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1 INTRODUCCION

1.1 CANCER.

Durante la embriogénesis las células deben proliferar, migrar, diferenciarse e incluso morir en
la secuencia correcta para dar origen a tejidos y érganos. En los organismos desarrollados
las células también mantienen un equilibrio a través de distintos mecanismos de regulacion.
Sin embargo, estos sistemas pueden sufrir cambios que originen la formacion de células

malignas y posteriormente de tumores.

El desarrollo del cancer en humanos es consecuencia de una compleja sucesion de eventos
que se realizan a lo largo de afos y que involucran cambios en el genoma. La acumulacion
progresiva de mutaciones en alelos de genes reguladores del ciclo celular y de la reparacion
del ADN, dan origen a la inestabilidad gendmica que caracteriza a las células tumorales
(Hahn et al, 2002).

Las mutaciones en su mayoria son ocasionadas por agentes que danan el ADN, que
interfieren en su replicacion o en su reparacion. Estos agentes pueden ser compuestos
quimicos, asi como radiaciones con suficiente energia para romper o formar enlaces
quimicos. Aunado a lo anterior algunos virus pueden inducir la formacion de tumores

malignos en el hospedero (Darnellet al, 1999).

A continuacion se describen las principales anormalidades que resultan de las mutaciones:

1) Proteinas alteradas. Un oncogén puede dar origen a un producto proteico con actividad
anémala, relativa a la del proto-oncogen.

2) Secuencias reguladoras alteradas. Las transformaciones malignas pueden resultar de la
expresion inapropiada de una proteina celular normal.

3) Pérdida de senales de degradacion. Una proteina codificada por un oncogén que se
degrada mas lentamente que la proteina celular normal correspondiente, puede alterar las
funciones celulares al encontrarse en concentraciones inapropiadas.

4) Rearreglos cromosomicos. Un oncogén puede ser transcrito inapropiadamente cuando se
encuentra bajo control de una secuencia reguladora extrafia a través de rearreglos

cromosomicos (Hanahan et al, 2000).
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5) Amplificacién genética. La sobre expresion de un oncogén también puede ocurrir cuando
se replica varias veces, ya sea como copias cromosomicas secuencialmente repetidas o
como particulas extra cromosémicas.

6) Inserciones virales en un cromosoma. La expresion inapropiada de un oncogén puede
resultar de la insercion de un genoma viral en un cromosoma celular, de tal forma que el
proto-oncogén se encuentra bajo el control transcripcional de una secuencia reguladora
viral.

7) Pérdida o inactivacion de genes supresores de tumores.

En el mundo, cada ano seis millones de personas mueren a causa del cancer y 10 millones
son diagnosticadas con este mal. En el hombre, el cancer de pulmoén ocupa el primer lugar
con una mortalidad del 27.1 %, mientras que en la mujer, ocupa el segundo lugar con una
mortalidad del 10.7 %. Por otra parte, el cancer de mama en la mujer ocupa el primer lugar
con una mortalidad del 13.3 % (WHO Organizacion Mundial de la Salud).

En México los tumores malignos fueron la segunda causa de muerte en el periodo 1990-2002
(INEGI). En la poblacién masculina de nuestro pais, el cancer de pulmén ocupé el primer
lugar con una mortalidad 10.9 % y en la poblacion femenina ocupé el cuarto lugar con una
mortalidad del 5 %. En las mujeres mexicanas, el cancer de mama ocupa el segundo lugar
con una mortalidad del 8.4 %, superado solo por el cancer cérvico-uterino que tiene una
mortalidad del 11.3 %.

1.1.1 CANCER DE PULMON.

Como su nombre indica, el cancer de pulmén es una enfermedad que se origina en el tejido
de los pulmones. El cancer de pulmén se clasifica de acuerdo a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud. Cuatro tipos histologicos estan establecidos: i) carcinoma
epidermoide o escamoso, ii) adenocarcinoma, iii) carcinoma de células grandes y iv)

carcinoma de células pequenas (American Lung Association, pagina web).

A la fecha, se han identificado diversos genes que presentan anormalidades y cuyos

productos proteicos participan en forma importante en la patologia del cancer de pulmén. En
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la tabla 1 se indican los genes que presentan alteraciones con mayor frecuencia en el cancer

de pulmén y la funcién de algunos de sus productos (ver seccién 1.2).

Algunos de estos genes codifican para proteinas reguladoras del ciclo celular. Los

oncogenes que presentan mutaciones con mayor frecuencia son CCND1, KRAS2 y MYC.

Por otra parte, los genes supresores de tumores como RB7T, TP53 CDKNZ2A, también

presentan anormalidades en este tipo de tumores.

GEN FUNCION DE LA PROTEINA. | ANORMALIDAD | REFERENCIA
KRAS2 Inicia una cascada de sehales,|Mutacion puntual | Keohavong 2000
resultado de la cual se activan factores | en el codon 12 Jiménez-Orozco
de transcripcion 1999
1P33 Arresto celular cuando el ADN esta | Mutacion puntual | Harris 2001
dafiado. Delecion Jiménez-Orozco
1999
Carbone D 1996
MDM2 El producto del gen se une al dominio | Amplificacion  del | Rom 2000
de transactivacion de p53, con la|gen
consecuente degradacion mediada por
ubiquitinacion
MYC Estimula el crecimiento celular y la| Amplificacion del| Rom 2000
proliferacion. gen Jiménez-Orozco
1999
Prins J 1993
FHIT Gen supresor de tumores Mutacion Rom 2000
Delecion
TERT Transcriptasa reversa de telomerasa y | Expresion en| Rom 2000
RNA telomerasa.. Mantienen el |células
tamano de los telomeros. transformadas
RB1 Secuestra a las proteinas E2F e|Delecion Jiménez-Orozco
impide la expresion de genes|Expresion alterada| 1999
dependientes de estos factores. de la proteina Carbone D 1996
CDKN2A4 Inhibidor selectivo de cinasas Cdk4 y|Alteracion en la|Jiménez-Orozco
Cdkeé expresion de la| 1999
proteina Shapiro 1995
CCNDI Complejo ciclina D1 — Cdk4 estimula | Amplificacion del | Rom 2000

la progresion del ciclo celular.

gen

Tabla 1. Genes alterados en el cancer de pulmén




1.1.2 CANCER DE MAMA.

El cancer de mama se origina en el tejido de las glandulas mamarias. El carcinoma ductal es

el cancer de mama mas comun (80 % de los casos), seguido por el carcinoma lobular (10 a

15 % de casos). El cancer que se origina en estas areas puede diseminarse e invadir otras

areas del tejido mamario. Si las células malignas llegan a los nédulos linfaticos, pueden llegar

a otras areas del cuerpo por medio del sistema linfatico (Medline Plus, pagina web).

Con el avance de la ciencia, se han identificado diversos genes que presentan

anormalidades y cuyos productos protéicos participan en forma importante en la patologia del

cancer de mama. En la tabla 2 se enlistan algunos genes que se ha reportado participan en

el desarrollo del cancer de mama.

GEN FUNCION DE LA ANORMALIDAD | REFERENCIA
PROTEINA.
BRCA1 Reparacion de ADN. Deleciones Rahman y Stratton
Mutaciones 1998
puntuales
BRCA2 Reparacion de ADN. Deleciones Rahman y Stratton
Mutaciones 1998
puntuales
P53 Supresor de tumores, causa Mutacion. Hortobagyi 1998
Arresto celular o apoptosis.
BCL2 Bloquea liberacion de citocromo | Mutacion. Hortobagyi 1998
c de la mitocondria.
Promueve la activacion de
procaspasa.
MYC Estimula el crecimiento celular y | Mutacion Hortobagyi 1998,
la proliferacion. Amplificacion  del | Alberts 2002
gen
PTEN Fosfatasas del fosfatidil inositol | Mutacion Guttmacher y
Inhibicion de crecimiento. Collins 2003
Alberts 2002
CHEK?2 Reconoce y repara ADN dafiado. | Delecion Guttmacher y
(1100 delC) Collins 2003
ATM Reparacion de ADN. Mutacion Guttmacher y
Collins 2003
ERBB?2 Receptor tirosin cinasa | Amplificacion Hortobagyi 1998
relacionado con el receptor EGF. | Sobre-expresion
CCND!I Complejo ciclina D1 - Cdk4|Amplificacion  del | Hortobagyi 1998

estimula la progresion del ciclo
celular.

gen

Tabla 2. Genes alterados en el cancer de mama
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Las proteinas BRCA1 y BRCA2 participan en los mecanismos de reparacion del ADN. Se ha
observado que mutaciones constitutivas en los genes de estas proteinas correlacionan con
una alta probabilidad de desarrollar cancer de mama, por lo que se han propuesto como
marcadores moleculares de diagnéstico (Guttmacher y Collins, 2003).
La deficiencia en los mecanismos de reparacion produce amplificacion de genes que
conlleva a la sobre-expresion de sus productos proteicos, tal es el caso de ERBB2 y de
CCND1 (Hortobagyi ef al, 1998, Kuo et al, 1998, Haber, 1995). Otros genes que presentan
anormalidades en el cancer de mama son TP53, BCL2 y MYC (Salgai et al, 1998).

1.2 CICLO CELULAR.
Todo organismo multicelular depende de la proliferacion celular para un adecuado desarrollo.
Este proceso celular sigue una serie de eventos ordenados, cuyos principales objetivos son
duplicar fielmente el ADN gendmico, dividir el contenido celular y asegurar la distribucién de
una copia fiel del genoma a cada una de las células hijas. El ciclo celular se divide en cuatro
fases: Gy, S, Goy M.

PUNTO DE
CONTROL
MITOTICO

PUNTO DE
CONTROL

EN G2

St TS
EN S T RESTRICCION
PUNTO DE
CONTROL i

ENG1/S

Figura 1. Ciclo celular.
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En fase G, se sintetizan proteinas necesarias para la division; en la fase S se lleva a cabo la
replicacion del ADN; la fase G; es el periodo de transicién entre lafase Sy la My en ella se
prepara la célula para la mitosis; en la fase M o mitosis se lleva a cabo la divisién celular, la

cual da origen a dos células hijas.

1.2.1 REGULACION DEL CICLO CELULAR.

La progresion a través de cada fase esta regulada por la activacion secuencial de las cinasas
dependientes de ciclinas (cdk). Las cdk (cdk1-cdk10) son proteinas de la familia de cinasas
de serinaltreonina que actuan como subunidades cataliticas y en su estado monomérico son
inactivas. Estas cinasas requieren unirse a sus subunidades activadoras llamadas ciclinas
(ciclina A-K y T1-T3) para formar asi complejos activos ciclina/CDK; y son inhibidas por
proteinas inhibidoras de CDK (CKIl) (Martinez ef al, 2001, Kornbluth, 2000).

Los complejos ciclina-cdk activos (CDK) fosforilan substratos claves de la maquinaria del
ciclo celular. Las células normales pasan de una fase a la siguiente, sélo después de la
culminacion exitosa de los eventos de la fase previa. Esto es posible gracias a una compleja
red de sistemas de control que verifican los eventos de cada fase y coordinan la actividad de
los elementos reguladores del ciclo (ciclinas, CKIl, proteinas supresoras de tumores, etc). Se
han descrito dos grandes tipos de sistemas de control: a) el punto de restricciéon, que controla
la entrada al ciclo celular y la progresion en la fase G (Bartek et al, 1996) y b) los puntos de
control (del inglés checkpoints) que regulan la progresion entre las distintas fases del ciclo
(O’Connor et al, 1996; Kornbluth, 2000).

1.2.2 FASE G, Y PUNTO DE RESTRICCION (ViA pRB).

Las células que no proliferan se encuentran en la fase Go, en la que la maquinaria del ciclo
celular se encuentra inactiva. La entrada al ciclo celular y la progresidon en la fase Gy se
regula por un sistema de control que se conoce como punto de restriccién o “via de la
proteina RB” (p16-ciclinas D-Cdk4/6-Rb-E2F) (Johnson et al, 1999; Lavia et al, 1999). Las
ciclinas del tipo D son las primeras proteinas reguladoras del ciclo celular que se sintetizan
en respuesta a sefales mitogénicas. Estas ciclinas se unen a cdk4 y cdk6 y forman los
complejos activos D-CDK4 y D-CDKG6. La fosforilacion de pRb en Gy por D-CDK4 y D-CDK6



7
constituye el paso crucial que permite la proliferacion celular. La proteina pRb regula

negativamente la progresion del ciclo en la fase G;, a través de secuestro de los factores
E2F.

Las proteinas de la familia E2F (E2F 1-5) son factores de transcripcion que forman
heterodimeros con las proteinas DP (DP 1-3) y activan la transcripcion de un banco de genes
cuyos productos proteicos regulan el ciclo celular y participan en la sintesis de ADN (Lavia et
al 1999). Algunas de las proteinas que se sintetizan en respuesta a los factores E2F son
ciclina E, ciclina A, cdk1, dihidrofolato-reductasa, timidina cinasa, ADN polimerasa, entre
otros. En su forma hipofosforilada, RB se une a los factores de la familia E2F y suprime su
funcion transcripcional, produciendo un arresto en G;. La fosforilacién de RB en Gy por D-
CDK4 y D-CDK6 libera a los factores E2F, permitiendo la sintesis de las proteinas
dependientes de estos factores, y asi, la consecuente progresion del ciclo celular en la fase S
(Kaelin, 1999).

La mayor parte de los tipos de cancer presentan anormalidades en alguno de los
componentes del punto de restriccion, por lo que las células continian su progresion a la
fase S en forma descontrolada (Barkova ef al, 1997; Bartek et al, 2001). La expresion de la
ciclina D1 esta frecuentemente alterada en varios tipos de cancer y lineas tumorales, y se ha
propuesto como un marcador prondstico (Caputi et al, 1999). Su inhibicion se ha propuesto
como un blanco farmacolégico y terapéutico para el desarrollo de nuevos agentes
antitumorales (McDonald ef al, 2002, Hardcastle et a/, 2002, Yu et al, 2001).

1.2.3 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, 2000). Se han descrito cuatro puntos de control, uno en cada fase que pueden ser
activados por diversos estimulos o por agentes antineoplasicos.

La fidelidad en la replicacion del ADN y su correcta distribucion durante la mitosis es una
tarea central en el ciclo celular. Esto requiere de sistemas que verifiquen la correcta

culminacion de eventos como son la sintesis de ADN, la condensacion de los cromosomas o
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la formacién del huso mitético. Los puntos de control son vias bioquimicas de serializacion
sensibles a varios tipos de defectos estructurales y funcionales del ADN; pueden activar
multiples respuestas celulares cuando detectan dafos en los eventos arriba mencionados.
En otras palabras, los puntos de control son alarmas de dafio genotéxico que detectan
errores y activan la maquinaria de reparacion del ADN. También se produce inhibicién de la
progresion del ciclo celular (arresto celular), dando tiempo a la célula a reparar el dafo. Si el
daro es irreparable, se induce la muerte celular programada (Bartek et a/, 2001). Las células
tumorales presentan con frecuencia anormalidades en las proteinas que regulan las vias de
sefalizacion de los puntos de control. Como resultado, no se producen arrestos celulares 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 la acumulacion
de mutaciones y aberraciones cromosdémicas que incrementan la probabilidad de desarrollo
de neoplasias malignas (Barkova et al, 1997; Bartek et al, 2001). La inestabilidad genética es
una caracteristica de células neoplasicas y estda asociada a anormalidades en el
funcionamiento de los puntos de control (Martinez ef a/, 2001).

1.3 QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA.

La quimioterapia es actualmente la opcidn mas indicada en el tratamiento de varios tipos
avanzados de cancer. Los principales agentes antineoplasicos empleados en la
quimioterapia buscan inducir el arresto irreversible en la célula, activando los puntos de
control a través de distintas vias; en ultimo término se busca activar las vias de apoptosis.
Cada agente produce arrestos en determinadas fases del ciclo dependiendo de sus
mecanismos de accién (Kornbluth, 2000).

Dentro de los agentes antineoplasicos los inhibidores de topoisomerasas, los agentes
alquilantes, y los antimetabolitos producen dafio al ADN (Jonson et al, 1999; O’Connor et al,
1996). En neoplasias como la leucemia linfoblastica aguda en nifios y en subgrupos de
enfermedad de Hodgkin y linfoma no Hodgkin, la quimioterapia frecuentemente tiene buenos
resultados. En la tabla 3 se mencionan algunos de los principales agentes quimioterapéuticos

prototipo y su efecto en el ciclo celular.
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El éxito de la administracion individual de un agente es limitado y para incrementar la eficacia

de los tratamientos, en la practica clinica se administran en forma combinada agentes que

actien en distintas fases del ciclo celular (Jonson et al, 1999; DeVita et al, 1997).

En cancer de mama, de colon o de pulmén la quimioterapia como tratamiento coadyuvante

incrementa la sobrevivencia. Desafortunadamente, en estos pacientes el indice terapéutico

es muy estrecho, las respuestas son parciales, frecuentemente breves e impredecibles.

Después de la quimioterapia inicial las células tumorales desarrollan distintos tipos de

resistencia, lo cual restringe la eficacia de los tratamientos. Ademas la accion de los agentes

antineoplasicos es poco selectiva y dafian también a las células sanas que se encuentran en
proliferaciéon (Shah et al, 2001).

CLASE TIPOS DE AGENTES | MECANISMO DE EFECTO EN EL CICLO
ACCION CELULAR.
Agentes Nitrosoureas, Forman enlaces Arresto en G1/S
alquilantes Triazenos. covalentes con el Arresto en S
ADN Apoptosis
Antimetabolitos | Analogos de acido | Inhibicion de
folico, analogos de  |sintesis de Arresto en S
pirimidina, analogos |pirimidinas y de
de purina. purinas
Productos Alcaloides de Vinca, |Inhibicion de la Arresto en G2/M
naturales Taxanos, funcion de Arresto en M
microtubulos. Apoptosis
Epipodofilotoxinas |Interaccién conla  [Arresto en S
topoisomerasa Il y
ADN.
Agentes Platinos Formacion de
diversos enlaces covalentes | Arresto en G1/S
con el ADN. Arresto en S
Apoptosis
Hidroxiurea [nhibe la
ribonucledtido
reductasa.

Tabla 3. Agentes quimioterapetticos y su impacto en el ciclo celular.
(Goodman et al, 1996)
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1.4 FARMACOS ANTINEOPLASICOS EMPLEADOS EN EL PRESENTE TRABAJO.

1.4.1 CISPLATINO.

El cisplatino o cis-diamino dicloroplatino Il (Cl, He N2 Pt), es un compuesto inorganico con
peso molecular de 300.1g/mol. Fue sintetizado por M. Pyrone en 1844.

El cisplatino por su mecanismo de accion pertenece al grupo de agentes antineoplasicos
conocidos como agentes alquilantes. En el citoplasma celular, los cloruros substituyentes del
cisplatino son reemplazados por moléculas de agua generando especies cargadas
positivamente, las cuales pueden reaccionar con los grupos amino de los nucledtidos vy
proteinas (sitios nucleofilicos) para formar enlaces covalentes (también llamados aductos).
Trabajos recientes demuestfan que ciertas proteinas nucleares se unen a los aductos ADN —
cisplatino, lo que inhibe la reparacion del ADN. La presencia de enlaces covalentes de
cisplatino en el ADN desencadena arrestos en el ciclo celular y posteriormente induce la
apoptosis. La especificidad del cisplatino en relaciéon con la fase del ciclo celular parece
diferir en diversos tipos de células, aunque durante la fase S son mas intensos los efectos de
los enlaces cruzados (Goodman et al, 1996; Jamieson y Lippard, 1999).

ENLACES ENLACES
COVALENTES OVALENTES
H:;N  Cl H;N_  Cl H;N_  OH, H;N_  OH,
:Pt< :Pt< — > :Pt R :Pt<
H:N" HNT H;NT Yl H;N” OH
ENLACES
SANGRE CITOPLASMA COVALENTES
Cl= 100 mM Cl=4 mM
" H,0 H,0

Figura 2. Mecanismo de accion del cisplatino.

Las quimioterapias de combinacién que emplean cisplatino, muestran actividad antitumoral
significativa contra cancer de testiculo, de ovario, de cabeza, de cuello y de pulmoén. Los
efectos colaterales mas comunes son ototoxicidad, neuropatia periférica. A veces se
presenta mielosupresion leve o moderada, con leucopenia, trombocitopenia y anemia
transitorias. Los pacientes tratados con cisplatino pueden sufrir nefrotoxicosis cuando no son

hidratados adecuadamente (Essigman et a/, 2001).
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El empleo del cisplatino en la quimioterapia contra el cancer esta limitado por la resistencia
intrinseca o adquirida de las células tumorales hacia el farmaco. Se han propuesto varios
mecanismos de resistencia: 1) Decremento en la concentracion intracelular, debido a una
disminucién en el paso del farmaco al interior de la célula. 2) Inactivacion aumentada del
farmaco por moléculas como el glutation. 3) Escision incrementada de los enlaces covalentes
con el ADN por vias de reparacion. 4) Incremento en el nivel de tolerancia a los aductos; en
estos casos hay una habilidad incrementada para replicar el ADN a pesar de la existencia de
los aductos. 5) Expresion alterada de proteinas reguladoras implicadas en vias de
sefalizacion que controlan la apoptosis (Essigmann et al, 2001).

1.4.2 PACLITAXEL.

El paclitaxel (5 beta,20-epoxy-1,2 alpha,4,7 beta,10 beta,13 alpha-hexahidroxitax-11-en-9-
one 4,10-diacetato benzoate de (2R,3S)-N-benzoil-3-fenilisoserine), con peso molecular de
853.9 g/mol, es un agente antineoplasico que actia en la fase M del ciclo celular, inhibiendo
la actividad de los microtubulos. Este compuesto se aislé6 de la corteza del tejo Taxus
brevifolia y es activo contra un amplio rango de tumores malignos que generalmente se
consideran refractarios a la quimioterapia convencional. Los microtubulos estan compuestos
de polimeros de tubulina en equilibrio dinamico con heterodimeros de tubulina, compuestos
de sub unidades proteicas alfa y beta. Aunque una de sus funciones principales es la
formacién del huso mitético, los microtubulos también estan involucrados en muchas
funciones vitales durante la interfase, incluyendo el mantener la forma, la motilidad, la
transmisién de sefales y el transporte intracelular. El paclitaxel promueve la polimerizacion
de la tubulina y los microtubulos formados en presencia del paclitaxel son muy estables y
disfuncionales. El paclitaxel se une al extremo N terminal del aminoacido 31 de la subunidad
beta tubulina en el microtubulo (Rowinski et al, 1995). Hay evidencia experimental de que el
paclitaxel a bajas concentraciones induce muerte celular al causar una mitosis aberrante por
una via independiente de Raf-1, mientras que a altas concentraciones la muerte celular
puede ser el resultado de arresto mitotico causado por una via dependiente de Raf-1
(Horwitz et al, 1998).
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Figura 3. Estructura del paclitaxel.

Actualmente los taxanos representan la segunda linea de tratamiento de eleccién en el
cancer de mama, y se ha observado que los regimenes de tratamiento basados en taxanos
mejoran la sobrevivencia. (Hortobagyi, 1998).

Los efectos adversos que sufren los pacientes tratados con paclitaxel son reacciones de
hipersensibilidad tipo 1, incluyendo disnea con broncoespasmos, urticaria e hipotension. A
nivel hematolégico puede ocasionar neutropenia, y raramente causa trombocitopenia y
anemia severa. También pueden causar neuropatias periféricas, mialgias y artralgias
(Rowinski et al, 1995).

La resistencia al paclitaxel, se ha caracterizado por dos mecanismos: 1) En algunas células
tumorales, la velocidad de ensamblaje de microtubulos es muy lenta, debido a que las
tubulinas alfa y beta tienen deficiencias en su polimerizacion. Los taxanos, ademas de que
no tienen efectos citotdéxicos en este tipo de células, normalizan y favorecen Ila
polimerizacion.

2) Un segundo mecanismo involucra la amplificacion y sobreexpresion del gen que codifica
para glicoproteinas de membrana que funcionan como bombas de eflujo. (Rowinsky et al,
1995).
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1.5 RESISTENCIA A LA QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA.
El concepto de resistencia a la quimioterapia, se basa en parte en el trabajo de Luria y
Delbruck, quienes encontraron que las bacterias desarrollan mutaciones que las hacen
resistentes a los bacteriofagos (Luria et al, 1943). Al aplicar este concepto al cancer, Goldie y
Coldman proponen que la probabilidad de que un tumor contenga clonas resistentes a la
quimioterapia, al momento del diagnostico es una funcion de la velocidad de mutacion del
cancer y del tamario del tumor (Shah et al, 2001).

Las células malignas resistentes a agentes antitumorales expresan en su membrana
proteinas transportadoras de resistencia multiple a drogas MDR (Multidrug-resistance) que
expulsan del citoplasma distintos tipos de farmacos. En consecuencia durante la
quimioterapia antineoplasica, las concentraciones intracelulares bajas de estos agentes no
son suficientes para inhibir a las células tumorales. Estas proteinas son ATPasas de la
superfamilia ABC (ATP-binding cassette) y sus genes se encuentran frecuentemente
amplificados en varios tipos de tumores (Darnell et al/, 1999).

1.5.1 GLICOPROTEINA P.

La glicoproteina P es una proteina de membrana de 170 kDa que pertenece a la familia de
proteinas MDR que es codificada por el gen MDR1 (Boumendjel et al, 2002), este gen se
localiza en el cromosoma 7, banda g21.1 (Callen et al, 1987). Se ha propuesto que la
inhibicion de la glicoproteina P podria mejorar los tratamientos antineoplasicos combinados.
El verapamil, que es un bloqueador de canales de calcio tipo L empleado en la terapia
antihipertensiva, inhibe la actividad de la glicoproteina P in vitro (Tsuruo et al, 1982). Sin
embargo, en la practica clinica se ha observado que este tipo de interacciones
farmacolégicas no produce mejoras sustanciales en la eficacia de la quimioterapia (Thomas
et al, 2003).

1.5.2 RESISTENCIA MEDIADA POR EL CICLO CELULAR.
En un esquema terapéutico combinado, los agentes que producen arrestos en la fase G4/S
disminuyen el nimero de células en fases posteriores y en consecuencia antagonizan el

efecto de los agentes que actian en la fase G,/M. La disminucion de la eficacia de un
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agente, debido a la posicion de las células en el ciclo celular ha sido definida por algunos
autores como resistencia multiple a drogas mediada por el ciclo celular (Shah et al,
2001). Este fendbmeno puede ser prevenido con la administracion secuencial adecuada de los

agentes antineoplasicos.

1.6 LAS CUMARINAS COMO AGENTES CON POTENCIAL USO ANTINEOPLASICO.

Hay un creciente interés por los agentes de origen vegetal que previenen el cancer
(Lawrence, 1999). Dentro de estos agentes se encuentran las cumarinas; éstas pertenecen
al grupo de compuestos conocidos como a-benzopironas, que consisten en un anillo de
benceno unido a una pirona (un anillo heterociclico de seis miembros que contiene un atomo
de oxigeno y cinco carbonos con orbitales spz). La cumarina es un producto natural
ampliamente distribuido en la naturaleza (Gary et al, 1997), con poca toxicidad en el humano
(Cox et al, 1989). Debido a su aroma agradable, este compuesto se utiliza en la industria de
cosméticos y de perfumeria (Cohen, 1974; Egan 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 por dia (Lake, 1999).

En estudios multicéntricos se ha mostrado que la cumarina disminuye el desarrollo tanto del
carcinoma renal (Marshall et al, 1987; Deux et al, 1990) como de préstata (Marshall et al,
1990; Mohler et al, 1992; Mohler et al, 1994), y previene la recurrencia de melanoma
(Thornes et al, 1982, Thornes et al, 1994).

1.6.1 BIOTRANSFORMACION DE LA CUMARINA.

La cumarina, tanto in vivo como in vitro, se hidroxila a 3, 4, 5, 6, 7 y 8 monohidroxicumarinas.
Ademas, el anillo lacténico puede ser metabolizado y formar o-hidroxifenilacetaldehido, que a
su vez genera o-hidroxifeniletanol y acido o-hidroxifenilpropionico. Los porcentajes de cada

uno de estos productos varian dependiendo de |la especie.

En primates como el mandril y el humano, la vida media de la cumarina es breve (1-1.5
horas), y 68 a 92 % de la cumarina es biotransformada a 7-hidroxicumarina (Shilling et al,
1969). Esta hidroxilacion es catalizada por la isoforma CYP2A6 del citocromo P450
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(Pelkonen et al, 2000). En el ratén y el hamster, esta reaccion es catalizada por la isoforma
del citocromo P450 CYP2AS5 (Lake, 1999; Zhuo et al, 1999).

En la rata, el 19 % de la cumarina es transformada principalmente a 3-hidroxicumarina y o-
hidroxifenilacetaldehido (Pearce et al, 1992; Pelkonen et al, 1993).

La toxicidad de la cumarina varia importantemente en las diferentes especies animales
(Pelkonen et al, 1993 y 1997). En el humano la cumarina es poco toxica (Cox et al, 1989;
Lake, 1999) y en estudios multicéntricos se ha observado que aun 7 g diarios solo producen
efectos adversos de poca importancia, que son reversibles al suspender el tratamiento
(Marshall et al, 1991). En cambio, en la rata se ha observado que la cumarina tiene
importantes efectos hepatotoxicos (Pearce ef al, 1992; Fentem et al, 1993). Las diferencias
de toxicidad también se atribuyen a los metabolitos que resultan de las diferentes vias de

transformacion.

En estudios recientes sobre la estructura — actividad de compuestos cumarinicos se describiod
que algunas substituciones en las posiciones 7 y 8 del anillo bencénico de la cumarina
incrementan en mas de 20 veces la actividad citostatica de la molécula (Finn et al, 2002;
Garcia — Solis AF, 2003). La 7,8-dihidroxicumarina (dafnetina) inhibe la proliferacion en

varias lineas tumorales,que no son inhibidas por otras cumarinas (Finn et al, 2002).
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Figura 4. Vias metabolicas de la cumarina en primates y roedores.
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Figura 5. Estructura de la dafnetina.

A diferencia de otros agentes antineoplasicos que activan los puntos de control del ciclo
celular y que son téxicos, se ha descrito que la dafnetina no causa dano al ADN y actua en
una fase temprana (transicion G4/S) del ciclo celular inhibiendo la via de RB. La dafnetina
inhibe la actividad cinasa de las proteinas PKA y PKC (Yang ef al, 1999), y puede producir
arrestos en la fase Gy o en la fase S dependiendo de la concentracion (Finn et al, 2004).
Ademas, recientemente se ha descrito que la dafnetina induce diferenciacion en células de
carcinoma renal, inhibe a la ciclina D1 y se ha demostrado que no es substrato para la
glicoproteina P (Finn et al, 2004).

1.7 INHIBICION DE LA CICLINA D1 COMO BLANCO FARMACOLOGICO DE LAS
CUMARINAS

La transcripcion del gen de la ciclina D1 (CCND1) ha sido estudiada ampliamente en los
ultimos afos (Amanatullah et al/, 2002). En el promotor de este gen se han documentado
sitios de unién para diferentes factores de transcripcion, como AP1, ETS, ATF-2, NFkB,
CREBP y otros. La activacién de integrinas por fibronectina también induce la expresion de la
ciclina D1 activando a las proteinas RHO/RHAC, o bien mantienen comunicaciones cruzadas
con las cascadas activadas por RAS (Sahai et al, 2002; Schwartz et a/, 2001). Ademas, otras
proteinas intracelulares, como los receptores de estrogenos (Foster et al, 2001) y la B
catenina (Tetsu et a/, 1999) también regulan la transcripcién de la ciclina D1. Por otra parte,
existen diversos mecanismos postranscripcionales que también regulan los niveles de ciclina
D1, principalmente a través de la estabilidad del ARN mensajero y de la degradacion de la

proteina (Jiménez Orozco et al, 2001).

La ciclina D1 esta frecuentemente alterada en varios tipos de cancer y de lineas tumorales, y
se ha propuesto como un marcador de pronéstico (Caputi et al, 1999). El gen de la ciclina D1

(conocido como CCND1, BCL-1 y PRAD1T) que se localiza en el cromosoma humano 11q13,
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frecuentemente sufre amplificaciones o se sobre-expresa (Barkova et al/, 1997). Tanto las
vias de senalizacion que regulan la transcripcion, como la estabilidad de la ciclina D1 estan
comunmente alteradas. Los elementos anteriores nos llevan a proponer que: 1) la inhibicion
de la ciclina D1 es un blanco farmacoldgico potencial para el desarrollo de nuevos agentes
antineoplasicos y Il) la asociacién de dafnetina con otros agentes antineoplasicos que actien

en otras fases del ciclo celular podria incrementar la eficacia de los tratamientos
antineoplasicos actuales.
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2 JUSTIFICACION.

Los agentes antineoplasicos son asociados para incrementar la eficacia de la quimioterapia,
pero también promueven la resistencia de las células tumorales. Asi mismo la secuencia de
administracién de los farmacos tiene un efecto determinante en la efectividad de un esquema
terapéutico antineoplasico.

La dafnetina tiene actividad antiproliferativa en varias lineas celulares malignas y se ha
observado que tiene distintos efectos celulares en fases tempranas del ciclo celular. Ademas
por no ser un substrato de la glicoproteina P, la actividad de la dafnetina no es disminuida

por el fenotipo de resistencia multiple a farmacos.

Basados en las premisas anteriores; suponemos que la asociacion de la dafnetina con otros
agentes antineoplasicos con un mecanismo de accion en fases tardias del ciclo celular,
pueden potencialmente incrementar |la eficacia de los actuales tratamientos antineoplasicos.
Para ello se ha disefiado el presente estudio de interaccion secuencial en base a los
protocolos de Talalay y Berenbaum. De manera interesante, se ha observado que los
resultados obtenidos in vifro con estos protocolos son consistentes con los resultados

obtenidos en protocolos clinicos de fase | y fase Il

Los resultados de este estudio permitiran valorar: i) la eficacia de la asociacion de dafnetina
con cisplatino y paclitaxel, ii) identificar los posibles mecanismos de resistencia vy iii) disefar

la secuencia de administracion que sea mas eficaz.
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2.1 HIPOTESIS:

Ya que la dafnetina actua inhibiendo la via de RB y a que no es substrato de la glicoproteina
P; su asociacion con cisplatino un agente alquilante, y con paclitaxel un inhibidor de la

actividad de microtubulos podria incrementar la eficacia de los tratamientos.

2.2 OBJETIVOS GENERALES

1) Evaluar los efectos de la administracion secuencial de dafnetina con dos agentes
antineoplasico que actien mediante un mecanismo diferente y en una fase tardia en el ciclo
celular.

2) Determinar la posible existencia de resistencia multiple a farmacos mediada por el ciclo
celular entre compuestos cumarinicos y agentes citotoxicos actualmente utilizados en la

quimioterapia.

3) Disenar esquemas de tratamiento antineoplasico mas eficaces y menos téxicos a partir de
los resultados de este estudio.

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar las concentraciones inhibitorias 50 (Clsp) de dafnetina, paclitaxel y cisplatino,
en la linea de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 y en la linea de adenocarcinoma

pulmonar humano A-427.

2) Estudiar los efectos de la asociacidn secuencial de la exposicion a dafnetina (previa,

posterior y simultanea) con paclitaxel y cisplatino.

3) Determinar, mediante isobologramas, si las distintas interacciones producen un efecto

antagoénico, de sumacion o sinérgico.
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3 MATERIALES Y METODOS.

3.1 REACTIVOS

La 7,8-dihidroxicumarina fue sintetizada por el grupo del maestro Fernando Ledén Cedeno del
Departamento de Quimica Organica, de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad
de Quimica; la pureza (99.9 %) se caracterizd mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC). Los siguientes reactivos fueron obtenidos comercialmente de Sigma (St
Louis Missouri, USA): paclitaxel, cisplatino, medio DMEM, suero fetal bovino, MTT (bromuro
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) y DMSO. El medio RPMI-1640 se obtuvo

comercialmente de Gibco.

3.2 LINEAS CELULARES.

La linea de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 fue obtenida del American Type
Culture Collection (ATCC Number HTB-22). Esta linea celular es deficiente en caspasa 3
(Makin et al, 2001), es heterocigota para una mutacién en P53 (Shah et al, 2001) y positiva
para el oncogén WNT7H, cuya proteina WNT inicia la via de sefalizaciones que transcriben
a genes como MYC (ATCC).

La linea de adenocarcinoma pulmonar humano A-427, fue generosamente proporcionada por
el Dr. José Sullivan Lopez Gonzalez a este laboratorio. Esta linea celular es RB positiva y
tiene deleciones homocigotas para P16 en INK4A (Shapiro et al 1995). También tiene
activacion constitutiva de la via WNT. Ademas se ha observado induccion de apoptosis
cuando se expone a la 7-hidroxicumarina (Lopez-Gonzalez et al, 2004).

3.3 MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO.
Las células se crecieron en botellas de 25 cm? de area de cultivo (Nunc), a una temperatura

de 37°C, en atmosfera humidificada y con inyeccion de CO- al 5%.

La linea celular MCF-7 fue cultivada en medio DMEM alto en glucosa, y la linea celular A-427
fue cultivada en medio RPMI-1640 . Ambos medios fueron suplementados con antibiéticos
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(penicilina G sodica 100 unidades/ml, sulfato de estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina B

0.25 ug/ml) y con 10 % de suero fetal bovino con complemento inactivado por calor.

3.4 ENSAYOS DE SENSIBILIDAD A FARMACOS.

La actividad antiproliferativa de compuestos antineoplasicos puede ser evaluada in vitro

mediante distintos tipos de ensayos:

A)

B)

Ensayos clonogénicos o de formacion de colonias: Este tipo de ensayos se han
usado extensivamente en el estudio de quimiosensibilidad en lineas celulares
malignizadas y tejido tumoral recién obtenido por biopsia. Los ensayos clonogénicos son
sensibles, aunque su aplicaciéon es limitada por los siguientes problemas técnicos: la
prolongada duracidon del ensayo, la baja eficacia al sembrar las células y ademas el

conteo de las colonias al microscopio conlleva errores del experimentador.

Ensayos de exclusion de colorante: Estos ensayos se fundamentan en la capacidad de
las células vivas de excluir un colorante de su citoplasma. Son relativamente rapidos,
pero la confiabilidad de sus resultados es limitada, debido a que el conteo de células que
se realiza en la camara de Neubauer conlleva a errores inherentes al experimentador

(falsos negativos).

C) Ensayos colorimétricos: Este método se fundamenta en la capacidad enzimatica de

células vivas, para reducir un sustrato a un producto colorido, cuya concentracion se
puede cuantificar por un método espectrofotométrico (Mosmann 1983, McKeehan 1977,
Plumb et al 1989, Boyd 1989, Skehan et a/ 1989). Los ensayos colorimétricos tienen una
adecuada sensibilidad, su medicidon es automatizada y presenta un bajo riesgo para la
salud del experimentador.

La alta sensibilidad de los ensayos clonogénicos se atribuye a los tiempos de exposicion

prolongados, en donde las células son expuestas por mas tiempo a los agentes

antineoplasicos. Se han realizado estudios comparativos entre los distintos métodos y se ha

descrito que existe una buena correlacion entre los resultados obtenidos por ensayos

clonogénicos y ensayos colorimétricos como el de reduccion de MTT (Carmichael et al 1987).
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Ademas, el método de MTT, también ha sido modificado para evaluar la sensibilidad de
biopsias de tumores malignos humanos a agentes antineoplasicos (Sagent, 2003). Por estar
razones se eligieron los ensayos colorimétricos de reducciéon de MTT para realizar el
presente estudio.

3.4.1 ENSAYOS DE REDUCCION DE MTT (BROMURO DE 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL-
2,5-DIFENIL TETRAZOLIO)

Estos ensayos se basan en la capacidad enzimatica de proteinas mitocondriales de las
células vivas de reducir la sal de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio), que es hidrosoluble y de color amarillo, a formazan de MTT (1-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)3-3,5-difenilformazan), la cual es hidrofobica y de color purpura. La absorbancia del
formazan de MTT es proporcional al numero de células vivas.

Después del periodo de exposicion a los farmacos, las células son incubadas con MTT
(0.05%) por dos horas a 37°C; al finalizar este periodo, el sobrenadante es retirado. Los
cristales de formazan formados, son disueltos con dimetil sulféxido (DMSQ) y su absorbancia

es leida en un lector de microplacas Biotek EK11a una longitud de onda de 570 nm.
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Figura 6. Reaccion del MTT.
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3.5 CONDICIONES EXPERIMENTALES.

La densidad celular y el tiempo de exposicién al farmaco se determind mediante cinéticas de
crecimiento realizadas durante 7 dias. Diferente niumero de células fueron sembradas en
pozos (n=6) de microplacas de 96 pozos, en 200 ul de medio y cada 24 horas se evalud el

crecimiento celular mediante ensayos de MTT.
CELULAS MCF-7.

. MCF-7

06

05 ./’/ \.

034

0/‘2/ x LO0—0O—~0—0
024 O—’”(_/,
- —@)— 2000 células
() 1000 células

Absorbancia a 570 nm

1] 1‘ ZI‘ 3l .; £ B 7 8
Dias

Figura 7. Cinética de crecimiento para la linea MCF-7. El nimero de células vivas se estimo cada
24 horas mediante ensayos de MTT.

Se determind que 1000 células por pozo (5 células/uL) no crecian adecuadamente.
Posiblemente debido a que se requiera un numero minimo de células que permita la
formacion de un microambiente que propicie la proliferacion. El nimero minimo para obtener
un crecimiento progresivo fue de 2000 células por pozo (10 células/uL). En dicha condicion
se observa un crecimiento adecuado hasta el sexto dia, donde alcanzan su maxima
absorbancia. Al séptimo dia se observa que disminuye el nimero de células viables, debido
probablemente al agotamiento de los nutrientes en el medio. Cinéticas realizadas con un
mayor numero de células, muestran absorbancias maximas y las células a confluencia total
en los pozos al cuarto dia (datos no mostrados). A partir de las cinéticas de crecimiento, se
decidié que la densidad celular inicial fuera de 2000 células por pozo, y que el tiempo de

exposicion a los farmacos fuera de 6 dias.
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CELULAS A-427.
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Figura 8. Cinética de crecimiento para la linea A-427. El nimero de células vivas se estim6 cada 24
horas mediante ensayos de MTT.

En el caso de las células A-427 el niumero adecuado para realizar los ensayos fue de 1000
células por pozo (5 células//ul). En esta condicidn la absorbancia maxima se alcanza al
quinto dia, a diferencia de cuando se siembran 2000 células por pozo (10 células/ul), en cuyo
caso las células alcanzan la absorbancia maxima al cuarto dia. Esta ultima condicidon es
inconveniente para los ensayos de exposicion, ya que las células estan en contacto con el
farmaco por muy poco tiempo. En las condiciones empleadas al tiempo de realizar los
ensayos de MTT, las células control estan aconfluentes y su crecimiento no se ve afectado

por limitaciones en los nutrientes o el area de crecimiento.

3.6 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental que se empled en el presente estudio se basé en los protocolos de
Talay y Berenbaum (Talalay et al 1984, Berenbaum 1989). Brevemente, se determind la
concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de cada farmaco en cada linea celular empleando
concentraciones en escala geométrica. Para estudiar la interaccion entre dos farmacos se
emplearon concentraciones en proporciones fijjas que corresponden a 1/8, 1/4, 1/2, 1y 2

veces la Clsy individual de cada farmaco. En ensayos preliminares se siguid este protocolo,
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pero en vista de los resultados bifasicos que se observaron (ver resultados) el protocolo se
modifico de la siguiente manera: para la dafnetina se emplearon 1/8, 1/4, 1/2, 1 y 2 veces su

Clso, mientras que para paclitaxel y cisplatino se emplearon 1/4, 1/2, 1, 2 y 4 veces sus Clso.

3.6.1 EXPOSICION INDIVIDUAL

En las dos lineas celulares, las Clsp de cada farmaco se determinaron empleando rangos
geométricos de concentraciones como se especifica a continuacion

Linea celular MCF-7

a) Para dafnetina: 12.5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM y 200 pM.

b) Para Cisplatino: 12.5 uM, 25 pM, 50 M, 100 uM y 200 uM.

c) Para Paclitaxel: 1.25 nM, 2.5 nM, 5nM, 10 nM y 20 nM.

Linea celular A-427

a) Para dafnetina: 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM y 160 uM.
b) Para Cisplatino: 1.25 uM, 2.5 pM, 5 uM, 10 uM y 20 M
c) Para Paclitaxel: 0.5 nM, 1 nM, 2nM, 4 nMy 8 nM

3.6.2 EXPOSICION SIMULTANEA Y SECUENCIAL

En los ensayos de exposicion secuencial, las células una vez adheridas fueron expuestas al
primer farmaco en las concentraciones descritas (ver punto 3.6). A los dos dias se adiciond el
segundo farmaco. Al tercer dia, después de esta segunda exposicidon se midio el efecto.

3.7 ANALISIS DEL EFECTO COMBINADO DE LOS FARMACOS.
Para evaluar las interacciones farmacoldgicas (antagonismo, sumacion o sinergismo), se
realizaron isobologramas (Tallarida et a/ 1989, Berenbaum 1989) empleando las Clsp de los

farmacos individuales y de las combinaciones como se describe a continuacion:

Se grafica en el eje X la Clsp del farmaco Ay en el eje Y la Clsp del farmaco B. La linea que
une la Clsp del farmaco A con la Clsp del farmaco B representa las combinaciones tedricas de

ambos farmacos a las cuales se observa un efecto de sumacion.
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En la misma gréfica se indican las Clsp obtenidas al combinar los farmacos A y B, de cada
secuencia, si la Clsp obtenida experimentalmente se localiza por encima de esta linea, esto
indica que hay antagonismo, si ésta se localiza sobre la linea se indica que hay sumacion, y

se indica sinergismo cuando la Clsp se localiza por debajo de la linea.
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Figura 9. Isobolograma y regiones.
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4. RESULTADOS.

4.1 EXPOSICION INDIVIDUAL A FARMACOS.

En la figura 10 se presentan las graficas que muestran el efecto antiproliferativo de paclitaxel,
dafnetina y cisplatino en forma individual en las lineas celulares MCF-7 y A-427. Los efectos
del paclitaxel se observaron a concentraciones nanomolares, mientras que la dafnetina y el

cisplatino tuvieron efectos a concentraciones micromolares.

Linea celular MCF-7 L Linea celular A427
=
(O PACLITAXEL _ (O PACLITAXEL

8 100 [0 cISPLATINO A [0 cisPLATINOD a
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Figura 10. Graficas que esquematizan el efecto antiproliferativo de farmacos individuales en las lineas
celulares MCF-7 y A-427. Ensayos realizados por sextuplicado.

4.1.1 EFECTOS EN LA LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7

El paclitaxel tuvo un efecto antiproliferativo gradual en estas células a bajas
concentraciones. A concentraciones de 5 y 10 nM, la inhibicion fue alrededor de 62 % y no se
incrementé a concentraciones mayores, incluso de 200 nM (datos no mostrados). La Clsp

promedio fue de 4.3 + 0.4 nM (n=3).
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El cisplatino inhibié la proliferacion en forma gradual a todas las concentraciones probadas.

La Clsp promedio fue de 49.8 + 4.9 uM (n=3).

La dafnetina inhibié la proliferacion de las células en forma gradual sélo a partir de la tercera
concentracion probada, que corresponde a 50 uM. Su Clsp promedio fue de 98 + 1.3 uM

(n=5).

4.1.2 EFECTOS EN LA LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427
El paclitaxel inhibié la proliferacion celular en forma gradual hasta valores proximos al 100

%. La Clsp promedio fue de 0.59 + 0.18 nM (n=3).

El cisplatino inhibid la proliferacion celular de forma gradual a todas las concentraciones

probadas. La Clsp promedio fue de 5.8 + 0.39 uM (n=3).

La dafnetina inhibio la proliferacion en forma gradual sélo a partir de 40 uM a semejanza de

su accion en las células MCF-7. La Clsp promedio fue de 74 + 2.3 uM (n=5).
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4.2 EXPOSICION SIMULTANEA.

4.2.1 EFECTOS DE LA EXPOSICION SIMULTANEA A CISPLATINO Y DAFNETINA EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7

En estas células la exposicion simultanea de cisplatino y dafnetina, a todas las
concentraciones, incrementé el efecto antiproliferativo (p<0.05) con respecto al efecto de la

exposicion individual a cisplatino.

4.2.2 EFECTOS DE LA EXPOSICION SIMULTANEA A CISPLATINO Y DAFNETINA EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427

A bajas concentraciones (1.25 y 2.5 uM de cisplatino) el efecto antiproliferativo de la
exposicion simultanea a cisplatino y dafnetina no presenté diferencias significativas con
respecto al efecto producido por el cisplatino solo (figura 11). En la misma figura se observa
que a concentraciones mayores, la exposicion simultanea de cisplatino y dafnetina presenté

un efecto antiproliferativo mayor (p<0.05) que el obtenido con la exposicion al cisplatino solo.
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Figura 11.Graficas que muestran el efecto antiproliferativo de la exposicion a cisplatino solo y la
exposicion simultanea a cisplatino mas dafnetina en las lineas celulares MCF-7 y A-427.
Cada concentracion se evaluo por sextuplicado.
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4.2.3 EFECTOS DE LA EXPOSICION SIMULTANEA A PACLITAXEL Y DAFNETINA EN

LA LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7

A bajas concentraciones (1.25 a 5 nM de paclitaxel) no se observaron diferencias entre los
efectos antiproliferativos de la exposicion simultanea y la exposicion individual del paclitaxel
(figura 12). A concentraciones mayores, la exposicion simultanea de paclitaxel y dafnetina
presentd un efecto antiproliferativo mayor (p<0.05) que el obtenido con la exposiciéon al

paclitaxel solo.

4.2.4 EFECTOS DE LA EXPOSICION SIMULTANEA A PACLITAXEL Y DAFNETINA EN
LA LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427

En estas células el efecto fue semejante al observado en las células MCF-7.

2 Linea celular MCF-7 Linea celular A-427
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Figura 12.Graficas que muestran el efecto antiproliferativo de la exposicion a paclitaxel solo y la
exposicion simultanea a paclitaxel mas dafnetina en células MCF-7 y A-427. Cada
concentracion se evalud por sextuplicado.

A bajas concentraciones, el efecto antiproliferativo de la exposicion simultanea de paclitaxel y

dafnetina no presenté diferencias con respecto al efecto producido por la exposicion al

paclitaxel solo (figura 12).
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A concentraciones mayores, la exposicion simultanea de paclitaxel y dafnetina, presenté un

efecto antiproliferativo mayor (p<0.05) que el obtenido con la exposicion al paclitaxel solo.

4.3 EFECTOS DE LA EXPOSICION SECUENCIAL A FARMACOS.

4.3.1 ASOCIACIONES CISPLATINO Y DAFNETINA.

En las lineas celulares MCF-7 y A-427 se compararon los efectos antiproliferativos de
cisplatino individual y de sus asociaciones con dafnetina en dos secu_encias de exposicion:

cisplatino seguido de dafnetina (CISPLATINO — DAFNETINA) y dafnetina seguida de

cisplatino (DAFNETINA — CISPLATINO).

4.3.1.1 EFECTOS DE LA EXPOSICION A CISPLATINO SEGUIDA DE DAFNETINA EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7

El efecto antiproliferativo de esta asociacién, a concentraciones de 50 uM y menores, no fue
diferente del efecto del cisplatino individual, a concentraciones mayores se produjo ligero

aumento que fue estadisticamente significativo (p > 0.05).

4.3.1.2 EFECTOS DE LA EXPOSICION A DAFNETINA SEGUIDA DE CISPLATINO EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7

En la figura 13 A se observa que entre las concentraciones de 25 y 100 pM, el efecto
antiproliferativo de esta asociacion disminuye notablemente con relacion al efecto del
cisplatino individual. Este antagonismo, que también se observa en la figura 13 B, es
estadisticamente significativo y se refleja en el aumento de la Clsp de 50 + 4.9 uM de a 76 +

2.8 uM.
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Figura 13 Ay 13 B. A) Efectos antiproliferativos de cisplatino y sus asociaciones con dafnetina en las
células MCF-7. Cada concentracion se evaluo por sextuplicado (* p <0.05). B) Isobolograma
de las asociaciones cisplatino-dafnetina en células MCF-7.

Clso (UM) + EEM
IDAFNETINA 98 +1.3
ICISPLATINO 50 +4.9
ICISPLATINO + DAFNETINA 40 +8.2
ICISPLATINO (CIS —> DAF) 43 + 9.1
ICISPLATINO (DAF — CIS) 76 +2.8

Tabla 4. Clsy de dafnetina y cisplatino solos y sus asociaciones en la linea celular MCF-7.
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4.3.1.3 EFECTOS DE LA EXPOSICION A CISPLATINO SEGUIDA DE DAFNETINA EN LA

LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427

El efecto antiproliferativo de esta asociacién no difirieron significativamente de los producidos
por el cisplatino individual. Solamente a la concentracion mas alta (20 uM de cisplatino y 160
UM de dafnetina), el efecto antiproliferativo obtenido con esta asociacién fue mayor que el

efecto del cisplatino individual (p<0.05).

4.3.1.4 EFECTOS DE LA EXPOSICION A DAFNETINA SEGUIDA DE CISPLATINO EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427

El efecto antiproliferativo de esta asociacién fue menor al obtenido con el cisplatino
individual. Solamente a concentraciones de 10 y 20 pM el efecto antiproliferativo fue mayor
(p<0.05) que el efecto del cisplatino individual. A concentraciones mas bajas los efectos de la

asociacion fueron menores (p<0.05) con respecto al cisplatino individual.
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Figura 14 A y 14 B. A) Efectos antiproliferativos de cisplatino y sus asociaciones con dafnetina en las
células A-427. Cada concentracion se evalud por sextuplicado (* p <0.05). B) Isobolograma
de las asociaciones cisplatino-dafnetina en células A-427.
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En el isobolograma de la figura 14 B se observa que en todas las asociaciones hubo

antagonismo de diferente magnitud, aunque en la figura 14 A se observa que a
concentraciones mayores a la CI50 hay un efecto moderado de sumacién. Ademas se
observa en la asociacion dafnetina seguida de cisplatino que el antagonismo fue mayor que
el producido por la asociacion cisplatino seguido de dafnetina. El menor antagonismo se

obtuvo en la exposicién simultanea de dafnetina y cisplatino.

Clso (uM) + EEM

DAFNETINA 75+23

[CISPLATINO 58+04

[CISPLATINO + DAFNETINA 41+03

ICISPLATINO (CIS — DAF) 54+04

[CISPLATINO (DAF — CIS) 68+03

Tabla 5. Clsg de dafnetina y de cisplatino individuales, asi como de sus asociaciones en la linea celular

A-427.

4.3.2 ASOCIACIONES PACLITAXEL Y DAFNETINA.

En las lineas celulares MCF-7 y A-427 se compararon los efectos antiproliferativos de
paclitaxel individual y de sus asociaciones con dafnetina en dos secuencias de exposicion:
paclitaxel seguido de dafnetina (PACLITAXEL —» DAFNETINA) y dafnetina seguida de

paclitaxel (DAFNETINA —» PACLITAXEL).



36
4.3.2.1 EFECTOS DE LA EXPOSICION A PACLITAXEL SEGUIDA DE DAFNETINA EN LA

LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7

El efecto antiproliferativo de esta asociacion tuvo un pequefio incremento con respecto al
paclitaxel individual. A concentraciones de 10 y 20 nM las diferencias entre la asociacion y el
paclitaxel individual fueron estadisticamente significativas. Sin embargo a concentraciones de

5 nM y menores no se observaron diferencias.

4.3.2.2 EFECTOS DE LA EXPOSICION A DAFNETINA SEGUIDA DE PACLITAXEL EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MCF-7
El efecto antiproliferativo de esta asociacion fue menor que el obtenido con el paclitaxel
individual. Sélamente a las concentraciones de 10 y 20 nM hubo un incremento del efecto
(p<0.05). A concentraciones mas bajas los efectos antiproliferativos de la asociacion fueron
menores (p<0.05) que los obtenidos con el paclitaxel individual.
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Figura 15 A y 15 B. A) Efectos antiproliferativos de paclitaxel y sus asociaciones con dafnetina en las
células MCF-7. Cada concentracion se evalud por sextuplicado (* p <0.05). B) Isobolograma
de las asociaciones paclitaxel-dafnetina en células MCF-7.
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En la figura 15 B se observa que en la exposicion simultanea de paclitaxel y dafnetina asi
como en la secuencia paclitaxel seguido de dafnetina, la respuesta observada tiende a la
sumacién. En cambio, cuando la secuencia de exposicion de dafnetina seguida de paclitaxel,

hubo un marcado antagonismo.

Clso (WM) + EEM

IFAFNETINA 98+£1.3

||PACLITAXEL 0.0043 + 0.0004

||PACLITAXEL + DAFNETINA | 0.0033 + 0.00029

“PACLITAXEL (PAC — DAF) | 0.0036 + 0.0008

I‘PACLITAXEL (DAF - PAC) | 0.0075 + 0.0009

Tabla 6. Clsp de dafnetina y paclitaxel solos y sus asociaciones en la linea celular MCF-7.

4.3.2.3 EFECTOS DE LA EXPOSICION A PACLITAXEL SEGUIDA DE DAFNETINA EN LA
LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427

El efecto antiproliferativo de esta asociacién aumenté ligeramente con respecto al paclitaxel
individual. Solamente a la concentracion mas alta (8 nM de paclitaxel y 160 uM de dafnetina)
los efectos de esta asociacion fueron mayores (p<0.05) que los del paclitaxel individual. A

concentraciones menores no se observaron diferencias.
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4.3.2.4 EFECTOS DE LA EXPOSICION A DAFNETINA SEGUIDA DE PACLITAXEL EN LA

LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA PULMONAR A-427

El efecto antiproliferativo de esta asociacion fue menor con respecto al del paclitaxel
individual. Sélo a la concentracién mas alta (8 nM de paclitaxel y 160 uM de dafnetina) el
efecto antiproliferativo fue mayor (p<0.05). A concentraciones menores los efectos

antiproliferativos de la asociacion fueron menores (p<0.05) que los del paclitaxel individual.

En la figura 16 B se observa que tanto en la exposicion simultanea a paclitaxel y dafnetina
como en la secuencia paclitaxel seguido de dafnetina, la respuesta observada fue de
sumacién. En cambio, cuando la secuencia de exposicion fue de dafnetina seguida de

paclitaxel hubo un marcado antagonismo.
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Figura 16 A y 16 B. A) Efectos antiproliferativos de paclitaxel y sus asociaciones con dafnetina en las
células A-427. Cada concentracion se evaluo por sextuplicado (* p <0.05). B) Isobolograma
de las asociaciones paclitaxel-dafnetina en células A-427.
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Clso (UM) = EEM

DAFNETINA 75123

IlPACL!TAXEL 0.00059 + 0.00018

"PACLITAXEL + DAFNETINA [0.00049 + 0.00014

“E’ACLITAXEL (PAC — DAF) |0.00050 + 0.00015

“FTACLITAXEL (DAF —» PAC) |0.00158 + 0.00015

Tabla 7. Clsyp de dafnetina y paclitaxel solos y sus asociaciones en la linea celular A-427.

5 DISCUSION.

Se ha descrito que los derivados cumarinicos tienen efectos citostaticos en diversas lineas
celulares. En el humano, el principal producto de biotransformacién de la cumarina es la 7-
hidroxicumarina, la cual posee mayor actividad citostatica que la cumarina (Jiménez-Orozco
et al, 1999). La 7-hidroxicumarina produce decrementos en los niveles de la ciclina D1
mediante mecanismos post transcripcionales, lo que inhibe la transicion de las fases G4/S del
ciclo celular (Jiménez-Orozco et al, 2001). Ademas se ha observado que este compuesto
induce un mecanismo de apoptosis en la linea celular A-427 (Lopez-Gonzalez et al, 2004).
La dafnetina (7,8-dihidroxicumarina) es otro compuesto cumarinico que tiene mayor actividad
que la 7-hidroxicumarina, y que inhibe la proliferacion en un mayor nimero de lineas

celulares que la 7-hidroxicumarina (Garcia Solis, 2003).

Se ha demostrado que la dafnetina no se intercala en el ADN, no produce mutagénesis (Finn
et al, 2002) y por no ser un sustrato para la glicoproteina P, sus acciones antiproliferativas no
son disminuidas por el fenotipo de resistencia multiple a farmacos (Finn et a/, 2004). Esta
cumarina inhibe la actividad cinasa de las proteinas PKA y PKC (Yang et al, 1999) y presenta
poca toxicidad celular in vitro (Garcia Solis, 2003). A concentraciones altas: i) causa arrestos
en la fase Gy del ciclo celular (Finn et al, 2004) y ii) disminuye la fosforilacion de pRb
(Jiménez Orozco, datos no publicados). A concentraciones bajas: i) causa arrestos en la fase
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S del ciclo celular ii) activa a p38 lo que induce diferenciaciéon celular, y iii) inhibe la
fosforilacion de ERK1 y ERK2 en exposiciones prolongadas (Finn et al, 2004).
Debido a las distintas acciones de la dafnetina, se evalud en este trabajo su interaccién con
dos agentes antineoplasicos prototipo, que actian mediante distintos mecanismos en fases
tardias del ciclo celular.

En exposiciones simultaneas observamos que la dafnetina, en todas sus concentraciones,
incremento el efecto citotoxico del cisplatino en ambas lineas celulares. En contraste, cuando
se le combindé con paclitaxel sélo produjo pequenos incrementos de la citotoxicidad en
concentraciones altas.

En las asociaciones secuenciales entre la dafnetina y los agentes antineoplasicos prototipo
se observo que las respuestas varian dependiendo de las concentraciones y de la secuencia
de exposicion. La dafnetina, en concentraciones altas y sin importar la secuencia de
exposicion, produce pequerios incrementos en el efecto citotéxico tanto de cisplatino como
de paclitaxel. Este incremento es consistente con la inhibiciéon de la via pRb que se observa
en la fase G1 del ciclo celular. En contraste, a concentraciones bajas, la exposicion previa a
dafnetina antagoniza el efecto citotoxico de cisplatino y paclitaxel. Este antagonismo podria
ser resultado de la diferenciacion inducida por dafnetina (Finn et al, 2004), que podria
interferir con los mecanismos de los agentes prototipo. La exposicién posterior a dafnetina no
modifica la magnitud de los efectos de los agentes prototipo.

En estudios similares, basados en los protocolos de Talalay (1984) y Berenbaum (1989) se
ha evaluado la interaccion de nuevos compuestos antineoplasicos, como el flavopiridol, con
cisplatino y paclitaxel. Las observaciones de este tipo de ensayos in vitro son muy
importantes porque fueron consistentes con los resultados obtenidos en protocolos clinicos
de fase | (Schwarts et al, 1999; Kaubisch et al, 1999).

El flavopiridol que es una flavona que inhibe a la CDK2, produce arrestos en la transicion
G4/S, induce apoptosis y ha mostrado actividad antineoplasica tanto en ensayos in vitro
como en estudios clinicos(Bible et a/, 2000). Mediante ensayos clonogénicos, se evalud la
interaccién de este agente con paclitaxel y cisplatino (Bible et al, 1997). En su asociacion con
paclitaxel la exposicion previa de flavopiridol produjo antagonismo en todas las
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concentraciones, mientras que la exposicion posterior produjo sinergismo. En contraste, sin
importar la secuencia de asociacion, el flavopiridol produjo un efecto sinérgico con cisplatino.
Dicho sinergismo puede deberse a que el flavopiridol ademas de inhibir CDK también se une
al ADN de doble cadena (Bible et al/, 2000).

A diferencia de los resultados obtenidos por este grupo, nosotros observamos que la
dafnetina tuvo efectos bifasicos que dependen de la concentracién y no produce sinergismo
en su asociacién con otros agentes.

6 CONCLUSIONES.

1. ASOCIACIONES SECUENCIALES.

En las asociaciones secuenciales entre la dafnetina y los agentes antineoplasicos prototipo
se observo que, a altas concentraciones se incrementa moderadamente el efecto citotoxico
independientemente de la secuencia. A bajas concentraciones se observa un efecto
antagoénico, el cual puede prevenirse exponiendo las células a los farmacos en la secuencia
adecuada.

Este antagonismo podria tener implicaciones importantes en el uso clinico de la dafnetina
como agente antineoplasico. Nuestros resultados experimentales sugieren que las cumarinas
podrian emplearse en la clinica después de la administracion de cocteles quimioterapeuticos.

2. EFECTOS BIFASICOS.

Se ha reportado que un farmaco puede tener varios efectos a través de mecanismos
diferentes (Horwitz et al, 1998). El efecto bifasico de hormonas y farmacos también se ha
documentado ampliamente (Calabrese, 2001). Los resultados de este disefio experimental
evidencian que los compuestos cumarinicos tienen efectos bifasicos que corresponden a la
activacion de distintos mecanismos de accion. El efecto de sumacion que se observo a
concentraciones altas, es consistente con la inhibicion de la via de pRb a través de la
disminucion de la ciclina D1. En contraste, el antagonismo que se observd a bajas
concentraciones parece ser el resultado de un efecto distinto mediado por la activacion de
P38 (Finn et al, 2004).
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Una alternativa relativamente novedosa para el tratamiento de leucemias es la terapia de
diferenciacion. La hipotesis de esta estrategia propone que algunos tipos de neoplasias
tienen anormalidades celulares reversibles en el curso de la diferenciacién. Un tratamiento
apropiado puede reprogramar a las células para inducir diferenciacion y/o apoptosis, con la
consecuente pérdida de la proliferacion (Leszczynyecka et al, 2004). En este tipo de terapias

“el uso de dafnetina como inductor de diferenciacion puede ser promisorio.
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