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l. RESUMEN

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud publica en todo el mundo.
En gran proporcién, las muertes causadas por esta enfermedad se deben a la formacién de
metéstasis, que implica la formacion de tumores secundarios y comprende una serie de eventos en
los que se requiere que las células tumorales modifiquen su adhesion a otras células. Por lo tanto,
los receptores de adhesion y las moléculas intracelulares que regulan el proceso de adhesion han
sido sefialados como blancos farmacolégicos para disminuir la invasividad de las células
cancerosas.

La cumarina es un producto natural que tiene actividad antineoplasica in vivo en melanoma
maligno, carcinoma renal metastasico y carcinoma prostatico y actividad antimetastasica en
modelos animales. Se han identificado muchos compuestos estructuralmente relacionados con la
cumarina que presentan actividad biologica. A diferencia de otros compuestos cumarinicos, la
cumarina carece de efecto anticoagulante y es muy poco toxica. En humanos se han tolerado
hasta 7 g diarios con efectos adversos de poca importancia y reversibles al suspender el
tratamiento. La cumarina metabolizada in vivo da lugar a metabolitos hidroxilados con mayor
actividad biolégica, por lo que se ha planteado que la cumarina podria actuar como un profarmaco.
Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina es un inhibidor de la proliferacion in vitro de lineas tumorales
mas potente que la cumarina misma. La 4-hidroxicumarina (4-HC), in vitro, en células B16-F10 de
melanoma murino induce alteraciones en la: i) organizacién del citoesqueleto de actina, ii) adhesién
a moléculas de matriz extracelular, iii) migracion y iv) expresion y activacion de proteinas que
participan en los procesos de adhesiéon, como paxilina, Rac y Rho. Dado que la 4-HC in vitro
modifica procesos celulares que son necesarios en el desarrollo de metastasis, es posible que este
compuesto disminuya la capacidad metastésica de células B16-F10 in vivo.

En este trabajo, para estudiar el efecto de la 4-HC sobre la formacién de metéstasis in vivo,
utilizamos un modelo de metéastasis experimentales en el que se inoculan células B16-F10 via
intravenosa a ratones C57BL/6. La inoculacion via intravenosa de células B16-F10 tratadas in vitro
con 4-HC (500 pM) disminuyé el nimero de nodulos metastasicos en pulmén en un 85%.
Utilizando este mismo modelo se observé que en ratones tratados con 4-HC (10, 20 6 40
mg/Kg/dia) via oral durante los siete dias previos a la inyeccion de las células de melanoma, el
nuamero de nédulos metastasicos en pulmén disminuyd en un 80% con respecto a los ratones del
grupo control, a los que se les administré metilcelulosa.

Por otro lado, en ratones C57BL/6 implantados subcutaneamente con células B16-F10 se

evalué el efecto antimetastasico y antineoplasico de la 4-HC determinando: i) tamafio del tumor; ii)
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namero de metastasis espontaneas en pulmén; y iii) tiempo de supervivencia. En este
modelo estudiamos dos protocolos distintos; el primero consistié6 en administrar via oral la 4-HC
(10, 20 6 40 mg/Kg/dia) y el segundo consistié en administrar de forma conjunta la 4-HC (10, 20 6
40 mg/Kg/dia) y el antineoplasico ciclofosfamida 200 mg/Kg (CY).

Con el primer protocolo se incrementé el tiempo de supervivencia con la dosis de 10
mg/Kg/dia, mientras que con el segundo, la supervivencia se vio aumentada con las dosis de 10 y
20 mg/Kg/dia. En ambos casos dicho incremento fue estadisticamente significativo. En cuanto al
tamafio del tumor, la 4-HC (10 y 20 mg/Kg/dia) disminuy6 el tamafio del tumor respecto al control
de metilcelulosa. La administracion conjunta de la 4-HC con CY no indujo cambios en el tamafio
del tumor respecto a los ratones que solo recibieron CY. Adicionalmente, se observé que las dosis
de 10 y 20 mg/Kg/dia disminuyen la formacién de metastasis espontaneas en pulmén y que sélo la
dosis de 40 mg/Kg/dia administrada de forma conjunta con CY reduce la formacién de metastasis
espontaneas de forma significativa.

Finalmente, se estudio el posible efecto toxico de la 4-HC en ratones sanos a los que se
les administré 4-HC por via oral durante ochos semanas. En la evaluacion bioquimica de la funcién
renal se encontrdé que la 4-HC aument6 en un 50% los niveles de nitrdgeno ureico en sangre y
disminuy6 los niveles de N-acetil-B-glucosamidasa en orina, pero no modificé la tasa de filtracion
glomerular de creatinina ni los niveles de proteina en orina.

En el estudio histolégico del rifion se encontré que la 4-HC induce: i) metaplasia clbica con
microvellosidades en las células de la capa parietal del glomérulo y ii) disminucion de las
microvellosidades, desorganizacién intracelular, picnosis y degeneracion lipidica en las células del
tabulo proximal.

En la evaluacion bioquimica de dafio hepético se encontré que la 4-HC no modificé los
niveles de y-glutamiltransaminasa en suero; sin embargo, se observd necrosis en los hepatocitos
centrolobulillares en el estudio histoldgico con las dosis de 20 y 40 mg/Kg/dia.

Adicionalmente, se observé que la 4-HC en pulmén indujo hiperplasia y citotoxicidad
citoplasmatica en las células de Clara, asi como vacuolizacién en los neumocitos tipo Il de forma
dependiente de la dosis.

Por medio de este trabajo encontramos que la 4-HC incrementa el tiempo de
supervivencia e inhibe la formacion de metastasis experimentales y espontaneas en un modelo de
melanoma murino, a pesar de los efectos toxicos que induce. Los resultados sugieren que la 4-HC
podria ser utii como adyuvante en la terapia contra el melanoma, aunque se requieren mas
estudios para dilucidar los mecanismos mediante los cuales la 4-HC ejerce su efecto

antimetastasico, antineoplasico y toxico.
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SUMMARY.

Coumarin is a natural product that has in vivo antineoplasic activity in malignant melanoma,
metastatic renal carcinoma and prostatic carcinoma as well as antimetastatic activity in animal
models. In addition, many compounds structurally related with coumarin posses biological activities.
Unlike other coumarin-related compounds, coumarin lacks anticoagulant effect and has very low
toxicity. In humans, the administration of 7 g of coumarin/ day is well tolerated and show only with
minor side effects that are reversible after discontinuation of therapy. Coumarin is metabolized in
vivo generating hydroxylated derivatives with greater biological activity, which has lead to the
proposal that coumarin may act as a prodrug. For example, 7-hydroxycoumarin is more potent as
an inhibitor of in vitro proliferation of tumor cell lines than coumarin. Similarly, in vitro treatment of
B16-F10 melanoma cells with 4-hydroxycoumarin (4-HC) alters: i) the organization of the actin
cytoskeleton ii) adhesion to extracellular matrix molecules, iii) migration, and iv) expression and
activation of proteins involved in the adhesion process, such as paxillin, Rac and Rho. Since 4-HC
modifies cellular processes that are necessary in the development of metastasis in vitro, it is
possible that this compound decrease the metastatic potential of B16-F10 cells in vivo.

In this work, to study the effect of 4-HC on the formation of metastasis in vivo, we used a
model of experimental metastases in which B16-F10 cells were inoculated intravenously to
C57BL/6 mice. The intravenous inoculation of B16-F10 cells treated in vitro with 4-HC (500uM)
decreased the number of metastatic nodules in the lung by 85%. Using this same model, we
observed that in mice treated with 4-HC (10, 20 or 40 mg/Kg/day) orally during seven days prior to
the injection of melanoma cells, the number of metastatic nodules in the lung decreased by 80%
compared with the control group, which received methylcellulose.

Moreover, the antineoplasic and antimetastatic effect of 4-HC was evaluated in C57BL/6
mice implanted subcutaneously with B16-F10 cells by measuring: i) tumor size, ii) survival time, and
iii) the number of spontaneous metastases in the lung. With this model we carried out two different
protocols: in the first one 4-HC (10, 20 or 40 mg/Kg/day) was administered orally and in the second
4-HC (10, 20 or 40 mg/Kg/day) was co-administered with the antineoplasic drug cyclophosphamide
(CY; 200 mg/Kg).

In the first protocol survival time was increased with the dose of 10 mg/Kg/day, while in the
second survival time augmented with the doses of 10 and 20 mg/Kg/day. The administration of 4-
HC (10 and 20 mg/Kg/day) decreased the tumor size with respect to the methylcellulose control, but
the administration of the 4-HC together with CY did not modify tumor size in comparison with mice
that only received CY. Additionally, it was observed that the doses of 10 and 20 mg/Kg/day reduced
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the formation of spontaneous pulmonary metastases and that only the dose of 40 mg/Kg/day
administered with CY reduced significantly the formation of spontaneous metastases.

Finally, we study the possible toxic effect of 4-HC in healthy mice that were given 4-HC
orally for eight weeks. The biochemical assessment of renal function showed that 4-HC increased
by 50% the levels of blood urea nitrogen and decreased urine levels of N-acetyl-B-glucosamidase,
but it did not modify the glomerular filtration rate of creatinine or the levels of protein in urine. In the
histological study of the kidney it was found that 4-HC induces: i) metaplasia cubique microvilli of
glomerule’s epithelial cells and ii) a decrement of microvilli, intracellular disorganization, picnosis,
and lipid degeneration in the proximal tubule cells.

The biochemical assessment of liver damage showed that 4-HC does not change the levels
of serum y-glutamyl transaminase, but histological study indicated that the doses of 20 and 40
mg/Kg/day produce necrosis in centrolobulillar hepatocytes. Additionally, it was observed that the 4-
HC induced hyperplasia and cytotoxicity of cytoplasmic in Clara cells of the lung, as well as
vacuolization in type Il pneumocytes in a dose-dependent manner.

Through this study we found that the 4-HC increases survival time and inhibits the formation
of experimental and spontaneous metastases in a mouse model of melanoma, despite its toxic
effects. The results suggest that the 4-HC could be useful as an adjuvant in melanoma therapy,
although further studies are required to elucidate the mechanisms by which 4-HC exerts its
antimetastatic, antineoplasic, and toxic effects.
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l. ANTECEDENTES

1. CANCER

1.1. Generalidades.

1.1.1. Definicioén.

El termino cancer se utiliza para describir una anomalia genética que implica la
mutacién de genes, algunos de los cuales actian normalmente suprimiendo o
favoreciendo la continuidad del ciclo celular, por lo que su alteracién da lugar a una
division celular descontrolada y a la formacién de tumores. Las células transformadas
generalmente presentan la capacidad de invadir y proliferar en tejidos diferentes al de
origen (Ruddon 1995). La presencia de células con capacidad invasiva, es diagnéstico
suficiente para indicar malignidad (Loberg 2007). Sin embargo, el prondstico y
tratamiento de esta enfermedad depende de la localizaciébn anatomica en la que se
encuentre, del tipo celular o histolégico del que provenga y del avance de la

enfermedad (Loberg 2007).
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1.1.2. Epidemiologia.

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud publica en todo
el mundo, por tanto es una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad.
Segun el informe anual de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), en el afio 2005
se registraron 7,6 millones de muertes a causa del cancer. Mas del 70% de las
muertes por cancer registradas en 2005 se produjeron en paises de bajos y medianos
ingresos. Se prevé que el nimero mundial de muertes por cancer siga aumentando en
todo el mundo y alcance los 9 millones en 2015 y los 11,4 millones en 2030. La OMS
registré que en México en el 2005 el cancer ocasioné la muerte de aproximadamente
64,000 personas, es decir, las muertes por cancer correspondieron al 12.5% del total
de defunciones y se estima que para el 2030 incremente al 13.8%.

Las metastasis tumorales son responsables de una gran proporcion de las
muertes por cancer. Se ha demostrado que el tiempo de supervivencia del paciente
correlaciona inversamente con la capacidad invasiva del tumor. Las terapias que
disminuyen el nimero de células cancerosas, disminuyen también la probabilidad de
gue éstas invadan otros érganos. Sin embargo, estos medios no son suficientes para

curar el cancer.

11
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1.1.3. Carcinogénesis.

La carcinogénesis es un proceso de multiples etapas que culminan en la
transformacion de una célula normal en una célula cancerosa. Esta conversion
requiere de multiples mutaciones, principalmente en:

- Oncogenes, que son generados a partir de protooncogenes que codifican proteinas
que controlan el crecimiento y diferenciacion celular. Entre estos genes se encuentran
K-ras, N-ras, erb-B-2, erb-A myc, c-fos, bcl-2, etc. (Loberg 2007, Hanahan 2000).

- Genes supresores de tumor, cuyos productos estan normalmente encargados de
detener la division celular y de inducir apoptosis. Cuando se mutan estos genes la
célula se divide sin control, tales el caso con mutaciones donde se pierde la funcién
de: p53, p63, p73, pRb, pl16 etc. (Loberg 2007, Hanahan 2000, Bourdon 2007).

Los factores que promueven la carcinogénesis pueden ser: i) externos, que
incluyen a carcindgenos quimicos, biolégicos 6 fisicos; ii) internos, como defectos en
el sistema inmune, predisposicion genética (Loberg 2007, Hanahan 2000) o cambios
epigenéticos (Jones 2007).

Sin importar como se origin6é el dafio al genoma, los canceres son el resultado
de las mutaciones. Dichas mutaciones ocasionan que las células cancerosas
compartan caracteristicas en comun como: i) inestabilidad genética; ii) potencial
replicativo ilimitado (inmortalidad); iii) estimulacién de la invasién y metastasis; iv)
evasion de la muerte programada de la célula (apoptosis); y v) capacidad de crecer
independientemente del estimulo por factores del crecimiento (Hanahan 2000). Pero
debido a que existen diferentes mecanismos que promueven la carcinogénesis y que

las estirpes celulares son diferentes, las neoplasias generadas varian en: a) tiempo de

12
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crecimiento; b) grado de diferenciacién celular; c) detectabilidad; d) invasividad y

potencial metastatico; e) respuesta a tratamientos y pronostico (Hanahan 2000).
Diferentes trabajos experimentales han demostrado que existe una relacion
inversa entre la dosis del carcinégeno y el periodo de latencia, y al que algunos
agentes pueden producir un tumor tras una administracién Gnica mientras otros
requieren multiples aplicaciones (Anisimov 2007). Esta variabilidad depende, no sélo
de la potencia carcinogénica de los compuestos, sino también de la especie y
naturaleza genética del individuo que padece la exposicion (Anisimov 2007). El tiempo
transcurrido tras la exposicion al agente carcinogénico y el desarrollo de un tumor se

ha dividido en las siguientes etapas (Esquema 1):

1. Iniciaciéon. Es un proceso rapido mediante el cual el carcinégeno produce cambios
permanentes en genes susceptibles de la célula diana. Se ha sugerido que los
agentes promotores de la proliferaciébn pueden interferir con el proceso de
diferenciacion que se lleva a cabo normalmente cuando una célula pasa de un estadio
no divisorio a otro en el cual esta lista para dividirse. Estos estimulos promotores del
crecimiento actlian sobre células que aun pueden ser sensibles a factores inhibidores
de crecimiento normal. Esto explica por qué algunas neoplasias presentan un caracter
reversible, ain cuando los cambios moleculares sean irreversibles y permanezcan

latentes hasta que otro estimulo induzca la proliferacién (Anisimov 2007).

2. Promociéon. Esta etapa se caracteriza por un estado de hiperproliferacion o
hiperplasia. Esta proliferacién es selectiva sobre células iniciadas por un estimulo
promotor y da origen a lesiones premalignas o tumores benignos. Los promotores

generalmente son substancias quimicas exdgenas, aunque también pueden ser

13
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agentes enddgenos como las hormonas. Cabe mencionar que ademas de la
proliferacion excesiva, la descendencia de células transformadas presenta una
morfologia, comunicacion célula-célula y diferenciacién anormal, que da lugar a una

displasia. (Anisimov 2007).

3. Progresioén. Durante esta etapa las lesiones premalignas se convierten en tumores
malignos con la capacidad de invadir tejidos vecinos o distantes. En la progresion, las
células neoplasicas adquieren gradualmente un fenotipo invasivo y eventualmente
metastasico. Dicho fenotipo se genera tanto como consecuencia de alteraciones en la
proliferacion, adhesiéon y motilidad celular como del microambiente que rodea a las

células transformadas (Anisimov 2007).

14
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Esquema 1. Etapas del proceso de Carcinogénesis.
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1.1.4. Metastasis.

Como ya se menciond, los cambios genéticos inducen fenotipos diferentes.
Una de las caracteristicas que definen la malignidad de un tumor es la capacidad de
invadir otros tejidos y formar metastasis. Las células tumorales son capaces de

diseminarse a través del cuerpo mediante dos mecanismos: invasion y metastasis.

La invasion se refiere a la migracibn y penetracion directa de células
cancerosas en los tejidos vecinos. Las metastasis 6 formacion de tumores
secundarios ocurre gracias a una serie de pasos consecutivos, los cuales deben ser
completados eficientemente. En cada uno de estos pasos existe una cascada

compleja de eventos de adhesién que pueden involucrar tanto células normales como

células tumorales.

Para que se lleve acabo la formaciéon de tumores secundarios 0 metastasicos
las células cancerosas, deben entrar a la circulacién invadiendo el tejido adyacente,
rompiendo el contacto con otras células del tejido de origen y atravesando la barrera
de la lamina basal. Una vez que las células cancerosas alcanzan los vasos
sanguineos, pueden llegar a 6rganos distantes mediante el torrente sanguineo o
circulacion linfatica y extravasar hacia tejidos distintos. Finalmente, las células deben
proliferar y estimular la vascularizacion del nuevo tumor (Chambers 2002) (Esquema

2).

16
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Mernbrana
Basal

Mernbrana
Basal

Esquema 2. Etapas del proceso de metastasis. 1) Crecimiento tumoral y separacion de
células cancerosas a partir del tumor primario. 1l) Migracién hacia la vasculatura. III)
Interacciones con células plaguetas y componentes celulares de la luz vascular. IV) Adhesion
de la célula tumoral al endotelio vascular. V) Migracion hacia el tejido blanco. VI) Crecimiento
tumoral en el sitio de met4stasis.

Los sitios secundarios mas comunes para la proliferacion de metastasis de
cualquier tipo de cancer son los pulmones, el higado, nddulos linfaticos, médula 6sea
y el cerebro. En general, el sitio inicial de formacién de tumores secundarios tiende a
ser el érgano que tenga la primera red capilar encontrada por las células tumorales
después de haber sido liberadas del tumor primario (Hoon 2006; Loberg 2007). Sin
embargo, las explicaciones hemodinamicas no aclaran totalmente la predileccién de
las células tumorales por un o6rgano especifico, por lo que se ha propuesto la
existencia de interacciones selectivas entre la célula tumoral y el microambiente del
organo hospedero (Hoon 2006).

Aunque las células tumorales pueden adquirir un fenotipo invasivo el proceso
de metéstasis es altamente ineficiente; ya que sdlo el 0.1 % del las células cancerosas

gue entran a la circulacién tienen la capacidad de formar un tumor secundario (Weiss

17
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1990). Por lo tanto, encontrar células cancerosas en el torrente sanguineo, no es

indicativo de la formacion de metastasis.

En la actualidad aun no se han identificado todos los cambios genéticos y
moleculares que las células tumorales requieren para poder invadir y metastatizar,
pero se ha encontrado que las células tumorales presentan alteraciones en la
adhesion célula-célula, en la adhesién célula-sustrato y/6 en la motilidad celular
(Eccles 2007; Hoon 2006). El estudio de los receptores celulares que median dichos
eventos de adhesién son importantes en la blusqueda de terapias que inhiban la
diseminacién tumoral, es decir, la inhibiciébn de la capacidad invasiva constituye un

blanco para la generacion de nuevos tratamientos para el cancer (Eccles 2007).

1.1.5. Céncer de Piel.
1.1.5.1. Generalidades.

La piel es la cubierta externa del cuerpo que se encarga de proteger todos los
organos de agresiones fisicas, quimicas y biologicas. Est4 formada de tres capas
principales llamadas: epidermis, dermis e hipodermis (Esquema 3). La epidermis esta
compuesta de células escamosas (0 queratinocitos), células basales y melanocitos,
dichas células se reemplazan continuamente y las mas viejas se desplazan y eliminan
hacia el exterior de la piel. Las células escamosas y los melanocitos producen
sustancias que contribuyen a la proteccion que da la piel al cuerpo; queratina y
melanina respectivamente. La dermis contiene foliculos pilosos, glandulas
surodoriparas, vasos sanguineos y nervios. La hipodermis esta compuesta por

fibroblastos que producen colagena y por lipocitos (Ross 1992).

Célula
escamosa

Epidermis

|» Epidermis

Dermis

] Hipodermis

Glandula sudoripara

Melanocito

Gléandula

Célula basal sudoripara
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Esquema 3. Representacion de las capas de la piel.

(Fuente: Melanoma. Guias de tratamiento para los pacientes. ACS y NCCN. 2005.)

Los canceres de la piel se dividen en dos tipos: melanoma y no-melanoma. El
cancer no-melanoma es el mas comun de los canceres de piel y se llama asi por que
se produce de células de la piel que no son melanocitos, es decir se origina a partir de
la transformacion de células escamosas o basales. El melanoma se origina de la
transformacién de melanocitos principalmente de piel y en menor cantidad de

mucosas y otros sitios en donde existen melanocitos viscerales (Melnikova 2005).

1.1.5.2. Melanoma.

La causa del melanoma es multifactorial pero la radiacién ultravioleta es el
principal factor etioldgico. La incidencia por la radiacion ultravioleta ha crecido a nivel
mundial, debido a la mayor exposicién solar en las playas, a la moda en el vestir y la
destruccion de la capa de ozono (Melnikova 2005). Como fuente del melanoma
también participa la herencia, habiéndose identificado un locus de susceptibilidad en el

cromosoma 9, el cual tiene relacion con los cambios tempranos en la transformacion
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maligna. Por otro lado, se han encontrado correlaciones con la exposicion a la luz y

deleciones en el brazo largo del cromosoma 11 y el corto del cromosoma 1 (Franks
1998; Ichihashi 2003). Otros cambios que se han reportado que dan lugar al
melanoma, son mutaciones en los genes que codifican proteinas que participan en la
regulacion de: i) el ciclo y crecimiento celular (p16, p14”“*F, INK4a, p53, Bcl-2, TGF-B) y
i) en la adhesion y motilidad celular (E-cadherina, N-cadherina, integrinas (aVp3),
proteinas G pequefias (RhoC, RhoA, ROCK1-2), ERK1, FAK y metaloproteasas)
(Gaggioli 2007). Por esto, se ha propuesto que la capacidad metastasica de los
melanocitos transformados es consecuencia de los cambios en la expresion y
activacion de las proteinas que participan en la regulacion de la adhesion y migracion
celular (Gaggioli 2007, Melnikova 2005).

Los melanocitos transformados presentan dos patrones de crecimiento como
consecuencia de los cambios acumulados durante el proceso de carcinogénesis; es
decir, los melanocitos transformados pueden crecer de forma radial (intraepidérmica) y
posteriormente, crecer de forma vertical (intradérmica) (Esquema 4) (Gaggioli 2007).

En la fase de crecimiento radial, que puede durar meses o incluso afios, la
tumoracién esta limitada a la epidermis sin presentar capacidad de producir
metastasis, en esta situacidn la extirpacidon quirdrgica es curativa. En la fase de
crecimiento vertical, la tumoracion invade la dermis con la capacidad de producir
metastasis.

Dependiendo de la forma y el avance de crecimiento del melanoma, esta
enfermedad presenta diferentes estadios o etapas clinicas (0, I, II, [lIA, IC Y IV). La
determinacion de la etapa en que se encuentra el melanoma ayuda a establecer un

mejor diagnéstico y tratamiento (Gaggioli 2007).
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CARCINOGENESIS

Carcinégeno —
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Esquema 4. Carcinogénesis del melanoma. Los melanomas se inician con la transformacion
maligna de los melanocitos, que puede apreciarse como un lunar. En la epidermis los
melanocitos transformados proliferan de forma intraepidérmica (crecimiento radial) y de forma
gradual pueden presentar un crecimiento intradérmico (crecimiento vertical). La invasion de la

dermis por los melanocitos es el primer paso para la formacién de metastasis. (Fuente: Gaggioli
2007.)

La extirpacion del melanoma cuando esta limitado a la epidermis y no
sobrepasa la membrana basal supone una supervivencia del 100%. Cuando el
melanoma rompe la membrana basal e inicia su fase de crecimiento vertical la

presencia o no de metastasis tiene un valor prondstico en relacion a la supervivencia.
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Desafortunadamente, de los tumores malignos, el melanoma es el que mayor
tendencia tiene a metastatizar a tejidos vecinos o ganglios, por via linfatica; o a otros
organos via torrente sanguineo, principalmente al pulmén e higado (Ortega 2003).

La fundacion de investigacion del melanoma de los Estados Unidos de América
en el 2007, reportdé que si el melanoma se diagnostica oportunamente en etapas
avanzadas, el 100% de la poblacion tiene la posibilidad de sobrevivir de 5 a 10 afios.
Sin embargo, debido a su dificil diagndstico solo del 15 al 69% llegan a sobrevivir de 5
a 10 afos en etapas avanzadas. Desafortunadamente, en etapas metastasicas solo
del 3 al 9% sobreviven hasta 5 afios. La fundacién también declaré que, a pesar de los
avances en el manejo del cancer, el melanoma es el responsable del 71% de las
muertes originadas por cancer de piel.

El melanoma metastasico en México constituye el 2% de todas las neoplasias
malignas y el 11% de todos los canceres de piel (Rosas 2003). La OMS reporto en el
2005 que el melanoma ocasiondé 2060 muertes en México y que esta cifra se

incrementara al doble en los préximos 10 afios.

Dado que el melanoma metastasico es por lo general incurable, la finalidad de
los tratamientos es paliativa. Las técnicas utilizadas incluyen la quimioterapia, la
radioterapia, la cirugia y la inmunoterapia. Los objetivos de la quimioterapia son
retardar e incluso evitar la proliferacion, propagacion y metéstasis de células

neoplasicas.
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La quimioterapia mas utilizada para el tratamiento del melanoma consiste en la

administracion de un solo agente quimioterapéutico (dacarbazina) que consigue
respuestas parciales en el 15-25% de los pacientes, pero que generalmente suelen
ser de corta duracion (Eggermont 2004). Por lo cual, ademas de recurrir al uso de
diferentes terapias simultdneamente, se ha optado por utilizar antineoplasicos
(Cisplatino, Tamoxifen, Carmustina, Vinblastina, Ciclofasamida, Lomustina,
Procarbazina, etc.) y adyuvantes como interleucinas (Interferén a, IL-2) (Eggermont
2004; Mandarda 2006). Sin embargo, a pesar del incremento en la respuesta,
potenciada por el uso de adyuvantes, hasta el momento, no se ha encontrado un
farmaco especifico para el tratamiento efectivo del melanoma, debido principalmente a
que las diferencias metabdlicas entre las células normales y las cancerigenas son
minimas, lo cual origina que la mayoria de los tratamientos antineoplasicos sean
altamente toxicos para células normales (Mandara 2006). Debido a lo anterior, es
necesario buscar tratamientos mas efectivos y con menos efectos adversos para el

tratamiento de ésta enfermedad.

1.1.6. Cumarinas.
1.1.6.1. Generalidades.

Las cumarinas son un grupo de compuestos pertenecientes a las
benzopironas. Estas presentan un benceno unido a un anillo heterociclico que
contiene un atomo de oxigeno y cinco carbonos con hibridaciéon sp? (o-pirona)

(Esquema 5). La cumarina tiene un peso molecular de 146.15 g/mol, punto de fusion
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es de 68-70°C, punto de ebullicibn de 303°C y es soluble en etanol, cloroformo y

aceites (Egan 1990).

Las cumarinas se encuentran libres en la naturaleza como metabolitos
secundarios de una gran cantidad de microorganismos y plantas como el haba de
tonka, el clavo, el trébol dulce, y en algunos aceites esenciales como el de lavanda
(Nair 1991). Hasta la fecha se han encontrado mas de 800 especies de plantas y
microorganismos que producen cumarinas y en el Programa Nacional de Toxicologia
de los Estados Unidos de América de 1993 se describieron mas de 100 derivados
cumarinicos diferentes. En las plantas, las cumarinas se encuentran principalmente en
las hojas y follaje actuando como repelente a insectos y a algunos otros invertebrados
terrestres. Estos compuestos comenzaron a utilizarse por el hombre mas por sus
cualidades aromatizantes que por sus actividades biolégicas. El uso en animales y
humanos como bacteriostaticos, virustaticos e incluso como citostaticos (Scheel
1972), se extrapoldé del conocimiento de su capacidad en plantas para inhibir la
germinacién de las semillas y el crecimiento de la raiz (Riordan 1954). Se ha
encontrado que la cumarina presenta efectos sedativos-hipnéticos, antipiréticos y anti-
inflamatorios por lo que se ha utilizado en el tratamiento de enfermedades reumaticas

(Casley 1973).
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1.1.6.2. Actividad antineoplasica de la cumarina.

Derivados cumarinicos como la warfarina y el dicumarol con actividad
anticoagulante, comenzaron a utilizarse en el tratamiento de neoplasias para prevenir
la formacién de estroma de fibrina alrededor del tumor. Debido a que se ha descrito
cierta asociacion de la fibrina con los tumores y su importancia en la produccién de
metastasis. En protocolos clinicos se encontré que la warfarina, en combinacion con
otros tratamientos, alarga al doble la sobrevida de pacientes con carcinoma pulmonar
(Zacharski 1984). Ademas, los compuestos cumarinicos han mostrado actividad
antimetastasica en modelos murinos. La administracion de warfarina, cumarina o
fenprocumon (otro derivado cumarinico) bloquea la formacion tanto de metastasis
espontaneas (Hilgard 1978) como experimentales (Matt 1981; Maucher 1993; von
Angerer 1994).

Sin embargo, el efecto antineoplasico de los derivados cumarinicos no se debe
a sus propiedades anticoagulantes. Ya que la administracion de vitamina K, que
antagoniza la accién anticoagulante de derivados cumarinicos como la warfarina, no
antagoniza el efecto antineoplasico (Donati 1986). La cumarina, alin cuando carece de
efecto anticoagulante, presentdé actividad antitumoral en protocolos clinicos de
melanoma (Thornes 1982; Zanker 1984), carcinoma renal (Dexeus 1990) y carcinoma
prostatico (Mohler 1994). En estudios in vitro se observé que la cumarina inhibe el
crecimiento de diferentes lineas tumorales (Marshall 1994a; Lopez 2004; Jiménez
1999).

La cumarina es considerablemente menos téxica que la warfarina por lo que

puede ser administrada a dosis mayores sin efectos téxicos. Estudios en humanos
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han demostrado la tolerancia de hasta 7 gramos diarios, con un incremento en los
niveles de transaminasas en suero, efecto que se revirtié al suspender el tratamiento
(Marshall 1994b). Los mecanismos involucrados en los efectos antineoplésicos y
antimetastasicos de la cumarina se desconocen. Para explicar sus acciones se han
propuesto dos mecanismos principales: 1) la inhibicion de la proliferacion de células
tumorales; y 2) la estimulacion de componentes del sistema inmune que participan en
la reaccion contra el tumor. El efecto sobre el crecimiento de células tumorales puede
involucrar cambios en la expresion de oncogenes. La 7-hidroxicumarina, un metabolito
de la cumarina disminuye los niveles de ARNm de los oncogenes ras y myc en células
transfectadas con dichos genes (Nakayasu 1988). De manera similar, la 7-
hidroxicumarina disminuye la expresion de la ciclina D1 en células A427 de carcinoma
pulmonar humano sin alterar significativamente la expresion de las ciclinas A y E,
induciendo el arresto del ciclo celular en G1/S (Jiménez 2001). Respecto a la accion
inmunoestimulante, se ha reportado que la cumarina estimula la actividad fagocitica
de macrofagos (Piller 1978; Hardt 1983) y sinergiza la secrecion de TNFa, IL-1B e IL-6
inducida in vitro por LPS (Stuhlmeier 1991). En la cepa C57BL/6 la cumarina a la dosis
de 80 mg/Kg, incrementa la actividad fagocitaria de macréfagos peritoneales hasta en
un 160 % respecto a los controles (Orozco 2000).
1.1.6.3. Metabolismo de la cumarina.

En humanos, la vida media biolégica de la cumarina es de 1.2 h si se
administra por via oral y de 0.8 h cuando es administrada por via intravenosa. La
principal via metabdlica de la cumarina en humanos es la hidroxilacién en la posicion 7

(Ritschel 1977; Lake 1999). Sin embargo, la cantidad de 7-hidroxicumarina formada
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muestra una gran variabilidad interindividual e interespecie (Rautio 1992; Ujjin 2002;
Xu 2002; Cohen 1979, Wood 1974).

Dicha variacion en parte es atribuida al polimorfismo genético de la enzima
responsable de la 7-hidroxilacion en el higado: el citocromo P450 (CYP) 2A6 (Ujji
2002; Xu 2002). Ademas, otras enzimas de la familia CYP 2A (como CYP 2A13)
podrian incrementar la variabilidad, al participar en el metabolismo extra-hepatico de la
cumarina (Von Weymarn 2003). Otras cumarinas hidroxiladas han sido detectadas in
vivo (Ritschel 1979, Shilling 1969, Moran 1987) e in vitro (Cohen 1979, Egan 1990,
Fentem 1993, Lake 1999; Rautio 1992; Ujjin 2002; Xu 2002; Von Weymarn 2003)
como metabolitos minoritarios; sin embargo, no se conocen las enzimas involucradas
en su formacion, ni si tienen actividad biol6gica (Von Weymarn 2001).

En la tabla 1 se describen los metabolitos de la cumarina reportados tanto in
vivo como in vitro en diferentes especies y en el esquema 6 se ejemplifican las

principales vias metabdlicas de la cumarina.

Tabla 1. Metabolitos de la cumarina de diferentes especies determinados a partir de
muestras de orinay metabolitos determinados a partir de estudios con microsomas de
higado in vitro.

7-hidroxicumarina Otros metabolitos
in vivo 98.6-36 % 0-HPLA; 0-HPAA; 3-HC
Humano —
in vitro 79% 3-HC; 4-HC; 6-HC
. in vivo 0.9-12.5% ND

Raton —
in vitro 2-40% 3-HC; 4-HC; 6-HC

Rata in vivo 0.3-0.5% 3-HC; 4-HC; 6-HC
in vitro 0.4% 3-HC; 4-HC; 5-HC; 6-HC; 8-HC; 6,7-DHC
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Conejo in vivo 10-16% 3-HC; 4-HC; 5-HC; 6-HC; 8-HC; 0-HPLA; o-HPAA
in vitro 12% 3-HC; 4-HC; 5-HC; 6-HC; 8-HC; 0-HPLA; o-HPAA
I I 0,
Gato .|n v.|vo 19% ND
in vitro 19% ND

HC= Hidroxicumarina; DHC= Dihidroxicumarina; o-HPLA= &cido o-hidroxifenil lactico; o-HPAA= &cido o-hidroxifenil acético;

ND= No determinado. (Modificado de Thornes 1997, Caply 3)
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Esquema 6. La cumarina puede ser metabolizada a diferentes derivados monohidroxilados

(Modificada de Thornes 1997).

En el ratén adn no se conocen todos los metabolitos de biotransformacién de la

cumarina. Se ha descrito que una de las principales rutas metabdlicas lleva a la

formacién de o-hidroxifenilacetaldehido a partir de la 3,4 epoxidacién de la cumarina

(Aoki 2006). Como ya se menciond, en humanos la 7-hidroxilacion de la cumarina es

metabolizada por CYP2A6, mientras que en ratén es CYP2A5. Estas dos isoformas

comparten una identidad del 80% en su secuencia de aminoacidos (Aoki 2006). Las
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diferencias entre las dos isoformas explican parcialmente por que en ratones la 7-
hidroxilacién no es la principal via metabdlica de la cumarina. Por otro lado, se ha
observado gran variabilidad interespecie y una alta inconstancia en la 7-hidroxilacion
de la cumarina en estudios con diversas cepas de ratones (Tabla 2) (Lush 1978; Wood
1974). Las diferencias en las concentraciones de 7-hidroxicumarina entre las cepas de
ratén que se observa en la tabla 2, se explica parcialmente a las diferencias en: i) la
actividad de la hidroxilasas, ii) sintesis o induccién del CYP450, y iii) mecanismos de

excresion (Wood 1974).

Tabla 2. Actividad de la 7-hidroxilacién de la cumarina en preparaciones de higado y la
excrecion de 7-hidroxicumarina en orina de diferentes cepas de raton.

Produccion in vitro de | Excrecidn in vivo de
Cepa 7-hidroxicumarina 7-hidroxicumarina
(pmol/mg higado/min) (nmol/22h)
C57BL/6 60 77
C57L 451 304
DBA/1 267 782
DBA/2 246 735

29



Andlisis del efecto antimetastasico in vivo de la 4-hidroxicumarina

129 415 499
AKR 38 32

CBA/Ca 146 416
C3H/He 45 93

(Modificada de Thornes 1997, Capitulo 3)

En ratas, tanto in vivo como in vitro (utilizando microsomas de higado de rata),
se ha demostrado que la 3-hidroxilacion es la principal via metabdlica, seguida de la
formacién del acido o-hidroxifenilacético (o-HPAA) y el o-hidrofenilacetaldehido (o-
HPA) (Zhuo 1999; Vassallo 2004a). La gran cantidad de 3-hidroxicumarina producida
en ratas se ha relacionado con la hepatotoxicidad que desarrolla esta especie tras el
tratamiento con cumarina (Zhuo 1999; Vassallo 2004b).

A pesar de que se ha identificado que en ratones (Zhuo 1999) y humanos (van
lersel 1994) se produce 3-hidroxicumarina, esta no es la principal via metabdlica.
Aunado a la baja cantidad de 3-hidroxicumarina producida en ratones y humanos
también se ha relacionado la poca hepatotoxicidad, con el elevado metabolismo de
destoxificacion que presentan estas dos especies en comparacion con la rata (Lake
1999).

Se ha propuesto que la cumarina sea un profarmaco, ya que algunos de los
productos de biotransformacién de la cumarina pueden tener actividad
inmunoestimulante, antineoplésica y antimetastdsica mayor que la cumarina misma.
Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina es un inhibidor de la proliferacién in vitro de lineas
tumorales, mas potente que la cumarina misma (Marshall 1994a; Jiménez 1999). A
concentraciones iguales, la 7-hidroxicumarina es un inductor mas efectivo de la

apoptosis que la cumarina en células de cancer pulmonar (Lopez 2004).
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El acelerado metabolismo de la cumarina y las actividades reportadas de sus
metabolitos han generado la propuesta de que los efectos antitumoral y
antimetastasico son generados por sus productos de biotransformacion (Marshall

1994b; Egan 1990).

Sin embargo, los efectos de cumarinas sobre la proliferacion y la viabilidad no
explican totalmente su capacidad para inhibir la formacién de metéstasis. Algunos
estudios muestran que los compuestos cumarinicos pueden afectar la adhesién y
migracién de células cancerosas (eventos esenciales para la formacion de
metastasis). Por ejemplo, el tratamiento in vitro con 7-hidroxicumarina inhibe la
adhesion de células de melanoma a colagena tipo | (Velasco 1998) y la migracién de
células de adenocarcinoma de rata en una matriz de colagena (LU 1996). En
particular, en nuestro laboratorio hemos estudiado la actividad in vitro de la 4-
hidroxicumarina utilizando células B16-F10 de melanoma murino.
1.1.6.4. Actividad de la 4-hidroxicumarina.

Estudios in vitro con la 4-hidroxicumarina han descrito que induce alteraciones
morfolégicas en la linea celular de melanoma murino B16-F10, sin producir
alteraciones en la lineas celulares no malignas de fibroblastos B82 (Velasco 2003) 6
L929 (Salinas 2005). Dichas modificaciones morfoldgicas correlacionan con la
desorganizacion del citoesqueleto de actina y la disminucion del contenido de fibras de
estrés, lamelipodios y filipodios. También se reportdé que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina induce en células B16-F10 disminuciones en: i) la adhesion a
moléculas de matriz extracelular, ii) la migracion celular y iii) la fosforilacion en

residuos de tirosinas de diversas proteinas (Velasco 2003).
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La adhesién y migracion celular son fenémenos coordinados por la activacion

de GTPasas, complejos multimoleculares (complejos de adhesién focal) y segundos
mensajeros, mediante diferentes vias de transduccion de sefiales (Lodish 2000;
Pawlak 2001). Tratando de esclarecer el mecanismo por el cual la 4-hidroxicumarina
produce dichos efectos sobre la adhesion y migracion, se observé que el tratamiento
con 4-hidroxicumarina (500 uM) en células B16-F10 disminuye tanto la expresion de
paxilina (Salinas 2005) como la de su mRNA (Salinas 2006). Paxilina es una proteina
adaptadora que se activa de acuerdo a su estado de fosforilacion y se recluta en los
complejos de adhesién focal como resultado del reconocimiento de las moléculas de
matriz extracelular por las integrinas, para regular la organizacion del citoesqueleto de
actina y la motilidad celular (Turner 1994; Schaller 1995). Ademas, la 4-
hidroxicumarina modifica la distribucion de paxilina en las placas de adhesién focal, lo
cual se correlaciona con la disminucion en su estado de activacion inducido tras el
tratamiento (Salinas 2005). También se encontr6 que en células B16-F10 la 4-
hidroxicumarina disminuye la cantidad de las GTPasas Rho y Rac activas (Salinas
2006).

Los efectos reportados de la 4-hidroxicumarina sobre proteinas que participan
en la regulacion de la adhesion y migracion, pueden ser parcialmente responsables de
afectar la formacién de metastasis.

Aun no se conocen todos los mecanismos por los cuales la 4-hidroxicumarina
produce los efectos reportados. Pero, debido a que la organizacién del citoesqueleto
de actina y la adhesiéon controlan la migracion celular, es posible que los efectos
inducidos por la 4-hidroxicumarina resulten en la disminucibn o pérdida de la

capacidad metastasica de las células B16-F10. Por lo tanto, es importante analizar in
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vivo si la 4-hidroxicumarina tiene un efecto antineoplasico y/6 anitmetastasico. Los
antecedentes sugieren que algunos de los productos de biotransformacion de la
cumarina, tales como la 4-hidroxicumarina pueden complementar terapias

antineoplasicas que permitan incrementar la superiviencia y la calidad de vida.
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OBJETIVOS.

a) OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto antimetastasico, antineoplasico y la posible toxicidad de la 4-

hidroxicumarina in vivo, utilizando un modelo murino de melanoma.

b) OBJETIVOS PARTICULARES

)

ii)

Analizar el nUmero de metastasis experimentales en ratones C57BL/6, al
implantar células B16-F10 tratadas in vitro con 4-hidroxicumarina.

Analizar el nimero de metastasis experimentales en ratones C57BL/6
previamente tratados via oral con 4-hidroxicumarina, al administrar células
B16-F10 sin tratamiento in vitro.

Estudiar si la 4-hidroxicumarina es capaz de incrementar el tiempo de
supervivencia de ratones C57BL/6 y disminuir el tamafio de un tumor
implantado subcutaneamente.

Estudiar el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre el numero de metéstasis
espontaneas en el modelo murino utilizado.

Analizar los efectos adversos que podrian presentarse tras el tratamiento

crénico con la 4-hidroxicumarina, evaluando dafio renal y hepatico.

HIPOTESIS

El tratamiento in vivo con la 4-hidroxicumarina disminuira el nUmero de metastasis

y aumentara el tiempo de sobrevida de ratones C57BL/6 implantados con células

tumorales B16-F10.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO.

Cultivo Celular.

Las células de melanoma murino B16-F10 y los fibroblastos no malignos
L929 (ATCC) que se utilizaron en este estudio se cultivaron en cajas de cultivo de
80 cm? de area (Nunc) con medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Gibco) y una mezcla de antibidticos (penicilina 50 pg/mL,
estreptomicina 50 pg/mL y neomicina 100 ug/mL, Gibco). Se incubaron en una
atmosfera de 5% de CO, y temperatura constante de 37 °C (Incubadora Nuaire).
Las células se cosecharon con Tripsina/EDTA (0.05%/0.5 mM, Gibco) y se
contaron con un hematocitometro donde se evalu6 simultdneamente la viabilidad
por exclusion de azul tripan. Para los ensayos se utilizaron cultivos con viabilidad

mayor o igual al 95%.

Animales de experimentacion.

Para la evaluacion del efecto antimetastasico de las células B16-F10 se
utilizaron ratones macho de la cepa singénica C57BL/6 de 7-9 semanas de edad
(Harlan). Los ratones se alimentaron ad libitum con nutricubos (Purina Ralston) y

agua desionizada acidificada (pH 2.5).
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TRATAMIENTOS CON LA 4-HIDROXICUMARINA
Tratamiento in vitro.

En el tratamiento in vitro las células B16-F10 se expusieron a 4-
hidroxicumarina (SIGMA) 500 uM 6 al vehiculo (etanol 0.75%), durante 24 h. Como

diluyente se utiliz6 medio RPMI sin suero.

Tratamientos in vivo.

Para la evaluacién del efecto de la 4-hidroxicumarina (4-HC) se siguieron
dos protocolos. Primero se evalué el efecto de diferentes dosis de 4-HC,
posteriormente se evalud el efecto de la administracion conjunta de la 4-HC con
ciclofosfamida (CY).

Los tratamientos in vivo solo con 4-HC consistieron en administrar
diariamente por via oral 0.1 mL de 4-HC (40, 20 6 10 mg/Kg)/10 g de peso de
ratén/dia 6 0.1 mL metilcelulosa al 0.2% en agua /10 g de peso de ratdn, mediante
agujas de acero inoxidable calibre 18X1-1/2 pulgadas de longitud con punta en
bola de 2.25 mm (Popper & sons, Inc).

Los tratamientos con 4-HC suministrados conjuntamente con CY,
consistieron en administrar una dosis Unica de CY (0.1 mL de CY 200 mg/Kg/10 g
de peso de ratdn) via intraperitoneal y diariamente por via oral 0.1 mL de 4-HC
(40, 20 6 10 mg/Kg)/10 g de peso de raton/dia. Como control de la administracién

conjunta de la 4-HC y la CY se suministraron los respectivos vehiculos 0.1 mL de
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metilcelulosa al 0.2% en agua/10 g peso de ratén/dia y 0.1 mL de solucion salina
isoténica/10 g peso de raton/dosis Unica.
EVALUACION DEL EFECTO ANTIMETASTASICO Y ANTINEOPLASICO DE LA

4-HIDROXICUMARINA.

a) Ensayo de metastasis experimentales a pulmén con células tratadas in

vitro con 4-hidroxicumarina.

La capacidad metastasica fue evaluada utilizando el modelo de metastasis
experimental, el cual consiste en inyectar en la vena lateral de la cola de ratones
singénicos C57BL/6, 0.1 mL de una suspensién conteniendo 10° células B16-F10
previamente tratadas in vitro con 4-hidroxicumarina 500 uM 6 etanol 0.75 %.
Después de tres semanas de la inyeccién intravenosa se sactrificaron los ratones
por dislocacion cervical y se extrajeron los pulmones. Se cuantificaron los nédulos
metastasicos macroscoépicos en el pulmén con un microscopio estereoscoépico. Los
datos experimentales se analizaron con el software GraphPad Prism 3, utilizando t
de Student con correccion de Welch para varianzas heterogéneas y se

consideraron diferencias significativas de p<0.05 con respecto al control.

b) Ensayo de metastasis experimentales a pulmén en ratones con

administraciéon oral de 4-hidroxicumarina.
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Utilizando el modelo de metéstasis experimentales descrito arriba, se
evaluo la capacidad metastasica de las células B16-F10 en ratones que recibieron
4-hidroxicumarina. Los ratones fueron tratados via oral con 4-hidroxicumarina (10,
20 6 40 mg/Kg/dia) 6 el vehiculo (0.1 mL de metilcelulosa 0.2%/10 g de peso de
ratén) durante los 7 dias previos a la inoculacién via intravenosa de células sin
tratar. Después de tres semanas, se cuantificaron los nddulos metastasicos
macroscoépicos en los pulmones con un microscopio estereoscoépico. Para evaluar
diferencias entre los grupos, los datos experimentales se analizaron con el
software GraphPad Prism 3, utilizando el andlisis de varianza de una via y la
prueba de Bonferroni. Se consideraron diferencias significativas de p<0.05 con

respecto al control.

¢) Ensayo de supervivencia y metastasis espontaneas con administracién

oral de 4-hidroxicumarina.

Se utilizaron ratones con implantacion subcutanea de células B16-F10 para
evaluar el numero de metastasis espontdneas, el tamafio del tumor y la
supervivencia. Ratones singénicos C57BL/6 fueron inoculados por via subcutanea
(s.c.) con 0.2 mL de una suspension conteniendo 2X10° células B16-F10. Después
de tres semanas de la inyeccién s.c. se midi6 el tamafio del tumor con ayuda de un
vernier. Se seleccionaron los ratones que presentaron un tumor de entre 3y 6 mm
de diametro y se distribuyeron en grupos por estratos balanceados de acuerdo a

su peso (Tabla 3). Los grupos experimentales se describen en la tabla 3.
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Tabla 3. Tratamientos administrados a cada grupo de ratones para realizar el
ensayo de supervivencia, tamafio de tumor y metastasis espontdneas a pulmon.

Grupo n Tratamiento

Control (0.1 mL de metilcelulosa 0.2%/10 g de peso/dia y 0.1 mL de

solucidn salina isotonica /10 g de peso/dosis Unica)

Il 6 | 4-hidroxicumarina 10 mg/Kg/dia

i 6 | 4-hidroxicumarina 20 mg/Kg/dia

v 7 | 4-hidroxicumarina 40 mg/Kg/dia

V 24 | Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis Unica

VI 13 | 4-hidroxicumarina 10 mg/Kg/dia y Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis Unica
VII 14 | 4-hidroxicumarina 20 mg/Kg/dia y Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis Unica
VIII 14 | 4-hidroxicumarina 40 mg/Kg/dia y Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis Unica

El efecto de los tratamientos sobre la supervivencia se estudié llevando un
control del dia de muerte de cada ratén y se graficaron los decesos de cada grupo
en graficos de Kaplan-Meier. Los datos se analizaron estadisticamente con el
método de Mantel-Cox estableciendo un o de 0.05.

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre el tamafio del tumor se
midié el didmetro del tumor dos veces por semana con ayuda de un vernier.
Cuando el tumor no adquirié una forma circular se tomaron mediciones de los ejes
mayor y menor y su promedio se tomd como el valor del didmetro para calcular el
volumen del tumor. Los datos se analizaron a través del andlisis de varianza para

determinar si habia diferencias estadisticas entre los tratamientos estableciendo
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un o de 0.05. Posteriormente se identificé las diferencias entre los grupos
mediante la prueba de Bonferroni.

El efecto de los tratamientos sobre el nimero de metastasis espontaneas
se evalud cuantificando con ayuda de un microscopio estereoscoépico el nimero de
nodulos metastasicos macroscépicos en los pulmones de ratones que fallecian a
lo largo del experimento. Los datos se analizaron con andlisis de varianza de una
via y la prueba de Dunett para determinar si habia diferencias estadisticas entre
los tratamientos y se consideraron diferencias significativas de p<0.05 con

respecto al control.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE 4-HIDROXICUMARINA.

Para evaluar el posible efecto tdéxico de la 4-hidroxicumarina en rifién,
pulmén e higado; se formaron cuatro grupos de ratones C57BL/6 sanos (sin
implantacion de células B16-F10) distribuidos por estratos balanceados de
acuerdo a su peso corporal. A los cuatro grupos se les administré diariamente 4-

hidroxicumarina via oral durante 8 semanas (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos administrados a cada grupo de ratones para analizar el efecto téxico
de la 4-hidroxicumarina.

4-hidroxicumarina 40 nig@RdgaD

Griypo
i 0.1mL de metilcelulosa 0.2% /10 g de peso/dia

ii 4-hidroxicumarina 10 mg/Kg/dia

| O O &

4-hidroxicumarina 20 mg/Kg/dia
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Con el fin de llevar un seguimiento semanal del funcionamiento renal, los
ratones se colocaron cada 7 dias en jaulas metabélicas (Nalgene) para recolectar
muestras de orina de 24 h. Por otro lado también se tomaron muestras de sangre
cada semana para complementar el andlisis funcional del rifién y del higado. Con
las muestras de sangre y orina se evalué la funcionalidad renal y hepatica, por
medio de determinaciones de pardmetros bioquimicos. Con los datos obtenidos de
las determinaciones bioquimicas de los diferentes grupos se realizé una curva
temporal para cada parametro. Posteriormente, se realizé el analisis de varianza
de una via para determinar si habia diferencias estadisticas entre los tratamientos
alo largo del tiempo estableciendo un valor de o de 0.05; y finalmente se
identificaron las diferencias entre los grupos mediante la prueba de Bonferroni.

Para realizar el estudio histolégico de higado, rifion y pulmén, a la cuarta y
octava semana de que los ratones fueron sometidos a los tratamientos se

sacrificaron tres animales de cada grupo.

a) Evaluacion bioquimica de dafio renal
Determinacion de la tasa de filtracion glomerular (TFG) de creatinina.

Para determinar la TFG de creatinina se midieron los niveles de creatinina
en suero y en orina por medio de un estuche comercial de reactivos basado en la

reaccion colorimétrica de Jaffe (Creatinine Assay Kit, BioAssay Systems).
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Los valores temporales de la TFG de creatinina se obtuvieron de acuerdo a

la siguiente ecuacion:

TFG de creatinina= Cp creatinina *mL orina

Co creatinina *1440min*g de
peso

Cp creatinina= Concentracion de creatinina en suero.
Co creatinina= Concentracién de creatinina en orina.
mL orina= volumen de orina en mL en 24 h.

1440 min= tiempo en minutos de recoleccion de orina.
g de peso= Peso en gramos del raton.

Posteriormente se realiz6 una curva temporal de la TFG de creatinina.

Determinacion de proteina en orina.

Los niveles de proteina urinaria se determinaron por medio de un estuche
comercial de reactivos basado en el método colorimétrico de Lowry (Dc Protein
Assay, Biorad). Posteriormente se realizé una curva temporal de la cantidad de

proteina secretada en orina de 24 h.

Determinacion de nitrégeno ureico en suero (BUN).

Los niveles de nitrdgeno ureico en suero (BUN) se determinaron por medio

de un estuche comercial de reactivos basado en el método colorimétrico de Jung
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(Urea Assay kit, BioAssay Systems). Los datos de BUN se graficaron con respecto

al tiempo.

Determinacion N-acetil-g-glucosamidasa en orina.

Debido a la importante funcion del tabulo proximal dentro de la reabsorcion
del filtrado glomerular se determinaron los niveles del enzima tubular N-acetil-f3-
glucosamidasa (NAG) en orina. La actividad de NAG se determiné por medio de
un estuche comercial de reactivos basado en la actividad enzimatica de NAG (B-N-
Acetylglucosaminidase Assay kit, SIGMA). Después se realizé una curva temporal

del NAG.

b) Evaluaciéon bioquimica de dafio hepatico
Determinacién ypglutamiltransaminasa en suero (3GT).

Los niveles de y-GT en suero se determinaron por medio de un estuche
comercial de reactivos basado en una reaccion enzimatica catalizada por la y-GT
que consiste en la transferencia de un grupo y-glutamilo de la y-glutamil-p-

nitroanilida al peptido glicilglicina (kit y-GT, SPINREACT).

c) Evaluaciones histologicas
Histologia de rifién, higado y pulman.

Los ratones tratados con 4-hidroxicumarina durante cuatro u ocho semanas
se anestesiaron con pentobarbital sédico 0.2 ml (Sedal-Vet® 6.3 g/100mL), por via

intraperitoneal. Se sujetd cada ratdon en una plancha y se hizo una incisién desde
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el abdomen hasta el cuello. Posteriormente, se realizd una incision en el atrio
derecho. A través del ventriculo izquierdo se perfundié solucién salina fisiol6gica
(pH 7.4) hasta que dejo de salir sangre por la incisién realizada en el atrio derecho.
Inmediatamente después, con el fin de fijar los érganos se perfundié por la misma
via con el fijador de Zamboni (0.3% de &cido picrico y 6.2% de formol en
amortiguador de fosfatos), a razéon de 50 mL por ratén. Se disecd y canul6 la
trdquea para introducir el fijador Zamboni hasta la capacidad pulmonar total. Luego
se lig6 la trdquea para la extraccion del bloque cardiopulmonar y se continué con
la fijacion por inmersién durante 24 h. Asimismo, se extrajeron los rifiones e higado
para su posterior procesamiento.

Para el andlisis de los érganos extraidos con la técnica de microscopia
electrénica de transmisién, las muestras fueron cortadas en fragmentos de 1 mm?
y fijados por inmersidbn en Zamboni durante 2 h a 4°C. Posteriormente, los
especimenes fueron lavados con soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.2 M (pH
7.4) durante 15 min y luego fueron posfijados con tetroxido de osmio (OsO,) al 1%
(diluido en el mismo amortiguador), durante 2 h a temperatura ambiente.
Nuevamente, se hizo un lavado con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, 3
veces de 5 min cada una. Los fragmentos de los 6rganos fueron deshidratados
con etanol de gradacion creciente (desde 60% a 100%) para terminar en oxido de
propileno absoluto y se infiltraron e incluyeron en la resina Araldita 6005. Se
hicieron cortes semifinos de 1 um de espesor, tefiidos con azul de toluidina para
elegir los sitios de interés en pulmén (bronquiolos) y en rifién (corpasculo renal y

tubulo proximal) y de alli realizar cortes finos de 60 nm de grosor. Estos fueron
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contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser observados en el
microscopio electrénico de transmision Zeiss EM-10 (Carl Zeiss).

Para el analisis histolégico con microscopia foténica, las muestras fueron
fragmentadas en bloques de 1 cm?® aproximadamente, y fijados en formol
amortiguado al 10% durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, los
fragmentos de los 6rganos fueron lavados durante 2 h a chorro de agua de la llave
y procesados para su inclusion y corte en parafina. Los cortes de 4 a 6 um de
grosor fueron tefiidos con hematoxilina/eosina (HE) 6 azul de toluidina.
Posteriormente, se montaron para su observacion en el miscroscopio Olympus

BH2-RFCA.
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l. RESULTADOS

EVALUACION DEL EFECTO ANTIMETASTASICO Y ANTINEOPLASICO DE LA 4-

HIDROXICUMARINA.

Ensayo de metastasis experimentales a pulmoén con células tratadas in vitro con 4-

hidroxicumarina.

Con el objetivo de evaluar si los efectos inducidos por la 4-HC in vitro son
suficientes para modificar el potencial metastatico de las células B16-F10 se utilizé un
modelo murino de metastasis experimental. En dicho modelo células B16-F10 fueron
tratadas in vitro previamente a su inyeccién por via intravenosa a ratones C57BL/6. Tres
semanas después de la inoculacién intravenosa se extirparon los pulmones y se

cuantificaron los tumores macroscoépicos.

En los ratones a los que se les inyectaron células control tratadas solo con el
vehiculo (etanol 0.75 %), se formaron 55 + 13 (promedio + desviacion estandar) nddulos
metastaticos en pulmoén (figura 1 A). En contraste, el nimero de nédulos formados en los
pulmones de ratones a los que se les inyectaron células pretratadas con 4-HC 500 uM fue
de 8.7 + 3.0 (promedio + desviacion estandar) (figura 1 B). Es decir, el nimero de de
nédulos metastasicos formados en pulmén disminuyé un 85% (figura 1 C) (p<0.01; t de
Student con correcciébn de Welch para varianzas heterogéneas). Con este sistema
experimental, se demostré que el tratamiento in vitro con la 4-HC disminuye el potencial

metastasico de las células B16-F10 en un modelo murino.
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Figura 1. Evaluacién del potencial metastasico de células B16-F10 tratadas in vitro con 4-
hidroxicumarina. Tres semanas después de implantar las células se evalué el numero de nédulos
metastasicos en pulmon. El tratamiento in vitro con 4-HC 500 puM disminuy6 el nimero de nédulos
metastasicos formados en pulmén (B) con respecto al control (A). La cuantificacion (C) de los
nédulos macroscopicos indico una disminucion estadisticamente significativa del 85% (**p<0.01; t
de Student con correccion de Welch para varianzas heterogéneas).
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Ensayo de metastasis experimentales a pulmon en ratones con administracién oral

de 4-hidroxicumarina.

Para evaluar el efecto del tratamiento in vivo con la 4-HC sobre el potencial
metastasico de las células B16-F10, se administré 4-HC (10, 20 6 40 mg/Kg/dia) por via
oral durante siete dias previos a la inoculacion intravenosa de células B16-F10. Tres
semanas después se evalud la presencia de metastasis en pulmén. En la figura 2 se
observa que las tres dosis de 4-HC evaluadas disminuyeron significativamente (p<0.001)
el numero de nddulos metastasicos en pulmén con respecto a los que se les administro

metilcelulosa al 0.2% (vehiculo).
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Figura 2. Efecto de 4-hidroxicumarina administrada via oral sobre el potencial metastasico
de células B16-F10 en un modelo in vivo. Tres semanas después de inocular las céulas B16-
F10, el tratamiento via oral con 4-HC disminuy6 el nimero de nédulos metastasicos formados en
pulmon con respecto al vehiculo. (**p<0.001; Bonferroni).
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Ensayo de supervivencia, tamafio de tumor y metastasis espontaneas a pulmén con
administracién oral de la 4-hidroxicumarina.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la 4-HC sobre el tiempo de supervivencia, el
tamafio del tumor y el nUmero de metastasis espontaneas, se utilizaron ratones C57BL/6
con células B16-F10 implantadas subcutdneamente (s.c.). Se siguieron dos protocolos: el
primero consistio en administrar sélo 4-HC (10, 20 6 40 mg/Kg/dia), mientras que en el
segundo se administré 4-HC (10, 20 6 40 mg/Kg/dia) en conjunto con una dosis Unica de
ciclofosfamida (200 mg/Kg) administrada por via intraperitoneal el dia que se iniciaron los
tratamientos. Como control se administraron los vehiculos de cada farmaco, metilcelulosa
al 0.2% por via oral (0.1 mL/10 g de raton/dia) y solucién salina isoténica por via

intraperitoneal (0.1 mL /10 g de ratdn).

A continuacion se describen los resultados del primer protocolo. La figura 3
corresponde al gréfico de Kaplan-Meier que representa la fraccion de ratones vivos
conforme avanzé el experimento. El tratamiento con la dosis de 10 mg/Kg/dia de 4-HC
incrementa el tiempo de supervivencia con respecto al control (p<0.0328; Mantel-Cox log-
rank).

La dosis de 20 mg/Kg/dia presentd el mismo comportamiento sobre la
supervivencia que el control por lo que las dosis de 10 y 20 mg/Kg/dia no fueron
diferentes entre si estadisticamente. Por otro lado, la dosis de 40 mg/kg presentdé una
tendencia a disminuir el tiempo de supervivencia con respecto al control, pero dicha

disminucién no resulto ser significativa estadisticamente.
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En la figura 3 podemos observar que el efecto de la 4-HC sobre el tiempo de
supervivencia es inversamente proporcional a la dosis. Es decir, el tiempo medio de
supervivencia para las dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/dia fue de 36 dias, 26 y 18 dias

respectivamente, mientras que para el control fue de 24 dias.

Respecto al efecto de la 4-HC sobre el tamafio del tumor se encontré que la dosis
de 10 mg/Kg/dia disminuye el tamafio del tumor (p<0.01; Bonferroni) con respecto al
control a partir del dia 16 de tratamiento (figura 4); mientras que la dosis de 20 mg/Kg/dia
disminuye (p<0.05; Bonferroni) el tamafio del tumor con respecto al control a partir del dia
32 de tratamiento. El tratamiento con la dosis de 40 mg/Kg/dia no disminuye el tamafio del

tumor respecto al control.

El numero de ndédulos metastésicos en el pulmén de los ratones que recibieron
células B16-F10 en forma subcutanea se determiné conforme fueron muriendo durante el
experimento. En la figura 5 se observa que el tratamiento con 4-HC 10 mg/Kg/dia tendi6 a
disminuir el nimero de metastasis, pero solo disminuyeron el numero de nddulos

metastasicos de forma significativa las dosis de 20 y 40 mg/Kg/dia (p<0.05; Dunett).
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Figura 3. Curva de supervivencia Kaplan-Meier de ratones implantados via subcutanea con
células B16F10. El tratamiento con 4-HC incrementd la supervivencia con la dosis de 10
mg/Kg/dia (p<0.0328) con respecto al control (Mantel-Cox log-rank).
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Figura 4. Curso temporal del tamafio del tumor de ratones implantados con células B16-F10
por via subcutanea. El tratamiento con 4-HC 10 mg/Kg/dia disminuyé (**p<0.01) el tamafio del
tumor con respecto al control a partir del dia 16 y con la dosis de 20 mg/Kg/dia disminuyo
(*p<0.05) el tamafio del tumor a partir del dia 32 de recibir el tratamiento (Bonferroni). DE:
Desviacion estandar.
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Figura 5. Evaluacion del nimero de metastasis espontaneas en pulmén de ratones
implantados con células B16-F10 por via subcutanea. Los tratamientos con 4-HC 20 6 40
mg/Kg/dia disminuyeron (*p<0.05) con respecto al control el nUmero de nédulos metastasicos en
pulmén (Dunnett).

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los datos de sobrevida obtenidos,
tamafio de tumor y de la formaciéon de nddulos metastasicos en pulmén del primer
protocolo en donde se evalud el efecto de la 4-HC sola (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de las evidencias encontradas del efecto de la 4-hidroxicumarina
sobre la supervivencia, tamafo de tumor y metéstasis espontaneas.

. . . Tamaiio de Metastasis
Tratamiento Supervivencia !
tumor espontaneas
4-HC 10 mg/Kg/dia T i v

4-HC 20 mg/Kg/dia

,

|
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4-HC 40 mg/Kg/dia v > L

Los simbolos representan con respecto al control: ( ) #umento significativo, ( ) digminucion significativa,

(=) sin cambio y ( ) tendencia'a disminuir.

v

A continuacion se muestran los resultados del protocolo que involucré la
administracion via oral de la 4-HC (10, 20 6 40 mg/Kg/dia) de forma conjunta con una
dosis Unica de ciclofosfamida (200 mg/Kg).

En la gréfica de Kaplan Meier de la figura 6 se observa que la administraciéon de 4-
HC 10 mg/kg/dia (p<0.0098; Mantel-Cox log-rank) 6 20 mg/Kg/dia (p<0.0196) de forma
conjunta con ciclofosfamida increment6 la sobrevida con respecto a los ratones que solo
fueron tratados sélo con ciclofosfamida. En la figura 6 podemos ver que el tratamiento
conjunto de la 4-HC con la ciclofosfamida también presentdé un efecto sobre la
supervivencia inversamente proporcional a la dosis de 4-HC, como ya se habia observado
en los resultados anteriores. Es decir, el tempo medio de supervivencia para las dosis de
10, 20 y 40 mg/Kg/dia administradas con la dosis Unica de ciclofosfamida fue de 41 dias,
35 y 25 dias respectivamente, mientras que para los ratones tratados solo con
ciclofosfamida fue de 26 dias.

En la figura 7 se observa que la administracién de ciclofosfamida retrasa el
crecimiento del tumor con respecto al control. Sin embargo, la administraciéon conjunta de
4-HC vy ciclofosfamida no reduce el tamafio del tumor mas all4d de lo que lo hace la
ciclofosfamida sola. EI nimero de nédulos metastasicos en pulmén se cuantificé conforme
los ratones fueron muriendo en el experimento. En la figura 8 se observa que el
tratamiento con 4-HC mas ciclofosfamida disminuydé el nimero de metastasis con

respecto a los ratones que solo fueron tratados con ciclofosfamida. Pero la disminucién
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del nimero de metastasis solo fue significativa a la dosis de 40 mg/Kg/dia (p<0.001;
Dunnett). Por otro lado, podemos observar que el tratamiento con ciclofosfamida favorece

la formacion de metéstasis con respecto al control (figura 8).
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—*— Control (n=25) —%¥— 4HC 20 mg/Kg/dia+CY 200 mg/Kg (n=14)
—e— Ciclofosfamida (CY) 200 mg/Kg (n=24)
==¥-= 4HC 10 mg/Kg/dia+CY 200 mg/Kg (n=13)

4HC 40 mg/Kg/dia+CY 200 mg/Kg (n=14)

Figura 6. Curva de supervivencia Kaplan-Meier de ratones implantados via subcutanea con
células B16F10. La administracién conjunta de CY y 4-HC a las dosis de 10 mg/Kg/dia (p<0.0098)
y 20 mg/Kg/dia (p<0.0196) incrementd el tiempo de supervivencia con respecto a los ratones
tratados solo con CY (Mantel-Cox log-rank).
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Figura 7. Curso temporal del tamafio del tumor de ratones implantados con células B16-F10
via subcutanea. El tratamiento con 4-HC administrado conjuntamente con ciclofosfamida no
disminuy6 el tamafio con respecto a CY (Bonferroni). Sin embargo los tratamientos con CY
disminuyen el tamafio del tumor respecto al control (Bonferroni; ***p<0.001). DE: Desviacion estandar.
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Figura 8. Evaluacion del numero de metéstasis espontaneas en pulmoén de ratones
implantados con células B16-F10 via subcutanea. El tratamiento con 4-HC mas CY disminuy? el
numero de nédulos metastasicos en pulmén con la dosis de 40 mg/Kg/dia (***p<0.001) con
respecto a los ratones que recibieron solo ciclofosfamida (Dunnett).

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los datos obtenidos de
supervivencia, tamafio de tumor y de la formacion de n6dulos metastasicos en pulmén en
el segundo protocolo, en el que solo se evalud el efecto de la administracion conjunta de
la ciclofosfamida y de la 4-HC (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de las evidencias encontradas del efecto de la administracién
conjunta de Ciclofosfamida y 4-hidroxicumarina, sobre la supervivencia, el tamafio del
tumor y el nimero de metastasis espontaneas.

. . . Tamano Metastasis
Tratamiento Supervivencia .
de tumor |espontaneas
4-HC 10 mg/Kg/diay CY 200 mg/Kg T > ;
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4-HC 20 mg/Kg/dia'y CY 200 mg/Kg T — v

4-HC 40 mg/Kg/dia y CY 200 mg/Kg v PN l

Los simbolos representan con respecto a ciclofosfamida:4( ) aumento significativo, ( )

disminucién significativa, (€=>) sin cambio y ( ¥ ) tendencia a disminuir.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LA 4-HIDROXICUMARINA.

Los resultados obtenidos con las curvas de supervivencia (figuras 3 y 6) sugieren
gue la 4-HC ademas de tener efecto terapéutico también podria presentar efectos toxicos.
El posible efecto toxico se infirié debido a que la dosis de 40 mg/Kg/dia administrada tanto
de forma conjunta con la ciclofosfamida como sola no alarga el tiempo de supervivencia.
Por el contrario, esta dosis provocé que los ratones murieran antes que los ratones
control, lo cual no sucedi6 con las dosis de 10 6 20 mg/Kg/dia en donde se observé el

efecto terapéutico esperado.

Para evaluar el posible efecto toxico renal, hepatico o pulmonar de la 4-HC (10, 20
6 40 mg/Kg/dia) se administr6 via oral durante ocho semanas a ratones C57BL/6 sanos,
es decir sin implantaciéon via subcutanea de células B16-F10. Como control se utilizd
metilcelulosa 0.2% (0.1 mL/10 g de peso). Debido a que en el ensayo de supervivencia
los ratones llegaron a vivir hasta 60 dias, se decidié realizar el ensayo de toxicidad

abarcando este periodo de tiempo.

a) Evaluacion bioquimica de dafio renal
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La evaluacion del dafio renal se determiné midiendo marcadores renales tales
como: i) la tasa de filtracién glomerular, ii) los niveles de nitrdgeno ureico en sangre, iii) los
niveles de proteina urinaria y iv) los niveles de N-acetil-B-glucosamidasa.

En la curva temporal de la figura 9 se observa que la administracién crénica de las
diferentes dosis de 4-HC no modificaron la tasa de filtracion glomerular de creatinina
respecto al control (metilcelulosa 0.2%) durante los 60 dias de administracién. Por otro
lado, en la figura 9 se puede observar que los valores obtenidos cayeron dentro de los

valores ya reportados (1.14-17.8ulL/min g de ratén) (Qi, 2004).

La evaluacién de los niveles de nitrégeno ureico en suero (BUN) se llevé acabo
por medio de la cuantificacion de urea en sangre. Dicha determinacién se realiz6 a través
de un ensayo colorimétrico basado en el método de Jung. En la figura 10, la curva
temporal del BUN muestra un incremento del 50% (p<0.05; Bonferroni) en los niveles de
nitrégeno ureico a partir de la tercera semana de administracién de 4-HC a las dosis de 20
y 40 mg/Kg/dia. La dosis de 10 mg/Kg/dia increment6 (p<0.05; Bonferroni) en la misma
proporcién que las dosis mencionadas a la cuarta semana. Por otro, lado se observé que
el incremento en los niveles de BUN inducidos por la 4-HC respecto al control, también

sobrepas6 a los niveles de referencia (7-30 mg/dL) (Mohr 1996).

El funcionamiento renal también se evalu6 a través de la capacidad del glomérulo

para filtrar proteinas. Para esto, se midié proteina urinaria por medio de un ensayo

colorimétrico basado en el método de Lowry. Ninguno de los tratamientos increment6 los
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niveles de proteina secretada en orina (figura 11) de forma significativa con respecto al
control (Bonferroni). La cantidad de proteina secretada en orina de los ratones tanto
control como tratados caen dentro del rango de referencia (<100mg/dia) (Mohr, 1996).
Debido a la importante funcién del tabulo proximal dentro de la reabsorcion del
filtrado glomerular se determiné la actividad de N-acetil-B-glucosamidasa (NAG) en orina.
La actividad de NAG se determind por medio de un ensayo enzimatico basado en la
hidrélisis del sustrato de NAG. Aunque esta enzima esta presente en bajos niveles de
forma normal en orina, el tratamiento crénico con la dosis de 20 mgKg/dia de 4-HC
disminuyd los niveles de NAG en orina a partir de la sexta semana (p<0.05; Bonferroni)

respecto al control (figura 12).
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Figura 9. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la tasa de filtracién
glomerular de creatinina. Los tratamientos con 4-HC no modificaron de forma significativa la tasa
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de filtracion glomerular con respecto al control (Bonferroni; n=3). Los valores obtenidos caen dentro
del los niveles normales reportados (1.14-17.8 uL/min/g de ratdén). EEM: Error estandar de la media.

—=— Control

—— 4-HC 10 mg/Kg/dia
—¥— 4-HC 20 mg/Kg/dia
—— 4-HC 40 mg/Kg/dia

Nitré6geno ureico en suero
mg/dL + EEM

Figura 10 Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles de nitrégeno
ureico en suero. Las dosis de 20 mg/Kg/dia y 40 mg/Kg/dia de 4-HC incrementaron los niveles de
nitrégeno ureico en suero (*p<0.05; Bonferroni) respecto al control a partir de la tercera semana de
administracién. La dosis de 10 mg/kg/dia increment6 los niveles de nitrégeno ureico (*p<0.05;

Bonferroni) a partir de la 4 semana de administracién (Referencia 7-30 mg/dL). (n=3). EEM: Error
estandar de la media.
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Figura 11. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles de proteina
total urinaria. Los tratamientos con 4-HC no modificaron los niveles normales de proteinas
secretadas en orina respecto al control (Referencia <100 mg/dia). (Bonferroni; n=3). EEM: Error
estandar de la media.
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Figura 12. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles de N-acetil-
B-glucosamidasa (NAG) urinaria. La dosis de 20 mg/Kg/dia de 4-HC disminuyé los niveles de
NAG en orina (*p<0.05; Bonferroni) respecto al control, a partir de la sexta semana de tratamiento
(n=3). EEM: Error estandar de la media.

b) Evaluacioén histolégica de dafio renal

La evaluacion de cortes histolégicos de rifién (teflidos con hematoxilina/eosina o
con azul de toluidina) de ratones tratados diariamente con 4-HC (10, 20 6 40 mg/Kg/dia) y
estudiados por microscopia de luz se revel6 cambios importantes (metaplasia) en las
células planas de la capa parietal de la cdpsula de Bowman (flechas negras en las

fotomicrografias es de las figuras 13 y 14), tanto en las primeras cuatro semanas como
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después de ocho semanas de tratamiento con todas las dosis de 4-HC. En dichos cortes
también se observd una importante disminucién de las microvellosidades vy
desorganizacion intracelular de los tibulos proximales (Las puntas de flecha en las figuras
13 y 14, sefialan el espacio en blanco en los tdbulos proximales que se forma tras la
pérdida de las microvellosidades).

El estudio del rindn por microscopia electrénica de transmisién mostré que las
células planas de la capa parietal presentan una transformacién metaplasica cubica con
microvellosidades (flechas negras en los insertos de la figura 14). Adicionalmente a la
disminucién de las microvellosidades (puntas de flecha en los insertos de la figura 14) y
de la desorganizacion celular de los tubulos proximales, la 4-HC indujo de forma dosis-
dependiente: i) picnosis y perdida de los nucleos; ii) presencia de mitocondrias con
crestas tubulares; iii) incremento en el reticulo endopldsmico liso; y iv) degeneracion
lipidica (solo con la dosis de 40 mg/Kg/dia). Ademas, se observd que a pesar de la
pérdida de las microvellosidades, el sistema endocitico se observa integro con todas las

dosis de 4-HC utilizadas.
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4-HC 20 mg/Kg/dia 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 13. Fotomicrografias de cortes histolégicos de rifiébn de ratones sometidos a cuatro
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografias se muestra que la 4-HC
(10, 20 y 40 mg/Kg/dia) provoca una metaplasia cubica con microvellosidades en las células planas
de la cara parietal de la capsula de Bowman (flechas negras), una desorganizacién celular y una
perdida de microvellosidades de los tlbulos proximales (puntas de flechas negras), 1000X.
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4-HC 10 mg/Kg/dia

4-HC 20 mg/Kgdl'a 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 14. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de rifién de ratones sometidos a ocho
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En la fotomicrografia se muestra que la 4-HC
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(10, 20 y 40 mg/Kg/dia) provoca metaplasia cubica en la células planas de la capa parietal de la
capsula de Bowman (Flechas negras; capa parietal (CP) en inserto), una desorganizacion celular y
una perdida de microvellosidades de los tlbulos proximales (Puntas de flechas negras; tubulo
proximal (TP) en inserto).

c) Evaluacion bioquimica de dafio hepatico.

Debido a que el higado es el principal érgano donde se metabolizan la mayoria de
los farmacos, se evalud su funcionalidad por medio de la determinacion de los niveles de
y-glutamiltransaminasa (y-GT) en suero.

En la curva temporal del efecto de la 4-HC sobre los niveles de GGT, se observo
gue ninguna de las dosis modifico los niveles con respecto al control durante los dos

meses de tratamiento, ni sobrepaso los niveles de referencia (8-38 mU/mL) (figura 15).
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Figura 15. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles y-
glutamiltransaminasa (y-GT) en suero. Los tratamientos con 4-HC no modificaron los niveles de
v-GT sérica durante su administracion cronica (Bonferroni; n=3). Niveles normales de referencia 8-
38 mU/mL. EEM: Error estandar de la media.
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d) Evaluacion histolégica de dafio hepatico

El estudio histolégico de cortes de higado (tefiidos con hematoxilina/eosina) de
ratones tratados con 4-HC muestra que la dosis 40 mg/Kg/dia induce cambios
citoplasmaticos en la hepatocitos periféricos a la triadas portales (vena porta, conducto
biliar y arteria hepética), en ratones sometidos a cuatro semanas de tratamiento (flechas
negras en la figura 16). Mientras que en la dosis de 20 mg/Kg/dia se presenta este mismo
efecto en ratones sometidos a ocho semanas de tratamiento con la 4-HC (flechas negras
en la figura 17). Como dato importante tenemos que la dosis de 10 mg/Kg/dia no provoco

cambios en los hepatocitos durante las ocho semanas de tratamiento (figuras 16 y 17).
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CONTROL 4-HC 10 mg/Kg/dia

4-HC 20 mg/Kg/dia 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 16. Fotomicrografias de cortes histolégicos de higado de ratones sometidos a
cuatro semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En la fotomicrografia del tejido
hepatico muestra que a dosis de 40 mg/Kg/dia se produce un cambio citoplasmatico en
hepatocitos cercanos a las triadas portales (flechas negras), mientras que con las dosis de 10 y
20 mg/Kg/dia no se produce cambio alguno. 1000X
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CONTROL 4-HC 10 mg/Kg/dia

- .

PR

4-HC 20 mg/Kg/dia 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 17. Fotomicrografias de cortes histolégicos de higado de ratones sometidos a ocho
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografias del tejido hepatico
muestran que las dosis de 20y 40 mg/Kg/dia se produce un cambio citoplasmatico en hepatocitos
(flechas negras) cercanos a las triadas portales. La dosis de 10 mg/Kg/dia no provoca cambio
alguno. 1000X
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e) Evaluacion histolégica de dafio pulmonar

El estudio histolégico de cortes de pulmén (tefiidos con hematoxilina-eosina o azul
de toluidina) con microscopia de luz mostré que todas las dosis de 4-HC inducen
citotoxicidad citoplasmatica e hiperplasia (flechas negras en las figuras 18 y 19) en las
células de Clara bronquiolares. La citotoxicidad citoplasmatica se observdé con la
disminucién de la proyeccién apical de las células de Clara.

En la figura 19 se observd que con la dosis de 40 m/Kg/dia administrada durante
ocho semanas disminuyd la hiperplasia de las células de Clara (flechas negras) respecto
a las células de Clara de los ratones sometidos a cuatro semanas de tratamiento con esta
misma dosis. Con las dosis de 10 y de 20 mg/Kg/dia no disminuye la hiperplasia de las
células de Clara (flechas negras) con respecto a las células de Clara de los ratones
sometidos a las cuatro semanas de tratamiento con estas mismas dosis.

Con ayuda de la microscopia electronica (Inserto de la figura 19) se observo que
las células de Clara presentaron un incremento en granulos citoplasmaticos con la dosis
de 20 mg/Kg/dia. Con la dosis de 40 mg/Kg/dia se observd una menor cantidad de
granulos citoplasmasticos, respecto a las dosis de 10 y 20 mg/Kg/dia. Por otro lado, el
estudio con microscopia electronica de cortes de pulmén permitié observar que en los
neumocitos tipo I, se formaron vacuolas en el citoplasma de forma dosis-dependiente de

la 4-HC (figura 19a).
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CONTROL 4-HC 10 mg/Kg/dia

4-HC 20 mg/Kg/dia 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 18. Fotomicrografias de cortes histol6gicos de pulmén de ratones sometidos a cuatro
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografias se muestra que la 4-HC
(10, 20 y 40 mg/Kg/dia) induce de forma dosis dependiente citotoxicidad citoplasmatica e
hiperplasia en las células de Clara (flechas negras). 1000X.
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4-HC 10 mg/Kg/dia

12000X

I "

4-HC 20 mg/Kg/dia 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 19. Fotomicrografias de cortes histolégicos de pulmdén de ratones sometidos a ocho
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografias se muestra que la 4-HC
(10, 20 y 40 mg/Kg/dia) indujo citotoxicidad citoplasmética. También se observa que con las dosis
de 40 m/Kg/dia disminuyé la hiperplasia (flechas negras) respecto a las células de Clara de los
ratones tratados por cuatro semanas de tratamiento con esta misma dosis. Mientras que con las
dosis de 10 y de 20 mg/Kg/dia no disminuye la hiperplasia (flechas negras) con respecto a las

12000X
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células de Clara de los ratones sometidos a las cuatro semanas de tratamiento con sus
correspondientes dosis. En los insertos se observa el efecto de la 4-HC sobre la densidad y
ndmero de granulos citoplasmaticos.

I

CONTROL

4-HC 20 mg/Kg/dia 4-HC 40 mg/Kg/dia

Figura 19a. Fotomicrografias de cortes histolégicos de pulmén de ratones sometidos a ocho

semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografias se muestra la presencia
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de vacuolas (flechas rojas) en los neumocitos tipo Il, inducidas de forma dosis-dependiente por

tratamiento con la 4-HC.

En la siguiente tabla se muestra el resumen de los resultados obtenidos de las
determinaciones bioquimicas e histoldgicas realizadas para evaluar la toxicidad de la 4-

HC (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de las evaluaciones realizadas en el ensayo de toxicidad de la 4-

hidroxicumarina.

Bioguimica Histologia
g c S 5
Tratamiento (&D § g g 5 b oy E
£ > 14 T a
CONTROL N | N|N|NJ|N M N M N M N
sHC10mgKgdia | N | A | N | N | N | DR++ M N \H/CP::

i HP++
4-HC 20 mg/Kg/dia N|AIN|DI|N DR++ NC+ VC+
sHcaomgkgda | N | A | N | N | N | DRe++ | NC+++ |  HPF

VC+++

En la tabla la letra (N) indica que los valores bioquimicos son normales, la letra (A) que aumentaron
6 (D) que disminuyeron. Los resultados histolégicos se indican de la siguiente forma: morfologia
normal con M N, dafio renal DR, necrosis hepatica NC, hiperplasia de células de Clara HP, y la
vacuolizacién de neumocitos Il VC. Los signos +, ++ 6 +++ corresponden a la magnitud del efecto.
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l. DISCUSION.

Debido a que la principal causa de muerte por cancer es la formacion de
metéstasis, es importante encontrar nuevos farmacos que la inhiban. Se ha demostrado
gue el tiempo de supervivencia del paciente correlaciona inversamente con la capacidad
invasiva del tumor. Para el caso del melanoma metastasico, la Fundacién de Investigacion
del Melanoma de los Estados Unidos en el 2007, publicé que la supervivencia a cinco
afios esta entre el 3-9%. Actualmente, las terapias para el tratamiento del melanoma
disminuyen el niumero de células cancerosas pero no son eficientes una vez que el
paciente presenta metastasis. Por lo cual este trabajo tiene como objetivo evaluar el
efecto antimetastasico, antineoplasico y los posibles efectos adversos de la 4-
hidroxicumarina utilizando un modelo murino de melanoma.

En este trabajo encontramos que la 4-hidroxicumarina disminuye el nimero de
metastasis experimental a pulman tras la inoculacion de células B16-F10 tratadas in vitro.

Estudios in vitro con la 4-hidroxicumarina han reportado que en células B16-F10
induce alteraciones en procesos celulares involucrados en la formacion de metastasis
tales como: i) la adhesién a moléculas de matriz extracelular (Velasco 2003); ii) migracién
(Velasco 2003); vy iii) expresion y fosforilacién de proteinas involucradas en la adhesion
celular (Salinas 2005). Al disminuir la capacidad de adhesién y migracion celular, la 4-
hidroxicumarina podria afectar las siguientes etapas del proceso de metastasis: i) la
intravasacion; ii) la extravasacion; vy iii) la migracion en el tejido conectivo. Por lo tanto, los

resultados encontrados en este trabajo sobre la disminucion de las metastasis
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experimentales sugieren que los cambios que induce la 4-hidroxicumarina in vitro son
suficientes para producir un efecto antimetastasico.

De manera similar, la administracién de 4-hidroxicumarina por via oral a ratones
C57BL/6 también disminuye el nimero de metastasis experimentales a pulmon. Esto
sugiere que la 4-hidroxicumarina tiene actividad al ser administrada por via oral y que con
las dosis utilizadas (10, 20 6 40 mg/Kg/dia) se alcanza una concentracién plasmatica
suficiente para modificar el potencial metastasico de las células B16-F10. Sin embargo,
dado que la farmacocinética de la 4-hidroxicumarina no se conoce, no podemos
especificar cual es el rango de concentraciones plasmaticas en el que observamos el
efecto antimetastasico. A través del reporte de Velasco y colaboradores con células B16-
F10 tratadas in vitro con la 4-hidroxicumarina (Velasco 2003), podemos especular que el
rango de concentracion plasmatica de la 4-hidroxicumarina podria estar entre 160-500
uM, debido a que con estas concentraciones se ha observado que la hidroxicumarina
induce alteraciones en procesos celulares involucrados en la formacion de metastasis.

Cuando tratamos ratones implantados subcutaneamente con células B16-F10,
observamos que el tratamiento con 4-hidroxicumarina (20 6 40 mg/Kg/dia) disminuye la
formacibn de metastasis espontaneas. Adicionalmente, la 4-hidroxicumarina (10
mg/Kg/dia) incrementa el tiempo de supervivencia y disminuye el tamafio del tumor, lo
cual sugiere que este compuesto podria tener efecto antineoplasico. La administracion
conjunta de la 4-hidroxicumarina con ciclofosfamida también incrementa el tiempo de
supervivencia (10 y 20 mg/Kg/dia), pero no disminuye el tamafio del tumor respecto al
tratamiento con ciclofosfamida, lo cual significa que el efecto sobre el tamafio del tumor

de la ciclofosfamida no es aditivo ni potencia el efecto con la 4-hidroxicumarina.
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Estudios con ciclofosfamida han descrito que su administracién conjunta con
interleucinas, antineoplasicos y péptidos potencian el efecto antineoplasico de estos
ultimos (D’Agostini 2005; Jazowiecka-Rakus 2006; Mitrus 2006). En este trabajo
encontramos que la ciclofosfamida potencia el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la
supervivencia con las dosis de 10 y 20 mg/Kg/dia.

El hecho de que la dosis de 40 mg/Kg/dia de la 4-hidroxicumarina en lugar de
incrementar la supervivencia la disminuyera, sugiere un efecto toxico. Por lo que, con el
fin de aclarar si la 4-hidroxicumarina tiene efectos adversos evaluamos la induccion de
posibles efectos toxicos sobre higado, rifion y pulmén

Se sabe que la cumarina administrada de 5 a 7000 mg/dia no presenta efectos
teratdgenos (Cox 1989). Estudios con humanos han demostrado la tolerancia de hasta 7 g
diarios de cumarina con un incremento en los niveles de transaminasas, que se revierte al
suspender el tratamiento (Marshall 1991; Marshall 1994b).

La cumarina es metabolizada por la familia de enzimas del citocromo P450. La
isoforma CYP2A6 en humanos y la CYP2A5 en ratdon metaboliza la biotransformacion de
la cumarina a un metabolito no toxico, la 7-hidroxicumarina. Estas dos isoformas de P450
comparten una identidad del 80% en su secuencia de aminoacidos (Aoki 2006) y las
diferencias entre ellas explican parcialmente por que en ratones la 7-hidroxilacién no es la
principal via metabdlica de la cumarina (Lush 1978; Wood 1974). En ratas se ha
demostrado que la 3-hidroxilacion es la principal via de biotransformacion de la cumarina.

Se ha observado que la biotransformacion de la cumarina via citocromo P450
presenta una gran variabilidad interespecie e intraespecie, pero que es un requisito previo

para el desarrollo de toxicidad en diversas especies (Lake 1999, Born 1998). Se piensa
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gue el 3,4-ep6xido de la cumarina es un intermediario altamente reactivo que induce
toxicidad por si mismo y/6 a través de su conversiéon al o-hidroxifenilacetaldehido (Lake
1989; Vasallo 2004a; Vasallo 2004b).

En este estudio se observa que la 4-hidroxicumarina induce de forma dependiente
de la dosis y del tiempo de administracion, necrosis en los hepatocitos periféricos a las
triadas portales (vena porta, conducto biliar y arteria hepatica). Pero, dichos cambios
morfoldégicos no son suficientes para inducir un incremento en los niveles y-
glutamiltransaminasa en suero.

Efectos hepatotdxicos de la cumarina ya se han reportado previamente en ratas y
ratones. Por ejemplo, la administracion prolongada 6 unica de cumarina (200 mg/Kg), en
ratas F344 produce necrosis hepatica centrolobulillar (Cohen 1979; Lake, 1984; Evans
1989; Lake 1989; Vassallo 2004a) y eleva los niveles de transaminasas en suero (Siest
1988; Lake 1994; Fentem 1992; Lake, 1984; Lake 1993; Lake 1989). En ratones B6C3F1
la cumarina induce hiperplasia y necrosis hepatica centrolobulillar de forma dependiente
de la dosis y del tiempo de administracién, mientras que la administracion Unica de
cumarina (200 mg/Kg) solo produce hipertrofia hepatica (Born 1998).

La toxicidad localizada en hepatocitos periféricos a las triadas portales encontrada
en este trabajo, se explica parcialmente por la hemodindmica del flujo sanguineo en el
higado. El flujo sanguineo que lleva los compuestos y nutrientes absorbidos en el tracto
gastrointestinal llega al higado por la vena porta. En el area portal el flujo de la vena porta
se mezcla con el flujo sanguineo proveniente de la arteria hepatica y se inicia el
metabolismo de lipidos, carbohidratos y compuestos nitrogenados, asi como de los

compuestos absorbidos (xenobiéticos). Conforme la sangre fluye desde las triadas a la
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vena central de forma centripeta, se metabolizan sus componentes. La distribucion en el
higado de las enzimas de fase | y Il que metabolizan a los xenobiéticos asi como la del
glutation, también ha sido ligada por Lake y colaboradores para explicar la
hepatotoxicidad localizada inducida por la cumarina (Lake 1999).

A pesar de que el 3,4-epdxido de la cumarina no se ha aislado y no se ha
identificado en incubaciones de cumarina en presencia microsomal de higado de rata, el
papel toxico del epdxido ha sido apoyado por los estudios realizados con 3,4-
dihidrocumarina (DHC) y con 3,4-dimetilcumarina (Lake 1989; Lake 1994). En donde tanto
la 3,4-dihidrocumarina como la 3,4-dimetilcumarina no inducen hepatotoxicidad en ratas, a
diferencia de las que fueron sometidas a la cumarina. Estos resultados sugieren que
existe un impedimento estérico que obstaculiza la formacién del 3,4-epéxido de la
cumarina. (Lake 1989; Lake 1994).

En la evaluacién del efecto toxico de la 4-hidroxicumarina en pulmén realizada
este trabajo, observamos que en células de Clara se induce: i) dafio citoplasmatico
(perdida de la proyeccion apical); ii) incremento de granulos citoplasmaticos (ricos en
lipidos y mucopolisacéaridos) e iii) hiperplasia. Por otra parte encontramos que el
tratamiento induce la formacion de vacuolas en los neumocitos tipo II.

Diversos estudios han descrito que la cumarina induce necrosis en las células de
Clara e incrementa la incidencia de adenomas alveolo/bronquiolares y carcinomas en
pulmén de ratones B6C3F1, mientras que en ratas F344 no se presentan dichos efectos.
(Vallaso 2004b; Zhuo 1999; Born 1998). Por otro lado, en estudios con ratones se ha
observado que la cumarina puede inducir tolerancia en las células de Clara tras

exposiciones repetidas (Carlton 1996, Born 1997b; Fix 1998). Después de dos semanas
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de tratamiento con 200 mg/Kg de cumarina, las células de Clara histolégicamente se
observan normales (Born 1997b; Fix 1998; Lake 1999). Se ha reportado que una
exposicion a la cumarina es capaz de reducir los niveles enziméticos de CYP450 en
microsomas de pulmén de ratén y que esta disminucion no se observa después de dos
semanas de tratamiento (Born 1997; Fix 1998). Por lo cual se planted la hipétesis de que
existen otros factores distintos a los niveles de las isoformas del CYP50 que son
responsables de los mecanismos por los cuales la cumarina induce tolerancia en las
células de Clara de pulmén de ratén (Lake 1999). Uno de los factores que también se ha
relacionado con la adquisicion de la tolerancia es el cambio en la regulacién de glutation
(West 2000). Born sugiere que la tolerancia desarrollada por las células de Clara a
diferencia de la toxicidad no se debe a una disminucién en la formacién del 3,4-ep6xido
de la cumarina, sino a que se puede estar incrementando la habilidad de destoxificacion
por conjugacién con glutation (Born 1999).

La toxicidad selectiva sobre células de Clara de pulmén de ratén, inducida por la
cumarina, se explica parcialmente por que en ratones esta estirpe celular es mas
abundante que en pulmon de ratas, y en estos dos roedores su abundancia es ain mayor
gue en pulmén humano (Lumsden 1984; Plopper 1980b, Lake 1999). Por otro lado, las
células de Clara presentes tanto en ratones como en ratas presentan un abundante
reticulo endoplasmico liso, el cual esta practicamente ausente en las células de Clara de
pulmoén humano (Plopper 1980a). El abundante reticulo endoplasmico liso sugiriere una
alta actividad metabolica de las monooxigenasas y de las isoformas del CYP450 en las
células de Clara de ratdén, que podrian estar dando lugar a metabolitos téxicos (Lake

1999).
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Por otro lado, la toxicidad que se observa en las células de Clara como en los
neumocitos tipo Il probablemente se debe a que estas dos estirpes celulares comparten
caracteristicas metabdlicas y funcionales que los hacen mas susceptibles (Devereux
1984; Hynes 1999; Born 2002). Tanto los neumocitos tipo Il como las células de Clara
tienen una gran cantidad de reticulo endoplasmatico liso con alta actividad metabdlica de
las enzimas del citocromo P450 que dan lugar a la regulacion y produccién del surfactante
y/6 a la destoxificacion de sustancias nocivas que llegan al pulmén por inhalacion o
circulacién sanguinea (Devereux 1984, Charles 1991).

Diversos estudios sugieren que las diferencias en los efectos toxicos que se
observan entre especies, no solo dependen de las caracteristicas de la estirpe celular sino
también de las diferencias en la cantidad y actividad de las isoformas del CYP450 (Born
1998; Vallaso 2004b; Zhuo 1999). En ratdén se ha descrito que la isoforma CYP2F2 del
CP450 esta presente abundantemente en las células de Clara y que es la responsable de
la formacion del 3,4-ep6xido de la cumarina a partir de la cumarina (Vasallo 2004b). Los
efectos toxicos que se encontraron en este trabajo sobre las células de Clara, sugieren
gue la 4-hidroxicumarina puede ser 6 formar un metabolito intermediario que CYP2F2
tome como sustrato para la formacion del 3,4-epéxido de la cumarina.

En pulmén de humanos se ha identificado que CYP2F1 es un enzima ortéloga y
con una identidad del 80 % a el CYP2F2 de raton (Nhamburo 1990). Sin embargo, en
estudios con preparaciones microsomales de pulmén de humano se ha observado que la
cumarina no es metabolizada al 3,4-epodxido de la cumarina. Dichos resultaron llevaron a

plantear la hipotesis de que estas diferencias podian deberse a que CYP2F1 es poco
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abundante en pulmén o a que la actividad catalitica sea baja en humano y por lo tanto la
formacion del epéxido sea insignificante (Vasallo 2004b).

Estudios han atribuido que en ratones el metabolismo del estireno y del naftaleno
se lleva acabo por CYP2F2 causando necrosis en las células de Clara, tal como sucede
con la cumarina (Buckpitt 1995; Hynes 1999; Nagata 1990). Estos estudios plantearon
gue la abundancia y la actividad de CYP2F2 en células de Clara en el ratdén predisponen
a esta especie de la toxicidad de xenobidticos como la cumarina, el naftaleno y el estireno
(Born 2002; Buckpitt 1995; Hynes 1999). Ahora, con los resultados de este trabajo
dilucidamos que la 4-hidroxicumarina es un nuevo xenobiotico que induce toxicidad a las
células de Clara y en los neumaocitos tipo Il en ratones C57BL/6.

En preparaciones microsomales de pulmén humano se ha observado que asi
como no se biotransforma eficientemente la cumarina (Vasallo 2004b), tampoco el
naftaleno ni el estireno (Buckpitt 1986), lo cual sugiere que la ausencia 6 baja actividad de
la enzima CYP2F1 no permite la biotransformacidén a metabolitos téxicos; tal como lo hace
la enzima CYP2F2 en ratén. Es decir, posiblemente la enzima CYP2F1 no catalice la
formacion del 3,4-ep6xido cumarina y por lo tanto no se desarrolle el efecto téxico
observado en este trabajo.

En la evaluacion toxicolégica de la 4-hidroxicumarina sobre el rifion realizada en
este trabajo, se demuestra que el tratamiento induce metaplasia clbica con
microvellosidades en las células planas de la capa parietal de la capsula de Bowman. En
células del tabulo proximal, la 4-hidroxicumarina induce modificaciones morfologicas
severas tales como: i) disminucion de las microvellosidades; ii) desorganizacion celular; iii)

picnosis y perdida de los nucleos; iv) presencia de mitocondrias con crestas tubulares; v)
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incremento en el reticulo endoplasmico liso; y vi) degeneracion lipidica. A pesar de que
dichas modificaciones sugieren la existencia de un proceso de muerte celular de las
células del tubulo proximal, la evaluacion funcional del rifién a través de los parametros
bioquimicos, indican que la existencia del dafio morfoldgico en el riién no modifica la
funcién renal.

A pesar de que en las células del tubulo proximal se observan varios cambios
morfoldgicos, la presencia integra del sistema endocitico (sistema encargado de la
reabsorcion de nutrientes) explica parcialmente el por que los pardmetros funcionales del
riion determinados en este trabajo se encuentran dentro de los valores normales a
excepcién de los niveles de nitrdgeno ureico en sangre. La excrecién renal (por difusion
pasiva o0 por transporte activo) que sufren algunos farmacos y sus metabolitos, se ha
correlacionado con el incremento de nitrégeno ureico en sangre (Guyton 2005). Dicha
excrecion puede modificar la osmolaridad entre el espacio intersticial y el tubular,
creandose un gradiente de concentracién entre la urea tubular y la intersticial; que
provoca que la urea no se elimine y se acumule en sangre (Guyton 2005). Esto sugiere
gue la acumulacién de nitrégeno ureico en sangre puede deberse a los cambios en la
osmolaridad y no por que exista dafio funcional en los rifiones. Farmacos como el acido
p-aminohipdrico y la penicilina son excretados en un solo recorrido del flujo sanguineo por
el rifién, sin modificar la osmolaridad tubular ni los niveles de nitrégeno ureico en sangre
(Guyton 2005, Klaassen 1999). Sin embargo, antiinflamatorios no esteroides (naproxen,
indometacina y diclofenado), amino-glucésidos (kanamicina, amikacina y gentamicina),
antineoplasicos (cisplatino, oxaliplatino) y otros farmacos, modifican la osmolaridad y/6

inducen necrosis tubular, dando lugar al incremento de los niveles de nitrdgeno ureico en
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sangre (Guyton 2005, Klaassen 1999). Actualmente no se conoce si los metabolitos de la
4-hidroxicumarina o la misma 4-hidroxicumarina son eliminados rapidamente por difusion
pasiva 6 por algun transportador. Pero el incremento de nitrdgeno ureico en sangre que
induce el tratamiento con 4-hidroxicumarina sugiere cambios en la osmolaridad tubular e
intersticial.

La presencia de la 4-hidroxicumarina y posiblemente de sus metabolitos téxicos en
el flujo sanguineo aunado a la hemodinamica del flujo sanguineo por el rifion, puede
explicar parcialmente los cambios inducidos sobre las células planas de la capa parietal
de los glomérulos. Por otro lado, los severos cambios morfolégicos que sufren las células
tubulares, ademas de explicarse parcialmente por la hemodinamica, también pueden
deberse a que la alta actividad metabdlica en las células de tdbulo proximal podria
favorecer la produccién de metabolitos mas téxicos ¢ dificiles de eliminar, que los que
llegaron inicialmente en el flujo sanguineo.

In vitro, empleando células LLCPK-1 de tabulo proximal de cerdo, se ha descrito
que tanto la alta actividad metabdlica de las enzimas del CYP450 (CYP3A y CYP2B6), asi
como la disminucion del glutatién, estan implicadas en la nefrotoxicidad causada por la
ifosfamida (Aleksa, 2005). Este estudio muestra que la presencia de enzimas del CYP450
y la disminucion de los componentes de los mecanismos de destoxificacion en el tibulo
proximal predispone a esta estirpe celular a la toxicidad de farmacos.

Actualmente se ha descrito que la isoforma CYP2F2, causante de la toxicidad en
células de Clara, se encuentra presente en el riildn aunque en baja cantidad (Nhamburo
1990; Ye 1997; Baldwin 2004). Pero, a pesar de que sabemos que la isoforma CYP2F2

esta presente en el rifion, no podemos dilucidar si la toxicidad que observamos en el
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tubulo proximal se debe a: i) la produccién del 3,4-epdxido de la cumarina 6 de
metabolitos toxicos no descritos, formados por otras enzimas de la familia CYP450; ii) la
disminucién de los mecanismos de defensa contra la toxicidad; 6 iii) la acumulacién de
metabolitos de la 4-hidroxicumarina 6 de esta misma.

La presencia de mitocondrias con crestas tubulares y el incremento del reticulo
endoplasmico liso en células de tabulo proximal, que observamos en este trabajo tras el
tratamiento con 4-hidroxicumarina, correlacionan con un incremento en la actividad
metabdlica y esto a su vez muy posiblemente con la generacién de metabolitos téxicos y/6
dificiles de eliminar.

La disminucion de las microvellosidades y el desarreglo intracelular de los tubulos
proximales inducido por la 4-hidroxicumarina en este trabajo, correlacionan con las
modificaciones en el arreglo del citoesqueleto de actina reportado previamente in vitro en
células B16F10 (Velasco 2003). Con base a estos resultados puede contemplarse la
posibilidad de que la polimerizacion de la actina sea un blanco susceptible a los efectos
de la 4-hidroxicumarina, debido a que tanto el arreglo intracelular como las
microvellosidades estan dados por filamentos de actina. Dicho efecto sobre la actina
podria aclararse en parte, si se realizara una tincion con faloidina en células de tubulo
proximal tratadas in vitro con 4-hidroxicumarina.

A pesar de que no se han aclarado los mecanismos por los cuales la cumarina
tiene efecto toxico en el rifién. El Programa Nacional de Toxicologia de los Estados
Unidos en 1993 describio que la cumarina en ratas, induce necrosis del tibulo proximal e

incremento de la incidencia de tumores en rifién. Este programa también sugiere que el
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efecto toxico de la cumarina posiblemente involucre la formacion de metabolitos
electrofilicos como el 3,4-epdxido de la cumarina.

A pesar de que no sabemos claramente que metabolito (s) de la 4-hidroxicumarina
induce la toxicidad en este trabajo, las caracteristicas de los diferentes 6rganos tales
como: i) la cantidad, actividad e inducibilidad de las isoformas del CYP450; ii) los
mecanismos de destoxificacion; y iii) la capacidad regenerativa del tejido, explican
parcialmente por que observamos diferentes niveles de toxicidad en los o6rganos
evaluados.

Cox y colaboradores, observaron en humanos que tras la administracién crénica
de 100 mg/dia de cumarina se incrementan los niveles de transaminasas en suero y gue
al suspender el tratamiento los niveles disminuyen a los valores normales (Cox 1989).
Este estudio sugiere que posiblemente si se retira el tratamiento con la 4-hidroxicumarina
los efectos toxicos observados podrian revertirse. Esta hipotesis puede apoyarse con lo
reportado en células B16-F10, en donde los efectos inducidos por la 4-hidroxicumarina se
revierten al retirar el tratamiento (Velasco 2003). Para aclarar si el efecto toxico de la 4-
hidroxicumarina es reversible, podria realizarse un estudio en donde se administre 4-
hidroxicumarina a ratones C57BL/6 via oral, tal como se hizo en este estudio.
Posteriormente, se retiraria el tratamiento y se realizaria un estudio histologico, para

observar si los 6rganos estudiados vuelven a presentar una morfologia normal.

Dada la importancia de los procesos adhesivos en la generacion de metéstasis, la
identificacion de farmacos como la 4-hidroxicumarina que alteren la adhesién y migracion
celular de células cancerosas puede ser importante para el prondstico y generacion de
nuevas terapias
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CONCLUSIONES.

La 4-HC inhibe la formacion de metastasis experimentales y espontaneas,
disminuye el tamafio del tumor e incrementa el tiempo de sobrevida en el modelo

de melanoma murino utilizado en este trabajo.

La administracion conjunta de la 4-HC con la ciclofosfamida incrementa el tiempo
de sobrevida e inhibe la formacién de metastasis espontaneas, pero no disminuye

el tamafio del tumor con respecto al tratamiento solo con ciclofosfamida.

La administracion crénica de la 4-HC no modifica la funcién renal o hepatica, pero

induce dafio histoldgico en el rifidén, higado y pulmén.

PERSPECTIVA.

Considerando que la 4-hidroxicumarina in vivo presenta efectos antimetastasico,

antineoplasico y toxico, deben realizarse estudios posteriores para encontrar un esquema

de administracion y una dosis en que se observe el efecto terapéutico y se minimice el

efecto tdxico. Esto con la finalidad de proponer a la 4-hidroxicumarina como un farmaco

para complementar las terapias contra el melanoma.
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“Analisis del efecto antimetastasico in vivo de la 4-hidroxicumarina”, realizada bajo la
direccion del DR. MARCO ANTONIO VELASCO VELAZQUEZ.

Presidente: DR. LUIS FELIPE JIMENEZ GARCIA

Vocal: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ

Secretario: DR. MARCO ANTONIO VELASCO VELAZQUEZ
Suplente: DR. ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA
Suplente: DR. JUAN ARCADIO MOLINA GUARNEROS

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F. a, Enero de 2008.

Coordinadggtel Programa

c.c.p. Expediente de la interesada.

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre 11 de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P 04510\
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Ciencias Blologlcas

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administraciéon Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Biologicas, celebrada el dia 22 de Octubre de 2007, se aprobé el siguiente jurado para el
examen de grado de MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOLOGIA EXPERIMENTAL) de
la alumna SALINAS JAZMIN NOHEMI con nimero de cuenta 97195890 con la tesis titulada
“Analisis del efecto antimetastasico in vivo de la 4-hidroxicumarina”, realizada bajo la
direccion del DR. MARCO ANTONIO VELASCO VELAZQUEZ.

Presidente: DR. LUIS FELIPE JIMENEZ GARCIA

Vocal: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ

Secretario: DR. MARCO ANTONIO VELASCO VELAZQUEZ
Suplente: DR. ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA
Suplente: DR. JUAN ARCADIO MOLINA GUARNEROS

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F. 7 § Enero de 2008.
/] U

Dr. Juan N e
Coordinad el Programa

c.c.p. Expediente de la interesada.

Edil. de Posgrado P. B (Costado Sur de ta Torre IHde Humanidades) Ciudad iniversitaria C 1 04= 100 5
Fel S623-0173 Fax: 3623-0172 hup: pebiol posgrado.unam.imx
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Ciencias Biolégicas

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracion Escolar, UNAM

Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Biologicas, celebrada el dia 22 de Octubre de 2007, se aprobo el siguiente jurado para el
examen de grado de MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOLOGIA EXPERIMENTAL) de
la alumna SALINAS JAZMIN NOHEMI con numero de cuenta 97195890 con la tesis titulada
“Analisis del efecto antimetastasico in vivo de la 4-hidroxicumarina”, realizada bajo la

direccion del DR. MARCO ANTONIO VELASCO VELAZQUEZ.

Presidente:

Vocal:

Secretario:

Suplente:

Suplente:

Sin otro particular,

DR. LUIS FELIPE JIMENEZ GARCIA

DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ

DR. MARCO ANTONIO VELASCO VELAZQUEZ
DR. ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA

DR. JUAN ARCADIO MOLINA GUARNEROS

me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA ESPIRITU”

Cd. Universitaria, D.F. 7‘16 ; Enero de 2008.
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Dr. Juan N;‘f‘

c.c.p. Expediente de la interesada.

Edill de Posgrado P, B. (Costado Sur de ta Torre 1 de Humamdades) Ciudad Uh
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