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RESUMEN

En la estrategia para combatir el cancer tiene pricridad el desarrollo de
nuevas dreogas, toxicas para Eaé células tumorales y poco agresivas
para las ¢élulas normales. Se han identificado algunos compuestos
quimicos con estas caracteristicas |lamados cumarinas, los cuales son
sintetizados por numerosos vegetales verdes algunos de ellos
comestibles. En este trabajo se pretende determinar si la cumarina y la
7OHcumarina inducen in vifro, [a inhibicion de la proliferacién en dos
lineas celulares de cancer pulmonar humano: A427 (adenocarcinoma)
y Calu-1 {carcinroma epidermcide) y si estas drogas alteran la
expresion del oncogén K-ras (inductor de proliferacian celular
desmedida) y de los genes ©Bci-2 (antiapoptético) y Bax
(proapoptotico). Para determinarlo cada linea celular se cultivé durante
24 hrs. en RPMI con etanol 1.5%, viv (disolvente), cumarina 1 mM o
7OHcumarina 1 mM y células crecidas solo con RPMI. Se obtuvieron
los lisados celulares de cada cultivo para extraer de ellos los ARNs y
las proieinas totales y por RT-PCR y Western blot conocer la
expresion de los genes y las proteinas en estudio.

Los resultados mostraron expresién abatida de K-ras y Bel-2 e
incremento de Bax en la linea A427 tratada con cumarina vy
/OHcumarina. En la linea Calu-1 solamente tratada con 70OHcumarina
disminuyd K-ras. Concluimos que la droga 70Hcumarina presenta
mayor actividad anticancerigena que la ¢cumarina y la linea A427 es

mas sensible a estas drogas que Calu-1,



ABSTRACT
In the strategy to combat cancer, development of new drugs toxic for -
tumor cells and not aggressive for normal cells maintains priority.
Some chemical compounds have been identifie with these
characteristics; these are coumarins and are synthesized by numerous
plants. Our purpose was to determine whether coumarin and 70H-
coumarin in vitro induced inhibition of the proliferation in two cell lines
of human lung cancer, A427 {adenocarcinoma)} and Calu-1
(epidermoid carcinoma), and whether this effect altered K-ras, bcl-2
{antiapoptotic) and Bax {proapoptotic) protein and genes expression,
To do this, we carried out cultures of both celt lines during 24 h with
ethanol 1.5% (v/v) (solvent and control), coumarin 1.0 mM or 70H-
coumarin 1.0 mM. We subsequently obtained cell lysates te extract and
to identify the previously mentioned proteins by Western blotting and
oncogene and genes with oligonuclectides. Our results showed
abatement in K-ras and bcl-2 and increase of Bax protein expression in
coumarin- and 70H-Coumarin-treated A427 cell lines. also, the results
showed decrease in K-ras oncoprotein expression in the 70H-
coumarin-treated Calu-1 cell line. Additionally, 70H-coumarin was
more potent in inhibition of the proliferation, us observed with methyl-
thiazol-diphenyl-tetrazolium (MTT}. We concluded that inhibition of the
studied oncogene and genes is one of several mechanisms that interve

in tumor abatement induced by these chemical compounds.
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1. ANTECEDENTES

a. INTRODUCCION

La carcinogénesis es un proceso que se realiza en multiples etapas,
las cuales pueden agruparse en tres: iniciacion, promocion vy
progresién {1]. Se caracteriza por dafios genéticos en células gque
adquieren la capacidad de crecer aceleradamente formande un tumor,
como consecuencia de la activacién de protooncogenes a oncogenes
y/0 ia inactivacion de-genes supresores tumorales, ademas de las
alteraciones en el genoma, inducidas por diferentes agentes
iniciadores (carcindgencs), Cuadro 1. Los agentes Iniciadores pueden
ser fisicos, quimicos biolégicos y sociales, que inducen errores de
replicacian o infidelidad de la ADN-polimerasa, logrando alterar g Ia
célula, la cual puede permanecer silenciosa sin  dirigirse
inmediatamente a la produccién de un tumor [2]. Postericrmente se
pueden presentar los agentes de promocién, como inflamacion,
hormonas, promotores especificos, inmunosupresion, que favorecen el
dafio en el ADN de la célula en etapa inicial, traduciéndose en
alteraciones cromosdmicas, mutaciones puntuales, modificaciones
epigenéticas, dando lugar a la proliferacion celular o progresién y
todos estos factores a cancer [3). El cancer es una enfermedad
conocida desde muchos siglos, ya los egipeios hablaban de este
padecimiento [4]. Hace 140 afos el microscopista aleman Johannes
Miller mostrd gque el cancer comprendia la proliferacion celular,
formacién del tumor v la muerte del paciente [4], Actualmente s& sabe
que el cancer s el resultado de un trastornoc en los mecanismos
requlatorios de la proliferacidn y diferenciacién celular [5, €]. La célula

Antrecedantes k)
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maligna tiene [a capacidad de proliferar en sitios y tiempos que la
célula normal no lo hace porque estd sometida a determinados
procesos regulatorios gue la célula maligna no obedece [7], ademas
s& ha observado que la c&lula tumoral tiene capacidad especifica para
invadir y destruir tejidos aledaios para su invasion local asi como
perder moléculas de adhesién celula-céiula y de comunicacién entre
ellas para transformarse en una célula metastasica [8]. La metastasis
es |la transferencia de células tumoraies de un érgano a otre que no
esta relacionado directamente con él, de esta forma una sola céiula
maligna o un grupo de elias puede originar otro tumor a distancia [9].

Por otra parte es capaz de inducir angiogénesis para su nutricién [10].

b. AGENTES CANCERIGENOS [11, 12]

El cancer puede comenzar con una poblacidn de células con ADN
alterado pero silenciosas y activarse por repetidas exposiciones a
agentes cancerigenos, [13], También pueden influir: a) las alteraciones
en la respuesta inmune; b) los cambics hormonales asociados con la
edad en organos dependientes del sistema endocrino como en el seno
[14] vy 1a prostata; ¢) los cambios epigenéticos en la region promotora
de genes supresores tumoraies o de genes que infervienen en ia
regulacién del metabolisme celular; d) las alteraciones en la expresién
de un gen, ya sea por deleciones o inserciones cromosdémicas; &)
tarmbién mutaciones puntuales por cambios de un par de nuclebdtidos v
asl se tienen mutaciones transicionales, transvercionales, inserciones
y deleciones que provocan la sustitucién de un solo aminoacido en la
cadena polipeptidica codificada, aunque esta proteina defectuosa

puede seguir siendo funcional [15].

Anirecedentes 4
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Cuadro 1. Las causas que originan células cancerosas pueden ser

lonizantes 'Radiaciones y
1010’2 Rayos X
Genotdxicos ciclosfseg [Neutrones
LTeieuiso_res

No mnrzantei
1010 jilLuz UV
Fisicos ciclos/seg r
No genotdxicos [ Teléfone celular

T 107107 | Computadoras
ciclos/seg | Hornos de Microondas

£

Exdgenas
80 al 80 %

"bompuesms aromaticos
Direclos Quimioterapia
Genotéxicos <

Indirectos  |Su transformacion metabdlica

dafia al ADN
1 Quimico
\‘ 0 genotdxicos Compuestos xenobioticos
¥
\Iaiclf.ﬁgicos Virus ARN (retrovirus), virus ADN (Herpes) -
| '
Sociales Estrés, angustia, depresion, ansiedad
Infidelidad de la ADN-polimerasa
Espertaneas Daro oxidativo (radicates libres de Q)
;f' Desputinacién del ADN, Transposones
i
Endégenas
10-20 %
“~Heredables Transmisién de mutaciones en genes
1-5 % supresores tumorales
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¢. DESARROLLO DE UN CANCER

Es ampliamente aceptado que el desarrollo del tumor es el resultade
de la acumulacion de alteraciones genéticas que culminan con |a
conversidn metastasica, en una serie compleja con expresion baja de
las proteinas de matriz y de moléculas de adhesion célula-célula. La
célula tumoral difiere de la célula normal en el sentido de que la
tumoral no ohedece a los mecanismaos que controlan el crecimiente y
al mismo tiempo presenta capacidad metastasica, 'o que involucra
muy diversos factores, siendo unos obedecidos por algunas células
tumorales y otros por distintos tumores, posiblemente debido a la
variabilidad biologica [16]. Dade lo anterior se pueden clasificar {os
tumores en tres grupos: 1) tumor benigno: el cual se encapsula como
un mecanismo de defensa que puede realizar el organismo para aislar
a las células comprometidas. Este tumor es incapaz de producir
células metastasicas. 2} tumor in sifir; usualmente se desarrolia en el
epitelio y no invade Ja membrana basal, algunos autores lo consideran
una displasia (irregularidad epitelial} aunque puede preceder a un
cancer in situ. 3) tumor maligho: un cancer totalmente desarrollado de
dimensiones pequefias con capacidad metastasica [17].

d. SUSCEPTIBILIDAD

La susceptibilidad al cancer esta determinada por eventos genéticos
de herencia mendeliana y eventos epigenéticos heredados no
mendelianos [18].

Antrecedentes : &
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e. PREDISPOSICION _

La predisposicion es favorecida por 1a presencia del polimorfismo y las
impresiones genomicas que se han identificado en protooncogenes y
genes suprescres tumorales como: APC, BRCA1, BRCAZ, DCC,
p16/MLM/MTS, p53, RB, VHL [19, 20], debido a cambios epigenéticos
en la regulacion de la expresion de un gen no parental [21]. Se sabe
gue ambos padres contribuyen en fa genética de su progenie, con
excepcion del cromosoma sexual ¥y el ADN mitocondrial. La mayoria
de los genes se expresan bialélicaments, pero por medificaciones
epigenélicas especificas de gameto se originan genes autosomales
monoalélicos en células somaticas y de esta forma se elimina uno de
los alelos [22, 23, 24]. Por ejemplo, pS3 pierde la heterocigosidad

{LOH) inactivdndose y suprimiendo su capacidad supresora tumaoral.

f. METILACION

La metilacién anormal es otro evento epigenético [25], ocasionado por
hipermetilacidn en secuencias CpG y es critica en las impresiones
genomicas, La 5-metil-citosina tiene un efecto fuerte en las regiones
promotoras de los mamiferos, sugiriendo gue la metilacidon ancrmal del
ADN inhibe la transcripeion, porque reduce la afinidad de unidn de los
factores de transcripcién especificos de secuencia [26]. El incremento
en la metitacion de las secuencias CpG gue se presentan en células
cancerigenas se puede atribuir a2 la desregufacion de la metil-
transferasa [27], con alta actividad de nove, aunque no se sabe si esto
Ultimo causa inactivacian del gen o si refuerza la inactivacion inducida
por otros mecanismes, por lo que 'a metilacion anormal en CpG de los

promotores pueden silenciar a genes; lo mismo se presenta con

Antrecedentes _ 7
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hipometilacion, como sucede en las areas pericentroméricas que son
metiladas en fa heterocromatina constilutiva —la pérdida de la -
metilacion pericentromérica s una anomalia de inestabilidad fasial

centromérica inmunodeficiente— y en otros tipes de cancer humano.

g. MUTACIONES EN EL ADN

Las alteraciones genéticas pueden ser por mutacion puntual en |os
protaocncogenes y genes supresores tumorales, ya sea por transiciéon o
transversion, por desdrdenes enddgencs come desaminacion de la
citosina o la 5-metil-citosina [28], despurinacion [29, 30],
hipometilacion [31, 32], hipermetilacion [33), dafo oxidativo por la
presencia de radicales libres de oxigeno {12] o por deleciones o
Inserciones cremosemales siendo la perdida de alelos mas frecuente
en los cromosomas 3p, 5g, 8p, 9p. 11p, 13q, 17p, convirtiendo a los
protooncogenes en oncogenes ¥ desactivando a los genes supresores

tumorales.

h. TELOMEROS

En las células cancerosas se encuentran los telomeros mas largos
{casi como los que se encuentran en las células germinales). Los
teldmeros son elementos genéticos localizados al final de los brazos
de los cromosomas eucarioles, consisten de secuencias cortas
repetidas al azar de ADN, estabilizando al cromosoma via la
telomerasa y evitanda asi su degradacion. En la célula cancerosa, por
el contraric, los telémeros se encueniran mas grandes ¥ 1a enzima
telomerasa activa, lo gue probablemente contribuye a la habilidad de

la célula a dividirse indefinidameante en el tumor matigno [34]. La

Antrecedentes 8



Elccte de la cumaring v 7OHcumarina en la expresion del oncouén K-ras v genes Bel-2 y Bax

mayoria de las células normales no expresan |a enzima telomerasa
activa en cantidades detectables pero si se encuentra en las células
germinales, en las células epiteliales del cordén  umbilical,
anormalmente en las células tumorales y en las células senescentes
[35-37). Las alteraciones en los telémeros inducen la inestahilidad
gendmica [38]. La inhibicion de esta enzima podria utilizarse en

terapias de cancer.

i. ANGIOGENESIS.

Un tumor maligno de 2 mm de diametro presenta requerimientos
nutrimentales que no pueden ser suministrados por procesos de
difusidn y requiere de capilares sanguineos que le proporcionen los
nutrimentos necesarios. Los capilares sanguinecs se derivan
normalmente de los ya existentes, por lo que a este proceso se le
llama neovascularizacidn o angiogénesis, el cual se activa a través de
péptidos angiogénicos que estimulan la motilidad y la proliferacion de
las células endoteliales [39]. Los péptidos angiogénicos pueden ser
sintetizados vy liberados por las mismas células tumerales incluyendo el
factor de crecimiento endotelial vascular {VEGF) y el factor-a de
crecimiento transformante (TGF-q) [40]. Tomandc en cuenta lo
anterior, podria bloguearse la sintesis de los péptidos angicgénicos en
las terapias de cancer.

j. METASTASIS
En la diseminacion de [as células tumorales {células metastasicas) se
ha chservadeo reduccién de las maléculas de adhesién celular (CAMS)

[41]. La célula metastasica presenta modificaciones en la adhesidn

Antrecedenles o
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celular y se transporta via linfatica [4] y sanguinea [42], sin embargo la
nresencia de la célula neopldsica en la sangre no constituye
metastasis, ya que muchas de eilas mueren debido al controf
proporcicnade por |a respuesta inmune del hospedero como citocinas,
macréfagos, linfocitos T CD4+, CD8+, células NK, plaquetas, y
también por la turbulencia del torrente sanguineo. Todos estos
factores forman parte de |a hostilidad gue va a encontrar la célula
metastasica en su frayecto [43], pero el enfermo se encuentra
inmunocomprometido, lo que favorece su diseminacién metastasica.
La céiula tumoral no se adhiere a las paredes de los grandes vascs
por €l flujo sanguineo, sin embargo este flujo la lleva hasta los
capilares donde tiene que atravesarlos por un proceso activo, salir de
ellos y exponerse a membranas basales adecuadas. Ahi puede utilizar
la liberacion de citocinas que incrementan la expresion de una
variedad de moléculas de adhesion, localizadas en la superficie de la
célula tumoral, para implantarse en el nuevo tejido u érgane,

Asi la o las céiulas ‘iniciadas” sufren cambios en sus caracteres
bioquimicos: funcionales y estructurales, resultando en células
tumorales con diferente grado de resistencia a las terapias en el
mismo tumor, debido a que puede ser de compasicién policlonal. El
tumor puede ser de origen monoclonal, no obstante y debidc a las
mutaciones a que es sometida cada célula de ese tumor, puede
mostrar diferencias en estructura, morfologia, rango de crecimiento,
cariotipo, comportamiento, invasién y alteraciones en la expresion de
moléculas de adhesion para formar células metastasicas. Estas
pueden tener caracteristicas gue difieren de la mayorfa de las células

de ese mismo tumor. Su variabilidad puede ser generada por

Antrecedentes 11
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megcanismos epigenéticos dando lugar a la diversidad fenctivica y al
concepto de heterogeneidad [44, 45), favorecidos por las alteraciones
¥ pérdida de alelos en genes supresores tumorales y mutaciones en

los protooncogenes para convertirse en oncogenes.

1.1 ONCOGEN K-ras Y GENES Bcl-2 Y Bax

Los genes dque se comportan como protooncogenes, al ser
inapropiadamente activados, producen una mutacion en su secuencia
de nucledtidos o una delecion en sus cromosomas, alterando la
traduccion del mensaje genético y rompiendo el equilibrio del
metabolismo celular por inactivacion de genes supresores tumorales y
activacion de oncogenes [46)], ya sea por causas exégenas (80-90%) o
endogenas (10-20%). Los genes de células de vertebrados superiores,
muy conservados en la evolucién y sin actividad neoplasica, se les
nombré protooncogenes por su similitud con los oncegenes virales.
También se observd que sus productos génicos tienen funciones
importantes en la regulacién del metabolismo celular y son heredables
porque forman parte del genoma celular. Los protooncogenes
celulares participan en forma ordenada y controlada en la
diferenciacion, proliferacién y metabolismo celular. En esta tesis se

determiné la expresion del oncogén K-ras y los genes becl-2 y Bax.

a. ONCOGEN cK-ras.

El onceogén cK-ras pertenece a la gran familia Ras en humanos, de los
cuales se conocen H-ras {descubierto su homdlogo en virus por
Harvey), K-ras4A y K-ras4B (descubierto por Kirsten) y N-ras, aislado
de neurgnas. K-ras se localiza en el cromosoma 12, N-ras en ¢l

Antregedenies 1
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cromosoma 1y el H-ras en cromosoma 11 [47, 48] Todoes ellos tienen
el mismo nombre que sus correspondientes homdlogos virales y
constan de 4 exones con baja semejanza en suU secuencia, sin
embargo, codifican para una proteina altamente homaéloga de 21 kDa
llamada p21 ras. En el citosol se fraduce ras como precursor sin
actividad, de ahi se transloca a la cara citoplasmica de la membrana
celular donde actua como protooncoproteina {(p21 ras), interviniendo
en el metabolismo de la célula normal y controlando la proliferacion y
diferenciacion a través de su actividad de GTPasa (Guanosina
trifosfatasa). Al unirse a GTP actila en foerma activa (GTP-ras),
" induciendo proliferacion celular, pero al hidrolizarse GTP se obtiene la
forma inactiva unida a GBP (GDP-ras), que impide la proliferacion
celular por la intervencidn de la proteina GAP (complejo de 5
proteinas), que estimula [a aclividad intrinseca de GTPasa de ras. La
proteina ras participa en {a transduccidon de seriales de la membrana
celular al nicleo. En [a superficie celular se encuentran diferentes
receptores de superficie, si algunos de ellos son reconocidos por sy
ligando especifico, se induce un cambic conformacional del dominio
extracelutar del receptor. Este cambio se transmite por el dominio
transmembrana hasta su dominio citoplasmico, donde se encuentra
una serie de proteinas tirosina cinasa que se autofosforilan, y
fosforilan a GDP-ras a través de GAP para obtener GTP-ras (su forma
activa). Por otra parte, sélo asi GTP-ras puede fosforilar a Raf-1, una
cinasa serinafirecnina dque se une selectivamente al dominio
aminoterminal de GTP-ras. Raf-1 activada fosforila a una proteina
cinasa activada por mitdgeno (MAPKK), iniciando una cascada de
fosfo-transferencia. Activada MAPK (MAPKK) se transloca del
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citeplasma al nucleo, para fosforilar y activar a factores de
transcripcion especificos. Sin embargo, el proto-oncogen K-ras se
puede alterar convirtiéndose en oncogén por mutaciones puntuates en
los codones 12, 13 y 61 para tener actividad de oncogeén, o tambign
puede intervenir la enzima farnesiltransferasa que transfiere un grupo
farnecilo a través del C 15 def farnesildifosfato a un residuo de cisteina
del C-terminal de ras, confiriéndole hidrofobicidad e impidiendo la
hidrofisis de GTP para pasar a GDP por impedimento esterico y por lo
tanto, induciendo proliferacion celular constante [49, 50]. Se bha
observado que inhibiendo a la enzima farnesiltransferasa se bloquea
la proliferacién celular y esto podria ser (il en fa terapia del céncer
cuya proliferacion es dependiente de ras [51, 52).

b. GEN Bcl-2.

El gen Bcl-2 pertenece a una familia de genes Bcel-2, cuyos productos
genicos tienen actividad antiapoptoética y presentan de dos a cuatro
secuencias de nucledtidos muy semejantes. Las regiones estan
separadas en los dominios BH1, BH2 y BH4 [55a], que se éncuentran
repetidos en los demas miembros de la familia de genes:
antiapoptéticos Bel-2, Bel-L, Mcl-1, A1, en humanos. En condiciones
normales, interviene en el equilibrio de la célula para mantener su
homeostasis dependiente de proliferacion, diferenciacidn, emigracion,
inmigracion y muerte celular, siendo esta (lfima necesaria en algunos
tejidos, por gjemplo la piel (células epiteliales); para remover células
programadas a morir, células indes=ables; aungue también se ha
observado que Bcl-2 se encuentra incrementada en células de farga

vida como los linfocitos en condiciones normales. El pre ARN Bel-2,
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para madurar a ARN mensajero (de Bcl-2), entra en procesos
alternativos originandose un corrimiento del marco de lectura con
diferentes cortes para dar tres transcritos que se traducen en proteinas
con pesos moeleculares muy cercancs de 25, 26 y 27 kDa y son
reconocidos por el mismo anticuerpo monoclonal. Los miembros de la
familia Bcl-2 que tienen una regidon carboxilo Terminal hidrofébica
pueden anciarse en f(as membranas: nuclear, citoplasmica vy
mitocondrial, dejando libre en el citoplasma a |2 regién amino-terminal.
La proteina Bcl-2 tiene actividad antioxidante por lo que se encuentra
incrementada en los sitios con radicales libres de oxigeno liberados de
mitocondria, evitando la oxidacion de los lipidos de membrana y la
muerte [57-61].

La familia de genes Bcl-2 interviene en la regulacion de Ia
schrevivencia y muerte celular, el destine que se le da a la célula va a
depender de diversos factores que induzcan una mayor o menor
concentracidn de cada uno de ellos, facilitando la formacién de
dimeros: Bel-2-Bel-2, que induce a la sobrevivencia; bel-2-Bax, que se
considera en equilibrio y Bax-Bax, que conduce a la muerte celular
[55a).

Bcl-2 Bcl-2 Bax
+ + +
Bcl-2 Bax Bax
{ ! l
. } l
induce induce induce
sobrevivencia equilibrio apoptosis
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Cuadro 2. Clasificacion de |a familia Bel-2

Miembros dela
Familia Bel-2

écI-Z

"Bcl-2q, antiapoptético

Bcl-25, antiapoptdtico, carece dsl
exén 3 y no codifica el dominio
transmembiana

"

| Bcl-xL, antiapoptético

Bcl-x 71 Bel-xS, proapoptético

| Bel-x§, sin dominio transmembrana

| Baxa, proapoptético

- Baxg, proapoptdtico sin domonio
Bax ,ﬁ transmembrana

! Bax,, proapoptotice 1 Kb
Bax,

Bax,, proapoptético 1.5 Kb

Bid, Bad, Bak, Bel-xS, Bok,

‘_BIK, ENIF, Bim, proapoptéticos

La fgrmacién de dimeros se realiza a fravés de los dominios BH1 o

BH2 por fo gque las mutaciones en estes dominics pueden impedirlo vy

por ello. también, inhibir su actividad [55, 56]. Se ha observado que

Bcl-2 tiene habilidad para modular el frafico, en forma selectiva a

través de la transmembrana mitocondrial impidiendo [a liberacién dei
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citocromo ¢ y por esta via puede inhibir la activacion de las caspasas
inductoras de la muerte celular. El gen Bel-2 puede sufrir translocacién
cromosomal per yuxtaposicién con un locus de la cadena pesada de
las inmunoglcbulinas, pasando del cromosoma 18921 (del gen Bel-2)
al 14932 {(de las cadenas pesadas de las Iinmunoglobulinas),
obteniéndose t(14:18) con el resultado de la activacidn del oncogén
Bel-2 [54].

c. GEN Bax.

El gen Bax pertenece a la gran familia Bcl-2 de genes proapoptéticos:
Bax, Bad, Bid, Bak, Bok Bim, Bcl-xS, BIK, BNIP [55]. El gen Bax tiene
6 exones ¥ por procesamientos alternativos en |a maduracion del pre
ARN mensajero se recorre el marco de lectura, obteniéndose sitios de
corte diferentes v como resultado, transcritos de distinto tamafio gue
se traducen en un complejo de proteinas que comprende: una proteina
de 21 kDa de membrana nuclear y mitocondriat llamada Bax-a y dos
proteinas citosdlicas llamadas Bax-f y Bax-y. Estas proteinas
presentan homc}l‘mgia con Bcl2 en los dominios altamente
conservados BH1 y BH2 in vivo. La sobreexpresién de Bax favorece la
formacién de homodimeros y acelera la apoptosis [55]. Ctros estudios
sugieren que el gen Bax tigne un papel supreser en la carcinogénesis
en una via dependiente de p53, porque tiene una secuencia de
reconocimiento para p53, aunque también puede activarse por otra via
independiente de p53 [62]. Bax al translocarse a la membrana externa
mitocondrial forma canales iGnicos dependientes de pH y voltaje,
alterando el potencial mitocondrial transmembrana (Y} por Iz bomba

protonica Fy F1-ATPasa y liberando citocromo ¢, el cual se une a Apaf-
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1 y ATP para activar a caspasa 9 en el citoplasma; al mismoe tiempo, |a
liberacidn del citocromo ¢ induce una deficiencia en el acoplamiento de
la cadena de transporte de electrones al O, y estos electrones
incrementan la produccion de superdxidos y peroxidos de hidrdgeno.
Todo esto lleva a la iniciacion de una via de sefializacion apoptdtica

dependiente de mitocondria [83].

*Gen supresor tumoral

El gen supresor tumoral p53 cedifica para una proteina p583, que nativa
y activada, puede evitar el inicio de la replicacidn de una célula
maligna [64]. Interviene en muchas funciones siendoc la mas
importante su actividad transcripcional con su propio gen y atros
genes. La proteina pS3 consisie de cuafre domimes: un dominio de
transactivacion en la regidn aminc-terminal; un dominio de unién a
ADN donde se realiza el mayor numero de mutacionas, un dolminiu de
tetramerizacién y un dominio regulatorio carboxile-terminal. Un
tetramero de la molécula p53 se ensambla a través del dominio de
oligomerizacion facilitando al dominio amino-terminal interactuar con
los factores de& transcripcion € incrementar la expresion del gen.[84].
P53 puede reprimir la expresién de otros genes por regulacion
negativa en virtud de la funcidon represora para Bel-2 y survivina, La
proteina survivina inhibe la apoptosis porgue bloguea la activacion de
las caspasas-3 y -7 [65]. Al dafarse el ADN, p53 realiza la
transcripcion de diversas molécuias enfre las que se encuentran una
bateria de genes llamada p21 (Waf1/cip1/MCL-1) gue codifica para un
inhibidor de cinasas dependientes de ciclina reprimiendo el eiclo

celular en |a fase Gy, [66]. La proteina p53 nativa es de corta vida y en
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la célula normal se mantiene en bajos nivefesﬂpor Lbiguitinacion y su
regulador negativo es {a protefna Hdm2. La franscripcidn del gen
Hdm2 es fuertemente activada por p53 [67]. La célula tumoral con po3
inactivado  presenta resistencia a las drogas citotdxicas,
probablemente debidc a que no funcione el bunto de referencia en
G1/8, lo que reduce ia sensibilidad a la apoptosis [68].

1.2 APOPTOSIS

La muerte celular programada ¢ mecanismos de apoptosis [63] que
se refieren a los cambios morfoldgicos gque se pueden presentar en la
- célula ¥y que culminan con su muerte [70, 71]. Este proceso tiene un
papel importante en la homeostasis de un tejido. Se puede presentar
la apoptosis en la embriogénesis, en celulas sujetas a recambio,
metamorfosis, involucién del seno lactante y en células cuyo ADN ha
sido danado por agenies fisicos, gquimicos o bioldgicos [72,73).
También en las células tumorales que responden al tratamiento
guimiocterapéutico [74] se ha observado que, bajo ciertas condiciones,
las meleculas de clase | del complejo principal de histocompatibitidad
conducen a apoptosis a células B en linfomas humaﬁos [75]. La
apoptosis comprende eventos que fundamentaimente difieren de la
muerte celular degenerativa o necrosis [76]. Basades en su
morfologia, biocquimica e incidencia, fa apoptosis se puede presentar
en una sola célula y no estd asociada a inflamacion, posiblemente
porque los restos (Cuerpos apoptoticas, nombre dado por Kerr) son
fagocitados inmediatamente por las células aledafias no dando lugar a
la inflamacion; en cambio, la necrosis abarca un grupo de células para

morir ¥ si va acompafada de inflamacidn ocasionada por motéculas
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quimiotacticas liberadas al romperse la celula y se infiltran en el tejido
activando a macrafagos y linfocitos [77]. Existen mecanismos de inicio
que deben ser especificos al tipc de dafio en la celula y que van a
inducir la activacién de genes necesarios para inducir a fa célula a
apoptosis o a necresis. La apeptosis puede ser inducida por una gran
cantidad de factores y asi la célula que entra en apoplosis
rapidamente se estrecha, pierden sus moléculas que [as contactan con
la células vecinas y de manera subsecuente se presenta
condensacion de la cromatina, empacandose en masas pequefas en
la membrana nuclear; fragmentacién del ADN nuclear, cada vez mas
pequefios de 150 pb y fragmentos oligonucleosomales; degradacion
de {as moléculas clave del citoplasma, formacién de vesiculas
citoplasmicas que incluyen vesiculas nucleares, mitocaondrias y otros
organelos [78], formandcse los cuerpos apoptdticos que son
fagocitados inmediatamente por las células aledarias y macréfagos
[75], posiblemente por molécuias de fosfatidilserina activadoras de la
fagocitosis que se acumulan en |a superficie celular [79]. Tal parece
que tode io anterfor tiene una funcidn protectora para brevenfr a

transferencia de material genético activo a las células vecinas.

1.3 CASPASAS

Las caspasas pertenecen a una familia de cistein-proteasas activas,
que realizan la degradacién de mcléculas clave de la célula para
culminar en apoptosis, la cual se lleva a cabo al activarse los lamados
receptores de muerte de la superficie celular [80]. Cuando los
receptores de muerte son reconocides por ligandos especificos,

incluyendo moléculas quimioterapeuticas, entonces se transmite la

Ancrecedanles 1o



Efecto de la cumarina v 7O[lcumaring eo la expresion del pneogén K-ras ¥ gengs Bel-2 y Bax
L e '

sefial al citoplasma a través de moléculas Ilamadas_ duﬁinios de
muerte y se forma el complejo de sefializacién inductora de muerte o -~
DISC (del inglés: death inducing signaling complex) [81], que permite
lz activacion de las procaspasas a caspasas para realizar su funcidn
[81]. e conocen 10 caspasas que pueden estar reguladas por los
productos de los oncogenes de [a familia Bel-2, como bel-2 y bel-X
(antiapoptatico} [82] y Bax, Bad y Bid (proapoptdtico) [83]. Otras
prateinas inhibidoras de la apoptosis son las 1APs, que junto con bel-2
bloguean la acfividad de las caspasas [84]. Bax, Bad, Bid Bak
favorecen ia apoptosis porque forman poros especificos en la
mitocondria facilitando la salida del citocromo ¢ [83, 84] para activar,
junto con ATP vy Apaf-1 a la procaspasa-9 a caspasa-9 iniciadora, que
a su vez activa a la caspasa-3 efectora inicidndose la cascada de .
caspasas inductoras de apoptosis [85].

En el campo de los tumores malignos es necesaric conocer !as_
anormalidades moleculares, las aiteraciones cromosomales vy la
pioguimica del metabolismo de la ¢élula norma! v tumoral para el -

tratamiento de los tumores cancerigenos.

1.4 CANCER DE PULMON

El cancer pulmeonar s una neoplasia que se desarrolla en las células
basales toli potenciales del epitelic bronguial, es la respuesta de fa
célula puimonar a la exposicién prolongada a un agente cancerigsno.
Los principales factores de riesgo son: el humo del tabaco o de lefia
en personas activas y pasivas que presenten susceptibilidad y/o
predisposicidn, aunque no necesariamente para desarrollar un tumor
maligne [86]; la contaminacion atmosférica, muy relacicnada con la
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actividad del hombre y su progrese, producida per las emanaciones de
las industrias y de los motores de combustidn; las minas de asbesto v
su industrializacién; el factor genético; la edad; [as infecciones virales
{VIH).

El céncer pulmonar es un problema de salud pablica a nivel mundiai,
como lo demuestran fas estadisticas de otros paises [87]. Se sabe que
en México [a 2% causa de muerte la ocupan los tumores malignos. Esto
fue dado a conocer por fas estadisticas del Registre Histopatologico de
Neoplasias en México (1999-2001) de |la Secretaria de Salud [88]. Del
total de los cascs, los tumores de traquea, bronguios y pulmén
ocuparon el 2° lugar en muertes (12.38 %), siendo responsable de
27,310 defunciones registradas en Mexico en ese ftrienio. Con
respecto a la incidencia del cancer pulmonar por entidad federativa se
observo que el centro y norte de la Repablica registraron los mas altos
porcentajes en comparacién con los estados del sur. No es facil el
diagnéstico temprano de la enfermedad porgue no se han identificado
marcadores bioquimicos con la suficiente sensibilidad, especificidad y
facilidad en la obtencién de la muestra y cuande se llega a identificar,
puede considerarse un hallazgo porque en sus etapas tempranas es
practicamente asintomatico. En etapas mas avanzadas el 70 % de los
casos presenta metastasis a ganglios linfaticos y a distancia; los
sintomas que se presentan estan de acuerde con |a localizacion del
tumor en el pulmén, ya sea central o periférico [89]. La respuesta a la
terapia es pobre, por esta razén se cuestiona si dicha terapia ofrece
beneficios reales para el enfermo en el tiempo de sobrevida, gue
puede variar de meses a ocho afios con una calidad de vida pobre
[80]. Es necesaric conecer la biclogia de 1a enfermedad y las
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anormalidades en la patogenia del cancer pulmonar [91] que
-permitan su diagnéstico temprano para aplicar el tratamiento mas
adecuado, considerando que se carece de un modelo de orden
cronolégico en la deteccion de los primeros sintomas, gue ayuden a
identificar las alteracionegs molecuiares iniciales. Se sabe gue en el
cancer pulmonar se alteran diversos protooncogenes para convertirse
en oncogenes y también se presentan mutaciones en genes
suprescres tumorales, translocaciones cromesomales, polimorfismo [S,
10], cambios epigenéticos {8, 17], activacion anormal de la telomerasa,
pérdida de alelos, siendo mas frecuente en el cromosoma 3p [92], 54,
8p. Op [93, 4], 17p [64], favoreciendo el progreso def tumor maligno.

De acuerdo con la clasificacion de cancer de pulmoén publicada por la
Organizacidon Mundial de la Salud (CMS), se consideran cuatro tipos
de cancer pulmonar mas frecuentes: carcinoma de células escamosas
{carcinoma epidermoide), adenocarcinoma, carcinoma de células
grandes y carcinoma de células peguefias (células de avena) El
porcentaje de respuesta de estos tipos de negplasias pulmonares a la
quimiocterapia combinada es muy baje {90, 8951, agravandose el
padecimiento por la liberacién de células metastasicas [41, 96]. En la
patogenia del cancer pulmenar humane tiene prioridad determinar las
anormalidades moleculares para ser consideradas en el desarrollo de
nuevos farmacos que sean toxicos para las células tumoraies y poco
agresivos para las células normales.

En este proyecta se pretende estudiar el efecto en la expresion de los
oncogenes K-ras. Bel-2 y Bax por la actividad anticancerigena y
antimetastasica de unas moléculas de origen vegetal llamadas

cumarina ¥ 70H-cumarina, que se estudian en las des lineas celulares
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de cancer pulmeonar humano mas frecuentes en México: A427
(adenocarcinoma) y Calu-1 (carcinoma epidermoide} con una
frecuencia de 404 % y 38.4% respectivamente y asi contribuir a la
identificacion del mecanismo de accidon antineoplasica de estos

compuestos quimicos en el fratamiento del cancer pulmanay humano,

1.5 CUMARINAS

En |a naturaleza las cumarinas san sintetizadas por mas de 800
especies de vegetales verdes de las familias Orquidaceae vy
Moraceas, a esta (itima pertenecen; Gramineae, Leguminosae,
Rosaseae, Umbelliferae. La cumarina se encuenhtra en
monocotiledéneas y dicotileddneas en cantidades apreciables,
también en aceites esencizles como el aceite de acacia, aceite de
lavanda, trébol dulce, en el heno y a ella debe su olor. Puede
encontrarse libre o como heterdsido tanto en el tronco, ta!lb, hojas,
flores, fruto, semillas, en las plantas de forraje [97]. Se dice que en los
vegetales actla como repelente de insectos e inhibe el crecimiento y
la esporutacién de hongos. Fue aislada por primera vez por Vogel en
1822 del haba de tonka, Dipterix adorata, Guibour la bautizd con &l
nombre de Cumarina y fue sintetizada por Perkin en 1868 Se
encuentra como un compiejo brillante, conjugado a azlcares y acidos.
Se han aislado y caracterizade mas de 1300 cumarinas,
principalmente de plantas verdes [98]. La sintetizan algunos
microorganismos  del género Sireptomyses vy . Aspergillus, la
novabiocina es un derivado de {a cumarina [99].
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a. Cuadro 3. USOS DE LAS CUMARINAS

<En la industria

Cumarina Industria de alimentos, dulcificante
y aditivo. Industria del tabaco
como aromatizante y fijador.
Perfumeria como fijador [100]

Warfarina Raticida [101]

4-metilumbeliferona

Propiedad fluorescente [102]

3-acetil-4-metil-7-amino  cumarina,

7-amino-4-metil cumarina

Marcador fluorescente, dosificador|
en espectrofotometria de nitrilos
[103]

B-metilcurmarina

i

Filtros solares [104]

7-hidroxicumarina

Filtros solares {104]

“En medicina

'Cumarina Disminuye la fragilidad vy |la permabilidad capifar
[105], anticancerigeno vy antimetastasico [108],
antiinflamatorio [107]

Warfarina Anticoagulante oral {108]

| 7-hidroxicumarina | Anticancerigeno y antimetastasico [106]

v 1a industria de los alimentos como sazonador en combinacion con

Iz vainillina,

En perfumeria tanto por su olor fragante y dulce como fijador, porque

aumenta el olor de los aceites esenciales, siendo mas utilizada la 3, 4-

dihidroxicurnarina y 6-metil-cumarina por el El Dispensatory of the
United Status Part 1, 25th edn {1855). La 70OH-cumarina se usa en
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cremas como protector del sol. Por su aspecto brillante se utiliza en -
maguillajes y rubores.

*En el electroplatinado, porque reduce la porosidad e incrementa la
brillantez de varios depdsitos de metales como el niguel.

£n laboratorios quimicos la 7OH-cumarina, 7-amino-4-metil-cumarina
y la 4-metil-lumbeliferona se utilizan como substrato de enzimas
fiuorigénicas. El amino-metil-cumarina-acido acético se utiliza como
etiguetado fluorescente para marcar anticuerpos y lectinas. En &l heno
s& encuentra principalmente 40H-cumarina, que €s un precurser del
dicumarel vy la warfarina, que es un antagonista de la vitamina K (84),
La warfarina es un farmaco usado para prevenir la formacion de
trombos y es el anticoagulante oral que se prescribe con mayor
frecuencia [108].

b. ESTRUCTURA DE LA CUMARINA.

La estructura quimica de la cumarina muestra estar formada por un
anillo bencénico unido a una g-pirona, la cual es un anillo heterociclico
de 6 miembros: un atomo de oxigeno en la posicion alfa y 5 atomos de
carbono con orbitales sp2, es {a 1,2-benzopirona v se le puede
considerar como la lactona del acido fenil propendico ¢ cumarina [89] v
el ortohidroxi-fenii-propendico o 7OH-curarina. La cumarina tiene
higrégenos sustituibles por otros radicales y asi en la naturaleza se
gncuentran numerosos derivados de la cumarina con diversas

propiedades que son utifizadas por diferentes industrias.
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c. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DE LA CUMARINA.

La cumarina tiene un peso molecular de 146,13, su aspecto es de
placas pequenas, brillantes, incoloras, olor agradable caracteristico,
con un maximo de absorcidn en luz UV a 272 nm en cloroformo;
saluble en etanol, cloroformo y aceites, parcialmente soluble en agua
hirviente [109].

d. METABOLISMO DE LA CUMARINA EN EL HUMANO,

El metabolisme de la cumarina va a depender de la especie que la
recibe [110]. La vida media de la cumarina tiene una duracién
alrededor de hora y media, sea cual fuere ia via de entrada {oral,
intravenosa, inframuscular o topica) [111]. La cumarina al entrar en el
organisme humang sufre biotransformacion, que se realiza en el
higado interviniende la isoferma CYP 2A8 del citocromo pd450. Esta
enzima cataliza la hidroxilacidn del carbone 7 de la cumarina
cbteniéndose el metabolito 70H-cumarina [112], en segquida interviene
otra enzima, la glucuroniltransferasa para obtenerse otre metabolito el
70H-cumaringiucurénide. Estos metabolitos, a través de! torrente
sanguineo son transportados a diferentes tejidos vy érganos del cuerpo
humano donde presenta predileccion por células epiteliales, actuando
principalmente en piel, rifion, préstata y pulmén; por lo tantg al
encontrarse en la sangre se filtra y se elimina por orina y heces fecales
[113, 114], donde se monitorea para determinar las concentraciones
de los metabolitos eiiminados a diferentes tiempos después de su
administracion [115]. Se han realizado experimentos con humanos
sanos [116], para valorar la manifestacién de efectos colaterales a

concentraciones de 2 a 3 gramos diarios, siendo negativos |os
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resuttados {117, 118]. Se sabe que |as cumarinas activan la respuesta
inmune celular del enfermo y ademas, actuan directamente sobre la
célula maligna reduciendo el tamanc del tumor; esto refleja ias
concentraciones relativamente altas de las cumarinas en los
experimentos para obtener una respuesta bicldgica in w’vﬁ- e in vitro.
Las concentraciones altas de la cumarina en los cultivos va a originar
un gradiente de difusion entre el exterior y el interior de la celula
estableciendo un manejo de fuerzas que favorecen la entrada de las
cumafinas a la celula tumoral, €sta parece estar mediada por
estructuras de superficie de composicion fosfolipidica, uniéndose en
forma inespecifica a receptores de membrana activandoles. Una vez
que llega la cumarina a la cara interna de la membrana celular se
considera que acta como un primer mensajero, activando a segundos
mensajeros en una forma similar a la transduccion de sefiales inducida
por los lipopelisacaridos (LPS). En la célula tumoral hay pml.iferacién
celular constante debido a que K-ras pierde su actividad de GTPasa
quedando en su forma activa {GTP-ras) constantemente y ef complejo
GAP no puede hidrolizar a GTP v reducirlo a GDP. En esfa via de
transduccién de senales se realiza €l rompimiento del fosfatidilinositol- -
4 5-difosfatc por la fosfolipasa C-f acoplada a la proteina G
(llevandose a cabo este mecanismo tanto en la ¢célula normal como en
la tumoral}, pero en los cultivos de células tumorales con las drogas
aqui estudiadas etiquetadas radiactivamente se ha observado que, al
llegar la cumarina a la cara interna de la membrana celular cierra ese
circuito operacional porgue la cumarina se acopla a la proteina G
impidiendo la transduccion de sefiales al nacleo y por lo tanto
inhibiendo la proliferacién celular [119, 120].
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Algunos autores han reportado que la cumarina carece de efectos
citotdxicos [121], otros describen efectos citostaticos moderados [122].
También se reporté que la cumarina y la 7OH-cumarina tienen efectos
citostaticos reversibles en 14 lineas celulares humanas [123], para o
cual realizaron mediciones cada 48 hrs. durante una semana,
empleando concentraciones de 500 ug/ml y se llegd a la conclusion de
que el efecto de la cumarina es dependiente de la concentracion y del
tiempo de exposicion. Marshall y colaboradores concluyeron que la
concentracian inhibitoria 50 (Clsg} era de 250 a 300 pg/ml.

e, FARMACOLOGIA DE LA CUMARINA,

La cumarina y sus derivadgs tienen propiedades antinflamatorias no
esteroide, antialérgicas, anticoagulantes. Se utilizan en &l tralamiento
del linfedema, infecciocnes cronicas, descrdenes del sistema inmune y
cancer. Sus propiedades anticancerigenas se consideran un hallazgo
al usar derivados de la cumarina con propiedades anticoaguiantes en
pacientes que ademas sufrian de algun tumor maiigno, donde se
observé una reduccidn en el tamafio del tumor vy en la formacion de
metastasis {124]. Tambien se vio que la warfarina incrementa la
actividad fagocitica de los macrofagos airededor del tumor y el
reclutamiento de polimorfonucleares en esos sitios. Estudios
realizados con la YOH-cumarina mosiraron que inhibe la divisién
celular en a fase Go/Gq y por lo tanto la proliferacidn [125]. La terapia
con cumarina actia en dos formas: inhibiendo el crecimiento de
algunas celulas tumorales y estimuiando componentes de ia respﬂesta
inmune contra el tumor por incrementar la liberacién de la interleucina-

1 (IL-1} de células mononucieares humanas [126]. Y también por su
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interaccion con células kifler (NK) y en la funcion de los monocitos
[127]. Asi la cumarina y la 7CH-cumarina son capaces de inhibir el
crecimiento de un nimero de células tumorales de distinto origen de
una@ manera dependiente de tiempo y concentracidn por modulacion
del ciclo celular [128-13C], también per inhibicion de la pol(ADP-
ribesa}-polimerasa [131]. Se ha observado que la cumarina y la 7OH-
cumarina inhiben el crecimiento de células tumorales de pulmén. La
70H-cumarina  tiene  aclividad  quimiopreventiva en  Ia
hepatocarcinogénesis inducida por la aftatoxina B+ en ratas, debido a
que esta droga incrementa la expresidn de enzimas de destoxificacién
como la aflatoxina Bs-aldehide reductasa, de |a glutation S-transferasa
subunidades A5 y P1, de |2 oxidoreductasa NAD{P)H.quinona [132].
Es necesario conccer los mecanismos y factores que intervienen en
tratamientos con agentes farmacocidgices, por ejemplo de las
cumarinas, que de manera selectiva ataquen a las células malignas y
sgdh poco agresivos para las células normales, asi como Ia
identificacidn de biomarcadores o moléculas especificas en fase
temprana para realizar el diagndstico precoz de esta e'nfermedad
[133].
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2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia del oncogén K-ras y los genes Bel-2 v Bax en
las lineas celulares A427 y Calu-1, antes y después del tratamiento
con las drogas agul estudiadas, para conccer la respuesta de las
células tumorales en lo referente a la expresidon de estos genes

expuestos a las cumarinas.

OBJETIVQ PARTICULAR

Observar por micrgscopia optica si se producen cambios morfolégicos
celulares de las lineas A427 y Calu-1 al ser cuitivadas con los
compuestos cumatinicos y si estos compuestos inducen inhibicién de
la proliferacién celular y si coinciden con las alteraciones en la

expresion de los genas y sus praductos genicos aqul estudiados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LINEAS CELULARES

Se utilizaron dos lineas celulares de cancer puimonar humano:

Linea celular Ad27, es un adengcarcinoma, obtenido de la American
Type Culture Collection (ATCC Rockville, MD, USA), aislado de un
tumor de localizacion periférica de bronquio segmentado humano.
Linea celular Caiu-1, es un carcinema epidermoide obtenido de ATCC
y aislado de un tumor central en bronguio principal.

Como controles positives se utilizaron: la linea SW480 aislada de
colon humano, expresa al oncogén K-ras; la linea celular Hela
aislada de cancer de cervix humano, expresa al oncogén Bax: bel-2 es
expresado por linfocitos T humanes, aislados de sangre periférica, la
cual fue pbtenida de persona sana, realizandose una puncion venosa
de! pliegue anterior del braze. EI gen bcl-2 es constitutivo de fos

linfocitos

3.2 SINTESIS, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA 7OH-
CUMARINA

La 70OH-cumarina fue sintetizada utilizando la reaccidn de
Knoevenagel [134]), 2 4-dihidroxibenzaldehide vy dietil malonato,
seguida por hidrélisis con 4cido suifdrico concentrado vy su
descarboxilacidn para obtener un sélido el cual fue cristalizado con
una solucidn acuosa de etanct al 20%, obteniéndose cristales blancos.
Esto fue realizado por ef grupo de la doctora Elvira Santos y el
maestro Fernande Ledn en la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.
Se purificd mediante Cromatografia Liquida de alta Eficiencia (HRLC),
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y se caracterizd por espectroscopia, Infrarrojo (IR} y Resonancia
Magnética Nuclear (RMN). Peso moleculfar de la cumarina, 146 y de su
derivado 7OH-cumarina, 162. Fig. 1 A, muestra la estructura quimica
de la cumarina y la 70H-cumarina. B, E! espectro de la VOH-cumarina,
las flechas indican los valores de los sitios caracteristicos de la 70H-
cumarina. C, determinacién del *C-DMSO y en D def protén de 70H-
cumarina 'H-DMSO, que se realizaron para comprobar pureza de la
7CH-cumarina.

La estructura de la cumarina muestra que pertenece al grupo de las
benzo-g-pironas, también se le considera la lactona del acido orto-
hidroxifenil propenocico. Consiste de un anillo bencénico unido a una -
pirona, la cual esta formada por un anitlo heterociclico de 8 miembras
con un atoma de oxigeno y cince atomos de carbono con crbitales sp®.
La molécula tiene hidrogencs gque pueden ser sustituidos por
diferentes radicales, tanto en forma natural por ¢l vegetal como en

forma sintética, los que le confieren distintas propiedades.

3.3 DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE LAS
CUMARINAS UTILIZADAS EN ESTA TESIS

Fig. 2. Células viables de las lineas A427 cultivadas en RPMI 1640,
suplementado al 10% con suero fetal bovino, incubadas durante 24
hrs. a 37°C, 5% de CO, y atmodsfera humidificante, con las siguientes
condiciones: 2A) células sin tratamiento; 2B) células tratadas con
etanol al 1.2% (vfv) (disalvente), celulas tratadas con cumarina a ias
siguientes diluciones; 2C)1.0; 2D) 0.5; 2E) 0.25; 2F) 0.125 mM.
Fig, 3. Células viables de la linea A427 cultivadas en RPMI 1640,
suplementado al 10% con suero fetai boving, incubadas durante 24
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hrs. a 37°C, 5% de CO; y atmésfera humidificante, con las siguientes
condiciones. 3A) células sin tratamiento; 3B) c¢élulas tratadas con
etanocl al 1.5% (v/v) (disolvente); células tratadas con 7OH-cumarina a
las siguientes diluciones: 3C) 1.0; 3D)0.5, 3E)0.25 3F)0.125mM
Fig. 4. Células viables de la linea Calu-1 cultivadas en ﬁPMI 1640,
suplementado al 10% con suero fetal bovino, incubadas durante 24
hrs. a 37°C, 5% de CQO, y atmésfera humidificante, con las siguientes
condiciones: 4A) células sin tratzmiento;, 4B) células tratadas con
etanol al 1.5% {v/v) (disolvente); células tratadas con cumarina a las
siguientes diluciones: 4C) 1.0; 4D} 0.5; 4E)0.25;, 4F)0.125 mM.
Fig. 5, Células viables de la linea Calu-1 cultivadas en RPMI 1640,
suplementado al 10% con suero fetal boving, incubadas durante 24
hrs. @ 37°C, 5% de CO, y atmodsfera humidificante, con las siguientes
condiciones: 5A) células sin tratamiento; 5B) células tratadas con
etanol al 1.5% (vfv) {disclvente); células tratadas con 70H-cumarina a
las siguientes diluciones: 5C} 1.0; 5D) 0,5; 5E) 0.25; 5F) 0.125 mM.
A cada unc de los cultivos realizades se tomd fotografia a 200X de
amplificacién con una camara Niken y un microscopio invertide Nikon
(Nikon H-11l Power, FDX-35}.

3.4 CULTIVOS CELULARES CON CUMARINAS 1.0 mM

Como se demostré en el inciso 3.3 que la dosis toxica de la cumarina y
de la 7OH-cumarina fue de 1.0 Mm y con la finalidad de corroborar y
comparar estos resultados se realizaron los cultivos de la linea A427,
Fig. 6. con las siguientes condiciones: BA) células sin tratamiento: 68)
ceélulas tratadas con etanol ai 1.5% (v/v} (disclvente);, 6C) células
tratadas con cumarina 1.0 mM; 6D) células tratadas con 70H-
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cumarina 1.0 mM. Para los cultivos de la linea Calu-1, Fig. 7, se
utilizaron las siguientes condiciones: 7A) células sin tratamiento; 7B8)
células tratadas con etanot al 1,5% (viv) (discivente); 7C} células
tratadas con cumarina 1.0 mM; 7D) célutas tratadas con 7OH-
cumarina 1.0 mM y cultivadas durante 24 hrs., para obtener, de estos
cultivos [os lisados celulares, de donde se extrasran los ARN vy
proteinas totales e identificar en ellos los oncogenes por RT-PCR y las
oncoproteinas por Western blot que se estudian en este trabajo. Todos
estos cultivos se realizaren en la siguiente forma: las lineas celulares
se cuitivaron en 10 m! de RPMI 1840 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL
CQ, St Louis MO.9 suplementade al 10 % con suero fetal bovino
{Gibco BRL, Life Technologies, Inc. P.O.; Box 6482, 9800 Medical
Center Drive, Mariland. USA), se incubaron a 37°C, 5 % de CO, ¥
atmdésfera humidificante, en botellas para cultive NUNC de 75 ml
(International Corporation. NALGE NUNC, 2000 North Aurora Road
Napervill IL 6056 3 1786. USA), hasta 80-90% de confluencia, se
separaron las células del plastico de la botella utilizando 4 ml de
tripsina al 0.25 %, se centrifugaron a 3000 rpm y el paquete celular se
lavé dos veces con RPMI 1840, se resuspendieron en 5 mi de RPMI
1640 suplementado con suero fetal bovino, Se determiné su viabilidad
con azul Tripan y se contaron tas células viables en ta siguiente forma:
80 ul de RPMI 1640 mas 10 pl de azul Tripan y 10 pl de la suspension
homogénea de las células cultivadas, se mezcld muy bien y de esto se
midieron 10 ul para colocarlos en la camara de Newbauer, donde se
contaran las cuatro cuadriculas para globulos blancos y se
promediarcn para cbtener una cifra 1a gue se multiplicé per 10 y por 10

000 para obtener el nimero de células tumocrales por. ml de la
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suspension y determinar gué volumen de 'a suspensidén celular
contiene 1 X 107 células viables, que se deben agregar por botella de
cultivo NUNC c¢on 10 ml de RPMI 1640 suplementado con 10 % de
suero fetal bovino, se incubarcn a 37°C y 5 % de CO, y atmosfera
humidificante durante 3 hrs., en seguida se adicionaron a uno de los
cultivos de la linea celular A427 y a uno de los cultivos de Calu-1 el
etanol al 1.5% (v/v} (disolvente y control); a otro cultivo, la cumarina
{PFM 146) a la concentracion 1.0 mM o 70H-cumarina {FM 182) a la
concentracion de 1.0 mM, disueltas en etanol absoluto y esterilizadas
por filtros Millipore de 0.22 nm {Millipore Corporation Bedford. MA
01730) y ademas una botella de cultivo de A427 y otra con Calu-1 sin
tratamiento. Todos estos cultives fueron incubados durante 24 hrs. con
las mismas condiciones ya indicadas. De estos cultivos se tomg
fotografia a 200X de amplificacion utiizando una camara Nikon y un
microscopio invertido Nikon. Los controles positivos (SW480 y Hela)
se cuitivaron de la misma manera pero sin agregar las cumarinas. Los
linfocitos se obtuvieron por puncion venosa, la cual se traté con
heparina (SIGMA CHEMICAL CO. St Louis MO}, 10 U/ml de sangre.
se diluyd con un volumen iguai de RPM! y se estratificaron 8 ml de
sangre diluida en 4 ml de Ficoll-Hypaque {(Pharmacia Biotech.
Uppsala, Sweden), centrifugando a 1500 rpm, 10 min., para separar
los linfocites y tavarlos con RPMI. Se ajustaren las cuentas a 2X10°
celulas/ml, se obtuvieran los lisados celulares que se utilizaron como
control positive para bel-2.
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3.5 ENSAYO COLORIMETRICO DEL MTT
MTT [135). Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2—il)-2, 5-difenil-tetrazolium) .
(Sigma). Es un ensayo colorimétrico de reduccidon para medir
sobrevivencia y/o proliferacion c¢elular. Se utilizé una placa de
microtitulacién  (NUNC), colocando 2X10" células/pozo de la linea
Ad427 y otra placa para Calu-1, a cada pozo se le agregaron 100 pi de
RPMI suplementado y se realizé por triplicado, se incubaron a 37 °C,
5% de COQO, atmobsfera humidificante, durante 3 hrs., enseguida se
obtuvieron: celulas sin tratar, células tratadas con etancl al 1,5% (v/v)
(disolvente), cumarina 1.0 mM o 70H-cumarina 1.0 mM, incubéndose
durante 24 hrs. en atmoésfera humidificante, 37 °C y 5% CO,,
enseguida se afiadiercn 20 ul/pozo de una solucidn estérii de MTT {5
mg/ml de PBS). Se incubaron las placas por 4 his. en ias mismas
condiciones anteriores, se elimind el sobrenadante totalmente y se
agregaron 100 ul/pozo de dimetil sulfoxide (DMSO, SIGMA), agitando
la placa por 10 minutos, para disolver los cristales de formaza'_n'
obtenidos por reduccién del MTT debido al metabolisme celular y su .
absorbencia se midié en un lector de ELISA a 570 nm. Los efectos de
las cumarinas dentro de la célula tumoral se explican en las Figuras 8
y 9 [156]. Las pruebas de los MTTs se realizaron por triplicado en {res
experimentos separados. Las lecturas obtenidas se sometieron al
pragrama STAT GRAFIC computarizado para determinar los valeres
de la probabilidad {p) vy las diferencias significativas estadisticamente
del control (*). El porcentaje de inhibicidn del crecimiento celular {(IC%),
se estimd para cada droga despusgs de su incubacién por 24 h, Tablal

y Grafica 1y se calculé con la siguiente formuia;
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IC% = {{1-valor de las células tratadas con cumarinas/valor de [as
células tratadas con disclvente )X100]

3.6 OBTENCION DE LOS LISADOS CELULARES.

Al terminar el tiempeo indicado para los cultivos del inciso 34 se
cosecharon las células y se obtuvieron los lisados celulares para
extraer de ellos las proteinas y los ARN totales. Aungque en esta
extraccion de proteinas rno corresponde en tiempo real a los ARNs, sl
estan muy Cercanos a estos tiempos porque se extrajeron de! mismeo
cultivo (el ARN obtenido no se ha traducido en proteinas y las
nroteinas aciuales corresponden a! ARN del ciclo anterior}, pero se
realizaron los experimentos con el ARN obtenide para demostrar con
los oligonucledtidos especificos, sentido y antisentido, que los
oncogenes de K-ras, bcl-2 y Bax si se expresan en |as lineas celulares
A427 y Calu-1, antes y despuées del tratamiento con las drogas y que
sus productos génicos son identificades con los  anticuerpos
monoclonales especificos para cada una de las oncoproteinas.
Determinandc st ios oncogenes y las proteinas alteran su expresion al

ser cultivadas ias células con las drogas en estudio.

3.7 EXTRACCION DEL ARN Y LAS PROTEINAS TOTALES
Extraccidn: una vez que ilegd a término el tiempo de cultivo de las
celutas en la botella NUNC se elimind el sobrenadante, lavando con
PBS esténl para eliminar el resto del medio de cultivo y enseguida se
obtuvieren los lisados celulares utilizando el reactivo TRIlzg, (Life
Technologies GIBCO BRL) para extraer el ARN total {138] y las
proteinas totales [137], siguiendo e! protacolo del fabricante.
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Extraccion del ARN y determinacién de su concentracion: se
adicionan 3 ml del reactivo TRIzg, a la botella de cultivo y se mantiene
asi por 5 min. o hasta que todas las ¢élulas hallan completado su lisis.
Acto seguido se coloca 1 mitubo ependorf, se agitan fueriemente en
vortex hasta homogenizar todas las particulas en suspension y se
agregan 0.2 ml de cloroformo por ml del reactive TRz, se mezcla, se
esperan 5 min. y se centrifuga a 12 000 rpm, 10 minutos. Con este
procedimientc se cobtienen dos capas, se separa la capa superior
acuosa e incolora, que lleva el ARN total, colocandola en un tubo
ependorf [136, 137], se agrega igual volumen de isopropancl, se
mezcla y se mantiene a -20°C, 30 min. Se centrifuga a 12000 rpm y €l
botén formado se lava con etanct al 70%, se centrifuga a 8000 rpm,
se decanta y se deja evaporar &l etancl, el ARN se disuelve en 20 ul
de aqua-DEPC y se guarda a —20°C hasta su uso. La concentracion
del ARN se midid obteniendo la densidad dptica a 260 nm, se
multiplicd por el factor para ARN, que es 40 y se multiplicé por la
dilucion realizada, obteniéndose pg/ul de ARN. La pureza de los
ribosomales de 28 y 18 s de cada ARN total se comprobé en geles de
agarosa al 1% en condiciones reductoras, Fig 11 A.

Extraccion de las proteinas y determinacién de su concentracion:
se utiliza la capa intermedia y la inferior colorida de fenol-cloroformo
que se obtuvo después de |a extraccion del ARN y que ahora lleva
ADN vy proteinas. El ADN se elimina agregando 300 p! de etano!
absoluto por ml de TRIzp., se agita y se centrifuga a 8000 rpm, 10 min.
El sobrenadante (libre de ADN), se trata con 1.5 ml de isopropanoi por
cada ml de TRlyn que se utilizd inicialmente, esperar 30 min. ¥
centrifugar a 12 000 rpm, 10 min., separar €l sobrenadante y el botaon,
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que lleva las proteinas totales, se lava 3 veces con 3 ml de una
solucion de clorhidrato de guanidina 0.3 M en etanol al 85 %, y por
uitime un lavado con etanol absoluto, centrifugando cada lavado a
4000 rpm, 5 min. Se secan las proteinas al vacio por 10 min. y se
disuelven en SDS al 1 %, guardandotas a —20°C hasta su analisis. La
concentracion de las proteinas totales se determind con la técnica de
Lowry modificada por Peterson [138]. Ver apéndice B.

Se realiza 1a curva estandar con albimina sérica bovina (BCA) 1 mg
por mi de agua destilada estéril.

Procedimiento: 10 ul de la muestra de proteina, mas 0.1 ml de DOC al
0.15 %, agitar e incubar 10 min., agregar 0.1 ml de TCA al 72 %,
mezclar por vortex y centrifugar a 6000 rpm, 15 min., decantar y el
botdn resuspenderlo en 0.5 ml de agua destilada, anadir 0.2 ml del
reactivo A, mezclar e incubar 10 minutos, adicionar 0.1 ml del reactivo
B, agitar en vortex, esperar 30 min. y leer en el espectrofotémetro a
750 nm. Se leen la curva estandar y enseguida las muestras de
proteinas.

Para saber si las concentraciones de las proteinas se determinaron
correctamente, se realizo una electroforesis en geles de acrilamida al
10 % en condiciones reductoras, colocando 30 pl de proteina por pozo
y utilizando marcadores de pesos moleculares, 15 ul/pozo (The Bench
Mark Prestained Protein Ladder, 10-180 kDa, Accesclab). Al terminar
la electroforesis el gel se tifd con azul Coomassi por una hora y se
destind con acido acético al 10 % hasta que se observaron las bandas

tefiidas en el gel incoloro.

Materiales ¥ Mélndos 1%



Ffecte de la cumaring ¥ 7OHcumaring en la expresion ded oncogdn K-ras v genes Bel-2 y Bax
A

Una vez que se observo que las concentraciones de las proteinas eran
correctas se procedié a realizar los Western blots correspondientas

para identificar 'as proteinas de interés.

3.8 IDENTIFICACION DEL ONCOGEN K-ras Y LOS GENES Bcl-2 y
Bax OBTENIDOS POR RTPCR Y DE LAS CORRESPONDIENTES
PROTEINAS POR Western blot.

Western blotting. Se realizaron electroforesis en geles al 10 % de
actilamida-SDS [138)], colocando 30 ng/pozo de proteina de las lineas
A427 o Calu-1 cuitivadas con las siguientes condiciones: proteinas de
linea celular sin tratamiento, tratadas con: etancl al 1.5 %, ¢umarina
1.0 mM o 70H-cumarina 1.0 mM. Terminadas las electroforesis los
geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa optimizadas para
proteina {Hybond-C, Amersham Life Techneology). Cada membrana se
bloqued con PBS-BSA 3%-Tween-20 al 0.3% durante toda la noche,
enseguida se incubd una membrana con el anticuerpe cuya
oncoproteina se quiere identificar; utilizando para la proteina K-ras el
anticuerpc anti-K-ras, Clona Y 13-259 hecho en rata. Para la
oncoproteina bel-2 el anticuerpe anti-bel-2, Clona bel-2-100 hecho en
ratdén y para la onceproteina Bax el anticuerpo Clona 2D2 hecho en
raten, {ZIMED Laboratories, Inc. 458 Carlton Court South San
Francisco, CA 94080-2012. USA), También se utilizd el anticuerpo
anti-B-tubulina 4026, hecho en raton {SIGMA), que se utilizara comao
control de carga y para normalizar los valores obtenides de las
proteinas en estudio. Cada anticuerpo fue diluido 1:1000 en PBS-BSA-
Twg, incubado durante 3 hrs, El 2° anticuerpo que se utitizé fue, para

K-ras un anticuerpo anti-rata marcado con fosfatasa alcalina y diluido
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1:1000 en 20 ml de TBS (buffer-Tris-NaCL) mas 100 nl de Twyg diluido
al 10 %, incubande por una hora. Para bel-2, Bax y [}-iubulina se utilizd
un anticuerpe anti-ratén marcade con fosfatasa alcalina y se siguid el
mismo procedimientc que para K-ras. El desarrollador de color para
cada membrana se realizd disolviendo ¢.125% g de nitrg-azul de
tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indglil-fosfato toluidina (NBT/BCIP)
{Roche Diagnostics corporation Roche Molecular Biochemicals. 9115
Hague Road, P.O. Box 50414 Indianapolis IN 46250-0414. USA) en 10
ml de agua desilada esteril que se vierten sobre la membrana y se
mantiene en la oscuridad, observédndose cada 5 min. Cuando
aparecen las bandas definidas se termina la reaccién lavando la
membrana con agua destilada. Una vez seca la membrana se tomo
fotografia Fig. 10. La intensidad de las bandas se cuantificc por
densitometria de banda, con el programa RFLF (Scanalityc version
2.1, 1994, Scanalities, a division of CSPIMA, USA). Las densitometrias
de las bandas de K-ras, bcl-2 y Bax se normalizaron con respecto a
las densitometrias de las bandas de B-tubulina (valor de 1}, Tabia H.
Se realizaron 3 experimentos por separado y las lecturas normalizadas
se somelieron al programa STAT GRAFIC computarizado para
determinar los valores de la prcbabilidad {p) v las diferencias
significativas estadisticamente del controi (*), Tabla lIl.

Obtencion por RT de los cADNs del oncogen K-ras y los genes
bci-2 y Bax y su amplificacion por PCR.

RT. [140], se reafizd con un ug de ARN total v 100 pmoies del oligo
(dThs (Roche Molecutar Biochemical), incubandose a 65°C por 10
mm., inmediatamente se llevd a 4°C y se agregaren: ditiotreito] (DTT)
10 mM: mezcla de nucleétidos (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 1.0 Mm,
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enzima Transcriptasa Reversa (RT) 50 U, buffer 5X para RT 4 ul
(Roche Molecular Biochemical} y agua bidestilada estéril para un -
volumen total de 20 ul; se incubd a 42°C, 50 minutos, enseguida a
30°C, 10 minutos y se guardd a —-20°C hasta su ané!isié.

PCR, se realizé con: 2 pi del cADN cbtenido por RT; mezcla de
nucledtidos 0.2 mM); los oligos iniciadores sentido y antisentido 0.4 uM,
ADN polimerasa {Taq) 2.5 U en 20 pl; buffer 10X para PCR, 2 pb; Mg
Cl;, 1.5 mM; agua bidestilada estéril para un volumen total de 20 pl
Los cligonucledtidos iniciadores sentide y anti-sentido de los cADNs
en estudio fueron: para K-ras, iniciador sentide 5’ACT GAA TAT AAA
CTT GTG GTA GTT GGA CCT3’, antisentido 5'CTA TTG TTG GAT
CAT ATT CG3', que reconocen un fragmente de 106 pares de bases
[141]. Para bel-2, iniciador sentido 5’ACG ACT TCT CCC GCC GCT -
ACC 3°, antisentido 5TCT CCC GGT TGACGC TCT CCA3,
reconocen un fragmento de 192 pares de bases, [55]. Para Bax, el
oligo iniciador sentido 5°ATG GAC GGG TCC GGG GAGS,
antisentido S TCC AGT TCG TCC CCG AT3', reconoce un fragmento -
de 210 pares de bases. Para B-tubulina, iniciador sentide 5°'AGC CAT
ATG TTC TTG GCA3Z’, antisentido 5’AGT TGG CAG TCA ACA TGG
TC3', reconoce un fragmento de 420 pares de bases {142], (Custom
primer Gibco BRL Life Technologies).

La amplificacion se realizé en el termociclador (Gene Amp PCR
System 2400. Perkin Elmer), conoc¢iendo la TM de los iniciadores
sentido y antisentido para cada oncogen: K-ras, TM=64°C. bcl-2,
TM=68°C. Bax, TM=60°C; B-tubulina, TM=53°C. Condiciones de

temperatura: 95°C, 5 min.; y 30 ciclos de: desnaiuralizacion 95°C/30
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seg.; para la alineacion 58°C-62°C/30 seg., dependiendo de la TM de
cada oncogen; para la elongacion, 72°C/30 seg.; al final 72°C/5 min. y
enseguida 4°C, para luego guardarlo a -20° C hasta su andlisis.
Identificaciéon de los cADNs de K-ras, Becl-2 y Bax obtenidos por
PCR.

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 3% en TBE 1X,
colocando 8 pl/pozo de cada cADN amplificado; 2 pl/pozo de pesos
moleculares (DNA Molecular Weight Marker X1V, 100-1500 bp). El gel
se tifio con bromuro de etidio (1 mg/100 ml de agua bidest.) durante 30
seg. se destind con agua destilada por 30 min. y se observo en el
transiluminador (DyNA Light Dual Intensity UV Transilluminates,
Labnet). Se tomd fotografia con una camara Polaroid {(D5'34 GelCam
CAMERA SYSTEM. SIGMA), con pelicula polaroid tipo 567 {(Kodak).
Estos resultades solamente identifican al ecncogen K-ras (fragmento de
106 pares de bases); los genes bcl-2 (fragmento de 196 pb); vy de Bax
(fragmento de 210 pb), B-tubulina (fragmento de 420 pb) (control de
carga), como se demuestra en la Fig, 11 B. En esta forma se
comprueba la existencia del oncogén K-ras y de los genes Bcl-2 y Bax
en las dos lineas celulares A427 y Calu-1 antes del tratamiento con la
cumarina y la 7OH-cumarina y las alteraciones que se observan en su

expresion despues del tratamienta con las drogas mencionadas.
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4, RESULTADOS

4.1 SINTESIS E IDENTIFICACION DE LA 70H-CUMARINA

La estructura molecular de la cumarina (peso molecuiar 147} y de la
70H-cumarina {peso molecular 162) se muestran en la Fig. 1A.

Se caracterizd para demostrar su pureza y su confiabilidad al ser
utiizada en este experimento; obteniéndgse por IR (infrarrojo) los
valores del grupo cetonico 3170, de la doble ligadura 1680, del grupo
"OH 1603 cm’', Fig. 1B. Por RMN (rescnancia magnética nuclear) se
determiné la posicién de los H alifaticos por el protén (‘H), ppm, Fig.
1C. Con el *C se caracterizaron los carbonos alifaticos y los valores
de & (desplazamiento quimico), ppm Fig. 1F. Las unidades que

caracterizan a este compuesto se dan en ppm.

4.2 BIOTRANSFORMACION DE LA CUMARINA EN EL HUMANO

La cumarina es un constituyente natural y frecuente en piantas. Al ser
ingerida por e! ser humano sufre una transformacion metabolica (en el
higado) & traves de una isoforma del citocromo p43Q, la CYP2A6 que
favorece la hidroxilacion en la posicion 7 de la cumarina, para obtener
su principal metabolito la 70H-cumarina, que es la forma activa que
actia en todo el corganismo [112]. Se sabe que las cumarinas
intervienen activande la respuesta inmune humcral y también
directamenté con la célula tumgral inhibiendo su proliferacion.
Tomando en cuenta su tamafio pequenc y sus grupos funcionales, la
cumarina puede adherirse a las estructuras fosfolipidicas de -la
membrana celular y en forma inespecifica se une a receptores de
superficie a los qgue activa en forma semejante a los lipopolisacaridos

(LPS) y entra a la cara interna de la membrana celular [119,120],
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donde actua como primer mensajero activando a segundos
mensajeros. En esta via de transduccién de sefales al ndcleo, se
obtiene el {osfatidilinositol-3,4-difosfato el cual es hidrolizado por la
fosfolipasa C-B, que es activada por la proteina G, pero en los cultives
con cumarina, la cumarina se une a la proteina G vy ‘btoquea la
transduccion de sefiales al nucleo inhibiendo la proliferacién celular.
Esto fue visto por Zénfer y col. en 1897 [130].

4.3 DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA CUMARINA Y 70H-
CUMARINA UTILIZADAS EN LOS CULTIVOS CELULARES

Cultivos de 24 hrs. de la linea celular A427 con cumarina Fig 2. En 2A
se observa que las células sin tratamiento crecen con formas
irregulares, turgentes y con prolongaciones a manera de puentes
citoplasmicos. En 2B, cultivadas con etanol, las células no presentan
cambios morfologicos notorios. En 2C, las células tratadas con
cumarina 1.0 mM presentan cambios morfologices, observandose
células esféricas de menor tamafio que las anteriores agrupadas en
racimos pequefios. En 2D, los efectos de la cumarina 0.5 mM
provocan cambiocs marfolégicos celulares menos intensos que en &l -
inciso anterior. En 2E, la cumarina 0.250 mM disminuye mucho sus
efectos sobre los cambios morfolégicos de las células. En 2F, la
cumarina a 0.125 mM casi no afecta la morfologia celular. Es
importante hacer notar que los cultivos 2D, 2E y 2F, al eliminar las
drogas, para luego incubarlas unicamente con el medio de cultive, las
células se recuperan, principaimente en los cultivos 2E y 2F que

requieren menos tiempo para su recuperacion.
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La Fig. 3 corresponde a la linea A427 cu!tius;da con 70H-cumarina
durante 24 hrs. En 3A se observan ceélulas sin tratamiento, con ias
mismas caracteristicas de 2A. En 3B, fas células son tratadas con
gtanol 1.5% (v/v) (sclvente} y presentan las mismas caracteristicas de
2B. En 3C, la linea se incub® con 70H-cumarina 1.0 mM, les cultives
mostraron profundos cambios morfoldgicos, las céluias se ven como
pequefas esferas agrupadas en grandes racimos. En 3D, con 7OH-
cumarina 0.5 mM las células se ven menos defermadas que en el
inciso anterior. En 3E las células se cultivaron con 70H-cumarina 0.25
mM, tas células se observan con ligeros cambios morfolégicos con
" respecto a 3A. En 3F se utilizd 7OH-cumarina 0.125 mM, la droga casi
no afecta la morfologia de las células. Por otre lado, en los cultives 30,
3E y 3F, al eliminar la droga, las células se recuperan y vuelven &
proliferar, principalmente 3E y 3F. £l cultive 3D requirio mas hrs. para
SU recuperacion

La Fig 4 ¥ la Fig. 5 muestran a la linea celular Calu-1 cultivada con
cumarina © 70H-cumarina respectivamente. en 4A y B5A, células
cultivadas sin drogas. En 4B y 5B, células tratadas con etanol 1.5%
(viv) {solvente). En 4C, tratadas con cumarina |.0 mM; en 5C, tratadas
con 7CH-cumarina 1.0 mM. £n 4D, tratadas con cumarina 0.5 mM: en
5D tratadas con 70H-cumarina 0.5 mM. En 4E tratadas con cumarina
0.25 mM: en 8E tratadas con 7OH-cumarina 0.25 mM. En 4F células
tratadas con cumarina 0.125 mM; en 5F tratadas con 7OH.cumarina.
0.125 mM. En todos estos cultivos se observé que el etanol y {as
drogas no afectan la morfologia de tas células de la linea Calu-1: 1as
células crecen muy unidas unas con ofras formando un mosaico de

céluias poligonales vy adheridas al plastico de 1a botella de cuitivo, pero
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si se separan estas células de la batella de cuitive, se lavan y se
vuelven a sembrar sin las drogas proliferan nuevamente, excepto en
los cultivos 4C y 5C. Con estos experimentos se concluyd que la dosis
citotdxica corresponde a 1.0 mi tanto para la cumarina como para la
7OH-cumarina. Estos resultados estan de acuerdo con los

experimentos realizades por otros investigadores (87, 98, 118, 120).

44 EFECTO DE LAS CUMARINAS EN LOS CULTIVOS
CELULARES

Tomando en cuenta la dosis citotdxica de las cumarinas {1.0 mM), se
realizaron 'os cultivos de 24 hrs. y se tomé fotografias a 200X de
amplificacion de la linea celular A427 Fig. 6. Con las siguientes
caracteristicas: en 6A se muestran células sin tratamiento,
observandose formas irregulares, turgentes con prolongaciones a
manera de puentes citoplasmicos, adheridas al plastico. 6B
corresponde a células tratadas con etanol al 1.5% (v/v) (disclvente) en
RPM1 1640, presenta células semejantes a las anteriores, sin cambios
marfolégicaos notorios y con viabilidéd positiva. 6C muestras, a esta
linea celufar tratada con cumarina 1.0 mM en la que si se observan
cambios morfoldgicos notorios: las celulas se ven regondas, cercanas
unas a otras y la viabilidad, en varias de ellas es negativa. 6D, de la
linea celular tratada con 70H-cumarina 1.0 mM, muestra células muy
deterioradas, redondas de tamafio reducido, formande racimos y con
viabilidad negativa en muchas de ellas. La viabilidad fue medida por
exclusidén con azui Tripanc y por MTT.

Las fotografias 200X de amplificacién de los cultivos de 24 hrs. de fa

linea celular Calu-1 Fig, 7; células sin tratamiento se observan en 7A,
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las células crecen unidas unas a otras formando un mosaico de
células poligonales, adheridas al plastico de 1a botella de cultivo; este .
crecimiento también lo presentan las células cultivadas con etanol, 7B;
los cultivos tratados con cumarina 1.0 mM, 7C y con 70H-cumarina
1.0 mM 7D, en ninguno de ellos se observan cambios morfolégicos
apreciables, debidc posiblemente a la morfologia de crecimiento
propia de la linea celular en los diferentes cultivos, los cuales no
pierden su aspecto de mosaico, sin embargo, por exclusion con azul
Tripan mostraron varias células viabilidad negativa, siendo mayor el

numero de células no viables con 7YOH-cumarina que con cumarina.

4.5 ENSAYO DEL MTT PARA MEDIR LA INHIBICION DE LA
PROLIFERACION CELULAR INDUCIDA POR LAS CUMARINAS

El abatimiento de la proliferacion celular inducida con las cumarinas y
medido por el ensayo colorimeétrico de reduccion del MTT, el cual se
realizo por triplicado, mostré resultados similares a los obtenidos por
exclusién con azul Trypan. Se sabe que el ¢colorante azui Trypan entra
al citoplasma cuando {a membrana plasmatica ha sido dafiada, este
teriido detectd 18% de células muertas en los cultivos de A427 con
cumarina y 50% con 7OH-cumarina. La linea Calu-1 disminuyo un
25% con cumarina y 37% con 7OH-cumarina. El ensayc de MTT mide
la viabilidad celular porque el MTT es reducido por la enzima
mitocondrial succinatodeshidrogenasa, es una medida ge células vivas
e indirectamente de disminucién del crecimiento, mostrando una
inhibicidén del 14% en los cuitivos de A427 tratada con cumarina y del
54% tratadas con 70H-cumarina. La linea Calu-1 con cumarina inhibid

22% y con 7OH-cumarina 30%. La evaluacion estadistica de las
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celulas sin tratamiento, cultivadas con etancl (control) y cultivadas con
las drogas se calculd utilizande el analisis de variancia STAT GRAFIC,
Se estimé un valor de **p<0.001 y con diferencias significativas
estadisticamente del control, para la linea celular A427 tratada con
cumarina ¥y 70OH-cumarina. Para la linea Calu-1 se estim¢ una
probabilidad de *p<0.1, con diferencia significativa estadisticamente
del control, al ser tratada con 70H-cumarina. En los dos resultados de
la evaluacidn se obtuva un intervalo de confianza de 95%. El
norcentaje de inhibicién de la proliferacién celular inducido por estas
drogas se estima en el Tabla | y Grafica |. La inhibicién de la

proliferacion celular inducida por las cumarinas se explica en la Fig 8.

4.6 EXPRESION DEL ONCOGEN K-ras Y LOS GENES Bcl-2 y Bax
Y LAS CORRESPONDIENTES PROTEINAS

En estos experimentos, la identificacién del oncogen cK-ras, y los
genes bcl-2 y Bax indican que si se expresan en las células sin
tratamiento de A427 y Calu-1 y ademas, en los cuitivos tratados con
las cumarinas se cobservan las alteraciones gue sufren los cADNs
inducidas por las drogas, aungque no estén en tiempo real Fig.11 B.
Esto nos indica el efecto inhibitoric de las cumarinas desde su entrada
a la célula, a través de la membrana celular, Fig. 8 y Fig 9. Por otra
parte, (as alteraciones en la expresidn de las correspondientes
proteinas estan indicando disminucidn en la expresién de las proteinas
que intervienen en la proliferacion celular (K-ras) y sobrevivencia (Bcl-
2) y un incremento en la proteina considerada apoptotica (Bax), siendo
este efecto mas notorio por fa 7O0H-cumarina, Fig. 10. {para saber las
funciones de K-ras, leer pagina 14; para B¢l-2, 19; para Bax, 19).
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Los Western blots realizados con las proteinas extraidas de [os lisados
celulares muestran a las dos lineas celulares cultivadas can etancl al
1.5% (viv), los cuales se utilizaron como puntos de referencia para
comparar los resultados cbtenidos al ser cultivadas con las drogas. En
la linea celular A427 cultivada con cumarina y 7OH-cumarina se
observa abatimientc notoric en la expresion de K-ras (bandas de 21
kDa) y mostramos con este experimento el abatimiento de bcl-2
(handas de 26 kDa) e incremento de Bax {(bandas de 23 kDa). La linea
celular Calu-1 cultivada con cumarina disminuye ligeramente la
expresion de K-ras pero noe disminuye la expresion de bcl-2 ni se
incrementa la expresién de Bax, sin embargo al ser cultivada con 7OH-
cumarina se observd abatimiento notorio de K-ras y ninguna alteracion
de las proteinas bel-2 ni de Bax, Fig. 10.

La intensidad de las bandas de los Western blot se cuantificé por
densitometria y las densidades opticas obtenidas de las proteinas K-
ras, Bel-2 ¥ Bax se normalizaron con {as densidades opticas (valor de
1) de p-tubulina (bandas de 55 kDa) que se utilizd como control de
carga, Fig. 10, y Tablall y Tablallll.

En los PCRs, las electroforesis en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio para identificar a les oncogenes muestran: para K-
ras disminucidn notoria en su expresion en |a linea A427 tratada con
7OHcumarina y también con cumarina en comparacion con el etanol:
en Calu-1 disminuye la expresién de K-ras con las dos drogas; Bel-2
disminuye en A427 con YOHcumarin; en Calu-1, Bcl-2 se incrementa,
posiblemente esto favorezca su sobrevivencia a esta linea; en A427
no se altera Bax;, en Calu-1 se incrementa Bax con cumarina y
7OHcumarina, Fig. 11.
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5. DISCUSION Y TRABAJO A FUTURO

La estructura de la cumarina y la 7OH-cumarina Fig. 1, muestran tener
un anillo benzénico que le confiere actividad a la molecula gue
pertenace (por ejemplo actividad antiproliferativa), sin embargo, la
70OH-cumarina muestra tener una mayor actividad anticancerigena,
posiblemente debida a la presencia del grupc HO- en la posicion 7
(posicidn orto) de la molécula. Estos efectos se muestran tanto in vivo
como in vifro, debide a {a transformacién que sufre la cumarina al
entrar en el organismo humano y convertirse en 70H-cumarina [112].
Los cultives de las dos lineas celulares, A427 y Caiu-1 con diferentes
concentraciones de la cumarina ¢ 70OH-cumarina mostraron que la
concentracion de las cumarinas gue afectd mas a estas lineas fue de
1.0 mM, sin embarge esta dosis en [a linea celular Calu-1, se observo
con menor agresividad, tal parece que la linea Calu-1 es mas
resistente a la actividad de las cumarinas, o quizas utiice otros
mecanismos de adaptacion que le confieren cierta resistencia a las
drogas aqui utilizadas. En cambio la linea A427 es mas sensible a
estas drogas, principalmente a la 70H-cumarina. Dosis mencres como
0.5, 0.25 0 0.125 mM maostraron tener actividad citostatica tanto de la
cumarina como de la 7OH-cumarina en las dos lineas celulares, ya
que su aclividad antiproliferativa fue transitoria, también disminuye a
medida gue disminuye la concentracion de las drogas, esto permite
considerar que su actividad es dependiente de dosis y tiempo, lo cual
esta de acuerdo con los experimentos realizados por Marshall y col.,
en 1981 [129], porgue si se prolongam los tiempos con fa
concentracion de 1 mM de las cumarinas durante 48 y 72 hrs. todas

las células son afectadas siendo irreversible su recuperacién en las
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dos lineas {datos no mostrados). Como se menciond en Resultados la
cumarina y la 70H-cumarina actlan como un primer mensajero
alterando ta actividad de GTPasa de K-ras, estos resuitados coinciden
con los obtenidos por Zanker y colaboradores [118]. Ademas la
cumarina puede inducir a segundos mensajeros para la transduccién
de sefiales al nucleo, en esta via el fosfatidilinositol-3,4-difosfato es
hidrolizado por la fosfolipasa C-B unida a la proteina G, generando
diacilgliceral que va a reclutar a la proteina cinasa C a la membrana
celufar y &l inositol-1,4,5-trifosfato libera al ion calcio del reticulo
endoplasmico al citosol. Pero la cumarina presenta afinidad por la
" proteina G, se une a ella y bloguea su actividad en esta via,
impidiendo que la tfransduccion de sefiales llegue al nuclec e
inhibiendo a profiferacion celular. También se ha visto que la cumarina
frena el ciclo celular en la fase Gy/G, [128], observandose en esta fase
mayor nimero de células que en la fase S, posiblemente sea otra
forma de inducir la inhibicidn de la preliferacién celular por estas
drogas. Esta actividad es dependiente de la concentracién de las
drogas y del tiempo que se cultiven las células con esas dosis. Sin
embargo el efecto de las cumarinas esta conectado con el
metabaolismo dependiente de la especie que lo recibe (143, 144]. Lo
cual se traduce en un efecto inhibitorio de la proliferacién.

En este {rabajo se utilizaron la cumarina y la 70H-cumarina a una
concentracidon 1,0 mM, asi la cumarina indujo en la linea celular A427
un 14% de inhibicién de la proliferacién y la 70H-cumarina el 54%
{visto por el ensayo colorimétrico del MTT), en este porcentaje de

célutas se manifiestan los afectos antiproliferativos de las cumarinas
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que inhiben la replicacion del ADN, ta transcripcion del ARN y la
sintesis de proteinas. o

Se realizo un cultivo de cada linea celular con etanot {disolvente) al
1.5% (viv) durante 24 hrs., én ellos no se observaron cambios
morfologicos ni alteraciones de la viabilidad celular en las dos lineas,
lo cual permitio ver los efectos de los compuestos cumarinicos en los
cultivos correspondientes, como se observo en las fotografias de |0s
cultivos y en los Western blot. Bcl-2 y Bax en los Western blot
muestran dos bandas de pesos moleculares muy cercanos, durante la
maduracion de estos pre ARN se presentan procesos aliernativos
donde varian los sitios de corte por el corrimiento del marco de lectura
en varias bases obteniéndose transcritos (ARN mensajero maduro} de
diferente tamafio, que al ser traducidos en proteinas se obtienen dos
bandas una de 22 y 23 kDa para Bax [55] y de 25, 26 y 27 kDa para
Bel-2 [54] reconociendo, respectivamente al mismo  anticuerpo
utilizade aqui, FIG. 10. Estos franscrites de Bax contienen los
dominios con estructura a-helicoidal BH1, BH2, BH3 (siendoc BH3 un
dominio critico de muerte) [143] y los transcritos de Bcl-2 con los
dominios BH1, BH2 y BH4 [146). Los dominios BH1 y BH2 son
necesarios en la formacidn de hetero- y homodimeros que son
regiones muy conservadas en la familia de genes Bcl-2 y necesarios
para reconocerse y formar los dimeros que dirigen el desting de fa
célula. Ademas Bcl-2 actia como un antioxidante incrementando su
presencia €n los sitios donde se libera los radicales libre de oxigeno
alrededor de mitocendria [147]. La identificacién del oncogén K-ras y

los genes bel-2 y Bax Fig. 11, comprueba la existencia de estos genes
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las lineas celulares A427 y Calu-1 antes del tratamiento y se observan
afterados después de ser tratados con las cumarinas.

Por primera vez en las dos lineas de cancer pulmonar humano, estos
experimentos muestran que la gran familia Bcl-2 de genes cuyos
productos génicos tienen actividad proapoptética y antiapoptdtica que
han sido afectados por Iz cumarina y la 70H-cumarina: observando
incremento de la proteina Bax, con actividad proapoptética e inhibicion
en la expresion de la proteina bcl-2 que dirige a la sobrevivencia,
favoreciendo asi, el abatimiento de la ¢élula tumoral en estos cultives,
junto con la disminucién en la expresion de la oncoproteina K-ras (el
abatimiento de la proteina K-ras, en cancer pulmenar ya ha sido visto
por otros autores como un inductor de la proliferacion celular
constante) [141], ¥ por lo tanto se observa que Bax, bcl-2 y K-ras |
contribuyen a disminuir la masa tumoral. En muchos casos se ha
observado que ia célula cancerosa fracuentemente es resistente a la
apoptosis, esto refleja cambios en la red regulatoria que controla la
transcripcion de los genes involucrados. El gen supresel tumoral p53
(activador de a transcripcion) y el factor de transcripcion NF-xB (factor
nuclear cappa B) son importantes reguiadores de la apoptosis: p&3 es
inducido cuande el ADN es dafiado y reprime la transcripcion de Bel-2
e induce {a transcripcidon de Bax. El factor de transcripcién NF-kB
inhibe la apoptosis y a Bax; el inhibidor de este factor de transcripcion
es €l (kB el cual impide que NFkB reconozea un sitio en el promotor de
Bax y por lo tanto Bax si pueda ser expresado [148].

En los procesos cancerigenos imperan proteinas gue dirigen a la
sobrevivencia, de la familia Bcl-2, tambien silenciadores

proapoptdticos de [a familia Bcl-2 o inhibidores de las proteinas
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proapoptoticas como las IAP: clAP1, clAP2, XIAP ¥ survivina [148],
inductores de sobrevivencia gue se han encontrado en muchos
canceres con la activacidon constitutiva de Aktproteina cinasa B
(AXt/PKB), en la via de transduccién de sefales el fosfatidilinositol
(3.4 5)-trifosfate (PIP3) recluta Akt/PKB a la membrana, donde se
fosforila para intervenir en la via de transduccion de sefiales que
median la transcripcién de genes [150]; eventos del ciclo celular [151];
profiferacion celular [152]; angiogénesis [39], confiere resistencia a
drogas inductoras de apoptosis de la familia Bel-2 [153].

Con lo anterior se ha visto gue las cumarinas intervienen directamente
con la célula tumoral. También se ha vistg que interactlian con la
respuesta inmune celular [154], activando a las células NK que liberan
IL-2. Tanto IL-2 como las cumarinas reclutan a macréfagos alrededor
del tumor y activan sus propiedades fagociticas para destruir a la
célula maligna [124, 126].

Las alteraciones de K-ras pueden ser utilizadas como biomarcadores
en fase temprana de la enfermedad [155], buscanda al gen y/o la
proteina en lavados bronquicalveciares, expectoraciones o esputo
obtenidos de personas sanas, fumadores, personas de alto riesgo:
fumadores pasivos, trabajadores del asbesto y ,también, pacientes con
cancer pulmeonar, para hacer un estudio comparative que permita
identificar marcadores bioguimicos.

Las hallazgos sobre et mecanismo y modo de accidn de la cumarina y
fQH-gumarina pueden convertirias en farmacos importantes para su

aplicacion clinica en el cancer pulmonar.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este proyecto con las lineas celuiares de
cancer pulmonar humano A427: adenccarcinoma de tumor periférice
de bronquios segmentados y Calu-1: carcinoma epidermoide de tumeor
central de brenquio principal, al ser cultivadas con cumarina 1.0 mM y
FOH-cumarina 1.0 mM durante 24 hrs. mostraron respuestas
diferentes, observandose que 70H-cumarina presenté mayor actividad
anticancerigena aunque ya se explicd que la cumarina al entrar al
organismo humanc se metaboliza a 70H-cumarina y s come actiia en
el organismao, ademas la linea celular A427 mostrd ser mas vulnerable
a la 7OH-cumarina.

La tinea celular A427 al ser cultivada con cumarina 1.0 mM o 70H-
cumarina 1.0 mM durante 24 hrs, mostro muy disminuida la expresion
de K-ras y bcl-2 e incrementada la expresién de Bax. Estos resultados
de bcl-2 y Bax son vistos por primera vez en cancer pulmonar tratado
con estas drogas y demuestra que contribuyen a una disminucién de
[a preliferacion de la linea celular A427.

La linea celular Calu-1 cultivada con 7Q0H-cumarina 1.0 mM durante 24
hrs. mosiré disminuida la expresién de K-ras pero no de bel-2 ni
incrementada Bax, lo que la dirige a una menor disminucién de la
proliferacidn celular. Esto demuestra que los tumores presentan
diferentes umbrales de respuesta a los farmacos dependiendo de sus
caracteristicas y de su origen. _

La cumarina y su metabolitc la 7OH-cumarina son toleradas por las
células normales por lo que podrian ulilizarse comgo  agentes

quimiopreventives y en ftratamientos como anticancerigenos.
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APENDICE A:
Estructura de las cumarinas y su pureza por iR RMN.
Figuras: 1

A, Estructura B. Espectro
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LA
CUMARINA EN LA LINEA CELULAR A427

Figura 2. Pé&gina 62. Cultivo de 24 hrs. de la linea celular A427: A,
células sin tratamiento, estas células crecieron turgentes con formas
irregulares y prolongaciones citoplasmicas. B, celulas tratadas con
etangl (disclvente), este cultivo no mostrd cambios noterios en la
- marfologia celutar. €, celulas tratadas con cumarina 1.0 mM
mostrando  los cambios morfologicos  siguientes: las  ceélulas
presentaron formas esféricas, de tamafo reducido, ¥y S& encuentran
agrupadas en pequefios racimos. D, células tratadas con cumarina 0.5
mM, el aspecto de estas células es semejante al inciso antericr
aungue menos detericradas. E, tratadas con cumarina 0.25 mM, las
celulas muestran ligeros cambios en su forma y no se encuentran
agrupadas en racimos. F, células cuitivadas con cumarina 0.125 mM,
las células tienen el aspecto semejante a las células cultivadas con
stancl, Estos resulfados nos indican que [a dosis citotoxica de [a
cumarina es de 1.0 mM vy las dosis de 0.5, 025 y 0.125 mM
corresponden a dosis citostaticas ya que eliminando la droga de los
cultivos las celuias se recuperan y vuelven a proliferar. Fotografias
200X de amplificacion.
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Figura 2. LINEA CELULAR A427 TRATADA 24 H CON CUMARINA

A, celuias sin tratamiento. B, células + etanol (disolvente)
Concentraciones de {a cumarina: ' '
C10mM D,O5S5mM E 025mM F, 0125 mM
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE
LA 70H-CUMARINA EN LA LINEA CELULAR A427

Figura 3. P&agina 64. Cultivos de 24 hrs. de la linea celular A427: A,
células sin tratamiento las cuales crecieron turgentes, irregulares y con
proiongaciones citoplasmicas. B, células tratadas con etanol
(disclvente), las cuales no muestran cambios morfoldgicos notorios. C,
células tratadas con 70QH-cumarina 1.0 mM, donde se observan
celulas peguenas, esféricas y agrupadas en grandes racimos. D,
celulas cultivadas con 70H-cumarina 0.5 mM, cuyo aspecto es
semejante al anterior, pero se agrupan en racimos pequefios. E,
celulas tratadas con 70H-cumarina, 0.25 mM, las células se observan
poco deterioradas, con respecto a las células sin tratamiento, aunque
su tamafio sigue siende pequefio. F, células tratadas con 70H-
cumarina 0.125 mM, estas células ﬁresentan un aspecto semejante a
las cé&lulas tratadas con etanol. Estos resultados muestran que la dosis
1.0 mM de la 7OH-cumarina equivale a una dosis citotoxica y las dosis
0.5, 0.25 y 0.125 mM son dosis citostaticas y ademas la 7OH-cumarina
muestra ser una droga mas agresiva que la cumarina en esta linea
celular. Fotografias 200X de amplificacion.
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Figura 3. |iNEA CELULAR A427 TRATADA 24 H CON 70H-CUMARINA

A, celulas sin tratamiento. B, células + etanol (disolvente)
Concentraciones de la 70H-cumarina:
C,1.0mM D,0.5mM E 025mM F, 0125 mM
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LA
CUMARINA EN ILA LINEA CELULAR Calu-1

Figura 4. Pagina 66. Cultivo de 24 hrs. de |a linea células Calu-1: A,
células sin tratamiento. B, células tratadas con etanal (disolvente). C,
celulas tratadas con cumarina 1.0 mM. D, células tratadas con .
cumarina 0.5 mM. E, tratadas con cumarina 0.25 mM. F, células
tratadas con cumarina 0.125 mM. En todos estos cuitives no sé_
observaron cambios morfoldgicos celulares, pero Ta citotoxicidad fue
determinada eliminando la droga del medio de cultivo y se observo -
que las celulas si se recuperaban, aunque las células que habian sido
tratadas con cumarina 1.0 mM necesitaron mas tiempo para su
recuperacion, por lo gue se consideré que la cumarina tiene actividad
citostatica para esta linea celular. Fotografias 200X de amplificacion.
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Figura 4. | INEA CELULAR Calu-1 TRATADA 24 H CON CUMARINA
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A, céfulas sin tratamiento. B, células + etanol (disolvente)
Concentraciones de la cumarina:
C.1.0mM D O05SmM E, 025mM F, 0.125 mMv
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LA
70H-CUMARINA EN LA LINEA celular Calu-1

Figura 5. Pagina 68. Cultivo de 24 hrs. de |a linea celular Calu-1: A,
celulas sin tratamiento. B, células tratadas con etanol {disolvente). C,
células tratadas con 7OH-cumarina 1.0 mM. D, células tratadas con
7OH-cumarina 0.5 mM. E, céluias tratadas con 7CH-cumarina 0.25
mM. F, células tratadas con 7OH-cumarina 0.125 mM. Estos cultivos
no mostraron ningun cambio morfoldgico en sus células. Su toxicidad
se manifesto al eliminar la droga de los cultivos, observandose que las
celulas cullivadas con 70H-cumaring 1.0 mM no se recuperaban al
eliminar la droga, considerandose que esta dosis es citotdxica. En
cambic las celulas cuitivadas con 0.5, 0.25 o ¢.125 mM de la 7OH-
cumarina las células volvian a proliferar indicande que son dosis
citostaticas en esta linea celular. Fotografia 200X de amplificacién,
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Figura 5. LINEA CELULAR Calu-1 TRATADA 24 H CON 70H-CUMARINA
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células sin tratamiento. B, células + etanol (disolvente} ‘

Concentraciones de la 7OH-cumarina:

C.1.0mM D,0.5mM E, 025mM F 0.125 mM

A

Apendices



Etecto de la cumarina v 7OHcumaring en fa expresicn del oncopén Keras y penes Bel-2 y Bay
- -

-

COMPARACION DE LOS CULTIVO DE LA LINEA CELULAR A427

Figura 6. Evaluacion microscopica de los cambios morfoldgicos que
se presentan durante el cultivo de la linea celular A427 cultivada
durante 24 hrs. en RPMI suplementado: A, células viables sin
tratamiento, las cuales crecieron turgentes, con formas irregulares y
prolongacicnes citoplasmicas. B, cultivadas con 1.5% (v/v) de etanol
(solvente), sin presentar cambios morfolégicos notories, C, con
cumarina 1.0 mM y D, con 70H-cumarina 1.0 mM, en la gue se
observan celulas de tamano reducido y agrupadas en racimos, siendo
mas notoric en {D). Fotografias 200X de amplificacion.
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COMPARACION DE LOS CULTIVO DE LA LINEA CELULAR Calu-1

Figura 7. Evaluacion microscopica de los cambios maorfologicos
presentados por la linea celular Calu-1 cultivada con RPMI
suplementado, durante 24 hrs. A, células sin tratamientc. B,
cultivadas con etanol al 1.5% (v/v), {solvente). C, con cumarina 1.0
mM y D, con 70H-cumarina 1.0 mM. No se observaron cambios
morfologicos notorios en ninguno de los cultivos. ellas crecieran
formando un mosaico de celulas poligonales, muy juntas una de otra y

muy adheridas al plastico de la botella de cultivo. Fotografias 200X de
amplificacian.

Apmbicss T



Efecio de ta cumaring ¥ FOHcumarina en la expresidn del oncogén K-ras v genes Oel-2 v Bax
I . L

TABLA 1. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento celular {Cl%),
inducido por la actividad de las cumarinas en las lineas celulares A427
y Calu-1 cuitivadas durante 24 hrs. con cumarina 1.0 mM o 70OH-
cumarina 1.0 mM, usando un ensayo colorimétrico del MTT.

Linea celular A427 Calu-1
Drega %IC  DE %IC DE
Cumarina 14=020" 22 =014
| 7OH-cumarina 64=013" 30=0.17"

DE = Desviacion Estandar

A427, **p<0.001 Calu-1, *p<0.1
Estadistica significativa considerada es el valar de p.
Los asteriscos indican las diferencias significativas estadisticamente
teniendo como control los valores del etanal.
Con un intervalo de confiabilidad de 95%.
Para determinar el valor de %IC, se utilizd la siguiente formula:
%IC = [{1- valor de las células cultivadas con cumarinasfvalor de
celutas con etanol) 100]

GRAFICA 1. Representacién grafica de los valores mostrados en la
tabla 1, observandose que {a droga 7OH-cumarina presenta mayor
actividad antiproliferativa que la cumarina y la linea celular A427
muestra ser mas sensible a fa cumarina y a la 7OH-cumarina que la

linea Calu-1 etanol cumanna  7H-oum.

Ad27 0.8 0728 0.521
Calu-1 1.184 0.884 Q767

MTTde A427 y Calu-1, cultives de 24 horas

|Oad4z?

O Caly. 1
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FIGURA 8. Efecte de la cumarina y 7OHcumarina en la célula tumoral
A.- Superficie celular. Los LPS {lipopolisacaridos) inducen una via de
transduccidon de sefiales de la membrana al nicleo en la célula normal
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Figura 9.- Efecto de la cumarina y 7QHcumarina en la célula tumoral
A.- La proteina K-ras estd en la cara interna de la membrana celular y

tiene actividad de GTPasa controlando la proliferacion y diferenciacién
de la célula normal

B (s i

B.- Un agente cancerigeno puede activar a la proteina farnesil-
transferasa y unir un grupo farnesilo a una cisteina del carboxilo
Terminal de ras impartiéndcle hidrofobicidad, lo cual evita ta hidrélisis
de GTP-ras favoreciendo la proliferacién constante de la célula
tumoral. La cumarina dentro de la céluia se une al grupo farnecilo
impidiendo su unién cen ras, asi el complejo GAP activa la funcién de
GTPasa de ras e hidrolisa a GTPras para obtener GDPras inactiva
impidiendo la prcliferacion de la célula tumoral, [156).
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WESTERN BLOT REALIZADO CON LAS PROTEINAS TOTALES
OBTENIDAS DE LOS LISADOS CELULARES DE LAS LINEAS

Ad27 Y Calu-1
o Vi
@‘S‘ e &

*».}

55 E E‘i;!fa HE B-tubuiina

Ad27 Calu-1
Cultivos de 24 horas

Figura 10. Los lisados celulares de estas lineas cultivadas por 24 hrs.
en RPMI 1640 con etancl 1.5% (v/v) (disolvente), cumarina 1.0 mM ©
70H-cumanna 1.0 mM, mostraron por Western blot en A), la linea
A427 cultivada con cumarina vy 7OH-cumarina reducen la expresion
de K-ras {bandas de 21 kDa) y de bcl-2 (handas de 26 kDa) e
incrementan la expresion de Bax (bandas de 23 kDa). En cambio la
linea Calu-1, solamente cultivada con 70H-cumarina redujo Ia
expresion de K-ras. Los valores obfenidos con etanol son puntos de
referencia para valorar los resultados obtenidos con la cumarina y la
7OH-cumarina. Las bandas de p-tubulina {55 kDa}, representan un
control de carga.
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TABLA lI. Promedio de las densidades épticas obtenidas por
densitometria de bandas de tres experimentos realizados por Western
blots de bel-2, Bax, K-ras y B-tubulina de las lineas celulares A42.

DO /mm? '

Linea celular Bcl-2 Bax K-ras | B-tubulina |
A427 + etanol 845 719 175 847

A427 + cumarina 305 724 55 792

A427 + 7TQH-cumarina 380 741 57 BO5

Calu-1 + etanol 713 703 248 | 770

Calu-1 + cumarina 1 800 745 170 | 805
| Calu-1 + 70H-cumarina__ | 802 707 75 | 795

TABLA lll. Normalizacion de los valores de las densitometrias de bel-
2, Bax y K-ras, con respecto a los valores de las densitometrias de f-
tubulina (valor de 1).

Linea celular Bel-2/p3- Bax/f3- K-ras/p-

Tubulina DE Tubulina DE Tubulina DE
AA27 + etanol 0.997 +0.011 0.85 +0.027 0.206 +0.017

A427 + cumarina 0.385 +0.025 " |0.915 +0.0639 " [0.069 £0.023 **

Ad427 + 7O0H-cum. 0.484 +£0.042™" 10821 £0.015* 10.083 £0.032* |

Calu-1 + etanol 0.926 +0.030 0.814 £0.053 0.322 +0.040

Calu-1 + cumarina 0,883 +£0.043 0.926 +0.078 0.241 £0038*

| Calu-1 + 70H-cum. | 0.757 £0.020* (0.89 +0.01% 0.094 0.015**

Estadistica: A427, Bel-2 A427, Bax A427, K-ras
p<0.0001 p<0.04 p<0.0006
Calu-1, Bgl-2 Calu-1, Bax Calu-1, K-ras
p<0.003 p<0.5 p<0.001
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Expresién del oncogen K-ras y de l1os genes bcl-2, Bax y -
tubulina obtenidos por RT-PCR

- TubLina

bcl-2

Linea Lirnog
AT g

Cultreo i 1 morag

A427  Calu-1

Cultivos de 24 horas

Figurall. A, electroforesis en geles de agarosa al 1% en condiciones
reductoras con los ARNS totales mostrando que los ribosomales de 28
y 18 s no se encuentran degradadoes. B, PCRs en electroforesis de
geles de agarosa de los cADNs obtenidos por RT del oncogeén K-ras
(fragmento de 106 pares de bases) y de los genes bel-2  (fragmento
de 196 pares de bases), Bax (210 pares de bases) y B-tubulina {420
pares de bases), (control de carga), utilizando los oligonucledtidos
correspondientes. Los cADNs no corresponden en tiempo real con las
proteinas obtenidas en este experimenio, sin embarga ellos y las
prateinas fueron aisladas de los mismos cultivos. Ademas comprueban
fa existencia de estos genes en las lineas celulares A427 y Calu-1,
cuya expresion se muestra alterada ai ser incubadas con cumarina y
fOH-cumarina.
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APENDICE B. REACTIVOS

Medio de cultivo RPMI

RPMI 1640 1049
Agua bidestilada 1 litrg
NaHCO, 2 g
HCIO0.5 N 5 ml

Esterilizar por filtro 0,22 nm

Tripsina 0.25 %

Sol. Stock 2.5% 10 mi

RPMI 1640 90 m|

Sol. MTT

MTT 5mg
- PBS 1X 1 ml

Esterilizar por filiro 0.22 nm

Clorhidrato de guanidina 0.3 M
Clorhidrato de guanidina  0.28659 g

Alcohol al 95% 10 m!

Buffer de transferencia {proteinas}, pH 8.35
Tris base 0.025 M

Glicina G183 M

Metanol al 20%
El metano! se afiade al momento de realizar la transferencia

S5o0i'TBS 1X (sol. de lavado}

Tris-HCI 3.94 g

NaCl 4389

Disclver en 300 mi de agua bidest,, ajustar el pH 7.5, aforar a 500 ml y
esterilizar por autoclave.

Buffer de acido maléico

Acido maléico 1.161¢g
NaCl 0.8766 g
Aforar con agua estériia 100 ml
Preparacién:
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En un vaso de precipitados colocar 50 ml de agua bidestilasa, agregar
el acido maleico y ef NaCl, disolver por agitacion. Ajustar el pH a 7.5
agregande NaQH en lentejas. Aforar a 100 mi. Esterilizar por filtrc de
0.45 nm. _

Sol. Stock blogueadora

Polvo Blogueador 10g
Buffer de acido maléico 100 m|
Preparacién:

Colocar todo en un vaso de precipitados y calentar de 50°-65°C hasta
que se disuelva y se obtenga una solucién opalescente. Guardar en
refrigeracion.

Sol bloqueadora 1X

Sol stock blogueadora 1 mi
Sol. de TBS 9 ml
Buffer de deteccidn

Tris-HCl 2429
NaCl 1.169 g
MgCl, ' 203¢g

Disclver en 100 ml de agua bidestilada, ajustar ¢! pH a 9.5 y aforar a
200 ml

Reactivos de Lowry-Peterseon

Reactivo A

Partes iguales de; solucién de tartrato de cobre-carbonato de sodio
308 al 10%
NaOH 0.8 N
Agua destilada

Reactivo B

1 vol. de Folin-Ciocolteu-Fenol
3 vols. de agua destilada

Reactivos para proteinas

Desoxicolato de sodio (DOC) al 0.15%
Acido tricloracético (TCA) al 72%
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APENDICE C: ABREVIATURAS
7OH-cumarina 7-hidroxi-cumarina
ATCC American Type Culture Collection
Pmol picomoies
U unidades
™™ temperatura media
GTPasa guanosina trifosfatasa
GTP guanosina trifosfato
GDP guanosina difosfato
TNF factor de necrosis tumoral
IR Infrarrojo
RMN Resonancia Magnética Nuclear
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Effects of coumarin and 7OH-coumarin on bel-2 and Bax
expression in two human lung cancer ¢ell lines in vitro
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Abstrace

Coumizin and s dersvative Thydrosyeeumarin (7-0HC) have sntitumor and antimetasialic propertiss. The purpess ol this
stedy s Lo est gate the possible efetts of these compeunds on 2xpression of the bel-2 and Bax ancoprateins in va o human lung
cancer 2zlblines. 4577 and Calu-b. The cclls were cultursd in vitra for 24 boin REVL 1640 with 1,39 (v v) ethanel, L0 mAl zthanolic
cezmann or 10 3] ahanaliz 3-0HC, Yiatihiy was Jetermined inoeach cell lise by an MTT assas. Total peorsin was culracad
from oAbl ates and the bol-? and Bax encoprote:ns were wencfied. Wenern tlotting showed a tecreuse n bolb2 and .n iscrsase in
Buex in 4427 ceils cultursd with caumann or T-OHC, Neithoer druz changed bel 2 expression in Cabu-1 cells compared 1o selvent
conbrols, and Bav eeprédsen was anly slightly inersgsed by coumann. We conclude that 7-0HC 1§ 3 mare porenl inhabior of 2l
proliferaion than covmans and kas mere marksd efecls oo encoproten eapression. Also, the A427 cell Yine was meore sensitie (o

the Jdrugs than Calu-l.

T IWF latzrnationa? Federauan for Cell Biolopy . Published Ty Elsesier Lid. Al nghty reseried,

Aevearndy B2 Ao Courtaning "OH coumarm

1. lntreduction

Coum.nns are synthesized by numerous ereen plan:
apecics Phlueray @0 al, 19421 and by some bacieria and
turgi, and they hove low toxicy in human, Both
coumarm and hvdrosseoumann (T-OHC) have anii-
profiferanve effects aguinst matignant cell lines (Cox
et alo st so o might be eapected that the antiprolifer-
ative propertics of these Jrugs would be myclosbppres-
sve inirurite and human one marrow progesiter cefls
in vive, bub thee oot 5o 00allicchio o al | 19391 These
sudies have coniributed 1o our understanding of the
biological otfecis of these molecules. They afect the cel

* Coregwpoddiaz avthor. Tel las: —5) 56 27 18 54,
oot s 2L woservidor.unam ma 10, M. ElingseBicz).

Wiyl § o opee Frons mandr © H0F Intermanonal Faderation foe Cell

a1l 1008 1 oclfen 3 W)

immune respon<t [ Flabinger, (9970 and act directly on
malignant cells redudia g mor sie (Kuwwii e al. 2L
but the biochemical mechanisms involved have am
been descnbed in Jdetal. The porpose of the present
study was to determine whether 1O mAl coumann and
FOH-coumarin {146 pg'ml courmicin or 182 pe.mi JOH-
cerumarind altee the expression of members of the Bel.?
oncoprotain Damidly, which play a crucial roie in
regulating survival. The expression of bel-2 (sunaal
achion? and Bax [sureival innibiion actiond was 2vam-
ined in two humun lune capcer cell Jipes: A2
{adenocarcinoma} and Culu-1 fepidermodid carcinoma).

In Mexico, 1wo forms of pulmonary cancer are
mail commonly detecied, sdenocarcinoma (40%%) and
epidermand carcinoma {38.4%) (Beastro Histopatola-
gico de Meoplasias en Mesice, Secrstana Je Salud,

Bigtagy. Published by Elerier Lid. A righty resznied.
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1995% The 26 kil membrane protein 2el-1 imay exiend
the hle o the cell by blocking free oxwgen radicals,
inhibiting cxvrochrome ¢ roleased from mitechondna.
and uppresang caspase-9actsation {rang et al . 1935)
Tais would Cause eacozenis MebAsIOns Lo uccumulaie i
thz pormal celt, which may fucliate carcinogenesis.
Cuerenpressian of bel-2 may alse delay the response of
tumer <21k w appiied therapies (Reed ot al, 1996 Man
vl al. 1900 Overeapresaion of Bax, 3 233 Da mem-
brane protein. resols in the farmauon o homodioers
und facilinatwes the production of chaonels in the outzr
mitachondriul memb>rane, and loss of mitochondnal
membrang pitential that allows eviochrome ¢ release,
In b2 Jyteplasm. cytochrome ¢ finds Apafl-]l an the
presence of ATP and acinates iaducior caspase-3,
which I tuen acusares executor caspases thal cleave
deazh subsrrates, key cvwoplasmic and ouciear proteins
Uy oshida et al, 1984 Yamuguchi und Wang, 20071, We
kave studied other coumanns: 3OH-coumanin, 40GH-
coumarnin, SOH-cocmarn, none of ahich shewed
snuprobferative propertics in A427 aad Cale-l cell
Limes.

Coumanns  bind non-specifically 1o ¢l surface
struclures like reczpiors, They function as frst messzo-
gers, inducing chunges in signal transduction pathways
imolving GTP-binding proteins. Thercfors, coumarins
arc able e mediale modificatians of downsiream signals
leading 10 growih 12.g. coll-growth Whibion), and
posaibly decreasing bol-2 expression. [t has been shown
that T-OHC exerts its antiproliferative effest by modu-
lutian of the cell ovcie K hun @ al, [994), allhough the
mechanism responsitde for this activity kas o1 vet been
clanfied. Accendinely, our fndings indicars vha F-OHC
mas Jisplay antitemar acusviey by winhibiting progression
through the Gy Gy and 8§ phases of the cell cyvele.

The Belel Tamuly regubines the fate of normat cells
and comprises approvimately eight members divided
into twe groups. Gronp | oinciudes bel-2 and bel-X|,
which has 4 sunvisal action: group 2 includes Bax, Bad,
Hid and Buk, which has 4 sursival imbubition action
iReed eral, 19961 The susceptiblity of 2 cell 10 adverse
stimuli is determined in mast gases by the dimenzation
of Bel-1 family prowins theough the highly conserved
BHI. BH? and BHZ domams {Sedlak 2t ab. 1995 Zha
el al, 996). The los: of sursival inhithazion Bax proteins,
or overexpression of the proweins thar block them,
resufls in resistunce to reatment; this was observed by
Pezzella el al. 41993} during a study of apoptosis
inhibition in non-small cell lung carcinoma,

It has also been reporced that an increass in Bax
cipressian wnatizes cells 1o chemotherapeytic agents
(Gue et al, J000), Dur research indivates that redused
Bal-1 eapression in Ad27 eells may free Bax, allowing it
1o homodime:ee and form mitochendrial pares; this
was also reporied by Tshibashi en al (1998), There is na
clear ratronale to cxplain the resistance of Calu-l 1w

coumarin and TOH-coumarin, Dhtlerenc <21] knes may
hate differsnt cel! growth inhubition thresholds with
respect to Jdrug-induced activation (Kobavashi er 2,
19934 ’

1, Marerials and methods
24 Ceff fines

Twe human keg carcomoma cell Diaes used weis
4427 (adenpcurtinoma) ATCC {American Type Culturs:
Collection. MA, L5AY isalated from 3 peripherl
tumor (segmented bronchusk and Calu-1 {epidermeid
carcinomal, ATCC, obivoed from a central temor
imain bronchut). Both were prosided 5 Dr, Josc
Sullivan Lépez, Department of Moleenlar Biclogn.
wangnal Iostitute of Respreatory Diseasss, Mewco

- City. For contrels we usad Hela gells, which gxpress

the Bax oncoprotein, and isolated heman peripheral
blood lvmohoeytes frem hzalithy donors. which expreoss
the bel-2 nrowein.

2.2, Cormarin aad 7 H-coumarm

The drugs were syathesized by Dr, Elvica Samos and
colleazues, Scheol ¢f Chemisiry, National Acionamous
University of Mevico. 2od provded by Juan Jose
Mandoki. The Sethna rcacoon (Sethoe aod Phindke.
19531 was used in their synthesis and they were purified
by HPLC. They were charactzrized by speciroscopy, 1R
and NMER.

21, Amibodies

tlouse monodlonal anubodies used were: anti-bel-2,
¢lone Bel-2-100; und-Bax, clone 2D2 thoth frum Zymed
Laboratarics, Ind, San Fraocisco, CA USA L and anu-f-
twbulia. clone Tub 2.1 (Sigma=Aldnch Inc., 51, Laows,
MO, UsA)

24 Culture randirions

Cells of each line were cullured 1n RPN 1630
supplemented with heat-inzctivated fetal bavine serum
and maintzined a1 3T °C in a humidifizd 3% CO;
atmosphere until 30-83%% confluence was reached. They
were harvested using 0.25% trypsin and their viabilag
was derermined by Trypan blue exclusion. A7 oelis
were seeded al 4 siable densiy of | X WY in [0 mi
RPEME 16d0-supplemented medium. The same aro-
eedure was followed for Calu-l cells. Untrzated oells
of both lines, or cells in 1.3% (v, v) cthanel (sclvent),
1.0 mM emthunalie coumarin or 1.0 mM ethanolic 7OH-
coumarin, were tultured for 24 b Fach cullute was
pholographed at 2003 with a ~ikon H-T[1 PMower,
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FON-35 amerred mwrasiope to reve ethanel and
Jrug-induesd muerphelagical chanzzs.

S MNTT et Fedimethdiivgzol- 2l 2 3
hinfenifrerraz alison drimde s assav

Chanzes i the aumber af viable cells were de-
termined v il MTT assds {Mosmane, 1995 Cefls
wete seeded o veale density of 3¢ 10% 100 ul RPML:
well un o 96-well microplate. Unirzared eells of bath
wnes. or welid o 1.3% (v v ethanel (solvent and
cantrely, 1.0 mM etbunolic covmarin or 1.0 mit eiha-
relic YOH-coumarn, were cultured for 24 h and 1he
fnumber of viubie 2l was estimated by adding 20 plf
well of MTT (f =2 ml PBSiJor 4 h, 2nabling viable c2ll
miochemdnzl seecnate dehvdrogenase 1o reduce MIT
e purple furmuzan orvstals. The medium was aapir-
dred and T U] DSISG weil was added. Crysials were
dissolved tn DMST and the absorbance at $70 qm was
medsured wita an LLISA reader {Bio-Tee Instrum, EL
My Threr separate erperimenis were conducted. and
¢ilch was periormed an toipheaie. Siacgraphic sofimare
was wed 10 deigrmune probability values (p) and
statistwaliy signdicart diffesenzes (). The percentags
mhibitien ol c2fl iabelity was measured using the
farmuta;

ToTC =t 1 —ceils with drug,/cells in solvent) 1091,

2.5, Frosen isafanion

Cells Trom each zulture werz Dvied w extract 1omal
protgins by the TRIpmp method (Chomezynski and
Saechr 19567 Briety, RNA and DNA were removed
Cromy the 2zt Ivsates and tolal proteins were precipitated
fram the dnal supeenatant by adding 0.2 ml isoprepunol
per ruthliter of TRy wsed inetally. The precipitate
was wushod with 0.2% guanidine in 93%% ethanol, then
diswalved in 120 305 and stored at =20 *C untit it was
dnalyzad.

S0 Werrern Blure analisis

The wial prowein concentration was determined by
the Petersen mathod (Peterson, 19331 Samples of total

TOH-coumann: MW 162

3 4
b S, ) S
Y, S
i 07 "0 HO 0" "0

Coumann AW 148

Fig f. Chemeodt soructurs of coumens and TOH-coumann (1-OHC),

protein (30 pgwetl) were separated on 0% SDS.
PAGE. (ransferrad o nylon membrares tHybond-C
Amershum Life Technologies) sand incubazrd with the
first anlibedy: aosi-hel-2, lubeling 26 kD kards: arnie
Bav. lubeling 23 kDa bands; or ansi-f-leuln, lakeling
33 kT bands (charze controly. The second dantimouse)
anipody tagged with alkaline phosphatase »as 1dded
with a 3-bromo-tchlore-2-indelil phoiphazz waluidine
nitrablue tetracoiive suhsirate as 2 cofor Jovzivement
reagent [Roche Dhagnostes Co, Muoleculur Biochemi-
cal. Indisnapalis, tN, USA), The band infenaties were
quaniified by denstometry using KFLP scan sofiware
(Scanalsues, v, 24, 1994 Bcanulvtics, o division of
CAPIMA,. LUSAY The bel-2 and Bax band values were
normalized fo the 8-tubalin vialue (value = 11 Weslern
blotting assais were repeared At least tarer nmes and
£ representating gehis includsd as Fig, 4. Daiain Table 2
wdieate the mean aad stamdard deviation of three
normaliged densitemetry valugs,

). Reswlty and discussion
3! Cheovical sirueivres of courarin

Fiz. 1 shows chemicsl structures of soumann and
7O -coumann, Covmmarin and its T-OHC dernanee
hawe Beea studied for their binding properties o tumaor
eell membranes in vitra. for their ability to iduce gop
luntlion communication and for their ability to inhibit
el proliferation in cells dependent on the asverespres-
s10m of oncogenss, In order 1o measore the inferacuon,
intact targer cells were radicacusely labelsd with
coumarin. Metastatic breust earcrnoma czlis showed
tigh-afinity binding properties, swhereas an adenocarci-
noma riised from a buman colorcclaf primary tLmor
exhibited low alficity to coumunn, The kinding prop-
ertias of eoumarin to target cedls are enigmatic. passibly
due to bialagical vaziatilay (2anker. 1993, Difusion of
coumarin molecules through the cell is deiermined b
the phospholipid composition of the plasma membrane,
Thus, the kevel of 2ffnity of coumnarins far membrang
phospholipids consitutes the Jdriving fargs that allows
the eniry of coumarins into the vell (Zinker, 1997,

3.2, Morphalogical effeets of coumara

Fig. 1A shows the untreated AJ27 ccli fine culture,
while Fig. ZB shows this culture treated with stianol. In
bath cases, the cells grew separately, adopuiag ieregular
forms with cyvtoplasmic elongations. Fie. 2C shows the
coumarinstreaied colture and 20 35 the cultere treated
wath TUH-coumarin, Small, round cells t=nding to
group iopether were observed in both thes? cultures
and are partieularly prevalent in Fre, 1D, No morpho-
lzgical changes were induced by ethangl. Fiz. 34 shows
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Fag. 2 The gllects al coumanis and TOB-cosmuin an the swerphelogy of A427 celld collured in REMT 1640 for 23 [ (A unneuied cells; 411 cells
Peaed with LS%5 ethanol (efeh (solventd; ¢07] cells trested with |0 mb coumaeie; and {0 cells ented with Lamb TR L-contin, T {HY
A mininsal ¢iToer of eilanol un (e cells i amgerved, whilz drup-indsced morphologeul changes cin be seen in (O and (120, mure Roticeably i (I

U Calu-b ocell Tine will no treatmewr, Figo 31 with
ethanol, Fig. 3C with eowmarin and Fig, 3D with 70011-
commarin. MNoae of these shows evident morphological
chanpes, the cells grew lugether ta form a mosaic that
adhered strongly o the eulture batle, “I'he greater effect
of the cuugaring stughied on A427 cpuld be celated 10
spactfic tarts of this cel bine and ina v ke indicative ul'its
ureatetr sensibility 1o Wi antincoplasic elfects of T-0ON1C.
This effect » particulurly of clinical relevance in lung
adenocaceinoma with greater incidgnes of metastasis,

23 MET assay

An MIT assay was performed 1o detenmine Lhe
inhitbition ol cell polderation in the pwo cell lines
cuionred for 24 h owil LD M commucin o TOGL-
comnanin, ur with 1.3% {v/] clhano] (selven: eantrel).
Tuble § shows the resulls processed by the Siaigraphic

saltware, Coununin  inhibited  A427 cell growth
by 14%, while T3 |-coumarin inhibited i1 by 34%
{***p < 0.001). The corresponding vadues [or Calu-!
cells wete 22% (coumarin} and M% (7OH-coumann)
{*p < 0.1), These results suggest that the 4437 cells were
imare sensilive o bolh Jeoes than e Culo-1 cells, wid
F-0MC s more aetive than counrin, probubly due 1o
the 110~ groap ar the 7 carbon pesition on the benzeae.

F.4. Wesrern blur gesiy

The ell=cis ol coumarin, 7O -coumarin 4od elhanaol
{(solvent} on bel-2 and Bax oncoprotein expression after
b in the Ad27 and Calu-1 coliures are shown 1
Tig. 4. Bel-2 expressiwon (survival action) was deereased
in e Ad2T cells trented with coumarin and -0, und
Bax expression (survival inhibition action) wus slighlly
increased with coumarin, In the Calbu-1 cclls treated with

Fie. & Effect or couasnin amd T oo oy govphelopy oF Calo-1 cells culiungd in BPRL (64 1or 31 h: (A} unbreted cells; |R) velis trealed
et A" clod Owed Csolveas ), IO cetls pearad witly T0ombd conariog and (0 cells reated wiclh | oohd 7O -coumarn, Boaz ol these culiores
shovwed evideac chanpes in oell mocpholagy, T he ee!ls wers stunaly atieched e the cyltese bolile, formieg a mosaw,
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Tauhle 1

Inhitniion of prohication of A427 and Calu-| cells culiwied lor 24 hin
REBIL 1540 with | 5% [vPed ethenul [coolroly, 1.0 md ceumano oF
10 M TON-commann

Firug el ling &427 Cell line Caln-§
Gl% 4 5D L + 513

Cyoynaiarin 14 + 0.20% 22+ 404

T H-coumarn 35+ Miol?

An MTT asay wat performed w0 wbiain the growth mhibitian
perveatages LGI%). Yalues gen are means £ 510 a=3 4427
cone o GO0 Calusl *p < WL The asensks induw e statistically
sigailican dilfferenoes tom ¢omeal [ethancl)l. Slalishcel signticance
was conddered 81 p < Q001 and g < 0§ wilh a confidence inerval of
5% (Cluw-.}

coumagin, Bel-2 cxpression was unchanged and Bux
cxpression was slightly increased m compurison with the
conirpl. Three bunds of similar molecutar weight stained
with the bel:2 antibody atd vwo with the Rax antibody,
and their sbiiting ntensities were similarly wllected by
the drug trentments. The mulviplicity of bands was due
ta ceading frame displacement during pre-messenger
R™A maturalion, generating lwoe or three differently
sizedd transeripls that yield oncoproteins with similar
malecular weights and propectes (Hovaoura et al.,
1098). Wesleen blotling assays were repented at Toast
theee times and a representative gel is included as Ilig. 4,

The densitometric vatues for the bel-2, Bax and
B-tnbulin bands are given i Tahle 2; the mean and 8D
ol thiree nonnlized bol-2 md Bax values with respect 1o

o
(‘\
2 2 5
ey o@@@f & Qﬁs} W
TE L
Y B S
' ubIEn
seHHEBSM
HE_ _— ﬁ h_ e B
*BEE oW
o ‘ Bax 1
=B B 2N B J Bax 2
AARTF Calu-1
24 hours

Fig. 4. The ¢lects of coumarin nd #1-coumurin on the ExNITEsKn
of Bel-2 amd [ aeenprateing in A42T wnd Calue1 cells sultured [y
24 Iy wers analyecd by Western Blolling: €anal wiy dded Lo panollsl
cullures as 8 control A4RT cells show decreased bed-) {39 kDa}
(sureval action} aed wnireased Nax (23 6Da) [suraval nhibilon
actan} in reapanse o both dregs Inconteo, Cale-1 c20s show no
chanpes 1 bela? expression i enler drog, Baa mereases slighidy
AF1Er SrE Al ] will costiieray jn prempel 380 s witle elhwnod {eentnad},

f-wholin (value = 1} are shown. Kessarch in oowr
laboratory indicates that the prolileration capacity of
a beman adenocarcinoma cell line {A417), overcapress-
ing the belfZ oncogene, cun be reduced when incubated
with 7-011 und coumarin, Using ¥Western blothing, we
have demeonstraled with these cells Lhas, when courmar-
ins are present for 24 hoin the eell culture medium,
the bel-2 protein is deereascd, which raises the intriguing
possibility  that Ferther  intracellnlar  prowth  signal
processing is almast abandoncd, leading 1o inhibilion
of cell proliferation.

4, Conclusigns

The celationship hetween reduceed bel-2 and bipgh Bax,
shown here by Western blotting [or the 7O0H-covnarin-
treated A427 cells, is consistent with the cell-growih
inkibition results from the MTT assay (4% for A427
and 0% [or Calu-l treated wiath 7O T-coumearin and
with the drug-induced morpholegical chanazs o the
A427 cells. The changes induced by 701i-coumarin were
more marked (Fig. 2), When coumarin enters the boady.
repatdless of the route of administration, it is meliba-
Tezeed it the liver by Lhe C¥P2AG isalprm ol cytochrome
P430. he hvdroxylalion product, 70H-coumarin,
travels through ihe bloodstream 10 acl on various
organs and tssues. Our results indicate thal A427 cells
{from a peripheral lung tumor) are more sensitive Lo
these drugs than Calu-| cells (from a central Lumorh

These observationg wte in agreement with the well-
known antiprofifzrative efect of coumaring on malig-
nant ccll lines, decreasing bel-2 expression and s
survival action. There is an oreent need lor drogs with
minimal side effects but with significunt antilumor
activity l'or particufur cancers. 7-OHC wight be ellzetive
in preventing or delaying the formalion of metisiises;
they are candidates (or adjuvant Lreatmeni siralegies 1o
delay metastases. Bolth coumann and 70H-coutnaria
exhibat Tow toxicity in normal cells, and their eTevt on
malignant cells recomnends  then bolh as chemo-
preventatives and for wge in combined antiluier
irealmenl.

Table 2
Mormuligntion nf densitomeitne yolues of bel-2 and Hax arcnproeins
with respect Lo friubulin (o = 1)

Cell iz bed-zfPubulin £ $0 Bas'B-wibulin £ 51
A42T + ethanot 0497 4+ 00F2 DYHY + D027
4427 b commnarin 0.IrS 4 0023 L3+ DD
4427 + 7 OHO 484 £ 0K 0521 * 0013
Cale-] 1 gthanol Q.94 + 0029 Y14 + 00sY
Calu-1 + ¢(qumasia 1991 1 4043 0926 + 0N
Calu-? + -OHC 613Y + D020 CAM =+ 0019

The hand interditizs were quantified by densitometry The b2 wnd
Hux basd values were nompmlized te e [f-obualin vahoe (value = 1)



TOR C.M, Elinor-Baer g1 gt | Cell Bicfogy Fnterngronal 29 (X035) T03= g

Ackaowledgments

We thank Dir. Dolores Ramirez for commenis on
the marsscript., José Sulivan Lopez and members of the
Pharmacology Laboratory for the generous gift of the
A427 and Calu-1 cell lines, Tzipe Govezensky Zack for
help with the RFLP scan software, Julio César Carrero
Sanche for comments on the Spanish manuscript and
Victoria Cisneros S, for the English version of this paper.

Relerences

Chometvoski P Sacchi M. Sinple siep methed of RNA jsolation by
v pugnidamom thapcyanale phennk chlproform extraction. Anal
Hiochem 19861631563

Cos D Q'Renneds R Thornes RD The rariny af liver toxicity in
patiers crased with couwmarin (1.2-bengoprranel. Hum Taxwel
198598501 6.

Gathizehg VS, Hulene BC, Marshall ME. Taxiciy of coamanin £1,2-
benzopyrone} on human peripheral blood monoouckear cells and
Buman and murine bone marsaw (OM) progenilor swem cells.
3 Buol Resp Mo [HREED 1601,

Gua B Cuo 5, Toh X, Agzrus RG. Rusiem YM. Overespression of
Baa enhances antitumor acuvily of chemotheémpeulic agenis m
human head and neck squamaus cell cargnoma. Clip Cancer Res
2000:10:7 ) B— 14

Handmura A, Ciceres J. Maveda A, Franza Jr BR. Krainer AR,
Regulaled ussue-speofic 3 pression of antagamstiic pre-mR™N 4
splicing fuclors. Riva L9964 4304,

[ifabashi ¥, Nishimaki K, Asoh 5 Numou-Wakde B, Yamada T,
Ohes 8. Pore [armation domain of human pro-apaptotc Bax
mduced mummalian apoptosis as well as battenal death withaut
aMdganazing ami-apopiatc faowors. Biochem Biophys Ras Come
mun [9E 235 h0- 6.

Khar ). Preix P, Waldmun F. Taeng Jr A, Coumarin modulates the cell
cyele progressian of an MTY-Elras cell line. J Cancer Res Qacol
P93 M) 1921,

Kawan & Tomane ¥, Orawe K, Segiure M., ¥an0 M. Yeshizaws Y.
The gnuprohferative sfect of eoumanns oh severab cuncer cell
hnes. Anbicuncer Res 2031;3)-907=23.

Kobaxsihi T. Ruun 5. Ehadi K, Cliché KO, Shiku H, AndresT M,
ct 4l Onerexpression of Bax gene sensitizes K502 erychrolevkemia

cell 1o apoplosis mduced by selaciive chemoaherapeutic apenes.
Oncogene {908,160 JET=2}, .

Mevn RE, Siephens LU, MWilus L. Programmed celf death ang
radioresisiance, Cancer Memasians Rev 19596;15:119-11.

Mosmann T. Ramd colormeinc assay for ceflular growlh and
survival: applications o prefiferatdon and cytolosknry sty
J Immunal 1983;63.50=63.

Murray RDH, Wendez §, Brown 5A. The matwrab coxmanns.
Chichester; loha Wiley, j962.

Feterson GL. Determintion of iewl proen. Mehods Enzimol
198 3,E] 95=1]%

Pexzeila F, Turley H., Kuzu 1. Tungekar MH. Fieree CB, Harms 4.
el al. Bcl-X protein in non-smell-cell lung cancinema M Engl ] Med
1993, 32346004,

fieed 1C, Mivashita T, Takayama 5. Wang HG, Satp T, Krajewiski 5,
&l b Bel-2 family proveins regulators of ol death imvelved n the
pathopeness of caocer and resislance Lo Lherapy, J Cell Biochem
1996:21—32

Sedlak TW, Clivai ZW, Yank E, Wang K, Beise LH. Thempson CB,
el al. Mulople Bo2 family members demonsirate selective
dimnerizations wuh Bax, Proc Nall Acad 5ci (Washinpton) 1995;

. FaTRM-E

Sethna 5, Phadke F. Otg Reacy 1953,7—H0.

Yang ), Liv X. Bhalla K, Kim CW_ thrado AM, Cai ). Frevenlazn of
apoplosis by bel-2; release ol cylochrome ¢ from mitochondsd
Blacked. Scisnce 1997275112622,

Yamagucht H. Wang HG. The protem kinase PE B Akt regulaes cell
survival and apoplosis by inkikiing Bax conlermational chanpe.
Oocogene 2012077408,

Yoshids H, Kong YY. Yoshida R, Elia AJ, Hakem R, Penringer M,
et ab. Apal-t is mequired lar milochondrial pathwiys of apapiogis
and beain decdopment. Cell 1998947 39=50,

Zinker K5 Coumdnns)  inerface  between  oxll growih
inibitign, expresiian of encogemss. fomowr gell locpmaion
and eel-vecell communicauon. feish Coll Phys Surp 19932050135,

ZAnker K5 The mode of emry of toumarin imo o=t and
is effects on oell--cell communication and migratwon. o

O'Kennedy Rachand. ediler. Coumarin hiclogy applicatons and
mode of action. 19%7. p. 126—41 |chapler 6]

Zha H, Aimt-Sempe O, Sato T, Reed ). Proapoplouc protein Bax
heerodimerizes with beb-2 and homoditnerizes with Bax via a novel
domain {BH3) distept frpm BH) and BH2. ) Biol Chem 1996,
270 T4,

Zlabinger O.  Coumarin a2 an immunomadulater, I
C'Kennedy Richard. Douglss Thome R, editers. Coumanns:
biglopy. epplications and mode of acvions 1997, p 111—F [chaper 5.



I gf\.&
aﬁ*. :
MPRENTA DIGITP;L

IMPRENTA "CFFSET " PLOTED TESIS
- Madlcina 56, Esq Msdiclna
{ copikeo’ Universidad;] [

G.P. 04380, Coyoacan, México. DF,
= TEL. 5850 00094} 4
wnpmMadmntai@pmdlgy net.mx

L, f




	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Antecedentes
	2. Objetivo General
	3. Materiales y Métodos
	4. Resultados
	5. Discusión y Trabajo a Futuro
	6. Conclusiones
	Apéndices
	Referencias
	Artículo

