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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER DE PULMON

1.1.1 Epidemiologia del cdncer pulmonar

El cdncer pulmonar es en la actualidad, una de las principales causas de
muerte en el mundo. En México, la Direccién General de Estadistica del
INEGI, 5.5.A. reporté que los tumores malignos fueron la segunda causa
de muerte en el afio de 1997, con una tasa de mortalidad del 54.1 por cada
100 000 habitantes. Entre éstos, los principales son los tumores
broncogénicos con una tasa del 6.7 por 100 000 habitantes, seguidos por
tumores de estémago (5.1) y de cuello uterino (4.8).

Ademads, se ha reportado'? que la incidencia y mortalidad del céncer de
pulmén en México, han aumentado en los ultimos 15 afios y, a pesar de
los avances en el diagndstico y tratamiento, el 80% de los pacientes que lo
padecen mueren durante el primer ano posterior al diagndstico y la
sobrevida a J afios es tinicamente del 10%.

En cuanto a las causas que lo producen, el tabaco es el principal agente
etiolégico, mds del 80% de los casos se relacionan al habito de fumar, por
lo que representa un factor de riesgo importante’. Otras substancias
como hidrocarburos policiclicos aromaticos, asbesto, cromo, niquel y
compuestos de arsénico inorgdnico aumentan el riesgo de cancer de
pulmén®, Adicionalmente, se han asociado factores ambientales al
aumento en la incidencia del cdncer puimonar. Lazcano y colaboradores®

asociaron el aumento en la incidencia y mortalidad por cincer de pulmén



con ciudades de la Repiblica Mexicana de mayor desarrollo econdmico e
industrial, reflejando la importancia del medio ambiente como factor de

riesgo del cancer pulmonar.

1.1.2 Biologia del cdincer de pulmoén

El céncer es un trastorno en los mecanismos de proliferacién y
diferenciacién celular’. La carcinogénesis se considera un proceso
multietapas en las cuales, frecuentemente se presentan alteraciones a
nivel genético o en la expresién de genes. Este proceso involucra a)
iniciacién de dafic a DNA, inducido por carcindgenos, que produce
cambios hereditarios en el material genético, b) promocién y eventual
expansién clonal de las células iniciadas por exposicién continua a
agentes que inducen la proliferacién celular y ¢) progresién a malignidad
a través de la acumulacién de mutaciones en el genoma e incremento en
la inestabilidad genética®. Asi, el proceso carcinogénico puede resumirse

como se muestra en el diagrama 1:

‘ factores de
carcinégenos promotores progresién
Iniciacién: Estimulacion del -
‘l' Mutaciones. Activacion u crecimiento de células u Inva’suﬁn Y /o
Célula | 14 oncogenes. —> |iniciadas o inhibicién | —» |MPELaStasis:
normal [nactivacién de genes de células normales Acummaqon
supresores del tumor. circundantes. de mutaciones,

Diagrama 1. Etapas del proceso carcinogénico’.



Se han asociado diversos genes con el proceso carcinogénico, los cuales se

han dividido en dos grupos:

a} Oncogenes: Resultan de la mutacién, amplificacién o expresién no
regulada de los llamados proto-oncogenes, los cuales codifican
proteinas que participan en funciones celulares criticas que favorecen

la proliferacién celular por transduccién de sefales y transcripcion.

b) Genes supresores del tumor: La mayoria de estos genes controlan la
proliferacién celular a través de actividades reguladoras del ciclo
celular. La pérdida de la funcién de las proteinas producto de estos

genes, resulta en activacién no restringida del ciclo celular ®

En los cuadros 1 y 2 se resumen los principales genes involucrados en el

desarrollo del céncer pulmonar, asi como su funcién y frecuencia®®,



Cuadro 1. Oncogenes involucrados en el desarrollo del céncer
pulmonar®!,

Oncogen Funcién Frecuencia
Familia ras | Codifica para una proteina p21 Se encuentra mutado en 30% de
asociada a membrana ¢ involucrada | NSCLC tipo adenocarcinoma. No
en la transduccisn de sefiales. en SCLC.
Familia myc | Fosfoproteinas nucleares Estd amplificado en 10-40% de
involucradas en el control de la SCLC.
proliferacion regulando la En NSCLC se encuentra
transcripeion. amplificado en aproximadamente
10% de tumores.
c-erb-B1 Codifica para el receptor del factor | Se ha encontrado amplificado en
de crecimiento epidérmicc. NSCLC, especialmente de tipo
epidermoide.
c-erb-B2 Estructura homologa al receptor del | En NSCLC se ha encontrado
(HER2/neu) 1 factor de crecimiento epidérmico. aumento en la expresién en 30-
Glicoproteina transmembranal con | 60% de los casos.
actividad tirosina cinasa en el En S5CLC es raro.
dominio intracelular.
Bci-2 Regulador negativo de la apoptosis. | Se ha encontrado en 20% de
NSCIC.
c-fos Forman un complejo transcripcional. | Se han detectado tanto en SCLC
¢-jun como en NSCLC.
c-kit Receptor de factores de crecimiento | Se presenta en SCLC y NSCLC.
de células progenitoras.
c-mef Receptor del factor de crecimiento de | Se encuentra expresidn
hepatocitos. incrementada en 88% de SCLC y
47% de NSCLC.
c-fms Receptor de Eactor estimulante de Se ha detectado en NSCLC pero no
colonias hematopoyéticas tipo 1. en SCLC.
c-myb Oncogen nuclear asociado Se expresa en SCLC pero no en
inversamente con diferenciacidn. NSCLC.
Factor de transcripcién.
c-raf Proteina con actividad Frecuentemente mutado en
serina/treonina cinasa. Involucrado | NSCLC v SCLC.
en la transduccién de sefales.
Bel-1 Codifica para la ciclina D1, la cual Se encuentra en NSCLC.
activa a cdk4 para fosforilara la
proteina Rb, favoreciendo asi la
progresién del ciclo celular.
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Cuadro 2. Genes supresores del tumor involucrados en el desarrollo del

céncer pulmonar®®.

Gen Funcién Frecuencia
P53 Proteina de unién a DNA. Inactivado en el 90% de SCLC v
Actiia como factor de transcripcién | 50% de NSCLC.
favoreciendo la expresion de
protefnas de inhibicién de cdk4.
Bloquea progresién del ciclo celular
en fase G1. Desencadena apoptosis.
4 Fosfoproteina nuclear de regulacién | Inactivado en mas del 95% de
del ciclo celular. SCLC y 15% NSCLC.
Se une a factores de transcripcién
(E2F) bloqueando la progresién del
ciclo celular.
FHIT La pérdida de este gen resuita en No reportado.
acumulacién de diadenosin-
tetrafosfato y puede causar sintesis

-

de DNA y proliferacion.
MT5-1 Codifican para proteinas que inhiben | MTS-1 Frecuentemente alterado en
{INK4A) cdkd, la cual fosforila a la protefna | NSCLC v ocasionalmente en
MT5-2 Rb inactivdndola. SCLC.
(INK4B) MTS-2 Ausente en
waf-1 aproximadamente 60% de NSCLC.

1.1.3 Patologia del cdancer de pulmén

El conocimiento de la patologia del cincer de pulmén, asi como la
definicidn de sus formas y tipos histoldgicos, puede permitir el desarrolio
de modalidades terapéuticas especificas. La clasificacién histolégica mds
ampliamente aceptada fue propuesta por la Organizacién Mundial de la
Salud en 1981. En ésta, los principales tipos histolégicos son: el
carcinoma epidermoide, adenocarcinoma, carcinoma de células grandes y
carcinoma de células pequefias''®. Sin embargo, las necesidades clinicas

dieron lugar a la creacién de una clasificacién que divide en dos grupos a
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los tumores pulmonares reflejando su biologia (crecimiento y
diseminacién) y manejo (respuestas al tratamiento), estos grupos son:
carcinomna de células pequefias (SCLC) y carcinoma de células no
pequefias (NSCLC)*®.
SCLC.- Constituye aproximadamente un 20-25%" de los tumores
pulmonares. Se localiza en forma central, pero ocasionalmente puede
surgir en la periferia de las vias respiratorias. Clinicamente, este grupo se
caracteriza por una alta velocidad de crecimiento, asi como diseminacién
metastésica ternprana. No puede ser tratado mediante cirugia, aunque es
relativamente sensible a la quimio y radioterapia. Ademds, puede
presentar marcadores neuro-enddcrinos’.
NSCLC - Es el grupo que se presenta con mayor frecuencia, tiene un
mejor prondstico, y en estadios tempranos puede ser tratado mediante
cirugia. Morfolégicamente es muy diverso e incluye al carcinoma
epidermoide, adenocarcinoma y carcinoma de células grandes.
¢ Adenocarcinoma: Ha llegado a ser el tipo mds frecuente (30-40%) en
algunos paises, incluyendo Estados Unidos’ y México'. Tiende a surgir
en las vias respiratorias periféricas. La apariencia histolégica es muy
diversa y se subdivide en acinar, papilar, bronqueoalveclar y sélido,
existiendo ademds algunas variantes raras, entre ellas el carcinoma en
anillo de sello'. Algunos de estos tumores secretan mucina.
Frecuentemente involucra nédulos linféticos y pleura.
e Carcinoma epidermoide (carcinoma de células escamosas): Es uno
de los tipos mds comunes, corresponde a aproximadamente el 30% de

todos los cdnceres de pulmén. En carcinomas bien diferenciados
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muestran estratificacién ordenada, queratinizacién y presencia de
puentes intercelulares. Tienen tendencia a crecer centralmente
alrededor de los principales tallos bronquiales. Generalmente se
encuentran localizados y las metdstasis son poco frecuentes'®'.

s Carcinoma de células grandes: Representan menos del 15% de
todos los cénceres de pulmén®. Es un carcinoma pobremente
diferenciado que no tiene caracteristicas de adenocarcinoma,
carcinoma epidermoide o SCLC. Muchos de estos tumores estén
constituidos por células grandes, con abundante citoplasma, grandes

nidcleos y prominentes nucleolos. Pueden ser centrales o periféricos'.

Ademds de la clasificacién histolégica, los tumores se agrupan en estadios
que indican el grado de avance del tumor y sirven como parimetro
predictivo para los pacientes con cdncer de pulmén. Dicha clasificacién se
basa en el tamafio e invasividad del tumor primario, nédulos linf4ticos
regionales involucrados vy la presencia de metéstasis (Sistema TNM). En

el cuadro 3, se muestran los estadios del cincer pulmonar:

Cuadro 3. Estadios del cincer del pulmén"’.

Lstadic Sistema TNM (Caracteristicas
0 Tis N MO | Carcinoma in situ.
[ T1-2 NO MO |Tumor localizado de alrededor de 3 cm que no
involucra nédulos linfiticos.
il T1-:2 N1 MO | Tumor que se ha diseminado a nédulos cercanos.

1A T1-3 NI1-2 MO |Tumeres de mayor tamafio, con

I1IB T1-3 Ni14 MO |mayor numero de nédulos linfiticos
T4  N1-2 MO |involucrados.

IV T1-4 NO-4 M1 | Tumor que presenta metdstasis.
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1.1.4 Tratamiento del cancer pulmonar

El tratamiento del cdncer puimonar depende del tipo histoiégico, asi

como del estadio del tumor.

SCLC: Como se mencioné anteriormente el SCLC difiere del NSCLC en
su rdpido curso clinico y alto potencial para desarrollar metdstasis.
Presenta mayor sensibilidad a la quimioterapia, por lo que ésta es el
tratamiento de eleccién, ya sea sola o en combinacién con radioterapia.

Los esquemas terapéuticos més aceptados consisten en la combinacién de
varios farmacos, los mds comunes son ciclofosfamida/doxorubicina/
vincristina y etopdsido/cisplatina. La respuesta inicial a la quimioterapia
frecuentemente es alta; sin embargo, rdpidamente desarrollan resistencia.
A pesar de su alta sensibilidad inicial al tratamiento, la sobrevida de estos

pacientes es muy baja’®.

NSCLC: El control local con cirugia o radioterapia, es el principal
tratamiento en estadios tempranos (I, 11 y I1IA). La cirugia es el principal
tratamiento con potencial curativo; sin embargo, sélo es util en estadios
muy tempranos. La radioterapia tiene un potencial curativo bajo y
ademds tiene riesgo de toxicidad y efectos colaterales sobre tejido sano
como la induccién de mutagénesis y el desarrolio de tumores
secundarios'.

Por otro lado, los tratamientos locales presentan el problema de no
eliminar las posibles metdstasis ocultas. En este sentido, se emplean

terapias quimioterapéuticas neoadyuvantes {previa a cirugfa) que
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eliminan micrometastasis y reducen el tamafo del tumor primario o
terapias adyuvantes (posteriores a cirugia) que permiten erradicar
metdstasis. De la misma forma, el empleo de quimioterapia combinada
con radioterapia presenta ventajas en la sobrevida, con respecto al uso
exclusivo de radioterapia.

En estadios avanzados, pacientes con tumores no operables (I11B) o con
enfermedad metastésica (IV) requieren el empleo de terapias sistémicas.
Farmacos como el paclitaxel, docetaxel, vinorelbina, irinotecan y
gemcitabina, han mostrado actividad con indices de respuesta de
aproximadamente 25%". Estos y otros firmacos quimioterapéuticos
actdan inhibiendo la progresién del ciclo celular, por lo cual afectan
principalmente a las células en proceso de divisién, dentro de las cuales se
encuentran las células tumorales.

En el cuadro 4, se presentan los principales fdrmacos empleados en el
tratamiento del cdncer pulmonar, as{ como sus mecanismos de accidn,

respuesta y toxicidad.
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Cuadro 4. Farmacos utilizados en el tratamiento de céncer pulmonar.
Mecanismo de accién, respuesta y toxicidad'?%.

Fdrmaco Mecanismo de Dosis - Respuesta Toxicidad
accion
Ifosfamida | Agente alquilante. } 500 mg/ 5 Respuestas Mielosupresién y
dias cada ¢ parciales entre | toxicidad
semanas. 15 y 20%. gastrointestinal.
Etopésido Alcaloide, 50 mg/m’ Sobrevida a 1 Mielosupresién,
Inhibidor de diariamente. [ afio 4-43%. broncoespasmos,
topoisomerasa Il hipotensién.
Cisplatino Andlogo del 60-120 mg/m?®. | Respuesta 35- | Nefrotéxico y
(CDDP) platino. Agente 55%. neurcpatico.
alquilante de Sobrevida a un
unién a DNA. afio 40 %.
Carboplatino | Andlogo de 300-400 Sobrevida a 1 Nefrotéxico,
platino mg/m?iv. afio 10-20%. Neurot6xico y
Agente alquilante. ototdxico
Paclitaxel Altera la red de 250 mg/m? | Actividad 21- | Reacciones de
(taxol) microtibulos, infusién 24h | 24%. hipersensibilidad,
estimulando su cada 3 Sobrevida 1 afio | neutropenia,
polimerizacién. semanas. 30-40%. neuropatia y
cardiotoxicidad.
Docetaxel Taxano 100 mg/m’ Indice de Mielosupresion,
{taxotere) semisintético infusién 1h respuesta 21- especialmente
induce cada 3 38%. neutropenia.
polimerizacién de | semanas. Sobrevida media | Reacciones de
microtibuios. 24-47 semanas. | hipersensibilidad.
Vinoretbina | Alcaloide. 30 mg/m?/ [ndice de Mielotoxicidad,
(navelbina) | Causa disociacién | semana. respuesta 33%. | leucopenia, anemia
de microtibulos. Sobrevida media | severa.
33 semanas. Neurotoxicidad.
Cemcitabina | Anélogo 1000-2200 Indice de Toxicidad hepética
{desoxiftuoro- | desoxicitidina. mg/m?/ respuesta 20- Mielosupresién:
citidina) Induccién de semana 28%. leucopenia y
apoptosis. 90 mg/m’ 2 Sobrevida media | trombocitopenia.
veces por 7-10 meses. Fiebre, hipotensién.
semana.
Irinotecan Alcaloide. 100 mg/m*/ | Respuesta 32- | Mielosupresi6én
(CPT-11) Probable semana. 34%. Sobrevida | Toxicidad
inhibicién de la media 42 pulmonar,
DNA 5eInanas. probablemente
topoisomerasa . | 350 mg/m’ Respuesta 37%. | debida a reacciones
cada 3 de hipersensibilidad.
semanas.
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A pesar de que la quimioterapia, especialmente en terapias combinadas,
ofrece un mayor tiempo de sobrevida, ésta es muy baja (la sobrevida a
cinco anos es del 5%). Ademds, cabe mencionar que los tumores
diagnosticados con mayor frecuencia en nuestro pafs se encuentran en
estadios avanzados'. Asi, la alta incidencia de met4stasis en pacientes con
cdncer de pulmén se asocia a indices pobres de sobrevida y a la necesidad
de utilizar terapias sistémicas, las cuales pueden tener consecuencias
toxicas graves, como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, mielosupresién
severa y cardiotoxicidad severa®®.

En base a lo anterior, existe la necesidad de buscar nuevas alternativas de

tratamiento, que presenten baja toxicidad y en este sentido, los derivados

cumarinicos pueden ser una alternativa.
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1.2 CUMARINAS

Las cumarinas son un grupo de substancias heterociclicas que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Hasta la fecha, se
han identificado més de 1000 derivados cumarinicos y se han aislado de
mds de 800 especies de plantas®. Esta amplia distribucién en el reino
vegetal se ha asociado con el control de crecimiento, procesos de
germinacién y mecanismos de defensa.

La cumarina se aislé por primera vez en 1820 por Vogel, a partir del 4rbol
del tonka (Coumarouna odorata) del cual deriva su nombre y se sintetizé
en 1868 por Perkin a partir de orto-hidroxibenzaldehido y anhidrido
acético™.

Estructuralmente, las cumarinas presentan un nicleo compuesto por la
fusién de los anillos benceno y a-pirona. Las cumarinas se clasifican en:
a) simples, que comprenden a los miembros hidroxilados, alcoxilados y
alquilados, b) furanocumarinas, que consisten en un anillo furano de 5
miembros unido al nicleo de la cumarina, ¢) piranocumarinas, andlogos
de furanocumarinas que contienen un anillo de 6 miembros, y d)

cumarinas sustituidas en el anillo pirona®.

Estructura de la cumarina y 7-hidroxicumarina

m m
e C HO O O

cumarina 7-hidroxicumarina
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1.2.1 Metabolisto

El metabolismo de la cumarina presenta diferencias interespecie
importantes. En el humano, la principal via metabélica es la 7-
hidroxilacién, catalizada por ia enzima especifica del citocromo P-450,
denominada CYP2A6. Posteriormente la 7-hidroxicumarina se conjuga a
glucurénido por la enzima UDP-glucuronosil transferasa??® Una
pequefia parte de la cumarina (<6%) “se hidroxila en posicibén 3,
resultando en la apertura del anillo y la formacién de los 4cidos o-
hidroxifenil-lactico y o-hidroxifenilacético”®. También se ha revelado, en
estudios de microsomas de higado humano, la existencia de vias
potencialmente menores como la 4- o 6-hidroxilacién®.

El metabolismo de la cumarina puede ser modificado por diferentes
factores como el dafio hepético. El metoxsalen (furanocumarina) inhibe
la actividad de la 7-hidroxilasa, mientras que sustancias como el
fenobarbital, griseofulvina y cocaina incrementan la formacién de 7-
hidroxicumarina®. En algunas especies animales, como los roedores, la
principal ruta metabdlica es la 3-hidroxilacién y a ésta se asocian efectos

hepatotéxicos y carcinogénicos (ver mds adelante).

1.2.2 Toxicologia

La toxicologia estd ligada al metabolismo de la cumarina debido a la
formacién de un intermediario 3,4-epéxido en la ruta de la 3-
hidroxilacién. Ademads, se ha demostrado que los efectos tdxicos son

dependientes de especie™.
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El higado es el principal 6rgano blanco de la toxicidad inducida por
cumarina. En humanos, se ha reportado una incidencia de disfuncién
hepatica baja, entre 0.37% y 9%™ y aunque no es comin, la cumarina
puede producir hepatonecrosis severa reversible. Por lo anterior, en los
pacientes que reciban estos compuestos debe monitorearse el
funcionamiento hepético™.

Existe un estudio clinico de fase I, donde se observa que la cumarina
puede ser administrada en un amplio rango de dosis, siendo tolerados
hasta 7g al dia, por perfodos prolongados sin producir efectos téxicos
importantes™.

En otros aspectos, se ha observado que la cumarina no es mutagénico de
acuerdo a la prueba de AMES y de microniicleos®. En ratas y ratones,
cuyo principal metabolito es la 3-hidroxicumarina, hay evidencias de

actividad carcinogénica. Los efectos genotéxicos son raros®.

1.2.3 Farmacocinética

La cumarina se absorbe rdpida y completamente en el tracto gastro
intestinal, su alto coeficiente de particién favorece su absorcién por
difusién pasiva. Se metaboliza ampliamente en higado, por efecto de
primer paso, ptoduciendo la 7-hidroxicumarina (aproximadamente 97%).
Su tiempo de vida media varia entre 1 y 1.5 horas, independientemente
de la via de administracién. Presenta un amplio volumen de distribucién

con una unién a proteinas del 35% para la cumarina y 47% para la /-

20



hidroxicumarina. Finalmente, se excreta en orina en forma de

glucurénido a través de secrecién tubular renal®®,

1.2.4 Usos industriales

Debido a su aroma, la cumatina se ha utilizado en perfumeria como
fijador y dulcificante, en la industria del tabaco como estabilizador y en
la industria alimentaria como aditivo. La 7-hidroxicumarina se emplea en
filtros solares y algunos de sus derivados como marcadores fluorescentes,

al igual que el dcido aminometil-cumarinacético®.

1.2.5 Aplicaciones clinicas

Dentro de los compuestos cumarinicos con aplicaciones clinicas, se
encuentran los derivados de la 4-hidroxicumarina, warfarina y dicumarol,
que presentan actividad anticoagulante por bloqueo del ciclo de la
vitamina K, que impide la sintesis de ciertos factores de coagulacién. La
novobiocina tiene efecto antibidtico, mientras que la himecromona es un
agente espasmolitico utilizado en afecciones biliares®. Los psoralenos,
pertenecientes al grupo de las furanocumarinas, son agentes
fotosensibilizantes utilizados en el tratamiento de psoriasis. Por otra
parte, la cumarina es eficaz en la reduccién del linfoedema en el humano
y se han descrito efectos inhibitorios de las vias proinflamatorias ciclo y
lipoxigenasa por algunos derivados, asi como caracteristicas

antioxidantes al interaccionar con especies reactivas dependientes de
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oxigeno®. Finalmente, se han observado algunos efectos antitumorales y
antimetastdsicos de la cumarina y algunos de sus derivados (ver:

Antecedentes).
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2. ANTECEDENTES

2,1,1 Usos de los compuestos cumarinicos como antitumorales

Se ha observado que la cumarina y algunos de sus derivados presentan
actividad antitumoral y antimetastisica. Entre estas propiedades, se
incluye la prevencién del desarrollo del céncer. En este sentido, se ha
demostrado que derivados cumarinicos, en especial el 8-metoxipsoraleno,
evita la formacién de cincer de piel en modelos animales al ser expuestos
a luz UV¥ Asi mismo, se ha observado una disminucién en la
carcinogénesis inducida por agentes quimicos, como los hidrocarburos
policiclicos ~ arométicos, benzo[a]pireno y 7,12-dimetilbenzola]-

38,39

antraceno™”, y se ha observado que la 7-hidroxicumarina inhibe la

transformacion inducida por los oncogenes myc y ras en fibroblastos
murinos®.

Por otra parte, se han descrito propiedades antimetastésicas de
compuestos cumarinicos, como el fenprocumon® y la warfarina®, que
ademds de su actividad anticoagulante, disminuyen el desarrollo de
metéstasis. [nicialmente, estas propiedades se atribuyeron a su potencial
anticoagulante, pero atn cuando se restablece el mecanismo de
coagulacién, al administrar factores de coagulacién, ambos compuestos
mantienen sus propiedades antitumorales. Ademds, se ha descrito accién
antimetastasica en la cumarina, substancia que no presenta propiedades
anticoagulantes pero favorece la disminucién del tamafo del tumor y

reduce en un 40% el desarrollo de metastasis “*.
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Se ha observado que la warfarina tiene actividad antineopldsica en
humanos, ya que incrementa ¢l tiempo de sobrevida en pacientes con
linfosarcoma, adenocarcinoma cvérico y carcinoma de mama
recurrentes®. Ademds, se ha descrito que en pacientes con SCLC retarda
la progresién del tumor y aumenta el tiempo de sobrevida al anadirse al
tratamiento®”. Sin embargo, en otros tipos de céncer como carcinoma
de colon, préstata, cabeza y cuello, y NSCLC, no se observaron efectos
benéficos significativos de la warfarina®.

Por otra parte, un estudio clinico sobre el tratamiento con cimetidina del
melanoma metastdsico recurrente, sugiere que la adicién de cumarina
favorece la respuesta de los pacientes hacia la cimetidina, produciendo
una répida mejorfa clinica y regresién del tumor®. A partir de este
reporte, otros grupos de invesi:igacién han realizado estudios clinicos en
los que se administra cumarina sola o en combinacién con cimetidina. En
elios, se ha demostrado que la cumarina tiene efectos significativos en
contra de carcinomas renales metastasicos™ y previene la recurrencia de
melanoma maligno, al ser administrada en dosis diarias de 50 mg®*. En
carcinoma prostatico, se ha reportado respuesta favorable al administrar
dosis de 3g de cumarina al dia, observando beneficios principalmente en
pacientes con tumores en estadios tempranos™.

En la actualidad, no se conocen los mecanismos por los cuales estos
compuestos ejercen su actividad antitumoral, aunque se sugiere que
puede ser mediada por actividades inmunoestimulantes, as{ como por un

efecto directo sobre las células tumorales.
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2.1.2 Efectos inmunomoduladores de los compuestos camarinicos

La capacidad de estos compuestos para modular la respuesta inmune
puede contribuir a los efectos antitumorales observados en pacientes. Se
han descrito diversas actividades inmunomoduladoras de los compuestos
cumarinicos in vitro, principalmente sobre macréfagos y monocitos. En
estas células, se ha reportado un incremento de su capacidad fagocitica.
Hardt y Ritschel™ observaron que las cumarinas favorecen la fagocitosis
de particulas de ldtex por macréfagos. Otro grupo de investigacién®™
mostré que la 7-hidroxicumarina, a concentraciones de 2 y 20 pg/mi,
incrementa en la fagocitosis de particulas de zymosan por granulocitos de
sangre periférica humana y por macréfagos peritoneales murinos. Asi
v

mismo, se ha observado en los monocitos, pero no en los macréfagos, un
incremento en la produccidén enzimdtica y actividad proteolitica
asociadas a una supresién modesta en la generacién de especies reactivas
dependientes de oxigeno®.

Por otra parte, se ha detectado un incremento en la expresiéon de
moléculas DR y DQ en la superficie de células presentadoras de antigeno,
las cuales son importantes en el reconocimiento antigénico por parte de
los linfocitos T cooperadores, efectc que se ha descrito tanto en estudios
in vitre como in vivo™. Ademés, Stuhlmeier y colaboradores” observaron
que tanto la cumarina como la 7-hidroxicumarina, inducen la produccién
de IL-1 y en menor grado IL-6 y TNF-c en respuesta a la estimulacién con
LPS. Sin embargo, otros grupos no lograron demostrar un aumento en la

liberacién de TNF-o®, ni han observado induccién de citotoxicidad
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mediada por macréfagos e inducida por cumarina o por alguno de sus

derivados™*®,

En pacientes con carcinoma renal, se observé un aumento en el nimero
de monocitos en sangre periférica, después de dos semanas de
tratamiento con cumarina, pero no se modificaron otros tipos celulares
relacionadas con la respuesta inmune, como linfocitos T, linfocitos B y
células NK¥.

Existe informacién limitada acerca de la accién de las cumarinas sobre
linfocitos T, linfocitos B y células NK, ya que los resultados no son
consistentes. Algunos reportes sugieren una modesta activacién de
células NK*; sin embargo, otros grupos no detectan alteraciones en la
actividad de este tipo de células cuando se enfrentan a lineas de células
tumorales™.

En lo referente a los linfocitos, pacientes que recibieron warfarina o
cumarina mostraron un incremento significativo en la respuesta de
linfocitos a fitohemaglutinina (PHA)®; sin embargo, la respuesta hacia
otros mitégenos (Concanavalina A y “Fitolaca”) no se encontré alterada
por la administracién de cumarina”. Por otro lado, los linfocitos de
pacientes tratados con un derivado de la cumarina, el 8-metoxipsoraleno,
presentaron una menor capacidad proliferativa en respuesta a mitégenos,
pero no a antigenos®. Se ha reportado que linfocitos de sangre periférica
humana coestimulados con PHA y cumarina, u otros derivados
cumarfnicos, presentan un efecto inhibitorio en su proliferacién®.

Se han descrito numerosos efectos inmunoldgicos inducidos por la

cumarina o sus derivados in vitro e in vivo, en distintas especies animales,
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incluyendo al humano, con resultados poco consistentes que causan
problemas de interpretacién. Por lo anterior, serd necesario un mayor
namero de estudios que permitan definir con precisién la capacidad

inmunomoduladora de estos compuestos.

2.1.3 Efectos antiproliferativos de los compuestos cumarinicos

Varios grupos de investigadores”™™ han evaluado los efectos
antiproliferativos directos de las cumarinas sobre células malignas,
encontrando que la cumarina y la 7-hidroxicumarina inducen i vitry,
inhibicién del crecimiento de varias lineas celulares malignas.

Gawron y Glowniak® evaluaron el efecto de varias cumarinas simples y
furanocumarinas, aisladas de dos especies vegetales, en células Hela-33,
encontrando una disminucién en el nimero de células en divisién, en la
cantidad de proteina, as{ como en el nimero y tamafo de las colonias
formadas.

Myers y colaboradores™ estudiaron el efecto de la cumarina sobre el
crecimiento de dos lineas celulares prostaticas malignas (LNCaP y
DU145) y dos lineas de carcinoma de células renales (786-O y A-498) en
cultivos de 5 dias, observando inhibicién del crecimiento en tres lineas al
emplear concentraciones de cumarina mayores a 100 pug/ml; mientras
que la linea LNCaP fue sensible a concentraciones de 10-50 pg/ml.

El grupo de Marshall® expuso 14 lineas tumorales humanas a cumarina y
7-hidroxicumarina a concentraciones de 100 a 500 pg/ml empleando

cultivos de 1 a 7 dias, demostrando mediante cuenta celular, un efecto

27



citostdtico reversible, dependiente de la concentracidn y tiempo de
exposicién; ademds, observaron una disminucién en la incorporacién de
timidina, uridina y leucina marcadas radiactivamente. En la linea LNCaP,
la 7-hidroxicumarina suprimié la produccion de antigeno prostatico
mientras que en la linea HL-60 indujo apoptosis.

Kolodziej y colaboradores®™ reportaron que varias cumarinas simples
inducen un modesto efecto citotoxico en las lineas tumorales humanas
CLC4 (carcinoma de pulmén de células pequedias) y COLO 320 (linea
celular de cdncer colorectal), mediante el empleo de la sal bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT).

Kofinas y colaboradores® aislaron 7 compuestos de una especie vegetal,
probando su accién citotéxica sobre una linea de carcinoma bronquial de
células no pequefias (NSCLC-N6) y una de céncer rinofaringeo (KB)
mostrando inhibicién del crecimiento por la 7-hidroxicumarina vy
detectando un bloqueo en fase G1 del ciclo celular.

Otros grupos de trabajo, han asociado el efecto citostitico de estos
compuestos con un bloqueo en los mecanismos autécrinos de
proliferacién que presentan algunas lineas celulares o con la expresién de
oncogenes”. En este sentido, Seliger y Petterson demostraron que la 7-
hidroxicumarina tiene efecto inhtbitorio sobre dos lineas celulares de
glioblastoma maligno, asociando este efecto a una disminucién en los
niveles de RNAm para el factor de crecimiento derivado de plaquetas;
mientras que Zanker, estudio el efecto de la 7-hidroxicumarina sobre las
lineas DUKX (linea con expresion incrementada del gen Ha-ras) y RBA

(linea con expresién incrementada de ¢-myc) encontrando una inhibicién
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asociada con una disminucién de los niveles de RNAm de Ha-ras y c-my,
respectivamente.

Todos estos resultados, nos muestran que los compuestos cumarinicos
tienen efectos directos sobre las células tumorales; sin embargo, las
variaciones en la sensibilidad de las diferentes lineas estudiadas, asi como
en las dosis requeridas para inducir efectos antiturnorales significativos,
nos exigen un estudio mds profundo de la accién de los derivados

cumarinicos sobre las células tumorales y en especial, las de origen

pulmonar.
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3. JUSTIFICACION

El cdncer pulmonar es un grave problema de salud a nivel mundial, siendo
una de las principales causas de muerte en nuestro pais. Ademds, los
tratamientos actuales son altamente tdxicos y la esperanza de vida es adn
muy pobre, por lo que es necesaria la blisqueda de nuevas estrategias
terapéuticas, que repercutan en un mayor tiempo y mejor calidad de vida
de los pacientes con céncer.

Existen evidencias de que los compuestos cumarinicos, entre elios la
cumarina y su principal metabolito en el humano, la 7-hidroxicumarina,
presentan actividad antitumoral. Sin embargo, la informacién en cuanto
a su actividad frente al cdncer pulmonar es escasa. Adicionalmente, se ha
reportado que estos compuestos pueden ser administrados en un amplio
rango de dosis sin presentar efectos téxicos importantes™.

Por otra parte, los mecanismos de accién se desconocen, pero se ha
sugerido que estos compuestos pueden tener una accién directa sobre las
células tumorales, inhibiendo su proliferacién. En este sentido, varios
grupos de trabajo™® han evaluado in vitro, el efecto citostitico de las
cumarinas simples con resultados muy variables.

Tomando en cuenta las diferencias de sensibilidad para las distintas
lineas tumorales hacia estos compuestos, en el presente trabajo se evalda
el papel que tienen las cumarinas sobre la proliferacion de lineas
tumorales de origen pulmonar, a fin de determinar el potencial
terapéutico que estos compuestos pudieran tener para el beneficio de

pacientes con cancer de pulmén.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

o Evaluar el efecto in vitro de la cumarina y la 7-hidroxicumarina sobre

la proliferacién de lineas celulares de cincer pulmonar.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las condiciones experimentales para la evaluacién del
efecto citostdtico de la cumarina y 7-hidroxicumarina sobre la
proliferacién de células tumorales de origen pulmonar.

o Evaluar el efecto sobre la proliferacién celular en ocho lineas celulares
de céncer pulmonar de las estirpes histolégicas mds frecuentes en
México (adenocarcinoma y carcinoma epidermoide).

e Determinar la concentracién inhibitoria 50 de la cumarina y 7-
hidroxicumarina sobre las distintas lineas celulares en cultivos de 24 y
48h.

¢ Determinar la toxicidad de la cumarina y 7-hidroxicumarina sobre
células mononucleares de sangre periférica de individuos sanos, con el
fin de definir si el efecto de estos compuestos es selectivo hacia las

células tumorales.
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5. HIPOTESIS

En base a los reportes sobre la actividad citostatica de la cumarina y 7-
hidroxicumarina, se espera que ambos farmacos inhiban la proliferacién
de células tumorales ir vitro v que el efecto inhibitoric sea minimo o nulo

sobre la proliferacién de células no malignas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.1 Compuestos cumarinicos empleados

La cumarina y 7-hidroxicumarina utilizadas fueron obtenidas de Aldrich
Chemical Co. (Milwaukee, WI. USA.) con una pureza del 99%. Debido a
que estos compuestos son poco hidrosolubles y solubles en etanol, se
prepararon soluciones primarias de cumarina y 7-hidroxicumarina a
concentraciones de 5 mg/mlL y 2.5 mg/ml, respectivamente en una
mezcla de 3 partes de etanol y 5 partes de medio RPMI-1640. Estas
soluciones fueron esterilizadas por filtracidbn en membranas de
nitrocelulosa con poro de 0.22um. A partir de ellas, se efectuaron
diluciones seriadas de los farmacos hasta obtener concentraciones finales
de 10 a 160 pg/mL. Como control de diluyente, se empleé una mezcla
con la misma proporcién etanol-medio RPMI-1640 y a partir de ella se

realizaron las diluciones correspondientes.

6.1.2 Lineas celulares

Se emplearbn 8 lineas tumorales de origen pulmonar pertenecientes al
grupo de células no pequefias: 4 lineas obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA. (2 lineas tipo
adenocarcinoma: A-427 y SK-LU-1 y 2 lineas de tipo epidermoide: SK-
MES-1 y CALU-1} y cuatro obtenidas y establecidas partir del derrame
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pleural de pacientes con diagnéstico de cancer pulmonar y libres de
tratamiento, las que se designaron: 1.3.11, 1.3.15, 3A5A y 3B1A. Todas
ellas pertenecientes al tipo histolégico adenocarcinoma.

Las lineas celulares se mantuvieron en botellas T-25 (Nunc, Denmark)
con un volumen final de 5 mL de medio de cultivo completo que
contenia medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino,
100 U/mL de penicilina G sédica y 100 pg/mL de estreptomicina. Las
células fueron incubadas en atmésfera himeda con 5% de CO,, a
temperatura de 37°C. Todas las lineas celulares empleadas crecen
adheridas al pldstico, por lo que se trataron con una mezcla tripsina
0.25% - verseno 0.02% adquirida de In vitro (D.F. México) y agitacion
mecénica para favorecer su desprendimiento. La viabilidad celular se
mantuvo mayor al 90% y fue determinada mediante la exclusién por
tincién con azul de tripano. Todos los reactivos empleados se obtuvieron
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. USA) a excepcidn de aquellos en

los que se indique otra cosa.

6.1.3 Determinacion del nimero dptimo de células tumorales para

formar una mortocapa al 90% de confluencia

El efecto de estos compuestos se evalu6 en cultivos a subconfluencia, para
fo cual se determind previamente la concentracién celular adecuada para
formar una monocapa al 90% tanto a las 24h como a las 48h de cultivo.
Para ello, se recuperaron las células a partir de un cultivo a confluencia

mediante tratamiento con tripsina-verseno y agitacién mecdnica. las
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células se lavaron dos veces con solucidn salina balanceada (SSB) y se
resuspendieron en medio de cultivo completo, ajustando a una
concentracién de 1 x 10° células/mL. A partir de esta suspensidn, se
hicieron diluciones seriadas hasta 1 x 10° células/mL.

En una placa de 96 pozos (Nunc, Denmark), se colocaron 100 pL de
medio de cultivo completo y 100 pL de la dilucién celular a probar. La
placa se incubd en atmosfera himeda a 37°C y 5% de CO; y la
concentracién de células necesaria para formar la monocapa a

subconfluencia se determiné mediante observacién microscépica.

6.1.4 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica de

individuos sanos

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMN) a partir de
sangre completa heparinizada de cinco donadores sanos. La fraccién de
CMN fue separada por centrifugacién en un gradiente de densidad
empleando Ficoll/Hypaque (1.077+0.001 g/mL) obtenido de Nycomed
Pharma (Oslo, Norway). Después de dos lavados con SS5B, las CMN
fueron resuspendidas en medio de cultivo completo ajustando a una

concentracién de 1 x 10° células/ml.
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6.1.5 Determinacién del efecto citostdtico de la cumarina y la 7-

hidroxicumarina mediante ensayo de incorporacion de timidina-

tritiada

La determinacién del efecto citostatico se llevé a cabo en experimentos a
exposicién (nica, para lo cual se emplearon placas de 96 pozos (Nun,
Denmark) en las que se colocaron 100 pL de la suspensién de células
tumorales a la concentracién 6ptima determinada con anterioridad, y 100
pul de: a) las diferentes diluciones de firmacos (cumarina o 7-
hidroxicumarina), b) las diferentes diluciones de diluyente y c) del medio
de cultivo (control negativo).

En el caso de las CMN, a la suspension celular se adicioné PHA (GIBCO
BRL. Gaithersburg, MD. USA) en una dilucién 1:1000 para inducir su
méxinta proliferacion. La exposicién a los fArmacos se realizé de la misma
forma que para las células tumorales, colocando 100 pl de la suspensién
de CMN, en presencia 0 ausencia del mitégeno, y 100 pL de los distintos
tratamientos.

Las placas se incubaron en atmésfera himeda a 37°C y 5% de CO,
durante periodos de 24h y 48h para las lineas tumorales v de 72h para las
CMN. En todos los casos, veinte horas antes del término del cultivo se
adicion6 1 uCi/pozo de *H-timidina obtenida de Amersham
International (Buckinghhamshire, England). Al finalizar el tiempo de
incubacién, solamente los cultivos de las células tumorales se trataron
con SDS al 0.3% y agitacién constante, aproximadamente a 150 rpm
durante 1h. Tanto en fos cultivos de lineas tumorales como en los de

CMN, se recuperé el material nuclear sobre papel filtro con ayuda de un
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cosechador multiple (Brandel, Gaithersburg, MA. USA). Después de
secarse, el papel se colocd en 3 mlL de liquido de centelleo Aquasol-2
adquirido de Packard Instrument Co. (Meriden, CT. USA) y se determiné
la cantidad de marca radiactiva incorporada en cuentas por minuto (cpm)
utilizando un contador beta de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton,
CA. USA). Los experimentos se realizaron al menos 2 veces y cada

determinacién se llevé a cabo por quintuplicado.

6.1.6 Calculos y andlisis estadistico

El control negativo que (nicamente contiene medio de cultivo, se incluy6
para determinar el efecto que ejerce cada dilucién de etanol sobre la
poblacién de células tumorales y CMN estudiadas. El porcentaje de
inhibicién se obtuvo restando al valor de 1, la fraccién resultante de
dividir las cuentas por minuto (cpm} obtenidas en presencia del farmaco
o diluyente y las cpm obtenidas en el control de medio (control negativo)

respectivo, multiplicado por 100.

cpm (medio)

o inhibicin = [1_ cpm (farmaco o diluyente) ] 100

Para determinar si el diluyente presentaba un efecto significativo sobre la
proliferacién celular, se realizé6 un andlisis de varianza (ANOVA) y
posteriormente se empleé la prueba de Dunnett para identificar los
grupos que presentaban diferencias con respecto al control de medio. Al

no encontrar diferencias significativas entre el control de medioc y los
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diluyentes, se determiné el porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento
celular inducido por los firmacos con respecto a su diluyente.

Finalmente, se utiliz6 la prueba ¢ de Student para comparar el porcentaje
de inhibicién del grupo tratado, con su respectivo diluyente.

El anlisis estadistico se realizé con el programa de cémputo SigmaStat
V. 2.0 (Jandel Scientific) y en todos los casos para la significancia
estadistica se establecid un alfa menor de 0.05.

Con el fin de comparar las potencias de los firmacos, se calculd la
concentracidn inhibitoria 30 (Cly) para la cumarina y 7-hidroxicumarina
a las 24 y 48h de exposicién en cada una de las lineas celulares tratadas.

Para ello se emplearon gréficas de concentracién contra el porcentaje de

inhibicién.
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7. RESULTADOS

7.1.1 Determinacion del niimero optimo de células tumorales para

formar una monocapa al 90% de confluencia

La cantidad de células necesaria para formar una monocapa al 90% de
confluencia, varié entre las distintas lineas celulares dependiendo de sus
caracteristicas de crecimiento y tamafio; por lo que se determiné para
cada linea, la cantidad éptima necesaria para alcanzar una subconfluencia
tanto a las 24h como a las 48h de cultivo. En la tabla 1, se muestra la

cantidad determinada para cada linea tumoral.

7.1.2 Efecto del diluyente sobre las lineas tumorales.

Debido a las propiedades de solubilidad de los compuestos en estudio, fue
necesario emplear como diluyente una mezcla etanol-medio. La cantidad
de etanol necesaria para la disolucién de la 7-hidroxicumarina es mayor
en relacién a la cumarina. Por ello, la cantidad de etanol presente en las
diluciones de 7-hidroxicumarina, se ajusté al doble de la requerida para
Jas diluciones de cumarina. La relacién final de etanol, con respecto a cada
una de las concentraciones empleadas de cumarina y 7-hidroxicumarina

en los experimentos, se indica en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Cantidad de etanol correspondiente a cada dilucién de los
tdrmacos.

Concentracidn de Cantidad de Concentracién de Cantidad de
cumarina etanol 7-hidroxicumarina etanol
ug/mL % (ul/pozo} ug/ml. % (ul/pozo)

10 0.07 (0.15) 10 0.15 (0.3)
20 0.15 (0.3) 20 03 (0.6)
40 0.3 {0.6) 40 06 (1.2)
80 06 (1.2) 80 12 (24)
160 12 2.4 160 24 (4.7

Con el fin de determinar si el etano! presente en las soluciones interferia
en la determinacién del efecto de la cumarina y la 7-hidroxicumarina, se
emplearon controles para cada una de las concentraciones en estudio y se
calculé el porcentaje de inhibicién inducido por el diluyente sobre las
distintas lineas celulares.

A las 24h de exposici6n, etanol al 2.4% afecté el crecimiento de 6 de las 8
lineas tumorales estudiadas, observando una disminucién en la cantidad
de timidina tritiada incorporada. Dicha disminucién, vari6 del 19 al 63%
dependiendo de la linea celular (Figuras 1 a 8). Las lineas mds afectadas
fueron la CALU-1, SK-LU-1 y SK-MES-1, seguidas por las lineas 1.3.15 y
1.3.11. A este mismo tiempo, proporciones de etanol menores al 2.4%
afectaron Gnicamente a la [inea SK-MES-1. Por su parte, las lineas 3A5A y
3B1A no mostraron ninguna alteracidn al ser expuestas al diluyente, alin
a la méxima proporcién, en comparacién a sus controles. A las 48h de

cultivo, el efecto del diluyente disminuy6 notablemente (Figuras 1 a 8).
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71.3 Efecto de la cumarina y 7-hidroxicamarina sobre la

proliferacién de células tumorales

En cultivos de 24h de la linea adenocarcinoma A-427, la cumarina causé
un electo citostatico que varié del 15 al 30% a concentraciones de 80 y
160 pg/ml, respectivamente (p=0.012, prueba t de Student). A las 48h de
cultivo, Unicamente se presentdé una inhibicién del 20% a la
concentracion de 160 pg/mL (p=0.04, prueba ¢ de Student) (Figuras 1Ay
1B). Por su parte, la 7-hidroxicumarina a las 24h de cultivo mostré mayor
efecto que la cumarina, ya que al emplear fa misma concentracién,
duplica la inhibicién celular causada por la cumarina. A la mayor
concentracién estudiada, se observé una inhibicién por la 7-
hidroxicumarina del 60% (p<0.001, prueba r de Student); sin embargo, al
observar al microscopio fas células tratadas, se apreciaron cambios
morfolégicos que sugieren dafo celular. A esta concentracién, el
diluyente también mostré alteraciones en la proliferacién celular
(p<0.05, prueba Dunnett) (Figuras 1C y 1D}. En general el efecto

disminuy6 a fas 48h.

A las 24h, la linea de adenocarcinoma SK-LU-1 presenté mayor
sensibilidad a la cumarina que la linea A-427, siendo inhibida a partir de
la concentracién de 40 pg/mi. con porcentajes del 20 al 50% (p<0.001,
prueba ¢ de Student). El efecto inhibitorio disminuyé con respecto al
tiempo en todas las concentraciones empleadas (Figuras 2A y 2B). La 7-
hidroxicumarina indujo una inhibicién superior que la cumarina al ser

expuesta por 24h. Los valores obtenidos variaron entre el 30 y 80%
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(p<0.001, prueba ¢t de Student) (Figura 2C). Sin embargo, es importante
sefialar que el diluyente correspondiente a la concentracién de 160 ug/mL
interfirié en esta observacion y adicionalmente se observé toxicidad en
las células. A 48h de cultivo, concentraciones de 80 pg/ml e inferiores
pierden el efecto (p>0.05, prueba ¢ de Student), mientras que la
concentracion de 160 pg/mL mantuvo una inhibicién del 67% (p<0.001,

prueba t de Student) en la proliferacion celular (Figura 2D).

La linea de carcinoma epidermoide CALU-1 sélo fue afectada a
concentraciones altas, tanto de cumarina como de 7-hidroxicumarina
(Figura 3). A las 24h de exposicion, la concentracién de 160 pg/mL de
cumarina y 80 pg/ml de 7-hidroxicumarina, causaron una inhibicién
alrededor del 50% (p<0.001, prueba ¢ de Student), efecto que desaparecié
en ambos casos a las 48h. Concentraciones menores no mostraron efecto
y al igual que las lineas A-427 y SK-LU-1, al ser expuestas a 160 pg/mlL de

7-nidroxicumarina, se observé citotoxicidad.

Por su parte, la linea de carcinoma epidermoide SK-MES-1 fue muy
sensible a los farmacos, sin presentar dafo celular aparente. A las 24h de
exposicién, ambos compuestos causaron un efecto citostatico
significativo en todo el rango de concentraciones estudiadas, con
porcentajes entre el 20 y el 75% (p<0.001, prueba r de Student) (Figuras
4A y 4B). A las 48h, concentraciones hasta 80 pg/mlL presentaron un
menor efecto, mientras que a la mayor concentracién empleada, la accién

de la cumarina se mantuvo y la de 7-hidroxicumarina aument,
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alcanzando una inhibicién mayor al 90% (p<0.001, prueba ¢ de Student)
(Figuras 4C y 4D).

En lo referente a las lineas establecidas a partir de derrame pleural de
pacientes del INER, con caracteristicas de adenocarcinoma, se obtuvieron

los siguientes resultados.

En la linea 1.3.11 se presenté una inhibicién por la cumarina a partir de
concentraciones de 40 pg/ml a las 24h de tratamiento (p=0.009, prueba ¢
de Student). El efecto a la concentracién mayor se mantuvo alrededor de
40% con respecto al tiempo y, a concentraciones mdas bajas este efecto
desaparecié (Figuras DA y 9B). En cuanto a la 7-hidroxicumarina, la
concentracidn de 40 pg/mL causé un efecto citostitico del 30%
(p=0.001, prueba t de Student) tanto a 24h como a 48h de exposicion.
Concentraciones mayores, aumentaron su efecto en funcién del tiempo,
alcanzando a las 48h porcentajes de inhibicién de 60 y 97 (p<0.001,
prueba 1 de Student) con 80 y 160 ng/mlL, respectivamente (Figuras 5C y
5D). Sin embargo, a esta Gltima concentracién también se observé dafo

celular.

La linea 1.3.15 fue ligeramente mds sensible que la anterior, requiriendo
menor cantidad de fdrmaco para ser inhibida significativamente. En este
sentido, la cumarina a las 24h tuvo actividad a partir de 20 pg/ml, siendo
su efecto maximo del 53% (p<0.001, prueba ¢ de Student) (Figura 6A). El

efecto a las 48h se mantuvo a concentraciones de 80 y 160 pug/mL y se
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redujo al emplear concentraciones menores (Figura 6B). La 7-
hidroxicumarina present$ efecto citostitico en esta linea a partir de 10
pg/mlL por 24h (p<0.001, prueba ¢ de Student) (Figura 6C), mostrando
efecto téxico sobre las células a la concentracién de 160 pg/ml. Al
aumentar el tiempo de exposicién, el efecto inhibitorio disminuyé
fuertemente a concentraciones inferiores a 80 pg/mL mientras que a las
48h la concentracién de 160 pg/mlL presenté una inhibicién del 90%

{p<0.001, prueba  de Student) (Figura 6D).

La cumarina inhibi6 la proliferacién de la linea BA5A en concentraciones
de 40 pg/mL o superiores, a las 24h de exposicién; alcanzando un 70% a
la mayor concentracién empleada (p<0.001, prueba t de Student) (Figura
7A). A esta misma concentracién, el efecto citostatico a las 48h
disminuydé a 47% (p<0.001, prueba ¢ de Student), mientras que la
concentracién de 80 pg/mL mantuvo su efecto en funcién del tiempo,
siendo del 35% (p=0.003, prueba 1 de Student) (Figuras 7A y 7B). La 7-
hidroxicumarina presenté a las 24h un efecto inhibitorio entre el 25 y
75% a lo largo del rango de concentraciones empleadas (p<0.001, prueba
t de Student). A concentraciones menores de 80 pg/ml, la citostasis
disminuy6 drésticamente a las 48h y en las concentraciones de 80 y 160
ug/ml, el efecto aumenté hasta 84 y B8% (p<0.001, prueba r de
Student), respectivamente (Figuras 7C y 7D). En esta linea no se observé

citotoxicidad en ninguno de los tratamientos.
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Finalmente, en la linea 3B1A no se observaron alteraciones en su
proliferacién al ser expuestas por 24h a cualquiera de los compuestos
(p>0.05, prueba ¢t de Student) (Figuras 8A y 8C). Sin embargo, a las 48h
la concentracién més alta de cumarina y 7-hidroxicumarina causé un
aumento en la proliferacién del 40 y 76%, respectivamente (p<0.001,

prueba t de Student) (Figuras 8B y 8D).

7.1.4 Concentracién inhibitoria 50 de la cumatina y 7-

hidvoxicumarina sobre las distintas lineas tumorales

Con el fin de comparar la potencia de los firmacos y sensibilidad de las
lineas tumorales hacia éstos, se calcularon las concentraciones
inhibitorias 50 (Cly) para cada linea tumoral a ambos tiempos de
exposicion. Para ello, se calculé el porcentaje de inhibicién con respecto a
los controles de diluyente, a cada concentracién de los farmacos y se
realizaron gréficas de concentracién contra efecto (Figuras 9-12). Para
caleular la Cls no se tomaron en cuenta aquellos datos en los cuales el
diluyente causara una alteracién significativa de la proliferacién y/o se
observara dafio celular microscépicamente,

En la tabla 2, se muestran las Cly de los fdrmacos para cada linea
tumoral, asi como el porcentaje de inhibicién méximo observado a las

concentraciones estudiadas.
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7.1.5 Efecto de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la

proliferacion de células mononucleares de sangre periférica de

individuos sanos

Para estudiar si el efecto de estos compuestos era selectivo sobre las lineas
tumorales, se utilizaron como control las CMN de individuos sanos, las
cuales fueron estimuladas con PHA para inducir su proliferacién celular.
El diluyente (etanol) no afecté la proliferacién de CMN estimuladas con
PHA (Figura 13), asi como las CMN no estimuladas (datos no
mostrados).

En las células no estimuladas con PHA y expuestas a cumarina y 7-
hidroxicumarina, se observé un efecto inhibitorio no significativo
(p>0.05, prueba r de Student) con respecto a sus controles (datos no
mostrados). En las células estimuladas con PHA (Figura 13), se presenté
una inhibicién en la proliferacién de CMN de alrededor del 20% al ser
expuestas a 160 pg/mL de cumarina o 80 pg/mlL de 7-hidroxicumarina,
mientras que esta inhibicién fue del 97% al ser tratadas con 160 pg/ml de
7-hidroxicumarina (p<0.001, prueba  de Student), donde no se observé

efecto citotéxico.
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7.2 TABLAS

Tabla 1. Determinacién del nimero éptimo de células

tumorales para alcanzar una monocapa al 30% de confluencia.

LINEA CELULAR CANTIDAD DE CELULAS /mL
cultivo 24 h cultivo 48 h
A-427 33 x 10° 1.7 x 10°
SK-LU-1 4x10° 2x 10°
SK-MES-1 3x 10° 1.8 x 10°
CALU-1 4x10° 3x 10°
1.3.11 9x 10° 8x 10°
13.15 6x 10° 5% 10°
3A5A 4% 10° 3 x 10°
3B1A 8x 10° 6.5 x 10°

47



240G e uomerajoId e[ eynwinsa anb UPIILNIUIDUOY) |,
Tw /3M 0§ 9p UQISLIIUIOUOD ] B 9puodsalio)) ,
0ATIED1IUSIS 001315010 0193)3 Un ¢Iuasald a5 ON |
ugnejedenxa rod opruaiqQ .

667/ 9°9/- - Gyl - €66 - 9/1- Vige
£96 G'88 v op 8'6s 002 0Ly £96 9'89 VGVE
Y7 68 8 | 0Lb 005< 8TY £82¢ 508 SUeT
9'es v L6 005< > £€2 006 < Ty 005< e AR
0'881 8¢/ 6611 |. 068 - 01 006< (WA -0IvD
069 £'€6 i | 799 ! €0/ zeel g5 | T-STW-AS
'00% 865 9'¢6 [ L€S - 7/ 91/E v es -8
005 < Sty 91/1 116 q - 78 » 00G< £08 Viia's
(Tuw/ad) | (xewn) | (Tu/ad) | (xewp) | (Tw/sn) | (xewDd) | (/@) | (xew))
1D HNI% o) HNI% %10 HN1% 1D HNI% | XVINTID
Y8y yyz 4y 8k EEZ4 VAN]T
YNIVWNDIXOYGIH/ VNIIVIWND

(G BLIONGIYUI UQIDeIIUIIUCD
A SOOBWIIP] SO 9P UQIIRIIUDUOD BWIKEUI B] B UQIIGIYuT ap 3{e3wadio] " elqeL

48



7.3 FIGURAS
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Figura 1. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea A-427. Porcentaje de inhibicién de la cumarina y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h {B). Porcentaje de inhibicién de la 7-hidroxicumarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicion.

+ = diferencias significativas con respecto al medio (p<0.05, prueba de Dunnett).

* =diferencias significativas entre el fdrmaco y su respectivo diluyente (p<0.03,
prueba 1 de Student).
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Figura 2. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea SK-LU-1. Porcentaje de inhibicién de [a cumarina y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicidn de la 7-hidroxicumarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicion.

* = diferencias significativas con respecto al medio (p<0.03, prueba de Dunnett).

* = diferencias significativas entre el formaco y su respective diluyente (p<0.03,
prueba r de Student).
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Figura 3. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobze la
linea CALU-1. Porcentaje de inhibicion de la cumarina y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicién de la 7-hidroxicumarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicién.

* = diferencias significativas con respecto ai medio (p<0.03, prueba de Dunnett).

% = diferencias significativas entre el formaco y su respectivo diluyente (p=<0.05,
prueba  de Student
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Figura 4. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea SK-MES-1. Porcentaje de inhibicién de la cumarina y sus respectivos diluyentes
en exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicién de la 7-hidroxicumarina
v sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicidn.

# = diferencias significativas con respecto al medio (p<0.05, prueba de Dunnett).

* = diferencias significativas entre el firmaco y su respectivo diluyente (p<0.05,
prueba r de Student).
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Figura 5. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea 1.3.11. Porcentaje de inhibicién de la cumanna y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicién de la 7-hidroxicumarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C} y 48h (D) de exposicién.

* = diferencias significativas con respecto al medio {p<0.05, prueba de Dunnett).

%= diferencias significativas entre el fdrmaco y su respectivo diluyente (p<0.05,

prueba ¢ de Student).
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Figura 6. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea 1.3.15. Porcentaje de inhibicién de la cumarina y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicién de la 7-hidroxicumarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicisn.

#= diferencias significativas con respecta al medio (p<0.05, prueba de Dunnett).

* = diferencias significativas entre el Edrmaco y su respectivo diluyente (p<0.05,
prueba 1 de Student).
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Figura 7. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea 3A5A. Porcentaje de inhibicién de la cumarina y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicidn de la 7-hidroxicumarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicién.

* = diferencias significativas con respecto al medio (p<0.05, prueba de Dunnett).

*= diferencias significativas entre el firmaco y su respectivo diluyente (p<0.05,
prueba r de Student).
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Figura 8. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
linea 3B1A. Porcentaje de inhibicién de la cumanna y sus respectivos diluyentes en
exposiciones de 24h (A) y 48h (B). Porcentaje de inhibicién de la 7-hidroxicurarina y
sus respectivos diluyentes a las 24h (C) y 48h (D) de exposicion.

* = diferencias significativas con respecto al medio (p<0.05, prueba de Dunnett).

*= diferencias significativas entre el fArmaco y su respectivo diluyente (p<0.0J,
prueba ¢ de Student).
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Concentracion inhibitoria 50 de la cumarina y 7-
hidroxicumarina sobre las lineas tumorales
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Efecto de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente sobre la
proliferacién de células mononucleares de sangre periférica de
individuos sanos
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Figura 13. Efecto inhibitorio de la cumarina, 7-hidroxicumarina y diluyente
sobre CMN estimuladas con PHA en cultivos de 72h. Los simbolos claros

representan al diluyente y los simbolos negros a los fdrmacos.
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8. DISCUSION

En este estudio, decidimos evaluar la influencia de la cumarina y 7-
hidroxicumarina en cultivos de células tumorales que alcanzaran el 90%
de confluencia al término de 24 y 48h de cultivo, de forma tal que las
células se encontraran en fase logaritmica de crecimiento. Consideramos
que estas condiciones permiten determinar el efecto inhibitorio en forma
més adecuada, ya que al emplear una cinética de proliferacién, a las 24h
de cultivo habrfa una densidad celular baja, principalmente de aquellas
lineas celulares con un crecimiento lento, y cualquier variacién en el
ensayo podria afectar la determinacién de manera importante.

Los métodos para solubilizar estos farmacos son muy variables, algunos

a l.ltOl'ESﬁz'ﬁ5

emplean DMSO, otros utilizan cambios de pH® o etanol®. En
nuestro estudio no se utiliz6 DMSO ya que se observd que ocasiona
cambios en la morfologia celular y, por ello se decidié emplear etanol, a
pesar de que altas concentraciones son téxicas para tas células.

Por otro lado, nuestros resultados indican que las cumarinas ejercen una
accién citostdtica sobre las lineas tumorales de origen pulmonar, ya que
inhibieron la proliferacién en 7 de las 8 lineas estudiadas. Considerando la
concentracién de cumarina que induce el 30% de inhibicién en la
proliferacién celular y que se indica entre paréntesis, la sensibilidad de las
lineas estudiadas disminuyé en el siguiente orden: 3A5A {96 pg/mL), SK-
MES-1 (122 pg/ml), 1.3.15 (228 pg/ml), SK-LU-1 (372 ug/ml); las lineas
A-427, CALU-1 y 13.11 requieren concentraciones superiores a 500
ug/mL. En relacién a la 7-hidroxicumarina, las lineas 3A5A y SK-MES-1
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mostraron igual sensibilidad (40 pg/ml), y ésta disminuyé en el resto de
las lineas celulares de la siguiente manera: 1.3.15 (85 pg/ml), SK-LU-1 (96
pg/ml), CALU-1 (120 pg/ml), A-427 (172 pg/ml) y 1.3.11 (>500
pug/ml). Como puede observarse, menores concentraciones de 7-
hidroxicumarina con respecto a la cumarina, causan porcentajes de
inhibicién similares, siendo la potencia de la 7-hidroxicumarina 2 a 3
veces mayor.

Tomando en cuenta el efecto que causan estos compuestos en funcién
del tiempo, existen reportes en los cuales hay un aumento del efecto
citostatico™ o éste es similar a las 24 y 48h de exposicion®™. En nuestro
estudio observamos un mayor efecto de la cumarina a [as 24h en todas las
lineas celulares; por su parte, la 7-hidroxicumarina mostré en 3 lineas (A-
427, SK-LU-1 y CALU-1) una mayor actividad a las 24h, en otras 3 lineas
(3A5A, SK-MES-1 y 1.3.15) la capacidad inhibitoria se mantuvo desde 24
hasta 48h, mientras que la inhibicién en la proliferacién de la linea 1.3.11
fue fuertemente favorecida a las 48h de cultivo.

En general, sugerimos que el menor efecto inhibitorio con respecto al
tiempo puede deberse a una disminucién en la disponibilidad del
firmaco, debida posiblemente a su  unidn, incorporacién y/o
metabolismo por las células. Para confirmar esta posibilidad, se sugiere la
realizacién de ensayos utilizando exposicion maltiple al farmaco.

Por otra parte, se observé la persistencia y/o aumento del efecto
citostatico en algunas lineas celulares a ciertas concentraciones, todas

estas células presentaron un fuerte efecto inhibitorio inicial, superior al
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90%, que probablemente impidié la recuperacién de la proliferacién
celular a mayor tiempo de cultivo.

El efecto citostitico observado dependié de la linea celular empleada y no
estd asociado a algin tipo histoldgico, o a la velocidad de duplicacién de
las células.

Por otro lado, nuestros resultados nos permiten indicar que estos
compuestos, a distintas concentraciones, inducen un efecto inhibitorio
importante, mientras que a la concentracién mds alta probada en nuestro
ensayo, presentan toxicidad sobre las células tumorales.

El nimero de reportes del efecto citostitico y citotéxico de los
compuestos cumarinicos en lineas de cdncer de pulmén es limitado. El
grupo de Kolodziej®, indica que la cumarina es més potente que la 7-
hidroxicumarina, pero emplea una linea de carcinoma de células
pequeias. Este tipo histolégico de cincer pulmonar no fue evaluado en
nuestro estudio.

Por su parte, Kofinas®, utiliza una linea de carcinoma epidermoide,
diferente a las empleadas por nosotros, la cual reporté sensible a la 7-
hidroxicumarina. En este mismo sentido, Marshall y colaboradores®
reportan que la 7-hidroxicumarina tiene un mayor efecto inhibitorio que
la cumarina sobre 14 lineas celulares de distintos origenes y Gnicamente
emplean una linea de carcinoma de pulmén, que no fue utilizada en
nuestro estudio; sin embargo, sus resultados correlacionan con nuestras
observaciones.

Ya que la poblacién celular de un tumor es heterogénea, debido

principalmente a la acumulacién de alteraciones genéticas, la respuesta a



los distintos agentes terapéuticos puede variar de acuerdo a la poblacion.
En este sentido, el incremento en la proliferacién observada en la linea
3B1A, y no en las otras lineas celulares, nos sugiere que la 7-
hidroxicumarina pudiera favorecer la proliferacién de algunas células
intratumorales causando seleccién de clonas tumorales resistentes a este
compuesto. Por lo anterior, serfa preferible emplear este producto
asociado a otros fdrmacos. Sin embargo, no debemos olvidar que esta
observacion se realizd in vitro y no necesariamente correlaciona con la
actividad de estos compuestos i# vivo.

Existen reportes contradictorios en relacién al efecto de estos productos
sobre la proliferacién de CMN sanguineas inducida por PHA, ya que se
ha sugerido un incremento en la capacidad proliferativa de estas células®
y, en contraposicién, Rosskopf y colaboradores encuentran efectos
inhibitorios™. Este tiltimo estudio, correlaciona con nuestros resultados y
en ambos casos se emplearon concentraciones similares de los farmacos.
Los resultados obtenidos por nosotros, indican que la concentracién de
160 pg/mL de cumarina causa un ligero efecto inhibitorio sobre las CMN
(p=<0.05, prueba ¢ de Student), pero como ya se indicd anteriormente,
esta misma concentracién puede inducir mayores efectos inhibitorios en
las células tumorales; un efecto biolégico similar sucede con la 7-
hidroxicumarina a concentraciones inferiores a 80 ug/mL. Mientras que,
la concentracién de 160 pug/ml de 7-hidroxicumarina induce una fuerte
inhibicién en la proliferacion de las CMN {p<0.001, prueba ¢ de

Student); sin embargo, sobre la mayoria de las células malignas causa un

efecto toxico.
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A partir de estas consideraciones, serd necesario evaluar la aplicacién
clinica, principalmente de la 7-hidroxicumarina, en el cancer de pulmén.
En relacién a este tipo de neoplasia, existe un s6lo reporte de estudio
clinico de fase I, en el que se administra cumarina en combinaci6én con
cimetidina, empleando un esquema reportado para el tratamiento de
carcinoma renal y melanoma; en este estudio, no se encontré un
incremento significativo en el tiempo de sobrevida de los pacientes
tratados. Para estudios futuros, serd necesario probar distintas dosis y su
combinacién con otros agentes quimioterapéuticos, a fin de definir la

importancia n vive que tengan estos productos bioldgicos en el control

del crecimiento tumoral.
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. CONCLUSIONES

La cumarina y la /-hidroxicumarina tienen un efecto citostitico y
citotdxico sobre lineas tumorales de origen pulmonar, los que son

dependientes de la concentracién.
La 7-hidroxicumarina es mds potente que la cumarina.

El efecto citostatico de ambos compuestos se observa preferentemente

a las 24h de cultivo y tiende a disminuir a las 48h.

Las células tumorales presentan distintos grados de sensibilidad a estos

farmacos.

La cumarina no afecta la proliferacién de las células mononucleares,

mientras que la 7-hidroxicumarina sélo inhibe a altas concentraciones.
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