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RESUMEN 

En la estrategia para combatir el cáncer tiene prioridad el desarrollo de 

nuevas drogas, tóxicas para las células tumorales y poco agresivas 

para las células normales. Se han identificado algunos compuestos 

químicos con estas características llamados cumarlnas, los cuales son 

sintetizados por numerosos vegetales verdes algunos de ellos 

comestibles. En este trabajo se pretende determinar si la cumarina y la 

70Hcumarina inducen in vitro, la inhibición de la proliferación en dos 

líneas celulares de cáncer pulmonar humano: A427 (adenocarcinoma) 

y Calu-1 (carcinoma epidermoide) y si estas drogas alteran la 

expresión del oncogén 

desmedida) y de los 

K-ras (inductor de proliferación celular 

genes BcI-2 (ant"lapoptóflco) y Bax 

(proapoptótico). Para determinarlo cada línea celular se cultivó durante 

24 hrs. en RPMI con etanol 1.5%, v/v (disolvente), cumarina 1 mM o 

70Hcumarina 1 mM y células crecidas sólo con RPMI. Se obtuvieron 

los lisados celulares de cada cultivo para extraer de ellos los ARNs y 

las proteínas totales y por RT-PCR y Western blot conocer la 

expresión de los genes y las proteínas en estudio. 

Los resultados mostraron expresión abatida de K-ras y Bcl-2 e 

incremento de Bax en la línea A427 tratada con cumanna y 

70Hcumarina. En la línea Calu-1 solamente tratada con 70Hcumarina 

disminuyó K-ras. Concluimos que la droga 70Hcumarina presenta 

mayor actividad anticancerígena que la cumarina y la línea A427 es 

más sensible a estas drogas que Calu-1. 



ABSTRAer 

In the strategy lo combat cancer, development of new drugs loxic for 

tumor cells and not aggressive for normal cells maintains priorlty. 

Some chemical compounds have been identifie with these 

characteristics: these are coumarins and are synthesized by numerous 

plants. Our purpose was lo determine whether coumarin and 70H­

coumarin in vitre induced inhibitíon of the proliferation in two cel! 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 cel! lines during 24 h with 

ethanol 1.5% (v/v) (salvenl and control), coumarin 1.0 mM or 70H­

coumann 1.0 mM. We subsequently oblained celllysates to extrae! and 

to identify the previously mentioned proteins by Western blotting and 

oncogene and genes with oligonucleo!ides. Our resulls showed 

abatemen! 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

caumarin-Irea!ed Calu-1 cell line. Additionally, 70H-coumarin was 

more potent in inhibition of the proliferalion, us observed with methyl­

thiazol-diphenyl-tetrazolium (MTI). We concluded that inhibition of the 

studied oncogene and genes is one of several mechanisms tha! interve 

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

a. INTRODUCCiÓN 
La carcinogénesis es un proceso que se realiza en multiples etapas. 

las cuales pueden agruparse en tres: iniciación, promoción y 

progresión [1]. Se caracteriza por daños genéticos en células que 

adquieren la capacidad de crecer aceleradamente formando un tumor, 

como consecuenda de la act'lvación de protooncogenes a oncogenes 

ylo la inactivación de- genes supresores tumorales, además de las 

alteraciones en el genoma. inducidas por diferentes agentes 

iniciadores (carcinógenos). Cuadro 1. Los agentes iniciadores pueden 

ser físicos, químicos biológicos y sociales, que inducen errores de 

repl'lcación O infidelidad de la ADN-ponmerasa, logrando alterar a la 

célula. la cual puede permanecer silenciosa sin dirigirse 

inmediatamente a la producción de un tumor [2]. Posteriormente se 

pueden presentar los agentes de promoción, como inflamación, 

hormonas, promotores especificos, inmunosupresión, que favorecen el 

daño en el ADN de la célula en etapa inicial. traduciéndose en 

alteraciones cromosómlcas, mutaciones puntuales, modificaciones 

epigenéticas, dando lugar a la proliferación celular o progresión y 

todos estos factores a cáncer [3]. El cáncer es una enfermedad 

conocida desde muchos siglos, ya los egipcios hablaban de este 

padecim'lento [4]. Hace 140 años el microscop'lsta alemán Johannes 

Müller mostró que el cáncer comprendía la proliferación Celular, 

formación del tumor y la muerte del paciente [4J. Actualmente se sabe 

que el cáncer es el resultado de un trastorno en los mecanismos 

regulatorios de la proliferación y diferenciación o:;elular [5, 6]. La célula 

Antre~ed.m.s ; 
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maligna tiene la capacidad de proliferar en sitios y tiempos que la 

célula normal no lo hace porque está sometida a determinados 

procesos regulatorios que la célula mal"lgna no obedece [7], además 

se ha obselVado que la célula tumoral tiene capacidad específica para 

invadir y destruir tejidos aledaños para su invasión local así como 

perder moléculas de adhesión célula-célula y de comunicación entre 

ellas para transformarse en una célula metastásica [8]. La metástasIs 

es la transferencia de células tumorales de un órgano a otro que no 

está relacionado directamente con él, de esta forma una sola célula 

maligna o un grupo de ellas puede originar otro tumor a distancia [9]. 

Por otra parte es capaz de inducir angiogénesis para su nutrición [10]" 

b. AGENTES CANCERíGENOS [11, 12] 

El cáncer puede comenzar con una población de células con AON 

alterado pero silenciosas y activarse por repetidas exposiciones a 

agentes cancerígenos, [13]. También pueden influir: al las alteraciones 

en la respuesta inmune: b) los cambios hormonales asociados con la 

edad en órganos dependientes del sistema endocr"lno como en el seno 

[14] y la próstata; el los cambios epigenétieos en la región promotora 

de genes supresores tumorales o de genes que iníelVienen en la 

regulación del metabolismo celular; d) las alteraciones en la expresión 

de un gen, ya sea por deleciones o inserciones cromosómicas; e) 

también mutaciones puntuales por cambios de un par de nucleótidos y 

así se tienen mutaciones transicionales, transvercionales, inserciones 

y deleciones que provocan la sustitución de un solo aminoácido en la 

cadena polipeptídica codificada, aunque esta proteína defectuosa 

puede seguir siendo funcional [15]. 

Amrecedemes 
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Cuadro 1. las causas que originan células cancerOSas pueden ser: 

Físicos 

Exógenas 
80~190% 

\ 
\ 

, 

\\\QUimiCO 

GenotóxlcOs 

No genotóxlcos 

lonizantes 
1O,8_10n 

ciclos/seg 

rRadiaciorles y 
¡Rayos X 
; Neutrones 
LTelevisores 

No ionizantel-
10'4_10,S IlIlUZ UV 
clclos/seg 

_____ 10.12_1012 

cicloslseg 

, 

Teléfono celular 
Computadoras 
Hornos de Microondas 

<Directos 
Genotóxicos 

Indirectos 

[Compuestos aromáticos 
, Quimioterapia 

I Su transformación metabólica 
ldatla al ADN 

\\ o genot6xicos Compuestos xenobióticos 

~iOIÓ9iCOS ________ Virus ARN (retrovirus), virus AON (H,,;rpes) 

\ 
Sociales Estrés, angustia, depresión, ansiedad 

Espontáneas 

/ 
Endógenas 
10-20 °/~ 

Infidelidad de la ADN-polimerasa 
Daño oxidalivo (radicales libres de O") 
Oespurinación del ADN, Transposones 

'-~Heredables----- Transmisión de mutaciones en genes 
1-5 % supresores tumorales 

Antrecedeme, 
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c. DESARROLLO DE UN CÁNCER 

Es ampliamente aceptado que el desarrollo del tumor es el resultado 

de la acumulación de alteraciones genéticas que culminan con la 

conversión metastásica, en una serie compleja con expresión baja de 

las proteínas de matriz y de moléculas de adhesión célula-célula. La 

célula tumoral difiere de la célula normal en el sentido de que la 

tumoral no obedece a los mecanismos que controlan el crecimiento y 

al mismo tiempo presenta capacidad metastásica, lo que involucra 

muy diversos factores, siendo unos obedecidos por algunas células 

tumorales y otros por distintos tumores, posiblemente debido a la 

variabilidad biológica [16]. Dado lo anterior se pueden clasificar los 

tumores en tres grupos: 1) turnor 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 metastásicas. 2) tumor in situ: usualmente se desarrolla en el 

epitelio y no invade la membrana basal, algunos autores lo consideran 

una displasia (irregularidad epitelial) aunque puede preceder a un 

cáncer in situ. 3) tumor maligno: un cáncer totalmente desarrollado de 

dimensiones pequeñas con capacidad metastásica [17]. 

d. SUSCEPTIBILIDAD 

La susceptibilidad al cáncer esta determinada por eventos genéticos 

de herencia mendeliana y eventos epigenéticos heredados no 

mendelianos [18]. 

Antr"ced.me, 
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e. PREDISPOSICiÓN 

La predisposición es favorecida por la presencia del polimortismo y las 

impresiones genómicas que se han identificado en protooncogenes y 

genes supresores tumorales como: APC. BRCA1, BRCA2, DCC, 

p16/MLM/MTS, p53, RB, VHL [19, 20], debido a cambios epigenéticos 

en la regulación de la expresión de un gen no parental [21]. Se sabe 

que ambos padres contribuyen en la genética de su progenie, con 

excepción del cromosoma sexual y el ADN mitocondrial. La mayoría 

de los genes SR expresan bialél'lcamente, pero por modiflcadones 

epigenéticas específicas de gameto se originan genes autosomales 

monoalélicos en células somáticas y de esta forma se elimina uno de 

los alelas [22, 23, 24]. Por ejemplo, p53 pierde la heterocigosidad 

(LOH) inactivándose y suprimiendo su capacidad supresora tumoral. 

f. METILACIÓN 

La metilación anormal es otro evento epigenético [25], ocasionado por 

hipermetilación en secuencias CpG y es crítica en las il"!"lpreslones 

genómicas, La 5-metil-citosina tiene un efecto fuerte en las regiones 

promotoras de los mamíferos, sugiriendo que la metilación anormal del 

AON inhibe la transcripción, porque reduce la afinidad de unión de los 

factores de transcripción específicos de secuencia [26]. El incremento 

en la metilación de las secuencias CpG que se presentan en células 

cancerígenas se puede atribuir a la desregulación de la metil­

transferasa [27], con alta actividad de novo, aunque no se sabe si esto 

último causa inactivación del gen o si refuerza la inactivación inducida 

por otros mecanismos, por lo que !a metilación anormal en CpG de los 

promotores pueden silenciar a genes; lo mismo se presenta con 

Amrecedemes , 
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hipometilación, como sucede en las áreas pericentroméricas que son 

metiladas en la heterocromatina constitutiva -la pérdida de la 

metilac'lón pericentromérica es una anomalía de inestabilidad fasial 

centromérica inmunodeficiente- y en otros tipos de cáncer humano. 

g. MUTACIONES EN EL ADN 

Las alteraciones genéticas pueden ser por mutación puntual en los 

protooncogenes y genes supresores tumorales, ya sea por transición o 

transversión, por desórdenes endógenos como desaminación de la 

citosina o la 5-metil-citosina [28], despurinación [29, 30], 

hipometilación [31, 32], hipermetilación [33], daño oxidativo por la 

presencia de radicales libres de oxígeno [12] o por deleciones o 

-Inserciones cromosoma les siendo la pérdida de alEdos más frecuente 

en los cromosomas 3p, 5q, 8p, 9p, 11 p, 13q, 17p, convirtiendo a los 

protooncogenes en oncogenes y desactivando a los genes sllpresores 

tumorales. 

h. TELÓMEROS 

En las células cancerosas se encuentran los telómeros más largos 

(casi como los que se encuentran en las células germinales). Los 

telomeras son elementos genéticos localizados al final de los brazos 

de los cromosomas eucariotes; consisten de secuencias cortas 

repetidas al azar de AON, estabilizando al cromosoma vía la 

telomerasa y evitando así su degradación. En la célula cancerosa, por 

el contrario, los teJómeros se encuentran más grandes y la enzima 

telomerasa activa, lo que probablemente contribuye a la habilidad de 

la célula a dividirse indefinidamente en el tumor maligno [34]. la 
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mayoría de las células normales no expresan la enzima telomerasa 

activa en cantidades detectables pero sí se encuentra en las células 

germinales, en las células epiteliales del cordón umbilical, 

anormalmente en las células tumorales y en las células senescentes 

[35-37]. Las alteraciones en los telómeros inducen la inestabilidad 

genómica [38J. La Inhibición de esta enzima podría utilizarse en 

terapias de cáncer. 

i. ANGIOGÉNESIS. 

Un tumor maligno de 2 mm de diámetro presenta requerimientos 

nutrimentales que no pueden ser suministrados por procesos de 

difusión y requiere de capilares sanguíneos que le proporcionen los 

nutrimentos necesarios. Los capilares sanguíneos se derivan 

normalmente de los ya existentes, por lo que a este proceso se le 

llama neovasculaflzación o anglogénesis, el cual se activa a través de 

péptidos angiogénicos que estimulan la motilidad y la proliferación de 

las células endoteliales [39J. Los péptidos angiogénicos pueden ser 

s'lntetizados y liberados por las mismas células tumorales incluyendo el 

factor de crecimiento endoteHal vascular (VEGF) y el factor--a de 

crecimiento Iransformante (TGF-a) [40]. Tomando en cuenta lo 

anterior, podría bloquearse la síntesis de los péptidos angiogénicos en 

las terapias de cáncer. 

j. METÁSTASIS 

En la diseminación de las células tumorales (células metastásicas) se 

ha observado reducción de las moléculas de adhesión celular (CAMS) 

[41]. La célula metastásica presenta modificaciones en la adhesión 

,\nlrne[jenlC, 
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celular y se transporta vía linfática [4] y sanguínea [42], sin embargo la 

presencia de la célula neoplásica en la sangre no constituye 

metástasis, ya que muchas de ellas mueren debido al control 

proporcionado por la respuesta inmune del hospedero como citocinas, 

macrófagos, linfocitos T CD4+, CD8+, células NK, plaquetas, y 

también por la turbulencia del torrente sanguíneo. Todos estos 

factores forman parte de la hostilidad que va a encontrar la célula 

metastásica en su trayecto [43], pero el enfermo se encuentra 

inmunocomprometido, lo que favorece su diseminación metastásica. 

La célula tumoral no se adhiere a las paredes de los grandes vasos 

por el flujo sanguíneo, 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. Ahí puede utilizar 

la liberación de citocinas que incrementan la expresión de una 

variedad de moléculas de adhesión, localizadas en la superficie de la 

célula tumoral, para implantarse en el nuevo tejida u órgano. 

Así la o las células "iniciadas" sufren cambios en sus caracteres 

bioquímicos: fun(;Íonales y estructurales, resultando en células 

tumorales con diferente grado de resistencia a las terapias en el 

mismo tumor, debido a que puede ser de composición policlonal. El 

tumor puede ser de origen monoclonal, no obstante y debido a las 

mutaciones a que es sometida cada célula de ese tumor, puede 

mostrar diferencias en estructura, morfología, rango de crecimiento, 

cariotipo, comportamiento, invasión y alteraciones en la expresión de 

moléculas de adhesión para formar células metastáslcas. Éstas 

pueden tener características que difieren de la mayorfa de las células 

de ese mismo tumor. Su variabilidad puede ser generada por 

Am,ecedentes 
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mecanismos epigenéticos dando lugar a la diversidé:ld fenotioica y al 

concepto de heterogeneidad [44, 45J, favorecidos por las alteraciones 

y pérd-Ida de alelas en genes supresores tumorales y mutaciones en 

los protooncogenes para convertirse en oncogenes. 

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

Los genes que se comportan como protooncogenes. al ser 

"Inapropiadamente activados, producen una mutación en su secuencia 

de nucleótidos o una deleción en sus cromosomas, alterando la 

traducción del mensaje genético y rompiendo el equilibrio del 

metabolismo celular por inactivación de genes supresores tumorales y 

activación de oncogenes [46], ya sea por causas exógenas (80-90%) o 

endógenas (10-20%). Los genes de células de vertebrados superiores, 

muy conservados en la evolución y sin actividad neoplásica, se les 

nombró protooncogenes por su similitud con los oncogenes virales. 

También se observó que sus productos génicos tienen funciones 

Importantes en la regulación del metabolismo celular y son heredables 

porque forman parte del genoma celular. Los protooncogenes 

celulares participan en forma ordenada y controlada en la 

diferenciación, proliferación y metabolismo celular. En esta tesis se 

determinó la expresión del oncogén K-ras y los genes bcl-2 y Sax. 

a. ONCOGÉN cK-ras. 

El oncogén cK-ras pertenece a la gran familia Ras en humanos, de los 

cuales se conocen H-ras (descubierto su homólogo en virus por 

Harvey), K-ras4A y K-ras4S (descubierto por Kirsten) y N-ras, aislado 

de neuronas. K-ras se localiza en el cromosoma 12, N-ras en el 
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cromosoma 1 Y el H-ras en cromosoma 11 [47, 48]. Todos ellos tienen 

el mismo nombre que sus correspondientes homólogos virales y 

constan de 4 exones con baja semejanza en su secuencia, sin 

embargo, codifican para una proteína altamente homóloga de 21 kOa 

llamada p21 ras. En el citosol se traduce ras como precursor sin 

actividad, de ahí se transloca a la cara citoplásmica de la membrana 

celular donde actúa como protooncoproteína (p21 ras), interviniendo 

en el metabolismo de la célula normal y controlando la proliferación y 

diferenciación a través de su actividad de GTPasa (Guanosina 

tnfosfatasa). Al unirse a GTP actúa en forma activa (GTP-ras), 

Induciendo proliferación celular, pero al hidrolizarse GTP se obtiene la 

forma inactiva unida a GOP (GDP-ras), que impide la proliferación 

celular por la intervención de la proteína GAP (complejo de 5 

proteínas), que estimula la actividad intrínseca de GTPasa de ras. La 

proteína ras participa en la transducción de señales de la membrana 

celular al núcleo. En la superficie celular se encuentran diferentes 

receptores de superficie, si algunos de ellos son reconocidos por su 

ligando específico, se induce un cambio conformacional del dominio 

extracelular del receptor. Este cambio se transmite por el dominio 

transmembrana hasta su dominio citoplásmico, donde se encuentra 

una serie de proteinas tirosina cinasa que se autofosforilan, y 

fosforilan a GOP-ras a través de GAP para obtener GTP-ras (su forma 

activa). Por otra parte, sólo así GTP~ras puede fosforilar a Raf~1, una 

cinasa serina/treonina que se une selectivamente al dominio 

aminoterminal de GTP-ras. Raf~1 activada fosforila a una proteína 

cinasa activada por mitógeno (MAPKK), iniciando una cascada de 

fosfo-transferencia. Activada MAPK (MAPKK) se transloca del 
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citoplasma al núcleo, para fcsforilar y activar a factores de 

transcripción específicos. Sin embargo, el proto-oncogén K-ras se 

puede alterar convirtiéndose en oncogén por mutac'lones puntuales en 

los codones 12, 13 Y 61 para tener actividad de oncogén, o también 

puede intervenir la enzima farnesiltransferasa que transfiere un grupo 

farnecilo a través del C 15 del farnesildifosfato a un residuo de cisteína 

del C-terminal de ras, confir:éndole hidrofobicidad e impidiendo la 

h'ldrólisis de GTP para pasar a GOP por 'Imped'lmento estMlco y por lo 

tanto, induciendo proliferación celular constante [49, 50]. Se ha 

observado que inhibiendo a la enzima farnesiltransferasa se bloquea 

la proliferación celular y esto podría ser útil en la terapia del cáncer 

cuya proliferación es dependiente de ras [51, 52]. 

b. GEN Scl-2. 

El gen BcI-2 pertenece a una familia de genes Bcl-2, cuyos productos 

génicos tienen actividad antiapoptótica y presentan de dos a cuatro 

secuencias de nucleótidos muy semejantes. Las regiones están 

separadas en los domin'IOS SH1, SH2 y BH4 [55aJ, que se encuentran 

repetidos en los demás miembros de la familia de genes: 

antiapopt6ticos BcI-2, Scl-xL, McI-1, A1, en humanos. En condiciones 

normales, interviene en el equilibrio de la célula para mantener su 

homeostasis dependiente de proliferación, diferenciación, emigración, 

inmigración y muerte celular, s'lendo esta última necesaria en algunos 

tejidos, por ejemplo la piel (células epiteliales): para remover células 

programadas a morir, células indesaables; aunque también se ha 

observado que ScI-2 se encuentra incrementada en células de larga 

vida como los linfocitos en condiciones normales. El pre ARN ScI-2, 
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para madurar a ARN mensajero (de BcI-2), entra en procesos 

alternativos originándose un corrimiento del marco de lectura con 

diferentes cortes para dar tres transcritos que se traducen en proteínas 

con pesos moleculares muy cercanos de 25, 26 y 27 kDa y son 

reconocidos por el mismo anticuerpo monoclonal. Los miembros de la 

familia Bcl-2 que tienen una región carboxilo Terminal hidrofóbica 

pueden anclarse en las membranas: nuclear, cltoplásmica y 

mitocondrial, dejando libre en el citoplasma a la región amino-terminal. 

La proteína Bcl-2 tiene actividad antioxidante por lo que se encuentra 

incrementada en los sitios con radicales libres de oxígeno liberados de 

mitocondria, evitando la oxidación de los lípidos de membrana y la 

muerte [57-61]. 

La fam'll¡a de genes BcI-2 interviene en la regulación de la 

sobrevivencia y muerte celular, el destino que se le da a la célula va a 

depender de diversos factores que induzcan una mayor o meno~ 

concentración de cada uno de ellos, facilitando la formación de 

dímeros: BcI-2-Bcl-2, que induce a la sobrevivencia; bcl-2-Bax, que se 

considera en equilibrio y Bax-Bax, que conduce a la muerte celular 

[55a], 

BcI-2 BcI-2 Sax 

+ + + 

BcI-2 Sax Sax 

j ¡ ¡ 

¡ ¡ j 

induce induce induce 

sobrevivencia equilibrio apoptosis 
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Cuadro 2. Clasificación de la familia BcI-2 

Miembros de la 

Familia BcI-2 

cI-2 

BeI-x 

Bax 

:-BcI-2a, antiapoptótico 

I 

1
1 BeI-2a, antiapoptótico, carece del 

exón 3 y no codifica el dominio 
I i transmembrana 

~ 
I! BeI-xL, antiapoptótico , 

¡ Bcl-xS, proapoptótico 

i Bcl-x¡3, sin dominio transmembrana , 

-: Saxa, proapoptótico 

: Sax~, proapoptótico sin domonio 

transmembrana 

Baxy, proapoptótico 1 Kb 

Saxy, proapoptótico 1.5 Kb 

Bid, Bad, Bak, BcI-xS, Bok, 

BIK, BNIP, Bim, proapoptóticos 

La formación de dímeros se realiza a través de los dominios BH1 o 

BH2 por lo que las mutaciones en estos dominios pueden 'Impedirlo y 

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

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

través de la transmembrana mitocondrial impidiendo la liberación del 
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citocromo c y por esta vía puede inhibir la activación de las caspasas 

inductoras de la muerte celular El gen BcI-2 puede sufrir translocación 

cromosomal por yuxtaposición con un locus de la cadena pesada de 

las inmunoglobulinas, pasando del cromosoma 18q21 (del gen BcI-2) 

al 14q32 (de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas), 

obteniéndose 1(14:18) con el resultado de la activación del oncogén 

Scl-2 [54]. 

c. GEN Sax. 

El gen Bax pertenece a la gran familia BcI-2 de genes proapoptóticos: 

Bax, Sad, Bid, Bak, Bok Bim, BcI-xS, BIK, BNIP [551. El gen Bax tiene 

6 exones y por procesamientos alternativos en la maduración del pre 

ARN mensajero se recorre el marco de lectura, obteniéndose sitios de 

corte diferentes y como resultado, transcritos de distinto tamaño que 

se traducen en un complejo de proteínas que comprende: una proteína 

de 21 kDa de membrana nuclear y mitocondrialllamada Bax-a y dos 

proteínas citosólicas llamadas Bax-¡3 y Bax-y. Estas proteínas 

presentan homología con Bcl-2 en los dominios altamente 

conservados BH1 y BH2 in vivo. La sobreexpresíón de Bax favorece la 

formación de homodímeros y acelera la apoptosis [55]. Otros estudios 

sugieren que el gen Bax tiene un papel supresor en la carcinogénesis 

en una vía 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 iónicos dependientes de pH y voltaje, 

alterando el potencial mitocondrial Iransmembrana (4J) por la bomba 

protónica Fo F1-ATPasa y liberando citocromo c, el cual se une a Apaf-
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1 Y ATP para activar a caspasa 9 en el citoplasma; al mismo tiempo, la 

liberación del citocromo c induce una deficiencia en el acoplamiento de 

la cadena de transporte de electrones al O2 y estos electrones 

incrementan la producción de superóxidos y peróxidos de hidrógeno. 

Todo esto lleva a la iniciación de una vía de señalización apoptótica 

dependiente de mitocondria [63]. 

*Gen supresor tumoral 

El gen supresor tumoral p53 codifica para una proteína p53, que nativa 

y activada, puede evitar el inicio de la replicación de una célula 

maligna [64]. Interviene en muchas funciones siendo la mas 

importante su actividad transcripcional con su propio gen y otros 

genes_ La proteína p53 consiste de cuatro dominios: un dominio de 

transactivación en la región amino-terminal; un dominio de unión a 

AON donde se realiza el mayor número de mutaciones; un dominio de 

tetramerización y un dominio regulatorio carboxilo-terminal. Un 

tetrámero de la molécula p53 se ensambla a través del dominio de 

oligomerización facilitando al dominio amino·terminal interactuar con 

los factores de transcripción e incrementar la expresión del gen [64]. 

P53 puede reprimir la expresión de otros genes por regulación 

negativa en virtud de la función represora para BcI-2 y survivina, La 

proteína survivina inhibe la apoptosis porque bloquea la activación de 

las caspasas-3 y -7 [65]. Al dañarse el AON, p53 realiza la 

transcripción de diversas moléculas entre las que se encuentran una 

batería de genes llamada p21 (Waf1fcip1JMCL-1) que codifica para un 

inhlbidor de cinasas dependientes de ciclina reprimiendo el cido 

celular en la fase G1 • [66]. La proteína p53 nativa es de corta vida y en 
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la célula normal se mantiene en bajos niveles por ubiquitinación y su 

regulador negativo es la proteína Hdm2, La transcripción del gen 

Hdm2 es fuertemente activada por p53 [67]. La célula tumoral con p53 

inactivado presenta resistencia a las drogas citotóxicas, 

probablemente debido a que no funcione el punto de referencia en 

G1/S, lo que reduce la sensibilidad a la apoptosis [68]. 

1.2 APOPTOSIS 

La muerte celular programada o mecanismos de apoptosis [69] que 

se refieren a los cambios morfológicos que 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 apoptos'ls en la embriogénesis, en células sujetas a recambio, 

metamorfosis, involución del seno laclante y en células cuyo ADN ha 

sido dañado por agentes físicos, químicos o biológicos [72,73], 

También en las células tumorales que responden al tratamiento 

quimioterapéutico [74] se ha observado que, bajo ciertas condiciones, 

las moléculas de ciaSe I del complejo principal de histocompatibilidad 

conducen a apoptosis a células B en linfomas humanos [75]. La 

apoptosis comprende eventos que fundamentalmente difieren de la 

muerte celular degenerativa o necrosis [76]. Basados en su 

morfologla, bioquímica e incidencia, la apoptosis se puede presentar 

en una sola célula y no está asociada a inflamación, posiblemente 

porque los restos (cuerpos apoptóticos, nombre dado por Kerr) son 

fagocitados inmediatamente por las células aledañas no dando lugar a 

la inflamación; en cambio, la necrosis abarca un grupo de células para 

morir y sí va acompañada de inflamación ocasionada por moléculas 

ArHr"cedente, 



Efecto de la cum:lrin. y 70Hcumar:na en la "'pr,,,ión del oncogén K-ras y gene> Hel.} y So< 

quimiotácticas liberadas al romperse la célula y se infiltran en el tejido 

activando a macrófagos y linfocitos [77], Existen mecanismos de inicio 

que deben ser específicos al tipo de daño en la célula y que van a 

inducir la activación de genes necesarios para inducir a la célula a 

apoptosis o a necrosis. La apoptosis puede ser inducida por una gran 

cantidad de factores y así la célula que entra en apoptosis 

rápidamente se estrecha, pierden sus moléculas que las contactan con 

la células vecinas y de manera subsecuente se presenta: 

condensación de la cromatina. empacándose en masas pequeñas en 

la membrana nuclear; fragmentación del ADN nuclear, cada vez más 

pequeños de 150 pb Y fragmentos oligonucleosomales; degradación 

de las moléculas clave del citoplasma, formación de vesículas 

citoplásmicas que incluyen vesículas nucleares, mitocondrias y otros 

organelos [78]. formándose los cuerpos apoptóticos que son 

fagocitados inmediatamente por las células aledañas y macrófagos 

[76], posiblemente por moléculas de fosfatidilserina activadoras de la 

fagocitosis que se acumulan en la superficie celular [79]. Tal parece 

que todo lo anterior tiene una función protectora para prevenir la 

transferencia de material genético activo a las células vecinas. 

1.3 CASPASAS 

Las caspasas pertenecen a una familia de cisteín-proteasas activas. 

que realizan la degradación de moléculas clave de la célula para 

culminar en apoptosis, la cual se lleva a cabo al act'lvarse los llamados 

receptores de muerte de la superficie celular [80]. Cuando los 

receptores de muerte son reconocidos por ligandos específicos, 

incluyendo moléculas quimioterapéuticas, entonces se transmite la 
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señal al citoplasma a través de moléculas llamadas dominios de 

muerte y se forma el complejo de señalización inductora de muerte o 

DISC (del inglés: death inducing signaling complex) {81]. que permite 

la activación de las procaspasas a caspasas para realizar su función 

[81]. Se conocen 10 caspasas que pueden estar reguladas por los 

productos de los orlcogenes de la familia BcI·2, como bcl-2 y bcl-X 

(antiapoptótico) [82] y Sax, Sad y Bid (proapoptótico) [83]. Otras 

proteinas inhibidoras de la apoptosis son las IAPs, que junto con bcl-2 

bloquean la actividad de las caspasas [84]. Bax, Sad, Bid Bak 

favorecen la apoptosis porque forman poros específicos en la 

milocondria facilitando la salida del citocromo c [83, 84] para activar, 

junto con ATP y Apaf-1 a la procaspasa-9 a caspasa-9 iniciadora, que 

a su vez activa a la caspasa-3 efectora iniciándose la cascada de 

caspasas inductoras de apoptosis [85]. 

En el campo de los tumores malignos es necesario conocer las 

anormalidades moleculares, las alteraciones cromosomales y la 

bioquímica del metabollsmo de la célula normal y tumoral para el 

tratamiento de los tumores cancerígenos. 

1.4 CÁNCER DE PULMÓN 

El cáncer pulmonar es una neoplasia que se desarrolla en las células 

basales loti potenciales del epitelio bronquial, es la respuesta de la 

célula pulmonar a la exposición prolongada a un agente cancerígeno. 

Los principales factores de riesgo son: el humo del tabaco o de leña 

en personas activas y pasivas que presenten susceptibilidad y/o 

predisposición, aunque no necesariamente para desarrollar un tumor 

maligno [86]: la contaminación atmosférica, muy relacionada con la 
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actividad del hombre y su progreso, producida por las emanaciones de 

las industr'las y de los motores de combustión; las minas de asbesto y 

su Industrialización; el factor genético; la edad; las infecciones virales 

(VIH). 

El cáncer pulmonar es un problema de salud pública a nivel mundial. 

como lo demuestran las estadísticas de otros países [87]. Se sabe que 

en México la 2a causa de muerte la ocupan los tumores malignos. Esto 

fue dado a conocer por las estadísticas del Registro Histopatológico de 

Neoplasias en México (1999-2001) de la Secretaría de Salud [88]. Del 

lotal de los casos, los tumores de traquea, bronquios y pulmón 

ocuparon el 2° lugar en muertes (12.38 %), siendo responsable de 

27,310 defunciones registradas en México en ese trienio. Con 

respecto a la incidencia del cáncer pulmonar por entidad federativa se 

observó que el centro y norte de la RepJblica registraron los más altos 

porcentajes en comparación con los estados del sur. No es fácil el 

diagnóstico temprano de la enfermedad porque no se han identificado 

marcadores bioquímicos con la suficiente sensibilidad, especificidad y 

facilidad en la obtención de la muestra y cuando se llega a identificar, 

puede considerarse un hallazgo porque en sus etapas tempranas es 

prácticamente asintomático. En etapas más avanzadas el 70 % de los 

casos presenta metástasis a ganglios linfáticos y a distancia; los 

síntomas que se presentan están de acuerdo con la localización del 

tumor en el pulmón, ya sea central o periférico [891. La respuesta a la 

terapia es pobre, por esta razón se cuestiona S'I dicha terapia ofrece 

beneficios reales para el enfermo en el tiempo de sobrevida, que 

puede variar de meses a ocho años con una calidad de vida pobre 

[901- Es necesario conocer la biología de la enfermedad y las 
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anormalidades en la patogenia del cáncer pulmonar [91], que 

-permitan su diagnóstico temprano para aplicar el tratamiento más 

adecuado, considerando que se carece de un modelo de orden 

cronológico en la detección de los primeros síntomas, que ayuden a 

identificar las alteraciones moleculares iniciales. Se sabe que en el 

cáncer pulmonar se alteran diversos protooncogenes para convertirse 

en oncogenes y también se presentan mutaciones en genes 

supresores tumorales, translocaciones cromosomales, polimorfismo [9, 

10], cambios epigenéticos [8, 17], activación anormal de la telomerasa, 

pérdida de alelas, siendo más frecuente en el cromosoma 3p [92], 5q, 

8p, 9p [93, 94], 17p [64], favoreciendo el progreso del tumor maligno. 

De acuerdo con la clasificación de cáncer de pulmón publicada por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), se consideran cuatro tipos 

de cáncer pulmonar más frecuentes: carcinoma de células escamosas 

(carcinoma epidermoide), adenocarcinoma, carcinoma de células 

grandes y carcinoma de células pequeñas (células de avena). El 

porcentaje de respuesta de estos tipos de neoplasias pulmonares a la 

quimioterapia combinada es muy bajo [90, 951, agravándose el 

padecimiento por la liberación de células metastásicas [41, 96]. En la 

patogenia del cáncer pulmonar humano tiene príoridad determinar las 

anormalidades moleculares para ser consideradas en el desarrollo de 

nuevos fármacos que sean tóxicos para las células tumorales y poco 

agresivos para las células normales. 

En este proyecto se pretende estudiar el efecto en la expresión de los 

oncogenes K-ras_ BcI-2 y Bax por la actividad anticancerlgena y 

antímetastásica de unas moléculas de origen vegetal llamadas 

cumarina y 70H-cumarina, que se estudian en las dos líneas celulares 
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de cáncer pulmonar humano más frecuentes en México: A427 

(adenocarcinoma) y Calu-1 (carcinoma epidermoide) con una 

frecuencia de 40.4 % Y 38.4% respectivamente y así contribuir a la 

identiflcac'lón del mecanismo de acción antineoplás'lca de estos 

compuestos químicos en el tratamiento del cáncer pulmonar humano. 

1.5 CUMARINAS 

En la naturaleza las cumarinas son sintetizadas por más de 800 

especies de vegetales verdes de las familias Orquidaceae y 

Moraceae, a esta última pertenecen; Gram'lneae, Leguminosae, 

Rosaseae, Umbelliferae, La cumarina se encuentra en 

monocotiledóneas y dicotiledóneas en cantidades apreciables, 

también en ace'ltes esenciales como el aceite de acacia, aceite de 

lavanda, trébol dulce, en el heno y a ella debe su olor. Puede 

encontrarse libre o como heterósido tanto en el tronco, tallo, hojas, 

flores, fruto, semillas, en las plantas de forraje [97J. Se dice que en los 

vegetales actúa como repelente de insectos e inhibe el crecimiento y 

la esporulación de hongos. Fue aislada por primera vez por Vogel en 

1822 del haba de tonka, Dipterix adorata; Guibour la bautizó con el 

nombre de Cumarina y fue sintetizada por Perkin en 1868, Se 

encuentra como un complejo brillante, conjugado a azúcares y áCidos. 

Se han aislado y caracterizado más de 1300 cumannas, 

principalmente de plantas verdeS [98]. La sintetizan algunos 

microorganismos del género Streptomyses y _ Aspergillus; la 

novobiocina es un derivado de la cumarina [99]. 
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a. Cuadro 3. USOS DE LAS CUMARINAS 

-En la industria 

Cumanna Industria de alimentos, dulcificante 

y aditivo. Industria del tabaco 

como aromatizante y fijador. 

Perfumería como fijador [100] 

Warfarina Raticida [101] 

4-metilumbeliferona Propiedad fluorescente [1 02J 

3-acetil-4-metil-7 -amlno cumanna, Marcador fluorescente, dosificador 

7-amino-4-metil cumarina en es pectrofoto metrí a de nitrilos 

[103J 

16-metilcumarina Filtros solares [104] 

7 -hidroxicumarina Filtros solares [104] 

-En mediCina 

Cumarina Disminuye la fragilidad y la permabilidad capilar 

[105], anticancerígeno y antimetastásico [106], 

antiinflamatorio [107] 

Warfarina Anticoagulante oral [108J 

7-hidroxicumarina Anticancerígeno y antimetastásico [106] 

'En la industria de los alimentos como sazonador en combinación con 

la vainillina. 

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

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

dihidrOXlcumarina y 6-metil-cumarina por el El Dispensatory of the 

United Status Part 1, 25th edn (1955). La 70H-cumarina se usa en 
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cremas como protector del sol. Por su aspecto brillante se utiliza en 

maquillajes y rubores. 

-En el electro platinado, porque reduce la porosidad e incrementa la 

brillantez de varios depósitos de metales como el níquel. 

-En laboratorios químicos la 70H-cumarina, 7-amino-4-metil-cumarina 

y la 4-metil-lumbeliferona se utilizan como substrato de enzimas 

fluorigénicas. El amino-metil-cumarina-ácido acético se utiliza como 

etiquetado fluorescente para marcar anticuerpos y lectinas. En el heno 

se encuentra principalmente 40H-cumar"lna, que es un precursor del 

dicumarol y la warfarina, que es un antagonista de la vitamina K (84). 

la warfarina es un fármaco usado para prevenir la formación de 

trombos y es el anticoagulante oral que se prescribe con mayor 

frecuencia [108]. 

b. ESTRUCTURA DE LA CUMARINA. 

La estructura química de la cumarina muestra estar formada por un 

anillo bencénico unido a una o-pirona, la cual es un anillo heterociclico 

de 6 miembros: un átomo de oxígeno en la posición alfa y 5 átomos de 

carbono con orbitales sp2, es la 1,2-benzopirona y se le puede 

considerar como la lactana del ácido fenil propenóico o cumarina [99] y 

el ortohidroxi-fenil-propen6ico o 70H-cumarina. La cumarina tiene 

hidrógenos sustituibles por otros radicales y así en la naturaleza se 

encuentran numerosoS derivados de la cumarina con diversas 

pro piedades que son utilizadas por diferentes industrias. 
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c. PROPIEDADES FíSICAS Y QUíMICAS DE LA CUMARINA. 

La cumarina tiene un peso molecular de 146.13, su aspecto es de 

placas pequeñas, brillantes. incoloras, olor agradable característico, 

con un máximo de absorción en luz UV a 272 nm en cloroformo; 

soluble en etanol, cloroformo y aceites. parcialmente soluble en agua 

hirviente [109]. 

d. METABOLISMO DE LA CUMARINA EN EL HUMANO. 

El metabolismo de la cumarina va a depender de la especie que la 

recibe [110J. La vida media de la cumarina tiene una duración 

alrededor de hora y media, sea cual fuere la vía de entrada (oral, 

intravenosa, intramuscular o tópica) [111J. La cumarina al entrar en el 

organismo humano sufre biotransformación, que se realiza en el 

hígado interviniendo la isoforma CYP 2A6 del citocromo p450. Esta 

enzima cataliza la hidroxilación del carbono 7 de la cumarina 

obteniéndose el metabQlito 70H-cumarina [112J, en seguida interviene 

otra enzima, la glucuroniltransferasa para obtenerse otro meta bolito el 

70H-cumaringlucurónido. Estos metabolitos, a través del torrente 

sanguíneo son transportados a diferentes tejidos y órganos del cuerpo 

humano donde presenta predilección por células epiteliales, actuando 

principalmente en piel, riñón, próstata y pulmón; por lo tanto 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 eliminados a diferentes tiempos después de su 

administración [115]. Se han realizado experimentos con humanos 

sanos [116]. para valorar la manifestación de efectos colaterales a 

concentraciones de 2 a 3 gramos diarios, siendo negativos los 

An\reledcnlo, 
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resultados [117, 1181_ Se sabe que las cumarinas activan la respuesta 

inmune celular del enfermo y además, actúan directamente sobre la 

célula maligna reduciendo el tamaño del tumor; esto refleja las 

concentraciones relativamente altas de las cumarinas en los 

experimentos para obtener una respuesta biológica in vivo e in vltro. 

Las concentraciones altas de la cumarina en los cultivos va a originar 

un gradiente de difusión entre el exterior y el interior de la célula 

estableciendo un manejo de fuerzas que favorecen la entrada de las 

cumarinas a la célula tumoral, ésta parece estar mediada por 

estructuras de superticie de composición fosfolipídica, uniéndose en 

forma in específica a receptores de membrana activándolos, Una vez 

que llega la cumarina a la cara interna de la membrana celular se 

considera que actúa como un primer mensajero, activando a segundos 

mensajeros en una forma similar a la transducción de señales inducida 

por los lipopolisacáridos (LPS). En la célula tumoral hay proliferación 

celular constante debido a que K-ras pierde su actividad de GTPasa 

quedando en su forma activa (GTP-ras) constantemente y el complejo 

GAP no puede hidrolizar a GTP y reducirlo a GOP. En esta via de 

transducción de señales se realiza el rompimiento del fosfatidilinositol-

4,5-difosfato por la fosfolipasa C-¡3 acoplada a la proteina G 

(llevándose a cabo este mecanismO tanto en la célula normal como en 

la tumoral), pero en los cultivos de células tumorales con las drogas 

aquí estudiadas etiquetadas radiactivamente se ha observado que, al 

llegar la cumarina a la cara interna de la membrana celular cierra ese 

circuito operacional porque la cumarma se acopla a la proteina G 

impidiendo la transducción de señales al núcleo y por lo tanto 

inhibiendo la proliferación celular [119,120]. 

Amreced<tlte, 



EfoclO de la "umarina y 70Hcumarlna en la ."pre,ión d.1 oncogén K·", y genes Rd·'! y Ea" 

Algunos autores han reportado que la cumarina carece de efectos 

eitotóxicos [121], otros describen efectos citostáticos moderados [122). 

También se reportó que la cumarina y la 70H-cumarina tienen efectos 

citostáticos reversibles en 14 [[nea.s celulares humanas {123], para. lo 

cual realizaron mediciones cada 48 hrs. durante una semana, 

empleando concentraciones de 500 IJg/ml y se llegó a la conclusión de 

que el efecto de la cumarina es dependiente de la concentración y del 

tiempo de exposición. Marshall y colaboradores concluyeron que la 

concentración inhibitoria 50 (Clso) era de 250 a 300 ¡;g/ml. 

e. FARMACOLOGíA DE LA CUMARINA. 

La cumarina y sus derivados tienen propiedades antinflamatorias no 

esteroide, antialérgicas, anticoagulantes. Se utilizan en el tratamiento 

del linfedema, infecciones crónicas, desórdenes del sistema inmune y 

cáncer. Sus propiedades anticancerígenas se consideran un hallazgo 

al usar derivados de la cumarina con propiedades anticoagulantes en 

pacientes que además sufrían de algún tumor maligno, donde se 

observó una reducción en el tamaño del tumor y en la formación de 

metástasis [124]. También se vio que la warfarina incrementa la 

actividad fagocítica de los macrófagos alrededor del tumor y el 

reclutamiento de polimorfonucleares en esos sitios. Estudios 

realizados con la 70H-cumarina mostraron que inhibe la división 

celular en la fase Go/G1 y por lo tanto la proliferación [125J. La terapia 

con cumarina actúa en dos formas: inhibiendo el crecimiento de 

a.lgunas células tumorales y estimulando componentes de la respuesta 

inmune contra el tumor por incrementar la liberación de la interleucina-

1 (IL-1) de células mononucleares humanas [126]. Y también por su 

Antr.".demes 
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interacc'ión con células k'dler (NK) y en la función de los monocitos 

[127]. Así la cumarina y la 70H-cumarina son capaces de inhibir el 

crecimiento de un número de células tumorales de distinto origen de 

una manera dependiente de tiempo y concentración por modulación 

del ciclo celular [128-130], también por inhibición de la poli(ADP­

ribosa)-polimerasa [131]. Se ha obseNado que la cumarina y la 70H­

cumarina inhiben el crecimiento de células tumorales de pulmón, la 

70H-cumarina tiene actividad quimiopreventiva en la 

hepatocarcinogénesis inducida por la aflatoxina 81 en ratas, debido a 

que esta droga incrementa la expresión de enzimas de destoxificación 

como la aflatoxina B1-aldehido reductasa, de la glutatión S-transferasa 

subunidades A5 y P1, de la óxidoreductasa NAD(P)H:quinona [132]. 

Es necesario conocer los mecan~smos y factores que mteNienen en 

tratamientos con agentes farmacológicos, por ejemplo de las 

cumarinas, que de manera selectiva ataquen a las células malignas y 

sean poco agresivos para las células normales, así como la 

identificación de biomarcadores o moléculas especificas en fase 

temprana para realizar el diagnóstico precoz de esta enfermedad 

[133J. 

Antrecedent.s 
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2. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la presencia del oncogén K-ras y los genes Bcl-2 y Bax en 

las líneas celulares A427 y Calu-1. antes y después del tratamiento 

con las drogas aquí estudiadas, para conocer la respuesta de las 

células tumorales en lo referente a la expresión de estos genes 

expuestos a las cumarinas. 

OBJETIVO PARTICULAR 

Observar por microscopia óptica si se producen cambios morfológicos 

celulares de las líneas A427 y Calu-1 al ser cultivadas con los 

compuestos cumarínicos y si estos compuestos inducen inhibición de 

la proliferación celular y si coinciden con las 81teraciones en la 

expresión de los genes y sus productos génicos aquí estudiados. 

ObJe!ivú Gooe,"1 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 LINEAS CELULARES 

Se ufllizaron dos líneas celulares de cáncer pulmonar humano: 

Línea celular A427, es un adenocarcinoma, obtenido de la American 

Type Culture Colledion (ATCC Rockville, MD, USA), aislado de un 

tumor de localización periférica de bronquio segmentado humano. 

Línea celular Calu-1, es un carcinoma epidermoide obtenido de ATCC 

y aislado de un tumor central en bronquio prindpal. 

Como controles positivos se utilizaron: la linea SW480 aislada de 

colon humano, expresa al oncogén K-ras; la línea celular Hela 

aislada de cáncer de cervix humano, expresa al oncogén Bax; bcl-2 es 

expresado por linfocitos T humanos, aislados de sangre periférica, la 

cual fue obtenida de persona sana, realizándose una punción venosa 

del pliegue anterior del brazo. El gen bcl-2 es constitutivo de los 

linfocitos 

3.2 SíNTESIS, PURIFICACiÓN Y CARACTERIZACiÓN DE LA 70H­

CUMARINA 

la 70H-cumarina fue sintetizada utilizando la reacción de 

Knoevenagel [134J, 2.4-clihidroxibenzaldehido y dietil malonato, 

seguida por hidróliSIS con ácido sulfúrico concentrado y su 

descarboxilación para obtener un sólido el cual fue cristalizado con 

una solución acuosa de etanol al 20%, obteniéndose cristales blancos. 

Esto fue realizado por el grupo de la doctora Elvira Santos y el 

maestro Fernando león en la División de Estudios de Posgrado de la 

Facultad de Química de la Universidad Nacional Autónoma de México. 

Se purificó mediante Cromatografía Líquida de alta Eficiencia (HRLC), 

~lateriJIes y M<todos 
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y se caracterizó por espectroscopia, Infrarrojo (IR) y Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN). Peso molecular de la cumarina, 146 y de su 

derivado 70H-cumarina, 162. Fig. 1 A, muestra la estructura quimica 

de la cumarina y la 70H-cumarina. B, El espectro de la 70H-cumarina, 

las flechas indican los valores de los sitios característicos de la 70H­

cumanna. C, determinación del 13C_DMSO y en O del protón de 70H­

cumanna lH-DMSO, que se realizaron para comprobar pureza de la 

70H-cumarina. 

La estructura de la cumarina muestra que pertenece al grupo de las 

benzo-a-pironas, también se le considera la lactona del acido orto­

hidroxifenil propenoico. Consiste de un anillo bencénico unido a una a­

pirona, la cual está formada por un anillo heteroGÍciico de 6 miembros 

con un átomo de oxigeno y cinco átomos de carbono con crbitales Sp2. 

La molécula tiene hidrógenos que pueden ser sustituidos por 

diferentes radicales, tanto en forma natural por el vegetal como en 

forma sintética, los que le confieren distintas propiedades. 

3.3 DETERMINACiÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE LAS 

CUMARINAS UTILIZADAS EN ESTA TESIS 

Fig. 2. Células viables de las líneas A427 cultivadas en RPMI 1640, 

suplementado al 10% con suero fetal bovino, incubadas durante 24 

hrs. a 37°C, 5% de CO2 y atmósfera humidificante, con las siguientes 

cond·lciones: 2A) células sin tratamiento; 28) células tratadas con 

etanol al 1.5% (v{v) (disoll/ente); células tratadas con cumarina a las 

siguientes diluciones: 2C)1.0; 20) 0.5; 2E) 0.25; 2F) 0.125 mM. 

Fig, 3. Células viables de la línea A427 cultivadas en RPMI 1640, 

suplementado al 10% con suero fetal bOl/in 0, incubadas durante 24 

~jateri"b y .\létodos 
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hrs. a 37°C, 5% de CO2 y atmósfera humidificante, con las siguientes 

condiciones: 3A) células sin tratamiento; 38) células tratadas con 

etanol al 1.5% (v/v) (disolvente); células tratadas con 70H-cumarina a 

las siguientes diluciones: 3C) 1.0: 30) 0.5: 3E) 0.25; 3F) 0.125 mM 

Fig_ 4. Células viables de la línea Calu-1 cultivadas en RPMI 1640, 

suplementado al 10% con suero fetal bovino, incubadas durante 24 

hrs. a 37°C, 5% de CO2 y atmósfera humidificante, con las siguientes 

condiciones: 4A) células sin tratamiento; 48) células tratadas con 

etanol al 1.5% (v/v) (disolvente); células tratadas con cumar'lna a las 

siguientes diluciones: 4C) 1.0; 40) 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 bovino, incubadas durante 24 

hrs. a 37cC, 5% de CO2 y atmósfera humidificante, con las siguientes 

condiciones: 5A) células sin tratamiento; 58) células tratadas con 

etanol aI1.5% (v/v) (disolvente); células tratadas con 7QH-cumarina a 

las siguientes diluciones: 5C) 1.0; 50) 0,5; SE) 0.25; 5F) 0.125 mM. 

A cada uno de los cultivos realizados se lomó fotografía a 200X de 

amplificación con una cámara Nikon y un microscopio invertido Nikon 

(Nikon H-III Power, FOX-35). 

3.4 CULTIVOS CELULARES CON CUMARINAS 1.0 mM 

Como se demostró en el inciso 3.3 que la dosis tóxica de la cumarina y 

de la 70H-cumarina fue de 1.0 Mm y con la finalidad de corroborar y 

comparar estos resultados se realizaron los cultivos de la línea A427, 

Fig. 6, con las siguientes condiciones: 6A) células sin tratamiento: 68) 

células tratadas con etanol al 1.5% (v/v) (disolvente); 6e) células 

tratadas con cumarina 1.0 mM; 60) células tratadas con 70H-

~lat«"al.s y ),.lel0dos ]] 
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cumarma 1.0 mM. Para los cultivos de la línea Calu-1, Fig. 7, se 

utilizaron las siguientes condiciones: 7A) células sin tratamiento; 7B) 

células tratadas con etano! al 1,5% (vlv) (disolvente); 7C} células 

tratadas con cumarina 1.0 mM; 70) células tratadas con 70H­

cumarina 1.0 mM y cultivadas durante 24 hrs., para obtener, de estos 

cultivos los lisados celulares, de donde se extraerán los ARN y 

proteinas totales e identificar en ellos los oncogenes por RT-PCR y las 

oncoproteínas por Wes!ern blo! que se estudian en este trabajo. Todos 

estos cultivos se realizaron en la siguiente forma: las lineas celulares 

se cultivaron en 10 mi de RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL 

CO, SI louis MO.9 suplementado al 10 % con suero fetal bovino 

(Gibco BRL, Life Technologies, Inc. P.O.; Box 6482: 9800 Medical 

Center Orive, Mariland. USA), se incubaron a 37°C, 5 % de CO2 y 

atmósfera humidificante, en botellas para cultivo NUNC de 75 mi 

(International Corporation. NAlGE NUNC. 2000 North Aürora Road 

NéipeNil1 IL 6056 3 1796. USA), hasta 80-90% de confluencia, se 

separaron las células del plástico de la botella utilizando 4 mi de 

tripsina al 0.25 %, se centrifugaron a 3000 rpm y el paquete celular se 

lavó dos veces con RPMI 1640, se resuspendieron en 5 mi de RPMI 

1640 suplementado con suero fetal bovino. Se determinó su viabilidad 

con azul Tripán y se contaron las células viables en la siguiente forma: 

80 111 de RPMI1640 más 10 ~tI de azul Tripan y 10 111 de la suspensión 

homogénea de las células cultivadas, se mezcló muy bien y de esto se 

midieron 10 ~tI para colocarlos en la cámara de Newbauer, donde se 

contaron las cuatro cuadriculas para glóbulos blancos y se 

promediaron para obtener una cifra la que se multiplicó por 10 y por 10 

000 para obtener el número de células tumorales por. mi de la 

.\Iato"ale, y Método, 
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suspensión y determinar qué volumen de la suspensión celular 

contiene 1 X 107 células viables, que se deben agregar por botella de 

cultivo NUNC con 10 mi de RPMI ,1640 suplementado con 10 % de 

suero fetal bovino, se incubaren a 37°C y 5 % de CO2. y atmósfera 

humidificante durante 3 hrs., en seguida se adicionaron a uno de los 

cultivos de la línea celular A427 y a uno de los cultivos de Calu-1 el 

etanol al 1.5% (vlv) (disolvente y control); a otro cultivo, la cumarina 

(PM 146) a la concentración 1.0 mM o 70H-cumarina (PM 162) a la 

concentración de 1.0 mM, disueltas en etanol absoluto y esterilizadas 

por filtros Millipore de 0.22 nm (Millipore Corporation Bedford. MA 

01730) Y además una botella de cultivo de A427 y otra con Calu-1 sin 

tratamiento. Todos estos cultivos fueron incubados durante 24 hrs. con 

las mismas condiciones ya indicadas. De estos cultivos se lomó 

fotografia a 200X de amplificación utilizando una cámara Nikon y un 

microscopio invertido Nikon. los controles positivos (SW480 y Hela) 

se cultivaron de la misma manera pero sin agregar las cumarinas. los 

linfocitos se obtuvieron por punción venosa, la cual se. trató con 

heparina (SIGMA CHEMICAl CO. St louis MO), 10 Ufml de sangre, 

se diluyó con un volumen igual de RPMI y se estratificaron 8 mi de 

sangre diluida en 4 mi de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech. 

Uppsala, Sweden), centrifugando a 1500 rpm, 10 min .. para separar 

los linfocitos y lavarlos con RPMI. Se ajustaron las cuentas a 2X106 

célulasfml. se obtuvieron los lisados celulares que se utilizaron como 

control positivo para bcl-2. 
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3.5 ENSAYO COLORIMETRICO DEL MTT 

MTT [135). Bromuro de 3-(4, 5-dimetJItiazol-2-il)-2, 5-diferiil-tetrazolium) 

(Sigma). Es un ensayo colorimétrico de reducc-Ión para medir 

sobrevivencia y/o proliferación celular. Se utilizó una placa de 

microtitulación (NUNC), colocando 2X104 células/pozo de la línea 

A427 y otra placa para Calu-1: a cada pozo se le agregaron 100 )11 de 

RPMI suplementado y se realizó por triplicado, se incubaron a 37 oC, 

5% de C02, atmósfera humid'lflcante, durante 3 hrs., enseguida se 

obtuvieron: células sin tratar, células tratadas con etanol al 1,5% (v/v) 

(disolvente), cumarina 1.0 mM o 70H-cumarina 1.0 mM, incubándose 

durante 24 hrs. en atmósfera humidificante, 37 "c y 5% C02, 

enseguida se añadieron 20 Jll/pozo de una solución estéril de MIT (5 

mg/ml de PBS), Se incubaron las placas por 4 his, en las mismas 

condiciones anteriores, se eliminó el sobrenadante totalmente y se 

agregaron 100 Jll/pozo de dimetil sulfóxido (DMSO, SIGMA), agitando 

la placa por 10 minutos, para disolver los cristales de formazán 

obtenidos por reducción del MTT debido al metabolismo celular y su 

absorbencia se midió en un lector de ELlSA 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 MITs se realiza:-on por triplicado en tres 

experimentos separados. Las lecturas obtenidas se sometieron al 

programa STAT GRAFIC computarizado para determinar los valores 

de la probabilidad (p) y las diferencias significativas estadísticamente 

del control (*). El porcentaje de inhibición del crecimiento celular (IC%), 

se estimó para cada droga después de su incubación por 24 h, Tabla I 

y Gráfica 1 y se calculó con la siguiente fórmula: 

.\laltrial •• y Método, 



IC% = ((1-valor de las células tratadas con cumarinas/valor de las 

células tratadas con disolvente )X100] 

3.6 OBTENCiÓN DE LOS USADOS CELULARES. 

Al terminar el tiempo indicado para los cultivos del Inciso 3,4 se 

cosecharon las células y se obtuvieron los lisados celulares para 

extraer de ellos las proteínas y los ARN totales. Aunque en esta 

extracción de proteínas no corresponde en tiempo real a los ARNs, sí 

están muy cercanos a estos tiempos porque se extrajeron del mismo 

cultivo (el ARN obtenido no se ha traducido en proteínas y las 

proteínas actuales corresponden al ARN del ciclo anterior), pero se 

realizaron los experimentos con el ARN obtenido para demostrar con 

los oligonucleótidos especificas, sentido y antisentido, que los 

oncogenes de K-ras, bcl-2 y Bax sí se expresan en las líneas celulares 

A427 y Calu-1, anteS y después del tratamiento con las drogas y que 

sus productos génicos son identificados con los anticuerpos 

monoclonales específicos para cada una de las oncoproteinas, 

Determinando si los oncogenes y las proteínas alteran su expresión al 

ser cultivadas las células con las drogas en estudio, 

3.7 EXTRACCiÓN DEL ARN Y LAS PROTEíNAS TOTALES 

Extracción: una vez que llegó a término el tiempo de cultivo de las 

células en la botella NUNC se eliminó el sObrenadante, lavando con 

PBS estéril para eliminar el resto del medio de cultivo y enseguida se 

obtuvieron los lisados celulares utilizando el reactivo TRlzol. (Ufe 

Technologies GIBCO BRL) para extraer el ARN total [136] y las 

proteínas totales [137], siguiendo el protocolo del fabricante, 
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Extracción del ARN y determinación de su concentración: se 

adicionan 3 mi del reactivo TRlzOL a la botella de cultivo y se mantiene 

así por 5 mino o hasta que todas las células hallan completado su lisis. 

Acto seguido se coloca 1 mi/tubo ependorf, se agitan fuertemente en 

vortex hasta homogenizar todas las partículas en suspensión y se 

agregan 0.2 mi de cloroformo por mi del reactivo TRlzoL, se mezcla, se 

esperan 5 mino y se centrífuga a 12 000 rpm, 10 minutos. Con este 

procedimiento se obtienen dos capas, se separa la capa superior 

acuosa e Incolora, que lleva el ARN lotal, colocándola en un tubo 

ependon [136, 137], se agrega igual volumen de isopropanol, se 

mezcla y se mantiene a -20°C, 30 mino Se centrifuga a 12000 rpm y el 

bolón formado se lava con etanol al 70%, se centrifuga a 8000 rpm, 

se decanta y se deja evaporar el etanol, el ARN se disuelve en 20 ~I 

de agua-DEPC y se guarda a -20°C hasta su uso. La concentración 

del ARN se midió obteniendo la densidad óptica a 260 nm, se 

multiplicó por el factor para ARN, que es 40 y se multiplicó por la 

dilución realizada, obteniéndose IJg/1J1 de ARN. La pureza de los 

ribosomales de 28 y 18 s de cada ARN total se comprobó en geles de 

agarosa a11% en condiciones reductoras, Fig 11 A. 

Extracción de las proteínas y determinación de su concentración: 

se utiliza la capa intermedia y la inferior colorida de fenol-cloroformo 

que se obtuvo después de la extracción del ARN y que ahora lleva 

AON y proteinas. El ADN se elimina agregando 300 ).11 de etanol 

absoluto por mi de TRlzoL, se agita y se centrifuga a 8000 rpm, 10 mino 

El sobrenadante (libre de ADN), se trata con 1.5 mi de isopropanol por 

cada mi de TRlzOL que se utilizó inicialmente, esperar 30 mino y 

centrifugar a 12000 rpm, 10 min., separar el sobrenadante y el botón, 

Ma"rial., ~ M.Hodos 
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que lleva las proteinas totales, se lava 3 veces con 3 mi de una 

solución de clorhidrato de guanidina 0.3 M en etanol al 95 %, Y por 

último un lavado con etanol absoluto, centrifugando cada lavado a 

4000 rpm, 5 min. Se secan las proteínas al vacio por 10 min. y se 

disuelven en SOS al 1 %, guardándolas a _20°C hasta su análisis. la 

concentración de las proteínas totales se determinó con la técnica de 

lowry modificada por Peterson [138]. Ver apéndice B. 

Se realiza la curva estándar con albúmina sérica bovina (BeA) 1 mg 

por mi de agua destilada estéril. 

Procedimiento: 10 ~tI de la muestra de proteína, más 0.1 mi de OOC al 

0,15 %, agitar e incubar 10 min., agregar 0.1 mi de TCA al 72 %, 

mezclar por vortex y centrifugar a 6000 rpm, 15 min., decantar y el 

botón resuspenderlo en 0.5 mi de agua destilada, añadir 0.2 mi del 

reactivo A, mezclar e incubar 10 minutos, adicionar 0.1 mi del reactivo 

B, agitar en vortex, esperar 30 min. y leer en el espectrofotómetro a 

750 nm. Se leen la curva estándar y enseguida las muestras de 

proteínas. 

Para saber si las concentraciones de las proteínas se determinaron 

correctamente, se realizó una electroforesis en geles de acrilamída al . 

10 % en condiciones reductoras, colocando 30 !JI de proteína por pozo 

y utilizando marcadores de pesos moleculares, 15 ~tl/pozo (The Bench 

Mark Prestained Protein ladder, 10·190 kOa, Accesolab). Al terminar 

la electroforesis el gel se tiñó con azul Coomassi por una hora y se 

destiñó con ácido acético a110 % hasta que se observaron las bandas 

teñidas en el gel incoloro. 
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Una vez que se observó que las concentraciones de las proteinas eran 

correctas se procedió a realizar los Western blots correspondientes 

para identificar las proteinas de interés, 

3.8 IDENTIFICACiÓN DEL ONCOGÉN K-ras Y LOS GENES BcI-2 Y 

Bax OBTENIDOS POR RTPCR y DE LAS CORRESPONDIENTES 

PROTEíNAS POR Western broto 

Western blotting. Se realizaron eleetroforesis en geles al 10 % de 

acrilamida-SDS [139], colocando 30 ,..g/pozo de proteina de las líneas 

A427 o Calu-1 cultivadas con las siguientes condiciones: proteínas de 

línea celular sin tratamiento, tratadas con: etanol al 1.5 %, cumarina 

1,0 mM o 70H-cumarina 1.0 mM. Terminadas las electroforesis los 

geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa optimizadas para 

proteína (Hybond-C, Amersham Life Technology). Cada membrana se 

bloqueó con PBS-BSA 3%-Tween-20 al 0.3% durante toda la noche, 

ef'seguida se incubó una membrana con el anticuerpo cuya 

oncoproteína se quiere identificar: utilizando para la proteína K-ras el 

anticuerpo anti-K-ras. Clona Y 13-259 hecho en rata. Para la 

oncoproteína bcl-2 el anticuerpo anti-bcl-2, Clona bcl-2-100 hecho en 

ratón y para la oncoproteina Bax el anticuerpo Clona 202 hecho en 

ratón, (ZIMEO Laboratories, Inc. 458 Carlton Court South San 

Francisco, CA 94080-2012. USA); También se utilizó el anticuerpo 

anti-l3-tubulina 4026, hecho en ratón (SIGMA), que se utilizara como 

control de carga y para normalizar los valores obtenidos de las 

proteínas en estudio. Cada anticuerpo fue diluido 1 :1000 en PBS-BSA­

TW2o, incubado durante 3 hrs, El 2° anticuerpo que se utilizó fue, para 

K-ras un anticuerpo anti-rata marcado con fosfatasa alcalina y diluido 
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1:1000 en 20 mi de TBS (buffer-Tr¡s~NaCL) mas 100 ~tI de TW20 diluido 

al10 %, incubando por una hora. Para bCI-2, Bax y ¡:¡-tubulina se utilizó 

un anticuerpo anti-ratón marcado con fosfatasa alcalina y se siguió el 

mismo procedimiento que para K-ras. El desarrollador de color para 

cada membrana se realizó disolviendo 0.125 g de nitro-azul de 

tetrazol io/5-bromo-4-cI oro-3-in do liI-fosfato tú I u idi na (N 8T ¡BC I P) 

(Rache Diagnostics corporation Roche Molecular Biochemicals. 9115 

Hague Road, P.O. Box 50414 Indiana poli s IN 46250-0414. USA) en 10 

mi de agua des~ilada estéril que se vierten sobre la membrana y se 

mantiene en la oscuridad, observandose cada 5 mino Cuando 

aparecen las bandas definidas se termina la reacción lavando la 

membrana con agua destilada. Una vez seca la membrana se tomó 

fotografía Fig. 10. La intensidad de las bandas se cuantificó por 

densitometría de banda, con el programa RFLP (Scanalityc version 

2.1, 1994. Scanallties, a division of CSPIMA, USA). Las densitometrías 

de las bandas de K-ras, bcl-2 y Bax se normalizaron con respecto a 

las densitometrías de las bandas de 13-tubulina (valor de 1), Tabla 11. 

Se realizaron 3 experimentos por separado y las lecturas normalizadas 

se sometieron al programa STAT GRAFIC computarizado para 

determinar los valores de la probabilidad (p) y las diferencias 

significativas estadisticamente del control (*), Tabla 111. 

Obtención por RT de los cAONs del oncogen K-ras y los genes 

bcl-2 y Bax y su amplificación por peRo 

RT. (140), se realizó con un ~g de ARN total y 100 pmoles del aligo 

(dTh~ (Rache Molecular Biochemical), incubandose a 65"C por 10 

min., inmediatamente se llevó a 4°C y se agregaron: ditiotreitol (OTT) 

10 mM; mezcla de nucleótidos (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 1.0 Mm, 
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enzima Transcriptasa Reversa (RT) 50 U, buffer 5X para RT 4 ~II 

(Roche Molecular Biochemical) yagua bidestilada estéril para un 

volumen total de 20 , . .ti; se incubó a 42°C, 50 minutos, enseguida a 

30QC, 10 minutos y se guardó a _20°C hasta su análisis. 

peR, se realizó con: 2 ~t del cADN obtenido por RT; mezcla de 

nucleótidos 0.2 mM; los oligos iniciadores sentido y antisentido 0.4 ~lM; 

ADN polimerasa (Taq) 2.5 U en 20 ¡.tI; buffer 10X para PCR, 2 ¡.tI; Mg 

C12, 1.5 mM; agua bidestilada estéril para un volumen total de 20 pi 

Los oligonucleótidos iniciadores sentido y anti-sentido de los cAONs 

en estudio fueron: para K-ras, iniciador sentido S'ACT GAA TAT AAA 

cn GTG GTA Gn GGA CCT3', antisentido S'CTA nG nG GAT 

CAT ATI CG3', que reconocen un fragmento de 106 pares de bases 

[141]. Para bcl-2, iniciador sentido S'ACG ACT TCT CCC GCC GCT 

ACC T, antisentido 5TCT CCC GGT TGACGC TCT CCAT, 

reconocen un fragmento de 192 pares de bases, [55]. Para Bax, el 

aligo iniciador sentido S'ATG GAC GGG TCC GGG GAG3', 

antisentido S'TCC AGT TCG TCC CCG ATT, reconoce un fragmento 

de 210 pares de bases. Para ~-tubulina, iniciador sentido S'AGC CAT 

ATG TTC TIG GCA3', antisentido S'AGT TGG CAG TCA ACA TGG 

TC3', reconoce un fragmento de 420 pares de bases 1142], (Custom 

primer Gibco BRL Lite Technologies). 

La amplificación se realizó en el termociclador (Gene Amp PCR 

System 2400. Perkin Elmer), conociendo 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; ~-tubulina, TM=SS"C. Condic:ones de 

temperatura: 9SoC, 5 min.; y 30 ciclos de: desnaturalización 95°C130 

~lal"rial., y .\!elodos 
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seg.; para la alineación 58°C-62°C/30 5eg., dependiendo de la TM de 

cada oncogen; para la elongación, 72QC/30 seg.; al final 72°C/5 mino y 

enseguida 4°C, para luego guardarlo a-20° C hasta su analisis. 

Identificación de los cADNs de K-ras, Bcl-2 y Bax obtenidos por 

peRo 

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 3% en TBE 1X, 

colocando 8 ~tI/pozo de cada cADN amplificado; 2 JlI/pozo de pesos 

moleculares (O NA Molecular Weight Marker XIV, 100-1500 bp). El gel 

se tiñó con bromuro de etidio (1 mg/100 mi de agua bidesl.) durante 30 

seg. se destiñó con agua deslilada por 30 mino y se observó en el 

transiluminador (OyNA Light Dual Inlensity UV Transilluminates, 

Labnet)_ Se tomó fotografía con una camara Polaroid (OS'34 GelCam 

CAMERA SYSTEM. SIGMA), con película polaroid tipo 667 (Kodak). 

Estos resultados solam-ente identifican al oncogen K-ras (fragmento de 

106 pares de bases); los genes bcl-2 (fragmento de 196 pb): Y de Bax 

(fragmento de 210 pb); f3-tubulina (fragmento de 420 pb) (conlrol 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 BcI-2 y Bax 

en las dos líneas celulares A427 y Calu-1 antes del tratamiento con la 

cumarina y la 70H-cumarina y las alteraciones que se observan en su 

expresión después del tratamiento con las drogas mencionadas. 
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4. RESULTADOS 

4.1 SíNTESIS E IDENTIFICACiÓN DE LA 70H-CUMARINA 

La estructura molecular de la cumarina (peso molecular 147) y de la 

70H-cumarina (peso molecular 162) se muestran en la Fig. 1A. 

Se caracterizó para demostrar su pureza y su confiabilidad al ser 

utilizada en este experimento; obteniéndose por IR (infrarrojo) los 

valores del grupo cetónico 3170, de la doble ligadura 1680, del grupo 

-OH 1603 cm·\ Fig.1B. Por RMN (resonancia magnética nuclear) se 

determinó la posición de los H alifáticos por el protón eH), ppm, Fig. 

1C. Con el De se caracterizaron los carbonos alifáticos y los valores 

de <5 (desplazamiento qulmico), ppm Fig. 1F. Las unidades que 

caracterizan a este compuesto se dan en ppm. 

4.2 BIOTRANSFORMACIÓN DE LA CUMARINA EN EL HUMANO 

La cumarina es un constituyente natural y fre::uente en plantas. Al ser 

ingerida por el ser humano sufre una transformación metabólica (en el 

higado) a través de una isoforma del citocromo p450, la CYP2A6 que 

favorece la hidroxilación en la posición 7 de la cumarina, para obtener 

su principal meta bolito la 70H-cumarina, que es la forma activa que 

actúa en todo el organismo [112]. Se sabe que las cumarinas 

intervienen activando la respuesta inmune humoral y también 

directamente con la célula tumoral inhibiendo su proliferación. 

Tomando en cuenta su tamaño pequeño y sus grupos funcionales, la 

cumarina puede adherirse a las estructuras fosfolipidicas de ·Ia 

membrana celular y en forma inespecífica se une a receptores de 

superficie a los que 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 actúa como primer mensajero activando a segundos 

mensajeros. En esta vía de transducción de señales al núcleo, se 

obtiene el fosfatidilinositol-3.4-difosfato el cual es hidrolizado por la 

fosfolipasa C-~, que es activada por la proteína G, pero en los cultivos 

con cumarina, la cumarina se une a la proteína G y bloquea la 

transducción de señales al núcleo inhibiendo la proliferación celular. 

Esto fue visto por Zánfer y col. en 1997 [130J. 

4.3 DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA CUMARINA y 70H­

CUMARINA UTILIZADAS EN LOS CULTIVOS CELULARES 

Cultivos de 24 hrs. de la línea 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 morfológicos notorios. En 2C, las células tratadas con 

cumarina 1.0 mM presentan cambios morfológicos, observandose 

células esféricas de menor tamaño que las anteriores agrupadas en 

racimos pequeños. En 20, los efectos de la cumarina 0.5 mM 

provocan cambios mOITológicos celulares menos intensos que en el 

inciso anterior. En 2E, la cumarina 0.250 mM disminuye mucho sus 

efectos sobre los cambios mOITológicos de las células. En 2F, la 

cumarina a 0.125 mM casi no afecta la mariología celular. Es 

importante hacer notar que los cuítivos 20, 2E Y 2F, 81 eliminar las 

drogas, para luego incubarlas únicamente con el medio cie cultivo, las 

células se recuperan, principalmente en los cultivos 2E Y 2F que 

requieren menos tiempo para su recuperación. 
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la Fig. 3 corresponde a la línea A427 cultivada con 70H-cumarina 

durante 24 hrs. En 3A se observan células sin tratamiento, con las 

mismas características de 2A. En 38, las células son tratadas con 

etanol 1.5% (v/v) (solvente) y presentan las mismas características de 

28. En 3C, la linea se incubó con 70H-cumarina 1.0 mM, los cultivos 

mostraron profundos cambios mortológicos, las células se ven como 

pequeñas esferas agrupadas en grandes racimos. En 3D, con 70H­

cumarina 0.5 mM las células se ven menos deformadas que en el 

inciso anterior. En 3E las células se cultivaron con 70H-cumarina 0.25 

mM, las células se observan con ligeros cambios mortológicos con 

respecto a 3A. En 3F se utilizó 70H-cumarina 0.125 mM, la droga casi 

no afecta la mortología de las células. Por otro.lado, en los cultivos 3D, 

3E Y 3F, al eliminar la droga, las células se recuperan y vuelven a 

proliferar, principalmente 3E y 3F. El cultivo 3D requirió más hrs. para 

su recuperación 

La Fig 4 Y la Fig. 5 muestran a la línea celular Calu-1 cultivada con 

cumarina o 70H-cumarrna respectivamente: en 4A y 5A, células 

cultivadas sin drogas. En 48 y 58, células tratadas con. etanol 1.5% 

(v/v) (solvente). En 4C, tratadas con cumarina 1.0 mM; en 5C, tratadas 

con 70H-cumarina 1.0 mM. En 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 SE tratadas con 7QH-cumarina 0.25 mM. En 4F células 

tratadas con cumarina 0.125 mM; en SF tratadas con 70H.cumarina. 

0.125 mM. En todos estos cultivos se observó que el etanol y las 

drogas no afectan la mortología de las células de la línea Calu-1: las 

células crecen muy unidas unas con otras formando un mosaico de 

células poligonales y adheridas al plástico de la botella de cultivo, pero 



SI se separan estas células de la botella de cultivo, se lavan y se 

vuelven a sembrar sin las drogas proliferan nuevamente, excepto en 

los cultivos 4C y SC, Con estos experimentos se concluyó que la dosis 

citotóxica corresponde a 1,0 mM tanto para la cumarina como para la 

70H-cumarina. Estos resultados están de acuerdo con los 

experimentos realizados por otros investigadores (87,98,119,120). 

4.4 EFECTO DE LAS CUMARINAS EN LOS CULTIVOS 

CELULARES 
Tomando en cuenta la dosis citotóxica de las cumarinas (1.0 mM), se 

realizaron los cultivos de 24 hrs. y se tomó fotografías a 200X de 

amplificación de la línea celular A427 Fig. 6. Con las siguientes 

características: en 6A se muestran células sin tratamiento, 

observándose formas irregulares, turgentes con prolongaciones a 

manera de puentes citoplásmicos, adheridas al plástico. 6B 

corresponde a células tratadas con etanol al 1.5% (v/v) (disolvente) en 

RPMI 1640, presenta células semejantes a las anteriores, sin cambios 

morfológiCos notorios y con viabilidad positiva. 6C muestras, a esta 

linea celular tratada con cumarina 1.0 mM en la que si se observan 

cambios morfológicos notorios: las células se ven redondas, cercanas 

unas a otras y la viabilidad, en varias de ellas es negativa. 6D, de la 

línea celular tratada con 70H-cumarina 1.0 mM, muestra células muy 

deterioradas, redondas de tamaño reducido, formando racimos y con 

viabilidad negativa en muchas de ellas. La viabilidad fue medida por 

exclusión con azul Tripano y por MTT. 

Las fotografias 200X de amplificación de los cultivos de 24 hrs. de la 

línea celular Calu-1 Fig, 7; células sin tratamiento se observan en 7A, 

R.sul!:ldo. 



las células crecen unidas unas a otras formando un mosaico de 

células poligonales, adheridas al plástico de la 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 70, en ninguno de ellos se observan cambios morfológicos 

apreciables, debido posiblemente a la morfología de crecimiento 

propia de la línea celular en los diferentes cultivos, los cuales no 

pierden su aspecto de mosaico, sin embargo, por exclusión con azul 

Tripan mostraron varias células viabilidad negativa, siendo mayor el 

número de células no viables con 70H-cumarina que con cumarina. 

4.5 ENSAYO DEL MTT PARA MEDIR LA INHIBICiÓN DE LA 

PROLIFERACiÓN CELULAR INDUCIDA POR LAS CUMARINAS 

El abatimiento de la proliferación celular inducida con las cumarinas y 

medido por el ensayo calorimétrico de reducción del MTT, el cual se 

realizó por triplicado, mostró resultados similares a los obtenidos por 

exclusión con azul Trypan, Se sabe que el colorante azul Trypan entra 

al citoplasma cuando la membrana plasmática ha sido dañada, este 

teñido detectó 18% de células muertas en los cultivos de A427 con 

cumarina y 50% con 70H-cumarina. La línea Calu-1 disminuyó un 

25% con cumarina y 37% con 70H-cumarina. El ensayo de MTT mide 

la viabilidad celular porque el MTT es reducido por la enzima 

mitocondrial succinatodeshidrogenasa, es una medida de células vivas 

e indirectamente de disminución del creCimiento, mostrando una 

inhibición del 14% en los cultivos de A427 tratada con cumarina y del 

54% tratadas con 70H-cumarina. La línea Calu-1 con cumarina inhibió 

22% y con 70H-cumarina 30%. La evaluación estadística de las 

Resultad,,, 



células sin tratamiento, cultivadas con etanol (control) y cultivadas con 

las drogas se calculó utilizando el análisis de vanancia STAT GRAFIC, 

Se estimó ún valor de oup<O.001 y con diferencias significativas 

estadísticamente del control, para la línea celular A427 tratada con 

cumarina y 70H-cumarina. Para la línea Calu-1 se estimó una 

probabilidad de ·p<O, 1, con diferencia significativa estadísticamente 

del control. al ser tratada con 70H-cumarina. En los dos resultados de 

la evaluación se obtuvo un intervalo de confianza de 95%, El 

porcentaje de inhibición de la proliferación celular inducido por estas 

drogas se estima en el Tabla I y Gráfica l. La inhibición de la 

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

4.6 EXPRESiÓN OEL ONCOGÉN K-ras Y LOS GENES Bcl-2 y Bax 

y LAS CORRESPONOIENTES PROTEíNAS 

En estos experimentos, la identificación del oncogen cK-ras, y los 

genes bcl-2 y Bax indican que sí se expresan en las células sin 

tratamiento de A427 y Calu-1 y además, en los cultivos tratados con 

las cumarinas se observan las alteraciones que sufren los cADNs 

inducidas por las drogas, aunque no estén en tiempo real Fig.11 B. 

Esto nos indica el efecto inhibitorio de las cumarinas desde su entrada 

a la célula, a través de la membrana celular, Fig. 8 Y Fig 9. Por otra 

parte, las alteraciones en la expresión de las correspondientes 

proteínas están indicando disminución en la expresión de las proteínas 

que intervienen en la proliferación celular (K-ras) y sobrevivencia (BCI-

2) y un incremento en la prote[na considerada apoplética (Bax), siendo 

este efecto más notorio por la 70H-cumarina, Fig. 10. (para saber las 

funciones de K-ras, leer página 14; para ScI-2, 10; para Sax, 19). 

Re,ullodos 
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Los Western blols realizados con las proteínas extraídas de los lisados 

celulares muestran a las dos líneas celulares cultivadas con etanol al 

1.5% (v/v), los cuales se utilizaron como puntos de referencia para 

comparar los resultados obtenidos al ser cultivadas con las drogas. En 

la línea celular A427 cultivada con cumarina y 70H-cumarina se 

observa abatimiento notorio en la expresión de K-ras (bandas de 21 

kDa) y mostramos con este experimento el abatimiento de bcl-2 

(bandas de 26 kDa) e incremento de Bax (bandas de 23 kDa). La línea 

celular Calu·1 cultivada con cumarina disminuye ligeramente la 

expresión de K-ras pero no disminuye la expresión de bcl·2 ni se 

incrementa la expresión de Bax, sin embargo al ser cultivada con 70H­

cumarina se observó abatimiento notorio de K-ras y ninguna alteración 

de las proteínas bcl-2 ni de Bax, Fig. 10. 

La intensidad de las bandas de los Western blot se cuantificó por 

densitometría y las densidades ópticas obtenidas de las proteínas K­

ras, BcI-2 y Bax se normalizaron con las densidades ópticas (valor de 

1) de ~-tubulina (bandas de 55 kDa) que se utilizó como control de 

carga, Flg. 10, Y Tabla 11 y Tabla 111. 

En los PCRs, las electroforesis en geles de agarosa teñidos con 

bromuro de etidio para identificar a los oncogenes mlJestran: para K­

ras disminución notoria en su expresión en la línea A427 tratada con 

70Hcumarina y también con cumarina en comparación con el etanol: 

en Calu-1 disminuye la expresión de K~ras con las dos drogas; BcI-2 

disminuye en A427 con 70Hcumarin; en Calu~1, Bcl-2 se incrementa, 

posiblemente esto favorezca su sobrevivencla a esta línea; en A427 

no se altera Bax; en Calu~1 se incrementa Bax con cumarina y 

70Hcumarina, Fig. 11. 

Re,ullados 
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5. DISCUSiÓN Y TRABAJO A FUTURO 

La estructura de la cumarina y la 70H-cumarina Fig. 1, muestran tener 

un anillo benzénico que le confiere actividad a la molécula que 

pertenece (por ejemplo actividad antiproliferativa), sin embargo, la 

70H-cumarina muestra tener una mayor actividad anticancerígena, 

posiblemente debida a la presencia del grupo HO- en la posición 7 

(posición orto) de la molécula. Estos efectos se muestran tanto in vivo 

como in vitro, debido a la transformación que sufre la cumarina al 

entrar en el organismo humano y convertirse en 70H-cumarina [1121-

Los cultivos de las dos líneas celulares, A427 y Calu-1 con diferentes 

concentraciones de la cumarina o 70H-cumarina mostraron que la 

concentración de las cumarinas que afectó más a estas líneas fue de 

1,0 mM, sin embargo esta dosis en la línea celular Calu-1, se observó 

con menor agresividad, tal parece que la línea Calu-1 es más 

resistente a la actividad de las cumarinas, o quizás utilice otros 

mecanismos de adaptación que le confieren cierta resistencia a las 

drogas aquí utilizadas. En cambio la línea A427 es más sensible a 

estas drogas, principalmente a la 70H-cumarina. Dosis menores como 

0.5,0.25 o 0.125 mM mostraron tener actividad citostática tanto de la 

cumarina como de la 70H-cumarina en las dos líneas celulares, ya 

que su actividad antiproliferativa fue transitoria, también disminuye a 

medida que disminuye la concentración de las drogas, esto permite 

considerar que su actividad es dependiente de dosis y tiempo, lo cual 

está de acuerdo con los experimentos realizados por Marshall y col., 

en 1991 [129], porque si se prolongan los tiempos con la 

concentración de 1 mM de las cumarinas durante 48 y 72 hrs. todas 

las células son afectadas siendo irreversible su recuperación en las 

Di5Cusión ~ trabajo a tuturo 
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dos líneas (datos no mostrados). Como se mencionó en Resultados la 

cumarina y la 70H-cumarina actúan como un primer mensajero 

alterando la actividad de GTPasa de K-ras, estos resultados coinciden 

con los obtenidos por Zanker y colaboradores [119]. Además la 

cumarina puede inducir a segundos mensajeros para la transducción 

de señales al núcleo, en esta vía el fosfatidilinositol-3,4-difosfato es 

hidrollzado por la fosfolipasa C-¡3 unida a la proteína G, generando 

diacilglicerol que va a reclutar a la proteína cinasa C a la membrana 

celular y el inositol-1,4,5-trifosfato libera al ion calcio del retículo 

endoplásmico al citosol. Pero la cumarina presenta afinidad por la 

proteína G, se une a ella y bloquea su actividad en esta vía, 

impidiendo que la transducción de señales llegue al núcleo e 

inhibiendo la proliferación celular. También se ha visto que la cumarina 

frena el ciclo celular en la fase GofG1 [128]. observándose en esta fase 

mayor número de células que en la fase S, posiblemente sea otra 

forma de inducir la inhibición de la proliferación celular por estas 

drogas. Esta actividad es dependiente de la concentración 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 

metabolismo dependiente de la especie que lo recibe [143, 144J. Lo 

cual se traduce en un efecto inhibitorio de la proliferación. 

En este trabajo se utilizaron la cumarina y la 70H-cumarina a una 

concentración 1,0 mM, así la cumarina indujo en la línea celular A427 

un 14% de inhibición de la proliferación y la 70H-cumarina el 54% 

(visto por el ensayo calorimétrico del MTT), en este porcentaje de 

células se manifiestan tos efectos antiprollferativos de las cumarinas 

DlSou,ión y lrabajo a futufO 
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que inhiben la replicación del ADN, la transcripción del ARN y la 

síntesis de proteínas. 

Se realizó un cultivo de cada línea celular con etanol (disolvente) al 

1.5% (v/v) durante 24 hrs., en ellos no se observaron cambios 

morfológiCOS ni alteraciones de la viabilidad celular en las dos líneas. 

lo cual permitió ver los efectos de los compuestos cumarínicos en los 

cultivos correspondientes, como se observó en las fotografías de los 

cultivos y en los Western b!ot. BcI-2 y Bax en los Western blot 

muestran dos bandas de pesos moleculares muy cercanos, durante la 

maduración de estos pre ARN se presentan procesos alternativos 

donde varían los sitios de corte por el corrimiento del marco de lectura 

en varias bases obteniéndose transcritos (ARN mensajero maduro) de 

diferente tamaño, que al ser traduddos en proteínas se obtienen dos 

bandas una de 22 y 23 kDa para Bax [55] y de 25, 26 Y 27 kDa para 

BcI-2 [54] reconociendo, respectivamente al mismo anticuerpo 

utilizado aquí, FIG. 10. Estos transcritos de BC3X contienen los 

dominios con estructura o-helicoidal BH1, BH2, BH3 (siendo BH3 un 

domin"IO crít'lco de muerte) [145] y los transcritos de BcI-2 con los 

dominios BH1, BH2 Y BH4 [146]. Los dominios BH1 y BH2 son 

necesarios en la formación de hetero- y homodímeros que son 

regiones muy conservadas en la familia de genes Bcl-2 y necesarios 

para reconocerse y formar los dímeros que dirigen el destino de la 

célula. Además Bcl-2 actúa corno un antioxidante 'Incrementando su 

presencia en los sitios donde se libera los radicales libre de oxigeno 

alrededor de mitocondria [147]. La identificación del oncogén K-ras y 

los genes bcl-2 y Bax Fig. 11, comprueba la existencia de estos genes 

DIScusión y trabajo a futuro 
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las líneas celulares A427 y Calu-1 antes del tratamiento y se observan 

alterados después de ser tratados con las cumarinas. 

Por primera vez en las dos líneas de cáncer pulmonar humano, estos 

experimentos muestran que la gran familia Bcl-2 de genes cuyos 

productos génicos tienen actividad proapoptótica y antiapoptótica que 

han sido afectados por la cumarina y la 70H-cumarina: observando 

incremento de la proteína Bax, con actividad proapoptótica e inhibición 

en la expresión de la proteína bcl-2 que dirige a la sobrevivencia, 

favoreciendo así, el abatimiento de la célula tumoral en estos cultivos, 

junto con la disminución en la expresión de la oncoproteína K-ras (el 

abatimiento de la proteína K-ras, en cáncer pulmonar ya ha sido visto 

por otros autores como un inductor de la proliferación celular 

constante) [141], y 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 la célula cancerosa frecuentemente es resistente a la 

apoptosis, esto refleja cambios en la red regulatoria que controla la 

transcripción de los genes involucrados. El gen supresol tumoral p53 

(activador de la transcripción) y el factor de transcripción NF-KB (factor 

nuclear cappa B) son importantes reguladores de la apoptosis: p53 es 

inducido cuando el AON es dañado y reprime la transcripción de BcI-2 

e induce la transcripción de Bax. El factor de transcripción NF-KB 

inhibe la apoptosis y a Bax; el inhibidor de este factor de transcripción 

es el IKB el cual impide que NFKB reCOnozca un sitio en el promotor de 

Bax y por lo tanto Bax si pueda ser expresado [148]. 

En los procesos cancerígenos imperan proteínas que dirigen a la 

sobrevivencia, de la familia BcI-2, también silenciadores 

proapoptóticos de la familia BcI-2 o inhibidores de las proteínas 
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proapoptóticas como las IAP; clAP1, clAP2, XIAP y survivina [149]; 

inductores de sobrevivencia que se han encontrado en muchOs 

cánceres con la activación constitutiva de AkUproteína cinasa B 

(AkUPKB), en la vía de transducción de señales el fosfatidilinositol 

(3,4,5)-trifosfato (PIP3) recluta AkUPKB a la membrana, donde se 

fosforila para intervenir en la vía de transducción de señales que 

medían la transcripción de genes [150]: eventos del ciclo celular [151]: 

proliferación celular [1521; angiogénesis [391, confiere resistencia a 

drogas inductoras de apoptosis de la familia BcI-2 [153]. 

Con lo anterior se ha visto que las cumarinas intervienen directamente 

con la célula tumoral. También se ha visto que interactúan con la 

respuesta inmune celular [154], activando a las células NK que liberan 

IL-2. Tanto IL-2 como las cumarinas reclutan a macrófagos alrededor 

del tumor y activan siJs propiedades fagocíticas 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], buscando al gen y/o la 

proteína en lavados bronquioalveolares, expectoraciones o esputo 

obtenidos de personas sanas, fumadores, personas de alto riesgo: 

fumadores pasivos, trabajadores del asbesto y ,también, pacientes con 

cáncer pulmonar, para hacer un estudio comparativo que permita 

identificar marcadores bioquímicos. 

Los hallazgos sobre el mecanismo y modo de acción de la cumarina y 

70H-cumarina pueden convertirlas en fármacos importantes para su 

aplicación clínica en el cáncer pulmonar. 
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6. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este proyecto con las lineas celulares de 

cáncer pulmonar humano A427: adenocarcinoma de tumor periférico 

de bronquios segmentados y Calu-1: carcinoma epidermoide de tumor 

central de bronquio principal. al ser cultivadas con cumarina 1.0 mM y 

70H-cumarina 1.0 mM durante 24 hrs. mostraron respuestas 

diferentes. observándose que 70H-cumarina presentó mayor actividad 

anticancerígena aunque ya se explicó que la cumarina al entrar al 

organismo humano se metaboliza a 70H-cumarina y es cOmo actúa en 

el organismo, además la línea celular A427 mostró ser más vulnerable 

a la 70H-cumarina. 

La línea celular A427 al ser cultivada con cumarina 1,0 mM o 70H­

cumarina 1,0 mM durante 24 hrs. mostró muy disminuida la expresión 

de K-ras y bcl-2 e incrementada la expresión de Sax. Estos resultados 

de bcl-2 y Bax son vistos por primera vez en cáncer pulmonar tratado 

con estas drogas y demuestra que contribuyen a una disminución de 

la proliferación de la línea celular A427. 

La línea celular Calu-1 cultivada con 70H-cumarina 1.0 mM durante 24 

hrs. mostró disminuida la expresión de K-ras pero no de bcl-2 ni 

incrementada Bax, lo que la dirige a una menor disminución de la 

proliferación celular. Esto demuestra que los tumores presentan 

d'lferentes umbrales de respuesta a los fármacos dependiendo de sus 

características y de su origen. 

La cumarina y su metabolito la 70H-cumarina son toleradas por las 

células normales por lo que podrían utilizarse como agentes 

quimiopreventivos y en tratamientos como anticancerígenos. 

Con~IU'lOn" 
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APÉNDICE A: 

Estructura de las cumarinas y su pureza por IR RMN. 
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DETERMINACiÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLlFERATIVA DE LA 
CUMARINA EN LA LíNEA CELULAR A427 

Figura 2. Página 62. Cultivo de 24 hrs. de la línea celular A427: A, 

células sin tratamiento, estas células crecieron turgentes con formas 

irregulares y prolongaciones citoplásmicas. S, células tratadas con 

etanol (disolvente), este cultivo no mostró cambios notorios en la 

morfología celular. e, células tratadas con cumarina lO mM 

mostrando los cambios morfológicos siguientes: las células 

presentaron formas esféricas, de tamaño reducido, y se encuentran 

agrupadas en pequeños racimos. D, células tratadas con cumarina 0.5 

mM, el aspecto de estas células es semejante al inciso anterior 

aunque menos deterioradas. E, traladas con cumarina 0.25 mM, las 

células muestran ligeros cambios en su forma y no se encuentran 

agrupadas en racimos. F, células cultivadas con cumarina 0.125 mM, 

las células tienen el aspecto semejante a las células cultivadas con 

etanol. Estos resultados nos indican que la dosis citotóxica de la 

cumarina es de 1.0 mM y las dosis de 0.5, 0.25 Y 0.125 mM 

corresponden a dosis citostáticas ya que eliminando la droga de los 

cultivos las células se recuperan y vuelven a proliferar. Fotografias 

20QX de amplificación. 
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Figura 2. LiNEA CELULAR A427 TRATADA 24 H CON CUMARINA 

A, células sin tratamiento. B, Células + etanol (disolvente) 
Concentraciones de la cumarina: 
C, 1.0 mM D, 0.5 mM E, 0.25 mM F, 0.125 mM 
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DETERMINACiÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE 

LA 70H-CUMARINA EN LA LíNEA CELULAR A427 

Figura 3. Página 64. Cultivos de 24 hrs_ de la linea celular A427: A, 

células sin tratamiento las cuales crecieron turgentes, irregulares y con 

prolongaciones citoplásmicas. B, células tratadas con etanol 

(disolvente), las cuales no muestran cambios morfológicos notorios. C, 

células tratadas con 70H-cumarina 1.0 mM, donde se observan 

células pequeñas, esféricas y agrupadas en grandes raClmos. D, 

células cultivadas con 7QH-cumarina 0.5 mM, cuyo aspecto es 

semejante al anterior, pero se agrupan en racimos pequeños. E, 

células tratadas Con 70H-cumarina, 0.25 mM, las células se observan 

poco deterioradas, con respecto a las células sin tratamiento, aunque 

su tamaño sigue siendo pequeño. F, células tratadas con 70H­

cumarina 0.125 mM, estas células presentan un aspecto semejante a 

las células tratadas con etanol. Estos resultados muestran que la dosis 

1.0 mM de la 70H-cumarina equivale a una dosis citotóxica y las dosis 

0.5, 0.25 Y 0.125 mM son dosis citostáticas y además la 70H-cumarina 

muestra ser una droga más agresiva que la cumarina en esta línea 

celular. Fotografías 200X de amplificación. 
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Figura 3. liNEA CELULAR A427 TRATADA 24 H CON 70H-CUMARINA 
A 

A, celulas Sin tratamiento. ~,células + etanol (disolvente) 
Concentraciones de la 70H-cumarina: 
e, 1.0 mM D, 0.5 mM E, 0.25 mM F, 0.125 mM 

F 
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DETERMINACiÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLlFERATIVA DE LA 

CUMARINA EN LA LíNEA CELULAR Calu~1 

Figura 4. Página 66. Cultivo de 24 hrs. de la línea células Calu~1: A, 

células sin tratamiento. B, células tratadas con etanol (disolvente). C, 

células 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 cultivos no se 

observaron cambios moriológicos celulares. pero la citotoxicidad fue 

determinada eliminando la droga del medio de cultivo y se observó 

que las células si se recuperaban, aunque las células que habían sido 

tratadas con cumarina 1.0 mM necesitaron más tiempo para su 

recuperación. por lo que se consideró que la cumarina tiene actividad 

citostática para esta línea celular. Fotograffas 200X de amplificación. 
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Figura 4. LINEA CELULAR Calu.1 TRATADA 24 H CON CUMARINA 

A, células sin tratamiento. B, células + etanol (disolvente) 
Concentraciones de la cumarina: 
C, 1.0 mM D, 0,5 mM E, 0,25 mM F, 0.125 mM 
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLlFERATIVA DE LA 

70H-CUMARINA EN LA lÍNEA celular Calu-1 

Figura 5. Página 68. Cultivo de 24 hrs. de la linea celular Calu-1: A, 

células sin tratamiento. B, células tratadas con etanol (disolvente). C, 

células tratadas con 70H-cumarina 1.0 mM. D, células tratadas con 

70H-cumarina 0.5 mM. E, células tratadas con 70H-cumarina 0.25 

mM. F, células tratadas con 70H-cumarina 0.125 mM. Estos cultivos 

no mostraron ningún cambio morfológico en sus células. Su toxicidad 

se manifestó al eliminar la droga de los cultivos, observandose que las 

células cultivadas con 70H-cumarina 1.0 mM no se recuperaban al 

elim'lnar la droga, considerándose que esta dosis es citotóxica. En 

cambio las células cultivadas con 0.5, 0.25 o 0.125 mM de la 70H­

cumarina las células volvfan a proliferar indicando que son dosis 

citostáticas en esta línea celular. Fotografía 200X de amplificación. 
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Figura 5. LíNEA CELULAR Calu-1 TRATADA 24 H CON 70H-CUMARINA 

A, células sin tratamiento. B, células + etanol (disolvente) 
Concentraciones de la 70H-cumarina: 
C,1.0mM D,O.5mM E,O.25mM F;O.125mM 

F 
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COMPARACION DE LOS CULTIVO DE LA LiNEA CELULAR A427 

Figura 6. Evaluación microscópica de los cambios morfológicos que 
se presentan durante el cultivo de la línea celular A427 cultivada 
durante 24 hrs. en RPMI suplementado: A, células viables sin 
tratamiento. las cuales crecieron turgentes, con formas irregulares y 
prolongaciones ci!oplásmicas. B, cultivadas con 1.5% (v/v) de etanol 
(solvente), sin presentar cambios morfológicos notorios, C, con 
cumarina 1.0 mM y D, con 70H-cumarina 1.0 mM, en la que se 
observan células de tamaño reducido y agrupadas en racimos, siendo 
más notorio en (O). Fotografías 200X de amplificación. 
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COMPARACiÓN DE LOS CULTIVO DE LA LÍNEA CELULAR Calu-1 

B e o 

Figura 7. Evaluación microscópica de los cambios moriológicos 
presentados por la línea celular Calu-1 cultivada con RPMI 
suplementado, durante 24 hrs.: A, células sin tratamiento B, 
cultivadas con etanol al 1.5% (v/v), (solvente), e, con cumarina 1,0 
mM y D, con 70H-cumarina 1 O mM. No se observaron cambios 
morfológicos notorios en ninguno de los cultivos. ellas crecieron 
formando un mosaico de células poligonales, muy juntas una de otra y 
muy adheridas al plástico de la botella de cultivo. Fotografias 200X de 
amplificación. 
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TABLA 1. Porcentaje de inhibición del crecimiento celular (CI%); 
inducido por la actividad de las cumarinas en las lineas celulares A427 
y Calu-1 cultivadas durante 24 hrs. con cumarina 1_0 mM o 70H­
cumarina 1.0 mM, usando un ensayo calorimétrico del MIT. 

Linea celular A427 Calu-1 
Droga %IC DE %IC DE 
Cumarina 14 0.20 • 22 0.14 
70H·cumarina 54 0_13 .. 30 0.17 • 

DE Desvlaclon Estandar 
A427, **·p<0.Q01 Calu-1, ·p<0.1 

Estadística significativa considerada es el valor de p. 
Los asteriscos indican las diferencias signifi-cativas estadísticamente 
teniendo como control los valores del etanol. 
Con un intervalo de confiabilidad de 95%_ 
Para determinar el valor de %IC, se utilizó la siguiente fórmula: 
%IC = ((1- valor de las células cultivadas con cumarinas/valor de 
células con etanol) 1001 

GRÁFICA 1. Representación gráfica de los valores mostrados en la 
tabla 1, observándose que la droga 70H-cumarina presenta mayor 
actividad antiproliferativa que la cumarina y la línea celular A427 
muestra ser más sensible a la cumarina y a la 70H-cumarina que la 
linea Calu-1 

A427 
Calu-l 

Cumanna 70h·cllm 
09 0728 0521 

1.164 0767 

MTIde A427 Y Calu.t. cultivos de 24 IKlras 
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FIGURA 8. Efecto de la cumarina y 70Hcumarina en la célula tumoral 
A.· Superficie celular. Los LPS (Iípopolisacáridos) inducen una vía de 
transducción de señales de la membrana al núcleo en la célula normal 
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B.· La cumarina activa la vía de transducción de señales semejante a 
los LPS, La cumarina se une a la proteína G impidiendo la activación 
de la fosfofipasa C¡3, bloqueando la transducción de señales al núcleo 
e inhibiendo la proliferación celular de la célula tumoral. 
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Figura 9.- Efecto de la cumarina y 70Hcumarina en la célula tumoral 
A.- La proteína K-ras está en la cara interna de la membrana celular y 
tiene actividad de GTPasa controlando la proliferación y diferenciación 
de la célula normal 

¡ .t: 
B.- Un agente cancerígeno puede activar a la proteína farnesil­
transferasa y unir un grupo farnesilo a una cisteína del carboxilo 
Terminal de ras impartiéndole hidrofobicidad, lo cual evita la hidrólisis 
de GTP-ras favoreciendo la prolíferación constante de la célula 
tumoral. la cumarina dentro de la célula se une al grupo farnecilo 
impidiendo su unión con ras, así el complejo GAP activa la función de 
GTPasa de ras e hidrolisa a GTPras para obtener GDPras inactiva 
impidiendo la proliferación de la célula tumoral, [156]. 
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[I",to d. la ,umarina y 70Houmarina en la expre,ión del oncogen K·ra, y gene, BoI·2 y Bax 

WESTERN BLOT REALIZADO CON LAS PROTEíNAS TOTALES 
OBTENIDAS DE LOS USADOS CELULARES DE LAS lÍNEAS 

A427 Y Calu-1 

23 
-- --- B _/'. ax1 

,, __ .... ~Ba)(2 

K-ras 

A427 Calu 1 
Cultivos de 24 horas 

Figura 10. Los Ilsados celulares de estas líneas cultivadas por 24 hrs, 
en RPMI 1640 con etanol 1,5% (v/v) (disolvente), cumarina 1.0 mM ó 
70H-cumarina 1.0 mM, mostraron por Western blot en A), la línea 
A427 cultivada con cumarina y 70H-cumarina reducen la expresión 
de K-ras (bandas de 21 kDa) y de bcl-2 (bandas de 26 kDa) e 
incrementan la expresión de Bax (bandas de 23 kDa), En cambio la 
linea Calu-1, solamente cultivada con 70H-cumarina reduJo la 
expresión de K-ras. Los valores obtenidos con etanol son puntos de 
referencia para valorar los resultados obtenidos con la cumarina y la 
70H-cumarina. Las bandas de ~-tubulina (55 kDa), representan un 
control de carga, 
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TABLA 11. Promedio de las densidades ópticas obtenidas por 
densitometría de bandas de tres experimentos realizados por Weslern 
blots de bcl·2, Bax, K-ras y ~-tubulina de las líneas celulares A42. 

DO.lmm2 

TABLA 111. Normalización de los valores de las densitometrías de bcl-
2, 8ax y K-ras, con respecto a los valores de las densitomelrías de ~­
tubulina (valor de 1). 

Estadística: A427, BcI-2 A427, Bax A427, K-ras 
p<O.OOO1 p<O.04 p<O.OOO6 

Calu-1, BcI-2 Calu-1, Bax Calu-1. K-ras 
p<O.OO3 p<O.5 p<O.OO1 
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Expresión del oncogen K-ras y de los genes bcl-2, Bax y 11-
tubulina obtenidos por RT-PCR 
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Figura11. A, electroforesis en geles de agarosa a11% en condiciones 
reductoras con los ARNs totales mostrando que los ribosomales de 28 
y 18 s no se encuentran degradados. B, PCRs en electroforesis de 
geles de agarosa de los cAONs obtenidos por RT del oncogén K-ras 
(fragmento de 106 pares de bases) y de los genes bcl-2 (fragmento 
de 196 pares de bases), Bax (210 pares de bases) y (3-tubulina (420 
pares de bases), (control de carga), utilizando los oligonucleótidos 
correspondientes, Los cAONs no corresponden en tiempo real con las 
proteínas obtenidas en este experimento, sin embargo ellos y las 
proteínas fueron aisladas de los mismos cultivos. Además comprueban 
la existencia de estos genes en las lineas celulares A427 y Calu-1, 
cuya e)(presión se muestra alterada al ser incubadas con cumarina y 
70H-cumarina. 
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APENDICE B. REACTIVOS 

Medio de cultivo RPMI 
RPMI 1640 
Agua bidestilada 
NaHC03 
HCI 0.5 N 
Esterilizar por filtro 0,22 nm 

Tripsina 0.25 % 
Sol. Stock 2.5% 
RPMI 1640 

Sol. MTI 
MTT 
PBS 1X 
Esterilizar por filtro 0,22 nm 

Clorhidrato do guanldina 
Clorhidrato de guanidina 
Alcohol al 95% 

10 9 
1 litro 
29 
5ml 

10 mi 
90 mi 

5 m9 
1 mi 

0.3 M 
0.28659 9 
10 mi 

Buffer de transferencia (proteínas), pH 8.35 
Tr!s base 0.025 M ' 
Glicina 0.193 M 
Metanol al 20% 
El metanol se añade al momento de real¡zar la transferencia 

SorTBS 1X (sol. de lavado) 
Tris'HCI 3.94 9 
NaCI 4.38 9 
Disolver en 300 mi de agua bidest., ajustar el pH 7.5, aforar a 500 mi y 
esterilizar por autoclave. 

Buffer de acido maléico 
Ácido maléico 
NaCI 
Aforar con agua estéril a 
Preparación: 

1.161 9 
0.8766 9 
100 mi 
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En un vaso de precipitados colocar 50 mi de agua bidestilasa, agregar 
el ácido maléico y el NaCI, disolver' por agitación. Ajustar el pH a 7.5 
agregando NaOH en lentejas. Aforar a 100 mi, Esterilizar por filtro de 
0.45 nm. 

Sol. Stock bloqueadora 
Polvo bloqueador 
Buffer de ácido maléico 
Preparación: 

109 
100 mi 

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

Sol bloqueadora 1X 
Sol stock bloqueadora 
Sol. de TBS 

Buffer de detección 

1 mi 
9ml 

Tris'HCI 2.42 g 
NaCI 1.169g 
MgCI2 2,03 g 
Disolver en 100 mi de agua bidestilada, ajustar el pH a 9.5 y aforar a 
200 mi 

Reactivos de Lowry-Peterson 
Reactivo A 
Partes iguales de: solución de tartrato de cobre-carbonato de sodio 

SOS al 10% 

Reactivo B 
1 vol. de Folln-Ciocolteu-Fenol 
5 vols. de agua desfilada 

NaOH 0.8 N 
Agua destilada 

Reactivos para proteínas 
Desoxicolato de sodio (DOC) al 0.15% 
Ácido tricloracético (TCA) al 72% 
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APÉNDICE C: 

70H-cumarina 

ATce 

Pmol 

U 

TM 

GTPasa 

GTP 

GDP 

TNF 

IR 

RMN 

ABREVIATURAS 

7 -hidroxi-cumarina 

American Type Culture Collection 

picomoles 

unidades 

temperatura media 

guanosina trifosfatasa 

guanosina trifosfato 

guanosina difosfato 

factor de necrosis tumoral 

Infrarrojo 

Resonancia Magnética Nuclear 
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'lLmul, i, J",.rm'o.d ''o m~;L O,"" by 'hoJ"tlCrl,""on 
<,f Od·:! f"m,l, pro,.in, 'hrough ,h. h,~hly con..,,,ed 
BHL BH~ "nJ BH! dom,,¡n, {Sedl,k .tJI.. 199.\: Zh, 
~,"L. 1'N6). Th< h", ~f 'u"I\JI inh,b,,¡on BH prote,o •. 
o' ",,,'e'p .... i"n of ,h. p,,,,,m. lh., bloxk lh.m, 
rosul" In ,.,i""nco '0 tre.l1m.nl; thi, " .. ob, .. "d by 
P,,,"I.\ eL .jI. (19~31 durios • 'tudy of apop,o,i, 
onh,bn,on in ooo·,mdll cdllung ,",ti nOma, 

h h .. ;,110 t><.n reporte<! \0", an mor .... in B." 
nprc",oo ",n"tile, <:dl, lo ehem",he"I"'",ic .~.m, 
(GUt' <1 ~I.. ~OOOI, OUt r •• o,,,h ind',al<S Iha! redu;:<d 
bd·2 "'PTOSS¡"" \n ,-','¡~7 «lis mal' free Ra._ altowmg 11 
lo h~m"II'm,""o Jnd fO'nl m,tochond".1 pores; thlS 
wos ~¡,o r<porLcd by hhLb",hi.' al. (1998). There i, no 
d<df '''Iiofllllo 10 "'plam Lhe ,e'l<\dnC< of C.lu·1 10 

,~umJr'" .\nd ~()H·,o"mJno, D,llú,ol di Imo< mJ) 
nJ\O d,ff<r:n' :011 ~,o",h inh,bllion L"To,hold, ~i,h 

"';><e' lo j,ug·;n~u¡:.d lc"uH~n \Kob'¡'Jsh, « JI. 
19~~1. 

.'.1. edil",,, 

T'.o ~.um:L" lur.g ''''[~om~ ceH 11"." u"d "".0 
A4:!7 (a~<noc"rcinoma) A TCC (Ame",.ln T) pe C ul'ur o 
Collocllú~. \11\, I;SAl. i<ola\c~ frum J p""ph".LI 
tumor (,'gmenLOd bronchusl: ,od C"lu·1 kp,dormoid 
CMc,noma1. ATCC. obum<d f,~m , ,.r,!r,1 'umor 
(m"n bton<~u')' B~th "'<T< pro,idcd '>; Dr. Jo,o 
Sult"J~ L~p-cl. Oep.utn:<~l ~r \!olcou'" O,~I"g'. 
~.llI"ndl 10'''lU," of R"~"J\u" 01><,"". \Ie"co 

·CIt) FOT co"tr~l, '" .,,:d H'~d ,~II,. ~bch "~r~,, 
\he Ba< oncorlO"in, .• r,d LSol.J\oJ hem,m ro"ph",,1 
~Iood I,m?ho<:)". from ho,l:h) dooo". ,,"ie" "r«>i 

'he !>el·: P'~"'"' 

n.e drugs ",ere ,;ooho,"zcd ~" Dr, El,i," Saol'" and 
callea.""" S<hcol cf Chm"'t}'. ~,,,i,,r,,1 ,\~,~n"mou. 
¡;ni.e""J- o; .\I.,ieo . .Ir.d p,ollde<J b) Juan' Jos< 
~Ia"dok,. Tne S.,h"" "ao"on (S.,nn.L aoJ Ph"JI. •. 
195J) "'as u .. d ,n Ih,,, 'yr.l'1O'" ,nJ \ho) ~'" p"rllid 
by HPLC. Th,) ",re ,hMactori,d b" 5P-C0<fOSC,'Pl'. IR 
and :-;~IR. 

Mou« monoclon.1 an"bcd.e, "sed "<re: anl,.bcl.:, 
don. BcI·2·100; """i·Ba,. clone1D" ,bolh 'mm Z'm.d 
L.bo'"'OrLO'. InC, Sor. Ftan",co, CA CS"!. ",d "nli.~. 
,"bul,~. done T~b :.1 lS,gr:l~-."ld,,<h Ino. S!. Lou\5. 
.\10, ¡;SAj. 

Cell, o[ ,aoh lino "'ce< <ullUr<d ,n RP~11 ló~O 

,uppkmeo'<d ""h ~<"'·m,cti'"1<d r.lJI bo,in< ",rum 
,nd ma,moin.d al 31·C Ln a "umid,fi,d 5~ó ca, 
"'mo.pnere un:ll 50-85", conft u<nce ""' To,ohed. They 
"'ore """e,,,1I u,ing O :!5~" tr)p,in .lId '~Otr v,.,bil,,) 
".s d<'.'''''lned b) T')pan bluo o.clu>loo. A~~I ~eli, 
"'ere .. ed.d al 4 lIobl. d.nmy of 1 X 10' In 10 mi 
RP~lI 16-10·,uppl.mer."d modium. Th. 5;lm. pro· 
~~du", "'a, r~lIo~'ed ror Colu·1 «11 •. I;"""",,d , ... 11, 
~f bOlh Ime;, ~r 0<11, in U',. (';Y) Clhonol 1,,,honLI. 
1 O mM e!hanoltc "Oumann (lT 1 O m\1 «h.r.oli, 70H. 
<Oum.rm. "'<fe <wl'u"d [or :~ h, EJ<~ ('Jltu," ~"' 
pho'ographod .\ :OOX '.,," a ",k~o H·III 1'0"«. 



fO,-!< H,,,,«J m,,,~,,~p< ,o re,<,,1 «h~nol .,nd 
Jruó-,nil",,<J ,n,'r~",'I,'~,,"1 ohdo~", 

: ,.', ,lIT! ' 3-- ~ .' -./,,,'erl,, 111r/a:OJ.:", 1I e .5· 
,I",¡,,,,,; I :dc,,: .,1,,,,,, b, ,,,,,,,.1'1 "Hal 

Chdn;o; 'o ,~" ,umb<r ~f ,i~b[. coll> ".,. de­
t~rm,".J 01 "oe \1TT a»J' (-'I<>,mJnn. t~~:;). Cdh 
"<1< ",<J,,j " \,"~I. ¡j,n",;' 0<' )( 10'.100111 RP.\ll 
"di on ,L %",.11 mo"ropldIC, CnL""d ,,11, of bo,h 
:,n", ~r ,el~; on I.j', ¡v,) «",nL'1 ¡,oh.nt .nd 
""n\roll, 10 m\1 «heLoolic OO"".onn cr 10m,\! "ha­
r.~11C ;OH-oo",l1"rto. ",ro ;:WllW,.d for 2.1 h .nu ,he 
numocr ~f ,,-.. bl" «I!, "d. <"Lm>t<d b, ,dd,ni "O~1I 
".11 01 ,\!TT (5 r.:~ mi PBSi ;or ~ h. en~b¡'n~ .i.bl~ «\1 
mn~.'h~"Jrul '"c"nal< d<h~,JlOge~a;.lo ... duco ~ITT 
l~ p"r~k f"rm"l~r. '()'IO!; fh~ r.todLum ,,~. a,pir­
.LL,¡j "nu IO\l,Li 0\150 '~<¡¡""' ,dd.d. C,),:~I, "ore 
ilh>~I,<d Ln D~!,O . ."il lhe do,orb.r.c, at ;70 nm ,>,aj 

1l1',hur,J "L'-' .LO l,L1S-\ ro,Jder (A,~-T" Inilr",". EL 
.'1 II Throo ,cp"r..L'" ,,'perim<nt,; ',<re oonJ"<led. ,nd 
<",oh "..L, per'0rmeJ on lr'rl""., S<llgflpn" ,ofl"ar< 
"d, u,d l~ d""m,n, p,o~d~,h\) ,.Iuos (p) anO 
,'J",\I,~l1y >lpLn"'".l doff"<nte, ("), Th, per'~nt:lg. 
Inh"ol'O.o o' 0,'1 .idb,lot) wa, me~;ur.d us,ng the 
f~rmul" 

, , le ~ ,', I - cdl, ~ J'.r, dru ~¡ oe:], 'n ,ol;om) 100!, 

Cdl> lmm <d<h :uh"r~ ,,~ .. ]\;<d 10 ~"'3<1 10131 
pr"loms b) tce TRIl.Ol me\~od (ChomCl,nski ~"d 
S,L,eh,. I'!'ini Bnd). R:-:A dnd OS,>, "'<re remo.·ed 
(ru'" ,he ,,11 1",1« dno lOlOl prol<Lm ,,"ero pr<c,pnaled 
:"tu'" ,h< ~n"1 ",p.rndl.lnl b •• d,lLng O 2 mi «opropdOLlI 
p<r ",,,loIJ'« o,' TRI"'L u,<d 'OI"oH,. Th, pre,ipLIJle 
""' ,,",]-.,j "'LlO O e', I!u.on,dmo m 95", "o,nol. ,hen 
d"",heJ in l', SOS dnJ "~rcl n -:'O'C unull! "'a. 
dn"I~"J, 

Tho wul prOl<in '0""""'1'00 wa, d'''fll1,ncJ by 
lh< P<,"",n m"hod ¡1'(le"on. 1933), Sampl« of lOl>1 

COO''-ldnn MW 148 

, . 
,~, 

1~,,~ 
, O O , 

70H-OJUmann ~V 162 

~ 
HOMoAo 

~r~t"n 00 ~!," .. dl) "ore "p.lr>l<J o., IO'ó SOS· 
P\GE. Ir.ln,re"d t~ n)lon membr.lr.c, 'H)b~~,J·C 

\mersh,orn LLre T.chnoI,1g"'1 40J ,nOl,b,l ,1 ... "h lh, 
nr;1 ,nllboJ): ,\n;,-001-2, I.Lb<I,nS ,6,Dd b,lI:J<, ".11, 
B". l"b"I,r.~ ,3 kO. bond,; ~r ,n;'-~-l"Ou¡'n. I;b.::".~ 
55 ,D, band, «bdrgo CMlrol) TI1. ;cmnJ '.'"\lm~U'"1 
ao\l~~Jy (,g~.d ~l1n ~Ibh", pno,pr.'l>'O ""' ,jJoJ 
""h ~ 5-bromo--h;hl~ro-!-,nJol~1 ~h~;~~.l" ,abdm< 
"""oblue l<lr3LQjium ;"b"'~le d' ~ <010' J<"I~~m"nt 
r<.s<nl (Roohe O,~g~omc, Co, .\lul«u:;, BL""h,m,­
,JI, Inili1~dpollS, 1:-;. eSA), Th. b"od In''"''''.' ~er< 
quaLn,!"J bv Uen"lVm."y u"ng RFLP >C.,o ,0f",.,,< 
(S",n,I)"". " 2,1. 199~; S,,,nJI,,i,,. d JL""on 01 
CSPI).1A. CSA\. Tb, oc]_~ an~ B" band .. 1"" ",ro 
no,""h,.d :0 I~e 5-1ub~hn .'alu< ('.Ilu. ~ 1I \'.""Iom 
blolUns 3\",,' "~re r<p.'led ,n I<a,l l~r'" !JI'","' JoJ 
.. 'q!<~"'~l". gd i, incluJcJ "' F,~, ~ O;¡;~ in T Jble : 
,ndlC.11e lhe m<.In and <l.\oJ>td JC"d,io~ ~f lhr~~ 

ri"rmall'~~ ~~r.lINj1lo'r)' ,"Iu~¡. 

3. R .. ult' ,"d di,cu»ion 

F,., 1 .ho,,, ,c.cl,,,e .. 1 <1,uCluf.' of ,o~ma"n "nd 
~Oll"'~um,\ftn, Cocm:mn "nJ 11; 7-0flC O""J"'~ 
h.1'. bec~ "uJicd ror lheir bindLng prop<rl,.; 10 I"mor 
oell memorane, In 'luo. ror Ir."" .bdLI) lo ["duce ~.lr 
:"r.'IIon OO"''''"OIc<lIOn and for ,hm .b,!") 'e' ,~h,b,\ 

c,1I prolif<ratioo in cdl, Jep<nJenl or, lr.e ~,,["pr .. _ 
<lOn of oncogene;, In ~rd~r lO m<~,"", lhe ir.l<rlClOOn. 
inl:ICl (arg<l ,di, "e'" rldiol"l"e))' bb<',j \10th 
coum,,,n, \I<l"'~"~ brco'l C.l1ctMma ".11, ,ho~,d 
h,gh_affir.ity b,ndmg prop<rlJO'. "h.r.J; Jn J~on~"3rci_ 
nom .. r,¡i,.d from a human 'OI"'<CL..L1 pnr.l..Lr) 'err.", 
"h,bi~oJ lo'" aflle.!I) lo <owm.Ltln, Tho ":oJ:ng p'~p_ 
orlO« of 'Oumarln lO tar~o( cdl, Me en'gma"". pO;<lbl) 
du, to b,ol~~ic.1 "nab,I,,) lZ.k,'cr. 19931 Oilfu,,"n o( 
coum3rin moleeul •• t!-.rou~h In. «11 i, d" ... n,n<d b~ 

lt, pho,phoh~,J compo;"ion of l~" pl",m~ m<mbran,. 
Thu., lh. 1.",1 of .lEni,y of coum~rim fú' ",o:nbr3M 
pho,phol'p,J, ,On."lulO' lho Jri.ing foro' lbl 311~~; 
lne .nuy of <OUmdnn, <"'O lh< ",II¡Z:inl..r, 19~71. 

J l. ,lfo'ploGlogical <jfeclS al COUl"""~ 

Fig ,A .ho"'. the untroalod A~~, «11 lmo cuhur<_ 
"h,l. rig. : B ,no", ,ha cullure tr~~l.j "Hn ~,hdnoL In 
¡xllh ,a ... ,. 'he colh gre'~ «I>"'~ld)', aJo~li~g i".suIJr 
f~nn, '''In ",lopl.,m" cl<>ngalLon> Fi~ :C ,ho~, lh~ 
coumarin·.,,",,¿ culturo "nú ZD ¡, 'he culture lf<Jted 
"'olh 7()l!·ooum;llln, Small, fo"nd 0011, !<nd.ng !O 

group \og'tho, "ero ob,.,,~d Ln bolh lhe<, ,"11U,"' 
and, .. pa",cularl}' prc.'aknt ,n hg, :!O, So morpno. 
I~g,cal ,h.nge> ""'" i~duc<d O) .lhanoL F,o, 1.-\ ;ho~, 



,'" ! -[,'" ",1"" "r'N"''',,,' ",rl 'OH_",""""", 0" ,h, mO'L,l>olo", O: ,,",, ""¡","o,,rl;" ReMI 16'0 lO! " " (A) ,,,,,,,,,,"" ,,11<, 1"1 ,,11, 
L,~",d ."" 1.\'" """"'11":\'11"'],-,"'), ¡("J ,,11, ",,"o w"lI 1 O ,nM ""m"d,,, .,,,j {l): '011" ,''''00 w"l, t IJ ",M 'O"_co",,','w, 1,' {", 
• n.mn,,' ,1["" of ,,',"001 "O "" ",,11, " 6'"""J, wh,', ~ru, ;odt><od mocph"lo,,,,.' oh,,,,,, "" "" """ '" (C) ,,'o (I)l. '""" •. 0"",,"', lO ID' 

lile C;l11l·1 ,,,11 li.,e \\'illl no Lr"~'.Ll"'L", Fig_ JII ""Il 
oth,nul, I'il __ le ""h "'"m"'L11 ",,<1 I:L~,:lD "ilh 7011· 
oo"m"",- None oi' 'n= ,no"" ",id.nl morphol"~,,al 
ch"n~". ,he ,,,lb grew lu¡relh~r 10 r",m " mosaic Ih~1 
,,,I"ered S' rno~l)' lO Ihe C" Ilu,' büllk, The grO"'Cr dr<el 
01.1" "O"'>l,LlLI" '(LleI,e,1 "n A~n ""uld be «1,,\eJ 'o 
'I-""c~ oc Lr ",,, ni ",-, ,011 li I\C .nJ lnol y b-..· i",hen,;vc uf,,, 
g' ,,,.er ",,,,ibili!,' 'o ,h~ an1incopl."ic cllttlS of 7_01 le. 
Thi, dfect i, panicul.>lly of clinicul rel,,"nce in lung 
,1lknuC"LCil\om" ",lh ~'"dlcr jnchlcn"e úf meu" .. ,i., 
_u __ \l/Tu"ao' 

An M 1'- .,,,ay ,,", ""rforme.! lo delermine Ihe 
LIlI"blliúll ,,1' cell 1',1\1<1'0",([00 [TI Ihe ¡wo coJl line, 
'-"''''Lled lL,o :'4b ",i,b I Oml\-l <"LlI11,[[L" oc 71)1[_ 

"-'""'",,,,. u, >I'lb I 5% (vi,) clhono[ (,olv"[" cOL1Hul) 
T.obk I ,h"", ¡h. re'ul" prooc'",J by ,he S",g'"phic 

,olLw",'e, tou"""in rnh,b",,, A427 ,ell ~m"lb 
by 14%. ",1;11, 701l_coumo"il\ illhibLted ,1 b)' 54% 
('''p < Q.lIOI). Tilo eo".,ponJing ,al"e, fD' C.lu-I 
cell< "ote 22% (coumarin) ~nd 30% (JOH·.:oumarin) 
('{' < 0.1). Thc," r"."lrs,uggesllh,n ,he A~17 ,,,n, w",o 
1110'" ,eLl,,¡i,,",~ ""Ih cln'g' 111.U' Ih.: Cal"-I ,'011<. "mi 
7·Ü1lC II more ,"Ih lb"n O,'U\1),I["', prubab[y ,llle Lo 
Ihe 110- gru"P ni Ih< 7 <:a,bon p""IWIl 00 1he l>cnzo",_ 

Tilo cIT",,, M ,,"ul\\ar;o, 7011,cQLln,;,," ."eI "l1aoúl 
(,oh'on') on bd- 2 ,\nd Bax oncoprolein e,p,o"ion .her 
24 h in ¡he ,\427 a"d Caln·1 "uhu"" "r~ .h"wn i" 
FJp" 4, Bd-2 ew,o"Lun ("" v,,,,, ,L,,¡io") ","<de" e,,,oJ 
[TI lb" ,\427 celi> l«:"c<l \V,lb CUllnt,llln ,Lml -1_f>IlC, "lLd 
Ba, ",pl'os"on (.u",,,'ol mhlb,!i"" "e\;o"-) ",a' ,I'ghlly 
incroa=! ",d. COUm"rm. In ,he <.".1,,-1 0011, "",,,,d ",lb 

ele' _, ur", '" "",.,.." '" ,"'" "" ,_,",,,,,,,, '" 01> """ "hc,I,", M <:,1,_, ,,11, u""" ,J '" RPM L L6 .. ) f", 14 h IAl ""'",0''''' ,,'L, ,RI ,,", ',",,,~j 
""" 1 ,"" ."",,,,,,, '_,' J 1""""0 1(') cdh "e,,"" ""lo 1 n mM "0"''','''". OI,d 1"1 ,,11, "",,,, "",,, 1 O ,,'M 'OH_""",,,,,,,, K"_,, 01 ,'",,,,,1,,,,,, 
""',,,, <,;"'"' '"dO,";O ce" ",o,pho'o~). 11,,· "',, w,", ","",-" "",h," Lo .1" "11",, bOL,I,. I""m"" """,,e, 



T.hLol 
I.M."""of ,...oIof, .. ,,". uf AH' .11<1 C.lu'l ,dl.e.hu'ro fo, /. h ,. 
R"M' '1>10 .. nh 11". ('''') ",h,oo' (ooo'",n. 'O mM "" • .,,.nD"' 
'" ."M 70,1· •• "mono 

Cu"".no 
7OH.",.,,,,.oo 

(,,, , .. " M27 

Gl'··, i ~[> 

14" o,lo' 
;.4tO'\· 

CoII1,", C.,I,,·I 
(lJ% + SI) 

A, MTI """ w" f",(o,m,J '0 "~"'O ,h. ~,ow,h m~,btn"" 
r"",""~« ,0'%1 v"I"" ~""" .", m<,,",!:SI). "~) A·m 
···1' < O 00 1: (",,1,·1 .p < u, 1 he ,,""" k> ,,,J,,,, 'e """",".,lIy 
",n,"""" d,ff", .. "" r,om ,",,,,,'1 ('''''001) "''';'''001 "g,,,o,"",~ 
... "",~d, .. d .. " < 000' ",<l p < O I u';lb. """,d,n« ,0", .. 1.( 
~)% (Clo .... ) 

cnUln"¡". Uel·2 np""i,,,, w", um'~"'~cJ aLld 11", 
c>p"ssi"" 111 •• ,hght(}' in"ea.oo ln eompu!ison ",i1n ,he 
c"nlIol. Thr<e bond, of .imila' mobou!,. ",.igb' SlaineJ 
mlh Ihe hol·:! an"b~Jy al\d '.,.0 with (he fl,,, a"t;body, 
,,,,ti ,bei,. <l,"lL,ng ;LlLCLl,i,ic, wc]'e Slmil'lrly "nccled hy 
lhe drug ",,"mcnlS Tho ,,,,,I!'plicil)' of h""d, wa> d,IO 
'o re.dong r«'lIte di,plaeo,nent during p,.·",,,,,,ngor 
RI'A nl3lUrnl,on, gcn<r~,ing l\Vo nr ,h= diff~!~nlly 
,i,.d lr",,"ripb lhat yidd oncuprotoin. with ,imilar 
mohul,,, ","i~l", and 11"<>1'eLt;o, (Il,Il',"""W el al. 
199~) We<lo", blol1Lo~ ,,,'ay.' we,c lo¡.><alou al le">! 
lh, "" times "nd " rep!e<<:n .. "", gol i, il\cluded a, Fig, 4, 

The <kn,nomolrie v~l"e. ror 'h~ bol·2. Ba< and 
~·,,,b"lm b,,,,d, "ro given '" Tohle 2; tho nlOan and SO 
,,1 tI",c ,,,,,,,,,,I,,cd bcl·2 ,,,,,1 U." valu« ",i1h ",peel le, 

p·Tubuin 

Bu 1 

A427 Calu·1 

24 ho",. 

h~ , TI~ ,~,," or""n""", .",,1 7011"0"m,,,,, on Lhe "p",,¡,," 
"r bel·' "", n,., 0","01""""";" Mll ""'1 Cd,,·l ,011, <u"u,,J '"' 
2< lo ~'" "",<.d b, """" "'01"0~, "n."", ." .(looo Lo pOi ,11,( 
"""n,,, " • ooo,,"L A<~¡ "'U, ,how doc" .... !>d.) (1. ,11.) ('"'.; •• , "".n, ."d ,""'" ....... (2J1.D.) l'uni •• 1 ''''"(.''00 
"""") '" """"''' lo "",~ d,"p ln con'"". e"u·' d, ,hOw "" 
''"''''8'' .. , "d.' ","'''."0 ~"n ."1,,, d"". ~" ",,,,",,, "'1"'1, 
," '" le, "'"~,,, ~,,' '0''"'''"" '" '""'"""'" ~"I, ""'"01 (oo .. ""i), 

p·wb"lll' (value=]) ",e ,huwn, Re,eareh in "u, 
laOOralo,y ind,care, tha, ¡he prolifer,,'ion CapaCll)' of 
• hEman .denocareiooma ""lIlme (A417), o,""",xpr<$S­
ing lh< bcl{2 onco~en., C,m be redu<xJ whe~ Incuba«.! 
wOlh 7·01lC aud Coum,mn, U,ing W."e," blo"ing, wc 
have dcmOIl,lraled vmh ,he,e cell> lb,,,, "hen 00"01,1" 

in' are pre •• nt ror 24 h in 1h, 0011 c"lIurc meJi""" 
,he bcl·2 p'OIe;o i, d«r<~scd, ",h¡ch r~"e. ,he inlriguin~ 
po,""bihty Ihal [¡'rtho. mlrdcellular gro"'h "gn¿! 
prú«s",,~ i, alma" abandonod, I,ndillg lO Lnh,hilio" 
of 0011 p' "Iilc"alion 

The r<lation,hip hd",<on reduccJ bel·2 aml bigh Ila" 
,húwn he,. b)' Wesr"" blottmg ror Iho 70H-coum.,ill· 
tro~led A417 «n" is con,i"ent wi,h lhe «l!-g.O"'lh 
mh,bLlion r<,ul« from Ihe MTí a"~y (54'% ro. A417 
and JO"/, fnr Col,,·] (,c,llcd w,lh ¡()[]·coumaLin) "nJ 
wi1h ,ho dl'ug·mduccd tnOlI,hulugical ,bango, iLl ,Ilo 
A427 cell •. "["he ohango< induc.d by ¡OH·eoulna"" w." 
mor< m .. ked (F;g 2). When eoumarin etller., ,h< body. 
regardl." of the rou'e "f admini,tra,ion. 11 is m"I,'OO-
107cJ;1\ (ho l,veL" by lit" e,. P2A6 ""Iorm oC C)'lOch,ott\o 
P450 '[be h,dLoxyl,,,ioOl prod"c(, ¡OB·co""""i". 
(r."eh lh,oug!:L lh, h]oooS1ream 'o ael on """on, 
organ., anJ lI"uo,. Our TC>.ul" ind1C3te thol A427 eell, 
(from a pcripheral lung tumor) are more ,en"ti", lo 

Ihe,e dnlg.' 1han Cal,,·1 celb (from" centrall""""). 
Those ob,e"atloll' "te '" agL"<OIl\onl wlth ,he ,,011_ 
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