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1 INTRODUCCION

1.1 CANCER

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, y en México es la
tercera causa de mortalidad en la poblacion general, después de las enfermedades
cardiovasculares y diabetes mellitus. Este padecimiento agrupa varios tipos de cancer que se

caracterizan por la formacién de tumores malignos (INEGI).

El desarrollo del cancer es un proceso complejo y multifactorial que implica la acumulacion
progresiva de mutaciones en el ADN que inducen inestabilidad gendmica. Las mutaciones
pueden ser heredadas o adquiridas debido a varios factores, como son: las radiaciones
ionizantes, la accién hormonal, carcinégenos y virus. Por lo tanto, las caracteristicas
malignas se manifiestan en grados variables a medida que se desarrolla el padecimiento. Las

mutaciones pueden producir proteinas alteradas que ganan o pierden funciones, como:

e La activacién de protooncogenes a oncogenes.
e |nactivacion o pérdida de genes supresores de tumores.
e Defectos en la apoptosis.

e Defectos en la maquinaria de reparacion celular.

Otras causas genéticas que contribuyen a la malignizacion celular son: (i) Amplificacion
genética: puede ocurrir cuando se replica varias veces un mismo gen, ya sea como copias
cromosomicas secuencialmente repetidas o como particulas extra cromosomicas. Este
fendmeno puede dar lugar a la sobre-expresién de oncogenes. (ii) Rearreglos cromosomicos:
involucra variaciones en la estructura y en la ordenacion de los cromosomas, por ejemplo
translocaciones e inversiones. Esto da lugar a que un oncogen pueda ser transcrito
inapropiadamente cuando se encuentra bajo control de una secuencia reguladora extrana.
(i) Mutaciones en la region promotora del gen y pérdida del control de su trascripcion
(Alberts et al., 2002).



Como consecuencia de todas las alteraciones arriba mencionadas, las células malignizadas

adquieren progresivamente las siguientes caracteristicas:

e Desregulacién de las vias de sefalizacion celular.

e Proliferacion desregulada, debido a anormalidades del ciclo celular y la apoptosis.

e Invasividad a tejidos adyacentes.

e Metastasis, las cuales son tumores secundarios originados por células que se han

liberado desde el tumor inicial o primario y que han alcanzado otras localizaciones.

En el anexo 1 se presenta una breve revision de la progresion del ciclo celular, asi como
algunas de las proteinas cuyas anormalidades redundan en la proliferacion desregulada y en

la malignizacion.

1.1.1 CANCER DE MAMA

El cancer de mama se encuentra situado en los primeros tres lugares de mortalidad en
mujeres entre 25 y 54 afios. En el 2005 se incremento la mortalidad por cancer de mama, de
3500 a 3600 defunciones por afio. Ademas, en el pais se registraron 11,288 casos nuevos de
cancer de mama en el afio 2005 (IMSS, boletin 066 2006).

En México en el 2005 destaca, que pese a haberse estabilizado en los ultimos cinco afios, el
namero de muertes por cancer de mama iguald ya la cifra de decesos por el cérvico uterino
(mas de diez cada dia) y se prevée que en los préximos cinco afios asumird plenamente su
posicion como el cancer mas frecuente entre las mujeres (Instituto Nacional de Salud
Pulblica, pagina web). Se ha reportado que el tiempo de sobrevida en pacientes de cancer de

mama es de 13.5 afios (Hooning et al., 2006).

Entre los factores de riesgo para esta enfermedad estan no haber tenido embarazos, que la
primera gestacion a término (nueve meses promedio) sea después de los 30 afios de edad,
no haber amamantado, haber iniciado la menstruacién antes de los 11 afios y la menopausia

después de los 50 afios, y presentar obesidad (IMSS boletin 066, 2006).



El cancer de mama es una afeccién en la cual se forman células malignas en los tejidos de la
mama. El tipo mas comun de cancer de mama es el carcinoma ductal (80% de los casos),
seguido por el carcinoma lobular (10-15%) (National Cancer Institute, pagina web). Se han
identificado diversos genes que presentan anormalidades y cuyos productos proteicos
participan en la patologia del cancer de mama. En la tabla 1.1 se muestran las principales

anormalidades se presentan en los genes y proteinas en el desarrollo del cancer de mama.

Tabla 1.1. Anormalidades en el cAncer de mama.

Genes Funcidn de la proteina. Anormalidad Referencia
BCRA1 Reparacion de ADN. Deleciones. Hedenfalk et al., 2001
Mutaciones
puntuales.
BCRA2 Reparacion de ADN. Deleciones. Hedenfalk et al., 2001
Mutaciones
puntuales.
p27 p27 es un inhibidor del complejo ciclina Decremento de  Traub et al., 2006
E/CDK2. la proteina.
TP53 p53 es un supresor de tumores, causa Mutacién. Hortobagyi et al., 1998
arresto celular o apoptosis.
BCL2 Bloguea liberacién de citocromo cdela  Mutacion. Hortobagyi et al., 1998

mitocondria. Promueve la apoptosis a
través de la activacion de procaspasa.

MYC c-myc estimula el crecimiento celulary la Mutacion. Hortobagyi et al., 1998
proliferacion. Amplificacion Alberts et al., 2002
del gen.

Sobreexpresion
de la proteina.

PTEN Fosfatasas del fosfatidil inositol Inhibe Mutacion. Guttmacher et al., 2003
crecimiento. Alberts et al. 2002
CHEK2 Reconoce y repara ADN dafiado. Delecion. Guttmacher et al. 2003
(1100 del C)
ATM Reparacion de ADN. Mutacion. Guttmacher et al., 2003
HER2 Receptor tirosina cinasa, relacionado Amplificacion. Hortobagyi et al., 1998
con el receptor EGF Sobreexpresion
de la proteina.
CCND1 Ciclina D1 forma complejo con CDK4 Amplificacion Hortobagyi et al., 1998
estimulando la progresion del ciclo del gen.
celular. Sobreexpresion
de la proteina.
CCNE1l Ciclina E forma complejo con CDK2 Sobreexpresion  Kim et al., 2001
estimulando la progresion del ciclo de la proteina.

celular.



1.2 TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA Y QUIMIOTERAPIA

Los métodos mas empleados en el tratamiento del cancer de mama son: reseccion
quirdrgica, radioterapia, hormonoterapia y la quimioterapia. El uso de cada uno de ellos
depende del estadio, tipo de tumor y de la resistencia que el tumor presente a los

tratamientos (Rang et al., 2003).

Para poder dirigir el tratamiento se deben identificar inmunohistoquimicamente marcadores
bioldgicos con el fin de obtener la mejor respuesta antineoplasica, los marcadores biolégicos
determinados son: receptores de estrégenos (ER), receptor de progesterona (PR), la proteina
del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (Her-2), la proteina supresora de tumores
p53, y el antigeno Ki-67 que identifica las células proliferantes dentro de un tumor (Learn et
al., 2005).

Los estrogenos han sido implicados como el mayor factor etiologico en el proceso
tumorogénico del cancer de mama. Del total de las pacientes diagnosticadas con cancer de
mama, del 60 al 70% son positivas para receptores hormonales. La mitad de los tumores con
receptor de estrégenos a positivos, no responden a la terapia antiestrogénica, lo que sugiere
una resistencia al tratamiento y la importancia de utilizar otros compuestos antiestrogénicos
(Butt et al., 2005).

La quimioterapia se aplica; si el tumor no presenta receptores hormonales, tiene gran
volumen tumoral, hay enfermedad visceral y si el crecimiento tumoral es rapido (NOM - 041-
SSA2-2002). Este procedimiento puede ser utilizado individualmente o como complemento
adyuvante de otras formas de tratamiento. Para incrementar la eficacia de la quimioterapia se
emplean farmacos en forma combinada que actdan en distintas fases del ciclo celular para

disminuir el riesgo a la resistencia de los tumores al tratamiento (Johnson et al., 1999).

Después de la quimioterapia inicial las células tumorales pueden desarrollar distintos tipos de
resistencia, lo que restringe la eficacia de los tratamientos. Ademas, la accion de varios de
los agentes antineoplasicos es poco selectiva y dafian a las células sanas que se encuentran
en proliferacion (Shah et al., 2001), por lo que se busca desarrollar agentes con mayor
selectividad.



En la tabla 1.2 se muestran los agentes antineoplasicos que se emplean actualmente en el

tratamiento del cancer de mama.

Tabla 1.2. Agentes utilizados en el tratamiento de cancer de mama. (Bruton et al., 2006).

Categoria Agentes Mecanismo de Efecto en el
accion ciclo celular
Alguilantes Ciclofosfamida Formar enlaces Arrestoen S

Antimetabolitos

Alcaloides
vegetales

Hormonales

Diversos

Melfalan

5-Fluorouracilo

Metotrexato

Vinblastina
(Alcaloide de la
vinca)

Paclitaxel
(Taxanos)

Etopdsido
(Epidofilotoxinas)

Tamoxifeno

Aminoglutetimida

Trastuzumab

Doxorubicina

covalentes con el
ADN.

Inhibidor de la sintesis
de ADN, compite por
las enzimas que
sintetizan timidina 5” -
monofosfatasa.

Antagonista del 4cido
félico.

Se unen a la tubulina
impidiendo su
polimerizacién a
microtubulos, lo que
impide la formacién
del uso mitético.

Inhibidor de la
topoisomerasa Il.

Inhibidor del receptor
de estrogenos.

Inhibidor de la
aromatasa.

Anticuerpo
monoclonal contra la
proteina Her-2.

Agente intercalante
del ADN e inhibidor de
la topoisomerasa Il.

Arrestoen S

Arrestoen S

Arrestoen S

Arresto en M

Arresto en M

Arrestoen S

Arresto en
G,/M

Arrestoen S



1.3 CICLINA D1

Las ciclinas del tipo D (D1, D2, D3) son las primeras que se sintetizan al inicio de la fase
temprana de G; en respuesta a sefiales mitogénicas, por lo que estas ciclinas funcionan
como sensores de sefiales extracelulares (Hanahan et al., 2000). Una célula inicia su ciclo
cuando factores de crecimiento, hormonas y otras sefiales se unen a sus receptores y

activan a proteinas transductoras como Ras (Guille H et al., 1999).

La proteina Ras transduce la sefial al nucleo activando varios genes necesarios para la
proliferacion, entre los que se encuentran las ciclinas tipo D (Ewen et al., 2000). Las vias
activadas por Ras mejor descritas son: RAF/MEK/MAPK, RHO/ RAC y PI3K/AKT/PKB (figura
1.1) (Ewen et al., 2000; Sahai et al., 2002).

Las ciclinas D2 y D3 se expresan en células del sistema hematopoyético, mientras que la
ciclina D1 se expresa en células dependientes de adhesion (Ajchenbaun et al., 1993). De los
genes que codifican para estas ciclinas, el gen de la ciclina D1 (CCND1; antes conocido
como BCL-1 o PRAD1), que se localiza en el cromosoma humano 11q13, es el mas conocido
y estudiado (Motukura et al., 1991; Xiong et al., 1991).

El gen CCNDL1 tiene sitios de union para varios factores de transcripcion como la proteina
activadora-1 (AP1), ets-2, el transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (STAT3),
factor nuclear kB (NFxB), la proteina de union a CCAAT (CREBP) (Amanatullah et al. 2001);
factores de crecimiento epidermal (EGF) y factores de crecimiento seudoinsulinico (IGF-I y
IGF-Il), ademas de la activacién de vias como ¢c-MYC, MAPK vy PI-3 (Butt et al., 2005). Otras
sefiales que inducen la expresién de la ciclina D1 son la estimulacién de integrinas,

catenina (Tetsu et al., 1999) y los receptores de estrégenos (Foster et al., 2001).

La ciclina D1 se sobre-expresa en el cancer de mama. La ciclina D1 activa el receptor de

estrogenos mediante transcripcion en forma independiente de CDKs y en ausencia de



estrogenos. Se ha reportados que el receptor de estrégenos o (ERa) induce su expresion,

mientras que por medio de ERp se inhibe su expresién (Liu et al., 2002).
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Figura 1.1. Principales vias de sefalizacion que regulan al promotor del gen de la ciclina D1
a través de receptores y de moléculas de adhesion. Fosfatidil inositol 3 cinasa (IP 3K);
proteina cinasa B (AKT/ PKB); proteina de unién a elemento de respuesta a AMP ciclico
(CREBP); cinasa de N-terminal de c-Jun (JNK), cinasa de proteinas de activacion mitogénica
(MAPK); cinasa de cinasa de integrinas (IKK); proteina de activacion 1(AP1); factor de

activacion transcripcional 2(ATF-2); factor nuclear kB(NF kB). (Jiménez-Orozco FA, 2003).

1.3.1 CICLINA D1 Y TRANSICION DE LA FASE G; A LA FASE S (VIA pRB)

Las células que no proliferan se encuentran en la fase Gp y cuando entra a la fase G; se
inicia la proliferacion. El inicio del ciclo celular y la progresion a través de la fase G; se regula
por un sistema de control que se conoce como punto de restriccion o “via de la proteina RB”
(p16-ciclinas D-CDK4/6-pRB-E2F). Para que la célula inicie el ciclo, requiere de un contexto
celular favorable y de sefiales mitogénicas que induzcan la expresion de la ciclina D1 y
active a CDKA4.

El complejo “ciclina D1/ CDK4” fosforila a la familia de las proteinas de bolsillo (pocket
protein), entre las que se encuentran pRB (proteina del retinoblastoma), p107 y p130. En la
fase G; temprana del ciclo, estas proteinas se encuentran hipofosforiladas (forma activa) y



regulan negativamente la progresion del ciclo en la fase G; a través del secuestro del factor
transcripcional E2F (Jonson et al., 1999; Mittnacht et al., 2005).

La fosforilacion de pRB en G; por los complejos ciclina D/CDK4 constituye el paso crucial
gue permite la proliferacion celular, ya que libera a las factores E2F. Las proteinas de la
familia E2F (E2F 1-5) son factores de transcripcidon que forman heterodimeros con las
proteinas DP (DP 1-3) y activan la transcripcién de un banco de genes cuyos productos
proteicos regulan el ciclo celular y participan en la sintesis de ADN (figura 1.2) (Mittnacht et
al., 2005).

Una vez que se liberan los factores E2F, permitiendo la sintesis de las proteinas
dependientes de estos factores, y asi, la consecuente progresion del ciclo celular a la fase S.
Algunas de las proteinas que se sintetizan en respuesta a los factores E2F son las ciclinas E

y A, CDK1, dihidrofolato-reductasa, timidina cinasa, entre otros (Kaelin et al., 1999).

En tumores humanos donde pRB esta mutada o no se encuentra, pRB no se fosforila y
pierde la capacidad de suprimir la proliferacion celular, esta mutacion produce anormalidades
en el punto de restriccion, por lo que las células continlan su progresion a la fase S en forma
descontrolada (Bartek et al.,, 2001, Mittnacht et al., 2005). EI complejo ciclina E/CDK2

también fosforila a pRB al final de la fase G1 y durante la fase S del ciclo celular.

SENALES DE
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PROTEINAS PARA
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Figura 1.2. Transcripcidon secuencial de los genes de las ciclinas D, E y A.
(Jiménez-Orozco FA, 2003).

1.3.2 FUNCIONES DE LA CICLINA D1

Ademas de sus acciones en la progresion del ciclo celular, la ciclina D1 tiene otras funciones
biolégicas como las siguientes: (i) migracion y adhesion celular de macréfagos (Neumeister
et al., 2003), (ii) apoptosis, (iii) regeneracion neuronal, (iv) ayudar a secuestrar a p27 (Tong et
al., 2001), (v) tiene funciones metabdlicas mitocondriales, (vi) inhibe 2 productos génicos
[CREBP-B y PPARYy (receptor proliferador del peroxisoma)] que intervienen en la ruta de
diferenciacion de adipositos (Wang et al., 2003), (vii) regula la funciébn de acetilasas y
desacetilasas de histona para modular la estructura local de la cromatina de los genes que
estan implicados en la regulacion de la proliferacion celular y la diferenciacion (Wang et al.,
2004) y (viii) regulacion positiva del receptor de estrogenos o (Lamb et al., 2000). En los
ultimos afios se han observado un gran niamero de interacciones entre la ciclina D1 y otras
proteinas, algunas de estas interacciones se pueden observar en la tabla 1.3 (se amplia la

informacion de esta tabla en el anexo B) (Sutherland et al., 2004).

Tabla 1. 3. Funciones trancripcionales de la ciclina D1. (Sutherland et al., 2004).

Proteina Funcion
CDK4/6 Progresion en ciclo celular.
CDK2 Progresion en ciclo celular.
ER, C/EBP}3 Activacion transcripcional.
AR, Beta2/neuro D, Represion transcripcional.
DMP1,Myb, MyoD, SP1,
STAT3, TR
AlIB-1, GRIP-1, SRC1la Coactivacion.
CBP/p300, P/CAF Remodelacién de cromatina.
TAFL250 Formacion del complejo de

iniciacion y recluta a la ARN

polimerasa Il.



1.3.3 DEGRADACION DE LA CICLINA D1

La ciclina D1 al igual que las otras ciclinas, se degradan a través de poliubiquitinacién por la
via del proteosoma. En todas las ciclinas se ha localizado una secuencia sefal (caja de
destruccion) formada por 9 aminoacidos (RAALGNISN) que se encuentra presente entre los
residuos 13 y 66 de la proteina. Para la poliubiquitinacion del complejo ciclina D1/CDK4 se
requiere de la fosforilacion en treonina 286 por glucogeno sintasa cinasa 33 (GSK-3p) (Diehl
et al., 1998). La ciclina ya fosforilada, es reconocida en la caja de destruccion por el complejo
SCF (Skp - Cullin - F box), que tiene actividad de ligasa ubiquitina y esta activo durante todo
el ciclo celular (Rusell et al., 1999). Este complejo se encarga de la degradacién de diversas
proteinas, como los inhibidores de CDKs (p21, p27, Sicl), las ciclinas D y la ciclina E. La
unién de la ubiquitina al sustrato (la ciclina) requiere de una serie de pasos catalizados por
tres enzimas: primero se produce la activacion de la ubiquitina por la enzima EL1,
seguidamente la enzima E2 (proteina transportadora de ubiquitina) se encarga de transferir
la ubiquitina activada desde E1 hasta el sustrato que esta ligado a la enzima E3 (ubiquitina-

proteina ligasa) este proceso se puede observar en la figura 1.3 (Alberts et al., 2002).
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Figura 1.3. Via de degradacion de ciclinas G; por via del proteosoma.



En el caso de las ciclinas A y B, que participan en fase G, y M, son degradadas por un
complejo distinto, llamado APC (anafase promoting complex) que también tienen actividad de
ligasa de ubiquitina (den Elzen et al. 2001). Todas las ciclinas fosforiladas y ubiquitinadas
van al proteosoma para su degradacion. El proteosoma 26S es un complejo multicatalitico
constituido por el proteosoma 20S y dos subunidades 19S. El proteosoma 20S tiene una
estructura cilindrica compuesta por numerosas subunidades de bajo peso molecular
ensambladas en cuatro anillos. Cada subunidad 19S contiene cinco ATPasas diferentes y un
sitio de unidn para las cadenas de ubiquitina (Alberts et al., 2002).

1.3.4 ANORMALIDADES DE LA CICLINA D1 Y CANCER DE MAMA

Aproximadamente la mitad de los carcinomas mamarios sobre-expresan la ciclina D1
(Bartkova et al., 1994), asi como todos los carcinomas lobulares y ductales con receptor de
estrogenos positivo (Zwijsen et al., 1997). Se ha sugerido que la ciclina D1 puede ser un
marcador prondstico (Caputi et al., 1999) y su inhibicion se ha propuesto como un blanco
farmacoldgico y terapéutico para el desarrollo de nuevos agentes antitumorales (Q Yu et al.
,2001; Hardcastle et al., 2002).

La sobre-expresion de la ciclina D1 puede ocurrir debido a anormalidades genéticas,

mecanismos transcripcionales y postranscripcionales, como los siguientes:

e Amplificacion del gen CCND1 en un 13-20 % (Courjal et al., 1997).

e Estabilizacion del ARN mensajero de la ciclina D1 (Lebwohl et al., 1994).

e Anormalidades de las vias de sefalizacion que regulan la trascripcion del gen CCND1
(descritas en el inciso 1.3.1y en la figura 1.1).

e Disminucién de la degradacion de la ciclina D1 (Rusell et al., 1999).

Se han reportado isoformas de la Ciclina D1 cuya degradacion es menor. Una sefal para la
degradacion de la ciclina D es su fosforilacion en el residuo de treonina 286 (Thr286) por la
enzima glucogéno sintasa cinasa 3 (GSK-3B). Se ha reportado que la sustitucion de

treonina por alanina disminuye la velocidad de degradacion (Diehl et al., 1998).



En la carcinogénesis, la ciclina D1 juega un papel importante y su presencia puede ser un
marcador histologico, especialmente en cancer de mama por lo que puede ser considerado
un marcador oncoldgico. Los ratones knock-out (ciclina D1 ) deficientes de ciclina D1 son
resistentes al cancer de mama inducido por los oncogenes neu y ras). Pero estos ratones
son sensibles a otras rutas oncogénicas conducidas por c-myc o Wnt-1. Reportandose la

ciclina D1 como un marcador prondstico (Q Yu et al., 2001).

En la linea celular de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 se han descrito la sobre-
expresion de la ciclina D1 por dos mecanismo: el gen CCND1 esta amplificado (Han EK et
al., 1995) y por una mutacion en el complejo SCF, obstruye la eficiencia en la proteolisis de

la proteina (Rusell et al., 1999).

Los estrogenos tienen un rapido efecto inductor en la expresion de la ciclina D1 (Wilcken et
al.,, 1997). La expresiéon de la ciclina D1 en células de cancer de mama ha sido
consistentemente encontrada y asociada con la positividad de ER (Utsumi et al., 2000). Por
otra parte se ha observado que la sobre-expresion de la ciclina D1 puede activar a los
receptores de estrogenos de una forma independiente de CDKs y en ausencia de estrogenos
(Zwijsen et al., 1998). Este efecto de la ciclina D1 sobre los ER no es inhibido por
antiestrogenos como el tamoxifén, de manera que su sobre-expresion indica una resistencia

a este tratamiento de primera linea (Zwijsen et al.,1998).



1. 4 ASPECTOS GENERALES DE LAS CUMARINAS

La cumarina (figura 1.4) fue aislada del haba del tonka (Coumarouna odorata) por Vogel en
1820 (Murria et al., 1982). Su peso molecular es de 146 g/mol y esta formada por un anillo
bencénico unido a una pirona (un anillo heterociclico que contiene un a&tomo de oxigeno y
cinco carbonos con orbitales sp?). Existen numerosos derivados de la cumarina (o-
benzopironas) que estdn ampliamente distribuidos en las plantas, y se encuentran

abundantemente en los aceites de lavanda y acacia (Cohen et al., 1978).
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Figura 1.4. Estructura quimica de la cumarina.

En el humano, la cumarina es poco toxica (Cox et al., 1989), tiene una vida media breve (1-
1.5 h) y del 68 a 92 % de ella es biotransformada a 7-hidroxicumarina (Shilling et al., 1969).
Esta hidroxilacion es catalizada por la isoforma CYP2A del citocromo P450 (Pelkonen et al.,
2000). In vivo, se ha observado que la cumarina inhibe la progresién de varios tipos de
tumores humanos como el de préostata (Marshall et al., 1990; Mohler et al., 1992), carcinoma
renal (Kokron et al., 1991) y previene la recurrencia de melanoma maligno (Thornes et al.,
1994). Egan y colaboradores (1990) han propuesto que la cumarina es un pro-farmaco,

siendo su forma activa la 7-hidroxicumarina.

1.4.1 ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE ALGUNOS COMPUESTOS CUMARINICOS Y
SENSIBILIDAD DE LINEAS CELULARES

In vitro, la 7-hidroxicumarina tiene un mayor efecto antiproliferativo que la cumarina en
células de melanoma murino B16 y la linea de adenocarcima de pulmén humano A-427
(Jiménez-Orozco et al., 1999, 2001). Este efecto citostatico también ha sido observado en
otras lineas celulares de carcinomas pulmonares y carcinomas epidermoides. También se ha
observado que la 7-hidroxicumarina produjo apoptosis so6lo en los carcinomas epidermoides

de pulmon (Lopez et al., 2004).



Las cumarinas monosubstituidas producen sus efectos citostaticos en concentraciones
milimolares, en cambio, los derivados cumarinicos disubstituidos inhiben la proliferacién en
concentraciones micromolares. Kolodziej y col (1997) reportaron que la adicion de grupos
polares en las posiciones 6, 7 y 8 del anillo aroméatico de la cumarina, incrementa la actividad
antiproliferativa de la molécula. Las dos cumarinas simples con mayor actividad

antiproliferativa son la esculetina y la dafnetina (Finn et al., 2002, 2003; Lacy et al., 2004).

Distintos grupos de investigacion, han estudiado in vitro los efectos antiproliferativos de
derivados cumarinicos en varias lineas celulares. Sin embargo, los resultados publicados por
cada uno de ellos tienen aparentes inconsistencias. Tales diferencias se deben
principalmente a la sensibilidad de las lineas celulares utilizadas y a los tiempos de
exposicion en que se evalud la respuesta. Las cumarinas son mas activas en lineas celulares
de leucemia que en lineas de células tumorales derivadas de epitelios (Hoffmanova et al.,
2002). En células de leucemia, los efectos antiproliferativos de cumarinas han sido
observados a 24 horas de exposicion, mientras que en células tumorales epiteliales, los
efectos se observan a exposiciones de 72 horas o méas (Kolodziej et al., 1997; Jiménez-
Orozco et al.,, 1999, 2001; Kawaii et al., 2001; Finn et al, 2002, 2003, 2004; Wang et al.,
2002; Hofmanova et al., 2002; Kawase et al., 2003; Lopez et al., 2004).

1.4.2 ESCULETINA

La esculetina (6,7-dihidroxicumarina) tiene un peso molecular de 178.14 g/mol (figura 1.5).
En forma natural se encuentra como metabolito secundario glicosilado en varias plantas;

algunas de ellas son Artemisia scoporia y Citrus limonia (Chang et al., 1996).
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Figura 1.5. Estructura de la esculetina.



Se ha descrito que la esculetina tiene propiedades antioxidantes (Marinova et al., 1994) y es
un inhibidor de: la lipoxigenasa (Neichi et al., 1983), de la xantina oxidasa (Egan et al., 1990)
y la activacion de Ras (Lin Pan et al., 2003). Inducen apoptosis y arresto en la fase S en
células de leucemia promielocitica humana HL60 (Chu et al., 2001; Chau-Jong et al., 2002) y
tiene un efecto de sinergismo con el acido retindico en la diferenciacion de células HL60
(Hofmanova et al., 1998). La esculetina inhibe la proliferaciéon de la linea celular de cancer de
mama MDA-MB-231 debido a la disminucion de leucotrieno B y prostaglandina B (Noguchi et
al., 1995).

Varios reportes confirman que la esculetina tiene una importante actividad antiproliferativa
(Kolodzied et al., 1997; Kawaii et al., 2001; Kawase et al., 2003). La esculetina disminuye los
niveles de ciclina D1, p27 y CDK4, e incrementa los niveles de la forma hipofosforilada de
pRB (Wang et al., 2002). Sin embargo, en trabajos previos de nuestro grupo observamos que
a exposiciones de 48 horas, la esculetina sélo inhibe a la linea de melanoma murino B16 y a
la linea de adenocarcinoma pulmonar humano A-427. En las mismas condiciones no se
observé efecto antiproliferativo en la linea de carcinoma epidermoide humano CALU-1y en la

de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 (Garcia, 2003).

1.4.3 DAFNETINA

La dafnetina (7,8-dihidroxicumarina) tiene un peso molecular de 178.14 g/mol (figura 1.6). Se
puede obtener de algunas plantas de la familia de las Thymelaeaceae, como lo son Daphne
odora y Daphne gnidium (Zang et al., 2005).
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Figura 1.6. Estructura de la dafnetina.

Su actividad citostatica es 20 veces mayor respecto a la cumarina, e inhibe a un mayor

namero de lineas celulares que la esculetina (Garcia, 2003).



La dafnetina inhibe la actividad cinasa de las proteinas PKA, PKC y el receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGF) (Yang et al., 1999). Finn y col (2002) reporté que a diferencia de
otros agentes antineoplasicos que activan los puntos de control del ciclo celular y que son
toxicos, se ha descrito que la dafnetina no causa dafio al ADN, no es mutagénica y no es
substrato para la glicoproteina P. Ademas, en otro trabajo del mismo grupo (Finn et al. 2004),
en la linea de carcinoma renal humano A-498, se reporto que: (i) a bajas concentraciones, la
dafnetina activa la proteina cinasa p38, induce diferenciacion e incremento la fase Gy; (ii) en
contraste, a altas concentraciones, la dafnetina inhibe la fosforilacion de ERK1 y ERK2,

produciendo un arresto en la fase G del ciclo celular.

Por todas estas propiedades, recientemente se elaboré un estudio para evaluar las posibles
interacciones de la dafnetina con otros agentes antineoplasicos que actualmente se utilizan
en la clinica y que actian en distintas fase del ciclo celular. Como farmacos prototipos se
utilizaron cisplatino que actia en la fase S y plaquitaxel que actta en la fase M (Razo, 2005).
En dicho estudio, se observd que en exposiciones simultaneas, la dafnetina increment6 el
efecto de cisplatino, pero no el del paclitaxel. Ademas, en exposiciones secuenciales donde
la dafnetina fue preincubada con las células MCF-7, se observo que: (i) a bajas
concentraciones, la dafnetina producia un antagonismo con respecto al efecto producido por
los farmacos prototipo expuestos en forma individual. (ii) A altas concentraciones se observo
un efecto de sumacion entre la dafnetina y los farmacos prototipo. Los resultados de nuestro

grupo concuerdan con los dos mecanismos reportado por Finn 'y col (2004).

En el trabajo de Razo (2005) quedd pendiente la evaluacion del efecto de otros agentes,
como el etopdsido, que inhibe la topoisomerasa tipo Il, actia en la fase G, del ciclo celular y

se emplea en la quimioterapia para prevenir la metastasis de tumores primarios.
1.5 ETOPOSIDO

El etopdsido es un compuesto antineoplasico derivado de la podofilotoxina vegetal y tiene un
peso molecular de 588.56 g/mol (figura 1.7). Su mecanismo de accion es como inhibidor de

la topoisomerasa Il formando un complejo ternario con el ADN.



Durante la replicacién de la hélice de ADN, debe tener lugar un desdoblamiento reversible
alrededor de la horquilla de replicacion para impedir que la molécula hija de ADN se enrede
durante la segregacion mitética. La topoisomerasa Il (convierte el ADN de una forma
topoldgica a otra) produce este desenrrollamiento del ADN, hace unos cortes en las dos

hebras de ADN y posteriormente sella las roturas (Hande et al., 1998).

El etopésido inhibe la sintesis de la oncoproteina Mdm2 e induce apoptosis en las lineas
tumorales que sobre expresan MDM2 (Arriola et al., 1999). Los agentes prototipo que inhiben
a la topoisomerasa Il producen un arresto en las fases S y G, del ciclo celular (Chow et al.,
1987). Se administra en leucemia, linfomas no - Hodgkin, en cancer de pulmén y testiculo e

induce apoptosis en células normales y tumorales (Bruton et al., 2006).
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Figura 1.7. Estructura del etopésido.



1 JUSTIFICACION

Uno de los principales tipos de tumores malignos en mujeres es el cancer de mama en el que
se observa frecuentemente la sobre-expresion de la ciclina D1. Dicha sobre-expresion es el
resultado de diversas anormalidades como son: (i) la amplificacion del gen CCND1; (ii) la
desregulacion de las vias de sefalizacion que regulan la expresién de dicho gen; (iii) la
estabilizacién del ARN mensajero de esta proteina; (iv) defectos en la via de degradacion de
la ciclina D1. Para varios tipos de cancer, la sobre-expresion de ciclina D1 se ha propuesto
como un marcador de prondstico y su inhibicion, como un blanco farmacoldgico y

terapéutico.

Los compuestos cumarinicos inhiben la proliferacion de varias lineas celulares y se ha
reportado que dos de estos compuestos, la esculetina y la 7-hidroxicumarina, disminuyen los
niveles de ciclina D1 e inhiben la progresion del ciclo celular en la fase G;. Sin embargo,
existe otra cumarina, la dafnetina que tiene mayor potencia que las anteriores e inhibe un
mayor numero de lineas celulares, incluyendo la linea de adenocarcinoma mamario humano
MCF-7 (Garcia, 2003). Actualmente no se cuenta con informaciéon de las acciones de

dafnetina en la via pRB.

En un trabajo reciente se evaluo las interacciones de dafnetina con otros agentes
antineoplasicos que se emplean actualmente en la clinica y que actian en la fase S
(cisplatino) y en la fase M (Paclitaxel) del ciclo celular (Razo, 2005). La asociacién de
dafnetina con cisplatino y paclitaxel, en altas concentraciones, tiene un efecto de sumacion
gue podria ser el resultado de la inhibicion de la via pRB. Sin embargo, en este estudio
guedo pendiente la evaluacion de la asociacion de agentes antineoplasicos que actia en la

fase G,, como el etopdésido.



2.1 HIPOTESIS

La 7-hidroxicumarina y la esculetina disminuyen los niveles de la ciclina D1, sin alterar los
niveles de las ciclinas A y E, lo que produce un incremento en el nimero de células en la
fase G; del ciclo celular. La dafnetina podria disminuir la expresion de la ciclina D1 e inhibir la

via pRB, produciendo un arresto en la fase G; del ciclo celular por esta via.

El efecto de sumacién producido por altas concentraciones de dafnetina al asociarse con

otros agentes neoplasicos podria ser el resultado de acciones en la via de pRB.

La asociacion de dafnetina con etopésido podria incrementar la eficacia de los actuales
tratamientos antineoplasicos. La adecuada administracion secuencial de compuestos
cumarinicos podria prevenir la resistencia a drogas mediada por ciclo celular y potenciar la

actividad citotoxica de agentes antineoplasicos que ya se emplean en la quimioterapia.
2.2 OBJETIVOS GENERALES

e Evaluar los efectos de asociacion de dafnetina y etopdsido en exposiciones secuenciales.
Con esto se completara un estudio previo.

e Determinar en la linea celular de adenocarcinoma mamario MCF-7, el efecto de la dafnetina
en la expresion de ciclinas D1, Ay E. Se empleard la esculetina como control interno del
sistema.

e Evaluar las posibles modificaciones en los estados de la fosforilacién de pRB por dafnetina.

e Evaluar, en células MCF-7, el efecto de la dafnetina en la progresion del ciclo celular.
2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las concentraciones inhibitorias 50 de dafnetina y etopésido en la linea MCF-7.

e Estudiar los efectos de la asociacion secuencial de la exposicion a dafnetina (previa y
simultanea) con etopdsido.

e Determinar el efecto de la dafnetina y esculetina en la fosforilacion de pRB en la linea
celular MCF-7.

e Construir los histogramas de ADN de la linea de adenocarcinoma mamario MCF-7 y sus

modificaciones en respuesta a la exposicion a diferentes concentraciones de dafnetina.



3 MATERIAL Y METODOS

3.1 REACTIVOS

La dafnetina (7,8-dihidroxicumarina), esculetina (6,7-dihidroxicumarina) y el etopdsido se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (St Lois, MO). ElI medio Eagle modificado de Dulbecco’s
(DMEM) y los compuestos MTT (bromuro 3-(4,5- dimetiltizol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio), dimetil
sulfoxido (DMSO), yoduro de propidio (Pl), RNAsa A y la glicina se obtuvieron de Sigma
Chemical (St Lois, MO). El suero fetal bovino se obtuvo de Hyclone.

La solucion stock 1:10000 de cada farmaco fue preparada en dimetil sulféxido y almacenada
a -20 °C previo a su uso.

3.2 ANTICUERPOS

El anticuerpo Monoclonal (aM) de raton anti-ciclina D1 (Clona HD11), anticuerpo policlonal
de raton anti-ciclina A (Clona H432) y el anticuerpo policlonal de raton anti-ciclina E (Clona
C119) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology; el anticuerpo policlonal de ratén anti-RB

humano (Clona 14001A) se obtuvo de PharMingen.

3.3 LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO HUMANO MCF-7

La linea de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 fue obtenida del American Type
Culture Collection (ATCC Numero HTB-22). Esta linea celular es positiva para el receptor de
estrogenos ERa (van Dijk et., 1997) y sobre-expresa la ciclina D1 por un defecto en su
protedlisis (ver inciso 1.3.4). Ademas se ha reportado que esta linea celular es deficiente en
la caspasa 3 (Makin et al., 2001), es heterocigota para una mutacion en TP53 (Shah et al.,
2001) y positiva para el oncogen WNT7H, cuya proteina WNT, inicia la via de sefializaciones

gue transcriben a genes como MYC (ATCC).



3.4 MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las lineas celulares se crecieron en un medio de cultivo suplementado, con 10% de suero
fetal bovino con complemento inactivado por calor, adicionado con antibiético (100 U/mL
penicilina y 100 pg/mL estreptomicina) en cajas de cultivo de 25 cm? (Nunc). Se utilizé medio
DMEM alto en glucosa para la linea celular MCF-7. Las células se incubaron en atmosfera
himeda a 37 °C y con 5% de inyeccién de CO,. La viabilidad celular, se determind por

exclusion del azul tripan, la cual siempre excedio el 98 %.

3.5 ENSAYOS DE ASOCIACION DE FARMACOS

3.5.1 ENSAYOS DE MTT

El microensayo de reduccion MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)
es un método colorimétrico que se utiliza para medir la viabilidad celular. Se basa en la
capacidad de las células vivas de reducir el MTT (una sal hidrosoluble y de color amarillo),
mediante la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, a formazan de MTT (1-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) 3-3,5-difenilformazan), el cual es un compuesto hidrofébico y de color

parpura.

Al terminar el periodo de exposicion a los farmacos, las células son incubadas con MTT (10%
v/v) por dos horas a 37 °C en la oscuridad; al finalizar este periodo, el sobrenadante es
retirado. Los cristales de formazan formados, son disueltos con dimetil sulféxido (DMSO) y su
absorbancia es leida en un lector de microplacas Biotek EK11 a una longitud de onda de 570

nm. La absorbancia del formazan de MTT es proporcional al numero de células vivas.
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Figura 3.1. Reaccion del MTT.



3.5.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las células fueron sembradas en microplacas de 96 pozos, en 200 uL de medio a una
densidad de 2000 células por pozo, con un tiempo de 5 dias de exposicion a los farmacos.
Nota: en el estudio realizado por Razo (2005) los efectos se evaluaron a 6 dias de
exposicidn; las condiciones se modificaron debido a la mayor proliferacién de las células,
probablemente debido al suero fetal bovino que se empled en el presente estudio. La
concentracion final de DMSO en el medio fue de 0.1 % (v/v), éste fue incorporado al control y
no afecto el crecimiento de las células respecto a un control absoluto. Al término de cada

ensayo, se leyo por la técnica de MTT y cada ensayo se realizé por triplicado.

3.5.3 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental, que se empled en el presente estudio se basa en los protocolos de
Talay (1984) y Berenbaum (1989). Se determind la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de cada
farmaco en la linea celular, empleando concentraciones en escala geométrica. Para estudiar
los esquemas de administracion de dos farmacos, se emplearon concentraciones en
proporciones fijas que corresponden a Y4, %, 1, 2 y 4 veces la Clsy individual de cada

farmaco.

EXPOSICION INDIVIDUAL (Clsg)

En esta linea celular, la Clsg de cada farmaco se determiné empleando rangos geométricos

de concentraciones como se especifica a continuacion:

a) Para dafnetina: 12.5 pM, 25 pM, 50 uM, 100 uM y 200 pM
b) Para etopésido: 0.8 uM, 4 uM, 20 uM, 100 uM y 500 uM

EXPOSICION SIMULTANEA Y SECUENCIAL

En base a las Clso obtenidas en la exposicion individual, las células fueron expuestas a los

dos farmacos en proporciones constantes (Y%, %, 1, 2 y 4 veces la Clsp) en la siguiente forma:



a) Para dafnetina: 15 uM, 30 uM, 60 uM, 120 uM y 240 uM
b) Para etopésido: 5 uM, 10 pM, 20 uM, 40 uM y 80 uM

En los ensayos de exposicion simultanea, después de la adhesion de las células a la
microplaca (12 horas), se adicionaron los dos farmacos en las concentraciones descritas. En
los ensayos de exposicion secuencial, después de la adhesién de las células a la microplaca
(12 horas), se adiciono la dafnetina en las concentraciones descritas y al tercer dia se agregé
el etopodsido. Al término del quinto dia se leyd el ensayo con la técnica de MTT. Las Clso de

estos ensayos se presentan en la tabla 4.1 de resultados.

3.6 ANALISIS DEL CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

3.6.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Para ensayos de citometria de flujo, se sembraron 2 x 10° células en 10 mL de medio, en
cajas petri de 100 cm? (Nunc, Denmark) y se crecieron asincrénica y exponencialmente. Las
células se incubaron con el compuesto 48 horas. El control de células tenia una
concentracion final de DMSO en el medio de cultivo de 0.1 % (v/v), éste no afectd el
crecimiento de las células respecto a un control absoluto. Cada ensayo de realizd por
triplicado. Se utilizaron las siguientes concentraciones para el analisis del ciclo celular:

a) Para dafnetina: 25 pM, 50 pM, 100 uM

3.6.2 PROCEDIMIENTO DEL ANALISIS

Al término de la exposicion al farmaco, las células se cosecharon usando 0.25% de tripsina y
se lavaron como se describe a continuacion: el boton celular fue resuspendido en 5 mL de
PBS (solucién amortiguadora de fosfatos), se centrifugd a 1000 rpm (revoluciones por

minuto) por 3 minutos y el sobrenadante se eliming.

Para estabilizar el ADN, las células se fijaron en una solucion de 3:7 (v/iv) de 50 mM de

glicina y etanol al 70% y se incubaron a —20 °C por 24 horas.



Al término de la fijacion, las células fueron centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, el botdn
de células se lavo con PBS y fue resuspendido en una solucién al 0.1% de RNAsa A en 100
uL de solucién FACS (solucion fisiologica para el citbmetro) durante una hora de incubacion
a 37 °C. Después de adicionaron 300 uL de solucion FACS con 1 ug/mL de Pl y se
mantuvieron en la oscuridad 20 minutos a 4 °C. Las muestras se analizaron por citometria de

flujo con el FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

3.7 ANALISIS DE CICLINAS POR INMUNOTRANSFERENCIA WESTERN

3.7.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Para los ensayos de inmunotransferencia Western, se sembraron 2 x 10° células en 10 mL
de medio de cultivo, en cajas petri de 100 cm? (Nunc, Denmark) y se crecieron asincrénica y
exponencialmente. Las células se incubaron con el compuesto 48 horas. El control de células
tenia una concentracién final de DMSO de 0.1 % (v/v) en el medio, este no afecté el
crecimiento de las células respecto a un control absoluto. Cada ensayo se realizdé por
triplicado. Se utilizaron las siguientes concentraciones para el andlisis por

inmunotransferencia Western.

a) Para dafnetina: 25 uM, 50 uM, 100 uM
b) Para esculetina: 25 uM, 50 puM, 100 pM

3.7.2 INMUNOTRANSFERENCIA WESTERN PARA CICLINAS

Las células fueron lavadas dos veces con PBS frio, se cosecharon utilizando tripsina al
0.25% y se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos. Después de eliminar el sobrenadante, el
boton celular se resuspendié en 20 ul en buffer de lisis suplementado con 1 mM de acido
etileno diamino tetracético (EDTA), 1 mM acido etilenglicol tetracético (EGTA), 1mM
vanadato de sodio, 1 mM fenilmetilsulfonil floruro (PMSF), 2 ng/mL leupeptina y 2 pg/mL

aproptinina.

La suspensiéon se coloc6 en hielo 15 minutos, se resuspendieron hasta obtener un lisado

homogéneo que fue centrifugado a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C.



Del lisado, se recolecto6 el sobrenadante y se determind la concentracion total de proteina a
través del método Bradford. La albumina sérica bovina se utilizd6 para elaborar la curva
estandar de calibraciéon. Del lisado, 40 ug de proteina se diluyeron en 10 uL de solucién

Lammli y se desnaturalizé por calor durante 3 minutos.

Cada muestra se coloco en un pozo de geles de poliacrilamida (PAGE) al 12% (p/v) y se
corrieron utilizando una camara de electroforesis Mighty Samm™ SE 250 de Hoefer
Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, EUA) a 180 Voltios por una hora a temperatura
ambiente. Después se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulasa de Hybond ECL,
Amersham, Life Science (Buckinghamshire, Inglaterra) con una camara de tranferencia
Mighty Samall™ TE 22 de Hoefer ® Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, EUA) a 14

voltios/amper durante 45 min.

La membrana de nitrocelulosa fue lavada con PBS por una hora y se incub6 toda la noche a
— 4° C, con el primer anticuerpo diluido 1:2000 en solucién de bloqueo de leche en polvo al
5% (Svelty, Nestle). Al término de la incubacién, la membrana fue lavada con PBS por una
hora y se incubd a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (conjugado con
peroxidasa) diluido 1:3500 en solucion de bloqueo por 1 hora. Después la membrana fue

lavada abundantemente con PBS y se revel6 con la mezcla de Luminol (PharMingen®).

3.8 ANALISIS DE pRB POR INMUNOTRANFERENCIA WESTERN

Las condiciones experimentales fueron las que se utilizaron en el punto 3.7.1 al igual que el
procedimiento de estudio por inmunotransferencia Western en 3.7.2, con la variante del
anticuerpo ya que se utilizo un anticuerpo policlonal de anti-pRB humano y la muestra se
corrié en un gel de poliacrilamida (PAGE) al 6 % (p/v) a 90 Voltios por 4 horas.



4 RESULTADOS

4.1 EXPOSICION INDIVIDUAL A FARMACOS

La dafnetina inhibid la proliferacion de las células sélo a partir de la concentracién de 50 uM y
mayores. Su Clso promedio fue de 60 + 3.6 uM (n=3). El etopdsido inhibiod la proliferacion de

las células en forma gradual. Su Clso promedio fue de 20 + 1.4 uM (n=3). Ver figura 4.1.
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Figura 4.1. Graficas de las exposiciones individuales de dafnetina y etoposido.

4.2 EXPOSICION SIMULTANEA A ETOPOSIDO Y DAFNETINA

La asociacién de etopésido y dafnetina, en casi todas las concentraciones estudiadas,
incrementd significativamente el efecto antiproliferativo respecto a la exposicion individual del
etopdsido (ver figura 4.2).
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Figura 4.2. Efecto de la asociacion simultanea de farmacos en la linea celular MCF-7.



4.3 EXPOSICION SECUENCIAL A ETOPOSIDO Y DAFNETINA

En la linea celular MCF-7 se observo que a bajas concentraciones (Y%, ¥2 y 1 de la Clso,
como se especifica en el punto 3.5.3) se presentd un antagonismo significativo con la
exposiciéon secuencial de dafnetina seguida de etoposido (p<0.05). A concentraciones
mayores (2 y 4 veces la Clsp), la exposicidon secuencial de dafnetina seguida de etopdsido
presentd un efecto antiproliferativo mayor respecto al obtenido con la exposicién individual de

etoposido (p<0.05) observar figura 4.3.
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Figura 4.3. Efecto de la asociacién secuencial de farmacos en la linea celular MCF-7.

Tabla 4.1. Clsp de dafnetina y etopésido solos y sus asociaciones en la linea

celular MCF-7.

TRATAMIENTO Clso(uM) + EEM
Dafnetina 60 £ 3.6
Etopésido 20+1.4
Etopdsido (daf + eto) 14+0.2
Etopdsido (daf— eto) 23+2.7
Dafnetina (daf + eto) 30+2.8

Dafnetina (daf— eto) 40+ 3.4




4.4 EFECTO DE LA DAFNETINA EN LOS NIVELES DE CICLINAS EN CELULAS
MCF-7

A las 48 horas de exposicion, la dafnetina disminuy6 los niveles de ciclina D1 a partir de la
concentracion de 50 uM y mayores mientras que, la esculetina sélo los disminuy6 sus niveles

a partir de la concentracién de 200 uM. Ambos compuestos no modificaron los niveles de las

ciclinas Ey A.

CONTROL ESCULETINA DAFNETINA
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Figura 4.4. Inmunotransferencia Western de ciclinas en la linea celular MCF-7 en respuesta
al efecto de esculetina y dafnetina, a 48 horas de exposicidn con tres concentraciones.

4.5 EFECTO DE LA DAFNETINA EN LAS FORMAS FOSFORILADAS DE pRB EN
CELULAS MCF-7

A 48 horas de exposicion, la dafnetina disminuy6 los niveles de la forma hiperfosforilada de
pRB (pRB-PP), mientras que la forma hipofosforilada (pRB-P) aumentd. A la concentracion

de 200 uM, se observaron efectos toxicos. En el caso de la esculetina no se observo ninguin

cambio.
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Figura 4.5. Inmunotransferencia Western del estado de fosforilacion de pRB en la linea
celular MCF-7 en respuesta al efecto de esculetina y dafnetina, a 48 horas de exposicién con

tres concentraciones diferentes.



4.6 EFECTO EN EL CICLO CELULAR ESTIMADO POR CITOMETRIA DE FLUJO

Con base en los resultados anteriores, se evaluaron las acciones de dafnetina en la
progresion del ciclo celular. Estos estudios se realizaron a 48 horas de exposicion y soélo a
concentraciones de 25, 50 y 100 uM, debido a los efectos toxicos observados a la

concentracion de 200 pM.

En una poblacion heterogénea de células, la citometria de flujo cuantifica el contenido del
ADN por célula y permite identificar el porcentaje de células que se encuentran en una
determinada fase del ciclo celular. Cada célula evaluada es considerada como un evento que
se grafica en un histograma (figura 4.6). El primer pico corresponde a las células en la fase
sub-Gy, el segundo pico corresponde a las células en la fase Go/G;, el tercer pico
corresponde a la fase G,/M y la meseta entre el segundo y tercer picos corresponde a las
células en la fase S. Los porcentajes de cada una de las fases del ciclo celular fueron
determinados analizando al menos 10 000 eventos por muestra (niumero de eventos versus
el contenido de ADN).

El yoduro de propidio se incorpora al ADN de una poblaciéon de células y ayuda a evaluar de
manera general los cambios de porcentaje (perfil del histograma) en repuesta a la exposicion

de diferentes farmacos antineoplasicos Yy sus efectos en el ciclo celular.

80

30 (:1s]
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Figura 4.6. Histograma de las fases del ciclo celular.



4.6.1 HISTOGRAMAS DE ADN EN LA LINEA CELULAR MCF-7

En general, bajo las condiciones experimentales de este estudio, la dafnetina no produjo
efectos de gran magnitud en la progresion del ciclo celular, como se observa en los perfiles
de los histogramas (ver figura 4.7). La fase sub-Go tuvo pequeiios incrementos a
concentraciones de 25 y 50 uM, pero solo a la concentracion de 100 uM, las diferencias
fueron estadisticamente significativas, o que podria sugerir eventos apoptoéticos. De manera
analoga, a esta misma concentracion, la dafnetina sélo produjo pequefios incrementos en las
fases Go/G; y S que también fueron estadisticamente significativos. No se observaron

cambios en la fase G,/M.
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Figura 4.7. Histogramas del ciclo celular a diferentes concentraciones de dafnetina en la

linea celular MCF-7, después del tratamiento a 48 h.

Tabla 4.2. Porcentaje de células de adenoacarcinoma mamario MCF-7 en las fases de ciclo

celular. * Diferencias significativas con respecto al control (p<0.05).

Tratamiento Pico sub Gy Go/G; S G,o/M
Control 1.8%1.5 54+19 22+3.2 12+04
25 uM 2.1+0.6 58 + 2.3 24+ 2.4 11+1.3
50 puM 24+0.4 57 +1.9 24 +1.3 12+0.6

100 pM 58+19 58+ 0.8 26 +1.7 12£1.3




6 CONCLUSIONES

A diferencia de otras cumarinas, la dafnetina disminuye los niveles de ciclina D1 a
través de la inhibicién de sefales proliferativas que regulan la trascripcion del gen
CCND1.

La disminucion de la ciclina D1 producida por la dafnetina en las células MCF-7,
no es suficiente para detener el ciclo celular en la fase G; ya que otros complejos

pueden fosforilar a la proteina RB.

La administracion simultanea de etopdsido con dafnetina produce un incremento
en el efecto antiproliferativo con respecto al etopdsido administrado

individualmente.

La administracién secuencial de dafnetina seguida de etopdsido tiene efectos
bifasicos, lo que denota que hay diferentes mecanismos de accion dependientes

de la concentracion.

Ademas de su papel en el ciclo celular, la ciclina D1 funciona como un regulador
de factores transcripcionales que participan en distintos procesos metabdlicos. La
inhibicion farmacoldgica de esta proteina constituye una herramienta para estudiar

otros procesos en que la ciclina D1 participa.



7 PERSPECTIVAS FUTURAS DE ESTE TRABAJO

La ciclina D1 es una proteina central de regulacidon en la transcripcion de receptores
nucleares hormonales y sus coactivadores (Anexo B). Aun se desconocen las funciones y
relaciones de la ciclina D1 con otras enfermedades y no cabe duda que este tépico sera

objeto de numerosos estudios en un futuro cercano.

Se han encontrado isoflavonas provenientes de la soya (compuestos similares a las
cumarinas) que tienen comportamiento antiestrogénico que compiten por el receptor de ER
(Xu et al., 2000). La ciclina D1 puede interaccionar directamente con un dominio de unién a
ligando de ER y puede activarlo (Zwijsen et al. 1997). Seria interesante estudiar la
interaccion de la dafnetina con el receptor de estrégenos, o bien la interaccion de esta

cumarina con antagonistas de estrogenos.

El efecto de diferenciacion de la dafnetina podria hacer de esta cumarina, un eficaz agente

para el tratamiento de leucemias.
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ANEXO A. CICLO CELULAR
A.1 CICLO CELULAR

El ciclo celular es un proceso evolutivamente conservado por el cual todas las células
eucariotas controlan su replicacion y division. Este proceso involucra numerosas proteinas
reguladoras que conducen a la célula a través de una secuencia especifica de eventos que

culminan en la mitosis y en la produccién de dos células hijas (figura A.1).

Una célula que esta programada para crecer y dividirse, pasa a través de fases en el ciclo
celular: En la fase Gy, las sefales extracelulares de proliferacién se transducen al interior del
nacleo, se activan los genes cuyos productos son necesarios para la progresion del ciclo y
para la sintesis de ADN. La fase S es un periodo de replicacion de cromatina. En la fase G,
hay duplicacion de organelos y finalmente la fase M o mitética, donde los organelos y el ADN
se segregan en dos células hijas. Las células que no proliferan se encuentran en la fase Go,

donde la maquinaria del ciclo celular se encuentra inactiva (Alberts et al., 2002).
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Figura A.1. Ciclo celular y sus puntos de control y de restriccion.



A.1.1 CONTROL DEL CICLO CELULAR

El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de cambios en los

complejos proteicos, entre los que se encuentran las ciclinas, las cinasas dependientes de

ciclinas y los complejos que se forman entre ambas (CDK-ciclina).

Las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) dirigen la transicion de las células, de una fase a
la siguiente. Estas proteinas pertenecen a la familia de la cinasas de serina/treonina y por
medio de fosforilaciones activan secuencialmente la maquinaria del ciclo celular. Existen
diferentes tipos de CDKs (CDK2, CDK4, CDK6, CDK7 principalmente) y aunque sus

concentraciones son constantes a lo largo del ciclo, la actividad cinasa de cada una, se inicia

en eventos particulares de cada fase (Ortega et al., 2002).

En su estado monomérico las CDKs son inactivas. Su principal forma de activacion es la
unién a subunidades reguladoras, llamadas ciclinas (ciclinas D, ciclina E, ciclina A y ciclina
B). La ciclinas D son sintetizadas en la fase G;. La ciclina E se sintetiza al final de la fase Gy,
alcanza su maxima expresion durante la transicién de la fase G; a la fase S y se degrada
durante la fase S. La ciclina A se sintetiza al inicio de la fase S, alcanza su maxima expresion
durante la transicion de la fase S a G, y se degrada en la fase M (Alberts et al., 2003).
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Figura A.2. Expresion de ciclinas en diferentes fases en el ciclo celular.
(Jiménez-Orozco FA, 2003).



La ciclina B se sintetiza al inicio de la fase G,, alcanza su maximo en la fase M y disminuye
en la transicién hacia la anafase. Los niveles de ciclinas varian a lo largo del ciclo y cada
ciclina alcanza sus niveles maximos en determinadas fases del ciclo (Ortega et al., 2002)
(figura A.2).

La expresion anormal de las ciclinas D, E y A durante todo el ciclo celular se asocia con
anormalidades genéticas que desregulan el ciclo celular, principalmente la transicién de la
fase G; a la fase S (Barkova et al., 1997; Bartek et al., 2001).

A.1.2 PUNTOS DE CONTROL

Existen sistemas de control posteriores al punto de restriccion que pueden inhibir la
progresion del ciclo celular en respuesta al estrés genotoxico (O’Connor et al.,, 1996;
Kornbluth et al., 2000). Se han descrito 3 puntos de control, uno en cada fase que pueden
ser activados por diversos estimulos o por agentes antineoplasicos (figura A.1).

La fidelidad en la replicacién del ADN y su correcta distribucién durante la mitosis es una
tarea central en el ciclo celular. Esto requiere de sistemas que verifiguen la correcta
culminacién de eventos como son la sintesis de ADN, la condensacion de los cromosomas o
la formacion del huso mitético. Los puntos de control son vias bioquimicas de sefializacion
sensibles a varios tipos de defectos estructurales y funcionales del ADN; pueden activar

multiples respuestas celulares cuando detectan dafios en los eventos antes mencionados.

En otras palabras, los puntos de control son alarmas de dafio genotoxico que detectan
errores y activan la maquinaria de reparacion del ADN. También se produce inhibicion de la
progresion del ciclo celular (arresto celular), dando tiempo a la célula a reparar el dafio. Si el

dafio es irreparable, se induce la muerte celular programada (Bartek et al., 2001).

Las células tumorales presentan con frecuencia anormalidades en las proteinas que regulan
las vias de sefializacion de los puntos de control. Como resultado, no se producen arrestos
en el ciclo celular por dafio genémico, lo que favorece la seleccion de las clonas mutantes
resistentes a los tratamientos. El funcionamiento ineficaz de los puntos de control conduce a

al desarrollo de neoplasias (Barkova et al., 1997; Bartek et al., 2001).



ANEXO B. FUNCIONES TRANSCRIPCIONALES DE LA CICLINA D1

Tabla B.1. Funciones transcripcionales de la ciclina D1. (Hilakivi-Clark et al., 2004)

Proteinas

Relacién funcional con ciclina D1

Maquinaria del ciclo
celular

CDK4/6

p21(CIP1)

p27
p57(kip2)
pRB
Hsc70
Hsp90
MCM3/7
GSK-3p
CRM1

Acetilasa/desacetilasa
de Histonas

P300/CBP

P/CAF

SRC-1

HDAC1

HDAC3

Factor de transcripcion
ERa

AR

PPARY

TR

Myb

DMP1

MyoD

Stat3

Spl
B2/neuroD
bHLH

Otros
TAF(1N)250
DIP1
BRCA1
GCIP

Ciclina D1 forma complejos con CDK4/6.

p21 reprime la actividad cinasa del complejo ciclina D1/ CDK4 y
promueve la acumulacién nuclear de ciclina D1.

p27 reprime la actividad cinasa del complejo ciclina D1/ CDK4.
p57 reprime la actividad cinasa del complejo D1/ CDKA4.
Ciclina D1/ CDKs fosforila a pRB y libera E2F.

Hsc70 promueve la ciclina D1.

Hsc90 promueve la acumulacion nuclear de la ciclina D1.
Ciclina D1 promueve la disociacion del complejo pRB/MCM?7.
Fosforila la ciclina D1.

Promueve la exportacion nuclear de la ciclina D1.

Ciclina D1 reprime la actividad de HAT.

Ciclina D1 reprime la actividad de HAT.

Ciclina D1 recluta SCR-1 a ERq.

Ciclina D1 recluta HDAC a AR.

Ciclina D1 recluta HDAC 3 a TR para formar un complejo ternario.

Ciclina D1 recluta SRC-1 a ERa y activa ERa no ligado.

Ciclina D1 reprime la actividad de union a ligando a AR.

Ciclina D1 reprime PPARy mediante transcripcion y diferenciacion.
Ciclina D1 reprime la actividad de TR no ligado y TR ligado.

Ciclina D1 antagonizala actividad de B-Myb.

Ciclina D1 antagoniza la transactivacion de DMP1.

Ciclina D1 reprime la diferenciacién muscular mediante la transcripcion
de MyoD.

Ciclina D1 reprime la activacion de STAT.

Ciclina D1 reprime Spl mediante transactivacion.

Ciclina D1 reprime el factor de transcripcion de bHLH, p2/neuroD.
Ciclina D1 inhibe la actividad del regulador miogénico bHLH.

Ciclina D1 reprime Spl mediante la transcripcion.

Ciclina D1 la reprime.

Ciclina D1 rescata a BRCA1 mediante la represion de ERa.
Ciclina D1 inhibe la actividad D1/CDKA4.




Cinasa dependiente de ciclina 4/6 (CDK 4/6); inhibidor de la ciclina D1/CDK4 (p21); proteina
del retinoblastoma (pRB); proteina de choque de calor (Hsc70 y Hsp 90); proteinas de
mantenimiento de minicromosomas (MCM3/7); cinasa de la glucdgeno-sintasa (GSK-3p);
receptor nuclear de exportacion (CRM1); complejo co-activador de transcripcion (p300); co-
activador de la transcripcion con actividad HAT remodeladora de cromatina (P/CAF); o-
activador asociado al receptor de esteroides (SRC-1); enzimas desacetilasas de histonas
(HDAC1/ HDAC?3); receptor de estrogenos (ER); receptor de andrégenos (AR); receptor
activador de proliferacion deL peroxisoma (PPARY); receptor de hormonas tiroideas (TR);
proteina de oncogén aislado de tumores inducidos por el virus de la mieloblastosis de aves
(Myb); proteina 1 de la matriz dentinaria (DMPL1); factor de transcripcién miogénico (MyoD);
transductor de sefales y activadores de transcripcion 3 (stat3); proteina estimulante(Spl);
proteina del gen del cancer de mama 1 (BRCAL). (Hilakivi-Clark et al., 2004)
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