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ANTECEDENTES. 

1.-EL CANCER: PROBLEMA PRIORITARIO DE SALUD PUBLICA. 

La segunda causa de muerte en Móx1co. según las esladist1cas de mortalidad de 

1995 de la Secretaria de Salud. son los tumores malignos (48,222 casos) En ese ario. 

entre los tumores malignos. los de tráquea. bronquios y pulmones causaron el 

porcenta1e mayor de defunciones 12 38'~'º (5 970 casos). segwdos por los tumores 

malignos del estóm¡¡go y cuello del utero (.J 

En los Estados Untdos de Norteamérica. en 1996. el número de nuevos casos de 

carcinoma pulmonar y de rnelanon1a ~e estimó 1 77 .000 y en 38 600 

respectivamente El nUn1ero de defunciones por e~t.-.s dos causas durante ese penado 

fué de aproximadamente 166.000 A pesar de los nvances en el tratam1e11to de la 

enferTTiedad. la sobrcv1da a 5 ar'los para todos los tipos de cáncer de pulmón es de 13º/o 

y para el melanonla rnetastás1co es de 16~{, En los Estados Unidos el cáncer pulmonar 

es la causa pnnc1pal de n1ucrte por c.'.'tnccr (20";,<>). tanto en hombres corno en mu¡cres 

mayores de 35 ar"los de edad ( 1) 

(•) D.G.E 1 Secretaria de Salud 

11.-ANTECEDENTES DE LA CUMARINA Y DEL USO DE CUMARINAS EN EL 

TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS. 

La cumanna es un producto natural que está presente en diversas plantas como 

el haba de tonka, el clavo y el trébol dulce También se encuentra en algunos aCE.!1tes 

esenc..ales como el de lavanda Vogel. en 1822. aisló la cumanna a partir del haba de 

tonka (2). Años despues, en 1868, fue sintetizada por Perkm (2). Actualmente se han 

1dentrficado muchos con1puestos estructuralmente relacionados con la cumanna que 

presentan actividad b1ológ1ca Químicamente la cumarma es una l.aclona, la benzo 2A 

p1rona, aunque también se la agrupa dentro del grupo de compuestos llamados 

flavonofdcs Esque1113 I 
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Esquvrna I Estructura quim1ca de la 
cumanna 

Por su actividad ant1p1ret1ca y anll-1nflarnalorra. la cumanna ha sido utilizada en el 

tratamiento de enfermedades reurnéit1cas Por estimular la act1v1dad fagoc1tana de 

macrofagos y la act1v1dad de otras células del sistema inmune ha sido ut1hzada en el 

tratamiento de 1nfecc1ones crorncas (brucelos1s. mycoplasmos1s. toxoplasrnos1s. fiebre 

0) (2) Además la cumanna posee ac11v1dad ant1neoplés1ca. 

biotransforrnac16n directa de compuestos a sus fonnas carcinogémcas (3) J\ctualfT1ente 

denvados cumarin1cos como la warfanna y el d1curnarol son ut1llzados como 

ant1coagulantcs Estos compuestos rnh1ben la reducción enz1maflc.."l de la v1tarn1na K 

Esta reducción está acoplada a la carbox1lac1ón y act1vac1on de factores de la 

coagulac1on sangu1nea 

Los ant1coagulantes derivados de la cumanna comenzaron a utilizarse el 

tratarn1ento de neoplasias para prevcrnr la formación de estroma de fibrina arrrededor 

del tumor A mediados del presente siglo se descnb1ó la asocrac1ón de la fibrina con ros 

tumores y se postuló que esta pudiera tener unportanc1;:i en la producc1on de 

metástasis 

Se ha demostrado que compuestos curnarímcos como la warfar1na. en 

combtnac1ón con otros tratamientos, alarga al doble In sobrev1da de pacientes con 

carcinoma pulmonar (4) Este compuesto también retarda la evolución de algunos tipos 

de neoplasias (5) La cumdrtna ha mostrado actividad antmeoplás1ca m vivo en 

melanornas malignos, (6.7) carcinoma renal metastás1co (8) y en carcinoma prostático 
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(9). En un estudio m v1tro se observó que la cumanna inhibe el crecimiento de 14 

diferentes lineas tumorales humanas (10) 

La cumanna. la warfanna y el fenocuprón (otro derivado cumarinico). disminuyen 

el numero de metastasis inducidas en modelos munnos de cáncer experimental (11. 12. 

13, 14, 15). A diferencia de la warfanna y el fcnocuprón, la cumanna carece de efecto 

anticoagulante y es poco tóxica. En humanos se hiln tolerado hasta 7 g d1anos con 

efectos adversos de poca 1mportanc1a y reversibles al suspender el tratom1ento (16) 

Productos do blotransfonnaclón do la cumarlna. 

La cumarina es metabohzada por el sistema del c1tocromo P-450 (1soforrna 

CYP2A6 en humanos) (17). produciendo derivados monoh1dro)(1lados Hay d1ferenc1as 

cuantitativas importantes en las b1otransformac1ones de la cumanna entre el humano y 

el ratón El pnnc1pal producto de b1otransforrnac16n de la cumanna en humanos es la 7-

hidroxicumarina. en el ratón es la 3-h1drox1cumarma (2) Esquema JI. Tablo I Se ha 

propuesto que algunos de los productos de b1otransformac16n de la curnarina pudieran 

tener una act1v1dad mmunoastimulante. ant1neopl<ls1ca y ant1metastas1ca mayor que la 

cumarina (18) 

La 7-htdroxicumanna. en el rango de concentraciones de 250 a 300 ~ig/ml (1 7 a 

2 mM) inhibe el crec1m1ento 1n v1tro de células del adenocarc1norna pulmonar humano 

linea A549 (10) Estas células. expresan intensamente el complejo u6/[\4 (19). y se 

adhieren Pobremente a fibronectina y lam1mna. una menor adhes1v1dad a lam1mna se 

asocia a una mayor capacidad invasiva de los tumores (20) 

En otro estudio in v1tro se expusieron monoc1tos humanos a cloncromeno (un 

derivado cumarín1co) durante 1 minuto. Se observó que a concentraciones entre 15 y 30 

~iM los monocrtos muestran menor adhes1v1dad a células de endotelio de vena 

umb1hcal. Esta disminución en la adhes1v1dad fue seme¡ante a la producida por un 

anticuerpo monoclonal dingido contra la integnna l\2 (21) 
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Esquema 11. Estructura qufm1ca de Jos 
denvados de la cumarina 

TABLA/ 

PRODUCTOS DE BIOTRANSFORMACION DE LA CUMARINA 

POSICION DEL GRUPO DERIVADO 

SUSTITUYENTE FUNCIONAL CUMARINICO 

R,• OH 3 HIDROXICUMARINA 

R. OH 4-HIDROXICUMARINA 

R. OH 6-HIDROXICUMARINA 

R," OH 7-HIDROXICUMARINA 

•principal producto de biotranaformacjón en raton. 

b princip•f producto de biotranafomlación on humanos. 
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111.-MECANISMOS DE ACCION ANTINEOPLASICA DE LA CUMARINA. 

Contranamente a lo que se pensó mic1almente. el efecto antineoplásico de 

derivados cumarinicos no se debe a sus propiedades ant1coagulantes. La 

administractón de vitamina K, que antagonrza la acción anticoagulanto de derivados 

cumarlnicos como la warfanna, no antagoniza el efecto antmeoplás1co ( 12. 23) Además 

la cumanna tiene actividad antmeoplás1ca y carece de actividad act1coagulantc 

Se ha propuesto dos mecanismos part1c1pan en la acción antmeoplás1ca de la 

cumanna 1) 1nh1be el crec1m1ento de algunas células tumorales. 2) estimula ciertos 

componentes del sistema inmune que part1c1pan en la reacción contra el tumor (2) 

Respecto a la acción mmunoest1mulante. se ha reportado (23) que la cumarma tiene un 

efecto sinérg1co in vttro con cndotoxma bacteriana estimulando la secreción de factores 

solubles (IL-1J\, IL-6) 

Tambtén se ha reportado que la cumanna 1mp1de la dupllcac16n celular por medio 

de la inhibiendo enzimas que participan en la sintes1s de ácidos nuclé1cos Enzimas que 

son inhibidas por la cumanna son· poll (ADPnbos1I) pohmerasa en ratas (24) y 

topoisomerasa 11 en humanos (25) 

Se desconocen los mecanismos exactos que 1nlerv1enen en las acciones 

antmeoplásicas de la cumarma y que disminuyen los siguientes procesos 1) la 

carcinogénes1s. 2) el crecimiento tumoral. 3) la producción de metástasis 

IV.- ADHESION CELULAR Y MOLECULAS DE ADHESION. 

La adhesión celular es un proceso fundamental que regula la organogénes1s y la 

diferenciación en organismos procariontes y eucanontes. En la Ultima década se han 

identificado numerosas gllcoprotcinas receptoras denominadas moléculas de adhesión 

celular (CAMs) y moléculas de adhesión a sustrato (SAMs) Estas moléculas sirven de 

mediadoras en los procesos de adhesión entre células y/o entre células y la matriz 

extracelular (MEC) Su función y expresión han sido aclaradas mediante anticuerpos 

monoclonales. ensayos de a .. dhes1ón célula.célula y célula-sustrato. asi como mediante 

técnicas de cromatograna de afinidad. Se sabe que estas moléculas se expresan 
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tempranamente durante el desarrollo en la mayorla de las células y postonormente so 

siguen expresando en muchos tejidos derivados de las 3 capas germinales (26). 

En diferentes modelos se ha demostrado durante la morfogénes1s de te11dos la 

presencia de un repertorio limitado de CAMs y SAMs que se expresan en un patrón 

espacio-temporal bien definido La ruptura de este patrón puede explicar. al menos en 

parte. la pérdida do la arquitectura tisular y l¡i prohfcrac16n incontrolada observada en 

los tumores malignos Se sabe qua las cClulas tumorales se d1sern1nan al perder su 

capactdad de adhes10n respecto a sus c:élulas vec1n;:ts r ... 1 mismo t1en1po expresan 

moléculas mediante las cuales interncc1onan con la lamina bnsa\ y la atraviesan (27) 

Molóculaa do Adhosi6n. 

Se han 1dent1ficado cuatro fam1has principales de moléculas de adhesión 

cadhennas. selectinas. tntegrinas y la super1am1ha de inmunoglobuhnas (28. 29. 30) 

El presente estudio se refiere a tres rnolóculas de adhesión una integnna. una 

molécUla de la superfamilia de las 1nmunoglobulmas. y a una gllcoprotcina de la familia 

de las protelnas de urnón a cartilago Las familias a lils que pertenecen estas moléculas 

de adhes~n tienen gran m1portancia en el proceso metastás1co de tumores 

lntegrlnas. 

Estas protcinas. descubiertas hace menos de 10 ar'\os. estan const1tu1das por 

dos subumdades 6 cadenas (u. y ("\) asociadas en forma no covalente A la fecha se 

conocen por lo menos 15 cadenas 11 y 8 cadenas p. que se asocian en 21 

heterodimeros diferentes (30) Ambas subun1dades son gl1coproteinas 

transmembranales y vanos dominios de algunas subumdades (\ interactúan 

indirectamente con los filamentos de acttna del c1toesquelcto (31) 

Las integnnas se expresan en células ep1tehales. en leucocitos y en otros tipos 

celulares; e intervienen en las interacciones de estas células con el ambiente que las 

rodea (matnz ex1racelular u otrns células) (32) El patrón de expresión de estas 

moléculas cambia durante los procesos de cicatrización, inflamación crónica, 

diferenciación y durante las transformaciones mahgnas En cultivos celulares la 

expresión de mtcgnnas puede ser regulada por foctorcs de crecimiento o por c1tocmas 

inflamatorias (33). 
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Actualmente se sabe que una subunidad u determinada puede expresarse en 

asociación con cualquiera do las subumdades f\ Los complejos hetcrod1méncos pueden 

diferir en sus afinidades a diversos ilgnndos. presentan ufm1dadcs diferentes cuando se 

expresan en diferentes tipos de células (26. 34) Se !1¡¡ sugerido que el repertorio de 

integnnas de un trpo celular dcponde de 5U or19en h1stológ1co y su grado de 

d1ferenc1ac1on (35) 

Un miembro de la familia de las mtegnnas rec1entcrnente aislado de células 

epiteliales humanas. es el receptor de l<Jmmina l3GJ Esqucrn.r 111 Estructuraln1cnte, este 

complejo molecular est<.i forn1ado por f¡¡s suburnd.:ides rJ:5 y jM Esta mtcgnnd se 

expresa intensamente en celulas tumorales murrnas de mama y en lineas celulares de 

carcinomas humanos (37) Tamb1en se expresil en carcrnon1L1s de pulmón humanos y 

de ratón. en lineas celulares humanas y en tumores solidos (38) Su expres1on aumenta 

importantemente en células metastás1cas (39) 

ComplcJO ut> ::!'-1 

:------1--i' 8 
Receptor de lilmmma 

Esquema 111 Receptor de laminma. 
La estructura heterodirnénca de 
este complejo es compartida por 
todas las integnnas 

Utilizando antrcuerpos monoclonales y técnicas de biologia molecular. como 

sondas de cDNA. se ha demostrado la expresión tanto m vivo como in vitro de la 

mtegrina a6/fj4 o receptor de lam1nina en el carcinoma de pulmón humano y murino, 

(20). En el carcinoma de Lew1s munno de pulmón (LL). la subunidad p4 se expresa 

ampliamente en tas células de tumores metastasrcos y se encuentra d1sminuída o 

ausente en las no n:etastas::::::as \20) 
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El anáhs1s de teJ1dos provenientes de n1clanornas malignos ha mostrado un 

aumento en la expresión de la 1ntegnna u4/I\ 1 (VLA-4) en un 40°/o de los melanornas 

invasivos y me1astás1cos (40) Una sobrt~cxprcs1ón de la subunidad u2 en células de 

rabdom1osarcoma hurn01no so asocia a un u1crcmento de 1.:ts rnotas1as1s 1n vivo (41) En 

diferentes t1pos de carcinoma y aun en diferentes clonas de un mismo tipo de carcinoma 

la expresión de receptores celut;ucs que son afines a l;is proteínas do la matriz 

ex1racelular es d1forcnte (42) 

Superlamllía do las ínmunoglobulínas. 

Muchas de las protc1nas que 1ntP.rv•cnen en el rcconoc1m1cnto cC!ula-célula o 

célula-sustrato contienen etcrnentos estructurales relacionados entre si Esto sugiere 

que los genes que cod1f1ci'tn a estas moléculas tienen una historia evolutiva común (27) 

La superfam1ha de las 1nmunoglobulm<ts aqrupn un gran número de moléculas con 

múltiples dom1n1os scme¡antes a los de los 01nt1cuf__.rpos. que consisten en una 

secuencia primaria de 60 a 70 nm1nonc1dos cod1f1cndos por discretos exones <30) 

Por la espec1f1c1dad de sus ent01ccs en lzi zidhes1on celula-célula y célula-sustrato 

se atribuye gran 1niportanc1a a e~te grupo de rnotecutas de adhesión en el proceso de 

metástasis y en la 1nvas1ón de lumores El ant1geno Cilrc1noembr1onario un" proteína 

oncofetal que pertenece a est:l superfan11lla es rned1:ldorn de la agrcgac1on homotip1ca 

en lineas celulares de carcinoma de colon (43) Este ant1geno también actúa como una 

molécula de adhesión accesoria en el enlace célula-matriz 144) 

La molécula intercelular de adhesion (ICAM-1 ). se enlaza a la cntegnna uUl\2 

(LFA-1) haciendo posible la m1grac1ón de los leucoc1tos (45) ICAM-1 se expresa 

débilmente en el endotelio no activado. pero su expresion se incrementa fuertemente 

después de la expos1c1ón durante vanas horas a IL-1 f\. TNFu. o 1nterferon·f (45) Un 

aumento en la expresión de la rnolecula 1ntcrcelulc:tr de adties1án se ha correlac1onado 

con el desarrollo de rnelnnomas y su !C!ndenc1a a producir 1netástas1s (-!6) En otros 

tumores se ha observodo una diferencia en la exprcsion de ICAM-1 entre los tumores 

primarios y su~ metastas1s (47) 
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Familia do las protcinos da unión a cartilago. 

L;t moléculil CD44 es ww gl1coprotcin;i de membrana que pertenece a la familia 

de las proteínas dt:~ unión a cartílago Esqaorna IV Se conocen varias 1soformas 

generadas por ~spftc1ng~ de un gene que contiene 19 ó 20 exones (30) Este antlgeno 

está presente en f1brobla~ros. rnLJcrófagos. células de la médula osea de Ja sene 

granulocit1ca y algunas lmeas tumor.:1/es Se expresa en altas densidades en la 

superf1c1e celular de f1nfoc1tus humanos (48) 

Esquema IV Estructura secundaria 
de la molécula C044, de la familia de 
proteinas de unión a cartflago 
Propuesta por Zhong (52) 

C044 part1c1pa en el reclutamiento de Jinfocrtos. en la acr1vac1ón de células T y es 

mediador de la adhesión por mteracción con su ltgando ácido h1alurón1co (HA) (49, 50) 

También puede interactuar con las moléculas de marnz extracelular como colágena tipo 

l. lam1n1na y f1bronectrna (30) 

Variantes de rnelanoma maligno humano que expresan gran número de 

moléculas CD44 muestran una mayor capacidad para adherirse a h1aluronato Debido a 

esto producen numerosas metástasis a pulmón. donde hay una gran cant1d;id de este 

sustrato (39) En cambio aquellas clonas que expresan menor número de rnolécult=1s 

CD44. presentan una menor movilidad y producen menor número de metástasis (39) 

Esta correlac16n también ha sido observada en carcinomas de colon y de mama (51) 

Se desconoce el mecanismo por el cual algunas 1soformas de C044 promueven 

fa producción de metástasis Se ha especulado que la expresión de esta rnofecula en 
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las células tumorales promueve su entri.lda y permanencia en los ganglios linfáticos. y 

su posterior m1grac16n (26) 

V.-PROPUESTAS EN ESTE ESTUDIO 

Las células tumorales presentan con10 signos caractcrist1cos. una expresión de 

diversas ghcoproto1nas aberrantes (antigenos asociados a tun1ores). ó un patrón de 

expresión molecular ;:¡Iterado en su superf1c10 Esto puede conducir a nltcrac1oncs en 

los rnecan1sn1os de reconoc1m1ento que rned1an ta adhesión célula~cclula 6 célula

sustrato Como resultado. la d1sern1nac1on de las cclu\as turnora!•~s puede 

incrementarse. dando lugar a n1etástns1s En la presente invest1gac16n se estudian tres 

moléculas de adhesión 1) la integrina LFA-1 2) la molécula ICAM-1. de la supcrfarn1l1a 

de las 1nmunoglobul1nas. 3) la gl1coproteina C044 de la fan11\I¡} de las proh.~in3S de unión 

a cartilago Estas rnolCculas tienen 1mportnnc1a en el proceso nH!t;ist;ls1co de tun1ores 

Basados en estos antecedentes ~e propone en este estudio 

1) Caracterizar en ce1ulas del niP1anon1a rnur1no B16·F10/5ab1 úl patron de e:wpres16n 

de las tres molCculas de odhes16n mencionadas 

2) Caracterizar la conducta adherente heterotip1ca celula-sustrato de esta linea celular 

3) Determinar s1 es posible mod1f1car farrnacolog1carr.entc estos patronúS con cumanna 

6 productos de b1otransformac1on rnonoh1droxdados de la curnanna 
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OBJETIVOS. 

El presento estudio pretende determinar s1 existe mochficac16n farmacológica m 

v1tro por cumarina y cuatro de sus derivados monohidrox1lados (productos de 

b1olransformac16n). en células de la clona 5ab1 de la subllnea do melanoma murrno 

B 16-F 1 O. productoras de mct<'lstas1s pulmonares Las rnod1ficac1ones estudiadas fueron 

1 -En la expresión de LFA-1 (mtegrin;i u.lJP2), ICAM-1 (CD54 de la superfam•ha de las 

inmunoglobulinas) y CD44 (prolc.-ina de la familia de Jas moléculas de unión a car1ilago) 

2 -En la capacidc:td de adhcs1on a n1oléculas de la matriz extracclular (h1aluronato y 

cofagena porcina tipo 1) 

HIPOTESIS. 

La cumanna y cuatro de sus productos de b1otransformac16n (derivados 

monohidrox1lados) producen la d1sm1nuc16n de la expresión de 3 moléculas de adhesión 

en la supeñrc1e celular del melélnorna en estudio 

Como consecuencra de esta acción farmacológica las células d1sm1nuyen su 

capacidad adherente a moleculas de la matriz extracclular (h1aluronato y colagena tipo 

I) Estas moléculas de MEC están presentes en los tejidos donde 

predominantemente aparecen metástasis de estos tumores La d1sminuc1ón de la 

capacidad adherente puede ser uno de los mecanismos mediante los cuales el 

tratamiento 1n vivo con cumannas disminuyen el número de metástasis espontáneas 
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MATERIAL Y METOOOS. 

Cultivo celular 

Se utilizaron células de la clona 5ab1 de la sublinca do mclanoma munno 016· 

F10 Fotograflo 1. provenientes de ratones s1ngén1cos C57BU6 que generosamente nos 

proporcionó el Or GUiiiermo Alfara, Investigador del Instituto de lnvest1gac1ones 

B1oméd1cas de la U NA M Estas células se cultivaron en botellas para cultivo celular de 

80 cm 2 de área (Nunc) en un volumen total de medio de 15 mi hasta obtener una 

monocapa confluente El 1ncd10 de cullrvo ut1hzado fue medio RPMl-1640 suplementado 

con 10º/o de suero bovino fetal 1nact1vado por calor íSIGl\..1.l\). 1°/u de am1noac1dos no 

esenciales. 1 mM de p1ruvato de sod1c. estreptomicina ( 1 00 pg/ml) y pernc1llna sódica 

cristalina ( 100 U 1 /n1I) Las 1ncub~c1oncs se llevaron a cabo a una temperatura de 37 

C en atmósfera con 5°/o de CO ;: Las célul<ts fueron sincronizadas en medio sin suero 

durante las 24 horas previas al b1oensayo Posteriormente las células se despegaron de 

las botellas de cultivo decantando el medio. lavando con PBS 15 mM NaCI pH 7 2 y 

exponiéndolas a tnpsina al O 25°/o (G1bco) Las células se contaron en hematoc1tómetro 

y se evaluó la v1ab1ildad por la exclusión de azul tnpan. siendo estn mayor o igual al 

95°/o 

Evaluación de la modificación da la proliferación colular por los compuestos 

cumarlnicos. 

Se sembraron las células en placas esténles de 96 pozos (Delta Nunc) a una 

densidad de 2 SX 1 o• células/pozo. por sextuplicado El rango de concentraciones vanó 

en progresión geométnca base 2 entre 5 y 300 pg/ml (29 µM a 1 85 mM) de 3-. 4-. 6-. y 

7-monoh1drox1cumannas La 6-h1drox1cumar1na se estudió a concentraciones entre O 8 y 

50 µg/ml (5 a 308 µM) debido a su menor solubilidad en etanol Para todas las 

cumannas el tiempo de expos1c1ón fué de 24 horas Las células control fueron 

expuestas sólo al disolvente del fármaco (etanol> 

Después de la exposi~1ón a los farmacos se evaluó el efecto de estos sobre la 

proliferación celular mediante el ensayo colonmétnco de reducción de Met1ltetrazolio 

{MTT) (53) Fotoyrafia 2 
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ELISA an cólula. 

Se sembraron las cólulas en placas esténles de 96 pozos (Delta Nunc) a una 

densidad de 2 SX 1 o• célulns/pozo. por sextuplicado Para los ensayos de expresión de 

CAMs se h1c1eron dduc1ones n In mitad a partir de esa concentrac16n y se utilizaron 

como control negativo pozos sin células 

En los tratan11entos con cun1nrinas se ut1h7aron las m1sn1as concentraciones que 

para los ensilyos de proliferac16n con un t1en1po de cxpos1c16n de 24 horas Se ut1llz6 

con10 grupo control ct'~lulas triltildas con t_•I d1solvenft! del fármaco (etanol) y corno 

control negativo pOl'os sin cl,•lulas 

Despues de lo~ trat;un1entos las celulas fueron f1¡adas a 4 · C durnntt! 30 minutos 

con glutaralder11do al O 05''' en ilmort1guador de fosfato salina 15 mr..1 pH 7 2 rPOS) 

·bloquearon" los pozos con 150 µJ/pozo ;ilbúmina bovina fracción V ~I 1 ª/o en 

amortiguador de carbonntos O 1M. pH 9 O durante toda la noche a 4" C 

Mediante la tccrllCil mmunoenz1n1at1ca ELISA en OOlula (54) 5e 1dent1f1co y 

cuantifico la expresión de CD54 (ICAM-1) empleando un anticuerpo monoclonal anti 

rntón hecho en hamstcr (clono 3E2 Pharn11ngen). diluido 1 400 en POS Este anticuerpo 

se incubó durante tres horas a tcn1peratura ilmb1cntc El segundo anticuerpo uM1zado 

fué monoclonal anti lgG de hamster producido en ratón 1 5000 (S1gn1il) durilnte dos 

horas El tercer anticuerpo anticuerpo rtgregado fué policlonal de cabra coniugado a 

perox1dasa anti Fab d•~ r;:itón 1 2000 (Sigma) incubado durilnfe una hora Para 

1dent1f1car C011a (cadenil 11L de LFA-1 ). y CD44 se empicaron antrcuerpos 

monoclonales de rata ant1-CD11a (clona P. .. 117/4 Pharmmgen) y ant1-C044 

(sobrenadante del h1bndoma NIM/R8 que fué un generoso obsequio del Dr Leopoldo 

Santos Argumedo. Investigador del Departamento de Biología Celular del CINVESTAV 

IPN) d1lu1dos 1 400 en PBS El correspondiente anticuerpo se incubó durante tres horas 

a temperatura ambiente El segundo anticuerpo utilizado fue un anticuerpo anti rata

b1ot1mlado producido en cabra (Sigma) 1 20.000 durante dos horas Se hizo una última 

incubación con Extrav1d1na-Perox1dasa 1 2000 (Sigma) dur<intc una hora ¿;¡ temperatura 

ambiente 

En todos los Cd50s se lavó extensamente la placa y se agregó ortofemlendiam1na 

2mM en amorttguador de citrato/fosfato pH 5 5 y. con10 sustrato, peróxido de hidrógeno 

15 mM. se detuvo la reacción con 50 f-•I de H 2 so .. 2M y se leyó en un lector de 
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microplacas B1olek EL311 a una longitud de 490 nm con un filtro de referencia de 630 

nm. 

Ensayo.a de adhesión. 

Para detenrnnar la adhesión celular se ut1hzó una versión mO<l1ficada del ensayo 

propuesto por M1yake (49) En estos ensayos se uhhzaron como sustn:itos co13gcna 

porcma tipo l. por ser una molécula presente en grandes cantidades en la matnz 

extracelular (MEC) y que sirve como hgando a varias moléculas de adhesión de fam1has 

diferentes El ac1do h1alur6mco (otra molécula de MEC) de cordón de vena umb1hcal 

humana. se ut1hzó por ser el ligando especifico de la molCcula C044 

Para estos ensayos las células se scn1baron a una dens•dad de 4 OX. 1 O " 

células/pozo y se expusieron a los tarmacos en las cond1c1ones dcscntas anteriormente, 

se rettrO el medio. se expusieron por 6 minutos a una soluC16n de tnpsina al O 25°/n 

{G1bco). y se lavaron para después transferir la cClulas a placas Max1sorp (Nunc) de 96 

pozos que se habían cubierto, durante toda la noche. con 2 µg/pozo de col3gena 

porcina tipo l 6 200 pg/pozo de h1a\uronato s6d1co. ambos disueltos en PBS 

Para determinar el tiempo de mcubac1on en los ensayos de adhesión. se 

reahzaron para ambos sustratos cinéticas de adhes16n evaluando el número de célu\as 

adheridas a drferentes tiempos de mcubac16n (se ut1\Lzaron células sin tratamiento} 

Para las placas cubiertas con colf\gcna esta e\fa\uac16n se hizo fi¡ando las células 

adheridas con formaldeh1do al 3 º/o por 15 minutos Estas células se expusieron durante 

toda la noche a una soluc16n al O 5 % de azul de tolu1d1na para después cuantificar la 

absorbanc1a que presentaban a una longitud de onda de 630 nm (55) En el caso de las 

placas recubiertas con h1aluronato se realizó un ensayo equivalente en el que el número 

de células adheridas se determino mediante la reducc1on de MTT a fofTTiazan de MTT 

(53) 

Con base en los resultados obtenidos las células que hablan sido pre...,iamente 

tratadas con cumannas se incubaron. en medio sin suero con albúmina bovina al 1 º/o, 

durante 3 horas para la evaluación de la adhcs1on a cotagcna tipo 1 y 75 minutos en el 

mismo medio. para los ensayos con acido h1a\urón1co Posteriormente las células no 

adhendas se removieron con un lavado y se cuantifico el resto colorimetncamente 

mechante 1a reducción de MTT (53) 
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An•lisis esfadfsllco. 

El análisis estadlstico se realizó con et programa S1gmaStat F. W. V. 2.0. Para 

comparar los grupos tratados con el grupo control se utilizó la prueba t de Student con p 

conegtda por el método de Bonferroni (56) para los grupos presentaban una distnbuciOn 

normal. Se utilizo la prueba de Dunn de comparación de rangos para los grupos que no 

presentaban una distribución normal. En todos los casos el nivel de s1gmficancia se 

estabteció en u<0.05. Los datos obtenidos se graf'tcaron en el programa SigmaPlot F:W 

V 3.0 de Jandel Sc.1ent1f'te. 
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RESULTADOS. 

Expresión do molóculas de adhesión celular (CAMsl. 

En la linea celular de melanoma rnunno 81615ab1 se identificó la expresión 

const1tut1va de las s1gu1entcs moléculas 

1) De la mtegnn;i LFl\-1, ev31uondo fa cxprcsrón de la suburndad uL (C011a) de esta 

proteina 

2) De la n1olóculn intercelular de adhesión 1 (ICAM-1 ó CD54), proteina de la 

superfam1l1a de 1nmunoglobulmas 

3) De la gllcoproteina CD44 de lil familia de proteinas de unión a cartilago. 

Se observó una relación directamente proporc1onal entre el número de células y la 

absorbancia reg1str3da con la técnica que se describe en Material y Métodos Figura 1. 

EXPRESION CONSTITUTIVA. DE CAM'• 
EN EL MELANOMA MURINO 61 &-F10l5•b1. 

~ ---=·:.:-::-=~-~ ----------

,,,U .. l!AO OE Cl!LIJUlt.S•POZOf,O'J 

Figura 1 Detección. mediante Elisa en 
célula, de tres moleculas de adhesión en 
diferente numero de células 
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Caracterización do las propiodados adhorcntos de cólulas del molanoma murino 

B16-F10/5ab1. 

La cinética de r1dhes1ón de células del n1elanom.::t a col.:'igcna tipo 1 mucstr:.:tn que 

se requieren tres horas para que se adhiera el mayor número de células F1gurél 2 

Cuando se ut1hza h1aluronato como sustr~lto para la odhestón celular. sólo se 

requieren 75 minutos para que el núme.ro de cclul.:ts adheridas sea max1mo Figura 3 

1 . 
i 

j 

CINETICA OE AOHESION OEL MELA.NOMA 
MURJNO B1S.F1015•b1 A COLA.GE NA TIPO 1 

,.---....-· 
.---·-·--·~ . 

Figura 2. Evaluación de la adhesión 
celular a colágena porcina tipo l. 
mediante tinc1ón con azul de tolu1dina. a 
diferentes tiempos de incubación 

CINETICA OE AOHESION OEL MELANOMA 
MURJNO B1S·F1015•b1 A HIALURONATO 

~--·- -. -·-.. -- . .; 

"--~--------------
.,. xi ·n 

Figura 3. Evaluación de la adhesión 
celular a h1aluronato. mediante la 
reducción de MTT. a diferentes tiempos 
de incubación 
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Efocto do fa cumarina v sus dorivados monohidroxilados sobre la proliferación 

celular. 

La curnanna no afecto la prolifer~c1ón de las células del n1clanoma mur1no B 16-

F10/5ab 1. en el rango de concentraciones dé 5 ¡i 300 µg/ml, con un.<:1 expos1c1ón de 24 

horas (No se presentan re::>ultndos) 

La 3-h1dra:.-1curnar1r.a rnostro un efecto c1tostátrco en las células del n1clanorna 

En concentr~crones de 150 'I 300 µg/rnl drsm1nuyo /~ prohfernc1ón celular en un 40 y 60 

~·á respect1varnen~e. F1gurd .:a 

La 4 h1drox1cun1arrna. él la conccntrac1on de 300 µg/ml. disminuyó hgcramente la 

proliferación de esta lineo celular. mostr~ndo una d1fcrenc1a entre las medias de 

tratamiento y control del 9 "'/u Figura .Jb 

a 

:EFECTO CE LA 3-HIOROX!CUMARINA (: .. n) 
EN LA VIABILIOAO DE CELULAS OEL 
MELA.NOMA MURJNO B16-F10/5ab1 

" ___ ,,, .--- -- ------ - ----
~--- --- -

:: ...... -.... 
-·- l ,'JH-.:-..... 

*pcOOS 

1 ·-

i 
i 

b 

EFECTO OE LA 4-HIDROXICUMARJNA 1:24 n) 
EN LA VtABIUOAO DE CELULAS DEL 
MELA.NOMA MURINO B15-F10IS..b1, 

·-¡- • _,; 
--·--

•pc005 

00 ----.,/.--~------- ________ " ____ _ 

' 

Figura 4. Evaluación de la proliferación celular mediante la reducción de MTT. 
posterior al tratamiento por 24 horas can (a) 3 OH-cumanna (b) 4 OH-cumanna. En 
ambos casos se utll1zaran células tratadas con el disolvente de los fñrn1acos como 
control y pozos sin ce!u/as como control negativo 
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La 6 h1drox1cumannil. n la concentración de 50 µg/ml, disminuyó en un 12 º/o, la 

prohferac1ón de las cclulas del melanoma. Figura 5a 

La 7 h1drox1cumanna presentó efecto c1tostát1co en las células del melanoma a la 

concentración de 300 µg/ml A dicha concentración. la proliferación disminuyó 20 °/o. 

Figura Sb 

a 

1 

J 

EFECTO OE LA l·HIOROXICUMARINA IZ<I h, 
EN LA VIABILIDAD OC CELULAS DEL 
MELA.NOMA MURINO B1&-F10IS..b1 

• p-<005 

- ............ 
--·'!".:.~• 

•• , ,, "ll -:, :'º ~·.,) 

0--~.:1·•~---·1>'9--l 

b 

' e 
í .. 

EFECTO DE LA 7•HIOROXICUMA:RINA fl'<I hJ 
EN LA V1AOILIOA0 DE CELULAS DEL 
MELANOMA MURINO B11S·F1-0l5•b1. 

l ' . .;: _,,,__ 
: ......... . 

-•·~o ... ~....,,. 

Figura S. Evaluación de la prollferac1ón celular mediante la reducción de MTT. 
posterior al tratamiento por 24 horas con (a) 6 OH-cumann.<:J (b) 7 OH-cumanna. En 
ambos casos se wt1hzaron células tratadas con el disolvente de los fármacos como 
control y pozos sin células como control negativo 
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Efecto de la c:umarfna y sus derivados monohldroxtlados sobro la oxproslón do 

motócul•• de •dhealón 

LFA-1. 

la cumarma no afectó s1gmficattvamente la oxpres16n de la mtegrina LFA·1 a 

ninguna de las concentraciones estudiadas (No se presentan resultados). 

La 3·hklrox1cumanna 1nh1b16 la expresión de LFA-1 a las concentraciones de 150 

y 300 µg/ml. Este efecto es. posiblemente. consecuencia de la d1sm1nuc16n en la 

proltferacfón celular que este compuesto provoca Figura 6a 

La 4·hidrox1cumanna estimuló e 1nh1b16 la expresión de la 1ntegnna LFA-1 

Estimuló la expresión de LFA-1 en un 25 °/o a la concentración de 38 µg/ml. d1sm1nuy6 

la expresión de dicha protelna en la misma proporción a 300 µg/ml Figura 6b 

La 6-hidrox1cumarina d1sm1nuy6 la expresión de LFA-1 en un 25 º/o en el rango de 

concentraciones entre 1 6 y 6 2 µg/ml A concentrac1ones mayores no se observó efecto 

significativo. Figura Be. 

La 7-hidroxicumarina a la concentración de 300 µg/ml muestra una inhibición 

en la expresión de la integnna LFA-1. lo cual puede deberse a la d1srn1nuc16n en la 

proliferación celular provocada por este compuesto. Figura 6d 
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e 

EFECTO OE LA 3·HIORO;icJCUMARIN4 124 hJ 
EN LA r!ll.J>1.tESION DE L.FA-1 EN CELULAS 

OEL MELA.NOMA MURINO bt6-f-"1Dl5abt 

ZI __ .,,_.-____ -----~---· 

s ••• la.,,..., -e-__ ,__.__,_. 

EFECTO CE LA 11-MIOAOlllCUMARINA f:Z' ti) 
EN LA EXPRESION OE LF'A.t E.-. CELUL..AS 
OEL MELA.NOMA MURlNO 8111-FTQ.ISabt 

-·~-/-_ 

!---.;_.;_.;/ . 

:: --
-·-·~~----------

b 

d 

f . 
1 
; 
i 
j 
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f 

l!!Fle:CTO OE LA .c.HIOROXJCUMAAINA (2.C '11 
EN LA EXPRE:SH)N O!: LFA·I e:N CCLUL.AS 
DEL MELANOMA MURINO 0t&.FtOl5abt 

----· 
' ---·-·_:r..Of!S_ 

' -- ,• --·~-1 
-----~---

09 _____,..,......_ ___ --------· . 

EFECTO OE LA 1'-HIDROXICUMAAINA f24 hl 
EN LA EXPRE.StON DE LFA·f CN CELULA5 
DEL MELANOMA MURINO 01._F tOl'Sabt. 

,,_ 
~- ·--· 

zs ~ 

Figura ó. Evaluación de la expresión de LFA-1 mediante ELISA en célula. posterior 
al tratamiento por 24 horas con (a) 3 OH-cumarina (b) 4 OH-cumanna (e} 6 OH~ 
cumarina (d) 7 OH-cumanna En todos les casos se utilizaron celulas tratadas con el 
disolvente de los fármacos como control y pozos srn cclu/as como control negativo. 
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ICAM-1. 

La cum.:inn.:i 1nh1b1ó /a expresión de la proteína ICAM-1 Disminuye 

s1gn1f1cat1vamente la expresión do JCAM-1 en forma independiente a Ja concentrac16n 

en el rango de 5 a 300 µg/ml. La d1ferenc1.:i entre las medianas fluctúél entre un 40 y un 

50 º/o para todas las conccntrac1ones Figura 7a 

La 3-h1drox1curnanna 1nh1b1ó lél expresión de ICAM-1 en 25 o/o en el rango de 

concentrac1ones entre 9 y 300 µg/m/ Este efecto no depende de la concentrac1ón pues 

es simll¡¡r p.:ira todas las conccntrac1ones dentro del rango mencionado Figura 7b 

a 

! 

i 
l 

j 

EFECTO OE LA CUMARJNA ¡:?• l'>J 
EN LA EXPRESION OE JCAM-t EN CE LULAS 

OEL MELANCMA MURINO Btl5-F10./5•b1. 

• pcO 05 

-. 

b 

EFECTO OE LA 3-HIOROXICUMARINA f:Z• f'll 
EN LA EXPRESIÓN OE ICAM-1 EN CELULAS 

DEL MEL.ANOMA MURINO Bt15-FtOl5•b1. 

-- J<.J .. ..,._--..... 
--~-----

-. 

Figura 7. Evaluación de la expresión de /CA/'v1-1 mediante ELISA en célula. posterior 
al tratamiento por 24 horas con (a) cumanna (b) 3 OH-cumanna. En ambos casos se 
utilizaron células tratadas con el disolvente de los farmacos como control y pozos sin 
células como control negativo 

La 4-hidro:..·.::..Jmarrna sólo afecta ra expresión de ICAM-1 a la concentración de 

300 µg/mL Figura 3a 
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La 6 h1drox1curnanna disminuyó s1gmflcat1vamcntc la expresión de ICAM-1 Este 

efecto depende de In concentración. pues las conccntrac1oncs más ba1as (0 8 y 1 6 

µg/ml) no prcsent;:in d1fcrcnc1as s1gn1f1cnllvas con el control. sin embargo el rango de 

concentraciones de 3 O a 50 µg/ml disminuyen un desde un 45 °/o hasta un 55 o;.;, la 

exprcsion dicha prote•na Figura Bb 

La 1-hHJroxicurnarina. a la conccntrnc16n de 300 µg/ml, provoca una d1sminuc1ón 

en la expres1on de ICAM-'1 A esta concentración de 7-h1drox1cumanna se obscro16 

efecto c1tostát1co El resto de las concentrac1ones no tienen efecto sobre la expresión de 

ICAM-1 (No se prúscntan resultados) 

a 

EFECTO DE LA <1.-HIOROJ!ICUMARINA t2• h) 
EN LA. EXPRCSION DE ICAM-1 EN CELULAS 

OEL MELANOMA MURINO B16·F10l5•D1. 

• P"'O OS 

b 

EFECTO DE LA •-HIOROX.ICUMARINA t2• h) 
EH LA EXPRESION CE ICAM-1 EN CELULAS 

OEL lllELANOMA lllURINO B1G-F10l5•b1. 

·~ ------·--' 
- pe O OS 

·---· 

------------- ------
• • ~ J. •:Z. •:r ~ :1 o 10 o e _____ ._ ___ ,_, 

Figura B. Evaluación de la expresión de ICAM-1 mediante ELISA en célula. posterior 
al tratamiento por 24 horas can (a) 4 OH-cumarina (b) 6 OH-cumarina. En ambos 
casos se utilizaran células tratadas con el disolvente de las fármacos como control y 
pazos sm células coma control negativa_ 
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CD44. 

La cumanna estimuló la expresión de C044 Aumenta s1gnif1cat1v~mcnte Ja 

expresión de esta glicoproteina a las conccntrac1oncs de 5. 9. 19 y 150 µg/mJ El 

incremento en la expresrón fluctúa entre el 1 O y el 20 % Figura 9a 

La 4-h1drox1cumanna. a la concentración de 150 pg/rn/. estimulo en un 15 ~r_, Ja 

expresión de CD44 Frgura 9b 

Las 3- 6- y 7- hrdrox1cumannas no afectaron s1gnif1cat1vamente la expresión de 

la molécula C044 en la superficie de las celu/as del melanoméJ (No se presentan 

resultados) 

a 

f . . 
1 

i 
J 

EFECTO CE L.A CUMARINA (2<fo t>I 
EN LA EXPRESION ce CD .. , EN CELUL....t.S 
DEL MELANOMA MURINO 016-F1015•D1. 

• P"'005 

b 

; 

i . 
.i 
~ •:) 

EFECTO oe LA 4-HIOROXICUMARINA (2• hJ 
EN~ EXPRESION DE C°" EN CELULAS 
OEL MELA NOMA ~URINO 616-F1015.ab1. 

--·~ ... --~------

Figura 9. Evafuac1on de la expresión de C044 mediante EUSA en célula. postenor 
al tratamiento por 24 horas con (a) cumanna (b) 4 OH-cumanna. En ambos casos se 
utilizaron células tratadas con el disolvente de los fármacos como control y pozos sin 
células como control negativo 
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Efocto do la cumarina y sus dorivados monohldroxilados sobro Ja adhoaión a 

molóculas do matriz oxtracolular. 

Adhoslón a colágena tipo J. 

La curnanna no afectó s1gmficat1vamente la adhesión a colágena porcina tipo 1 a 

ninguna de las concentraciones estudiadas (No se presentan resultados) 

La 4-h1dt0)(1Cu1nanna estimulo la adhesión celular a colágena tipo l. La 

concentración de 5 µg/ml incrementa la adhesión 65 'Yo; mientras que las de 9 y 1 9 

µg/ml lo hacen en aproximadamente 50 % Figura 10a 

La 7-h1drox1cumanna 1nh1b16 la adhesión a colágena en el rango de 

concentraciones entre 9 y 300 µg/ml La d1sm1nuc1ón en la media de los grupos tratados 

es de 35 a 40 % para las concentraciones de 9 a 150 µg/ml A la concentración de 300 

µg/ml se observó un mayor efecto inh1b1tono. sin embargo ya se ha discutido que esta 

concentración tiene efecto c1tostat1co Figura 10b 

No se observaron d1ferenc1as s1gnrficat1vas en la adhesión a colágena tipo 1 ni con 

la 3-hidroxicumanna ni con la 6-h1drox1cumanna (No se presentan resultados). 
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EFECTO ce LA 4-HIOROXICUMARJNA (24 hl EFECTO OE LA 7-HIDROXICUMAfUNA (Z• h) 
EN LA ADHESION DE CE.LULAS DEL MELANOMA EN LA ADHESION DE CE LULAS O~L MELANOMA 

MURJNO B16·F10IS.b, A COLAOENA TIPO l. MURINO B16-F101541D1 A COLAOENA TIPO l. 

•peo o• 

• p-cO OS 

e----. ._....,_._...,_..., 
Figuro 10 Evaluación de la adhesión celular a colágena porcina tipo 1 mediante la 
reducción de tv1TT. posterior al tratamiento por 24 horas con (a) 4 OH-cumanna (b) 7 
OH-cumanna En ambos casos se ut1hzaron células tratadas con el disolvente de los 
fármacos como control y pozos sin células como control negativo 

Adhesión a hialuronato. 

La cumanna incremento la adhesión a h1aluronato en un 30 ~10 aproximadamente 

a las concentrac1ones de 5 y 9 µg/ml. El resto de las concentrac1ones no afectó la 

ahdesión. Figura 11a 

La 3-h1drox1cumanna no proou10 mod1ficac1ones s1gn1ficat1vas en la adhesión 

celular a h1aluronato (No se presentan resultados) 

La 4-h1drox1cumanna. a las concentrac1ones de 5 y 38 µg/ml. estimuló en un 17~'º 

la adhesión a hialuronato La concentrac1án de 300 µg/ml mh1be la adhesión. Figura 

11b. 
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Figura 11. Evaluación de la adhesión celular a h1aluronato mediante la reducción de 
MTT. posterior al tratamiento por 24 horas con (a) cumanna (b) 4 OH-cumanna. En 
ambos casos se utilizaron células tratadas con el disolvente de los fármacos como 
control y pozos sin células como control negativo 

La 6-h1drox1cumarina. a la concentración de O 8 µg/ml. incrementó notablemente 

(40 ~'o) la adhesión a h1aluronato. Por otro lado la concentración de 25 µg/ml provocó 

que la adhesión a dicho sustrato disminuya en un 14 º/o FJgura 12a 

La 7-hidroxicumarina estimuló la adhesión de las células del melanoma a 

hialuronato. La concentración de 5 µg/ml incrementó en un 40 º/o la adhesión respecto 

al control; las concentraciones de 9 y 300 la incrementaron en 20 º/o. Figura 12b. 
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Figura 12. Evaluación de la adhesión celular a h1aluronato med1onte la reducción de 
MTT, posterior al tratamiento por 24 horas con (a) 6 OH-cumanna (b) 7 OH
cumarina. En ambos casos se ut1hzaron células tratadas con el disolvente de los 
tarmacos como control y pozos sin células como control negativo 
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OISCUSION 

Los resultados obtenidos muestran que la linea celular de melanoma munno 

B16-F10/5ab1 expresa const1tul1vamentc (sin inductores presentes) las moleculas de 

adhesión LFA-1 {1nteg1na ulf\2). ICAM-1(protelna de la superfam11ia de las 

inmunoglubullnas CD54} y C044 {de la famll1a de proteinas de umón a car1ílago) Ln 

expresión de LFA-1 en esta linea celular no ha sido reportada. mientras que los 

resultados de la expresión de ICAM-1 "I CD44 coinciden con lo reportado en la 

literatura (46. 42) Para este estudio se logro 1mplPmentar unn metodolog1a para 

estudiar el proceso de adhesión célula-sustrato que no rcqwre de rad101sotopos ni de 

equipo de alto costo 

Los resultados del presente trabaJo demuestran que los derivados curnarímcos 

actúan de manera directa sobre la expresrón de moléculas de adhes1on. 

independientemente de que puedan tener act1v1dad inmunomodul:.dora (2) La acción 

farmacológica de estos compuestos puede incrementar la expres1on de CAl\.1s 

(cumanna sobre la expresión de CD44. 4-h1drox1cumannn sobre la expresron de LFA- 1 ). 

o puede d1smrnu1r la expres1on de las mismas (cumarma y 6-h1drox1cun1arina sobre Ja 

expresión de ICAM-1) Esto sugiere que la cumanna y sus derrvados monoh1droxliados 

pueden tener propiedades reguladoras de la expresión de estas moléculas de adhesión 

Cabe resaltar que un mismo fármaco puede producir ambos efectos. ya sea sobre la 

misma molécula de adhesión (4-h1drox1cumar1na sobre la expresión de LFA-1 Jo sobre 

moléculas diferentes (cumarina) Esto s1gn1f1ca que la acción de diferentes 

hidrox1cumannas tiene diferentes efectos sobre la expresión de moléculas de adhes1on 

En algunos casos. diferentes concentrac1ones de una misma cumanna producen 

efectos drferentes Se ha reportado que la cumarma incrementa 1r1 ..,,/ro la expres1on de 

los antígenos DR y 00 en células mononucleadas humanas de sangre penfenca (57) 

Jo cual muestra que tamb1en otras moléculas de superficie puden verse modrf1cadas por 

la acción de compuestos cumarlnicos 

Es importante set"lalar que. en la mayoría de los casos en los que se produce 

acción farmacológica, esta no varía con la concenlrac1ón. dentro del rango estudiado 
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Efectos máximos de las cumannas sobre la expresión de moléculas de adhesión 

pueden producirse n concentraciones que distan mucho de ser c1tostáticas 

En la adhesión célula-sustrato, se observa que la cumarina y las 4-, 6-. y 7-

htdroxicumannas estimulan la adhesión a h1aturonato Conviene senalar el hecho de 

que compuestos que no mod1f1can la expresión de CD44, s1 mod1f1can la adhesión a 

h1aluronato Esto sugiere que la expresión de otras molóculns de adhesión con afinidad 

por hialuronato puede ser alterada por cumannas srn afectar CD44 En la adhesión a 

colágena tipo l. las fflOléculas que produ1eron acciones m~s relevantes fueron la 4-

h1drox1cumarina y la 7-h1drox1cumanna La 4-h1drox1cumanna aumenta la adhesión a 

concentraciones ba1as (5-19 µg/ml) En el caso de este compuesto hay correlación 

entre el aumento en la expresión de LFA-1 y el aumento a la adhesión a colágena. sin 

embargo, es poco probable que LFA-1 sea la única responsable del efecto Hay que 

considerar que la adhesión a colágena no es específica. es decir no existe un ligando 

especifico para colágena Vanas moléculas de adhesión pueden interactuar con este 

sustrato 

La 7-h1drox1cumanna d1smmuye s1gmf1cat1vamente la adhes10n en forma 

independiente a la concentración Esta h1drox1cumanna no mod1f1ca la expresión de 

ninguna de las moléculas de adhesión estudiadas El efecto que observamos puede 

tener vanas causas 1) puede deberse a la regulación de la expresión de otras 

moléculas de adhesión. 2) puede deberse a mod1ficac1oncs que 1mp1dan que el 

c1toesqueleto interaccione adecuadamente con estas moléculas. aún cuando estas se 

expresen en cantidad suficiente. 6 3) puede ser que otro (s) sistema (s) celular {es) este 

siendo modificado (40) 

Respecto al mecanismo de acción de los compuestos cumarin1cos se ha 

reportado que existen una grán número de sitios de unión para la cumanna (7 5 x 10e 

sitios/célula) en células mononucleadas del sistema inmune La afinidad de estos s1t1os 

es d1ferent~ para dtferentes h1drox1cumannas (58) Esto nos lleva a la posibilidad de que 

existan diferentes receptores para los diferentes derivados. o que la afinidad de estos 

sea lo que determine su actividad. Hay ev1denc1a de que. una vez que el fármaco se ha 

unido al receptor. la naturaieza h1drofób1ca de la molécula le perrrute atravesar la 

membrana y modificar eventos intracelulares como la producción y secreción de 

interteucinas (23). 
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Otros de los mecanismos de acción de derivados cumarfnicos que se ha 

reportado estén relacionados con la inhibición de enzimas. Hace ya una decada que se 

sabe que algunos flavonoides inhiben cinasas (59) Esto puede afectar la transmisión 

de senales dentro de la célula. También se ha reportado que la cumanna inhibe de 

manera no competrtrva a la poli(ADP nbosa) pohmerasa (24). y a la topoisomerasa 11 

(25) No se ha podido discernir si la acción sobre la topo1somerasa es debida a que la 

cumanna afecta la función de la enzima como A TPasa o s1 afecta la umón del complCJO 

DNA~topoisomerasa 11 (25). 

El mecanismo de acción por el que derivados cumarlmcos modulan la expresión 

de molécUlas de adhesión y la adhesión celular no se conoce aún Estudios posteriores 

son necesarios para buscar dicho mecanismo y lograr el desarrollo de fármacos más 

potentes para disminuir en fonna mtts completa la producción de metástasis de tumores 

malignos. 
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