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RESUMEN

La melatonina ejerce un papel oncostatico sobre diferentes tipos de tumores,
especialmente, en el cancer de mama cuyo crecimiento y desarrollo depende de las
concentraciones de estrégenos. Ademas, la melatonina sensibiliza las células tumorales frente a
los quimioterapicos y la radiacion incrementando sus efectos terapéuticos. Por ello, en nuestro
estudio hemos investigado los efectos de los quimioterdpicos docetaxel y vinorelbina y la
radiacion sobre células normales, particularmente preadipocitos humanos mamarios, un tipo
celular crucial en el microambiente tumoral del céncer de mama, y su modulacion por

melatonina.

Docetaxel y vinorelbina juegan un papel en la reaccion desmoplasica en cancer de
mama, inhibiendo la proliferacién y estimulando la diferenciacién de los preadipocitos a
adipocitos, mediante un incremento en la expresion de dos de los principales reguladores de la
diferenciacion adipogénica, C/EBPa y PPARy, y mediante una disminucion de la expresion de
citoquinas antiadipogénicas, como son TNF-a, IL-6 0 IL-11. La aplicacion de radiacion inhibid
tanto la proliferacion como la diferenciacion de los preadipocitos a través de una disminucion de
la expresion de C/EBPa y PPARy y también estimul6 la expresion de TNF-a. Ademas, el
docetaxel y la radiacion disminuyeron la actividad y expresion de la enzima aromatasa,
mediante una reduccion de la expresion del mRNA del promotor Il de aromatasa y de las
enzimas COX-1 y COX-2. La melatonina potenci6 el efecto estimulador del docetaxel y la
vinorelbina sobre la diferenciacion y también sus efectos inhibitorios en la expresion y actividad
de la enzima aromatasa, mediante una estimulacion de la expresion de C/EBPa y PPARy y una
reduccidon de la expresion de las citoquinas antiadipogénicas y las ciclooxigenasas. En
combinacion con la radiacion, la melatonina neutralizé el efecto inhibitorio ejercido sobre la
diferenciacion de los preadipocitos mediante un incremento de la expresion de C/EBPa y
PPARy y un descenso de la expresion de TNF-o inducida por la radiacion. La melatonina
también potencid el efecto inhibitorio ejercido por la radiacion sobre la actividad y expresion de

aromatasa disminuyendo la expresion del promotor Il y las enzimas COX-1y COX-2.

Nuestros resultados sugieren que la quimioterapia y la radiacion ejercen efectos
reguladores sobre los preadipocitos (diferenciacion y actividad y expresion de aromatasa) y que
la melatonina en este sentido modula esas acciones, lo cual la convierte en un prometedor
adyuvante para el tratamiento con quimioterapia y radioterapia, habiendo demostrado efectos

antitumorales sinérgicos.



INTRODUCCION

1. MELATONINA

La N-acetil-5-metoxitriptamina o melatonina es la principal hormona secretada por la
glandula pineal, y estd involucrada en muy diferentes actividades fisiolégicas y contextos
bioldgicos [1]. La produccidn fisiologica de melatonina esta regulada por el ciclo circadiano,
siendo estimulada la sintesis y secrecion en situaciones de oscuridad (noche) y reprimida en
presencia de luz (dia) [2].

En cuanto a los niveles de melatonina en sangre, estan regulados por la sintesis, ya
comentada, y por la degradacion periférica de la misma, principalmente en el higado, aunque se
han descrito otras vias de degradacion secundarias [3]. Ademas de la sintesis de melatonina en
la glandula pineal, se han descrito otros origenes de la misma, como por ejemplo la retina, el

tracto gastrointestinal la piel, la médula 6sea, los linfocitos y otros tejidos [4].

La melatonina ejerce una gran cantidad de acciones biolégicas; sin embargo, la mejor
descrita es la accion crono-biolégica como neurohormona y coordinadora del ciclo
luz/oscuridad. Los niveles elevados durante las horas de oscuridad en sangre informan a las
diferentes células y tejidos del organismo de la duracion de la noche. Alteraciones en la longitud
del dia o el tiempo de exposicion a la luz pueden modificar la produccion de melatonina, des-

sincronizando el llamado ‘reloj humano’ [5].

La melatonina utiliza una gran cantidad de mecanismos para ejercer su funcién [6]. Sus
acciones estan basadas en su capacidad para unirse a los receptores de membrana, los cuales
estan acoplados mayoritariamente a proteinas G que se encargan de activar las cascadas de
transduccion de las sefiales [7]. También puede actuar a través de receptores huérfanos o
moléculas como la calmodulina o realizar acciones no mediadas por ningln receptor como la

neutralizacion de radicales libres y derivados reactivos de oxigeno [8,9].

El importante papel oncostatico ejercido por la melatonina sobre las células tumorales
mamarias esta claramente descrito y demostrado [10,11]. Gran cantidad de estos efectos anti-
cancerigenos de melatonina estan mediados por la unién de la hormona a dos de sus receptores
encontrados en humanos como son el MT1y el MT; [12]. Ambos receptores estan expresados en
varios oOrganos, pero muestran diferentes perfiles de expresion [7]. La importancia de la
expresion de estos receptores esta ampliamente descrita tanto que varios estudios han
correlacionado la expresion del receptor MT1 por las células tumorales mamarias con un mejor

pronostico y progresion de la enfermedad que los casos en los que no lo expresan [13,14,15].



2. CANCER DE MAMA

Segun la Asociacion Espafiola Contra el Céancer (AECC), el cancer de mama es el

tumor maligno mas frecuentemente diagnosticado entre las mujeres de todo el mundo.

En el afio 2008 se diagnosticaron aproximadamente 1.380.000 casos nuevos de cancer
de mama en el mundo. En la actualidad es el tumor mas frecuente en la poblacion femenina
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. La incidencia en Espafia es baja, sobre
todo comparada con otros paises como Estados Unidos, Canadd, Reino Unido, Alemania o
Francia. En Espafia se diagnostican unos 26.000 casos al afio, lo que representa casi el 30% de
todos los tumores del sexo femenino en nuestro pais. La mayoria de los casos se diagnosticaron
entre los 35 y 80 afios, con un maximo entre los 45 y 65 afios. Tanto en numero de casos como
las tasas de incidencia aumentan lentamente en Espafia y en el mundo, probablemente debido al

envejecimiento de la poblacion y a un diagndstico cada vez mas precoz.

El cancer de mama supone la primera causa de mortalidad por cancer en mujeres con
6.312 fallecimientos en 2011. En el afio 2002, el cancer de mama fue la causa de 411.000
muertes en todo el mundo, siendo la primera causa de muerte por cancer entre las mujeres. En
Espafa fallecen unas 6000 mujeres al afio por cancer de mama, lo que representa el 16,7% de
todos los fallecimientos por cancer del sexo femenino en el pais y el 3,3% del total de muertes
entre las mujeres. También en el caso de la mortalidad, al igual que en la incidencia, Espafia

tiene una de las tasas mas bajas a nivel del territorio europeo.

En cuanto a la terapéutica del cancer de mama, la principal herramienta usada en la
clinica es la quimioterapia, la cual consiste en la administracion de farmacos tdxicos para la
celula cancerosa tanto de manera oral como intravenosa. Ademas de la quimioterapia, en

muchos casos se requiere del uso de terapias adyuvantes como la radioterapia [16].

El cancer de mama es un modelo de cancer maligno hormono-dependiente. Un alto
porcentaje de los nuevos casos de cancer de mama son inicialmente hormono-dependientes,
tanto en mujeres pre como post menopausicas. El estradiol, principal hormona sexual
biol6gicamente activa presente en el tejido mamario, juega un papel muy relevante en la génesis
y progresion del tumor en mujeres. Por este motivo ademas se puede considerar al estradiol

como un “carcinégeno mamario” [17].

En este sentido, los estrdgenos contribuyen a la patogénesis del cancer de mama. Altas
concentraciones de estradiol encontradas en algunos tumores mamarios podrian deberse tanto a

la captacion de estrogenos del torrente sanguineo como a la sintesis in-situ. Una de las vias mas



importantes involucradas en la sintesis de estrogenos en células tumorales de mama es la via de

la aromatasa, la cual transforma andrdgenos en estrogenos [17].

Los precursores esteroideos mas importantes para la sintesis local de estrégenos son la
dehidroepiandrosterona (DHEA) y su sulfato (DHEA-S), que proceden principalmente de la
corteza suprarrenal. La Figura 1 muestra una vision general de los mecanismos béasicos
enzimaticos que se llevan a cabo en la formacion y transformacion de estrégenos humanos en

las células tumorales mamarias.
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Figura 1. Mecanismos enzimdticos relacionados con la biosintesis local de estrégenos a nivel del
tejido tumoral  mamario. (Abreviaturas: DHEA, dehidroepiandrosterona; DHEA-S,
dehidroepiandrosterona sulfato)

Se han descrito varios mecanismos para explicar las acciones oncostaticas producidas
por la melatonina en células tumorales mamarias [17]. Entre otros, cabe destacar los efectos
indirectos derivados de la interaccién entre melatonina y el eje neuroendorino reproductivo,
disminuyendo los valores de hormonas influyentes en el crecimiento del tumor como los
estrogenos [1]. También se han descrito acciones antiestrogénicas directas sobre las células
tumorales mamarias [18], regulando la actividad de varios de los enzimas responsables de la

sintesis de estrdgenos en el entorno tumoral [19].
3. REACCION DESMOPLASICA

Se ha descrito en multitud de ocasiones y mediante muy diferentes mecanismos la
influencia que tiene el microambiente tumoral en el crecimiento y mantenimiento de las células

tumorales mamarias. Tanto las células adiposas indiferenciadas (preadipocitos) como las células




del endotelio vascular van a proporcionar un soporte estructural y bioquimico para el
crecimiento del tumor, principalmente incrementando la biosintesis local de estrogenos (via
activacion de la aromatasa) en respuesta a las sefiales paracrinas secretadas por las células
tumorales [20,21].

Las células tumorales mamarias secretan citoquinas (TNF-a, interleucina-11 e
interleucina-6) que inhiben la diferenciacion de los preadipocitos del entorno peritumoral a
adipocitos maduros, principalmente mediante la inhibicién de la expresién de factores de
transcripcion como PPARy y C/EBPa. A su vez, la secrecion de citoquinas antiadipogénicas y
la indiferenciacion de las células adiposas primarias van a suponer un incremento de la actividad
aromatasa en el entorno tumoral. A este fendmeno fisiologico se le conoce cominmente como
reaccion desmoplésica o acumulacién de adipocitos indiferenciados con gran actividad

aromatasa alrededor de las células tumorales mamarias.

Las células tumorales mamarias, especificamente, encuentran regulada su expresién de
la enzima aromatasa formadora de estrégenos principalmente por los promotores Il y 1.3, los

cuales estan regulados a su vez por los niveles locales de AMP ciclico (CAMP).

Las células tumorales mamarias secretan también prostaglandina E> (PGEy) la cual
estimula la expresion y actividad de la aromatasa en preadipocitos (via cCAMP) y aumenta las
concentraciones de citoquinas antiadipogénicas. La PGE; se sintetiza gracias a la actividad de
las ciclooxigenasas (COX), tanto la isoforma COX-1 como la COX-2. COX-1 esta
constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos y COX-2 es inducible, y se ha visto

que esta presente en tejido tumoral mamario, no encontrandose en tejido mamario no tumoral.

La melatonina, en este sentido, reduce la presencia de preadipocitos en el entorno
peritumoral estimulando su diferenciacion a adipocitos maduros y reduciendo asi la actividad
aromatasa a través de un descenso de la concentracion de citogquinas antiadipogénicas
[19,22,23], Figura 2.
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Figura 2. Interacciones entre subtipos celulares en tumores mamarios inhiben la diferenciacion y
aumentan la formacion de estrégenos mediante el incremento de la actividad aromatasa en
preadipocitos. Todas estas acciones estdn mediadas por el Factor de Necrosis Tumoral subtipo o
(TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 11 (IL-11), prostaglandina E2 (PGE2) y otros factores
producidos por las células tumorales. La melatonina reduce el nimero de preadipocitos estimulando
su diferenciacion y disminuyendo la actividad aromatasa.

Niveles bajos de TNF-o, interleucina 11 e interleucina 6 permiten la diferenciacién de
los preadipocitos y reducen la actividad y expresion de la aromatasa. PPARy y C/EBPa,
reguladores de la diferenciacién de los preadipocitos, van a aumentar sus niveles bajo la accion
de la melatonina. También, la melatonina va a reducir la produccion de PGE: por las células
tumorales, la cual incrementa la actividad aromatasa en preadipocitos via CAMP y aumenta la

produccion de interleucina 11 [19,22,23].
4. OBJETIVOS

El objetivo fundamental de este trabajo es estudiar los efectos ejercidos por los
quimioterapicos, docetaxel y vinorelbina, y la radiacion sobre la diferenciacion de preadipocitos

mamarios humanos y la modulacion de estos efectos por la melatonina.



MATERIAL Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

1.1. Lineas celulares utilizadas en el estudio

Para este trabajo se ha utilizado la linea celular denominada BRF (Breast Fibroblasts)
adquirida en la ATCC (American Type Culture Collection). El origen de la linea es el
fibroblasto mamario humano y el medio de cultivo utilizado es Medio de Preadipocitos (PM-1)
(ZenBio, Inc, NC, USA).

También se ha utilizado la linea celular denominada MCF-7 (Michigan Cancer
Fundation) adquirida en la ATCC. Esta linea celular surge de células epiteliales de
adenocarcinoma mamario humano (ER+). El medio de cultivo utilizado para esta linea celular
es el DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) + 10% de Suero Fetal Bobino.

1.2. Condiciones de cultivo

- Tipo de cultivo: células adherentes en monocapa.
- Mantenimiento rutinario en placas de cultivo de 10 cm de diametro (Falcon).

- En todos los casos, a los medios de cultivo se les afiadié una proteccién antibidtica

consistente en 0,6 mg/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina (Biowest).
- Las lineas celulares se incubaron en una atmésfera himeda con 5% de CO,a 37°C.

- Un stock de cada una de las lineas celulares empleadas en este trabajo fue mantenido a
una temperatura de -150°C en una preparacion crioprotectora que contiene 90% (v/v) de
SFB (PAA) y 10% de dimetil-sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich).

- Las células se cultivaron utilizando como nutriente el medio especifico para cada linea

celular.

- Para la diferenciacion de las BRF en adipocitos maduros se utiliz6 Medio de
Diferenciacion (DM-2) (ZenBio, Inc, NC, USA).

1.3. Condiciones de subcultivo

Cuando las células alcanzan el 70-80% de confluencia, se realiza su subcultivo para
asegurar el crecimiento exponencial de las mismas. Para ello, se retira el medio de la placa y se
lava con PBS (Phosphate Buffered Saline: NaCl 8g/L, KCI 0,2 g/L, Na;HPO4 1,4 g/L, KH2PO4
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0,24 g/L, pH 7,4) (Sigma-Aldrich). A continuacidn, se afiade una solucién de 0,25% de tripsina-
EDTA (0,25% de tripsina (p/v), 0,2 g/L EDTA) (Sigma-Aldrich) y se incuban de 3 a 5 minutos
a 37°C para despegar las células de la superficie de la placa. Posteriormente, las células se
recogen en el medio de cultivo correspondiente, actuando el suero como inactivador de la
tripsina, y se centrifugan a 100 x g durante 5 minutos. Finalmente el sedimento se resuspende en
medio de cultivo fresco, repartiendo la suspensién celular en distintas placas.

1.4. Recuentos celulares para siembras. Viabilidad celular

De la suspension celular obtenida en cada subcultivo, se tomaron 20 pL para llevar a
cabo el recuento celular en una cadmara de Neubauer (Marienfeld, GmBH) mediante un
microscopio Optico de fluorescencia invertido (Nikon TMS) utilizando un aumento de 10X y
haciendo doble contaje. En todos los casos se realizé la tincion de la muestra con el colorante
trypan blue 0,4% v/v (Sigma-Aldrich), que permiti6 valorar la proporcion de células viables (las

gue excluyen el colorante), frente a las no viables.
2. TRATAMIENTOS Y COMPUESTOS QUIMICOS

El stock de melatonina se prepar6 mediante disolucion en etanol 100% a una

concentracion de 100 mM, almacenandose a -4°C en forma de alicuotas.

Ademas se han utilizado dos farmacos antineoplasicos utilizados actualmente en las
pacientes de cancer de mama: docetaxel y vinorelbina. El docetaxel (1 uM o 10 nM) (Sigma) es
un antimitético que interfiere en la multiplicacion de las células, pertenece al grupo de los
taxanos y actua sobre los microtubulos de las células cancerosas, estimulando el ensamblaje de
los microtubulos y estabilizando su formacion inhibiendo su despolimerizacion. La vinorrelbina
(1 pM o 10 nM) (Sigma), en cambio, es un farmaco antineoplasico de la familia de los
alcaloides de la vinca. A nivel molecular, actta sobre el equilibrio dindamico de la tubulina en el
sistema microtubular de la célula. Bloguea la mitosis en G2-M, causando la muerte celular en la
interfase o en la siguiente mitosis. Ambos quimioterapicos se disolvieron en etanol 100% a una
concentracion de 0,1 M. De ahi se lleva a 0,001 M y se almacenaron en forma de alicuotas a una

temperatura de -4°C como stock. Se utiliz6 a una concentracion final de 1 pM.
3. PROCEDIMIENTO DE RADIACION DE LAS CELULAS

Se expusieron las células a radiacion X utilizando un modelo YXLON SMART 200
tube (Yxlon International, Hamburg, Germany) a temperatura de ambiente. Inicialmente,
utilizamos diferentes dosis de 4, 6, 8 y 10 Gy, de radiacion. Para el resto de los experimentos,

utilizamos radiacion de 8 Gy como la dosis de radiacion Optima. La radiacion se administro
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como una dosis Unica de 8 Gy en un tamafio de campo de 11,5 cm x 8,5 cm, placas de 6 pocillos
maltiples, a una tasa de dosis de 0,92 Gy/min. La distancia de la mitad de la profundidad de la
fuente se calcul6 inicialmente para obtener una tasa de dosis constante de 0,92 Gy/min. Las
células de control se retiraron de la incubadora y se colocaron durante el mismo periodo de

tiempo en el irradiador pero sin radiacion.

4. EXPERIMENTOS DE COCULTIVOS CELULARES

Con la finalidad de simular el microambiente tumoral y asi explorar el comportamiento
de las células BRF en presencia de células tumorales malignas, empleamos cocultivos de los

tipos celulares BRF y MCF-7 obteniendo un modelo de cancer de mama in vitro.

Para ello, se utilizaron placas de cultivo de 6 pocillos (Falcon) en las que se sembraron
células procedentes de las lineas celulares estudiadas. En cada pocillo se coloc6 un insert o
soporte (Falcon) provisto de una membrana permeable de 0,45 um de tamafio de poro, sobre el
que se sembraron células de una linea celular distinta a la que se encontraba en el
compartimento inferior. EI uso de este dispositivo permitié analizar las relaciones paracrinas
gue ocurrieron entre células pertenecientes a lineas diferentes. La Figura 3 muestra una
representacion esquematica del mecanismo utilizado en los experimentos de cocultivos,
compuesto por un pocillo perteneciente a una multiplaca de 6 pocillos y su soporte

correspondiente.

Células en el compartimento superior

L
A |

Insert

Medio de cultivo

Membrana con Pocillo

microporos _D S e S =

Células en el compartimento inferior

Figura 3. Representacion esquemdtica de un pocillo y un insert permeable utilizados en los
experimentos de cocultivos celulares
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Las células BRF se sembraron en placas de 6 pocillos (Falcon), a una densidad de 12 x
10® células/pocillo en medio de preadipocitos. Al dia siguiente, se introdujeron los inserts y
sobre su membrana permeable se sembraron las células MCF-7 a una densidad de 5 x 103
celulas/insert. En este momento se afiadié medio de diferenciacion de preadipocitos junto con
los tratamientos correspondientes durante un total de 10 dias, renovandose el medio cada 3 dias.
Una vez finalizado el tiempo de diferenciacion, se eliminan los insert y se evaltan los efectos

producidos en las células BRF.

5. MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR. METODO DEL MTT

Se utilizo el método del MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 bromuro difeniltetrazolio]
(Molecular Probes) como método para examinar la viabilidad y proliferacion celular de manera
indirecta. Es un ensayo colorimétrico que mide la actividad metabdlica de las células en fase de
proliferacion activa. Esta basado en la rotura del anillo de tetrazolio del MTT (color amarillo)
por diferentes deshidrogenasas mitocondriales, formandose cristales de formazan (color
violeta). Los cristales de formazan son insolubles en agua pero pueden solubilizarse con
disolventes organicos, y su concentracién se determina midiendo la densidad dptica a una
longitud de onda de 570 nm, siendo la cantidad de formazan obtenido directamente proporcional
al nimero de células proliferantes (metabdlicamente activas) hasta aproximadamente 10°

células/pocillo.

La medida de la proliferacién celular se llevo a cabo mezclando 1 mL de una solucién
madre de MTT (12 nM) disuelta en PBS, con 10 mL de medio correspondiente sin rojo fenol y
sin suero. Tras retirar el medio de cultivo de la placa, se afiadieron 110 pL de la mezcla a cada
pocillo. A las 4 horas de incubacién de la placa a 37°C, se solubilizaron los cristales de
formazan afiadiendo 100 pL/pocillo de una solucion de SDS-HCI (0,01 N), conteniendo 1 g de
SDS. La absorbancia se midid, a las 24 horas de incubacién con esta segunda solucion,
empleando un lector de microplacas (Labsystems MultiSkan RC) y midiendo a 620 nm. En
todos los casos se restd la absorbancia de los blancos, que contenian todos los reactivos, pero no
las células. Dado que la relacién entre la densidad dptica y el nimero de células es lineal en un
rango de hasta 10° células, la proliferacion celular se representé como medida de la absorbancia.
Cada experimento se realizé al menos por triplicado y los resultados se indicaron como la media
+ SEM (error estandar de la media) de cinco experimentos independientes y los datos se

presentan como porcentaje de células control no tratadas.
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6. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

6.1. Extraccién de ARN total de las células en cultivo

La medicion de la expresion de diferentes genes en células endoteliales se realizd
mediante transcripcion inversa en tiempo real RT-PCR. Para la extraccion de ARN total de las

células diferentemente tratadas se utilizo el kit comercial NZY Total RNA Isolation Kit.

El procedimiento seguido es el siguiente, las células se lavaron con PBS y se
homogeneizaron sobre la placa de cultivo, utilizando un tampdn de lisis con un alto contenido
en tiocinato de guanidina, que inactiva las RNasas. El lisado se dispuso en una columna de
filtracion (NZYSpin Homogenization Columns) para reducir la viscosidad de la muestra y
aumentar su pureza. Una vez centrifugada a 11.000 x g, se le afiadié etanol al 70% (v/v) para
ajustar las condiciones Optimas de unién, y se transfirié el lisado a una nueva columna
(NZYSpin Binding Columns), en la que el ARN total se unié a la membrana de silica gel de la
misma. EI ADN contaminante, que también se une a la membrana, se eliminé mediante la
incubacion con una DNasa reconstituida (DNase | solution). Después de 3 lavados sucesivos
para eliminar los restos de sales y componentes celulares no deseados, se diluyd el ARN en 40

uL de agua libre de RNasas.
6.2. Determinacion de la cantidad y pureza del ARN

Para determinar la cantidad y la pureza del ARN extraido se realiz6 una lectura de su
absorbancia a 260 nm en el Nanodrop 1000 V 3.6 (Thermo Scientific). Este espectofotometro
capilar cuantifica la pureza mediante el cociente entre absorbancia a 260 nm y a 280 nm, el cual
hace referencia a la cantidad de proteinas presentes en la muestra. Un resultado de 2,0 indica un
ARN puro, sin contaminantes. En todos los experimentos, este cociente fue siempre superior a
1,8.

6.3. Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

La sintesis de ADNCc se llevé a cabo a partir de 1 ug de ARN total (factible hasta 5 pg),
en un volumen de reaccion final de 20 pL, utilizando el kit comercial NZY First-Strand cDNA
Synthesis Kit, que se basa en la accion de una retro-transcriptasa reversa (NZY Reverse
Transcriptase) y un inhibidor de ribonucleasas para proteger el ARN de su degradacion (NZY
Ribonuclease Inhibitor). EI volumen de los componentes para una reaccion se muestra en la
Tabla 1.
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COMPONENTE CANTIDAD
ARN 1pg (nuL)
NZYRT 2x Master Mix® 10 pL
NZYRT Enzyme Mix® 2 uL
NZY RNase H (E. coli) luL
DEPC-H0 Hasta 20 pL

Tabla 1. Componentes empleados en la reaccion de retrotranscripcion. (1) Incluye oligo(dT)is,
random hexamers, MgCl, y dNTPs. (2) Incluye NZY Reverse Transcriptase y NZY Ribonuclease
Inhibitor.

La reaccion se llevd a cabo en dos tiempos. Inicialmente, se prepard en hielo el ARN
junto con los complejos NZY Reverse Transcriptase y NZY Ribonuclease Inhibitor. Se continu6
la reaccién en las siguientes condiciones: 25°C, 10 minutos, 50°C, 30 minutos y 85°C, 5
minutos. Por dltimo, se adiciond el compuesto NZY RNase H (E. coli) y se incub6 a 37°C

durante 20 minutos.

6.4. Disefio de los oligonucleétidos cebadores para la reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)

En el disefio de los oligonucledtidos cebadores para la RT-PCR se utilizaron los
programas informaticos Sequence Analysis 1.6 y DNAMAN (Lynnon Corporation) asi como la
pagina web The Sequence Manipulation Suite. Se consideran adecuadas las parejas de
oligonucleétidos cuya longitud estuviera en torno a 20-25 bases, su porcentaje de G+C fuera de
aproximadamente el 50%, su Tm estuviera en torno a 60°C y su composicion no favoreciese la
aparicion de estructuras secundarias. Al inicio de todos los experimentos, se optimizé el ensayo
con una matriz de diferentes concentraciones de los distintos oligonucle6tidos cebadores
(Sigma-Genosys), para identificar la concentracion que obtuviera un menor valor de Cry una
mayor fluorescencia. La ausencia de dimeros y productos de amplificacion indeseados se
analiz6 sometiendo los productos de amplificacion a electroforesis en gel de agarosa-Tris-
Borato EDTA al 1% (p/v). La longitud de los fragmentos de ADN amplificados oscil6 entre 100
y 180 pares de bases. A modo de control interno de cada reaccion, se disefid una pareja de
oligonucledtidos especificos del gen codificante de la subunidad S14 del ARN ribosomal
humano (ARNTr). Todos los oligonucleétidos empleados en los estudios de expresion génica se

detallan en la Tabla 2.
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Concentracion

Gen Secuencia

(nM)

hARO fw 5-GTCGTGGACTTGGTCATGC -3’ 100
hARO rv 5- CGAGTCTGTGCATCCTTCC -3’ 100
hC/EBPa fw 5- AGGTGCTGGAGCTGACCAGT -3’ 200
hC/EBPa rv 5- AAGCCTCGAGATCCGGCGAC -3’ 200
hPPARy fw 5 - GATGCACTGCCTATGAGCACTT -3’ 400
hPPARy rv 5- AGAGGTCCACAGAGCTGATTCC -3’ 400
hpl.3 fw 5’- GGGCTTCCTTGTTTTGACTGTAA -3’ 200
hpl.3 rv 5’- AGAGGGGGCAATTTAGAGTCTGTT -3’ 200
hpll fw 5’- CTCTGAAGCAACAGGAGCTATAGA -3’ 100
hpll rv 5’- CAGGCACGATGCTGGTGATG -3’ 100

hTNFa fw 5-TGGGGTTTGTGAAACTGTGA -3’ 50

hTNFa rv 5-GTTCCTGCACATTCCCTCTC -3’ 50
hIL-6 fw 5- AGGAGACTTGCCTGGTGAAA -3’ 200
hIL-6 rv 5- CAGGGGTGGTTATTGCATCT -3’ 200
hiL-11 fw 5-GCTGGTTTCGAACTCCTGAC -3’ 200
hiL-11rv 5- CAGGGTGACTTGTGGAACCT -3’ 200
COX-1 fw 5’- ACCCGCACGGGCTATTCCGGC -3° 200
COX-1rv 5’- AGGCGCATGAGCATCTCTCGG -3’ 200
COX-2 fw 5’- ATGTATGAGTGTGGGATTTGA -3’ 200
COX-2rv 5’- TCCAAAATCCCTTGAAGTGGG- 37 200

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados en los estudios de expresion génica.
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6.5. Deteccion de la expresion genica mediante PCR a tiempo real

La medicion de la expresion de diferentes genes de ARNm se realizd mediante
transcripcion inversa en tiempo real RT-PCR después de la incubacion de células, que se
pretrataron durante una semana con melatonina 1 mM o no; y se trataron 4 horas con docetaxel
1 uM o vinorelbina 1 uM o su diluyente (etanol a una concentracion final inferior al 0,001%); o
bien se radiaron con 8 Gy. Después de la extraccion del ARN y sintesis de ADNc anteriormente
descrita, se llevé a cabo la amplificacidn génica. Los cebadores utilizados para la amplificacidn
(Sigma Genosys Ltd., Cambridge, Reino Unido) se enumeran en la Tabla 2. Como
cuantificacion de control, el ARNm de S14 también se sometié a RT-PCR en tiempo real
utilizando un conjunto de cebadores especificos (Sigma Genosys Ltd., Cambridge, Reino
Unido).

El programa de PCR calculd automéaticamente el ciclo fraccionario en el que la cantidad

de objetivos amplificados se vuelve significativa (Ct).

La reaccion de PCR a tiempo real (RT-PCR) consiste en monitorizar el progreso de la
reaccion de PCR a medida que va ocurriendo, desde el comienzo hasta el final. La deteccién se
realiza al mismo tiempo que la amplificaciéon, por lo que esta tecnologia sustituye a la
amplificacion tradicional y la eletroforesis.

En esta técnica se marca un umbral de fluorescencia (threshold), en el punto en que la
reaccion de amplificacion se encuentra en fase exponencial. El ciclo en el cual la reaccion de
amplificacion atraviesa este umbral de fluorescencia se denomina Cr (threshold cycle) y

depende de la cantidad de ADNCc presente en cada muestra.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador de PCR a
tiempo real MX3000P Real-Time PCR (Stratagene) usando tubos de 0,2 mL (Cmb Bioline,
Cultek). En cada reaccion se afiadieron 6,25 pL de mezcla de Brilliant® SYBR® Green PCR
Master Mix (Stratagene), entre 0,63 (50 nM) y 2,5 uL (200 nM) de cada oligonucleétido, 1 pL
de ADNc, y agua libre de RNasas hasta completar un volumen final de reaccién de 12,5 uL.
Cada muestra se analizé por triplicado, y el experimento se repitié un minimo de 3 veces en

idénticas condiciones.

Las condiciones de amplificacion fueron una modificacion de las establecidas por el
programa: desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C seguida de 45 ciclos de 95°C durante
30 segundos, anillamiento a 55°C durante 45 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos.
Para verificar la especificidad de la reaccion se afadié un paso adicional, la curva de

disociacion, donde las muestras se calentaron lentamente desde 55°C hasta 95°C,
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monitorizandose continuamente la fluorescencia emitida. La temperatura a la cual el ADN se
desnaturaliza se observa como una drastica caida de la fluorescencia debido a la disociacion del
SYBR Green, apareciendo un pico cuando se representa la derivada de la fluorescencia frente a
la temperatura, correspondiente a la temperatura de fusion del producto (Tm). El area del pico
es proporcional a la cantidad de producto de amplificacion obtenido. En las condiciones en las
que se amplifica mas de un producto, se detectan varios picos, cada uno con una Tm

caracteristica.

6.6. Cuantificacion y analisis de la expresion génica relativa (valores de
Cr)

Los resultados fueron analizados con un programa especifico de andlisis, Stratagene
MXPro software version 3.0 (Stratagene), donde se normaliz6 el resultado obtenido en las
muestras de los genes problemas con respecto al gen de referencia (S14), utilizando un método
de comparacion de los valores de C+ (ACr) (Livak KJ, Schmittgen, 2001), que se resume en el

siguiente esquema:
ACt-Crgen interés - Cr gen de referencia
AACt=ACycondicién problema - ACy condicién control

Cambio relativo de la expresion = 2-44¢T

7. DETERMINACION DE LA DIFERENCIACION DE
ADIPOCITOS MEDIANTE TINCION CON OIL RED O

El Oil Red O es un colorante neutro que, debido a sus caracteristicas de solubilidad es
capaz de unirse a los depdsitos de triglicéridos presentes en el citoplasma de los adipocitos
dandoles una coloracion rojiza con un maximo de absorcién a 518 nm. Debido a que el grado de
diferenciacion de un adipocito esta directamente relacionado con el acimulo de lipidos en su
citoplasma, la tincion celular con el colorante Oil Red O constituye un método eficaz en el

estudio de la adipogénesis.

Una vez finalizado el proceso de diferenciacion de los adipocitos, se lavaron dos veces
con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v). La placa se incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A continuacion se lavé 3 veces con agua destilada y se afiadio el
colorante Oil Red O. Después de 3 horas a temperatura ambiente y oscuridad y tras 2 lavados
con agua destilada, se elimind la humedad de la placa mediante una incubacion de 5 minutos a

65°C. Los lipidos intracelulares se extrajeron con alcohol isopropilico. Finalmente, se determind
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la concentracion lipidica mediante la medida de la densidad dptica a 510 nm en un lector de

microplacas (Labsystems MultiSkan RC).
8. MEDIDA DIRECTA DE LA ACTIVIDAD AROMATASA

La actividad aromatasa se evalu6 mediante el ensayo de liberacion de agua tritiada en
las células BRF, y en cocultivos con células MCF-7. Este ensayo se basa en la formacion de
agua tritiada durante la aromatizacién de un sustrato androgénico marcado con ®H, como es la
[1B-3H(N)]-androst-4-ene-3,17-diona y es un método basado en el descrito por Ackerman y
cols. [40].

La enzima aromatasa, presente en el reticulo endoplasmico de las células, se encarga de
transformar la androstenediona en estrona, en una reaccion en la que se libera agua. Por tanto, la
deteccion del agua marcada radiactivamente nos permite cuantificar la actividad aromatasa

presente en las células.

Al final de los experimentos de diferenciacion de adipocitos, las células BRF, tanto
cultivadas en solitario como en cocultivos junto con células de la linea MCF-7, se incubaron en
medio de preadipocitos en presencia del sustrato radiactivo [1B-3H(N)]-androst-4-ene-3,17-
diona a una concentracion de 100 nM (NEN Life Sciences Products) y de 25 a 30 Ci/nM, junto
con los tratamientos correspondientes. Tras 24 horas de incubacion, las placas se colocaron en
hielo para recoger todo el vapor de agua que pudiese haber sido condensado al sacarlas de la
estufa a temperatura ambiente; el medio se transfirié a tubos que contenian 0,25 mL de acido
tricloroacético glacial al 30% frio (p/v) (Sigma-Aldrich), se mezcl6 con el vortex y se centrifugd
a 1700 x g durante 15 minutos a 4°C. A la fase acuosa resultante se le afiadié cloroformo
hidratado frio, se mezclé en vértex y se centrifugd 15 minutos a 4°C a 1700 x g. Se recogio la
fase acuosa sin tocar la interfase y se afiadié DCC al 10% (Sigma-Aldrich), se mezcld con el
vortex y se centrifugd a 1700 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se mezcld
con 3 mL de una solucién cocktail de centelleo (Hydrofluor, National Diagnostics) y la
radiactividad se cuantificé en un contador beta (Beckman LS 6000 IC). La cantidad de
radiactividad medida en el agua tritiada se corrigi6 restando los valores blanco a cada muestra,
que se obtuvieron mediante la incubacion de medio sin androgeno marcado radiactivamente en
placas de cultivo de 60 x 15 mm (Falcon) que no contenian células. Los valores se corrigieron
también tomando en consideracion la retencion de tritio en el agua en todo el proceso del
ensayo. Para ello, se incubaron paralelamente varias placas de cultivo de 60 x 15 mm a las que
se afiadieron concentraciones conocidas de agua tritiada (NEN Life Sciences Products) con el

fin de valorar las posibles pérdidas de radiactividad a lo largo del procesado de las muestras. En
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todos los casos, la retencién fraccional de tritio en el medio incubado con agua durante todo el

proceso fue superior al 85%.
9. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad Prisma 4.0
(Graphpad Software). Los estudios estadisticos realizados fueron en todos los casos estudios
paramétricos, aplicados a variables ajustadas a una distribucion normal. En concreto, se
realizaron analisis paramétricos de la varianza (ANOVA) seguidos, en caso de valores
significativos del mismo, del test de Student-Newman-Keuls, para calcular las diferencias
estadisticamente significativas existentes entre los distintos grupos experimentales. Los
resultados se consideraron estadisticamente significativos para valores de P<0,05. A no ser que
se especifique lo contrario, todos los experimentos se repitieron 3 veces en idénticas

condiciones y los resultados se indicaron como la media + error estandar de la media (SEM).
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RESULTADOS

1. EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LOS CAMBIOS
INDUCIDOS POR EL DOCETAXEL Y LA VINORELBINA EN LA
DIFERENCIACION DE PREADIPOCITOS TUMORALES
MAMARIOS

Inicialmente, investigamos los efectos del docetaxel y la vinorelbina afiadidos durante el
proceso de diferenciacion de los preadipocitos. Como se muestra en la Figura 4, docetaxel 1
UM y vinorelbina 1 pM redujeron la proliferacion celular e incrementaron el contenido de
triglicéridos de los adipocitos, un indicador de diferenciacion adipogénica. El tratamiento con
melatonina 1 mM también disminuy¢ la proliferacion celular e incrementd la adipogénesis de
manera estadisticamente significativa (p<0,001). Ademas, la melatonina potenci6 el efecto
inhibitorio en la proliferacion ejercido por los quimioterapicos y potencio el efecto estimulador

ejercido por docetaxel y vinorelbina sobre la diferenciacion de preadipocitos mamarios.
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Figura 4. Efectos de melatonina, docetaxel y vinorelbina sobre la proliferacion y diferenciacion de
preadipocitos. (Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V, vinorelbina; -3, 103 M=1 mM; -6, 10°¢
M=1 uM; -9, 10° M= 1 nM). a, p<0,001 vs C; b, p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d, p<0,001 vs D-6; e,
p<0.001 vs V-6.
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A continuacion, estudiamos los efectos de la administracion de docetaxel, vinorelbina y
melatonina en células adiposas ya diferenciadas. El tratamiento se realiz6 durante 3 dias después
de finalizada la diferenciacion de los preadipocitos tanto con vinorelbina 1 pM como con
docetaxel 1 uM. Los efectos obtenidos fueron un descenso en la proliferacion celular sin una
modificacion significativa en el contenido en triglicéridos, Figura 5. La administracion de
melatonina 1 mM también potencié la reduccion de la proliferacion y en este caso también
incrementd el contenido de triglicéridos acumulados por los adipocitos diferenciados, sola y en

combinacion con docetaxel y vinorelbina.
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Figura 5. Efectos de la administracion durante 3 dias de melatonina, docetaxel y vinorelbina sobre la
proliferacion y diferenciacion de adipocitos ya diferenciados. (Abreviaturas: M, melatonina; D,
docetaxel; V, vinorelbina; -3, 10-3 M=1 mM; -6, 10-6 M=1 uM; -9, 10° M= 1 nM). a, p<0,001 vs C; b,
p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d, p<0,001 vs D-6; e, p<0.001 vs V-6.

Tras la obtencion de los resultados anteriores, estudiamos los efectos de docetaxel,
vinorelbina y melatonina sobre la diferenciacion en cocultivos de preadipocitos (BRF) y células
tumorales mamarias (MCF-7). En la linea de los resultados descritos anteriormente, la presencia

de células tumorales malignas redujo el contenido en triglicéridos de los preadipocitos
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diferenciados. La administracién de docetaxel y vinorelbina potencié la diferenciacion
aumentando el contenido en triglicéridos. La administracion de melatonina 1 mM estimul6 la
diferenciacion y a su vez potenci6 el efecto estimulador inducido por docetaxel y vinorelbina
(Figura 6).
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Figura 6. Efectos sobre la diferenciacion de preadipocitos, en cocultivo con células tumorales
mamarias, ejercidos por la administracion de melatonina, docetaxel y vinorelbina. Imdgenes
obtenidas tras la aplicacion de la técnica Oil-Red O sobre los diferentes grupos tratados.
(Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V, vinorelbina; -3, 103 M=1 mM; -6, 10°® M=1 uM; -9, 10
9M=1nM). a, p<0,001 vs C; b, p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d, p<0,001 vs D-6; e, p<0.001 vs V-6.

2. EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LOS CAMBIOS
INDUCIDOS POR LA RADIACION SOBRE LA DIFERENCIACION
DE PREADIPOCITOS MAMARIOS

La radiacion ionizante redujo significativamente (p<0,001) la proliferacion celular y el
contenido citoplasmatico de triglicéridos. La melatonina 1 mM increment6 la reduccion de la
proliferacion celular y contrarrestd el efecto de la radiacion incrementando la diferenciacion
adipogénica (Figura 7).
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Figura 7. Efectos de la melatonina sobre la diferenciacion de adipocitos ya diferenciados y radiados.
(Abreviaturas: M, melatonina; R, radiacién; -3, 103 M=1 mM,; -9, 10° M= 1 nM). a, p<0,001 vs C; b,
p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d, p<0,001 vs D-6; e, p<0.001 vs V-6.

Una vez obtenidos los resultados anteriores, estudiamos los efectos de la presencia de
melatonina sobre el contenido en triglicéridos de las células adiposas en cocultivos de
preadipocitos (BRF) y células tumorales mamarias (MCF-7). En este caso, la presencia de
células tumorales mamarias redujo el contenido de triglicéridos, al igual que en el caso anterior,
y la radiacion ionizante también redujo su contenido. En cambio, la melatonina (tanto 1 mM

como 1nM) incrementé el contenido de triglicéridos de las células adiposas (Figura 8).
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Figura 8. Efectos, sobre adipocitos ya diferenciados y radiados, ejercidos por la administracion de
melatonina en cocultivo con células tumorales mamarias. Imdgenes obtenidas tras la aplicacion de la
técnica Oil-Red O sobre los diferentes grupos tratados. (Abreviaturas: M, melatonina; R, radiacion; -
3, 103 M=1 mM; -9, 10° M= 1 nM). a, p<0,001 vs C; b, p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d, p<0,001 vs
D-6; e, p<0.001 vs V-6.

3. EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LOS CAMBIOS
PROVOCADOS POR EL DOCETAXEL, LA VINORELBINA Y LA
RADIACION EN LA EXPRESION DE C/EBPa Y PPARy EN
PREADIPOCITOS MAMARIOS

La expresion de factores de transcripcion especificos como C/EBPa y PPARy va a ser
determinante en la condicién fenotipica de los adipocitos. Por ello, analizamos mediante RT-
PCR los efectos que ejercen docetaxel, vinorelbina y la aplicacion de radiacion durante la

diferenciacion en la expresion de estos factores de transcripcion con y sin melatonina.

Docetaxel y vinorelbina incrementaron significativamente la expresion del mRNA de
C/EBPa y PPARy. La melatonina potenci6 el efecto estimulador de ambos quimioteréapicos en

la expresion de C/EBPa y PPARy. La radiacion disminuy6 la expresion de C/EBPa y PPARy,
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en este caso, la administracion de melatonina neutralizo este efecto inhibidor ejercido por la

radiacion e incrementd significativamente la expresion de C/EBPa y PPARy (Figura 9).
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Figura 9. Efectos de melatonina, docetaxel, vinorelbina y radiacion sobre la expresion de los factores
de transcripcion C/EBPa y PPARy. (Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V, vinorelbina; R,
radiacion; -3, 103 M=1 mM; -6, 10¢® M=1 uM). a, p<0,001 vs C; b, p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d,
p<0,001 vs D-6; e, p<0.001 vs V-6.

4. EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD Y LA
EXPRESION DE LA AROMATASA EN PREADIPOCITOS
MAMARIOS TRAS LA ADMINISTRACION DE DOCETAXEL,
VINORELBINA Y LA APLICACION DE RADIACION

Dado que la enzima aromatasa esta considerada como un indicador de diferenciacion de
los preadipocitos, medimos tanto la actividad como la expresion de este enzima tras la

administracion de docetaxel, vinorelbina y tras la aplicacion de radiacion, tanto en ausencia

como presencia de melatonina (Figura 10).
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Figura 10. Efectos de la melatonina sobre la actividad y la expresion de la aromatasa en
preadipocitos tras la administracion de docetaxel, vinorelbina y la aplicacion de radiacion.
(Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V, vinorelbina; R, radiacidn; -3, 103 M=1 mM; -6, 10¢
M=1 uM; -9, 10° M= 1 nM). a, p<0,001 vs C; b, p<0,05 vs C; ¢, p<0,001 vs M-3; d, p<0,001 vs D-6; e,
p<0.001 vs V-6.

Como vemos en la Figura 10, docetaxel y radiacion redujeron tanto la expresion como
la actividad aromatasa, efecto que fue en ambos casos potenciado significativamente por la
presencia de melatonina. En este sentido, para tratar de determinar si el mecanismo de
inhibicién descrito es debido a una regulacion negativa de los principales promotores de la
aromatasa en adipocitos (promotor 1.3 y I1), medimos mediante RT-PCR la expresion de mMRNA

de ambos promotores (Figura 11).
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Figura 11. Efectos sobre la expresion de los promotores 1.3 y Il ejercidos por la administracion de melatonina,
docetaxel, vinorelbina y la aplicacion de radiacion. (Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V,
vinorelbina; R, radiacion; -3, 103 M=1 mM; -6, 10° M=1 uM).

5. EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LA EXPRESION DE
CITOQUINAS ANTIADIPOGENICAS EN PREADIPOCITOS
TRATADOS CON DOCETAXEL, VINORELBINA Y RADIACION

Dado que las citoquinas antiadipogénicas secretadas por las células tumorales mamarias
malignas, como TNF-a, IL-6 e IL-11, inhiben la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos y
estimulan la expresion de la aromatasa, estudiamos los efectos ejercidos por melatonina sobre la
expresion de estas citoquinas en preadipocitos tratados con docetaxel, vinorelbina y radiacion
(Figura 12).
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Figura 12. Efectos de la melatonina, docetaxel, vinorelbina y la aplicacion de radiacion sobre la
expresion de las citoquinas TNFa, IL-6 e IL-11. (Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V,
vinorelbina; R, radiacion; -3, 103 M=1 mM, -6, 10° M=1 uM)

Docetaxel inhibi6 la expresion de las tres citoquinas antiadipogénicas. Vinorelbina
redujo la expresion del mRNA de TNF-o e IL-11. La radiacién incrementd la expresion de
TNF-a. La melatonina redujo la expresion de TNF-a, IL-6 e IL-11 significativamente y
potencio el efecto inhibitorio del docetaxel sobre la expresion de las tres citoquinas, también
incrementd el efecto inhibitorio de la vinoreblina sobre TNF-a e IL-11 y neutraliz6 el efecto

estimulador de la radiacion sobre TNF-a.

6. EFECTOS DE LA MELATONINA SOBRE LOS CAMBIOS EN
LA EXPRESION DE COX-1 Y COX-2 EN PREADIPOCITOS
TRATADOS CON DOCETAXEL, VINORELBINA Y RADIACION

La expresion de enzimas como las ciclooxigenasas (COX), tanto la subunidad 1 como la
2, va a ser un factor desfavorecedor de la diferenciacion. Las ciclooxigenasas van a ser la

principal via de formacion de prostaglandinas, como la prostaglandina E» y con ello el aumento
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del cCAMP y la activacién de la enzima aromatasa. En este sentido, analizamos mediante PCR a
tiempo real los efectos que ejercen docetaxel, vinorelbina y la aplicacion de radiacion con y sin
melatonina sobre la expresion de estos enzimas (Figura 13).
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Figura 13. Efectos de melatonina, docetaxel, vinorelbina y la aplicacion de radiacion sobre la
expresion de los enzimas COX-1 y COX-2. (Abreviaturas: M, melatonina; D, docetaxel; V, vinorelbina;
R, radiacién; -3, 103 M=1 mM; -6, 106 M=1 uM; -9, 10°° M= 1 nM).

El docetaxel y la radiacion inhibieron la expresion de las dos isoformas de la
ciclooxigenasa. La melatonina inhibié la expresion de ambas enzimas y potenci6 el efecto

inhibidor producido por el docetaxel y la radiacion sobre COX-1y COX-2.
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DISCUSION

Las interacciones entre los diferentes tipos celulares presentes en el entorno tumoral son
muy importantes para la formacion y desarrollo del cancer de mama. Tanto adipocitos,
preadipocitos, fibroblastos, células endoteliales, como las células del sistema inmune innato y
adaptativo y numerosos factores de sefializacion van a ser capaces de estimular o inhibir el

crecimiento del tumor [24,25,26].

El crecimiento del cancer de mama tiene lugar en un microambiente favorable en el que
se concentran fibroblastos indiferenciados con gran actividad aromatasa favoreciendo la ya
conocida reaccion desmoplasica. Las interacciones entre las células tumorales mamarias, los
preadipocitos y las células endoteliales adyacentes son las responsables de la sintesis local de
estrogenos Yy la indiferenciacion del tejido adipogénico [21,27,28].

Las células tumorales malignas secretan citoquinas (como TNF-o, IL-6 o IL-11) que
inhiben la diferenciacién de los preadipocitos incrementando la actividad y expresion de
aromatasa [20,29]. De esta manera las células tumorales van a estar rodeadas de células capaces

de sintetizar estrdgenos lo que favorece el crecimiento del cancer.

La melatonina por el contrario, va a estimular la diferenciacion de los preadipocitos a
adipocitos, disminuyendo asi la actividad y expresion de aromatasa y reduciendo la produccién
local de estrégenos [22,23]. Por este motivo, en nuestro estudio investigamos los efectos de los
guimioterapicos docetaxel y vinorelbina y la induccion de radiacién en la diferenciacion de
preadipocitos del tejido mamario humano y la modulacién de estos efectos ejercida por la

presencia de melatonina.

En el estudio podemos observar como docetaxel, vinorelbina y la radiacion no solo
tienen efectos antineoplésicos sobre las células tumorales sino que también ejercen su accion
frente a otros tipos celulares que forman el microambiente tumoral. Docetaxel y vinorelbina
inhiben la proliferacion celular e incrementan el contenido en triglicéridos de los adipocitos, lo
cual es un indicador de diferenciacion, tanto en cultivos de preadipocitos solos como en
cocultivo con células tumorales mamarias. También observamos como la administraciéon de

melatonina 1 mM potencié el efecto ejercido por los quimioterapicos.

Hasta ahora, hay varios estudios sobre los efectos de la melatonina en la adipogénesis
con resultados contradictorios. Asi, Maldonado y cols. (2006), Gonzéalez y cols. (2012) y Kato y
cols. (2015) han descrito un efecto estimulador dosis dependiente de melatonina en la
diferenciacion de fibroblastos 3T3-L1 mediante un aumento de la expresion de C/EBPa y

PPARy [23,30,31]. También, Yang y cols. (2017) describen que melatonina promueve la
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diferenciacion de adipocitos bovinos a adipocitos incrementando la expresion de C/EBPa,
C/EBPpB y PPARY via receptor de melatonina MT2 [32]. Sin embargo, algunos estudios como el
de Alonso-Vale y cols (2009) demuestran cdmo melatonina inhibe la diferenciacion adipogénica
a través de una disminucion de la expresion de C/EBPa, C/EBPB y PPARy [33]. Por este
motivo, la implicacion de la melatonina en la adipogénesis no estd completamente clara, de
manera que las acciones de la melatonina pueden ser diferentes dependiendo de la especie
animal o de la dosis empleada.

La conversion de preadipocitos en adipocitos maduros se desarrolla mediante la
activacion de una cascada de factores de transcripcion que modulan la expresion de diferentes
proteinas involucradas en el establecimiento del fenotipo de célula adiposa madura. En esta
secuencia de activacion, los dos principales reguladores son PPARy y C/EBPa, los cuales
inducen la transcripcion de varios genes que codifican a proteinas involucradas en la progresion
y mantenimiento del fenotipo adiposo maduro [34,35]. Docetaxel y vinorelbina incrementaron
significativamente la expresion de sus mRNAs, mientras que el tratamiento conjunto con
melatonina potencio el efecto de ambos quimioterdpicos sobre la expresion de los MRNA de
PPARy y C/EBPa.

Por otro lado, en nuestro estudio, la radiacion redujo tanto la proliferacion celular como
el contenido intracitoplasmatico de triglicéridos. La melatonina 1 mM disminuyd la
proliferacion celular y neutralizo el efecto de la radiacién incrementando la diferenciacion
adipogénica. El efecto inhibitorio de la radiacion sobre la diferenciacion adipogénica esta
regulado principalmente por PPARy y C/EBPa. Asi, la radiacion disminuyd la expresion del
mRNA de C/EBPa y PPARy. La melatonina en cambio fue capaz de inhibir el efecto ejercido
por la radiacion e incrementd significativamente la expresion de estos dos factores de

transcripcion.

Estos resultados obtenidos coinciden con trabajos previos que demostraron cémo la
radiacion inhibia la capacidad osteogénica y adipogénica de las células madre mesenquimales
de la médula 6sea [36]. La luz ultravioleta A también inhibe la diferenciacion adipogénica en el
tejido adiposo humano derivado de células madre mesenquimales mediante una reduccién de la
expresion de los mRNAs de PPARy y C/EBPa [37]. En un estudio reciente, Shreder y cols.
(2018) describen como la exposicion a rayos X reduce de una manera dosis dependiente la
proliferacion celular e incrementa la concentracién de lipidos en preadipocitos humanos [38].
Estos autores describen que la expresion de los marcadores de diferenciacion adipogénica
(C/EBPa, PPARY y C/EBPp) no sufren cambios significativos y por eso sugieren que existe una

respuesta inducida por la radiacion y relacionada con la inflamacién. El efecto inductor de la
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expresion de los mRNAs de C/EBPa y PPARYy ejercido por la melatonina ya fue descrito en
fibroblastos 3T3-L1 a traves de un receptor especifico para melatonina [23].

Otro marcador de indiferenciacion de preadipocitos es la expresion de la enzima
aromatasa [39,40]. El docetaxel y la radiacién fueron capaces de disminuir la actividad y la
expresion de aromatasa y este efecto fue potenciado significativamente por la presencia de
melatonina. Hasta ahora, no esta descrito el efecto de la radiacion sobre la biosintesis local de
estrégenos. En el caso del docetaxel, nuestros resultados concuerdan con la disminucion de la
expresion y actividad de aromatasa, en tumores mamarios y otros tejidos ya descrita
[22,23,41,42].

En el cancer de mama, los fibroblastos adiposos tumorales mamarios y las células
tumorales malignas incrementan la expresion de la enzima aromatasa mediante la estimulacion
de los promotores Il y 1.3 [43]. En nuestro estudio, la inhibicidn de la expresién del mRNA de
aromatasa inducida por docetaxel y vinorelbina, puede explicarse a través de la disminucién de
la expresion del mRNA del promotor Il. La melatonina inhibe la expresion de los mRNA de los
promotores Il y 1.3 y asi potencia el efecto inhibitorio ejercido por docetaxel y la radiacién en el
promotor Il. Se ha descrito que la melatonina disminuye la expresion del mRNA de la enzima
aromatasa y la expresion del gen de los promotores Il y 1.3 en células tumorales mamarias y en

preadipocitos mamarios [22,23].

El incremento de los promotores de aromatasa Il y 1.3 en preadipocitos mamarios esta
relacionado con el incremento intracelular de cAMP a través de la prostaglandina PGE>
secretada por las células tumorales malignas [44]. Por ello, se ha propuesto una relacion entre la
enzima aromatasa y la expresion de las enzimas ciclooxigenasas (COX), de manera que el
incremento en la actividad de las COX elevaria los niveles de PGE>, incrementando los niveles
de cAMP intracelulares y activando los promotores Il y 1.3, consiguiendo por ultimo un
incremento en la expresion de la aromatasa. Las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) son
enzimas que catalizan la conversion de &cido araquidonico en prostaglandinas. La isoforma
COX-1 esta expresada constitutivamente en la mayoria de células y tejidos y la isoforma COX-

2 es inducible en procesos como la inflamacion o el cancer [45].

En nuestro estudio, el docetaxel y la radiacion disminuyeron la expresion de las dos
isoformas de ciclooxigenasa y la administracion de melatonina inhibi6 la expresion de ambas y
potencio el efecto inhibitorio del docetaxel y la radiacion. Esta inhibicién de la expresion de las
ciclooxigenasas puede explicar la reduccion del promotor 1l y la inhibicidn de la expresion de
aromatasa ejercidas por el docetaxel y la radiacion. Por lo tanto, podemos sugerir que en nuestro
estudio, la disminucion de la expresion del mRNA de las ciclooxigenasas puede reducir la

produccion de PGE; por los preadipocitos, disminuyendo los niveles intracelulares de cCAMP y
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consecuentemente la activacion del promotor de aromatasa Il, resultando en un descenso en la

expresion de aromatasa.

Como ya habiamos descrito previamente, las células tumorales mamarias secretan
citogquinas antiadipogénicas que inhiben la diferenciacion de los preadipocitos a adipocitos e
incrementan su actividad y expresién de la aromatasa [20,43,46]. También ha sido descrito
como en cocultivos de células tumorales mamarias y fibroblastos 3T3-L1, disminuyen los
niveles de TNF-o, IL-6 e IL-11 en el medio de cultivo y disminuye la expresion de sus
respectivos mRNAs [19]. En este sentido, nuestros resultados han demostrado como el
docetaxel disminuyd la expresion de TNF-a, IL-6 e IL-11 y la vinorelbina redujo la expresion
de TNF-a e IL-11. Estos resultados concuerdan con lo ya descrito previamente para docetaxel,
el cual reducia la expresion de aromatasa intratumoral a través de la reduccion de la expresion
del mRNA de TNF-a en tumores mamarios humanos [41]. La reduccion de la expresion de
TNF-a, IL-6 e IL-11 inducida por los quimioterapicos puede ser una explicacion del incremento
de la diferenciacion adipogénica. La melatonina en este sentido incrementd el efecto inhibitorio
ejercido por docetaxel y vinorelbina sobre las citoquinas antiadipogénicas citadas, lo cual
explica que la melatonina potencia el efecto estimulador ejercido por docetaxel y vinorelbina
sobre la diferenciacién de los preadipocitos. Sin embargo, la radiacion increment6 la expresion
del mMRNA de TNF-a lo cual justifica por qué la radiacion inhibe la diferenciacion adipogénica.
El incremento de la expresion de TNF-a después de la radiacion ha sido descrito en tejido
adiposo humano durante radioterapia [47]. La melatonina neutraliz6 este efecto producido por la
radiacion y disminuy6 la expresion de mRNA de TNF-o estimulando asi la diferenciacion

adipogénica.

En resumen, los resultados de nuestro estudio indican que los quimioterapicos docetaxel
y vinorelbina juegan un papel en la regulacién de la reaccién desmoplasica en el cancer de
mama, inhibiendo la proliferacion y estimulando la diferenciacion de preadipocitos mamarios,
incrementando la expresién de dos de los principales reguladores de la adipogénesis como son
C/EBPa y PPARY e inhibiendo la liberacion de citoquinas antiadipogénicas como TNF-a, IL-6 e
IL-11. La radiacion inhibi6 tanto proliferacién como diferenciacion en preadipocitos a través de
una inhibiciéon de C/EBPa y PPARy y estimulando TNF-a. Ademas, docetaxel y vinorelbina
disminuyeron la actividad y expresion de aromatasa disminuyendo la expresion del mMRNA del
promotor Il y la expresion de las enzimas COX-1 y COX-2. La melatonina potencio el efecto
estimulador ejercido por docetaxel y vinorelbina sobre la diferenciacion y el efecto inhibitorio
sobre la expresion y actividad de aromatasa, mediante un incremento en el efecto estimulador
gjercido por los quimioterapicos sobre la expresién de C/EBPa y PPARy y potenciando la

reduccion de las citoquinas antiadipogénicas y la expresion de las ciclooxigenasas.
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En combinacidn con la radiacién, la melatonina neutralizé el efecto inhibitorio ejercido
por la radiacion sobre la diferenciacion de los preadipocitos, incrementando la expresion de
C/EBPa y PPARy y disminuyendo la expresion de TNF-a inducida por la radiacion. La
melatonina también potencio el efecto inhibitorio ejercido por la radiacion sobre la expresion y
actividad de la enzima aromatasa, potenciando la reduccion de la expresion del promotor 11 y las
enzimas COX-1y COX-2.

En el microambiente tumoral mamario, la melatonina modula la respuesta de los
preadipocitos (diferenciacion, actividad y expresion de aromatasa) al tratamiento con
quimioterapicos o con radiacion. Nuestro estudio apoya el uso de la melatonina como adyuvante
al tratamiento con quimioterapia y radioterapia, demostrando efectos sinérgicos antitumorales
[25,48].
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CONCLUSIONES

- Los quimioterapicos docetaxel y vinorelbina y la radiacion juegan un papel en la
regulacién de la reaccion desmoplésica en el cancer de mama pues inhibieron la
proliferacion y estimularon la diferenciacion de preadipocitos mamarios.

- Los principales mecanismos de accion utilizados por el docetaxel y la vinorelbina son
la estimulacion de los factores de transcripcion C/EBPa y PPARYy Yy la inhibicion de las
citoquinas antiadipogénicas TNF-a, IL-6 e 1L-11.

- Laradiacion inhibi6 la proliferacién y la diferenciacion de los preadipocitos a través de
inhibir los factores de transcripcion C/EBPo y PPARY y estimular TNF-a.

- Docetaxel y radiacién disminuyeron la actividad y la expresion de la aromatasa, otro
indicador de diferenciacion, inhibiendo la expresion del promotor Il y de las
ciclooxigenasas COX-1y COX-2.

- La melatonina modula la respuesta de los preadipocitos del microentorno tumoral al
tratamiento con los quimioterdpicos docetaxel y vinorelbina potenciando su efecto
estimulador sobre la diferenciacion y su efecto inhibidor sobre la aromatasa, a través de
un aumento de la expresion de los factores de transcripcion C/EBPa y PPARy y un
aumento de la inhibicion de la expresién de las citoquinas antiadipogénicas y de las
ciclooxigenasas.

- La melatonina contrarresto el efecto inhibitorio de la radiacion sobre la diferenciacion
de los preadipocitos aumentando la expresion de los factores de transcripcion C/EBPa
y PPARY y disminuyendo la expresion de TNF-a inducida por la radiacion.

- La melatonina potenci6 el efecto inhibitorio de la actividad y la expresion de la
aromatasa provocado por la radiacion, a través de inhibir la expresion del promotor Il
de la aromatasa y de las ciclooxigenasas.

- La melatonina se postula como un posible adyuvante para mejorar el tratamiento del
cancer de mama con quimioterapia y radioterapia habiendo demostrado efectos

antitumorales sinérgicos.
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