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1. INTRODUCCION

1.1 CUMARINAS Y CANCER

Los efectos y toxicidad de la cumarina han sido estudiados por su amplia
distribucion en la naturaleza y su consumo en humanos. La cumarina es utilizada
como agente fijador y potenciador de aroma en los perfumes, se utiliza en la
elaboracién de jabones, detergentes, pasta de dientes, tabaco, en algunas
bebidas alcohdlicas (Cohen, 1979; Opdyke, 1974), asi como para neutralizar
aromas desagradables en plasticos y pinturas (Fentem y Fry, 1993). El consumo
de cumarina en humanos, por alimentos y exposicibn a cosméticos es

aproximadamente de 0.06 mg/kg/dia (Lake, 1999).

El efecto antitumoral de la cumarina se observé a partir de estudios clinicos en
humanos de carcinoma renal (Marshall et al, 1987; Dexeus et al, 1990; Kokron et
al, 1991), cancer prostatico (Marshall et al, 1991; Mohler et al, 1992), asi como en
la recurrencia del melanoma maligno (Zanker et al, 1984; Marshall et al, 1989;
Mohler et al, 1992; Thornes et al, 1982, 1983,1994).

La cumarina tiene una vida media corta (1-1.5 h) y el 75% de ésta es
biotransformada a 7-hidroxicumarina (7-OHC) (Shilling et al, 1969) por lo que se
habia sugerido que la cumarina era pro-farmaco y que la 7-OHC es la forma activa
de la molécula (Cohen, 1979; Egan et al, 1990).

Por su interés en la clinica, los primeros trabajos se enfocaron en el estudio de las
acciones directas de cumarina y de 7-OHC en la inhibicion de la proliferacion de

distintas lineas celulares de tumor (Marshall et al, 1994).

Posteriormente se reportd que la 7-OHC inhibe, con mayor magnitud que la
cumarina, la proliferacion de diferentes tipos de lineas tumorales en una relacion

dependiente de la concentracion (Weber et al, 1998; Jiménez-Orozco et al, 1999 y



2001; Lopez-Gonzalez et al, 2004). Pese a que se emplearon distintos tiempos de
exposicién, en concentraciones milimolares, las inhibiciones fueron consistentes

desde las 24 horas de exposicion.

También se realizaron estudios de “estructura-actividad” con otros derivados
cumarinicos a concentraciones en rangos micromolares y a tiempos de exposicion
mas prolongados. En estas condiciones la actividad citostatica de la cumarina y de
los derivados cumarinicos monosubstituidos no se observan, pero la actividad de
cumarinas bisustituidas es evidente (Kolodziej et al, 1997; Finn et al, 2001, 2002;
Kawaii et al, 2001; Kawase et al, 2003). La adicién de grupos hidroxilo tanto en los
atomos 6 y 7, como en los atomos 7 y 8 del anillo bencénico incrementa la
actividad antiproliferativa de la molécula. De esta manera la 6,7-dihidroxicumarina
(esculetina) y la 7,8-dihidroxicumarina (dafnetina) se han reportado como las
cumarinas simples mas activas (Kawase et al, 2003).

Las lineas de leucemia y de fibrosarcoma son mas sensibles a la esculetina que
las lineas de origen epitelial y los hepatocitos (Hofmanova et al, 2002). Este
compuesto no inhibe la proliferacion de las células de melanoma humano SK-
MEL-31, ni la de las células renales de tubulo proximal HK-2 (Finn et al, 2001,
2002). En contraste, la dafnetina inhibe, con mayor magnitud que la esculetina, la
proliferacién de las células tumorales de distintos tipos, sin causar dafio al genoma
(Finn et al, 2002).

En células del adenocarcinoma humano de riidn A-498, se ha descrito que a
concentraciones bajas, la dafnetina activa a la proteina P38 e induce la
diferenciacion, produciendo arrestos en la fase S del ciclo celular. En contraste, a
concentraciones altas y exposicion prolongada, este compuesto inhibe la
fosforilacion de las cinasas 1 y 2 para receptores extracelulares (ERK1 y ERK2) y
produce sélo un pequerio arresto en la fase G1 (Finn et al, 2004).



A diferencia de los agentes antitumorales convencionales que producen
resistencia multiple a farmacos (MDR por sus siglas en inglés), la dafnetina no es
sustrato para la glicoproteina P. Por todas estas caracteristicas se ha propuesto
gue puede ser un agente coadyuvante promisorio en la quimioterapia (Finn et al,
2004).

A diferencia de otras cumarinas, la dafnetina inhibe la actividad cinasa de varias
proteinas (Yang et al, 1999), no tiene actividad estrogénica y potencia el efecto de
tamoxifeno (Roméan-Rosales, 2007).

Aunque la warfarina, acenocumarol y dicumarol son anticoagulantes orales
ampliamente utilizados en la clinica, la dafnetina carece de dicha actividad.
Recientemente se ha reportado que la dafnetina es un quelante de hierro (Mu et
al, 2002) por lo que se han realizado estudios para evaluar su eficacia en el

tratamiento de la malaria (Wang et al, 2004).

1.2 DAFNETINA E INFLAMACION

La dafnetina es un metabolito secundario que se encuentra en varias plantas de la
familia Thymelaeaceae (Daphne odora, Daphne gnidium L, Daphne oleoides,
Stellera chamaejasme) empleadas en la medicina popular para el tratamiento de
dolor reumético y como antipirético (Yesilada et al, 2001; De Rosa et al, 2002; Su
et al, 2003; Liu et al, 2004; Zhang et al, 2005).

N
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Figura 1. Estructura de la dafnetina.



Ademas de propiedades antioxidantes (Fylaktakidou et al, 2004), la dafnetina
produce efectos antiinflamatorios que se explican a través de diferentes
mecanismos. Por una parte disminuye la actividad de lipooxigenasas vy
ciclooxigenasas y en consecuencia inhibe las vias del acido araquidonico (Kimura
et al, 1985; Hoult y Paya, 1996). Por otra parte, in vitro se ha observado que
disminuye la biosintesis tanto de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) como de
interleucina 1 (IL-1) (Yesilada et al, 2001). Recientemente estas acciones de la
dafnetina, asi como su efecto antiinflamatorio, fueron corroborados en un modelo

in vivo de artritis reumatoide de ratas (Gao et al, 2008).

Actualmente, en la medicina tradicional china existen tabletas con el nombre de
Zushima-Pian, que contienen extractos de plantas del género Daphne
estandarizados con 1% de dafnetina (registrados en el Ministerio de Salud Publica
de China) utilizadas para el tratamiento de artritis reumatoide. Sin embargo, en la
literatura disponible no se especifica el peso de la tableta ni el contenido de
extracto por lo que desconocemos las dosis empleada en humanos (Gao et al,
2008).

Recientemente se ha evaluado in vivo el efecto antitumoral de la dafnetina en un
modelo de ratén: los tumores fueron inducidos inoculando 10° células del
melanoma murino B16-F10 en forma subcutdnea en el dorso de ratones de la
cepa C57BL/6. Los tumores son visibles a la tercera semana después de la
inoculacién y los ratones mueren aproximadamente después de la sexta semana.
Los ratones tratados con dafnetina tienen un mayor tiempo de supervivencia, y a
diferencia de los ratones control, no se observaron procesos inflamatorios en sus
tumores (Figura 2) (Villegas, 2007). Se desconocen los genes que participan en

estas respuestas.



a) TESTIGO b) DAFNETINA 20 mg/kg
Figura 2. Fotografia de tumores de los ratones C57BL/6. @) Ratén de un
grupo testigo. b) Ratdn de un grupo tratado con dafnetina.

Los efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos de la dafnetina reportadas in vitro
estan en un rango de 250 y 500 uM. Aunque desconocemos las concentraciones
plasmaticas de dafnetina, en el presente trabajo sélo se probaron concentraciones
bajas de dafnetina (10, 20 y 40 uM) ya que estas condiciones son semejantes a

las que se observarian in vivo.

1.3 PROCESO DE CARCINOGENESIS

Las células malignizadas poseen las siguientes caracteristicas: autosuficiencia en
factores de crecimiento, insensibilidad a factores que inhiben el crecimiento,
evasion de apoptosis, potencial ilimitado de replicacion, angiogénesis sostenida,
invasion a tejidos y metéstasis (Hanahan y Weinberg, 2000). Al menos tres
importantes clases de genes juegan un papel clave en la iniciacién tumoral: proto-
oncogenes, genes supresores de tumores y genes que participan en la reparacion
del DNA. Mutaciones, amplificaciones o supresiones en estos genes producen
anormalidades en los procesos que regulan la proliferacién y diferenciacién
celular, lo que conduce a la malignizacion (Lodish et al, 1999). Tradicionalmente el

proceso de carcinogénesis se ha divido en las siguientes fases:



1)

2)

3)

Iniciacién. En esta fase los agentes carcinogénicos o inductores (patdgenos,
rayos UV, rayos X, productos quimicos o sus metabolitos, etc.) dafian al DNA y
producen mutaciones (Coussens y Werb, 2002; Anisimov et al, 2007).

Promocion. Durante esta fase sefiales quimicas como hormonas, factores de
crecimiento, ésteres de forbol, etc., estimulan la proliferacion celular. Estas
moléculas, conocidas como promotores, no interactian directamente con el
DNA pero favorecen la supervivencia de células mutadas y dan lugar a una
acumulacién paulatina de otras mutaciones (Abel y DiGiovanni, 2008).

Progresion. En esta fase, como resultado de la acumulacion de mutaciones,
las células hiperplasicas adquieren la capacidad de invadir tejidos adyacentes
o producir metéstasis. Es decir, se transforman de tumores benignos a tumores

malignos (Anisimov et al, 2007; Abel y DiGiovanni, 2008).

Sin embargo, esta propuesta por si sola no explica la gran cantidad de mutaciones

y anormalidades cromosdmicas que se han observado en tumores incipientes

(Loeb et al, 2003). La inestabilidad cromosomica resulta de la pérdida o ganancia

de segmentos mayores de DNA y ademas puede dar lugar a la aneuploidia, que

es el desbalance en el nUmero de cromosomas (Lengauer et al, 1998; Michor et al,

2005). Aunque este proceso aun no se ha esclarecido suficientemente para

explicar la iniciacion tumoral, se ha propuesto que la desregulacion en la expresion

génica se debe a la combinacion tanto de mutaciones como de cambios en la

regulacion epigenética, asi como la participacion de las células pluripotenciales o

stem cells.

1.3.1 CELULAS PLURIPOTENCIALES Y CANCER

A lo largo de la vida del organismo, las células pluripotenciales poseen la

capacidad de autorrenovacion gracias a las sefales producidas por el

microambiente del nicho donde se encuentran (Tysnes y Bjerkvig, 2007). A



medida que se duplican, salen del nicho y empiezan a diferenciarse para
reconstituir los tejidos correspondientes (Spradling et al, 2001).

En los procesos inflamatorios o de reparaciéon de tejido se propicia un
microambiente favorable para la migracion del tejido epitelial, degradacién de
matriz extracelular, supervivencia, proliferacion e invasion de células neoplasicas
(Pollard, 2004). En estos procesos las células pluripotenciales pueden fusionarse
con células mutadas, lo que desregula la mitosis y puede favorecer anormalidades
cromosémicas o0 aneuploidia durante las divisiones posteriores de las células. De
esta forma, la aneuploidia por fusién de células pluripontenciales puede favorecer

el proceso de iniciacion (Reya et al, 2001).

También se puede transferir DNA de una célula mutada a una célula normal
mediante la fagocitosis de cuerpos apoptoticos. Este nuevo material genético
puede llevar a la reprogramacién celular y al origen de una nueva célula tumoral
(Tysnes y Bijerkvig, 2007). Se ha reportado que los cuerpos apoptoticos de las
células tumorales pueden generar fibroblastos deficientes de P53, lo cual sugiere
gue este mecanismo contribuye a la progresiéon tumoral (Bergsmedh et al, 2001).

1.3.2 CAMBIOS EPIGENETICOS EN EL CANCER

La epigenética se ha definido como los estudios del cambio heredable en la
expresion de los genes y organizacion de la cromatina, sin implicar cambios en la
secuencia del DNA. Los cambios en la expresion génica se pueden llevar a cabo a
travées de los siguientes mecanismos: metilacion del DNA, reordenamiento y
modificaciones postraduccionales de histonas e interferencia con micro RNA
(miRNA).



1.3.2.1 METILACION DEL DNA

La metilacion en las citosinas en dinucledtidos CpG modifica la expresion génica y
a lo largo de la carcinogénesis ocurren cambios en los patrones de metilacién que
desregulan dicha expresion (Sawan et al, 2008). Por una parte, en forma general
se observa una disminucién en la metilacion del DNA que favorece traslocaciones
y deleciones en el DNA, incrementando la inestabilidad gendmica (Eden et al,
2003; Esteller, 2008). Por otra parte, se ha observado la inhibicién de la expresion
de genes supresores de tumores como RB, y de genes que participan en la
reparacion del DNA, como BRCAL, debido a la hipermetilacion de islas CpG en
sus promotores. Ademas, los dinucledtidos CpG metilados son mas afines a los
agentes carcinogénicos, lo que los hacen mas propensos a mutaciones (You y
Pfeifer, 2001).

1.3.2.2. REORDENAMIENTO Y MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE
HISTONAS

Las histonas son proteinas basicas (H2A, H2B, H3 y H4) en las que se enrollan
aproximadamente 146 pares de bases del DNA para formar el nucleo de los
nucleosomas, que constityuyen la subunidad estructural repetitiva basica de la
cromatina. La metilacion, acetilacién, fosforilacibn y ubiquitinacion de estas
proteinas modifican su conformacion y la regulacion de la expresion génica. Estas
modificaciones se llevan a cabo en la porcién N-terminal de las histonas (Sawan et
al, 2008; Kristensen et al, 2009). Las modificaciones en las histonas se conservan
durante la division celular. La modificacion mas estudiada es la acetilacion, la cual
ocurre en las lisinas y permite la transcripcién al relajar la estructura de la
cromatina (Bernstein et al, 2007). La metilacién es un proceso mas complejo, ya
qgue en el caso de la histona H3, la metilacion de la lisina 4 activa la transcripcion,
mientras que la metilacion de las lisinas 9 y 27 se asocia con la inhibicién de la
transcripcion (Kondo et al, 2008).



Se ha observado que la hipermetilacion de los genes supresores de tumores, cuya
expresion esta inhibida, se asocia a la desacetilacion de las histonas (Esteller et
al, 2009). La desregulacion de la conformacion de las histonas lleva a la
inadecuada reparacion del DNA (Qin y Parthun, 2002), asi como a deficiencias en
los puntos de control del ciclo celular (Masumoto et al, 2005).

1.3.2.3 miRNA

Los miRNA son cadenas de alrededor de 22 pares de bases, sintetizadas a partir
de secuencias no codificantes, que pueden evitar la traduccion o degradar al RNA
mensajero al unirse a éste en una secuencia complementaria. (Jackson y
Standart, 2007). Los miRNA, entre otros mecanismos, también regulan la
metilacion del DNA, ya que estan involucrados en la expresion de DNA
metiltransferasas (Fabbri et al, 2007). Se ha observado que algunos miRNAs,
como mir-15 y mir-16, tienen una menor expresion en leucemia linfocitica cronica
(Blenkiron y Miska, 2007). Los genes de estos miRNAs se localizan en la regién
13914, la cual se pierde frecuentemente en este tipo de leucemia o bien existe una
translocaciéon. Por otra parte, el grupo mir-17-92 posee potencial oncogénico, ya
gue su sobreexpresion, junto con MYC, pueden hacer mas agresivo al linfoma de
células B (He et al, 2005). La expresion de miRNA se ve afectada por cambios

epigenéticos, deleciones y mutaciones de los genes (Croce, 2009).



1.4 INFLAMACION Y CANCER

La inflamacion es una respuesta fisioldgica a diversos estimulos como dafio en los
tejidos o infecciones (Kindt et al, 2004). El objetivo de la respuesta inflamatoria es
aislar y destruir al agente dafino, reconstituir la matriz extracelular, favorecer la
proliferacién y transporte de células sanas para reparar el tejido (Keibel et al,
20009).

La inflamacion aguda es una respuesta inespecifica, sistémica, rapida y de corta
duracién. Se caracteriza por vasodilatacion e incremento de la permeabilidad
vascular, lo que permite la extravasacion de varios tipos de células hacia la zona
afectada. Posteriormente, se liberan quimiocinas que modifican la estructura
conformacional de las integrinas, lo que incrementa su afinidad hacia las
moléculas de adhesion intercelulares (ICAM) que se encuentran en el endotelio
(Ramzi et al, 1995; Kindt et al, 2004; Gonda et al, 2009).

En zonas de inflamacion aguda, los leucocitos (neutréfilos, monocitos vy
eosindfilos) migran para iniciar la reparacion del tejido afectado (Coussens y Werb,
2002). Se ha propuesto que existe un mecanismo de cuatro pasos para la
migracién de los neutréfilos hacia la zona afectada:

e Activacion de selectinas L, P y E (moléculas de adhesién), las cuales facilitan
el rodamiento de las células en el endotelio vascular.

e Las citocinas incrementan en los leucocitos la expresion de integrinas.

e Inmovilizacion de los neutréfilos en la superficie del endotelio vascular
mediante la adhesién a integrinas a4 y a47 unidas a la molécula de adhesion
del endotelio vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesién de adresina de
mucosa (MADCAM-1) respectivamente.

e Migracién a través del endotelio hacia los sitios dafiados, probablemente
facilitada por proteasas, tales como las metaloproteinasas de matriz

extracelular.
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Los procesos antiinflamatorios normales son autolimitados, poco después de la
produccién de citocinas pro-inflamatorias se generan citocinas antiinflamatorias
(Coussens y Werb, 2002). Sin embargo, en algunas enfermedades la actividad del
sistema inmune persiste, o que da paso a procesos cronicos que tienen

caracteristicas diferentes.

La inflamacién crdnica se origina cuando los estimulos de citocinas pro-
inflamatorias persisten por semanas, meses 0 afos, lo que produce cambios
estructurales en las zonas afectados. Dichas citocinas favorecen la infiltracién de
linfocitos y macrofagos lo que incrementa los procesos de angiogénesis y

proliferacién de tejido conjuntivo y epitelial (Ramzi et al, 1995; Kindt et al, 2004).

En la actualidad se ha observado que la inflamacién crénica puede llegar a causar
diversas enfermedades tales como diabetes, artritis, Alzheimer, trastornos
cardiovasculares, pulmonares, autoinmunes y particularmente cancer (Aggarwal et
al, 2006). La mayoria de los tejidos precancerosos y cancerosos muestran signos

de inflamacién crénica.

La inflamacion cronica por si misma, asi como la proliferacibn que promueve no
son suficientes para la malignizacion celular. Ademéas de ello, se requiere un
conjunto de condiciones para que se dé este proceso. Un mecanismo mediante el
cual participa la inflamacién en el proceso de carcinogénesis es la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian al DNA (Coussens y Werb, 2002;

Anisimov et al, 2007). Lo cual favorece la aparicion de mas mutaciones.
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En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos de céancer relacionados con la

inflamacion.

Tabla 1. Tipos de cancer relacionados con la inflamacién (Aggarwal et al, 2006).

CAUSANTE INFLAMACION CANCER
Humo de cigarro Bronquitis Céancer de pulmdn
Helicobacter pylori Gastritis Céancer de estbmago
Virus del Papiloma Cervicitis Céancer de cervix
humano
Virus de la Hepatitis By C Hepatitis Carcinoma hepatocelular
Estreptococo del Grupo B Colecistitis Céancer de vesicula biliar
Uropatdgenos Gram- Cistitis Céancer de vejiga
Gastritis, alcohol, tabaco Esofagitis Céancer de esofago
Fibras de asbesto Asbestosis Mesotelioma pleural

Mononucleosis,
enfermedad de Hodgkin
Enfermedad inflamatoria

Virus Epstein-Barr Linfoma de Burkitt

Patogenos intestinales Céancer colonorrectal

intestinal
Luz ultravioleta Dermatitis Melanoma
Infecciones, enfermedades| Atrofia inflamatoria de la : ,
o ! Céancer de prostata
de transmision sexual prostata

Dos de las principales citocinas que median los procesos de inflamacién cronica
son, por una parte el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), que es secretado por
macrofagos activados. Por otra parte, el interferén y (IFN-y) producido por células
T cooperadoras (Ty), NK y células T citotoxicas (Tc o CD8"). Dicha citocina, a su
vez, activa la respuesta humoral de los macrofagos, asi como la expresion del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHCII) en estas células (Kindt
et al, 2004).

Sin embargo, la activacion cronica de macrofagos, también incrementa la
expresion de metaloproteasas y el dafio al DNA por especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno, ademas de lesionar al tejido adyacente. La activacion de los
macréfagos por IFN-y incrementa la transcripcién y estabilidad de mRNA de
TNF-a. Estas moléculas incrementan la expresion de ICAM-1, favoreciendo asi la

migracion de células del sistema inmune al sitio de inflamacion (Kindt et al, 2004).
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Los monocitos migran hacia el tejido dafiado guiados por factores quimiotacticos
de las zonas inflamadas y su extravasacion induce la diferenciacion a macréofagos,
que al activarse favorecen un microambiente local. Los macréfagos activados son
la principal fuente de factores de crecimiento y citocinas, favoreciendo la
modificacién del microambiente local (Coussens y Werb, 2002).

Los macr6fagos asociados a tumores (TAM) son importantes inductores de
inflamacion croénica, se encuentran infiltrados en los tumores y favorecen la
promocion de tumores (Keibel et al, 2009). La adecuada activacion de macrofagos
con IL-12 puede eliminar las células tumorales. Sin embargo en algunos contextos
celulares, los macrofagos también pueden estimular la proliferaciéon de células
tumorales, asi como incrementar la invasion y metastasis (Balkwill y Mantovani,
2001; Coussens y Werb, 2002). Los macréfagos favorecen la superviviencia del
tumor en condiciones de hipoxia ya que incrementan el proceso de angiogénesis.
(Sica et al, 2008). Muchas células malignas producen factores estimulantes de
colonias (CSF) que prolongan la vida de los macréfagos. La abundancia de los
TAM indica un pronéstico no favorable en los pacientes. Los TAM pueden suprimir
la respuesta inmune reclutando células T que carecen de accidon citotdxica y
produciendo receptores solubles de TNF-a lo que inhibe la activacion de dichas
células (Takanami et al, 1999; Keibel et al, 2009).

Las células dendriticas asociadas a tumores, también contribuyen a la baja
actividad de las células T, ya que tienen un fenotipo inmaduro que impide su
activacion (Allavena et al, 2000).

Por otra parte, las citocinas producidas por células tumorales y/o leucocitos
asociados a tumores y plaquetas son proinflamatorias, pero no son de respuesta
inmune especifica o sostenida (Burke et al, 1996). El TNF-a es una citocina que
participa en la inflamacion, controla la poblacién de células inflamatorias
(Coussens y Werb, 2002) induce la muerte de células enfermas y estimula la
proliferacidon de fibroblastos (Balkwill y Mantovani, 2001). Una alta dosis local de
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TNF-a destruye los vasos sanguineos del tumor e induce su necrosis. En
contraste, bajas concentraciones de TNF-a como las que resultan de una
inflamacion crénica, contribuyen a la remodelacién de tejido y al desarrollo del
estroma necesario para el crecimiento del tumor y su migracion (Balkwill y
Mantovani, 2001; Brigati et al, 2002; Aggarwal et al, 2006). La activacién de NF-
KB por TNF-a es muy importante en el proceso de promocion, ya que esta
implicado en la supervivencia de las células, proliferacion y arresto celular, siendo
el vinculo entre la inflamacién y el cancer (de Visser y Coussens, 2005). Este
factor de transcripcion crea un microambiente sostenido de inflamacién crénica en
el tumor al favorecer la expresion de genes proinflamatorios. En diversos estudios
in vivo se ha observado una disminucién en la incidencia de cancer de colon

asociado a colitis con la inhibicion de NK-kB (Kundu y Surh, 2008).

Debido a la relacion entre el cancer y la inflamacién, se ha estudiado el efecto de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) en células cancerigenas, determinando
gue los efectos de los antiinflamatorios son diversos, ya que mientras algunos
inducen apoptosis, otros producen arresto del ciclo celular, disminuyendo asi, la
proliferaciéon. En otros casos se inhibe la produccion de factores angiogénicos y la
migracion de células endoteliales, reduciendo el tamafio del tumor (lfiiguez et al,
2003).

Particularmente se ha estudiado el efecto que los AINES tienen en la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), ya que esta enzima induce angiogénesis, disminuye la
funcion citotoxica de las células T, inhibe la apoptosis y la inmunovigilancia
(Denkert et al, 2001; Subbaramaiah et al, 2003; Blanke, 2004; Chun et al, 2004).
Las COX son enzimas que participan en la sintesis de novo de prostaglandinas
(PG) a partir de acido araquidénico, el cual se encuentra en las membranas
celulares esterificado con fosfolipidos (Subbaramaiah et al, 2003).
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Las prostaglandinas, en especial la prostaglandina E, (PGE;), juegan un papel
importante en la inflamacion, ya que incrementan la permeabilidad vascular
favoreciendo la extravasacion de fluidos y la aparicion del edema. La PGE; es
vasodilatadora por lo que incrementa el flujp sanguineo hacia el tejido,
apareciendo asi el enrojecimiento. PGE, hace mas sensibles los nervios
periféricos en el sitio de inflamacion, participando asi en el incremento de la

sensibilidad al dolor y ademas, como mediador pirético (Clariay Romano, 2005).
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Figura 3. Participacion de la inflamacion crénica en el proceso de
carcinogénesis (modificado de Balkwill y Mantovani, 2001).
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1.5 PROTEINA ICAM-1

La molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1, también llamada CD54) es una
glicoproteina que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas con cinco
dominios extracelulares. Fisiolégicamente, las moléculas de adhesiéon participan
en las interacciones célula-célula de dos maneras: ya sea manteniendo juntas a
células de la misma estirpe o facilitando la adhesion entre células del sistema
inmune con otras estirpes celulares. Esta molécula se expresa en macrofagos,
linfocitos B, linfocitos T, fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales y
epiteliales (Roebuck y Finnegan, 1999; Velasco-Velazquez et al, 2000).

Membrana
celular

‘Jl | ICAMl

DE D3 D4 D5
Figura 4. ICAM-1 posee 5 dominios extracelulares tipo inmunoglobulina

(D) (Sinhaet al, 2008).

La proteina ICAM-1 participa en la extravasacion de las células del sistema
inmune y aunque no es abundante en condiciones fisiologicas, citocinas
proinflamatorias como interleucina 1 (IL-1), IFN-y y TNF-a pueden inducir su
expresion (Hubbard y Rothlen, 2000). Otras moléculas como lipopolisacaridos y
especies reactivas de oxigeno también pueden inducir este efecto (Niesen et al,
2002).

Otras proteinas de adhesion que interactian con ICAM-1 son las integrinas LFA-1
(CD11a/CD18) y MAC-1 (CD11b/CD18) que se expresan en neutrofilos, linfocitos
y macréfagos (Morandini et al, 1998; Liang et al, 2008). Ambas moléculas también
son importantes para la extravasacion de neutréfilos a través del endotelio. Las
LFA-1 hacen posible la adhesién inicial del neutrofilo al endotelio, mientras que
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MAC-1 hace esta unién mas duradera y resistente a la fuerza de corte dada por el
torrente sanguineo (Dong et al, 2005). Por otra parte, la interaccién entre los
linfocitos CD8" con las células tumorales también es regulado por la unién de
ICAM-1 con LFA-1. El aumento en la afinidad de estas proteinas prolonga el
tiempo de contacto, favorece la liberacion de granulos citoliticos a las células
tumorales favoreciendo asi la apoptosis (Jonson, 1999; Kindt et al, 2007).

El papel de ICAM-1 en el proceso de metastasis es controversial. Por una parte
existe evidencia que sugiere la participacion de esta proteina como un factor
antimetastasico. Por otra, existen datos que proponen que su expresion favorece
la metastasis. A continuacién se presentan los trabajos que sustentan ambas

posiciones.

1.5.1 PAPEL ANTIMETASTASICO DE ICAM-1

El proceso de metastasis se ha estudiado inoculando células del melanoma
murino B16 a ratones Knock Out, es decir, con deleciones en diferentes genes que
codifican para proteinas de adhesion. Marvin y col (1998) observaron que ratones
lcam-1"7" presentaron mayor nimero de metastasis a higado con respecto a los
ratones silvestres. En un estudio similar con ratones Icam-1" y Sell” (selectina-L),
también se observé incrementos tanto en el crecimiento del tumor primario, como
en el nimero de metastasis a pulmén (Yamada et al, 2005a). La ausencia de
Icam-1 hace ineficiente la adhesion de células NK, Ty y Tc con las células del

tumor.

Evidencia de experimentos in vivo muestra que la lisis de células tumorales por
infiltracion de linfocitos se incrementa con la sobreexpresion de Icam-1, lo que
hace mas lento el crecimiento del tumor. Ademas, la expresion de Icam-1 en

células de tumores primarios fue mayor que la observada en células metastasicas.
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Este estudio indica que la magnitud de la respuesta citotéxica del sistema inmune
se incrementa con la expresion de Icam-1 (Hamai et al, 2008).

En otro estudio, se observl que en vasos sanguineos de tumores metastaticos no
se expresa lcam-1, mientras que en los vasos de los tejidos adyacentes su
expresion es alta. Esto produjo la acumulacion de linfocitos T en los tejidos

adyacentes y no dentro del tumor metastatico (Weishaput et al, 2007).

1.5.2 PAPEL DE ICAM-1 COMO FACILITADOR DE METASTASIS

En contraste con los estudios anteriores, en ciertos contextos celulares, la
expresion de ICAM-1 en células de melanoma maligno favorece su potencial

metastasico.

Dos grupos independientes, Dong (2005) y Liang (2008), observaron en modelos
in vitro que: i) los neutréfilos incrementan la extravasacion de las células de
melanoma a través del endotelio. ii) El bloqueo con anticuerpos de ICAM-1, LFA-1,
MAC-1 e IL-8 reduce la extravasacion de células de melanoma. Estos autores han
propuesto que la union de los neutréfilos con las células de melanoma crea un
microambiente que puede alterar la respuesta inmune de la siguiente manera: el
incremento de la expresion de IL-8 aumenta la de Mac-1 lo que favorece el
reclutamiento de neutréfilos y la unidon de los linfocitos con las células de

melanoma.

La extravasacion de células de melanoma se debe a que éstas expresan ICAM-1y
se unen a los neutréfilos a través de las integrinas. Por otra parte, las células de
melanoma expresan la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) la cual
también recluta neutrofilos en caso de inflamacion crénica, siendo comdn en casos
de cancer (Dong et al, 2005; Liang et al, 2008).
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In vitro, el TNF-a o IFN-y incrementan la expresion de ICAM-1 en diferentes tipos
de células de melanoma humano (C1861, A375P, MeWo y MeWo0-3S5). La
inoculacién de células tratadas con estas citocinas en ratones atimicos produce de
dos a seis veces mas metastasis que en los inoculados con células control.
Aunque la correlacidén entre la expresion de ICAM-1 y la metastasis fue evidente
en este estudio, TNF-a e IFN-y activan la expresion de otras moléculas, por lo que

habria que pensar en relaciones mas complejas (Miele et al, 1994).

Rosette y col (2005) también observaron una correlacion entre ICAM-1 y el
potencial metastasico en diferentes lineas celulares de cancer mamario (MDA-MB-
434, MDA-MB-231 y MCF-7). En este estudio se inhibid la expresion de ICAM-1
con RNA pequefio de interferencia (siRNA) y se bloquedé a la proteina con
anticuerpos, lo que produjo disminucion significativa en la invasién in vitro. Sin
embargo, no hubo cambios en la migracion celular, efecto inesperado que los

autores no pudieron explicar.

Por otra parte, existe una forma soluble de ICAM-1 (sICAM-1) que puede interferir
en la unién de células de melanoma con células T citotoxicas y NK, evadiendo asi
al sistema inmune. El incremento en los niveles de sICAM-1 tiene relaciéon positiva
con la progresion del melanoma y metastasis a higado. La extirpacién del tumor
primario disminuye los niveles de sICAM-1, pero la presencia de metéstasis los
aumenta nuevamente y en forma gradual (Kageshita et al, 1993; Yamada et al,
2005b).
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1.5.3 REGULACION DE ICAM-1

La expresion de ICAM-1 esta regulada por diferentes factores de transcripcion
como es el caso del factor nuclear kB (NF-kB), las proteinas de Transducciéon de

Sefial y Activacion de Transcripcion (STAT) y la proteina activadora 1 (AP-1).

Los receptores para IL-1 (IL-1R) y TNF-a (TNF-R1) poseen actividad cinasa
intrinseca y al activarse por unién a su ligando, fosforilan y degradan a la proteina
inhibidora de NF-kB (I-kB). Esto activa a NF-kB lo que permite su translocacion al

nacleo para unirse a sus elementos de respuesta en el promotor del gen ICAM-1.

El receptor para IFN-y (R-IFN-y) carece de actividad cinasa intrinseca, por lo que
al activarse por su unién a ligando, la porcion citosdlica se asocia a cinasas de
Janus (JAK), que se autofosforilan y a su vez activan por fosforilacion a las
proteinas STAT. Esto dimeriza a STAT y los transloca al nicleo donde se unen a
los elementos de respuesta en el DNA (IRE) (Schroder et al, 2004).

Diversas citocinas, factores de crecimiento y el estrés oxidativo incrementan la
expresion de FOS y JUN, que al dimerizarse conforman el complejo conocido

como AP-1.

También existen otras vias de sefalizacion, por ejemplo el de la proteina cinasa C
(PKC), la cual puede ser activada por factores de inflamacion tales como IL-1[,
TNF-a, IFN-y, 6xido nitrico, lipopolisacéaridos, entre otros. La activacion de PKC
incrementa la estabilidad del mMRNA de ICAM-1 aumentando asi su, ademas de
activar a NFkB y AP-1 (Roebuck y Finnegan, 1999).
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Figura 5. Esguema representativo de los activadores de la expresion de
ICAM-1. (IRE: elemento de respuesta a IL-1) (Imagen modificada de
Roebuck y Finnegan, 1999).
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2. JUSTIFICACION

La inflamacion cronica participa de varias maneras en los procesos carcinogénicos
y en la desregulacion de la proliferacion celular. Por ello, se ha propuesto el uso

de agentes antiinflamatorios como adyuvantes en la quimioterapia.

La dafnetina (6, 7-dihidroxicumarina) es la cumarina simple con mayor actividad
antiproliferativa in vitro, pero su actividad antitumoral in vivo ain no ha sido
suficientemente estudiada. Este compuesto es un metabolito secundario que se
encuentra en una gran cantidad de especies vegetales. Ademas posee
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que se han evaluado en modelos
murinos de artritis. Uno de los mecanismos antiinflamatorios de la dafnetina es la

inhibiciéon de la sintesis de TNF-a.

Resultados preliminares indican que la administracion de dafnetina a ratones
inoculados con células de melanoma murino B16-F10 disminuye la inflamacion en
los tumores e incrementa la supervivencia. El efecto antiinflamatorio resultd méas
evidente en los ratones que recibieron pretratamiento con dafnetina dos semanas
antes de la inoculacion. En el presente trabajo se propuso el estudio in vitro e in
vivo de la expresion de una proteina que participa tanto en procesos inflamatorios
como cancerigenos. Se decidié evaluar la expresion de Icam-1 debido a que esta
proteina es regulada por TNF-a. Aunque se ha reportado que altas
concentraciones de TNF-a puede tener efecto antitumoral, en bajas
concentraciones participa activamente en la inflamacion crénica y en procesos

tumorales.

Por esta razon, en este trabajo se decidié evaluar y contrastar la respuesta
obtenida del tratamiento con dafnetina de ensayos in vitro e in vivo en células del
melanoma murino B16-F10. Las muestras de tumores fueron obtenidas dos

semanas después de la inoculacion de estas células en los ratones C57BL/6.
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El segundo proposito de este trabajo fue estandarizar las condiciones para evaluar
en este modelo murino la transcripcion de genes involucrados tanto en el proceso

inflamatorio como el de carcinogénesis.

2.1 HIPOTESIS

La dafnetina inhibe la biosintesis de TNF-a, entonces el tratamiento con dafnetina

podria disminuir la expresion de Icam-1 tanto in vivo como in vitro.

Los efectos antiinflamatorios de la dafnetina podrian contribuir a las posibles

acciones antitumorales in vivo.

2.2 OBJETIVOS GENERALES

e Evaluar in vitro e in vivo la expresion de Icam-1 en células B16-F10 tratadas
con dafnetina.
e Evaluar el efecto antitumoral o quimioprotector de la dafnetina en un modelo

murino.

2.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Estandarizar la técnica de PCR para la evaluacién del efecto de la dafnetina.

e Determinar el gen de referencia para la medicion del efecto de la dafnetina
sobre diferentes genes.

e Evaluar in vitro los posibles efectos que la dafnetina tenga sobre la expresion
de lcam-1.

e Corroborar en un modelo murino los resultados obtenidos en cultivos celulares.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 REACTIVOS Y MEDIOS

La dafnetina (7,8-dihidroxicumarina), dimetil sulféxido (DMSO), 2-propanol y etanol
absoluto fueron obtenidos comercialmente de Sigma-Aldrich (St Lois, MO). El
suero fetal bovino fue obtenido comercialmente de PAA Laboratories (Canada) y el
medio RPMI 1640 con rojo fenol, de Gibco (Grand Island, NY). La mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, el Trizol® SYBR GreenER qPCR SuperMix
Universal, SuperScript Ill First-Strand Syntesis SuperMix for q RT-PCR y el
geNorm™ Housekeeping Gene Selection Kit fueron obtenidos comercialmente de
Invitrogen™ (Carlsbad, Ca). Los cebadores para ICAM-1 fueron sintetizados por
Invitrogen™ con base en una secuencia reportada en la literatura (Dai et al, 2008).

Tabla 2. Secuencia de los cebadores de Icam-1 utilizados

Icam-1-F GGGACCACGGAGCCAAT
Icam-1-R GCTTTGGGATGGTAGCTGGAA

3.2 LINEA CELULAR

La linea de melanoma murino B16-F10 fue obtenida del American Type Culture
Collection (ATCC Numero CRL-6475). Esta linea celular fue generada de ratones
C57BL/6, los cuales desarrollan espontdneamente melanoma, es altamente
metastésica y tiene baja produccién de melanina (Kochenderfer y Gress, 2007).
Este tipo de melanoma es poco inmunogénico y expresa moléculas de complejo
mayor de histocompatibilidad clase | (MHC1) en bajos niveles, lo cual dificulta su

reconocimiento por las células CD8" (Seliger, 2001).
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3.3 MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de
suero de fetos de bovino con complemento inactivado por calor 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%.

3.4 ENSAYOS IN VITRO

La dafnetina se probd6 en las siguientes concentraciones 10, 20 y 40 uM. Para
cada tratamiento se sembraron 200 000 células en 15 mL de medio, en cajas de
Petri de 100 cm? (NUNC, Denmark) por 72 horas. Como disolvente del farmaco se
utilizé DMSO y su concentracién final en el medio de cultivo fue de 0.0001% V/V.
Para cada ensayo hubo un control de disolvente y un control absoluto (células que
no recibieron tratamiento ni disolvente). Al término del tiempo de exposicién, se
obtuvo un millén y medio de células para realizar la extracciéon de RNA. En el caso
de la concentracion de 40 uM fueron sembradas dos cajas de Petri para tener un

namero final de células similar a los de los tratamientos de 10 y 20 pM.

3.5 ENSAYOS IN VIVO

Los ratones de la cepa C57BL/6 fueron adquiridos de Harlan México. Se utilizaron
ratones machos de 6 a 7 semanas de edad con un peso de 18 a 20 gramos, que
se mantuvieron en el Bioterio del Departamento de Farmacologia bajo las
siguientes condiciones: a) jaulas de material impermeable, transparente, de
bordes redondos, con piso sélido, b) con libre acceso a comida y agua, c) con
cambio de lecho estéril tres veces por semana, d) cada jaula tuvo 3 animales.
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Después de una amplia exploracion de condiciones experimentales se
estandarizaron las siguientes condiciones para la obtencién de tumores: a cada
ratén se le inoculé 10° células de melanoma murino B16-F10 en un volumen de
200 pL de forma subcutanea. Al término de un mes, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical y los tumores fueron obtenidos para la extraccién de RNA.

Evaluacién in vivo de la dafnetina: Se administré dafnetina (80 mg/kg de peso
corporal por via oral) dos semanas antes y dos semanas después de la
inoculacién de las células, al término de las cuales los ratones fueron sacrificaron
por dislocacion cervical (segun la Guia de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-

Z00-1999) y se obtuvieron los tumores para la posterior extraccion de RNA.

En un trabajo previo de nuestro grupo de trabajo, se observé que en tiempos
largos, los tumores de los ratones inoculados con células B16-F10, no
presentaban diferencias en cuanto al tamafio con respecto a los tratados con
dafnetina (datos no publicados), por lo que se pensd en realizar ensayos mas
cortos para poder observar cambios significativos al inicio de la aparicién del
tumor. Se determind que un tiempo de dos semanas de desarrollo del tumor seria
adecuado, ya que en otros articulos se estudian los tumores después de este
tiempo, obteniendo resultados satisfactorios (Marvin et al, 1997; Yamada et al,
2005a).

3.6 EXTRACCION DE RNA

Para la extraccion de muestras in vitro: al tercer dia de incubacion, se retiro el
medio a las células y se lavaron con una solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS). Posteriormente, se agregé 1 mL de Trizol® y se raspd la caja para
desprender las células. En el caso de la extraccion de las muestras de tumores:
los tumores se pusieron directamente en Trizol®. Se afadieron 200 pL de
cloroformo:alcohol isoamilico, se centrifugé por 5 minutos a 8 000 rpm. La fase

acuosa fue recuperada y se agregaron 500 pL de isopropanol, esto se dejo
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incubando a -20 °C por tres horas, para centrifugar posteriormente media hora a
4 °C, 12 000 rpm. Se eliminé todo el sobrenadante y se hicieron dos lavados con
etanol, centrifugando 10 minutos a 12000 rpm y dejando secar el exceso de
etanol. EI RNA obtenido fue resuspendido en 40 pL de agua con 0.01% de dietil
pirocarbonato (DEPC). Para determinar la pureza de las muestras, se realizaron
diluciones para medirlas en el espectrofotometro a 260 y 280 nm. La relacién entre
ambas longitudes de onda debe de ser entre 1.6 y 3.0. Se corrieron geles de
agarosa al 1% para determinar la integridad del RNA en una camara Bio-Rad Mini-
Sub® Cell GT a 70 mV.

El cDNA fue obtenido mediante el kit SuperScript Il First-Strand Synthesis
SuperMix for gRT-PCR siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente,
se llevo a cabo el PCR en tiempo real utilizando SYBR GreenER gPCR SuperMix
Universal en un rotor Corbett con el programa Rotor Gene 6000.

Tabla 3. Las condiciones de corrida para el PCR en tiempo real.

Activacién 50 ciclos
enzimatica
60°C/60s
95°C/10 min 9500/1.55 ., (alineamiento y
(desnaturalizacion) P
elongacion)

3.7 PRUEBAS ESTADISTICAS

Para los analisis estadisticos en el presente trabajo se utiliz6 el programa de
Sigma Stat.

En el caso de los ensayos in vitro, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA),

mientras que en los ensayos in vivo, se realizaron pruebas de T de Student.
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4. ESTANDARIZACION

En la técnica de PCR en tiempo real se registran continuamente sefiales de
fluorescencia de una o mas reacciones de la polimerasa en cierto nimero de
ciclos de amplificacion (Shipley, 2006). Con esta técnica las sefales de
fluorescencia de cada reaccion son transformadas a valores numéricos que se

grafican en unidades de fluorescencia contra ciclos (ver figura 6).

El valor Ct (por sus siglas en inglés threshold cycle) indica el ciclo en el que se ha
llegado a un umbral determinado de unidades de fluorescencia (Livak y
Schmittgen, 2001). Este es un valor que se elige entre el inicio de la fase
exponencial y la interfase, ademéas debe de estar después del “ruido”, que es la
parte de la curva que se encuentra antes de la fase exponencial de la reaccion de
amplificacion (Pfaffl, 2006).

104 5

Fase de meseta
Bl Interfase cickn 2240
el 15-M

w0 o e
o o el it i ke ot R e

H_‘...l-_nnd_ o ell Bl i

Eprmempme ety o L LS S Lo L

'"I-‘

a4

1 \Fase de ruidol .-rr;r

Fluorescencia (log10)

" giglp 12 J
.".d.)r
w5 r'
FJ
‘0 i
]
ﬁ - ll:_.llr
- i
| REXT A
{ 5 10 15 20 25 30 5 qi

Ciclos
Figura 6. Fases que se observan durante la graficacion de los valores de
fluorescencia obtenidas durante diferentes ciclos de amplificacion en la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (Pfaffl, 2006).
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Las reacciones se realizan en voliumenes pequefios que deben ser determinados
de acuerdo a los reactivos, al equipo, caracteristicas del estudio, etcétera. Cada
tratamiento se analiza por triplicado y el valor de desviacién estandar de los Ct
debe ser menor a 0.5, ya que el fabricante (Invitrogen™) establece que valores

mayores indican errores en el pipeteo de los reactivos.

El volumen de reaccion recomendado por el fabricante es de 50 uL, pero para
optimizar el uso de los reactivos se evaluaron distintos volumenes de reaccion (6,
10, 12 y 25 uyL). Como se observa en la grafica 1, en las reacciones donde se
utilizaron 6 pL como volumen de reaccién, la dispersion fue mayor que la
observada en las de 10 pL. Se encontré6 que el volumen minimo donde se
observaba menor variacion fue de 10 puL, por ello se trabajé con este ultimo

volumen en todos los casos.
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Gréafica 1. Determinacion del volumen de reaccion. La intensidad de
fluorescencia obtenida con 6 pL de reaccion alcanza como maximo 10 unidades
(desviacién estandar de 1.86), mientras que con 10 pL se alcanzan casi 60

unidades (desviacién estandar de 0.21).
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4.1DETERMINACION DEL GEN DE REFERENCIA

En el PCR en tiempo real, para evaluar la expresion relativa de un gen problema
(gen x) se requiere determinar un gen de referencia que se utilizard como
comparativo para evaluar la expresion relativa del gen x. Para que un gen
constitutivo pueda ser utilizado como gen de referencia, su expresion debe tener la
menor variacion posible entre el control absoluto, el control de disolvente y los
tratamientos (10, 20 y 40 uM de dafnetina). El valor M (medida de estabilidad
del gen) es el promedio de las variaciones de un gen constitutivo con respecto a

otros genes constitutivos también evaluados (Vandesompele et al, 2002). Este

valor se refiere a la tasa de expresion, en todos los tratamientos, de dos genes
cuya regulacion es independiente. Entre menor sea el valor de M, mayor sera la
estabilidad (Piantoni et al, 2008). El programa geNorm de Primer Design Ltd
determina el valor de M a partir de los valores experimentales de Ct. Este
programa recomienda que el valor de M sea menor a 1.5. La tabla 4 contiene los
valores de Ct y de M para los distintos genes constitutivos que fueron evaluados.
En el modelo murino que estudiamos, los dos genes con valores de M menores,
es decir, con mayor estabilidad fueron Gapdh (0.524) y Ubc (0.551).

Tabla 4. Genes evaluados para determinar el gen de referencia que se utilizara en ensayos

subsecuentes.
Abreviacion Nombre Ct* M
Gliceraldehido-3-fosfato

Gapdh deshidrogenasa 15.8 0.524
Ubc Ubiquitina C 20.2 0.551
Actb B-Actina 17.3 0.622
B2m B-2-microglobulina 19.4 0.629
18s RNA Subunidad 18s de RNA; 53 0.783

) Factor de inicio de traduccion
Eif4a2 eUCAriGco AA2 30.6 1.419

*El valor de Ct corresponde al ciclo donde se inicia la fase exponencial de la

reaccion.
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Gréfica 2. Gréficas obtenidas de los genes evaluados mediante el programa
Corbett Rotor-Gene™ 6000— Indica el ciclo donde inicia la fase exponencial

de la reaccion de cada gen.

La fase exponencial de amplificacion de la reaccion para el cDNA es diferente
para cada gen (grafica 2), por ejemplo, la fase de amplificacién exponencial de 18s
se inicia entre los ciclos 5 y 10, mientras que para Eif4a2 es aproximadamente de
30 ciclos, siendo este gen el que presenté mayor variacion (M= 1.419).

4.2 DETERMINACION DEL RANGO DINAMICO DE LA REACCION

La determinacion del rango dinamico de la reaccion es util tanto para establecer la
cantidad de cDNA que se utilizar4 en cada reaccién, como para determinar el gen

constitutivo que presenta menor variacion a diferentes concentraciones de cDNA.

En un inicio se evaluaron diluciones 1:5, 1:50, 1:500, 1:5000 y 1:50000 del control
absoluto (sin tratamiento). Las diluciones se realizaron a partir de 20 pL de cDNA
sintetizado de 1 pg de RNA total. En la grafica 3 se observa que la amplificacion
de Gapdh a distintas diluciones de cDNA presenta un patrdn regular, lo que indica
gue su rango dinamico es muy amplio. En contraste, en el caso de Icam-1, en la
dilucién 1:5 hay poca dispersion en los datos, pero a partir de la dilucion 1:50 las
dispersiones son mayores. En las diluciones posteriores, las amplificaciones se
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encuentran después del ciclo 50. Mas de 50 ciclos no son recomendables, debido

a que la amplificacion puede ser inespecifica, ademas de la obtencion de dimeros.
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Gréfica 3. Determinacion del rango dindmico de la reaccion.
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A partir de estos datos se hicieron diluciones menores del cDNA de los controles

absolutos para calcular los valores Ct y posteriormente los de ACt de Icam-1 con

respecto a los genes constitutivos (tabla 5). A bajas concentraciones de cDNA

(0.00625pL) no se detecta la reaccion de amplificacién de Icam-1.

Tabla 5. Determinacion de ACt de ICAM-1 con respecto a GAPDH y UBC.

pL de Log Ct CtuUbc | Ct ACt ACt
cDNA* | Conc | Gapdh Icam-1 | Gapdh/lcam-1 | Ubc/Icam-1
0.00625 2.2 13.74 2119 | - | e e
0.0125 -1.9 12.97 20.70 | 28.8 -15.83 -8.1
0.025 -1.6 12.06 20.37 | 29.02 -16.96 -8.65
0.05 -1.3 11.21 19.76 | 27.99 -16.78 -8.23
0.1 -1.0 104 19.37 | 27.33 -16.93 -7.96
0.2 -0.7 9.63 18.21 | 26.60 -16.97 -8.39

*Microlitros de cDNA utilizados en 10 pL de reaccion: de 0.0625a 1 pL.
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Los datos de ACt de la tabla 5 fueron graficados para determinar cudl de los dos
genes constitutivos tiene menores variaciones a diferentes concentraciones de
cDNA. El valor de la pendiente que se aproxime mas a cero tiene menor variacion;
en la gréfica 4 se observa que la pendiente de Gapdh/lcam-1 se acerca mas a
este valor, por lo que es el mas adecuado como gen de referencia para este

estudio.
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Gréfica 4. Variacion de la ACt de lcam-1 con respecto a los genes Ubc y
Gapdh.
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4.3DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CEBADOR

En la tabla 6 se puede observar que no hay diferencias significativas en el ciclo
(Ct) con una fluorescencia de 0.018 unidades, asi que se eligio la concentracion
gue mostraba menor desviacion estandar (st dev), 300 nM.

Tabla 6. Evaluacion de la concentracion de cebador en la reaccion con
respecto al Ct obtenido.

Concentracion de Ct | stdev
cebador de Icam-1 (nM)
150 27.4 | 0.98
300 26.6 | 0.19
500 27.6 | 0.37
1000 27.1 1

De acuerdo a las determinaciones anteriores se establecid el uso del gen Gapdh
como gen de referencia, la concentracién de cDNA 0.5 uL y de 300 nM de cebador
en un volumen de reaccién de 10 pL. Los resultados fueron analizados mediante

el calculo de AACt de a cuerdo a la recomendacion de Livak y Schmittgen (2001).

Ct

Expresion relativa = 2744

AACT =(Ct

gen deinterés - gen dereferencia )Tratamiento - (Ct gendeinterés - Ct gen dereferencia )Comrol
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5. RESULTADOS

5.1 EXPRESION IN VITRO DE ICAM-1 EN CELULAS DEL MELANOMA
MURINO B16-F10

En la grafica 5 se observa un incremento gradual en la expresiéon de Icam-1 que
depende de la concentracion de dafnetina a la que fueron expuestas las células de
melanoma murino B-16-F10. Se realiz6 una ANOVA con el programa SigmaStat
para analizar los resultados y se observo que existen diferencias significativas en
la expresion de Icam-1 en la concentracion de 40 uM de dafnetina con respecto al
control. En cuanto a Eif4a2, no hay diferencias significativas en su expresion, se
decidi6é estudiarlo debido a que era el gen de referencia con mayor variacion
dentro de los tratamientos. Sélo se puede decir que no es buen gen de referencia.
Se realizaron ensayos con células estimuladas de TNF-a como control positivo, en

los que se observé la misma tendencia (datos no mostrados).
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Graéfica 5. Expresion relativa de Icam-1 y Eif4a2 con respecto a Gapdh.
Resultados obtenidos de tres ensayos independientes.
*P<0.05
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5.2 EXPRESION DE ICAM-1 EN RATONES NO TRATADOS

En ratones no tratados se observé que a un mes de la inoculacién de células, los
tumores producidos presentaron diferencias de tamafio, por lo que se dividieron en
dos grupos en base al peso. Los tumores con un peso mayor a 5 g fueron
considerados en un grupo y los tumores con un peso menor a 4 g fueron
considerados en otro grupo (tabla 7).

La expresion relativa de Icam-1 fue mayor en tumores de poco peso con
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.5) al compararse con los tumores

de mayor peso.

Tabla 7. Expresion relativa de Icam-1 en tumores extraidos de ratones de la
cepa C57BL/6 inoculados con células de melanoma murino B16-F10.

Peso del tumor (g) Expresion relativa de
n lcam-1
promedio st dev promedio st dev
Tumores de
mayor peso S 6.5 1.15 1.3 0.98
Tumores de
menor peso 3 2.9 1.02 3.6 1.10

36



5.3 EXPRESION DE ICAM-1 EN RATONES TRATADOS CON DAFNETINA

En otro estudio in vivo, se administré una dosis de 80 mg/kg de peso de dafnetina
por via oral a ratones inoculados con células de melanoma murino B16-F10. A las
dos semanas de la inoculacién fueron sacrificados por dislocacién cervical. De 6
animales tratados, dos ratones no desarrollaron tumores (30 %), un ratén
desarrollé un tumor incipiente del que no se pudo obtener RNA (20 %) y solo de
tres (50 %) se obtuvieron muestras adecuadas para realizar la extraccion de RNA.
En la tabla 8, se observa que los cambios en la expresién de Icam-1 no son
significativos, sin embargo, el peso de los tumores de los ratones tratados es

menor y estadisticamente significativo (p<0.05).

Tabla 8. Expresion relativa de lcam-1 en tumores extraidos de ratones de la
cepa C57BL/6 tratados con dafnetina e inoculados con células de melanoma
murino B16-F10.

Peso del tumor (g) Expresion relativa de
lcam-1
promedio | stdev | promedio st dev
Control 0.96 0.19 0.85 0.34
Dafnetina 0.32 0.43 1.21 1.01
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6. DISCUSION

En el presente estudio se determiné que de seis genes constitutivos solo la
expresion de Gapdh y Ubc pueden ser empleadas como referencia en la técnica
de PCR en tiempo real. La estabilidad de la expresién de dichos genes es mayor
(valor de M menor) y con menores variaciones en sus rangos dindmicos con
respecto al gen problema. En base a estos valores, se eligio a Gapdh como

referencia.

La eleccién de los cebadores para un gen problema se realiza en base a la
especificidad de la secuencia y a su respectiva temperatura de desnaturalizacion
(Tm), que debe ser cercana a la de los cebadores de los genes constitutivos para

gue amplifigue a temperaturas de ciclaje similares.

Como no contamos con la secuencias de los genes constitutivos ni con sus
respectivos valores de Tm, de acuerdo a las instrucciones del proveedor, se
buscaron en la bibliografia secuencias de cebadores de los genes problema con
una Tm cercana a 60 °C. Se verifico con el programa BLASTN de PubMed
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) la especificidad de los mismos. En el caso
de los cebadores para Icam-1 (Dai et al, 2008), se observé una amplificacion

adecuada en las condiciones de corrida de los genes constitutivos.

Sin embargo, en el caso de los cebadores para prostaglandina endoperéxido
sintasa 2 (Ptgs2) y para metaloproteasa 2 (Mmp2) reportados por Scarfi y col.
(2007) no observamos amplificacion. Ambos cebadores tienen una Tm de 60 C y
sus condiciones de ciclaje son idénticas a las de los cebadores de los genes
constitutivos. Se exploraron otras condiciones de corrida, tanto de las muestras del
cultivo celular como de las muestras de tumores, pero no observamos

amplificacion. Esto nos indica que no siempre son confiables los datos publicados.
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Posteriormente, se evalud la expresion de Ptgs2 con cebadores especificos
sintetizados por PrimerDesign Ltd (con Tm de 56.5 °C) y observo amplificacién en
las muestras in vivo de tumores pero no en las muestras in vitro de células B16-
F10. Incluso, como control positivo del sistema in vitro, se estimularon las células
con TNF-a a varias concentraciones y tiempos de exposicién, pero tampoco se
observo amplificacion. Esto indica que la expresion del gen también depende de
las caracteristicas particulares del modelo biol6gico.

Se ha reportado que muchas proteinas con actividad cinasa de tirosina (TK) son
proto-oncogenes Yy la fosforilacion y activacion de en sus tirosinas regulan eventos
criticos en el control de la proliferacion y en la malignizacion celular (Alberts et al,
2008). Por tanto, la inhibicién de estas proteinas se ha propuesto como un blanco
farmacoldgico (Tamura y Fukuoka, 2003).

El efecto antiproliferativo de la esculetina a través de la inhibicion de TK se ha
observado en modelos de dafio vascular en rata (Huang et al, 1993, Pan SL et al,
2005). En contraste, los efectos antiproliferativos de esta cumarina son mas
limitados en tumores solidos (Hofmanova et al, 2002), probablemente debido a
que las células malignizadas tienen mayores anormalidades en sus vias de
sefalizacion. La dafnetina es un inhibidor TK mas potente y con mayores efectos
antiproliferativos que la esculetina. Sin embargo, in vitro, la dafnetina solo inhibe la
actividad de las cinasas ERK1 y ERK2 desde concentraciones de 200 uM y a
concentraciones bajas induce diferenciacion celular (Finn et al, 2004).

En un modelo de inoculacion subcutanea de células del melanoma murino B16-
F10 en ratones singénicos C57BL/6, recientemente se ha evaluado la actividad
antitumoral de la dafnetina in vivo (Villegas, 2008). Los tumores de los ratones
tratados presentaron menos procesos inflamatorios que los ratones controles. Por
lo que en el presente trabajo decidimos evaluar a concentraciones bajas (10, 20 y
40 uM) las acciones de dafnetina sobre la expresion de genes que participen en la

inflamacion y el crecimiento tumoral in vivo.
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Tanto in vitro como in vivo, se ha observado que la dafnetina inhibe la biosintesis
de TNF-a y produce efectos antiinflamatorios (Yesilada et al, 2001; Gao et al,
2008). Debido a que esta molécula participa tanto en la inflamacion como en la via
de sefializacién de Icam-1, en el presente trabajo se estudid, tanto in vitro como in
vivo, la expresion de esta molécula y su modificacion farmacoldgica por dafnetina.
Se ha propuesto la inhibicion de Icam-1 como un blanco farmacolégico para
disminuir metastasis y la progresion tumoral (Kageshita et al, 1993; Miele et al,
1994; Dong et al, 2005; Rosette et al, 2005; Yamada et al, 2005b; Liang et al,
2008; Yamada et al, 2008). Lopez-Gonzélez y colaboradores (2008), reportaron
gue la cumarina disminuia la expresion de Icam-1 en las células del melanoma
murino B16-F10.

Partiendo de los datos arriba indicados, supusimos que la dafnetina disminuiria la
expresion de Icam-1 en las células B16-F10, en contraste, en nuestros
experimentos in vitro observamos lo contrario. Al incubar simultdneamente las
células con TNF-a y dafnetina, se observaron incrementos estadisticamente
significativos a concentraciones mas bajas (datos no mostrados). Esto indica que
pese a su analogia estructural, la dafnetina tiene efectos distintos que los
observados con la cumarina por el grupo de Lopez-Gonzalez (2008).

Aungue algunos autores relacionan la expresion de ICAM-1 con un incremento en
la metastasis y desarrollo tumoral, otros autores la relacionan con una facilitacién
del sistema inmune para limitar el desarrollo del tumor. Nuestros resultados son
coherentes con esta Ultima propuesta. En el tratamiento de cancer, las células
mas diferenciadas se asocian a un mejor diagnostico. Las células tumorales mas
diferenciadas tienen una expresion mayor de moléculas clase | del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC-1) e ICAM-1 en su superficie, lo que les
confiere mayor antigenicidad (Carlson et al, 2008). Esto implicaria una mayor
sensibilidad de las células malignas hacia los linfocitos T citotoxicos y células NK.

En nuestros resultados, a dos semanas de la inoculacion de las células, la mayor

40



expresion de Icam-1 en los tumores de peso bajo concuerda con esta posibilidad,
al igual que nuestras observaciones in vitro, tanto a la concentracion de 40 uM de

dafnetina y TNF-a mas 20 uM de dafnetina.

In vivo, después de dos semanas de la inoculacion de las células, se observé un
retraso en la aparicion de los tumores: algunos ratones tratados con dafnetina ain
no habian desarrollado tumores al momento de ser sacrificados; otros ratones
presentaron tumores de menor peso y tamafio que los ratones control. Sin
embargo, entre los tumores del grupo control y del grupo tratado no se observaron

diferencias estadisticamente significativas en la expresion de lcam-1.

Las inconsistencias observadas entre los ensayos in vitro e in vivo con la dafnetina
pueden ser el resultado de varios factores. Los modelos in vivo involucran
procesos de mayor complejidad, como la participacién del sistema inmune que no
estan involucrados con el modelo in vitro. Quiza las células B16-F10 podrian tener
importantes cambios durante la progresion del tumor, desafortunadamente este
modelo in vivo no nos permite obtencidon de muestras a diferentes tiempos para

evaluar la cinética de expresion de lcam-1.

Otra caracteristica del modelo in vivo que quiza limite el estudio de las acciones de
la dafnetina es que las células B16-F10 tienen poca inmunogenicidad y baja
expresion de moléculas Mhcl, lo que dificulta su reconocimiento por las células
CD8" (Seliger, 2001). Estas caracteristicas podrian ser una variacion bioldgica al

modelo experimental que no se contemplé en este estudio.
El efecto de la dafnetina en la aparicién de tumores es bastante claro, por lo que

se debe estudiar la expresion de otros genes relacionados con los procesos

antiproliferativos y antiinflamatorios.
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7. CONCLUSIONES

Las condiciones adecuadas para estudiar el efecto de la dafnetina en el modelo de

tumor murino inducido por la inoculacién de células B16-F10 sobre la expresion de

genes problema son las siguientes:

e El gen de referencia ideal es Gapdh por no presentar variacion en su expresion
con respecto a los controles y los tratamientos.

e Un volumen de reaccion de 10 uL es adecuado.

e Para evaluar otro gen, es necesario determinar el rango dinAmico, ya que es

independiente de cada gen.

In vitro, la dafnetina increment6 en forma significativa la expresion de Icam-1 a la

concentracion de 40 pM.

In vivo, en ratones no tratados, los tumores de un mes de menor peso tuvieron

una mayor expresion de lcam-1 que los tumores de mayor peso.

No existe una correlacion entre la dosis de dafnetina administrada a los ratones
con la expresion de Icam-1, lo que sugiere que otras proteinas deben estar

involucradas en la disminucién de la aparicién de tumores.

Se propone que la dafnetina posee un efecto quimioprotector, ya que retarda el

tiempo de aparicion y el tamafio de los tumores.

Dado que no hubo relacidén con la administracion de dafnetina en los ratones, debe
existir otro mecanismo por el cual actia este compuesto. Por ello se propone
estudiar otros genes, tales como ciclina D1 (Ccndl), caderina-1 (Cdhl) y Mmp2.
Estos genes pueden ser indicadores de diferenciacion y proteinas que pueden

favorecer la migracion.
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