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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Existen productos naturales de consumo humano, como plantas, frutos, semillas y
especias que contienen varios tipos de principios activos que son Uutiles en la
prevencién y tratamiento de diversas enfermedades relacionadas con los
estrogenos. Estos compuestos naturales has sido denominados como
fitoestrogenos (ver inciso 1.4). En los ultimos afos, el creciente numero de
publicaciones sobre fitoestrogenos (Figura 1), indica que existe un gran interés por

el estudio de estos compuestos. (Takeshi, 2006).
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Figura 1. Numero de publicaciones acerca de fitoestrégenos.

La genisteina es la isoflavona mas abundante en la soya, y por lo tanto, ha sido la
mas estudiada por diversos grupos de investigacion (Lamartiniere et.al., 1998; Li
et.al., 1999; Murrill et.al., 1996; Rowland et.al., 2000; Wiseman et.al., 2000).



1.2 Datos epidemioldgicos y la prevencion del cancer de mama.

Estudios epidemioldgicos indican que las poblaciones occidentales, en
comparacién con las asiaticas, presentan una incidencia mayor de enfermedades
como: obesidad, diabetes, Alzheimer, osteoporosis, sintomas posmenopausicos, y
varios tipos de cancer, incluyendo al cancer de mama (Takeshi, 2006). Las
diferencias entre estas dos poblaciones son determinadas por diversos factores,
entre los que destacan los factores nutricionales. La soya es la base de la
alimentacion asiatica y por lo tanto, estas poblaciones tienen una elevada

exposicion a los fitoestrégenos presentes en este alimento (Tham et.al., 1998).

La teoria de que los fitoestrégenos pudieran tener un efecto protector contra el
cancer, por su analogia estructural con los estrégenos, fue postulada por primera
vez por Schectell & Adlercreutz (1988).

Key y colaboradores (1990) observaron que, las mujeres asiaticas tienen un nivel
de estrégenos en suero aproximadamente 40% menor que las mujeres que viven
en occidente. Esto es consecuencia de que los fitoestrogenos reducen el nivel de
estrogenos a través de mecanismos distintos. Uno de estos mecanismos es a
través de la inhibicién de las sulfoniltransferasas que sulfatan, tanto a esteroides
estrogénicos como a procarcinégenos de la dieta. Otro mecanismo es la inhibicion
de otras enzimas involucradas en la biosintesis y metabolismo de los estrégenos,
como la aromatasa, la 17f3- y la 3B- hidroxiesteroide deshidrogenada (Adlercreutz
etal., 1993; Le Bail et.al,, 2000; Kirk et.al., 2001). Ademas, estos compuestos
estimulan la produccion en el higado de la globulina de unién a hormonas
sexuales (Adlercreutz et.al., 1987).

Las isoflavonas obtenidas por el consumo de soya son detectables en la leche
materna (Franke et.al., 1998) y pueden ser transmitidas a los nifios desde el

nacimiento. Diversos estudios sugieren que la exposicion temprana a



fitoestrégenos es extremadamente importante para ganar efectos protectores
contra el cancer (Shu et.al., 2001).

La proteccién conferida en mujeres asiaticas por el consumo de soya se pierde, al
paso de pocas generaciones, debido a la inmigracion a occidente y la adaptacién
a este nuevo estilo de vida. Esto se confirma en estudios de migracién donde se
indica que la incidencia de cancer de mama en la primera generacién de estos
inmigrantes es baja, pero que se incrementa a partir de las generaciones

consecutivas (Shimizu et.al., 1991; Ziegler et.al., 1993).

Algunos estudios sugieren que la exposicién a fitoestrogenos en mujeres adultas,
puede prevenir el cancer de mama (Yuan etal, 1995). Sin embargo, otros
estudios epidemiolégicos indican que los fitoestrogenos carecen de dicho efecto
protector (Nomura et.al., 1978; Hirohata et.al., 1985; Lee et.al., 1991; Hirose et.al.,
1995; Yuan et.al., 1995; Wu et.al., 1996; Witte et.al., 1997; Key et.al., 1999; Dai
etal., 2001; Horn-Ross et.al., 2001; Shu etal, 2001). De estos estudios se
concluye que las dietas con alto contenido de soya consumidas en edades adultas
no son suficientes para ejercer un efecto quimioprotector contra el cancer de

mama (Adlercreutz, 2002).

Kurzer (2003) reporté que en ciertas situaciones, el consumo de suplementos que
contienen cantidades no controladas de fitoestrogenos, puede tener efectos
adversos. Pueden provocar efectos procarcinogénicos en mujeres que toman
suplementos para aminorar los sintomas menopausicos. También pueden tener
efectos antiestrogénicos en la reproduccién, y efectos negativos en el desarrollo
pre y postnatal (un ejemplo de esto, son las férmulas infantiles basadas en soya;
Whitten et.al., 1995).

La mayoria de la informacién clinica y epidemiolégica sobre el consumo de

fitoestrogenos y el riesgo de cdncer de mama aun es contradictoria. Aunque su



papel en la prevencion de carcinogénesis ya ha sido documentado, el uso de

fitoestrogenos en el tratamiento de cdncer mamario no es claro.

1.3 Receptor de estrogenos (RE)

Los receptores de estrégenos tienen una afinidad alta a los estrogenos como el
estradiol (E2) y se localizan en el citoplasma de las células de los tejidos blanco
(McDonnell D, 2000).

El primer gen del RE fue clonado del ADN complementario (cCADN) de Utero de
rata, y se encontré una gran homologia con el cADN de los genes clonados para
los receptores de ratén, de pollo y de humano (Koike et.al.,, 1987). Mas tarde,
Kuiper y colaboradores (1996) clonaron otro gen de RE a partir del cADN de
prostata de rata, que correspondia a un receptor con menor secuencia de
aminoacidos. Debido a estas observaciones se sugirié el nombre de REPB para
distinguirlo del RE clonado previamente (denominado posteriormente RE«). Estos
dos receptores tienen gran homologia en la secuencia de aminoacidos de los
dominios de unién a ADN (97%), pero poca homologia en el dominio de unién a
ligando (59%) (Shao y Brown, 2003).

Ambos receptores tienen distribucion distinta en ciertos tejidos. En humanos, los
receptores a y B de estrégenos han sido detectados en algunos tejidos comunes
como Uutero, glandulas mamarias, higado, huesos, tracto urogenital, sistema
nervioso central (SNC) y sistema cardiovascular (SC). Por sus efectos sobre el SC
y el SNC se sugieren como cardio y neuroprotectores. Sin embargo, el REP
también se ha encontrado en otros tejidos, como pulmones, rifiones, colon y
sistema inmune (Brandenberger et.al, 1997; Hanstein, 2004). Algunos de los
efectos de los estrébgenos en la mujer, incluyen el desarrollo del aparato
reproductor y el mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios. Asi mismo

participan en el control del ciclo menstrual — ovulatorio y en la modulacién de
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algunos aspectos metabdlicos de minerales, lipidos, carbohidratos, proteinas y del
sistema éseo. En el hombre los estrégenos participan en la espermatogénesis, en

la conducta y también en la formacién 6sea (Loose y Stancel, 2006).

En la figura 2 se muestran los 6 dominios funcionales de los receptores REa y
REP y el andlisis de su homologia. Dentro de los dominios B y E se ubican dos
secuencias de aminoacidos basicos denominadas AF-1 y AF-2 (por sus siglas en
inglés, Activating Function). Ambos dominios proteicos son esenciales para el
funcionamiento de los receptores (Tora L et.al.,, 1989).

1 595 aa
ERq H2N | A/B - C | D | | F |~ COOH
AF-1 AF-2
DBD
— LBD
1 530 aa
ERP H2N—4 A/B | € | D | | F|— CcooH
18% 97%  30% 59% 18%

Figura 2. Homologia entre los dominios funcionales de los receptores de estrogenos (Shao

y Brown, 2003).

Los dominios A/B presentan alta variabilidad y le confiere especificidad al receptor; estos dominios contienen
una secuencia AF-1. El dominio C permite la unién del receptor al ADN (DBD por sus siglas en inglés, DNA
Binding Domain). El dominio D se conoce como region bisagra. El dominio E permite la unién al ligando y se
denomina LBD (por sus siglas en inglés Ligand Binding Domain) y contiene a AF-2. Del dominio F atin no se

ha reportado una funcién definida.

1.3.1 Mecanismo de estrogenos a través de RE.

Los receptores de hormonas esteroideas, incluyendo los RE, son factores de
transcripcién inducibles por ligando. Es decir, el complejo ligando — receptor
unido al ADN, regulan positiva o0 negativamente la transcripcidn de genes,
modificando la actividad de la enzima ARN polimerasa Il (ARN pol Il). Esta enzima
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sintetiza la cadena de ARN correspondiente a la secuencia de la hebra molde o
lider del ADN. Sin embargo, la ARN pol Il no interactua directamente con el ADN.
Los factores generales de la transcripcion son componentes basicos de la
maquinaria de transcripcion y sus niveles de expresién no varian en las células.
Dichos factores forman un complejo que sirve de andamiaje entre el ADN y la ARN
pol Il (Mc Donnell, 2000).

( (o

V estradiol

Cofactores Traducclun
integradores j%

|Respuesta plemtrupu:a|

Figura 3. Mecanismo clasico de activacion de RE. Modificada de

http://www.andrology.be/life98/technical.php

Como se puede observar en la figura 3, en ausencia de ligando, estos receptores
se encuentran en una conformacion inactiva por su asociacion a proteinas de
choque térmico (Hsp). Cuando el ligando se une, estos receptores experimentan
un cambio conformacional que promueve su disociacion de las Hsp. Esta
disociacion permite que los RE se activen y formen dimeros que se translocan al
nucleo donde se unen a secuencias especificas del ADN, denominados elementos
de respuesta a estrogenos (ERE) (Pettersson y Gustaffson, 2001).



Los ERE son secuencias palindromicas de 13 pares de bases localizadas en la
region reguladora de los genes blanco (ten Heggeler-Bordier et.al., 1987). La
union de los RE a sus ERE incrementa o disminuye la transcripcion basal de los
genes especificos (Nilsson et.al., 2001). Este mecanismo general de activacion
mediado por RE se ha denominado mecanismo clasico (Wang et.al., 2004).
Basados en la homologia estructural de los RE, se puede decir que ambos
receptores reconocen los mismos ERE en los genes correspondientes. La
expresion relativa de los dos receptores de RE es determinante en la respuesta
celular (Liu et.al., 2002). En células que expresan ambos RE, se observa que a
bajas concentraciones de E,, REB funciona como un inhibidor de la actividad
transcripcional a través de la formacion de heterodimeros REa-RER. Sin embargo,
el REB requiere mayores niveles de E»> que el REa para unirse a los ERE (Hall y
McDonnell 1999; Pettersson et.al., 2000).

Por otra parte, existe otra clase de proteinas conocidas como coactivadores o
correpresores, que carecen de dominios de unién al ADN y que no forman parte
de la maquinaria general de transcripcion (Rosenfeld et.al., 2006). Su funcion es
regular la transcripcion mediante interacciones entre los RE y las proteinas del
complejo general de transcripcion. Los niveles de expresidn de estos cofactores
varia entre distintas estirpes celulares y estas diferencias pueden tener una gran
influencia en la respuesta farmacolégica de los ligandos de los RE (Xu et.al. 1999;
Bevan y Parker, 1999; Glass y Rosenfeld, 2000). Esto puede explicar como los
estrégenos regulan genes en los cuales no se han encontrado ERE (Bjérnstrém y
Sjbéberg, 2002)

Los estrogenos regulan a ciertos genes blanco que codifican respectivamente para
las proteinas FOS, MYC, Catepsina D y el receptor de progesterona (van der Burg
etal.,, 1989). A su vez, algunas de estas proteinas son factores de transcripcion
que regulan a un amplio numero de genes, lo que puede explicar los efectos
pleiotrépicos de los estrogenos. Diversos estimulos extracelulares incluyendo los
estrogenos inducen la transcripcion del gen FOS. Este gen codifica para una



proteina nuclear que se dimeriza con JUN para formar el complejo AP-1,
responsable de la inducciéon de multiples genes por lo que es conocido como un
gen maestro. La proteina FOS juega un papel importante en la regulacién de la
proliferacion de las células, a través de la induccién de la expresién de la ciclina
D1 (ver inciso 1.3.3) y en su proceso de transformacion (Weisz y Rosales, 1990;
Kushner et.al., 2000).

1.3.2 Acciones de estrogenos iniciada desde la membrana.

En los Ultimos anos se ha documentado que los estrégenos se pueden unir a
proteinas de membrana e inducir diversas cascadas de senalizacién, como las
mediadas por la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA), la proteina cinasa
dependiente de calcio (PKC) y de cinasa de fosfatidilinositol trifosfato (PI3K)
(Vasudevan y Pfaff 2007). Se ha sugerido que existen receptores acoplados a
proteinas Gqg que son activados por estrégenos y producen respuestas mediadas
por PKC (Qui et.al. 2003). La mayor parte de estos resultados se han estudiado en
el sistema nervioso central, pero también se ha observado que en las células
MCF-7 los estrégenos inducen en forma rapida la activacién de la via de la cinasa
de receptores extracelulares (ERK) y su interacciébn con proteinas cinasas de
activacion mitogénica (MAPK) (Song etal, 2002). La activacion de dichos
mecanismos aun no se ha sido completamente elucidado y existen controversias,
pero la evidencia indica que la activacion de vias de senalizacion desde la
membrana pueden potenciar las acciones de los estrogenos a través de la
activacién de genes blanco (Vasudevan et.al., 2001).

1.3.3 Acciones en el ciclo celular

El ciclo celular es un proceso que permite la proliferacion celular. En éste, el ADN
es duplicado con fidelidad y se asegura la distribucion de una copia fiel del
genoma a cada una de las dos células hijas. El ciclo celular se divide en cuatro
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fases (G1, S, G2 y M) y cada fase involucra varios eventos que ocurren en forma
ordenada (Martinez et.al., 2001).

La ciclina D1 es una proteina esencial para el inicio del ciclo celular que activa a
las cinasas especificas como CDK4 y CDK®6, las cuales fosforilan sustratos
especificos con la consiguiente progresiéon del ciclo celular. EI gen CCND1 que
codifica para esta proteina es inducido por diversos estimulos proliferativos. La
region promotora de este gen contiene elementos de respuesta a AP-1,
MYC/MAX, STAT5, NF-xB, E2F, OCT-1, SP1, EGR, ETS, CRE Y TCF/LEF (Allan
et.al.,, 2001). Se ha observado que los niveles, tanto de ARN mensajero como de
proteina, se incrementan en respuesta al E» (Foster et.al.,, 2001). Sin embargo,
aunque la transcripcién el gen CCND1 pareciera ser inducida directamente por E»,
no existen ERE en su region promotora (Amanatullah et.al., 2001).

Varios estudios indican que los incrementos de ciclina D1 observados por
exposiciones a E,, son el resultado de la actividad AP-1 inducida por estrogenos y
por la activacion de vias de sefalizacidon (Kushner, 2000; Foster et.al., 2001;
Vadasudevan and Pfaff 2007).

Por otra parte, la ciclina D1 se une al receptor de estrdgenos en el dominio E en
ausencia de ligando e incrementa la actividad transcripcional del receptor a través
de su union a las secuencias de ERE (Zwijsen et.al., 1997). La ciclina D1 se sobre
expresa en el 40 — 50 % de los carcinomas mamarios invasivos y se ha asociado
con la presencia de RE (Michalides et.al., 1996). Estos datos sugieren que
ademas de su papel clasico como activador de CDK y regulador del ciclo celular,
la ciclina D1 también puede funcionar como un activador de este receptor (Wang
et.al., 2004).



1.4 Fitoestrogenos

Los fitoestrogenos son metabolitos secundarios producidos por una amplia
variedad de plantas. En su estructura se encuentran grupos fendlicos que tienen
analogia con el principal estrégeno endogeno, E» (Figura 4), caracteristica comun
requerida para la unién de estos compuestos con RE (Tamir etal, 2000). La
posicion de grupos hidroxilo en el anillo aromatico, parece determinar su
capacidad de uniéon a RE, asi como la activacidén transcripcional modulada por

este receptor (Rosenberg et.al., 2000; Tamir et.al., 2000).
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Figura 4. Estructura de los fitoestrogenos. (Modificada de Katzellenbogen y Muthyala,
2003)
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La mayoria de los fitoestrdgenos que se encuentran en las plantas, estan
glucosilados y son inactivos estrogénicamente (Miksicek, 1995). Después de ser
consumidos, son hidrolizados por enzimas humanas de la funcién mixta oxidasa y
por la microflora intestinal para formar los compuestos activos (Rowland et.al.,
2003).

1.4.1 Clasificacion
Una sola planta frecuentemente contiene mas de una clase de fitoestrogenos.
Existen cuatro clases principales de fitoestrégenos: i) flavonas e isoflavonas; ii)
lignanos; iii) cumestanos vy; iv) estilbenos (Limer y Speirs, 2004; Magee y Rowland,

2004; Harris et.al., 2005; Takeshi, 2006).

Tabla 1. Algunos fitoestrégenos y sus fuentes naturales. (Modificada de Harris et.al., 2005)

Clasificacion  Fuentes naturales Nombre comun Nombre quimico Referencia
Soya y sus C 574 —
productos. Genisteina trihidroxiisoflavona
74 Franke et.al.,
Isoflavona Frijoles negros Daidzeina R 1998. Setchell
dihidroxiisoflavona et.al., 1997.
Metapolltq de la Equol 7,4’ — isoflavandiol
daidzeina
Semillas de lino.
Lignano Semillas de Enterolactona dihidroxilignano- Meagher et.al.,
9 sésamo. Enterodiol 9,9'-lactona 1999.
Frutillas.
Alfalfa. Brocoli. .
h . 7,12 - de Kleijn et.al.,
Cumestano Trébol rojo. Col de Cumestrol dihidroxicumestano 2001.
Brucelas.
. Cacahuate. Trans 3,4’ — Burns et.al.,
Estilbeno Uva y vino tinto. Resveratrol trihidroxiestilbeno 2002.
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1.4.2 Efectos sobre la proliferacion celular

Numerosos trabajos han evaluado el efecto de distintos fitoestrogenos en la

proliferacién de varias lineas celulares de adenocarcinoma mamario (Tabla 2).

Dichos estudios se realizaron tanto en lineas celulares que expresan receptores

de estrégenos (RE+), como MCF-7 y T47D; como en lineas celulares que no

expresan estos receptores (RE-), por ejemplo MDA-468 y MDA-MB-231.

Tabla 2. Efectos in vitro de los fitoestrégenos en la proliferacion de distintas lineas
celulares de adenocarcinoma mamario (Modificada de Magee y Rowland, 2004).

. Efectoenla
F"gﬁﬁ.'ﬂggi"o Concentracion Linea celular proliferacian Referencia
celular
Daidzeina y 105107 M MCF-7 i Sathyamoorthy y
equol Wang (1997)
Genisteina 10% 107 M MCFE-7 1 Hsieh et al (1998)
Enterolactona 105 10° M MCF-7, T47D 1 Welshons et al
Equol 107 = 10% M MCF-7, T47D i (1987
Daidzeina, equoly  10%— 10 M MCF-7 i Welshons et al
O-DMA (1987);
Schmitt et al
(2001)
Enterolactona 05-2(10% M MCF-7 t Mousavi y
=105 M 1 Adlercreutz
(1992)
Genisteina 107 10°% M MCF-7 1 Zavay Duwe
= 10°M MCF-7 l (1997)
10% - 10% M T47D i
2 (10% M T47D 1
10 M= 10" M MDA-468 Poco 0
nulo efecto
=1 p"’“ M MDA-468 1
Genisteina y 107 - 10° M MCFE-7 f Wang y Kurzer
cumestrol, 105 10" M MDA-MB-231 l (1897)
biocanina A y MCF-7 1
enterolactona
Genisteina, ICgo 6.5 —12 pg/ml MCFE-7 MCF-7-D-40, 1 Petarson y Barnes
daidzeina |Csg 20 -34 pg'ml MDA-468 {(1991)
hiocanina A
Genisteina |Csa 7-37 (10°%) M MCE-7AWT, MCF-T/ADR®, | Monti y Sinha
MDA-231 (1994)
Genisteina |Ceq 40 (107%) M MCFE-7 1 Pagliacci et al
{1994)

1, Aumento de la proliferacién; |, Disminucion de la proliferacian;
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Los resultados indican que los efectos de estos compuestos son bifasicos y que
corresponden a mecanismos de accion distintos dependientes de la
concentracién. A bajas concentraciones (10® a 10° M) los fitoestrégenos sélo
promueven la proliferacion celular de lineas celulares RE+, probablemente a
través de su unidén al receptor. A concentraciones mayores, estos compuestos
inhiben tanto la proliferacion de lineas celulares RE+ como RE-, ademas de inducir
apoptosis o diferenciacién celular. Estas observaciones indican que a altas
concentraciones, los fitoestrogenos actian por un mecanismo independiente de su
unién a RE (Magee y Rowland, 2004).

Uno de los mecanismos propuestos del efecto antiproliferativo, es la inhibicién de
la topoisomerasa Il que es la enzima nuclear responsable de la replicacién,
transcripcion y reparacion del ADN (Markovits et.al., 1989). Otro mecanismo
propuesto para el efecto antiproliferativo de los fitoestrogenos es inhibir la
actividad de las cinasas de tirosina que dependen del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) (Akiyama et.al., 1987). Aproximadamente 50% de
los oncogenes identificados codifican para receptores con actividad cinasa de
tirosina, que incrementan las sefales proliferativas en varios tipos de cancer
(Polkowski y Mazurek, 2000).

Debido a que los efectos antiproliferativos de los fitoestrogenos se observan a
altas concentraciones, es dificil de correlacionar estos resultados in vitro con
estudios en humanos in vivo. Las concentraciones in vitro, requeridas para
observar estas acciones, raramente se alcanzaran in vivo (Magee y Rowland,
2004).

1.4.3 Efectos sobre la metastasis

Los fitoestrégenos también pueden disminuir la invasividad celular del cancer de

mama. En células del endotelio vascular, la genisteina inhibe la angiogénesis in
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vitro a concentraciones de 200 uM (Fotsis et.al.,, 1995), e in vivo a dosis de 20

ug/kg de peso corporal (Shao et.al., 1998b).

Ademas, la genisteina regula negativamente a la metaloproteinasa de la matriz
(MMP-9) y positivamente a la metaloproteinasa 1, conocida como inhibidor de
tejido (Shao et.al., 1998b; 1998c). Se han encontrado grandes diferencias en la
expresion y liberacion de MMP en lineas celulares de cancer de mama con alta
invasividad en comparacién con células de poca invasividad (Balduyck et.al.,
2000).

1.5 Compuestos cumarinicos

La cumarina (1, 2 — benzopirona) esta formada por un anillo bencénico y un anillo
heterociclico tipo lactona. Este compuesto es un producto natural ampliamente
distribuido en el reino vegetal (Murray et.al., 1982; Reyes-Chilpa et.al., 2004).

5 4

6 I3

O O

8

Figura S. Estructura quimica de la cumarina

La cumarina ha sido empleada en la preparacién de algunas bebidas alcohdlicas,
como agente fijador de perfumes y para aromatizar el tabaco (Opdyke, 1974). En
humanos, la exposicion diaria total a cumarina proveniente de fuentes alimenticias,
asi como el uso de fragancias y productos cosméticos, se ha estimado en 60
ug/kg/dia (Lake, 1999). En humanos, la cumarina tiene baja toxicidad (Cox et.al.,
1989; Lake, 1999); su vida media es corta (1 — 1.5 h) y el 75% de ésta es
convertido en 7-hidroxicumarina (7-HC) (Shilling et.al., 1969). Se ha sugerido que
la cumarina puede ser un pro-farmaco y que la 7-HC es la forma activa de éste. El

producto de biotransformacién es conjugado con acido glucurénico y excretado
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por secrecién tubular activa (Egan et.al.,, 1990). Otras cumarina hidroxiladas han
sido detectadas como metabolitos de menor proporcién tanto in vivo como in vitro
(van lersel et.al., 1994; Lake, 1999).

En estudios multicéntricos se ha observado que la cumarina inhibe el desarrollo,
tanto de carcinoma renal (Dexeus et.al., 1990), como prostatico (Marshall et.al.,
1990), y previene la recurrencia de melanoma (Thornes et.al., 1994).

In vitro, la cumarina y sus derivados monosustituidos tienen un efecto
antiproliferativo, en concentraciones milimolares en varias lineas celulares de
tumores (Jiménez-Orozco et.al., 1999, 2001; Kawase et.al., 2003). En contraste
los compuestos bisustituidos son activos a concentraciones micromolares
(Kolodziej et.al., 1997; Finn et.al., 2001, Kawaii et.al., 2001).

1.5.1 Esculetina

Tabla 3. Fuentes vegetales de obtencion de esculetina.

Planta

Referencia

Bidens pilosa L.*

Artemisia mongolica
Fraxinus bungeana DC *
Alchemilla speciosa BUSER *
Aralia fargesii *

Cichorium intybus *
Bougainvillea spectabillis
Artemisia montana

Lonicera bournei Hemsl *
Cimicifuga foetida L. *
Fraxinus sieboldiana var. angustata *
Artemisia scoparia *
Euphorbia lathyris L. *
Glossostemon bruguieri
Cortex fraxin

Nicotina tobaccum L.

Sarg et.al., 1991

Hu et.al., 1996

Chang et.al., 1996
Schimmer y Eschelbach, 1997
Rao et.al., 1996
Gilani et.al., 1998
Gilani et.al., 1998

Kim NM et.al., 2000
Xiang et.al., 2001
Zhao et.al., 2002

Kim HJ et.al., 2002
Pan et.al., 2003
Masamoto et.al., 2003
El-Sayed et.al., 2004
Li C et.al., 2005

Gu et.al., 2005

* Empleadas con fines medicinales.
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Figura 6. Estructura de la esculetina.

La esculetina tiene propiedades antioxidantes (Paya et.al,, 1992) e inhibe: (i) la
actividad de la xantina oxidasa (Chang etal., 1995), (ii) la actividad de la 5-
lipoxigenasa (Sekiya et.al., 1982; Neichi et.al., 1983; Panossian, 1984), (iii) la
agregacion plaquetaria (Okada et.al., 1995); y iv) la carcinogénesis inducida por N-
metil-N-nitrosourea en rata (Matsunaga et.al., 1998).

La actividad antiproliferativa de esculetina ha sido estudiada ampliamente y se ha
observado que este compuesto es mas activo en las lineas celulares de leucemia
(Kawaii et.al., 2001; Hoffmanova et.al., 2002) que en las lineas celulares derivadas

de tumores epiteliales (Kolodziej et.al., 1997; Finn et.al., 2001).

En células de leucemia promielocitica humana (HL60), la esculetina induce
apoptosis (Chu etal, 2001). En dichas células se ha observado que este
compuesto detiene el ciclo celular en la fase G1, debido al incremento de los
niveles de p27 y a la reduccién de los niveles de ciclina D1 y de CDK4. Esto
produce un incremento en la forma hipofosforilada de la proteina del
retinoblastoma (pRB) (Wang etal., 2002). La esculetina también produce
diferenciacion en las células HL60 (Wang et.al., 2002), y este efecto es potenciado

por el acido retindico (Hofmanova et.al., 1998).

1.5.2 Dafnetina
La dafnetina (7,8, dihidroxicumarina) es un metabolito secundario que se

encuentra en varias plantas empleadas en la medicina popular, como las de la
familia de la Thymelaeaceae: Daphne odora, la Daphne gnidium L, y Daphne
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oleoides, usadas en el tratamiento de dolor reumatico y como antipirético
(Yesilada et.al., 2001; Zhang et.al., 2005). Por otra parte, el uso de la Daphne
koreane Nakai, ha sido referido para el tratamiento de desdérdenes de la
coagulacién (Su XL et.al., 2003; Liu J et.al., 2004). La dafnetina también ha sido
aislado de plantas que pertenecen a otras familias, como la Cruciata taurica (De
Rosa S et.al.,, 2002).

HO O O
OH

Figura 7. Estructura de la dafnetina.

La dafnetina también tiene propiedades antioxidantes (Fylaktakidou KC et.al.,
2004), pero a diferencia de la esculetina, la dafnetina disminuye la actividad cinasa
de varias proteinas (Yang et.al., 1999) y la biosintesis tanto de TNF-a como de IL-
1 (Yesilada et.al., 2001).

Este compuesto es la cumarina dihidroxilada mas activa, que inhibe la
proliferacién de varias lineas celulares de tumores derivados de epitelios (Finn
etal., 2001, 2002, 2004). Se ha descrito que a bajas concentraciones, este
compuesto activa a la proteina p38 e induce la diferenciacién en células de
carcinoma renal, produciendo arrestos en la fase S del ciclo celular. En contraste,
a altas concentraciones y exposicidbn prolongada, la dafnetina inhibe la
fosforilacién de ERK1 y ERK2 y produce so6lo un pequefio arresto en la fase Gy.
Otra caracteristica que podria hacer de la dafnetina, un agente antineoplasico
promisorio, es que detiene la sintesis de ADN sin causar dano al genoma (Finn
et.al., 2002), ademas de que no es sustrato para la glicoproteina P (Finn et.al.,
2004).
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Nuestro grupo de trabajo ha observado que a concentraciones elevadas (200 pM)
la dafnetina disminuye la expresién y niveles de ciclina D1 en células MCF-7, asi

como la forma hiperfosforilada de pRB (Larios, 2006).
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2. JUSTIFICACION

Los fitoestrogenos son compuestos que se encuentran en productos naturales de
consumo humano y tienen la capacidad de unirse a los receptores de estrogenos
(RE). Se han estudiado sus propiedades biolégicas, tanto en la prevencién, como
en el tratamiento de varias enfermedades. En el cancer de mama, se ha reportado
que los fitoestrégenos como la genisteina, que se encuentra en la soya, tienen
efectos bifasicos dependientes de la concentracion: i) a bajas concentraciones
aumentan la proliferacién en células que expresan RE vy ii) a altas concentraciones
inhiben la proliferacion celular, tanto de células que expresan RE, como de las que
no expresan. Sin embargo, en pacientes con cancer de mama su uso terapéutico

€s muy cuestionado.

Las cumarinas son metabolitos secundarios de plantas; algunas de ellas son
empleadas en la medicina tradicional. La esculetina y la dafnetina, tienen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y son inductoras de la diferenciacion
celular. Por su efecto antiproliferativo in vitro, algunas cumarinas han sido
propuestas como agentes antineoplasicos por varios grupos de investigacién.
Dichos efectos se observan en diversos tipos de lineas celulares tumorales a
concentraciones micromolares. Sin embargo, las acciones de estos compuestos

no han sido estudiadas a concentraciones menores.

En un trabajo previo se observé que la exposicion a esculetina por 48 horas a la
concentracion de 400 uM, sélo inhibid la proliferacién de las lineas celulares A-427
(adenocarcinoma pulmonar humano) y B16 (melanoma murino), aunque también
se evaluaron otras lineas celulares, como CALU-1 (carcinoma epidermoide
humano) y MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano). Por el contrario la
dafnetina present6 efecto antiproliferativo en todas las lineas celulares estudiadas

bajo las mismas condiciones (Garcia SA, 2003).
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Figura 8. Efecto antiproliferativo, en 4 lineas celulares, de exposicion a la concentracién de

400 uM de esculetina y dafnetina por 48 horas. Significado estadistico con respecto a cero;
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Garcia SA, 2003)

En otro trabajo reciente se observo que la esculetina en las células MCF-7, por el
mismo tiempo de exposicién a concentraciones de 50 y 100 uM, increment6 la
expresion de ciclina D1 y sus niveles. Por el contrario, solo a concentraciones mas
elevadas (200 uM), este compuesto disminuyé el nivel de esta proteina. Con esto
se propone que la esculetina tiene diferentes efectos dependientes de la
concentracion. Por el contrario en este mismo ensayo, la dafnetina disminuyé los

niveles de ciclina D1 desde la concentracién de 50 uM (Larios SV, 2006).

La linea celular MCF-7, debido a que expresa el REa, ha sido empleada
frecuentemente para la evaluacion in vitro de los efectos estrogénicos de distintos
compuestos. De igual manera, la evaluacién del peso uterino de ratén hembra
prepuber ha sido un modelo frecuentemente usado en la evaluacién in vivo de

estos efectos.
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2.1 HIPOTESIS

La esculetina tiene efectos bifasicos dependientes de la concentracion, en células
MCF-7 (efectos estrogénicos a bajas concentraciones y efectos antiproliferativos a
altas concentraciones). De igual manera, estos efectos bifdsicos se observan in

vivo. Por el contrario, la dafnetina solo inhibe la proliferacion celular.

2.2 OBJETIVOS GENERALES

e Evaluar in vitro, los posibles efectos estrogénicos de esculetina y dafnetina

a bajas concentraciones.

e Corroborar in vivo los posibles efectos estrogénicos de esculetina vy

dafnetina.

e Determinar si no obstante la analogia estructural entre esculetina vy

dafnetina, ambas moléculas poseen efectos distintos.
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2.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Seleccionar clonas de células MCF-7 con mejor respuesta a 17B3-estradiol
(E2).

2) Determinar las condiciones experimentales necesarias para realizar los

ensayos de proliferacién con células MCF-7.

3) Evaluar in vitro los posibles efectos estrogénicos de esculetina y dafnetina a
través de la proliferacion de células MCF-7, utilizando E> como control
positivo del sistema.

4) Evaluar in vitro el antagonismo competitivo por RE de tamoxifeno con

esculetina y dafnetina, con E; como control positivo.
5) Evaluar los pesos uterinos y los frotis vaginales de ratones hembra después

del tratamiento con esculetina y dafnetina, empleando E> como control
positivo del sistema.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos y medios

Los siguientes materiales y reactivos fueron obtenidos comercialmente de Sigma-
Aldrich (St Lois, MO): 17B-estradiol (E,), dafnetina (7,8-dihidroxicumarina),
esculetina (6,7-dihidroxicumarina), tamoxifeno, medio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Médium) alto en glucosa, sin rojo de fenol, MTT (bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) y el dimetil sulféxido (DMSO). El suero de
ternera fue obtenido comercialmente de /n Vitro y el medio DMEM con rojo de

fenol alto en glucosa, de Gibco.
3.1.2 Linea celular

La linea de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 fue obtenida de American
Type Culture Collection (ATCC Numero HTB-22). Las células MCF-7 mantienen
varias caracteristicas de epitelio mamario diferenciado, incluyendo la capacidad de
respuesta a REa (Brooks et.al., 1973; van Dijk et.al., 1997). Las células expresan
el oncogen WNT7B (Huguet et.al., 1994) y su crecimiento es inhibido por el factor
de necrosis tumoral (TNF alpha), (Sgagias et.al., 1991). Esta linea celular sobre-
expresa la ciclina D1 por un defecto en la protedlisis de esta proteina (Russell
et.al., 1999).
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3.2 METODOS
3.2.1 Condiciones experimentales in vitro

Las células se cultivaron 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%.
Para seleccionar clonas de células que tuvieran una mejor respuesta a E,, las
células fueron cultivadas por dos semanas en condiciones restrictivas: medio
DMEM alto en glucosa y sin rojo fenol, suplementado con 5 % de suero de ternera
(DCs) con E» a una concentracion final de 10° M, de acuerdo a la técnica de
Gierthy y colaboradores (1997). Las células que sobrevivieron en esta condicion,
fueron tripsinizadas, y cultivadas durante cinco dias en condiciones no
restrictivas: medio DMEM con rojo fenol, suplementado al 10% con suero fetal
bovino con complemento inactivado por calor. Al término de este periodo, las

células fueron empleadas para los ensayos de proliferacion.

3.2.2 Efectos sobre la proliferacion

Las células seleccionadas de acuerdo al inciso 3.2.1, fueron tripsinizadas y
sembradas en microplacas de cultivo de 96 pozos (3000 células/pozo) en un
volumen de 200 pL de medio DCs y se incubaron por 18 horas. Al término de este
periodo se agregd cada concentracion de compuesto a los pozos
correspondientes. Se evaluaron 5 concentraciones de cada compuesto por

sextuplicado.

El E, fue empleado como control positivo en los siguientes rangos de
concentracion: 107'°,107% 107", 10, 107 M.

La esculetina y la dafnetina fueron evaluados en los siguientes rangos de
concentracion: 10°, 108,107, 10, 10> M.

-24-



El etanol fue empleado como disolvente de los compuestos y la concentracién final
en los pozos fue de 0.001% (v/v). Como controles absolutos se emplearon células
que no recibieron ningun tratamiento y como control de disolvente, células que
sOlo fueron tratadas con la concentracion final de etanol. El crecimiento de las
células del control absoluto no present6 diferencias con respecto a las células del
control de disolvente. A los dias tres y cinco, se realizaron cambios de medio y se
agreg6 de nuevo a cada pozo la concentracién de compuesto correspondiente al
tratamiento. La proliferacion celular se evalué al dia siete de exposicién, por medio
de microensayo con MTT (ver inciso 3.2.4).

3.2.3 Antagonismo con tamoxifeno

Las células fueron tripsinizadas y sembradas en microplacas de 96 pozos (3000
células/pozo) en un volumen de 200 puL de medio DCs. Se realizé una
preincubacion de 18 horas con las siguientes concentraciones de tamoxifeno: 107,
10° y 10° M. Después de este periodo, se adicionaron las concentraciones
correspondientes de E» (como control positivo), de esculetina y de dafnetina en las
mismas concentraciones y condiciones empleadas para la evaluacién del efecto

proliferativo (ver inciso 3.2.2).

3.2.4 Microensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio)

Los ensayos con MTT se basan en la capacidad que presentan las células vivas
de reducir la sal de MTT a formazan de MTT (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 3-3,5-
difenilformazan), que es un compuesto hidrofébico de color puarpura. La

absorbancia del formazan de MTT es proporcional al nUmero de células vivas.
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Se prepard una solucién madre de MTT, con concentracién de 5 mg/ml; a cada
pozo con 100 ul de medio, se le adicionaron 10 ul de esta solucion, quedando una
concentracion final en cada pozo de 0.05mg/100ul. Las células fueron incubadas
con una concentracién final de MTT 10% v/v, por dos horas a 37°C en oscuridad y
al término de este tiempo, se retiré el sobrenadante. Los cristales de formazan se
disolvieron en 100 ul de dimetil sulféxido (DMSO) y se midié la absorbancia de

éstos en un lector de microplacas Biotek EK11 a una longitud de onda de 570 nm.
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Figura 9. Reaccion del MTT.

2.2.5 Condiciones experimentales de la evaluacion estrogénica in vivo

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD1, destetadas 3 dias antes de iniciar el
tratamiento y con un peso de 10 a 15 g. Para su identificacion, los animales fueron
marcados individualmente con pequefias muescas en el borde de sus orejas, de
acuerdo a la clave empleada en el laboratorio (Figura 10). Fueron distribuidos en
base a sus pesos corporales de manera balanceada.
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Los compuestos fueron administrados en forma subcutanea por 3 dias y al cuarto

dia se evalud la presencia de células cornificadas en los frotis vaginales tefidos

por el método de Harris. Después se evaluaron los pesos de los cuernos uterinos

humedos.
10 1
20 2
Oreja Oreja
izquierda: derecha:

Unidades
4

Decenas

40

Numeracién para la identificacién de

los ratones de laboratorio:

- Las unidades se colocan en la oreja

derecha (viendo de frente).

- Las decenas se colocan en la oreja

izquierda (viendo de frente).

- La numeracién carece de todos los

nimeros cuya unidad sea 8 0 9.

El rat6n 0 no presenta muescas en sus
orejas, el ratén 3 se identifica con la
suma de las muescas 1 y 2, el ratén 5
con la suma de las muescas 4 y 1, el

ratén 6 con la suma de 4 y 2, el ratén 7

con la presencia de todas las muescas,

y asi sucesivamente.

Figura 10. Clave del laboratorio para identificacién ratones.

Las dosis empleadas fueron las siguientes:

Control negativo (vehiculo): Aceite de maiz 5 ml/kg de peso corporal.

Control positivo: E> 10 ug/kg de peso corporal.

Esculetina: 17.5, 35, 70 y 140 mg/kg de peso corporal.

Dafnetina: 17.5, 35, 70 y 140 mg/kg de peso corporal.

Frotis vaginal. El frotis vaginal fue obtenido al introducir solucién salina, con una

pipeta Pasteur, en el orificio vaginal del raton. Una gota de esta muestra fue

depositada sobre un portaobjetos y se dejo secar para proceder a la tinciéon de

Harris. Los frotis se observaron al microscopio, realizando un barrido del

portaobjetos en forma

presentes en la muestra.

“s” para evaluar la presencia de células cornificadas
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Técnica de tincion de Harris. La muestra fue tratada de la siguiente manera:

El portaobjetos fue, 1) sumergido en alcohol de 96° durante 10 minutos; 2) lavado
con agua destilada; 3) tefido con solucién de hematoxilina durante 8 minutos; 4)
lavado abundantemente con agua destilada; 5) pasado por alcohol acido; 6)
lavado con agua destilada nuevamente; 7) sumergido en agua amoniacal hasta
que la preparacion viré a color azul; 8) tefido con eosina alcohdlica de 30 a 60
segundos; 9) sumergido en alcohol de 96° durante 10 segundos; 10) lavado en
alcohol absoluto por aproximadamente 10 segundos; 11) secado al aire. La

muestra fue observada al microscopio a 40X y evaluada.

Extraccion de utero. Después del tratamiento, el animal fue sacrificado por
dislocacién cervical, y se realiz6 una incisién longitudinal en el abdomen para la
diseccion de los cuernos uterinos. El utero fue colocado en una caja Petri con
solucién salina para eliminar la grasa. Posteriormente el 6rgano fue secado con un
papel absorbente y la ayuda de una espatula eliminando el liquido intraluminal. El
utero humedo fue pesado en una caja Petri. El peso del uUtero se calculd por la

resta de la caja Petri con y sin utero.
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4. RESULTADOS

4.1 Efectos estrogénicos in vitro

En la figura 11 se muestran los efectos inducidos por diferentes concentraciones
de E,, esculetina y dafnetina, sobre la proliferacion celular de las células MCF-7.
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Figura 11. Efectos proliferativos de E,, esculetina y dafnetina en la linea celular de
adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Cada punto representa el valor promedio y el
error estandar de tres ensayos independientes (n=18). Significado estadistico con respecto
al control, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

El E, produjo incrementos de la proliferacion celular dependientes de la
concentracion. Las diferencias entre los valores obtenidos del control y las células
tratadas con E; sélo fueron significativas a las concentraciones de 107", 10° y 107
M. La mayor respuesta producida por E, se alcanzé a la concentracién de 10° M,
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con un incremento de la proliferacion del 50 % (p < 0.001); con la concentracion de
107, el incremento fue menor (40 %) pero también fue significativo (p < 0.01).

La esculetina produjo un efecto proliferativo semejante al del E> pero de menor
magnitud, entre las concentraciones de 10® a 10® M, con incrementos en los
porcentajes de respuesta del 20 al 25 %. A concentraciones mayores, 10* M, este

compuesto inhibi6 la proliferacién celular en un 50 % (p< 0.05).

La dafnetina, inhibio la proliferacién de células MCF-7 a todas las concentraciones,
aunque a la concentracién de 10® M, no tuvo significado estadistico. La mayor
magnitud de esta respuesta antiproliferativa se produjo a la mayor concentracién
(10™* M), con un significado estadistica de p< 0.001.
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4.2 Antagonismo con tamoxifeno

4.2.1 Estradiol

En la figura 12 se observa que, la respuesta proliferativa de las células MCF-7
inducida por Ep, fue antagonizada por tamoxifeno en forma dependiente de la
concentracion. Lo cual se observa con el desplazamiento de las curvas a las

diferentes concentraciones de tamoxifeno.
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Figura 12. Antagonismo de tamoxifeno sobre la respuesta proliferativa inducida por E; en
células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Cada punto representa el valor
promedio y el error estindar de tres ensayos independientes (n=18). Significado estadistico
con respecto al control, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

-
- Estradiol Estradiol + tamoxifeno 10’M == Estradiol + tamoxifeno 10°M ~# Estradiol + tamoxifeno 10° M

Aunque la concentracién mas baja de tamoxifeno (107 M) disminuyé la respuesta
del E, solo en la concentracion 10" M de estradiol se observé significado
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estadistico (p<0.05). La mayor inhibicién de la respuesta de E, por tamoxifeno, se
produjo a la concentracién mas alta de éste, 10° M, con un elevado significado
estadistico (p<0.001).

4.2.2 Esculetina

En la figura 13 se observan los resultados de antagonismo del tamoxifeno sobre
esculetina, que de igual manera se observan como desplazamientos de las curvas

a diferentes concentraciones de tamoxifeno.
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Figura 13. Antagonismo de tamoxifeno sobre la respuesta proliferativa inducida por
esculetina en células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Cada punto representa
el valor promedio y el error estindar de tres ensayos independientes (n=18). Significado
estadistico con respecto al control, * p<0.05.
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La respuesta de la esculetina, también fue antagonizada significativamente por el
tamoxifeno a las concentraciones de 10® y 10° M. La inhibicién de la respuesta

fue de aproximadamente 40 y 60 % respectivamente (p< 0.05).

4.2.3 Dafnetina

En la figura 14 se observa la respuesta del antagonismo de tamoxifeno sobre
dafnetina en las células MCF-7.
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Figura 14. Antagonismo de tamoxifeno sobre la respuesta proliferativa inducida por
dafnetina en células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Cada punto representa el
valor promedio y el error estindar de tres ensayos independientes (n=18). Significado
estadistico con respecto al control, **#p<0.01.

= Dafnetina _ﬂ_Dafnetina + tamoxifeno 10"M o Dafnetina + tamoxifeno 10°M 4 Dafnetina + tamoxifeno 10° M

Las concentraciones de 10”7 y 10 M de tamoxifeno produjeron un modesto efecto
inhibitorio de la proliferacién celular con respecto a las células expuestas sélo a
dafnetina. Sélo la concentracién mas alta de tamoxifeno (10° M) inhibi6
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significativamente la proliferacion de todas las concentraciones de dafnetina,
observandose una mayor inhibicién a la concentracién de 10 M, con un 40 % (p<
0.001).

4.3 Efectos estrogénicos in vivo

En la tabla 4 se muestran los datos y resultados del efecto uterotrépico in vivo. El
calculo del efecto y la potencia se realizaron de acuerdo a las férmulas descritas
por Lemini y colaboradores (2004).

Tabla 4. Resultados in vivo de la evaluacion estrogénica de esculetina y dafnetina.

. . Peso ) Peso uterino
Dosis Dosis Peso uterino + o
Grupo (mgkg)  (umol/Kg) N (gcoirpEoSril/II) (mg + ESM) (mgé1s(')\;l))g + A% RUEE. RUPE:
Aceite 5mL 95 14.3+£0.3 16.0£0.7 118.2+25.4 - - -
Estradiol 10 ug 0.037 95 14905 53.4+£15 368.1 +21.2 234.30 100 100
17.5 mg 98 18 15.3+£0.5 143+1.7 200.6 +25.6 -10.40 -4.439  -0.850
Esculetina 35 mg 197 18 145+0.5 129+1.2 90.0+24.7  -19.17 -8.183  -0.230
70 mg 393 18 145+0.5 36.1 £3.3 261.4+306 126.19 53.859  0.017
140 mg 787 18 155+0.4 11.9+0.8 79.8+6.3 -25.44  -10.857 -0.043
Dafnetina 70 mg 393 18 13.9+£0.6 14.0+£0.7 103.9+6.3 -12.28 -5.241 -0.180
140 mg 787 18 13.9+0.7 9.9+0.8 73.9 6.1 -37.97  -16.206  -0.029

Para cada dosis se presentan los pesos corporales y los pesos uterinos, ademas
de los siguientes calculos: el peso uterino por 100 g de peso corporal, la diferencia
porcentual con respecto al grupo control (A%), el efecto uterotrépico relativo del E»
(RUEE,) y la potencia uterotrépica relativa de E, (RUPEy). El calculo de A% se
realizé con la siguiente férmula; A% = [Uw(100)/U,V]-100, donde, U, es el peso
uterino humedo de cada tratamiento y U,V es el peso uterino humedo del grupo
control. Para RUEE,, la férmula fue: RUEE; = [U,Cum - U,V] x 100 / (UnE> -
UwV], donde U,Cum es el peso uterino hiumedo del grupo tratado con cumarina,
UwV ya fue definido y UyE2 es el peso uterino humedo del grupo tratado con E2.
En el caso de RUPE; el célculo se realiz6 con la siguiente férmula: RUPE, = DE;
(UwE2 - UyV) x 100 / DCum (UyCum - U,V), donde DE: es la dosis administrada
de E2 expresada en pmol/kg, DCum es la dosis administrada de cumarina
expresada en umol/kg, y los otros valores ya han sido definidos.
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En la figura 15 se observa que solo la esculetina a la concentraciéon de 70 mg/kg
de peso corporal y el control positivo (E2) tuvieron un efecto estrogénico
significativo in vivo comparados con el control que sélo recibié el vehiculo. A la
concentracion de 140 mg/kg de peso corporal, tanto la esculetina y dafnetina
disminuyeron el peso uterino en 26 y 40 % respectivamente al comparar con el

control.
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Figura 15. Grifica de resultados de estudios in vivo. Cada barra del control y de estradiol
representa el valor promedio y el error estdndar de 95 datos. Para los tratamientos, cada
barra representa tres ensayos independientes (n=18). Diferencias estadisticas con respecto
al control, ***p<0.001, *p<0.05.
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5. DISCUSION

En los resultados obtenidos en este trabajo observamos que, aunque la esculetina
y la dafnetina tienen semejanzas estructurales importantes, los efectos que
produjeron sobre la proliferacién celular presentan diferencias claras. En la linea
celular MCF-7, la esculetina, produjo efectos bifasicos dependientes de la
concentracion. En contraste con la dafnetina, que soélo produjo efectos

antiproliferativos.

En las células MCF-7, a bajas concentraciones de esculetina (de 10° a 10° M) la
proliferacién celular se incrementd significativamente. Dicho efecto fue
antagonizado por concentraciones 10° y 10° M de tamoxifeno, lo que concuerda
con la hipotesis planteada. Los resultados in vitro fueron confirmados por ensayos
de estrogenicidad in vivo, donde se observd efecto uterotropico a la dosis de 70

mg/kg de peso corporal.

Kirkiacharian et.al., (1999) estudiaron la accién antiproliferativa de derivados
cumarinicos e isoflavonas en células MCF-7 con una concentracién de 10° My no
observaron diferencias con respecto al control. En este estudio también se evalud
la afinidad de los compuestos por RE. Observaron que, la adicién de un grupo
hidroxilo en la posicién 7 del anillo bencénico de la 3-arilcumarina, fue la Unica
modificacion que increment6 la afinidad de union a este receptor. Los resultados
antiproliferativos son consistentes con nuestras observaciones realizadas con

esculetina y los ensayos de unién a ligando apoyan nuestra hipotesis de trabajo.
Aunque la estructura de la esculetina no esta dentro de la clasificacién de

fitoestrégenos, es obtenida de plantas y presenta actividad estrogénica tanto in

vitro como in vivo.
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Los efectos estrogénicos de la esculetina que observamos en este estudio son
consistentes con reportes previos sobre la actividad biolégica de la genisteina
(Wang y Kurzer, 1998; Hsieh et.al., 1998). En estos trabajos se observa que la
genisteina estimula el crecimiento de células MCF-7 en rangos de concentracion
entre 108 M y 10® M e inhibe el crecimiento a concentraciones por arriba de 107
M. El efecto estrogénico de la genisteina también es antagonizado por tamoxifeno,
lo que ha sido demostrado con ensayos de unién de RE a ligando. Esto indica que
el aumento de la proliferacién celular por genisteina es mediado por RE (Zava
et.al., 1997; Schwartz et.al., 1998)

Se ha reportado que los compuestos estrogénicos presentan efectos bifasicos que
dependen de la concentracion que se utiliza (Calabrese, 2001, Limer y Speirs,
2004; Magee y Rowland, 2004; Harris etal., 2005; Takeshi, 2006). Los
compuestos que presentan este patron de respuesta son menos seguros para el

tratamiento de cancer asociado a estrégenos.

Los efectos antiproliferativos de la esculetina que se observaron a la mayor
concentracién (10) son consistentes con reportes previos (Kawaii et.al., 2001;
Chu et.al., 2001; Kawase et.al., 2003). Aunque en lineas celulares de leucemia, la
actividad de la esculetina se observa desde las 24 horas, en lineas tumorales
derivadas de epitelios, se requieren altas concentraciones y exposiciones
prolongadas para observar la inhibicion de la proliferacion(Finn et.al.,, 2001;
Hoffmanova et.al., 2002).

En contraste con la esculetina, la dafnetina tiene mayor potencia que la esculetina
e inhibe la proliferacién de diversas lineas de tumores epiteliales desde las 48
horas de exposicién (Finn et.al., 2002, 2004; Garcia, 2003). Ademas, la dafnetina
solo produjo efectos inhibitorios que concuerdan con la disminucion de la
expresion de ciclina D1 observada previamente en este laboratorio (Larios, 2006).
En el presente estudio, se observd que el antagonismo de tamoxifeno a la

concentracion de 10° M se incrementd al adicionar la misma concentracién de
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dafnetina. Esto podria deberse a que la dafnetina inhibe sefiales inducidas desde
la membrana como la actividad de PKA, PKC y otras. La interaccién entre el
tamoxifeno y la dafnetina también podria ser el resultado de acciones sinérgicas
directas sobre el RE. Sin embargo se requieren otro tipo de ensayos para

esclarecer dicho mecanismo de esta accion.

Nuestros resultados indican que la dafnetina podria ser un agente mas seguro en
el tratamiento del cancer mamario. Ademas, este compuesto es un agente
inductor de diferenciacién celular a través de la activaciéon de la cinasa (Finn et.al.,
2004).

El tratamiento de tumores malignos a través de la induccién de diferenciacion
celular ha sido un concepto atractivo (Leszczyniecka et.al., 2001). Aunque esta
terapia ha tenido un desarrollo en la clinica para el tratamiento de algunas
leucemias, en el tratamiento de tumores sélidos ha sido poco exitosa. Algunos
agentes inductores de diferenciacion celular administrados a pacientes con
tumores sélidos han tenido poca eficacia comparada a la obtenida con los agentes
antineoplasicos convencionales (Kawamata et. al, .2006). Sin embargo, los
agentes inductores de diferenciacion podrian potenciar el efecto de agentes
quimioterapéuticos convencionales o de la terapia de radiacion.

Por dltimo, durante la estandarizacion de la metodologia in vitro, se observaron
bajos porcentajes de respuesta con el método de sulforodamina B (datos no
mostrados), que tradicionalmente se ha empleado para determinar la
estrogeniciad de diversos xenoestrogenos (Gierthy, 1997). Con el microensayo de
MTT, se obtuvieron respuesta de proliferacion entre 20 y 60 % con respecto a las

células control, por lo que el trabajo se realiz6 con este ultimo método.
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6. CONCLUSIONES

Las bajas concentraciones probadas en este trabajo, son mas cercanas a las
concentraciones fisioldgicas que se pueden alcanzan en el plasma y que tienen
efecto sobre los organismos vivos. En estas condiciones, los efectos de esculetina
y dafnetina sobre las células MCF-7 permiten una mejor comprension del

comportamiento de estos compuestos.

Pese a su similitud estructural, la esculetina y la dafnetina tienen efectos diferentes
sobre la proliferacién de la linea celular MCF-7.

En células MCF-7, la esculetina tuvo efectos proliferativos similares al E,, pero de
menor potencia, implicando un posible efecto estrogénico que fue corroborado in
vivo. Los efectos bifasicos de la esculetina son comunes en la mayoria de los
fitoestrégenos, por lo que éste compuesto podria ser empleado como alternativa
en la terapia de reemplazo hormonal.

Por el contrario, la dafnetina solo tiene efectos antiproliferativos que podrian ser el
resultado de las acciones iniciadas en la membrana y por interacciones directas
sobre el ER.

La mayor actividad antiproliferativa de la dafnetina, indican que esté compuesto

podria ser un agente adyuvante mas seguro que la esculetina para incrementar la

eficacia de los tratamientos antineoplasicos del cancer de mama.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS DE ESTE TRABAJO

En el laboratorio de farmacologia celular se han evaluado el efecto in vitro de las
asociaciones de dafnetina con otros agentes antineoplasicos convencionales
(cisplatino, etopdsido y paclitaxel). Sin embargo, de los resultados del presente
estudio se observa la importancia de realizar investigaciones sobre la asociacién

entre dafnetina y agentes antiestrogénicos.

También es importante evaluar la actividad antitumoral in vivo de la dafnetina, asi
como la de sus potenciales asociaciones con otros agentes antineoplasicos

convencionales.
Ya que la estructura de las cumarinas no estd dentro de la clasificacidon de

fitoestrogenos, es necesario realizar estudios mas detallados sobre estructura-

actividad para establecer o no su inclusién dentro de dicho grupo.
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