 y forman los complejos
activos D-CDK4 y D-CDKS. La fosforilacién de pRb en G1 por D-CDK4 y D-CDK6
constituye el paso crucial que permite la proliferacién celular. Como se observa en
la figura 4, al inicio del ciclo, la forma hlpofosfonlada de pRb se une a los factores
de la familia E2F y limita su funcion transcnpcxonal produciendo un arresto’ en G
(Kaelin P. et al. 1999). La inactivaciéon por fosforalacuon de pRb libera a Ios factores
E2F y permite la progresion del ciclo celular

1.4.1 REVERSIBILIDAD DEL PUNTO DE RESTRICCION ;
Se ha reportado que en- ceélulas in vitro se produce un estado conocxdo como‘ :
“arresto celular”, que consiste en que el ciclo celular se detiene en,alguna,fase :

particular. Existe un arresto celular en la fase G1 que puede {se"‘réveksi:ble.

dependiendo del contexto celular'y del balance entre las sefales ‘extr”a; éll.il’a'ljébsfr .

(Parde AB 1988). Dicho estado depende de la via pRb, la cual inhib

incrermentan los niveles de CKl's. Sin embargo, después'de a ’sl fe

hace |rrever5|ble e mdepend:ente de seﬁales extracelulares

La mayor parte de los tlpos de cancer presentan anormalldades en alguno de Ios
componentes  del’ punto de restr:ccnon. por. fo: que 1a elulas contlnuan .su
progresion a la fase S ‘en forma descontrolada (Barkova J.oet al. 1997 Bartek J et
al. 2001). { : :
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1.5 TRANSICION G//S

Como se muestra en la figura 5, al final de la fase G: se incrementa la cantidad de
ciclina E, y se forma el complejo “ciclina E/Cdk2" (E-CDK2) el cual regula la
transicién G./S de varias formas: a) contribuye a mantener fosforilado pRb, b)
inicia la replicacion de ADN, c) fosforila a las histonas, d) participa en la replicacién
de centrosomas. e) activa la degradacion de p27<"®’, f) autofosforila a ciclina E en
Thr380. lo que la degrada (Keyomarsi K. et al. 1997; Sheaff RJ. et al. 1997). Como
va se sefiald, a la mitad de la fase S, comienza a disminuir la cantidad de ciclina E,
la Cdk2 queda libre y forma un complejo activo con la ciclina A (A-CDK2). Este
complejo regula negativamente la transcripcion dependiente de factores E2F.
Como resultado disminuye la sintesis de ADN y la célula entra a la fase G2 (Krek
W, et al. 1995). La progresion del ciclo puéde ser inhibida en cada fase a través de
vias de sefalizacién que se conocen como puntos de control. como se describe a
continuacion. : -

1.6 PUNTOS DE CONTROL (CHEKPOINTS) Y QUIMIOTERAPIA

Existen sistemas de contro! posterlores al punto de restriccion que pueden inhibir
la progresion del ciclo celular en respuesta al estrés genotdxico (O'Connor PM. et
al. 1998; Kornbluth S. 2000). Como ya se menciono, la fidelidad en la replicacion
del ADN y su correcta distribucion: durante la mitosis es una funcién primordial en

el ciclo celular. Esto requiere de S|stemas que venf‘quen la correcta culmnnac1on,~'7 i

de eventos como son las sintesis de ADN Ia condPnsacnén de Ios cromo mas o By

(arresto celular), activan la maqumar .
irreparable, inducen la muerte celular progra ada S punto ‘de

control en cada fase de! ciclo. La mayor parte de Ias respuestas mduc:das por los
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sistemas de control soﬁ réguladas a través de la proteina p53 (Vogelstain B. et al.
2000; Ryan KM. et al; 2001).

Los prlnc:pales agentes antuneoplasucos empleados en la quimoterapia producen
dasfio al ADN y,como sultado nhlben la progresion del ciclo celular en diferentes
fases (ver tabla 1). Las mostaza

|trogenadas fueron los primeros compuestos
que .se emplearon como agemes antmeoplasncos en el tratamiento de
linfosarcoma, debido a sus’ efecto c:totéx:co en el tejido linfoide. Después se

desarrollaron antlmetabolltos como Ios antagomstas del acido félico (metotrexato),
analogos de pmmndma (fluorouracno) y analogos de cntosnna (citarabidina). Mas
tarde se aislaron los alcalmdes de'la. Vmca (Vmca rosea Linn) como los agentes
antimitoticos  (vincristina ‘y ylnblastlna) y:-* el paclitaxel. Posteriormente se
desarrollaron otros agentes:- éomp los .. inl’ibidores de topoisomerasas,
antiestrogenos, entre otros (Chabner BA et al. 1995).

Originalmente se buscaban compuestos c:totoxlcos que |nh|bleran la prollfera
celular en forma inespecifica. Posteriormente se. buscaron agentes que actuaran—;

selectivamente sobre blancos celulares mas especlﬁccs En os ultlmos 50 'aﬁos.: :

el estudio de Ias acciones de los agentes antlneoplés os. en el c:clo' eliia 'han ..

prohferac:on e inducir apoptosis (O’ Conno P
DeVita VT. 1997).

‘la”practica clinica se
administran en forma combinada agentes que actien en distintés fases del ciclo
celular (Johnson DG. et al. 1999; DeVita VT. 1997). Sin embargo, la eficacia de los
tratamientos es limitada; la toxicidad de los agentes antineoplasicos es poco
selectiva y dafa a gran parte de ceélulas normales que se encuentran en
proliferacion (Shan MA. et al. 2001). Por otra parte, la combinacién de agentes

Para incrementar la eficacia de los tratamientos; en

favorece |a resistencia multiple a drogas mediada por la glicoproteina P, en la




cual la ‘concentracian ‘de’ los agentes disminuye en células tumorales (Sauna ZE.

et al. 2001)."

Tabla 1. Efectos y mecanismos de accidn de agentes quimioterapéuticos en el

ciclo celular.

AGENTE

BLANCO

: EFECTO EN MECANISMO DE
ANTINEOPLASICO | FARMACOLOGICO EL CICLO ACCION
: CELULAR

Cisplatino y analogos

(agentes alguitantes)

DNA

Arresto en Gy/S

Arrestoen S

Arresto en Gz

Apoptosis

Mediado por p53 a traves
de p21.

Inhibe la replicacion de
ADN Se une a bases
puricas de ADN a traves de
enlaces covalentes,

Mediado por wee1/mik?
Producido por gano

irreparable al ADN y
mediados por Bel2

Fluorouracilo

(Antmetabalitics)

Enzimas involucradas
en la sintesis de ADN

Arrestoen S

Innibe sintesis de ADN.
Compite por las enzimas
que sintetizan timidina 5'-
monofosfasa. limitando su

sintesis

Taxol

Taxanos (inhibidores de
microtabulos)

Microtubulos

Arresto G2/M

‘Arresto Gy

- Apoptosis

Promueve el ensamble de

microtubulos y estabiliza-

cion de formacion de poli-
meros de tubulina.

1 Degradacién de ciclina B1
1 Expresion de COK4

Hiperfosforilacion de Bcl-2.
Fosfordacion de c-Raf-1_

Camptotectina

Topoisomerasa .. -

“.Arresto en G,

[Arresto en fase
- 2

Mediado por incremento de
p16.

Estabiliza las unicnes entre
Topoisomerasa | y ADN.

Como se muestra en la tabla ‘1.'cada agente puede producir efectos diferentes en
distintas fases del ciclo celular.” Esto’ puede deberse a uno o varios de los

siguientes factores: (i) accidén del farmaco mediante distintos mecanismos, (ii) el
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punto de control activado depende de la magnitud del dafo producido y/o (iii)
caracteristicas particulares de las estirpes celulares.

Las células tdrﬁérales presentan con frecuencia anormalidades en las proteinas
que régulan las vias de senalizacion de los puntos de control. Como resultado, no
se producen érrestos celulares por dafio genomico, lo que favorece la selecciéon de
fas clonas mutantes resistentes a los tratamlentos. El »funcmnamlemo ineficaz de

los’” puntos de control conduce a la acumulaclon utaclones y aberracmnes
cromosomales que incrementan la probabll

1.7 NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS g ;
Las nuevas estrategtas terapéuhcas buscan desarrollar agentes que actden
selectivamente en los efectores clave delci lo celular, como las CDK’'s .y las
ciclinas (McDonaId RB. et al 2002 Tamblén buscan - activar con mayor
selectividad a p53 e mducnr .su efeco Ppro- apoptétlco en células de tumores
radlados o expuestos a agentes cnoto lcos (Blagcsklonny MV 2002)

Como ya se mencmné una caracteristlca comtin: de Ias celulas mahgnas es la’

pérdida del control del cxclo celular. principaimente . en Ios elementos que
conforman el punto de restriccion ytel punto de control G1. :

La inhibicién quimica de E;CDK
en los dltimos afios. Diversos . a
flavopiridol inhiben la - actividad.

(Hardcastle IR. et al. 2002) De estos ‘agente 1 ﬂavopindol se encuentra ‘en fases .

clinicas de expenmentacnén en humanos‘(Sausvnlle EA’ 2002) Y. sé cdmbma con
otros agentes antineoplasicos como el c:splatlno (Shan MA. et al. 2001). Se ha
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observado que dicha’® asocnamén bajo ‘ciertas condiciones, puede incrementar la
toxicidad en celulas tumorales en cultlvo vy en pacientes con varios tipos de cancer.

En reportes recnentes se han descnto mh:bndores quimicos de cdk4. cuya eficacia
enlos tratamlentos annneoplés:cos en humanos atn no se ha evaluado (Toogood
PL. 2001). S o c

1.8 CUMARINA .

La cumarina es un producto natural que se encuentra en gran variedad de plantas,
frutas y algunos microorganismos (Gary J. et al. 1997; Murray RDH: et al. 1982).
Esta presente en el té verde, la soya y la canela. Se encuentra particularmente en
altas concentraciones en aceites esenciales como el de lavanda y el de acacia
(Lake BG. 1999).

Figura 7. Estructura quimica de la cumarina

La cumarina (1,2 benzopirona) esta formada por un anillo bencénico y un anillo
heterociclico‘tipo lactona. En 1820 Vogel la aislé por primera vez del haba de
Tonka (coumarona odorata) de la. Guayana. En 1868 W.H. Perkin la obtuvo por
sintesis  quimica (Murria RDB. 1982). Debido a su aroma agradable;. este
compu‘esto se_utiliza en la industria de cosméticos y de perfumeria (Cohen AJ.
1974; Egan D. et al. 1990). Se ha calculado que el consumo promedio humano de
cumarina, por dieta y por uso de cosmeticos y fragancias, es aproximadamente de
0.06 mg/Kg/dia (Lake BG. 1999).
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1.8.1 ACCIONES FARMACOLOGICAS DE CUMARINAS
Existen diferentes compuestos cumarinicos con diferentes actividades
farmacolégicas, como son inhibidores de la topoisomerasa IV (novobiocina y
cumericina), inhibidores de ciclooxigenasa (5,7-dihidroxi 4-metilcumarina),
mhlbldores de Ilpoc»ugenasa (7.8-dihidroxi 4-metilcumarina), antioxidantes (6,7
dnhldroxnmeul 4- metllcumarma) Y anucoagulantes {warfarina) (Fournler B et al
1998 Hoult JRS et al. 1996 Mayerus PW et al 2000) : Sy

La warfanna es el derlvado cumarin_co més usado con fmes antlcoagulames en Ia
debe ala mh:bu::on

chmca (Majerus PW 'I 2000) S' efecto antlccag lante

del ciclo de Ia vntamlna K (f‘gura 8)

Proteinaf'
Precursora

Gl

KHz k:';'NAD*_-,.E: CNADH - KO

WARFARINA

Figura 8. CIC]O de ‘la vitamina“K: la carboulacxon del glumma(o (Glu) de proteinas

precursoras de los factores de coagulacion a y-carboxilglutamato (Gla).
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La actividad biclc‘agicé'de los factores de la coagulacion I, Vil, IX y X depende de
sus capacndad de unlr Ca o é traves de 12 residuos de y—carboxilglutamato. La

vitamina K se requlere para Ia formac:én de dichos residuos y-carboxilglutamato.
Como . se cbserva en Ia,f‘gura 8 estos residuos se forman a través de . la

" carboxilacion’ de’ acndo glutémlco,‘en una reaccién que estd acoplada con“la
oxidacion de la vitamina

epoxido KO a la forma 2. requnere de un s:stema de reductasas que'

puede ser Inh|bld0 por la warfa n

Se ha observado que‘la warfarina. en combinacién con 'otros

actividad antlneoplasnca de

la  warfarina es mdependlente ;
anticoagulante. En modelos animales se ha demostrado que la admmlstr c:on ‘de”

vitamina K o de factores de la coagulacion antagonizan el efecto antlcoagulante de
la warfarina. pero no afectan la actividad antineoplasica (Maat B." et al.:
otra parte. la cumarina, por no tener actividad anticoagulante_ puede atilizac
en dosis mayores en humanos. En estudios multicéntricos se ha. observ do que
disminuye el desarrollo de carcinoma de prostata (Moler Je e{ al.’4 992.AMarshall
ME. et al. 1980; Moler JL. et al. 1994), carcinoma renal (Marshall ME.F“ét é/.'1987:«
Deux FH. et al. 1990) y previene la recurrencia de melan‘oma‘mayl’i‘gno '(Thornes'}‘
RD. et al. 1982; Marshall ME. et al. 1989: Thornes RD. et al. 1994). _'Se han,

descrito acciones citostaticas, inmunomoduladoras. .y antimetastésiéas' 'd'e’ la:
cumarina. pero se desconocen los mecanismos de accnén de estos efectos (Gary

J. et al. 1997). ¥

1.8.2 BIOTRANSFORMACION Y TOXICIDAD DE LA CUMARINA 5 .
En estudios, tanto in vivo como in vitro, se ha observado que la cumarina es
hidroxilada a 3-, 4-, 5-, 6-, 7- y 8-monohidroxicumarinas (Shilling WH. et al.-1969;
lersel MPLS. et al. 1994). Ademas, la lactona puede ser hidrolizada y sufrir otras

2);a su forma de epoxido (KO). La reducc:én del

981) Por= .-



trasformaciones qgue originan o-hi droxtfenllacetaldehldo. o-hidroxifeniletanol y
acido o-hidroxifenilpropiénico. Estos ‘productos de biotransformacion pueden ser
acetilados, metilados, conjugados (glucurémdos. sulfatos) o sufrir otras
biotransformaciones. Se ha descrito que algunos de estos productos tienen vidas
medias considerablemente mayores a Ia de la’cumarina (Shilling WH. et al. 1969),
y podrian ser responsables de Ias act_:lope

Ioglcas que se observan in vivo.
Diferentes especies animales biotrans'fio. . prriarina por distintas . vias
s'ien'la. proporcién de sus
metabolitos (Endell W. et al. 1978; PearceR et al..1992; Pelkonen O. et al. 1993;
Pelkonen O. et al. 1997; Fentman JH et al

metabdlicas, originando |mportantes
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Figura 9. Vias metabdlicas de la cumarina en el humano. en el ratén ¥ en la rata.
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En prlmates como ‘el mandnl y el humano, la vida media de la cumarina es breve
(1-1.5 horas) 3% 68 a 92 % de la cumarina es biotransformada a 7-hidroxicumarina
(Shilling WH. et a/, 969 Esta hudroxnlacuon es catalizada por la isoforma CYP2A6
del cltocromé 450'(Pelkonen O. et al. 2000). En el ratéon y el hamster, esta

reacclén es cata zad por la’ soforma CYP2AS del citocromo P450 (Lake BG
1999;"Zhuo i :

En la rata,
droxicumarina
al. 1993).

Las diferencias de toxicidad tamblen se atrlbuyen a Ios metab litos ‘q e’ resultan
de las diferentes vias de blotransformac;én ;

1.8.4. EFECTOS CITOSTATICOS -' DE LA CUMARINA Y LA  7-HIDROXI-
CUMARINA.
La cumarina _y: la 7 hldrox umarina hlben el crecimiento  de varias Iineas
celulares (Marshall ME et:al. 4199 Lépez-Gonzalez JS. et al. 1998; Jimeénez-
Orozco FA. et al. 1999 ver. labla 2). ncluyendo los adenocarcinomas humanos de
pulmon A- 549 SK LU A 27 1‘3 15y '3AS5A. La actividad citostatica de la 7-hi-
droxicumarina es mayor que Ia de la’'cumarina y al ser conjugada con glucuronato
pierde dicha actlwdad (Weber US. et al. 1998).




Tabla 2. Lineas celulares dénde se ha evaluado el efecto citostitico de

compuestos cumarinicos.

NOMBRE DE LA TIPO REFERENCIA
LINEA CELULAR j

ACHN { Carcinoma renal humano Marshall ME. et a/. 1994.
Caki-2 ‘ Carcinoma renal humano Marshall ME. et al. 1994
A-498 Carcinoma renal humano Finn GJ. et al. 2002

} HK-2 ‘ Células del tubulo proximal humano | Finn GJ. et al 2002

; LNCaP : Carcinoma de prostata humano ‘ Marshail ME. et a/. 1994

1 PC-3 Carcinoma de prostata humano Marshall ME. et a/. 1994
A-549 . Adenccarcinoma pulmonar humano . Marshall ME. et al. 1994

1SK~LU-1 Adenocarcinoma pulmonar humano . Lopez JS. eral 2000

1 3.15 Adenocarcinoma pulmonar humano ‘ Lopez JS et al 2000

; BABA Adenocarcinoma pulmonar humano Lopez JS etal 2000

. HCT-15 Carcinoma de colon humano Marshail ME et al 1994

‘ COLO-232 Carcinoma de colon humano _Marshall ME et al. 1994
Caco-2 Carcinoma de colon humano "Weber US etal 1988
TGBC11TKSB Linfoma metastatizado Ce cancer gastrico : Kawau S etal 2001
Hep G2 Hepatoma humano : Weber US etal 1998
CCRF-CEM Linfoblastorma humano | Weber US etal 1998
Dakiki Mieloma (Ig A) humano i Marshall ME. et a/. 1994
HS-Sultan Mieloma (1IgG) humano ' Marshall ME. et al. 1994
RP-1788 Mieioma humano : Marshall ME. et al. 1994
K562 Entroleucermia humana Marshall ME. et al. 1994
HL-60 . Linforma humano Marshaill ME. et al. 1994

' CCRF-HSB-2 ‘ Leucermia humana de celulas T Kawau S. et al. 2001

i SK-MEL-31 ‘ Melanoma malhgno humanoe Finn GJ. et al. 2001

. HS613 SK Celulas normales de piel Finn GJ. et al. 2001

i B16 ‘ Melanoma munno

Jimenez FA. et al. 1998




Los efectos celyulares‘de' estas'cumarinas han sido estudiados en algunos modelos
expenmentales‘ pero Ios resultados obtenidos no permiten inferir el mecanismo de
su ‘accién citostatic Fubroblastos de rata de la linea 14C transfectados con
vectores que cormenen‘ |aé ecuenc:as del oncogen ras (MTV-Ejras): al ser
expresan la oncoprotelna p21'“ (Tseng Al et al

inducidas” con dexametason

a cumarma dlsmmuye la»expresn&

células de carcmoma de’ rata RBA"se ha observado que. la 7-hldrox|cumarma
afecta poco: Ios n eles de |a proteina p21"

n‘estas células. al ser estimuladas
con f‘tohemagluumna (PHA).Vse ha observado un’ incremento “en la motilidad
celular y en la actividad GTPasa de 1a proteina p21'“ Bajo este estimulo, la 7-hi-
droxicumarina dlsmmuye tanto 1a motlhdad celular, como la actividad GTPasa de
p21"* En. células no estlmu|adas con PHA 1la 7-hidroxicumarina no produce
efectos (Lu HQ. et al. 1996) ' -
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2 JUSTIFICACION DEL TRABAJO
Se desconocen los mecanismos de accidn de la cumarina y de la 7-hidroxi-

cumarina. La actividad citostatica de estos compuestos en una gran variedad de
lineas celulares, suglere que actiian sobre procesos generales de proliferaciéon de
células neoplasu:as Por ello, se estudio el efecto en la progresuon del cnclo celular.

pés de cancer (Bartkova Jo et
al. 1997: Bartek J.v et d a‘: cnchna D1 se: expresa .
pnnclpalmente en celulas e : ) ! eﬁfras que Ias ciclinas D2 v <
D3 es expresan preferen(em ! del s stema’ nnmune (Ajchenbaum‘i‘

En Meéxico, de acuerdo k:éﬁ ia Generé'l de Estadistica del INEGI, S.S.A.,

los tumores mallgnés Uer nda 'causa de muerte en el arfo 1997. Entre
estos,. los pnnmpal
100 000 - habitant
adenocarclnoma p

umores broncogémcos con una tasa de 6.7 por
: esta razén se eligid la linea celular A-427 de
_Imonar humano. que representa el tipo histoldgico mas
frecuente (30 a40 %) en Mex:co y Estados Unidos (Medina Morales F. et al. 1996;
Lazcano Ponce EC. ef al. 1987).




2.1 HIPOTESIS:
Los efectos citostaticos de la cumarina y la 7-hidroxicumarina en la linea celular
A427, sé»debken a:la inhibicidn de la progresion del ciclo celular. Esto es el
resultado de (i) la inhibicion de alguna fase del ciclo celular y de (ii) la disminucion
de algi.mé k:icliria;

2.2 OBJETlVO GENERAL.
Determmar el mecanismo de los efectos citostaticos de'la cumarina y la 7-| hldrom-
cumanna e‘n la Iinea celular de adenocarqmoma puimonar humano A427.

2.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES L : L :
Determmar qué fase del clclo celular es’ lnhlb'da pcr la ;e marma Yy Ia 7 hndroxl
cumarma medlante hlstogramas d »’ADN y‘an ) ‘con PI y BrdU :

Determmar 51 alguna(s) c:chna(s) dls

ninuye(n) poria eprSiéién'a,lé cumérina yla
7-h|drox|cumanna L DR R g .
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 REACTIVOS

La cumarina y la 7-hidroxicumarina (Aldrich Chemical Co. Milwaukee, WI, USA) se

disolvieron en etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Germany). El medio RPMI 1640,

suero fetal bovino, MTT (bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio),

yoduro de propidio, RNAsa A, glicina y bérax se obtuvieron de Sigma Chemical (St

Louis, MO). /n Situ Cell Proliferation kit de Roche (Mannheim, Germaﬁy) Los -
oligos dT y el mhlb:dor de RNAsa tamblen se obtuvieron de Roche (Mannhelm.

Germany).

El reactivo de TRIZOL la DNasa i la trascnptasa reversa, Ia DNA Taq pollmerasa
y los dNTP fueron obtenldos de:: Glbco (BRL USA-hfe technologles Inc.
Galthersburg. MD :

3.2 ANTICUERPOS.
Los sngulen(es ant

U po mono onales (aM) estén con;ugados a lsmtlomanato
on de Phaerngen (San Diego, CA USA): am

que reconoc ‘a-las’ cnclmas D1 (raton IgG1 clona 'G124-326), aM que reconoce:

c:cllna A . (ratén

lona BF683) al igual que los controles . de lsotlpo
correspondlemes para cada4aM Que fueron proporcionados por el proveedor.

se. reallzo a través de una tincién lndlrecta. Como'
antncuerpo prlmanb se utlllzc un aM de ratén canti- ciclina 'E (Ing,_.,. clona HE67

PharMmgen) ‘Como control de lsotlpo ‘se empled un aM de ratén que A reconoce
ciclina E (lng:.. clona 3F3), (Serotec. Oxford, UK): Como! antlcuerpo éecundarlo.
se empled el am de rata 1gG2y (clona R12 3, PharMingen), conjugado a FITC.

La deteccnon de cnclmar




o)

3.3 LINEA CELULAR )

La linea celular del édenqcarcinorﬁa pulmonar humano A-427 fue generosamente
obsequiada por el Dr. Jos;e' Sullivan Lopez Gonzalex, quien la obtuvo directamente
de la American Type'Cu t e Collectlon (ATCC Rockville, MD USA). Esta linea se
genero de un mdw:duo césuco masculino de 52 afos de edad (Girad DJ. et al.

1973). Estas celula ex esan proteina pRB funcional y tienen deleclones
homocngotas en el’ gen de P 161NK4A (Shapiro Gl. et al. 1995). :

La Hnea Celu|a creclé en medio RPMI 1640 con complemento |nact|vado pcr’ﬂ
calor y suplem

horas Al terml .
boton - de celula

'Asuspendldo en una soluc:én que
contenia 0.5 % de RNAsa A y 1 pg/mi de yoduro de propidio en PBS. Después de




30

30 minutos de incubacién en obscuridad a 4 °C, las muestras se analizaron por
citometria de flujo con’el FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA). El
analisis del ciclo celular se realizd con el programa Modfit (Version 2.0).

3.5 INCORPORACION DE BrdU
Después de los tiempos de eXpésicién a ibs compueétos, las células se incubaron
con 10 uM de BrdU por 30 minutos,y'ée 'cofs‘echaron ‘usando tripsina al 0.25 %. E!
botén de células se lavo dos vecevs"cbn PBS y se resuspendio en 1 mil de PBS. La
suspension de células se diluyé en 5 ml de solucion 3:7 (v/v) de 50 mM de glicina
y etanol al 70 %, y se incubd a ;20:FC por 24 horas. Al término de la fijacion, las
células se lavaron con PBS, y sé resuspendieron en 500 ul de HCI1 al 4N y se
incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. La suspensién se neutralizé
con 5 ml de solucion 2 M de bérax y se lavd dos veces con PBS. Las celulas se
resuspendieron en 100 pl de solucion PBS que contenia 0.5 % de (v/v) de Tween
20, 0.5 % (p/v) BSA y el aM que reconoce a la BrdU y que esta conjugado a FITC
(1:10 v/v). La suspensién se incubd en oscundad a temperatura ambleme Y.,
después de una hora se lavaron dos veces. Las células se mcubaron en !a
oscuridad a 4 °C por 20 minutos; en 500 pl de solucién FACSflow con’ 1 mg/ml de
yoduro propidio y 50 mg/mi de RNAasa A, Las muestras se anallzaron usando el
citdmetro de flujo FACScalibur. T A L

3.6 DETECCION DE CLINAS BN R
Después de la incubacion con el compuesto respectlvo Ias células se cosecharon‘
con tripsina al 0.25 % y se lavaron dos veces con PBS.. Para estab 2

_Ias g

ciclinas, las células se fijaron en S ml de solucnén PBS al 1% de formaldehldo libre

de metanol, por 15 minutos a 4 °C.y se lavaron dos veces con PB Despues de‘{
este tratamiento, para estabmzar el ADN;, las células se f’jaron en 80 % dé etanol v
se incubaron a ~20 °C por 24 horas. Las células se’ lavaron dos veces con PBS

centrifugadas a 400 X g por 5 minutos. Para permeabilizar las membranas. el




botén celular - se incubd en Soluci:‘:n de Tritdbn X-100 al 0.25 % (v/v) en PBS, a
temperatura ambiente por10 minutos.

Para detectar las cnchnas D1 y A, las células se lavaron nuevamente y se
mcubaron por-2 horas-a- tempera(ura ambiente en presencia del aM-FITC
correspondiente. Como control de fluorescencla otras células de cada tratamiento
se incubaron con Ios aM de control de lsot:po correspondiente. Los anticuerpos se
diluyeron (1:10) en PBS con albumur!a de suero bovino (BSA) al 1% (wiv).

Para la deteccidon de ciclina E, 'Ias célulasse incubaron 2 horas en presencia del’

aM de ratdn que reconoce a la cncll a E, la‘cual se diluyo 1:100 en soluc:on PBS

con BSA al 1 % (w/v). Las células fueron” lavadas e incubadas con el’ aM FITC :

secundario (1:4000) por 1 hora a temperatura ambiente. EIl aM ide- control de
isotipo fue diluido 1:100 en PBS con’ BSA al: 1% (v/w)

Para. medir el DNA, las células fueron ‘resuSpendidas en 0.5 rr'\l;de' Vsoklucién
FACSroW al 0.1% de RNAasa A y 1 -pg/ml de yoduro de propidio. 'Despue's de 30
minutos de incubacién, a temperatura ambiente y en oscuridad, las ceélulas fueron
analizadas en el citdmetro de flujo (FACScalibur) de acuerdo éon 10s protocolos de
Darzynkiewicz y Gong (Darzynkiewicz Z. et al. 1994 y 1996; Gong J. et al. 1994).
El porcentaje de células que expresan cada ciclina se estimd de la siguiente
manera: las células de cada tratamiento se dividieron en dos alicuotas; una de
ellas se incubd con el anticuerpo que reconoce a la ciclina y la otra con el
anticuerpo de control de isotipo. A la fluorescencia de las células incubadas con el
anticuerpo de la ciclina, se le restd la fluorescencia de las células incubadas con el
anticuerpo de isotipo. Es decir, la senal de las células que expresan una
determinada ciclina se desplazan hacia arriba. de l|la grafica; dichas células
aparecen por encima del recuadro que encierra a ias células incubadas con el
anticuerpo de isotipo (ver figuras 10, 1S y 16A). Cada experimento se realizd por
triplicado y los valores promedio (= e. €. m) se muestran en las figuras 168, 18 y
19.
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Figura 10. Estimacion del porcentaje de células que expresan ciclina D1

3.7 REACCION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA Y REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR).

Después de la exposicion a los compuestos, el RNA total de las células se extrajo
con el TRIZOL de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cDNA se obtuvo
mediante la transcripcion reversa del RNA total. La muestra \ctal de RNA (1.0 ug)
se transfirid a tubos para PCR, de 0.2 ml de volumen y se agregé buffer para PCR
(20 mM de Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM de KCI), 6.6° mM de MgCIz, 54 mM de
dNTP's, 9.6 U de inhibidor de RNAsa, 0.08 ug de ohgos dT 6.6, mM DTT y 48 U

M-MLV de enzima transcriptasa reversa. Los tubos se mcubaron a 42°C durante
60 min.

La reaccién de amplificaciéon se reahzé en el eqUIpo de: vTo down. Hybaxd

Termical Cycler” empleando. el sugulente protocolo La reaccién de’ ampllfca |on se

elonga‘cién;d'e“7 m

se describen a continuacién.
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TAMANO DEL — SENTIDO - ANTISENTIDO REFEREN.
FRAGMENTO -
Cyclina D1 5 -GGCAACGG- | 5-OTCGGTGTAGAT- | Xiong 1981
323 pb AGGTCTGCG-3" GCACAGCTT-3°
Beta actina 5-GGGICAGAA- | 5-GGTCTCAAAC- | Ponte 1984
218 pb GGATTCQTA”TG-'S'r ATGATCTGGG-3°

Se corrieron 10 pl de producto de PCR en gel de agarosa al 2%, en ‘una cémara
horizontal para electroforesis (Glbco) por 40 mmutos a corneme constante de 80
V. Simultaneamente se corrid un marcador de. pesos mcleculares (Glbco) para
estimar el tamano de los productos de amplnf‘cacson Al terminar la electroforests ‘
la muestra se reveld mediante tincidn. con bromuro de etldxo y se expuso aluz
ultravioleta.

3.8 ENSAYO DE VIABILIDAD POR REDUCCION DE METILTETRAZOLIO {(MTT)
E! efecto citostatico de los compuestos se_ estimd con '‘base’ en el ensayo
colorimétrico de reduccion de MTT (bromuro de 3-[4.5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolio) (Mosmman T 1983). Este ensayd se basa en'la capacidad de células
vivas de reducir la sal de MTT, que es hxdrosoluble v de color, amarlllo. a formazan
de MTT (1 [4 5-dimetiltiazol-2-il]3-3,5- dlfenllformazan).,que es hidrofobica y de
color purpura (f‘gura 11). La absorbancna del formazén de MW es proporcmnal al
nimero de celulas vivas.

Despues de la: expostc‘ n; a los férmacos. Ias cé|ulas son xncubadas con MTT
(0. os %) por 2 horas"al termlno de Ia mcubac:on ‘se retlra el sobrenadante Los
cristales de formazan de MTT, que permanece en ias mitocondrias de las células,




se solubilizan en kdimé‘tils'ulféxidvo (DMSO). La absorbancia de esta solucidon se
mide espectrofotométri¢amente en el lector de microplacas (Biotek EK11) a una
longitud de onda de 570 nm. .~
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Figura 11, Reduccion det Mcli] Tetrazolio a Forﬁmzz‘m.

De cada compuesto se evaluaron 6 concentracnone y vny"fangors de 10 a 320 pg/mi
(n=6 para cada concentracion). Las celulas réro}i (5 x 103/pozo) en placas
de 96 pozos (Nunc, Denmark) fueron expue ta por 72 horas a los farmacos y al
término de la exposicion se estnmo el numero ‘de células viables para cada
concentracion. El porcentaje de prollferacmn de las celulas tratadas se estimo con
respecto a las células control que fueron expuestas sélo al disolvente (etanol 2%).
La concentracion inhibitoria 50 (Cl5o) de cada compuesto se calculd mediante
curvas concentracnon-respuesta :
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4. RESULTADOS

4.1  EFECTO CITOSTATICO

La actividad citostatica de la 7-hidroxicumarina fue mayor a la de cumarina. La
concentracion inhibitoria S0 (Clsg) a 72 horas de exposicidon fue de 100 % 4.8 pg/ml
(n = 3) para la 7-hidroxicumarina y de 257 + 8.8 pg/ml (n = 3) para la cumarina (ver
figura 12).

WRINA 7T HOROQ
100 nA
QAs0= 257 pgmi | Qs0 = 100 iy mi
75 4 *
s : 4
< 4
ﬁ 50 9’1/ /.".Q
E l 7
25 4 | e & |
= . ] Vs {
ot
19 20 40 80 160320 10 20 a0 90 150 320

CONCENTRAQICN (gl mil)

Figura 12, Concentracién inhibitoria 50 (Clso) de cumarina v 7-hidroxicumarina (7-HC) a

72 horas de exposicién.

4.2. EFECTO
FLUJO : o s
Con base en los resultédqs g!el‘ efecto citostatico de cumarina y 7-hidroxicumarina,

'EN_EL CICLO CELULAR ESTIMADO POR CITOMETRIiA DE

1z one: mbos compuestos en el ciclo celular a tres tiempos
de exposicion: 18 2-horas) y- a concentraciones de 160 y 80 pg/ml
(aproximadamente 1 mM y 0.5 mM).




4.2.1- HISTOGRAMAS DE ADN

En la figura 13 se presentan histogramas correspondientes al numero de células
contédas (eventos) con diferentes contenidos de ADN y que corresponden a
diferentes fases del ciclo celular. También se senalan los porcentajes de células
en las diferentes fases. E! primer pico corresponde a las células en la fase G,, el
segundo pico corresponde a las células en la fase G2/M y la meseta entre ambos
picos corresponde a las células en la fase S A la concentracion de 160 pg/mit, |
7-hidroxicumarina produjo pequeﬁos mcrementqs en el porcentaje de células en la
fase G,, y una disminucion en el porcentaje de celulas en la fase S. El efecto fue
mas evidente a las 72 horas de exposicion. La cumarina no  tuvo efectos
apreciables. Estas diferencias se confirmaron por analisis bivariante como se
describe en el siguiente parrafo.

CONTROL CUMARINA 7-HC

§ G1 =64% G1 = 66% Gi =71%
S =26% S =25% =19°%
2 G2/M=10% G2/M=9% GZIM-w%

EVENTOS
R
Lol

40

0

0 200 200 600 ©0 200 400 600 O 200 400 £00 80D

CONTENIDO DE ADN

Figura 13. Histogramas de ADN de células expuestas por 72 horas a cumarina o 7-

hidroxicumarina. a concentracién de 160 ug/ml
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4.2.2 ANALISIS BIVARIANTE
La disminu;:ién del porcentaje de células en la fase S se estimd evaluando

_ simultaneamente el contenido de ADN (por tincién de yoduro de propidio)’y por la_
incorporacibn de bromo-desoxiuridina (BrdU). La BrdU es un analogo de  la
timidina y es incorporada al ADN en las células que se encuentran en la fasé S del
ciclo “celular. En .las graficas de la figura 14, se observa que la sedal
correspbndiente al porcentaje de células en fase S esta en la pane superior de la
grafica.

CONTROL CUMARINA 7-HO

=1 S=34% S$=30% S$=20%

Anti-BrdU FITC

CONTENIDO DE ADN

Figura 14 Analisis Bivariante de la tase 8. Porcentaje de células en la fase S después de

exposicion a cumarina o 7-hidroxicumarina por 72 horas. a concentracion de 160 pg/ml

La exposicion a la 7-hidroxicumarina (por 72 horas a 160 pg/mi) disminuyd el
porcentaje de células en la fase S; en las células control fue de 34 % y en las
células tratadas con 7-hidroxicumarina fue de 20 %. A expodsiciones mas cortas y a
la concentracion de 80 pg/ml no se observaron cambios. La cumarina sélo prddujo

a las 72 horas de exposicion, decrementos no significativos en el porcentaje de
células en fase S.




4. 3 PATRONES DE EXPRESION bE CICLINAS

En varias lineas tumorales malignas'el'p"atréh de expresién de ciclinas es anormal
(ectopico), es decir, dichas ciclinas se expresan durante todo el ciclo celular y no
solo en fases especificas, 1o que da’ por resultado la pérdida del control del ciclo
celular (Darzynkiewicz Z. et al. 1994 vy 199 "Gong J. et al. 1994). En las graf'cas
superiores de la figura 15, se observa la expres:én de las ciclinas a lo largo del
ciclo celular. En las graficas inferiores se observa que'la seﬁal de las células
incubadas con el anticuerpo de isotipo (fluorescencia basal) sg ‘encuentra en el
recuadro. La fluorescencia de las células que expresan cadé ci¢lina es la sedal
que se desplaza por arriba del recuadro de la fluorescencia basal (ver pagina 31).
De acuerdo con nuestras observaciones, en la linea celular A;427. ia ciclina A se
expresd en la fase S y Gz, de acuerdo con el patrén normal. En contraste, la
ciclina D1 y la ciclina E se expresaron a lo largo de todo el ciclo, y no sdlo en la
fase G, y en la transicion G,-S. respectivamente.
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Figura 15. Expresion de ciclina D1, ciclina E y ciclina A en células control del

adenocarcinama humano de pulmon A327.
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4.4 EFECTO DE CUMARINAS EN LA EXPRESION DE CICLINAS

A concentraciéon de 80 pg/ml de cumarina y 7-hidroxicumarina no se observo
cambio en el porcentaje de expresion de ninguna de las ciclinas. A
concentraciones de 160 yg/mi, a 24, 48 y 72 horas de exposicion, se observaron
los siguientes efectos:

CICLINA D1 :
La exposicion por 72 horas a la 7- hldroxlcumarlna dlsmmuyé a sélo 3%,el
porcentaje de células que expresaban ciclina D1 (p < 0. 05) ,mlentras que en el
grupo control se expresé en 35 % (figura 15B). La canhdad del RNA mensajero de
fa ciclina- D1 se estimé por RT-PCR y como se; \ :
mtensmiad de Ia banda no cambia en nlnguna cond

La expostcnén a 48 horas disminuyd dicho porcentaje a Ia mitad del \?alor control,
aunque la diferencia no llegd a ser estadisticamente significativa (figura 16 B).
A B

* contmoL
—CupANA

24 h 48 h 72 h
28 % 12% 3%

L=

© 200 400 600 [ 00 400 600 O 200 400 ©0C 50O

1w

PORCENTAJE DE
CELULAS QUE EXPRESAN
CICLINADY

PORCENTAJE DE CELULAS
QUE EXPRESAN CICLINA D1

240 asn 720
CONTENIDO DE ADN HORAS

Figura 16. (A) Porcentaje de células que expresan ciclina D1, después de la exposicién a
7-hidroxicumarina a 24. 48 » 72 horas y a la concentracién de 160 pg/ml. (B) Promedio del
porcentaje de células que expresan ciclina D1 después de la exposicion a cumarina o a 7-hi-

droxicumarina a concentracién de 160 ug/ml (n= 3).
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Figura 18. Promedio del porcentaje de células que expresan ciclina E después de la

exposicion a cumarina o a 7-hidroxicumarina a concentracion de 160 pg/ml (n = 3).




CICLINA A: .

Las exposicionés a’ la 7-hidroxicumarina por 48 y 72 horas, disminuyeron el
porcentaje de células que expresaron ciclina A. Este efecto no alcanzo
significancia estadistica (figura 19).
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Figura 19. Promedio del porcentaje de células que expresan ciclina A después de la

exposicion a cumarina o a 7-hidroxicumarina a concentracion de 160 pg/ml (n = 3).
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5 ESTUDIOS POSTERIORES

En un trabajo posterior observamos nuevamente el efecto citostatico de la
curﬁarina y la 7-hidroxicumarina en fibroblastos murinos NHI 3T3. Sin embargo,
ninguno de los dos compuestos inhibieron la proliferacién de las células de la linea
de _carcinoma mamario MCF-7 (datos no publicados) A . través de
inmunoelectrotransferencias (Western blots), corroboramos que la cntostasus en los
fibroblastos NHI 3T3 corresponde a la mhlblClén ‘de’ Ia via pr En Ias células .
MCF-7 no se observan cambios en'los elementos que componen sta vIa. En la )

figura 20 se observa que, en los fibroblastos NHI 3T3 hay una dlsmmucuén de la -

ciclina D1 que es dependiente de la concentracion de 7-h|droxu:umarln
de dichas células presenta una doble banda de la proteina pr que corresponde
a la forma hipo e hiperfosforilada de la proteina. Los fibroblastos tratados con 7-hi- :
droxicumarina solo presentaron la banda baja que corresponde a. la férrria
hipofosforilada de pRb.

MCF-7 NHI 3713
\\u 0\»
.;;\""} \;‘Q-
025 05 1 <M o258 0.5 1

————_-__..._-—- Rb

— B &S w L cycLINDI

Figura 20. Efecto de 3 concentraciones (mM) de 7-hidroxicumarina a 48 horas:de
exposicion en la expresion de la ciclina D1 y en el estado de fosforilaciéon de pRb. El efecto

se evalud en la linea de carcinoma mamario humano MCF-7 y en fibroblastos muﬁnos NHI-
3T3. o

Ademas, en un trabajo reciente, Wang y col., observaron que en las células LH60,
la esculetina (6,7-dihidroxicumarina) tiene un efecto citostatico y disminuye la
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expresion de ciclina D1, asi como la forma hiperfosforilada de pr (Wang CJ. et
al. 2002). Esta evidencia es consistente con nuestra hipotesis de que la inhibicién
del ciclo _celular producid'a por la 7-hidroxicumarina en la fase G,, ocurre a traves
del purito de restriccion y no_ a través del punto de control de esa fase.

En otro tfabajo. medimos. el efecto citotdxico vy citostatico de una serie de 22
compuestos cumarinicos monosubstntundos -en Ias posuc:ones 3,4,6,7y 8 asl
como disubstituidos en las pos:ctones 7y B (datos no pubhcados) En 4 dlferentes‘
lineas celulares se evalud el efecto cutostétlcc ‘mediante la reduccion de MTT B2 elf,-‘
efecto citotoxico a través de la liberaci
(LDH). La toxicidad de cumarina y 7—h‘i_d>
(menor de 24 % a concentracion.de
trabajo, identificamos 4 cumannas,

'de Ia enz:ma lactato deshldrogeneasa_‘:k

inhibieron la proliferacién de
continuaremos estudiando Ias acH
restriccion.

En un reporte reciente" se- demuestra qu : umarinicos como la:
dafnetina (7,8- dlhldroxlcumarlna) no se une a ADN (Flnn GJ et al.r 2092). lo que :
concuerda con la baja tox:c:dad que nosotros observamo g :
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6 DISCUSION Y CONCLUSIONES

El efecto citostatico de !é 7-‘H[droxicumarina en las células A-427 se manifiesta en
el incremento’del, numero de célt_;lva‘s en la fase G, y el consecuente decremento
en la fase S. Esta inhibicion en la fase G, resulta de los decrementos observados
en. el poiceniaje'.'de f:células que expresaron ciclina D1. El efecto es
postranécripcicnal 'ya que ‘no se observaron cambios en el nivel de:ARN
mensajero de la ciclina D1. El decremento de la ciclina D1 ‘podria ser el resultado
de: 1) disminucién de la eficacia de traduccion del ARN. mensajero (Muise-
Helmericks RC. et al. 1998); 2) disminucion de la estabiliqad' deﬁl’a proteina (Diehl
JA. et al. 1998). E! decremento en el porcentaje de células ‘due expresan ciclina A
a 48 y 72 horas de exposicidn con la 7-hidroxicumarina puede'éer atribuido a un
efecto indirecto, resultado de la disminucion del namero de células en la fase S y
Gz, en las cuales la ciclina A es expresada. E! rhye‘canisni!o' citésiético de la 7-hi-
droxicumarina involucra eventos tempranos de la faseva. del ciclo celular.

Nosotros no gbsefyamos efectos de larcgr"kn‘aljina'Aenfel ciclo celular y este resultado
es consistente con los obtenidos por Kahn (Kahn J. et al. 1994).

Los efectos : citosta’t'ico;sf‘ qé ; flai:, cumarina y la 7-hidroxicumarina ‘en el
adenocarcinoma A-427 son c'on’si’stvente's con los reportados previamente por otros
autores en varias lineas céiulares {(Marshall ME. et al. 1994; Lopez-Gonzalez JS.
et al. 1998) y por nosotros, en la linea de melanoma murino B16-F10 (Jiménez-"~
Orozco FA. et al. 1999). La mayor latencia y menor actividad citostatica de la
cumarina comparada con la de la 7-hidroxicumarina, observada en este estudio,
es consistente con la sugerencia de Egan de que !la cumarina es una pro-droga
(Egan D. et al. 1990). En estudios recientes hemos identificado compuestos
cumarinicos disubstituidos que tienen poca toxicidad y mayor efecto citostatico
que las cumarinas monosubstituidas (datos no publicados). Con estas moléculas
se estudiara con mayor detalle la inhibicion en ta fase G, del ciclo celular.
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La siguienté evide"r'\da ‘suéie.re_qué la’ égmariha y la 7-hidroxicumarina no activan
1) 'in : '
ADN y 3) no tlenen efectos mutagémcos. Por otra parte, nuestros resultados
prehmmares y un repdne rec:eme (Wang CJ. et al. 2002) apoyan nuestra hipotesis
de que Ias‘cumarmas lnhlben la via de pr

los puntos de control: itro no se observan efectos toxicos: 2) no se unen al

; i regulan la transcnpcnén de ‘la- ciclina D1 estan
ccmunmente alteradas.‘ Proponemos la mhtblcxén de la ctchna D1 como un blanco
farmacoléglco para el desarrollo de nuevos agemes antmeoplas:cos

La mayor parte de los agentes antlneoplaslcos empleados actualmente producen
dario al ADN lnducen arrestos celulares y apoptosns medlante la actnvac:on de los
puntos de comrol El arresto celular produc: lo pcr el punto de restnccuén en
adicién a 1a actlvaclén de los pumos de control podrla mcremen’(ar Ia ef'cac:a de

los tratamientos qunmloterapeuhcos.
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Abstract

Coumarin in vivo has antitumor activity in various types of cancer. In vitro, coumarin and 7-hydroxycoumarin, its
major biotransformation product in humans, inhibit the proliferation of severa) humun tumor cell lines. The
molecular mechanisms of these effects are unknown. To g information about these mechanisms, we stu
effects of coumarin and 7-hydroxycoumarin in the hun lung adenocarcinoma cell line A-427 on the inhi
(i) cell proliferation; (ii) cell cycle progression; .md (i) cxprc»lon of cyclins DI, E und A. The inhibitory
concentrations 50 (1C,,) of both T ds were i by cy assays of tetruzolium (MTT) reduction. The
effects on cell cycle progression were assayed with propidium iodide and BrdU using DNA histograms and
multiparametric flow cytometry. The percentages of cells expressing cyclins D1, E, and A were estimuted by means
of bivariate flow cytometry using propidium iodidt. and FITC-conjugated monoclonal antibodics for euch cyclin. The
ICs0 ( = S.E.M. n = 3) of 7-hydroaycoumarin und.coumarin at 72 h eaxposure, were 100 + 4.8 and 257 + 88 pg/ml,
respectively. 7-tiydroxycoumarin at the concent on of 160 pp/ml (1 maM), inhibited the G,/S trunsition ol the cell
cycle, un action consistent with the cylostatic etfect. No significant decreases of ¢yclins E and A were observed, In
contrast, cyclin D1 sipnificantly decreased, which appears to indicate an action of 7-hydroxycoumarin in carly events
of phase G,. However. messenger RNA of cychn D1, ussayed by RT-PCR, did not change. This suggests a
posttranscriptional cffect. The cffects of in were not si; Cyclin D1 is overexpressed in many types of
cancer, and its inhibiti has been pr as a phar i and ther; ic target for novel antitumor agents.

* Corresponding author. Tel.: + 52-56-23-2163; fax: + 52-56-16-1389.
E-mail address: alejo@servidor.unam.mxs (F.A. Jiméncz-Orozcn).

0169-5002/01/8 - sce front matier © 200} Elsevier Science Irelund Ltd, All rights reserved.
PI1: S0169-5002(01)00263-X




™

F.A. Jiménez-Orozco ¢t ul. f Lung Cancer 33 (2001) 185-194

Knowledge of the decrease of cyclin D1 by 7-hydroxycoumarin muy lead to its use in cancer therupy. as well as to
the devclopment of more active compounds. © 2001 Elsevier Science Irelund Ltd. Al rights reserved.
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1. Introduction

Coumuarin (1,2 benzopyrone). a  widely dis-
tributed nutural product [1] with low humun toxi-
city [2]. has been shown in multicentric studies to
slow the development of both renal [3] and
prostate carcinoma [4,5), and to prevent the recur-
rence of mel 16). In h in has
u short halfelife (1-1.5 h) (7] and its major bio-
trunsformation product (75%) is 7-hydroxycou-
marin, Egan et al. (8] have suggested thuat
coumurin may be a pro-drug, 7-hydroxycoumarin
being the active drug. The cytostatic effect of
coumarin and 7-hydroxycoumarin has been stud-
ied in many human tumor cell lines including the
lung adenocarcinoma cell lines A549 [9), SK-LU-
1, 1.3.15 and 3AS5A [10]. The molecular mecha-
nisms of the cytostatic effects are unknown. To
clarify mechanisms of action of these compounds,
we studied their effects on the cell cycle progres-
sion of the human adenocarcinoma cell line A-
427. These cells uare Rb-positive und  have
homozygous deletions at the gene of ple'NKea
0.

Cyclins are key components of the cell cycle
progression machinery. They activate their part-
ners,  ¢yclin-dependent  kinases (CDKs), which
phosphorylate sequentially critical substrates that
regulate the progression of the cell cycle {12.13].
Normal, non-tumor cells express cyclin proteins in
an orderly, scheduled fushion, ut a given phase of
the cell cycle [14]. Cyclins D are expressed carly in
phuse G,, und are degraded prior to entrance into
phase S, Synthesis of cyclin E begins in 3

One feature of malignant cells is the ek of
control of their cell eycle, mainly at the transition
G,/S [15,16]. Altered structure and function of the
CDKs of phase G;, and their regulatory
molecules, such as cyclin DI, have been impli-
cuted in cancer pathogenesis [17). Forced cctopic
expression of cyclin DI contributes to the onco-
genic trunsformation of cells in vitro and in vivo
{18,19]. The overexpression of cyclin D1 has been
abserved in many types of cuncer and madignanm
cell lines [20-22]).

Expression of cyclins, together with DNA con-
tent, has been used to matp the cell cycle with
greater accuracy. Such improved cell cycle mups
allow more precise studies of the mechanisms of
action of antitumor agents {23-25]. With this
methodology we characterized the pattern of ex-
pression of cyclins D1, E and A of the cell line
A-127; the expressions of cyclin D1 and E were
unscheduled, whereas that of cyclin A was sched-
uled. The cytostatic effects of cowmarin and 7-hy-
droxycoumarin werns assuyed using the
tetrazolium (MTT) assay [26]. With propidium
iodide und BrdU incorporation assays, we studied
their effects on the cell cycle progression [27]. The
following effects of 7-hydroxycoumurin were ab-
served: (1) cytostatic effect; (2) inhibitions of G,/S
transition; (3) decrease of cyclin DI, The effects of
coumarin were not significant.

2. Materisls and methods

G,; its expression peuks ut the G/S trunsition,
and is degraded during phase S. Synthesis of
cyclin A starts in phase S; its expression peuks at
the S/G; trunsition, und decreases stepwise during
the latter purt of phase G,. Synthesis of cyclin B
starts at the end of phase S, reaches maximal
levels as the cell enters into phase M, and breaks
down ut the transition to anaphase [14).

2.1, R ]

Coumarin and 7-hydroxycoumarin from
Aldrich Chemicul Co. (Milwaukee, W1) were dis-
solved in absolute ¢thanol (Merck, Durmstadt,
Germuny). RPMI1 1640, fetal bovine serum, MTT
(3-(4,5-di. hylthiuazol-2-y1)-2,5-dipheny! tetra-
zolium bromide), propidium iodide, RNuse A,
glycine and borax were obtained from Sigma
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Chemical (St Louis, MO). The S phase wis esti-
mated using an immunofluorescence assay for the
detection of S-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU) in-
corporated into cellular DNA (In Situ Cell Prolit-
cration kit) from Roche (Mannhecim. Germany).
Oligo (dT) and RNase Inhibitor, from Roche
(Mannhceim, Germany).

The TRIZOL reapents, DNasce 1, Reverse
Transcriptase enzyme. Tag DNA polymerase and
dNTPs were obtiined from Gibeo (BRL., USA-
Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD). The
culture flusks und 96-well microplites were ob-
tained from Nunc (Denmark).

2.2. Antibodics

FITC-conjugated monocional antibody to cy-
clins and isotype controls were obuiined from
PharMingen (San Dicgo, CA). For human cyclin
D1 detection. mouse monoclonal antibody (1gG1l,
G123-326 clone) and the respective matched
FITC-conjugated isotype control were used. For
human cyclin A, mouse monoclonal antibody
(IgE, BFG683 clone) and the respective matched
FITC-conjuguted isotype control were used.

An indirect-stain was used for cyclin E detee-
tion. Mouse monoclonal antibody to human cy-
clin E (I1gG:zh. clone HEG67) was obx incd from
PharMingen. As isotype control. we used mousc
monoclonal antibody without reactivity to human
cyclin E (1gGan, clone 31F3), (Serotee, Oxford,
UK). As sccond antibody we used FITC-conju-
giated rat monoclonal antibady to mouse 112G,
(clone R12-3). obtained from PharMingen.

2.3. Cell tine

Celis of the human lung carcinoma cell line
A-127 (ATCC), were cultured atl 37 °C with 5%
CO; in RPMI 1640 medium, supplemented with
10%% fetal bovine serum. 100 U/ml penicillin and
100 pg/mi streptomycin. Viability of the cells al-
ways exceeded 95%. as determined with trypan
blue.

For flow cytometry and RT-PCR assays, 10"
cells, in 20 ml medium, were sceded in 175 em?
culture flusks. where they grew asynchronously ut

~Orozca ot al. / Lung Cancer 349 (2001) 185-194

an exponentinl rate. The cells were incubated
with the test compound for 24, 48 and 72 h.
Ethanol concentration in the medium was less
than 0.5% (v/v). and did not affect the growth of
contro! cells. For 48- and 72-h exposures, cach
day 10 ml of culture medium containing the test
compound, was added to the respective flasks.
Each experiment was carried out three times.

2.4, DNA flow eyvtometric analysis

The cells were harvested using 0.25% trypsin,
washed with PBS, fixed in ethanol, and incubated
at — 20 °C for 24 h. The cells were pelicted
in PBS, and resuspended in a
uunh 0.5% RN A and | pg/ml
propidium iadide in PBS. After incubation for 30
min in the dark at —d4 °C, the samples were
analyzed by flow cytometry with a FACScalibur
(Becton Dickinson, Mountain View, CA). Cell
cycle analysis was done on list mode data files
using Madfit softwarc (version 2.0).

2.5. BrdU incorporation

After 24, 48 and 72 h cxposurc to the test
compounds, the cells were incubated with BrdU
(10 uM) for 30 min and huarvested using 0.25%
trypsin. The pellet was washed once with PBS at
1000 x ¢ for § min and resuspended in 1| ml PBS.
The suspension was diluted in a solution 3:7 (v/v)
of glycine 50 mM in ethanol 70% and incubated
ut — 20 °C for 24 h. Cells were centrifuged at
1000 = g tor 5 min, resuspended in 500 pl of 4 N
HICL, and incubated at room temperature for 20
min. The suspension of cells was neutralized with
5 ml of 2 M borax solution and washed twice

PBS. Cclls were resuspended in PI3S con-
i (v/v) Tween-20. 0.5% (w/v) BSA.
onjugited anti-BrdU antibody (1:10
viv), and incubated in the dark at room temperi-
ture for 1 h. Cell pellets were washed twice with
PBS, resuspended in PBS containing | pg/ml pro-
pidium iodide and 0.5 pg/ml RNase A, and incu-
bated in the dark for 20 min at — 4 °C. Samples
were analyzed using FACScalibur flow cytometer
27).
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2.6. Detection of cyclins

Following incubation with the respective com-
pounds, the cells were harvested using 0.25%
trypsin und were wushed twice with PBS. To
stabilize the cyclins, cells were fixed in 5 ml of 1%
methanol-free formaldehyde in PBS, for 15 min
incubation at 4 °C and were washed twice with
PBS. After this treatment, to stabilize the DNA,
the cells were fixed in 80% ethunol and incubated
at — 20 °C for 24 h. The cells were pelleted at
200 x g und were washed twice in PBS. To perme-
abilize the cells, they were treated with a solution
of 0.25% (v/v) Triton X-100 in PBS for 10 min at
room temperature [25)

For detection of cyclins DI and A, the cells
were washed again and were incubated for 2 h at
room temperature in the presence of FITC-conju-
gated monoclonal-antibodies, against human cy-
clin D1 or cyclin A. The stock solution of
antibody was diluted (1:10 v/v) in PBS containing
1% BSA. As fluorescence control, other cells from
each treatiment were incubated with the respective
isotype control untibodies.

For cyclin E detection, cells were incubated 2 h
in the presence of the mouse monocional antibody
to humun cyclin E. which wus diluted 1:100 in
PBS containing 1% (w/v) of BSA. Cells were then
washed und incubated for 1 h, at room tempera-
ture, with an FITC-conjugated rit monoclona)
antibody to mouse 1pG., diluted 1:4000 in PBS
containing 1% (w/v) of BSA. Mouse monoclonul
isotype control antibody was employed in dilution
1:100.

For DNA measurement, the cells were resus-
pended in 0.5 ml of a solution of 0.1 RNuse A,
1 ug/mi propidium iodide in PBS, and incubated
for 30 min, in the dark at — 4 °C. Sumnples were
alyzed by How cytometry using FACScalibur
and analyzed according to the protocols of
Darzynkiewicz and Gong [23-25}].

2.7, Isalation of total RN

Total RNA was isolated from trypsinized cells
with TRIZOL accerding to the method of Chom-
czinsky [28]. After incubation of the homogenized
sample for 5 min at room temperature, 0.2 ml of
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chloroform was added. Samples were mixed vig-
orously and then centrifuged at 2000 x g for 15
min. Samples were treated with DNase 1. The
RNA wus precipitated from the aqueous phase by
mixing with isopropanol and incubated at 4 °C
for 12 h. After centrifuging and wushing once
with cthanol, the RNA was dissolved in diethyl
pyrocurbonate (DEPC)-treated water and was
quantified spectrophotometrically at A 260 nm.

2.8. RT-PCR

c¢DNA wuas obtuined by reverse transcription
from total RNA. Samples of 1otal RNA (1.0 pg)
were transferred to 0.2 ml thin wall PCR tubes
und were mixed with | x PCR buffer (20 mM
Tris—HCI, pH 8.4; 50 mM KCl), 6.6 mM MgCl,,
5.4 mM dNTP's, 9.6 U RNuase inhibitor, 0.08 pg
of oligo (dT), 6.6 mM DTT and 48 U M-MLV
Reverse Transcriptase enzyme. Tubes were incu-
bated ut 42 °C for 60 min,

PCR waus curried out in PCR buffer (1 <), 1.7
mM MgCl,, 1.5 U Tuq DNA polymerase and 10
pmol of each primer set. After an initial denatura-
tion step at 94 °C for 5 min, cycling conditions
were: 30 cycles at 94 °C for 50 s, 60 °C for SO s
and 72 °C for 50 s with final eatension cycele of 7
min 4t 72 °C. The equipment used was a Touch-
down, hybuaid thermical cycler. PCR  products
were analyzed by electrophoresis on 2% apgarose
gel stained with ethidium bromide.

Primer sets for ¢yclin D1 uand betu-uctin were
the following: Cyc¢lin D1 sense (5-GGCAACG-
GAGGTCTGCG-3') und antisense (5'-GTCGGT-
GTAGATGCACAGCTT-3) according to Xiong
29k beta-uctin sense (-GGG TCAGAAG-
GATTCCTATG-3") and antisense (5-GGTCT-
CAAACATGATCTGGG-3) according to PPonte
[30]. The sizes of the expected products were 323
uand 218 bp, respectively.

2.9 MTT
(3 (4. S-cdimethylthiazol-2-51)-2.5-diphenyt
tetrazolivm bromide) assay

The cytostatic effect of the test compounds on
the wumor cells was estimated using the microcul-
ture tetrazolium (MTT) ussay [26). The assay is
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Fig. 1. (A) DNA histograms of cells exposed to coumarin or
7-hydroxycoumarin for 72 h. ut » concentration of 160 pg/ml.
(B) Percentage of cells in S phase after exposure to coumarin
ar 7-hydroxycoumarin for 72 h. at a concentration of 160
ug/ml.

based on the reduction of the soluble tetra-

i salt by mitochondria of viable cells. The
reduced product, an insoluble colored formazin,
is dissolved in dimethyl sulfoxide and measured
spectrophotometrically. Under the cxperimental
conditions of this study, the amount of forma-
zan formed was proportional to the number of
viable cells.

To diminish the cytostatic assay variability,
the assays were performed as described carlier
[31]. Briefly, cells (5 x 10%) were sceded in each
well of 96-well microplates. At 0, 24 and 48 h,
medium (100 pl int the test und)

was added to cach well. The compounds were
tested at six concentrations (ranging from 10 to
320 pg/ml). At 72 h cxposure, the number of
viuble cells wus estimated. The percentage de-
crease of proliferution of the treated cells was
cstimated with respect to the solvent-treated
control cells. The 1C,, was culculated from the
leust square concentralion-response regressions.

3. Results
3.1. Inhibitory concentration 50 (I1Csa)

7-Hydroxycoumarin had a greater cytostatic
activity than coumuarin. The mean 1C, from
three independent assays was 100+ 4.8 and
257 + 8.8 pg/ml for 7-hydroxycoumarin and cou-
marin, respectively. The ceffects of both com-
pounds on the cell cycle were studied at the
concentrations of 160 and 80 ug/ml approxi-
mately (1 and 0.5 mM) and three exposurc
times (24, 48 and 72 h).

3.2. Effects on the cell cycle

.2.1. DNA histograms

In histograms of DNA, 7-hydroxycoumarin
only at concentrations of 160 (pg/ml and expo-
sures of 72 h. slightly increcased the percentage
of cells in the G, phase, and decreased the per-
centage of cells in the S phase (Fig. 1A). Cou-
marin had no appreciable effect.

3.2.2. BRDU incorporation

The changes produced in the S phase were
confirmed by bivariate flow cytometric analysis
of DNA synthesis (BrdU incorporation) and of
DNA content (propidium iodide stain). In cells
exposcd to 160 (pg/ml of 7-hydroxycoumarin for
72 h, a statistically significunt decreasc in the
pereentage of cells in the S phase was observed,
from 34% in the control cells, to 20% in the
treated cells (Fig. 1B). At the concentration of
80 pg/ml or shorter e times no
were observed. Coumarin only produced a non-
significant decrcase in the percentage of cells in
the S phase at 72 h exposure.

(e
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3.3. Patterns of expression of cyclins

Many tumor cell lines express cyclins in an
unscheduled (ectopic) fashion, i.e. unrelated to the
phase of the cell cycle. Unscheduled expression of
cyclins in tumor cells may lead to u loss of the
regulatory mechanism of cell cycle progression
[22,32). According to our observations, the A-3427
cell line, expressed cyclin A in a scheduled fashion,
i.c.,only in phases S and G: (see Fig. 2). In contrust,
cyclin D1 und cyclin E were expressed in an un-

isotype

scheduled fashion throughout the whole cyele, and
not only in the phase G, and in the G,/S transition,
respectively. Similar observations were made by
Gong et al. in other malignant cell lines [33,34).

3.4, Effects on the expression aof cyclins

For each concentration and exposure time, the
percentage of cells expressing cuch cyclin waus
estimated by subtracting from the fluorescence of
the cells incubated with antibody to the cyclin, the

- 24 h 48 h 72 h
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o 7-hydroaycounurin for 24, 48 und 72 h, ut & ufier or 7 in at 4 concen-

of 160 pg/ml.
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fluorescence of the cells incubated with the corre-
sponding isotype control antibody (see Fig. 3). Euch
experiment wius performed three times, and the
n values { £ S.E. ML) are shown in Figs. 4.6 and

At a concentration of 80 pp/ml. no effect wias
observed with any of the two compounds. At
concentriation of 160 pp/ml. the following cttects
were abserved.

Cyclin DIz exposure ol the cells to 7-hydroxyecou-
marin for 24 h did not adfect the percentape of cells
expressing eyclin D1 (see Fig. 3). Exposure of 48 h
deer cd the percentage of cells expressing cycelin
Dl to one half of the control value. This reduction
not statistically ificant. However hown
in Table I, exposure off 72 h decreased the percent-
age of the cells eapr com-
pired to the contro! " < 0.05), No
dilference was observed in the level
RNA RNA) ol cyelin D1 measured by RT
between control cells and  7-hydroaycowmarin.
tre

ted cells (see Figp, 3).

Exposure to coumarin for 24 h, did not alter the
percentage of cells expressing cyclin D1, The per-
centage was decreased approsimately to one halt’
with respect o the control villues with exposures of
48 and 72 h. These reductions were not statistically
significant.

Cyclin E: the percentages S expressing
cyclin E were not affe the
compounds (see Fipg, 6).

Cyclin A: 7-hydroxycoumarin produced after 38
and 72 h a progressive decrease in the percent-
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afler expasure 10 coumarin or 7-hydroxycoumarnin at o con-
centrstion of 160 pg/mt (n = 3).

age of cells expressing cyelin A, These etfects did
not reach statisticad significance . 7). This
decrease might be attributed to un indirect effect,
resulting trom the diminished number of cells in
phases S and Ga. in which cyclin A is expressed.

3. Discussion

The cytostatic ¢ffect of 7-hydroxycoumarin in
the adenocarcinoma cell line A-427 is consistent
with the cytostatic effects reported by various
authors in other cell lines {9]. and by us in the
murine melanoma cell line B16-F10 [31]). Also, the
lack of a significant effecct of coumurin on the cell
cycle is consistent with the observiations of Kahn
et al. on murine tibroblasts [35].

The inhibition of the cell cycle

at trunsition

G,/S is vonsistent with the cytostatic effect of

bie 1

concentration of 160 pg/mi=

7-hydroxycoumurin. Furthermore, the decrease in
the percentage of cells expressing cyclin DI indi-
cates that the action of 7-hydroxycoumarin in-
volves carly cvents in phase G,.

The D-type cyclins (D1, D2 and 23) and their
major kinase pirtners COK4 and CDKG6 regulute
G,—G,/S prog ton by means of phosphoryl
tion and inac an_of the retinoblastoma gene
product pRB [12,13.36]. Dercgulation of the cy-
clin D1/CDKA-Rb/E2F puthwiay is i usual fea-
ture of the ncoplastic phenotype and has been
implicated in cancer pathogenesis [17]. The cyclin
D1 is a protein frequently derepulated in many
cancer types and tumoral cell lines, and it has
been proposed as a prognostic marker {37]. The
i 1 pathways that regulate gene transcription
lin D1 are commonly altered. In addition,
ul abnormalities of cyclin D1 pene have been
cribed [16]. Inhibitton of cyclin 131 has been
proposed as a pharmacological and therapeutic
target for the development of novel antitumor
agents [38.39].

Absence of chunges in the !

7-hydroxycoumarin. Two pathways have been de-
scribed which regulate post-transcrip tly the
levels of ¢ ation of the MRNA
by Rus/PI3K/AkL, which increases the level of the
cyclin [40]): (2) phosphorylution of the cyclin by
glycogen symh.xsc Kinase-33 (GS K3p), which
leads to cyclin degradation [41]. Decrease of
mRNA transttion of ¢yclin D1 has been ob-
served with chemical inhibitors of phosphatidyli-
3-Kin; (PI3K)  [40.42). Whether
7-hydroxycoumarin inhibits trunslation of cyclin

flects of coumarin and 7-hydroxycoumaria in the human lung adenocarcinoma cell line A-327 after 72 h cxposure at i

Compound Cells in S phase Cells c\pr:;

g cyctin D1

Celts upremn., cyclin E Cells cxpressing cychin A
(% +S.E.N) % =S5.EM)

=S.EM) (% xS.E.
Contral M4 IS (2 6.6
Coumutin 33 (2 2.3 21 (= 3%)
T-Hydroascoumarin 20 ( = 0.9)* 3ex 1L

“Meun of the perceatiges of cells in the $ phasc: and mean of the percentages of cells expressing cycting DI, E and A.

s P <008
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D1 mRNA, as well as the stability of its protein
remain to be investigated.

On the other hand, flavopyridol down-regulates
cyclin D1 and inhibits the activities of several
CDKs [43]. We shall investigate whether 7-hy-
droxycoumarin and other more active coumarins
also affect the activity of CDKs.

5. Conclusions

‘The cytostatic effect of 7-hydroxycoumurin is
elicited by a selective d in the per of
cells expressing cyclin D1. These results are con-
sistent with the inhibition of the cell cycle at the
G, /S transition. As the level of mRNA of cyclin
D1 was not affected by 7-hydroxycoumarin, the
protein decrease appears to be posttranscrip-
tional. Further studies will be directed to cl.trll'y
the nature of the posttranscriptional effects, |
ing defined the phuse of the cycle and the cycl
involved in the cytastatic effect of 7-] hydrox)cou-
marin, dcvclopm:m of more active <

[3] Marshall ME. Butler K, Hermunsen D. Treaiment of
Y stage D of with
coumarin (I.2-benmpyron=) and cimetidine: o pilot study.
Prostate 1990:17:95-9,
15) hlohler .lL. Gomellu LG. Crnwfcrd ED, e nl. Phase II
v (1

prostatic :lrunnmll. Prouule 1992:20:§23~ 3!.

Thornes RD. Duly L. Lynch G, et al, Tr:mmeul with
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