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ANTECEDENTES.

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

La segunda causa de muerte en México. segun las estadisticas de mortaldad de
1995 de la Secretaria de Sajud. son los tumores mahgnos (48,222 casos) En ese ano,
entre los tumores mahgnos, los de traguea. bronguios y pulmones causaron el
porcentaje mayor de defunciones 12 38% (5 970 casos). seguidos por los tumores
mahgnos del estdémago y cuelio del utero (*)

En tos Estados Unidos de Norteamenca, en 1986, el numero de nuevos casos de
carcinoma  pulmonar y de melanoma se estimd en 177000 y en 38600
respectivamente El numero de defunciones por estas dos causas durante ese pernodo
fué de aproximadamente 166.000 A pesar de los avances en el tratamento de la
enfermedad. Ia sobrevida a 5 anos para todos los tpos de cancer de pulmdén es de 13%
y para el melanoma metastasico es de 16% En los Estados Unidas el cancer pulmonar
es la causa principal de rmuerte por cancer (20%), tanto en hombres. como en mujeres
mayores de 35 anos de edad (1)

(*) D.G.E.I Secretana de Salud

IL-ANTECEDENTES DE LA CUMARINA Y DEL USO DE CUMARINAS EN EL
TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS.

La cumanna es un producto naturatl que esta presente en diversas plantas como
el haba de tonka, el clavo y el trébol duice También se encuentra en algunos aceites
esenciales como el de lavanda Vogel. en 1822, aisld ia cumarnna a partir del haba de
tonka (2). Ados despues, en 1868, fué sintetizada por Perkin (2). Actualmente se han
dentificado muchos compuestos estructuralmente relacionados con la cumarina que
presentan actividad biolégica Quimicamente la cumanna es una lactona, la benzo 2A
pirona, aunque también se la agrupa dentro del grupo de compuestos llamados

flavonodes Esquema |
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Esquema | Estructura quimica de la
cumarmna

Por su actividad antipuética y antioinflarnatona, la cumanna ha sido utilizada en el
tratamiento de enfermedades reumatcas Por estimular la actvidad fagocitana de
macrofagos y la actividad de otras células del sistema inmune ha sido utihzada en el
tratamiento de infecciones cromicas (brucelosis. mycoplasmosis, toxoplasmosis. fiebre
Q) (2) Ademas la cumanna posee actividad antincoplasica. e inhibe la
biotransformacion directa de compuestos a sus formas carcinogénicas (3) Actualmente
denvados cumarinicos como la warfarina y el dicumarol son uthizados como
anticoagulantes Estos compuestos inhiben la reduccidn enzimatica de o vitamina K
Esta reduccidtn estd acoplada a la carboxilacion y activacidn de factores de la
coagulacion sanguinea

Los antcoagulantes dernvados de la cumarina comenzaron a utihzarse en el
tratarmiento de neoplasias para preveny la formacion de estroma de fibrina alrrededor
del tumor A mediados del presente siglo se descnbid la asocracién de la fibrina con los
tumores y se postuld que esta pudiera tener aimpornancia en la produccton de
metastasis

Se ha demostrado que compuestos cumarimicos como la warfanna, en
combinacion con otros tratamientos, alarga al doble la sobrevida de pacientes con
carcinoma pulmonar (4). Este compuesto también retarda la evolucidon de algunos tipos
de neoplasias (5). La cumanna ha mostrado actividad antineoplasica in vivo en

melanomas malignos, (6.7) carcinoma renal metastasico (8) y en carcinoma prostatico



(9). En un estudio mn vitro se observé que la cumarina inhibe el crecimiento de 14
diferentes lineas tumorales humanas (10)

La cumarina, la warfarnna y el fenocupron (otro derivado cumarinico). disminuyen
el numero de metastasis inducidas en modelos munnos de cancer experimental (11, 12,
13, 14, 15). A diferencia de la warfanna y el fenocupréon, 1a cumarina carece de efecto
anticoagulante y es poco tdxica. En humanos se han tolerado hasta 7 g dianos con

efectos adversos de poca importancia y reversibles al suspender el tratamiento (16)

Productos de biotransformacién de la cumarina.

La cumarina es metabolizada por el sistema del citocromo P-450 (isoforma

CYP2A6 en hurmnanos) (17). produciendo denvados monohidroxsladas Hay diferencias
cuantitativas importantes en las biotransformaciones de la cumanna entre el humano y
el ratén. El principal producto de biotransformacidn de la cumanna en humanos es ia 7-
hidroxicumarina. en el ratbn es la 3-hidroxicumarnna (2) Esquema !l Tabla | Se ha
propuesto que algunos de los productos de biotransformacidén de la cumarnina pudieran
tener una actwvidad nmunoestimulante, antineoplasica y antimetastasica mayor que 1a
cumarnina (18)

La 7-hidroxicumarina, en el rango de concentraciones de 250 a 300 pg/ml (1 7 a
2 mM) inhibe el crecimiento i vitro de ceélulas del adenocarcimnoma putmonar humano
linea A549 (10). Estas células, expresan intensamente el complejo u6/34 (19), y se
adhieren pobremente a fibronectina y laminina. una menor adhesividad a laminina se
asocia a una mayor capacidad invasiva de los tumores (20)

En otro estudio n witro se expusieron mMonocitos humanos a cloncromeno (un
derivado cumarinico) durante 1 minuto. Se observo que a concentraciones entre 15 y 30

uM los monocitos muestran menor adhesiwvidad a células de endotelio de vena

umbihcal. Esta disminucidn en la adhesividad fue semejante a la producida por un
anticuerpo monoclonal dingido contra la integnna (12 (21)
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TABLA

PRODUCTOS DE BIOTRANSFORMACION DE LA CUMARINA

POSICION DEL GRUPO DERIVADO
SUSTITUYENTE J FUNCIONAL CUMARINICO
R,* OH 3 HIDROXICUMARINA
Re , OH 4-HIDROXICUMARINA
R I OH 6-HIDROXICUMARINA
R, OH 7-HIDROXICUMARINA

* principal producto de biotransformacién en ratén.
® principat producto de biotransformacion on humanos.



1II.-MECANISMOS DE ACCION ANTINEOPLASICA DE LLA CUMARINA.

Contranamente a lo que se pensod iniciaimente, el efecto antineoplasico de
derivados cumarinicos no se debe a sus propiedades anticoagulantes. La
administracion de vitamina K, que antagoniza la accion anticoagutante de derivados
cumarinicos como la warfarina, no antagoniza e! efecto antineoplasico (12, 23). Ademas
la cumanna tiene actividad antineoplasica y carece de actividad acticcagulante

Se ha propuesto dos mecanismos participan en la accion antineoplasica de ia
cumanna 1) mnhibe el crecimiento de algunas células tumorales, 2) esttmufa ciertos
componentes del sistema inmune que participan en fa reacoidn contra el tumor (2)
Respecto a la accion inmunoestimulante, se ha reportado (23) que [a cumanna ttene un
efecto sinérgico in vitro con endotoxina bacterniana esttmulando la secrecién de factores
solubles (IL-1f8, IL-6)

Tamb«n se ha reportado que la cumarina impide la duphcacién celular por medio
de la inhibiendo enzimas que participan en la sintesis de acidos nucléicos Enzimas que
son inhibidas por la cumarina son: poll (ADPribosil) pollmerasa en ratas (24) y
topoisomerasa Il en humanos (25)

Se desconocen los mMecanismos exactos que ntervienen en las acciones
antineoplasicas de la cumanna y que disminuyen los siguientes procesos 1) la
carcinogénesis; 2) el crecimiento tumoral: 3) la produccidn de metastasis

V.- ADHESION CELULAR Y MOLECULAS DE ADHESION.

La adhesion celular es un proceso fundamental que reguia la organcgénesis y !a
diferenciacion en organismos procariontes y eucarnontes. En la ultima década se han
identificado numerosas glicoproteinas receptoras denominadas moléculas de adhesién
celular (CAMs) y moléculas de adhesion a sustrato (SAMs). Estas moléculas sirven de
mediadoras en los procesos de adhesion entre células y/o entre células y la matriz
extracelular (MEC). Su funcidn y expresién han sido aclaradas mediante anticuerpos
monoclonales, ensayos de adhesidn célula-célula y ceélula-sustrato, asi como mediante
técnicas de cromatografia ae afinidad. Se sabe que estas moléculas se expresan
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tempranamente durante el desarroilo en 1a mayoria de las células y posteriormente se
siguen expresando en muchos tejidos derivados de las 3 capas germinales (26).

En diferentes modelos se ha demostrado durante la morfogénesis de tejidos la
presencia de un repertorio limitado de CAMs y SAMs que se expresan en un patréon
espacio-temporal bien definido La ruptura de este patrén puede exphcar. al menos en
parte. la pérdida de la arquitectura tisular y la proliferacion incontioilada observada en
los tumores malignos. Se sabe que tas células tumorales se diseminan al perder su
capacidad de adhesion respecto a sus ceélulas vecinas Al mismo tiempo expresan

moléculas mediante tas cuales interaccionan con la larmina basal y la atraviesan (27)

Moléculaas do Adhesidn,

Se han identificado cuatro famiias principales de molécutas de adhesidn
cadhennas. selectinas. integrninas y 1a superfamila de \inmunoglobulnas (28, 29, 30)

El presente estudio se refiere a tres moléculas de adhesidon una integrina, una
molécuia de la superfamilia de las inmunoglobulinas. y a una glicoproteina de la famiia
de las proteinas de union a cartitago Las familias a 1as que pertenecen estas moléculas

de adhesion tienen gran importancia en el proceso metastasico de tumores

integrinas.

Estas proteinas. descubiertas hace menos de 10 anos, estan constituidas por
dos subunidades 6 cadenas (u y ) asociadas en forma no covalente. A la fecha se
conocen por lo menos 15 cadenas a y 8 cadenas {}, que se asocian en 21
heterodimeros diferentes (30). Ambas subumdades son ghcoproteinas
transmembranales y varios dominios de algunas subunidades (3 interactuan
indirectamente con los filamentos de actina del citoesqueleto (31)

Las integrinas se expresan en células epitetiales. en leucocitos y en otros tipos
celulares; e intervienen en las interacciones de estas células con el ambiente que las
rodea (matriz extracelular u otras células) (32) EIl patrdn de expresion de estas
moléculas cambia durante los procesos de cicatrizacién, inflamacidn  crénica,
diferenciacion y durante las transformaciones malgnas En culivos celulares la

expresion de integrinas puede ser regulada por factores de crecimiento o0 por citocinas
inflamatorias (33).



Actualmente se sabe gue una suburmdad o determinada puede expresarse en
asociacion con cuaiquiera de las subunidades {3 Los complejos heterodimerncos pueden

diferir en sus afinidades a diversos igandos. presentan afinldades diferentes cuando se

expresan en diferentes tpos de células (26, 34) Sea ha sugendo que el repertorio de

integrinas de un tipo celular depende de su ongen histologico y su grado de

diferenctacion (35)
Un miembro de la famulia de las integrinas
el receptar de lamimina (26) Esquermia il Estructuralmente, este

recientemente arslado de celulas

epiteliales humanas. es
complejo molecular esta formado por las subumcdades 5 y [}4 Esta integrina se
expresa intensamente en celulas tumorales murnas de mama y en lineas celulares de
carcinomas humanos (37) Tambiien se expresa en carcinomas de pulméon humanos vy
de ratén, en lineas celutares humanas y en tumores solidos (38). Su expresion aumenta

importantemente en células metastasicas (39)

Complejo ab 23

. L Esquema Il Receptor de laminina.
. o La estructura heterodimeérica de
este complejo es compartida por
todas las integrinas

as |

1
et o}
L1

r

—

Receptor de laminina

Utilizando anticuerpos monocionales y técnicas de biologia maolecular, como
sondas de cONA, se ha demostrado la expresion tanto mn vivo como in vitro de la
integrina a«6/34 o receptor de laminina en el carcinoma de pulmén humano y murino,
(20). En el carcinoma de tLewis murino de puimon (LL), la subunidad B4 se expresa
ampliamente en las células de tumceres metastasicos y se encuentra disminuida o

ausente en las no metastasicas (20).
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El anahsis de tepdos provenientes de melanomas malignos ha mostrado un
aumento en la expresion de la ntegrnina «4/31 (VLA-4) en un 40% de los melanomas
Invasivos y metastasicos (40) Una sobreexpresion de la subunidad «2 en ceélulas de
rabdomiosarcoma humanoe se asocia a un ncremento de tas metastasis in vivo (41) En
diferentes tipos de carcinoma y aun en diferentes cionas de un mismo tipo de carcinoma
la expresion de receptores celulares que son afines a las proteinas de la matnz
extracelular es diferente (42)

Superfamilia de las inmunoglobulinas.

Muchas de las proteinas qQue intervienen en el reconocimiento célula-célula o
ceélula-sustrato contienen elementos estructurales relacionados entre s1 Esto sugiere
que los genes que codifican a estas moléculas tienen una histona evolutiva comun (27)
La superfamilia de las inmunoglobubnas agrupa un gran nuamero de moléculas con
multiples dormimios semejantes a Jos de los anticuerpos. que consisten en una
secuencia primana de 60 a 70 amnoacidos codificados por discretos exones (30)

Por la especificidad de sus entaces en 1o adhesion celula-célula y celula-sustrato
se atribuye gran importancia a este grupo de molécutas de adhesion en el proceso de
metastasis y en la invas:ion de tumores El antigeno carcrmoembrnonano. una proteina
oncofetal que pertenece a esta superfamiia. es mediadora de la agregacion homotipica
en lineas cetulares de carcinoma de colon (43) Este antigeno también actiéa como una
molécula de adhesion accesorna en el enlace célula-matnz (44)

La molécula intercelular de adhesion (ICAM-1), se enlaza a la integnna al/ji2
(LFA-1) haciendo posible la migracidn de los leucocitos (45) ICAM-1 se expresa
deébimente en el endotelio no activado. pero su expres:ion se incrementa fuertemente
después de ta exposicidn durante vanas horas a tL-1{4, TNFa. o interferony (45) Un
aumento en ia expresion de fa molecula intercelular de adhesion se ha correlacionado
con e! desarrolio de melanomas y su tendencia a producir metastasis (46) En otros
tumores se ha observado una diferencia en 1a expresion de ICAM-1 entre los tumores

primarios y sus metastasis (47)
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Familia de las proteinas de union a cartilago.

La molécula CD44 es una glicoproteina de membrana que pertenece a la familia
de las proteinas de¢ umidn a cartiligo Esquema IV Se conocen varias isoformas
generadas por “sphcing” de un gene gue contiene 19 6 20 exones (30) Este antigeno

ta médula osea de la serne

macrofagos. ceélulas de
la

esta presente en fibroblastos.

Ineas tumorales Se expresa en altas densidades en

granulocitica y algunas
superficie celuiar de hnfocitos humanos (48)

Esqueama iV Estructura secundaria
de la molécula CD44, de la familia de
proteinas de wunidn a cartilago
Propuesta por Zhong (52)

CD44 participa en el reclutamiento de hinfocitos, en la activacion de célutas T y es
mediador de la adhesion por interaccion con su igando dcido hialurénico (HA) (49, 50)
También puede interactuar con las moliéculas de matnz extracelular como colagena tipo
1. tamimina y fibronectina (30)

Vanantes de melanoma mahgno humano que expresan gran numero de
moléculas CD44 muestran una mayor capacidad para adhernrse a hialuronato Debido a
esto producen numerosas metastasis a pulmaén. donde hay una gran cantidad de este
sustrato (39) En cambio aguellas clonas que expresan menor numero de moléculas
CD44, presentan una menor movilidad y producen menor numerc de metastasis (39)
Esta correlacion también ha sido observada en carcinomas de colon y de mama (51)

Se desconoce el mecanismao por el cual ailgunas 1soformas de CD44 promueven
la producciéon de metastasis. Se ha especulado que la expres:on de esta molécula en
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las células tumorales promueve su entrada y permanencia en los ganglios linfaticos, y
su posterior migracion (26)

V.-PROPUESTAS EN ESTE ESTUDIO

Las células tumorales presentan como signos caracteristicos, una expresion de
diversas ghcoproteinas aberrantes (antigenos ascciados a tumores). 6 un patron de
expresidon maolecular alterado en su superficie Esto puede conducir a alteraciones en
fos mecanismas de reconocimiento que median la adhesion cétula-caelula 6 célula-

sustrato Como resultado. la diseminacidon  de  las  celulas

tumorales  puede

incrementarse. dando lugar a metastasis En a presente investigacidn se estudian tres

moléculas de adhesién 1) la integnina LFA-1. 2} la molécula ICAM-1. de la superfamilia

de tas inmunoglobulinas, 3) la ghcoproteina CDA44 dex 1a famila de las proteinas de unién

a cartilago Estas moléculas tienen importancia en el proceso metastasico de tumores

Basados en estos antecedentes se propone en este estudio

1) Caractenzat en celulas del melanoma munno B16-F10/5ab1 el patrén de expresion
de las tres moléculas de adhesion mencionadas

2) Caractenzar la conducta adherente heterotipica célula-sustrato de esta linea cetular

3) Determinar si es posible modificar farmacologicamente estos patrones con cumanna
6 productos de biotransformacion monohidroxitados de a cumarnina

13



OBJETIVOS.

El presente estudio pretende determinar si existe modificacion farmacolégica in
wvitro por cumarina y cuatro de sus derivados monohidroxilados (productos de
brotransformacion), en células de 1a clona 5ab1 de la sublinea de melanoma murino
B16-F 10, productoras de metastas:s pulmonares Las modficaciones estudiadas fueron
1 -En la expresion de LFA-1 (integnna «l/{32), ICAM-1 (CD54 de la superfamilia de las
inmunoglobulinas) y CD44 (proteina de la famiha de las moléculas de union a cartitago)
2 -En la capacidad de adhesion a molécutas de la matnz extracelular (hialuronato y

colagena porcina tipo )

HIPOTESIS.

La cumanna y cuatro de sus productos de biotransformacién (derivados
monohidroxiiados) producen la disminucidén de la expresion de 3 moléculas de adhesion
en la superficie celular del melanoma en estud:o

Como consecuencia de esta accion farmacolodgica las células disminuyen su
capacidad adherente a molécuilas de la matnz extraceluiar (hialuronato y colagena tipo
n Estas moléculas de MEC estan presentes en los tejidos en donde
predominantemente aparecen metastas:s de estos tumores La disminucidén de la
capacidad adherente puede ser uno de los mecanismos mediante los cuales el

tratarntento /i vivo con cumannas disminuyen el numero de metastasis espontaneas
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MATERIAL Y METODOS.

Cultivo celular.

Se utlizaron ceélulas de la clona Sab1 de ia sublinea de melanoma murnno B16-
F10 Fotografia 1. provenientes de ratones singénicos C57BL/6 que generosamente nos
proporciond el Dr Guillermo Alfaro, investigador del Instituto de Investigaciones
Biomeédicas de la U N A M Estas células se cultivaron en botelias para cuttivo celutar de
80 cm? de area (Nunc) en un volumen total de medio de 15 ml hasta obtener una
monocapa confluente. El medio de cuitivo utiizado fue medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero bovino fetal inactivade por calor (SIGMA). 1% de armincacidos no
esenciales. 1 mM de piruvato de sodic, estreptormicina (100 ug/mb) y penicilina sodica
cnstaling (100 U | /ml) Las mncubaciones se llevaron a cabo a una temperatura de 37°
C en atmosfera con 5% de CO : Las células fueron sincrormizadas €n medio sin suerc
durante las 24 horas previas al bioensayo Posteriormente las células se despegaron de
ias botellas de cultivo decantando el medio. lavando con PBS 15 mM NaCi pH 72 vy
exponténdolas a tnpsina al 0 25% (Gibco) Las células se contaron en hematocitdmetro
y se evalud la viabildad por la exclusion de azul tripan. siendo esta mayor o igual al

95%

Evaluacion de la modificaciéon de la proliferacion celular por los compuestos
cumarinicos.

Se sembraron las células en placas estérnles de 56 pozos (Delta Nunc) a una
densidad de 2.5X10* células/pozo, por sextuplhicado El rango de concentraciones varno
en progresidbn geométrica base 2 entre 5 y 300 ng/ml (29 yM a 1.85 mM) de 3-. 4- 6-. v
7-monohidroxicumannas. La 6-hidroxicumarina se estudi® a concentraciones entre 0 8 y
50 ug/ml (5 a 308 pM) debido a su menor solubihidad en etanol Para todas las
cumarnnas el hempo de expostcion fueé de 24 horas Las células control fueron
expuestas solo al disolvente del farmaco (etanol)

Después de la exposiglcn a los farmacos se evalué el efecto de estos sobre la
proliferacion celular mediante el ensayo colonmeétrico de reduccion de Metlitetrazoiio
(MTT) (53) Fotografia 2
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ELISA en célula.

Se sembraron las células en placas esténles de 96 pozos (Delta Nunc) a una
densidad de 2 5X10* ceélulas/pozo, por sextuphcado. Para los ensayos de expresion de
CAMs se hicieron diluciones a la mitad a partr de esa concentracidn y se utilizaron
como control negativo pozos sin céiulas

En los tratanuentos con cumannas se ublizaron las mismas concentraciones que
para los ensayos de proliferacion con un ttempo de exposicién de 24 horas Se utlizd
como grupo control celulas tratadas con el disolvente del farmaco (etanol) y como
control negativo pozos sin células

Despuées de los tratamuentos. las celulas fueron fyjadas a 4° C durante 30 minutos

con glutaraldetido al 0 05°% en amortiguador de fosfato sahna 15 mM. pH 7 2 (PBS). se

“bloquearon” los pozos con 150 pl/pozo alburmuna bovina fraccidon V al 1% en
amortiguador de carbonatos 0 1M, pH 9.6 durante toda li noche a 4° C

Mediante la técrica inmunoenzimatica ELISA en célula (54). se dentfico y
cuantifico la expresion de CD54 (ICAM-1) empleando un antcuerpo monoclonal anti
raton hecho en hamster (clona 3E2 Pharmingen). dilwido 1 400 en PBS Este anticuerpo
se incubd durante tres horas a temperatura ambiente El segundo anticuerpo utiizado
fué monoclonal ant: 1gG de hamster producido e¢n raton 1 000 (Sigma) durante dos
horas E! tercer anticuerpo anticuerpo agregado fué policlonal de cabra conjugado a
peroxidasa anti Fab de raton 12000 (Sigma) incubado durante una hora Para
identificar CD11a (cadena , de LFA-1), y CD44 se emplearon anticuerpos
monocionales de rata ant-CD1%a (clona M™M17/4 Pharmingen) y anth-CD44
(sobrenadante del hibridoma NIM/R8 que fueé un generoso obsequio del Dr Leopoldo
Santos Argumedo. Investigador del Departamento de Biologia Ceiular dei CINVESTAV
IPN). diluidos 1 400 en PBS El correspondiente anticuerpo se incubod durante tres horas
a temperatura ambiente El segundo anticuerpo ulihzado fué un anticuerpo anti rata-
biotinilado producido en cabra (Sigma) 1 20.000 durante dos horas. Se hizo una dltima
iIncubacién con Extravidina-Peroxidasa 1.2000 (Sigma) durante una hora a temperatura
ambiente

En todos ios casos se lavé extensamente ia ptaca y se agregd ortofenilendiamina
2mM en amortiguador de citrato/fosfato pH 5.5 y. como sustrato, perdxido de hidrégeno

15 mM. se detuvo la reaccidon con 50 Ll de H ; SO, 2M y se leyd en un lector de
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microplacas Biotek EL311 a una longitud de 490 nm con un filtro de referencia de 630
nm.

Ensayos de adhesion.

Para detenmminar la adhesidn celular se utihzé una versidn modificada del ensayo
propuesto por Miyake (49) En estos ensayos se ulhhizaron como sustratos colagena
porcina tipo 1. por ser una molécula presente en grandes cantidades en la matnz
extracelular (MEC) y que sirve como hgando a vanas moléculas de adhesion de tamilias
diferertes. El acido hialurbrico (otra molécula de MEC) de corddon de vena umbilical
humana, se utihizd por ser el igando especlifico de 1a molécula CD44

Para estos ensayos las celulas se sembaron a una densidad de 4 0X10 *
células/pozo y se expusieron a los tarmacos en las condiciones descritas antenormente,
se retrd el medio. se expusieron por 6 minutos a una solucién de tnpsina al 0 25%
(Gibco). y se lavaron para después transfernr la células a placas Maxisorp (Nunc) de 96
pozos que se habian cubierto, durante toda la noche. con 2 pg/pozo de colagena
porcina upo | & 200 1g/pozo de hialuronato sddico, ambos disueltos en PBS

Para determinar el

tiempo de incubacion en

los ensayos de adhesidn, se
realizaron para ambos sustratos cinéticas de adhesidn evaluando el namero de células
adhendas a diferentes tempos de incubacion (se utihzaron células sin tratamiento)
Para las placas cubiertas con colagena esta evaluacidon se tizo fijando las céluias
adheridas con formaldehdo al 3 % por 15 munutos Estas células se expusieron durante
toda la noche a una solucidn al 0.5 % de azul de toluidina para después cuantificar la
absorbancia que presentaban a una longitud de onda de 630 nm (55). En el caso de las
placas recubiertas con hialuronato se reahzé un ensayo equivaiente en el que el namero

de células adhendas se determind mediante ia reduccion de MTT a formazan de MTT
(53)

Con base en los resultados obtenidos las células que habian sido previamente
tratadas con cumarinas se incubaron, en medio sin su&ro con albumina bovina at 1 %,
durante 3 horas para la evaluacidn de la adhesion a colagena tipo ly 75 minutos en el
mismo medio, para 10s ensayos con acido halurdmico Postenormente las célutas no

adherndas se removieron con un lavado y se cuantficod el resto colonmétncamente
mediante la reduccion de MTT (53)
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Andlisis estadistico.

El is se izd con el programa SigmaStat F. W. V. 2.0. Para
comparar los grupos tratados con el grupo control se utilizé |a prueba t de Student con p
corregida por el método de Bonferroni (56) para los grupos presentaban una distribuciéon
nomal. Se utilizé la prueba de Dunn de comparacion de rangos para l0s grupos que no
presentaban una distribucién normal. En todos los casos el nivel de significancia se
establecié en 2<0.05. Los datos obtenidos se graficaron en el programa SigmaPlot F.W
V 3.0 de Jandel Scientific.
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RESULTADOS.

Expresion de moléculas de adhesién celular (CAMs).

En la linea celular de metanoma murino B16/5ab1 se identificd la expresion
constitutiva de las siguientes moléculas
1) De !la integrnna LFA-1, evaluando la expresidn de la subunidad alL (CD11a) de esta
proteina
2) De la molécuia mtercelular de adhesion 1 (ICAM-1 o CDS4), proteina de la
superfamilia de inmunoglobulinas.
3) De la glicoproteina CD44 de la famiiia de proteinas de unién a cartilago.
Se observd una relacion directamente proporcional entre el namero de ceélulas y la
absorbancia registrada con la técnica que se describe en Material y Métodos Figura 1.

EXPRESION CONSTITUTIVA DE CAM's
EN EL MELANOMA MURINO B18.F10/3ab1.
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Figura 1. Deteccidon. mediante Elisa en
cétula, de tres moleculas de adhesion en
diferente numero ce células
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Caractorizacion de_las propiedades_adherentes de ceélulas del melanoma murine

B16-F10/5ab1.

La cinética de adhesion de células del melanoma a colagena upo | muestran gue

se requieren tres horas para que se adhiera el mayaor namero de célutas Frgura 2

Cuando se utihza hialuronato como sustrato para la adhesion celutar, sblo se

requieren 75 minutos para que el numero de células adhendas sea maximo Figura 3

CINETICA DE ADHESION DEL MELANOMA
MURIND B16.F10/5ab1 A COLAGENA TIPO 1.

Reaturiad i fasm )

30

Figura 2. Evaluacién de la adhesidn
celular a colagena porcina tipo I,
mediante tincidon con azul de toludina, a
diferentes tiempos de incubacion

CINETICA DE ADHESION DEL MELANGMA
MURINO B16.F10/5ab1 A HIALURONATO

Anaten 70 om team o}

. ~®- Bles1atent
2~ omases

39

Figura 3. Evaluacién de la adhesion
celutar a hialuronato, mediante la
reduccidn de MTT, a diferentes tiempos
de incubacidn
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Efocto de la cumarina y sus dorivados monohidroxilados sobre_Ia_proliferaciéon

celular.

La cumarna no afecto la praliferacion de las células del melanoma munno B16-
F10/5ab1. en el rango de concentraciones de 5 a 300 pg/mi, con una exposicion de 24
horas. {No se presentan resultados)

La 3-hdroxicumanna mosiréo un efecto citostatico en las celulas del melanoma
En concentraciones de 150 y 300 pg/m! disminuyo [a proliferacion celufar en un 40 y 60
%0 respectivamente. Frgura <a

La 4 hidroxicumarina. a la concentracion de 300 pg/mi, disminuyd ligeramente la

prohferacidn de esta linea celular, mostrando una diferencia entre las medias de

tratamiento y control dei 8 %, Figura +b

a b
EFECTO DE LA 3-HIDROXICUMARIMNA (24 P) EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA (24 h)
EN LA VIABILIDAD DE CELULAS DEL EN LA VIABIUDAD DE CELULAS DEL
MELAN MELANOMA MURINDO B16-F10/Sab1,

.. H
P H
A H

1 .. 3
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Carcarts acon e 4 Fewrerin e e i

Figura <. Evaluacién de la proliferacion celular mediante la reducciéon de MTT.
posterior al tratamiento por 24 horas con (a) 3 OH-cumarina (b) 4 OH-cumarina. En
ambos casos se utilzaron células tratadas con el discivente de los farmacos como
control y pozos sin celulas como control negativo
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La 6 hidroxicumanna. a la concentracion de 50 pg/mli, disminuyd en un 12 %, la
proliferacidon de las celulas del melanoma. Figura S5a.
La 7 hidroxsicumarina presentd efecto citostatico en las células del melanoma a la

concentracion de 300 ug/ml. A dicha concentracién, la proliferacion disminuyd 20 %.

Figura 5b
a b
EFECTO DE LA §-HIDROXICUMARINA {24 h) EFECTO DE LA 7.HIDROXICUMARINA (24 1)
ENLA VIABILIDAD DE CELULAS DEL EN LA VIABILIDAD DE CELULAS DEL
MELANOMA MURINO B18-F10/Sab1.

MELANOMA MURIND B16.F 10/Sab1

1 e e e
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Figura 5. Evaluacidn de la proliferacion celular mediante la reduccion de MTT,
posterior al tratamiento por 24 horas con (a) 6 OH-cumarina (b) 7 OH-cumarina. En
ambos casos se ullizaron células tratadas con el disolvente de los farmacos como

control y pozos sin células como control negativo
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Efecto de la cumarina y sus derivados monohidroxilados sobre ia oxprosién do

moléculas de adhesidn.

LFA-1.

La cumarina no afectd significativamente la expresion de la integrina LFA-1 a

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

La 3-hidroxicumarina inhibié la expresion de LFA-1 a las concentraciones de 150
y 300 pg/m! Este efecto es. posiblemente, consecuencia de la disminucion en la

proliferacion celular que este compuesto provoca Figura 6a

La 4-hidroxicumarina estimuld e mhibid la expresion de la integrnna LFA-1.

Estimulé la expresion de LFA-1 en un 25 % a la concentracion de 38 ug/mi, disminuyéd
la expresidén de dicha proteina en la misma proporcidn a 300 pug/ml. Figura 6b

La 6-hidroxicumarina disminuyo la expresion de LFA-1 en un 25 % en el rango de
concentraciones entre 1.6 y 6 2 ung/ml. A concentraciones mayores no se observd efecto

significativo. Figura 6c.

LLa 7-hidroxicumarina a la concentracion de 300 pg/ml muestra una inhibicién
en la expresién de la integrnna LFA-1, lo cua! puede deberse a la disminucion en la

proliferacién celular provocada por este compuesto. Figura 6d.




a
EFECTO DE LA J-HIDROXICUMARINA {24 h) EFECTO DE LA £ HIDROXICUMARINA (14 h)
ENLA CAPRESION DE LFA-1 EN CELULAS ENLA EXPRESION OF LFA-1 EN CCLULAS
DEL MELANOMA MURINO B18-F1O/Sab DEL MELANOMA MURINO B18-F10/5ab1.
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EFECTO DE LA 8- HIDROXICUMARINA {24 M) EFECTO DE LA 7-HIDROXICUMARINA (24 h) ,
EN LA EXPRESION DE LFA.1 EN CELULAS EN LA EXPRESION DE LFA.-T EN CELULAS i
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Figura 6. Evaluacion de la expresidon de LFA-1 mediante ELISA en célula. posterior
al tratamiento por 24 horas con (a) 3 OH-cumarina (b) 4 OH-cumarina (c) 8 OH-
cumarina (d) 7 OH-cumarina. En todos lcs casos se utilizaron celulas tratadas con el
disolvente de los farmacos como control y pozos sin celulas como control negativo.
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1ICAM-1.
La cumarnna nhibid la expresion de la proteina ICAM-1. Disminuye
significativamente la expresion de ICAM-1 en forma independiente a la concentracion

en el rango de 5 a 300 pug/ml. La diferencia entre las medianas fluctua entre un 40 y un

50 % para todas las concentraciones Figura 7a

La 3-hidroxicumarina inhibid la expresion de ICAM-1 en 25 % en el rango de
concentraciones entre 9 y 300 pg/m!t Este efecto no depende de la concentracidn pues
es simidar para todas las concentraciones dentro de! rango mencionado. Figura 76

a b
EFECTO DE LA CUMARINA (24 h) EFECTO DE LA 3. HIDROXICUMARINA (24 n)
EN LA EXPRESION DE 1ICAM-1 EN CELULAS EN LA EXPRESION DE ICAM-1 EN CELULAS
DEL MELANCMA MURING B16-F 10/58n1. DEL MELANGMA MURINO B16-F10/Sabt.
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Figura 7. Evaluacion de la expresi¢én de ICAM-1 mediante ELISA en celula. posterior
al tratamiento por 24 horas con (a) cumarina (b) 3 OH-cumarina. En ambos casos se
utilizaron ceélulas tratadas con el disolvente de los farmacos como control y pozos sin

células como control negativo

-
La a-hidroxicumarina solo afecta 'a expresion de ICAM-1 a la concentracion de

300 pg/ml. Figura 2a
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La 6 hidroxicumarina disminuyd significativamente 1a expresion de 1ICAM-1 Este
efecto depende de la concentracidn. pues las concentraciones mas bajas (0B y 16
pHg/mi) no presentan diferencias significativas con el control, sin embargo el rango de
concentraciones de 3 0 a 50 pg/mt disminuyen un desde un 45 % hasta un 55 % la
expresion dicha proteina. Figura 8b.

La 7-hdroxicurnarina, a la concentracion de 300 pg/ml, provoca una disminucion
en la expresion de ICAM-1 A esta concentracion de 7-hidroxicumarina se observd
efecto citostatuco Elresto de las concentraciones no tienen efecto sobre la expresidn de
ICAM-1. (No se presentan resuitados)

a b
EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA (24 h) EFECTO DE LA $-HIDROXICUMARINA (24 h)
EN LA EXPRESION DE ICAM-1 EN CELULAS EN LA EXPRESION DEICAM-1 EN CELULAS
DEL MELANCMA MURINO B16.F10iSab1, DEL MELANOMA MURINO B16-F 10/5abY.
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Figura 8. Evaluacion de la expresion de ICAM-1 mediante ELISA en célula, posterior
al tratamiento por 24 horas con (a) 4 OH-cumarina (b) 6 OH-cumarina. En ambos
casos se utilizaron células tratadas con el disolvente de los farmacos como control y
pozos sin células como control negativo.
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CDa4.
la

La cumanna estmuld la expresidon de CD44 Aumenta sigruficattvamente
expresién de esta glicoproteina a las concentraciones de 5. 9. 19 y 150 pg/mi £l
incremento en la expresion fluctua entre el 10 y el 20 %. Figura 9a

La 4-hidroxicumanna. a la concentracion de 150 pg/mi. estimulo en un 15 % ia
expresién de CD44. Figura 96

hidroxicumannas no afectaron significativamente la expresion de
melanoma (No se presentan

Las 3-. G-. y 7-
ia molécula CD<a en

resultados)

fa superficie de 1as celulas del

EFECTQ OE LA CUMARINA (24 1) EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA (24 h)
EN LA EXPRESION DE CD44 EN CELULAS EN LA EXPRESION DE CD44 EN CELULAS
DEL MELANOMA MURINO B16-F10/5an1. DEL MELANOMA MURINGO B16.F10/5ab1.
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Figura 9. Evaluacion de la expresian de CD44 mediante ELISA en célula. posterior
al tratamiento por 24 horas con (a) cumarina (b) 4 OH-cumarnna. En ambos casos s&
utilizaron células tratadas con el disolvente de los farmacos como control y pozos sin

células como control negativo
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Efecto do la cumarina y sus_dorivados _monohidroxilados sobre _la adhesién _a

molécylas de matriz extracelular.

Adhesion a colagena tipo I,

La cumarnna no afectd significativamente ta adhesién a colagena porcina tipo | a
ninguna de las concentraciones estudiadas (No se presentan resultados)

La 4-hidroxicumarnna estimulo la adhesién celular a colagena tipo | La

concentracién de 5 ug/ml incrementa la adhesidn 65 %; mientras Que las de 9 y 19

Hg/mllo hacen en apraximadamente 50 % Figura 10a

ta 7-hidroxicumarina inhibié la adhesién a colagena en el rango de
concentraciones entre 9 y 300 ug/ml. La disminucidon en la media de los grupos tratados
es de 35 a 40 % para las concentraciones de 9 a 150 pg/mi. A la concentracion de 300
Hg/ml se observd un mayor efecto inhibitorio, sin embargo ya se ha discuhido que esta

concentraciéon tiene efecto citostatico. Figura 10b

No se observaron diferencias significativas en la adhesion a colagena tipo | ni con
la 3-hidroxicumartna ni con la 6-hidroxicumarina. (No se presentan resultados).
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EFECTO OE LA 4-HIDROXICUMARINA (24 h)
€N LA ADHESION DE CELULAS DEL MELANOMA
MURING B16-F10/5ab1 A COLAGENA TIPO 1.

[ P S ———

EFECTO DE LA 7.-HIDROXICUMARINA {24 1)

EN LA ADHESION DE CELULAS DEL MELANOMA

MURIND B18.F10/5a01 A COLAGENA TIPO L.
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Figura 10 Evaluacion de la adhesion celular a colagena porcina tipo | mediante la
reduccidn de MTT. posterior al tratamiento por 24 heras con (a) 4 OH-cumarnna (b) 7
OH-cumanna En ambos casos se utiizaron células tratadas con el disolvente de los
farmacos como control ¥ pozos sin célutas como control negatvo

Adhesion a hiaturonato.

ta cumarina incrementd la adhes:on a tualuronato en un 30 % aproximadamente
a las concentraciones de § y 9 pg/ml. El resto de las concentraciones no afectd la
ahdesién. Figura 11a

La 3-hidroxicumarnna no produjo modificaciones significativas en la adhesion
celutar a hialuronato (No se presentan resultados)

La 4-hidroxicumarnna. a las concentraciones de 5 y 38 ug/mi. estimuld en un 17%
la adhesidn a hialuronato. La concentracion de 300 pg/ml inhibe la adhesidn. Figura
11b.
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a
EFECTO DE LA CUMARINA (EXPOSICION 24 h) EFECTO DE LA 4-MIDROXICUMARINA (24 h)
EN LA ADNESION DE CELULAS OEL MELANOMA EN LA ADHESION OE CELULAS DEL MELANOMA
MURING B16-F10/3ab1 A HIALURONATO.

URING B16-F10/5aD1 A HIALURONATO,
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Figura 11. Evaluacion de |a adhesién celuiar a hialuronato mediante la reduccion de
MTT. posterior al tratamiento por 24 horas con (a) cumarina (b) 4 OH-cumarina. En
ambos casos se utilizaron células tratadas con el disolvente de los farmacos como

control y pozos sin células como control negativo

La 6-hidroxicumarina. a la concentracion de 0.8 ug/ml. incrementd notablemente
(40 2%) la adhesién a hialuronato. Por otro lado la concentracidon de 25 ug/ml provoco

que {a adhesion a dicho sustrato disminuya en un 14 %. Figura 12a

La 7-hidroxicumarina estimulé la adhesion de las células del melanoma a

hialuronato. La concentracion de 5 pg/m! incrementd en un 40 % la adhesion respecto
al control; las concentraciones de 9 y 300 la incrementaron en 20 %. Figura 12b.
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b
EFECTO DE LA 6.HIDROXICUMARINA (24 b) .- EFECTO DE LA 7-HIDROXICUMARINA (24 1)
EN LA ADHESION DE CELULAS DEL MELANOMA "7 EN LA ADHESION DE CELULAS DEL MELANOMA
MURING B16-F10/5abt A HIALURONATO. MURING B16.F 10/3ab1 A HIALURONATO.

P Y J— S U

38 - 3% -

H H .
LS € -
: . . .
. = - .
s s - - ¢
g - £ .
2 . 2 B .-
2 5. = 2 . *- -
2 3
[ P, ‘
2 = 2 <
w0 - 0 - *pe0 08
- PR — L T
3 rs 3 ez 123 330 %00 s 3 3 3 73 1% 0
Concanwecn de § Aaromcumanns (i Corcont-mann ae 7 rammcimanne (vl

Figura 12. Evaluacion de la agdhesion celular a hialuronato mediante la reduccidn de
MTT, posterior al tratamiento por 24 horas con (a) 6 OH-cumarina (b) 7 OH-
cumarina. En ambos casos se utilizaron células tratadas con el disolvente de los
farmacos como control y pozos sin células como control negativo.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que la linea celuiar de melanoma murino
B18-F10/5ab1 expresa constiutivamente (sin inductores presentes) las moleculas de

adhesion LFA-1  (integina «lLf}2). ICAM-1(proteina de la superfamita de las

inmunoglububnas CD54) y CD44 (de la familla de proteinas de umoén a cartilago) La
expresidn de LFA-1 en esta linea celular no ha sido reportada, mientras que los
ia

y CD44 coinciden con lo reportado en

resultados de la expresian de ICAM-1
una metodolegia para

hteratura. (46, 42) Para este estudio se logré mplementar
estudiar el proceso de adhesidn céluia-sustrato que no require de radiosotopos ni de

equipo de alto costo

Los resuitados del presente trabajo demuestran que los denvados cumarinicos
la expresidon de moléculas de adhesion,

actuan de manera diwecta sobre
La accién

independientemente de que puedan tener actividad inmunomoduladora (2)

farmacolégica de estos compuestos puede incrementar la expresion de CAMs

(cumarina sobre la expresion de CD44, 4-tudroxicumarina sobre la expresidn de LFA-1).

o puede disminuir la expresion de las mMismas (cumanna y 6-hidroxicumanna sobre a

expresion de ICAM-1) Esto suglere que la cumanna y sus derivados monohidroxilados
pueden tener propiedades reguladoras de la expresion de estas molécuias de adhesion
Cabe resaltar que un mismo farmaco puede producir ambos efectos. ya sea sobre la

misma molécula de adhesidn (4-hidroxicumarina sobre la expresion de LFA-1) o sobre

moléeculas diferentes (cumarnna) Esto significa que Ja accaon de diferentes

hidroxicumarinas tiene diferentes efectos sobre ia expresidn de moleculas de adhesion
En algunos casos, diferentes concentraciones de una misma cumarina producen
efectos diferentes Se ha reportado que la cumarnna incrementa i vitro la expresion de
los antigenos DR y DQ en células mononucleadas humanas de sangre pernfénca (57).
lo cua! muestra que tambien otras moléculas de superficie puden verse modificadas por
la accidn de compuestos curnarinicos

Es importante senalar que, en la mayoria de los casos en los que se produce

acciéon farmacologica, esta no varia con la concentracidn, dentro del rango estudiado
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Efectos maximos de las cumarnas sobre la expresidon de moléculas de adhesidén
pueden producirse a concentraciones que distan mucho de ser citostaticas.

£En la adhesion célula-sustrato, se observa que la cumarina y las 4-, 6-, y 7-
hidroxicumarnnas estimutan la adhesidon a hialuronato Conwviene senalar el hecho de
que compuestos que no modifican la expresion de CD44, s) modifican la adhesién a
hialuronato Esto sugiere que 1a expresion de otras moleculas de adhesidon con afinidad
por hialuronato puede ser alterada por cumarinas sin afectar CD44. En 1a adhesién a
colagena tpo ). las moléculas que produjeron acciones Mas relevantes fueron la 4-
hidroxicumanna y la 7-hidroxicumanna La 4-hdroxicumanna aumenta la adhesion a
concentraciones bajas (5-19 ug/mi) En el caso de este compuesto hay correlaciéon
entre ei aumento en la expresidn de LFA-1 y el aumento a la adhesion a colagena, sin
embargo, es poco probable que LFA-1 sea la unica responsable del efecto Hay que
considerar que la adhesion a colagena no es especifica, es decir no existe un hgando
especifico para colagena Varnas moleculas de adhesién pueden interactuar con este
sustrato

La 7-hdroxicumarna disminuye significattvamente la adhesion en forma
independiente a la concentracion Esta hidroxicumanna no modifica la expresion de
ninguna de las molécuias de adhesion estudiadas El efecto que observamos puede
tener varias causas 1) puede deberse a la regulacidn de la expresidn de otras
moléculas de adhesidon. 2) puede deberse a modificaciones que impidan que el
citoesqueleto interaccione adecuadamente con estas moléculas. aun cuando estas se
expresen en cantidad suficiente. ¢ 3) puede ser que otro (s) sistema (s) celular (es) este
siendo modificado (40)

Respecto al mecanismo de accdn de los compuestos cumarinicos se ha
reportado que existen una gran numero de sitios de umén para la cumarina (7.5 x 10%
sitios/célula) en células mononucleadas del sistema inmune La afinidad de estos sitios
es diferente para diferentes hidroxicumannas (58) Esto nos lleva a la posibilidad de que
existan diferentes receptores para los diferentes derivados, o que la afinidad de estos
sea 1o que determmne su actividad. Hay evidencia de que. una vez que el farmaco se ha
unido al receptor, la naturaieza hidrofébica de la molécula le permite atravesar la
membrana y modificar eventos intracelulares como la produccidn y secrecion de
interleucinas (23).
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Otros de los mecanismos de accidon de derivados cumarinicos que se ha
reportado estin relacionados con la inhibicion de enzimas. Hace ya una decada que se
sabe que algunos flavonoides inhiben cinasas (59) Esto puede afectar la transmision
de sefales dentro de la célula. Tambien se ha reportado que la cumarina inhibe de
manera no competitiva a 1a poli{ADP nbosa) polimerasa (24), y a 1a topoisomerasa Il
(25). No se ha podido discemir si la accidn sobre la topoisomerasa es debida a que la
cumarina afecta la funcion de la enzzima como ATPasa o si afecta la unidn del complejo
DNA-topoisomerasa |l (25).

El mecanismo de accidon por el que derivados cumarinicos modulan 1a expresién
de molécutas de adhesion y la adhesién celular no se conoce aun. Estudios posteriores
son necesarios para buscar dicho mecanismo y lograr el desarrolio de farmaces mas
potentes para disminuir en forma mas completa la produccién de metastasis de tumores
malignos.



BIBLIOGRAFIA.

1. Twelve major cancers Scientific American Special issue’ What yuo need to know
about cancer? Sep 1996 92-98

2. Egan D, O'Kennedy R ., Moran E The pharmmacology. metabolism, anatysis, and
apphcations of coumarnn and coumarnn-relfated compounds Drug Metabohsm
Reviews. 1990. 22 503-529

3. Feuer G., Kellen J . Kovacs K Suprpresion of 7, 12-dimethylbenz(«)antracene-
induced breast carcinoma by coumarnnn the rat Oncology 1976, 33° 35-39

4 Zacharski LR. Henderson WG. Rickles FR. Forman WB, Cornell CJ, Jackson R, et
al., Effect of Warfann on Survival in Small Cell Carcinoma of the Lung JAMA 1981,
245 831-835

5. Thornes R. Adjuvant therapy of cancer via the cellular inmune mechanisms or fibrin
by induced fibnnolisis and oral anticoagulants. Cancer. 1975, 35 91-92

6. Zanker K. ot al. Coumarnn in melanoma pahents an experimental and clinical study.
Drugs Exptl Chin Res 1984. 11 767-774

7. Thornes R ef a/ Cimetdine and cuomann therapy of metanoma Lancet 1982; 2.
238-241

8 Dexeus F. et al Phase il study of coumarnn and cimetidine 1n patients with metastasic
renal carcinoma. Journal of Clinical Oncotogy. 1990, 8 325-329

9. Mohler J. et a/ Coumarin (1.2-benzopyrone) for the treatment of prostatic carcinoma
J. Cancer Res Ciin. Oncol. 1984, 120 (Supp!) S35--S38.

10.Marshall ME, Kervin K, Benefield C. Umeran A. Albainy-Jenet S. Zhao Q et al .
Growth-inhibitory effects of coumann (1.2-benzopyrone) and 7-hydroxycoumarin on
human mablgnant cell lines in vitro. J. Cancer Res. Clin. Oncol 1994, 120 (Supp!): S3-
S10.

11.Berkada H. Proc Amer Ass Cancer Research 1374, 15: 99-102

12.Matt B. Selective macrophage inhibition abolishes warfarin-induced reduction of
metastasis. Br. J. Cancer. 1981.41: 313-316

13.Maat B., Hilgard P Anticoagulants and expenmental metastases-evaluation of
antimetastasis effects in diferent model systems. J Cancer Res. Chn. Oncol. 1981;
101:275-283

35



14 Maucher A.. Kager M., Von Angerer. Evaiuation of the antiturmaor activity of coumarin
1993: 119: 150-154

in prostate cancer models. J. Cancer Res. Chin. Oncol

15.Von Angerer E. of a/ Antitumour activity of coumann n prostate and mammary
cancer modelis. J. Cancer Res. Clin. Oncol 1984 120 (Suppl): S14-516

16.Marshail ME, Mohler JL, Edmonds K, Williams B, Butler K, Ryles M, et al , An
updated review of the clinical developmant of coumarin (1,.2-benzopyrone) and 7-
hydroxycoumann J Cancer Res. Clin Oncol. 1984, 120 (Suppl). S39-S42

17 Pelkoneen O, Rautio A, Raunio H , et a/ Regulation of coumann 7-hydroxiation in
man. J Cancer Res Oncol. 1994, 120 suppl. S31-S32 -

18.Moran E., O'Kennedy R , Thornes R Analys:is of coumarin and its urinary metabolites
by high-performance liquid chromatography Journal of Chromatography 1987. 416
165-169

19 Giard D, Aaronson S, Todaro G., Arnstein P., Kersey J , Dostk H.. of al _ In vitro
cultivation of human tumors. establishment of cell ines derived from a senes of sohd

tumors. J. Natl. Cancer Inst. 1989, 51 1417-1423

20.Falciomt R. Cimino L, Perrotti D, Rizzo MG, Saccht A u6/34 integrin in lung
carcinoma in Cancer and Inflammation. Epenetos A and Pignatelli M (ed) Harwood
Academic Publishers Switzerand 1995: 45-58

21.Tranchina S, Bernasconi S, Dejana E, Del Maschio A. Inhibiion of human monocyte
adhesion to endothehal celis by the coumann derivative, cloncromene. Br J
Pharmacol. 1994, 111: 575-581

22 Hilgard P.. Schulte H.. Wetzig G.. Schmitt G Oral anticoagulation in the treatment of

Br. J Cancer. 1978; 35 78-85

a spontaneusly metastasing murine tumor.
23.Stuhlemeir K., et al Synergystic effect of coumann (1, 2 benzopirone) and endotoxin

in the induction of human interleukin-1. Ciin. exp Immunol. 1991; 84 317-323
24.Tseng A . Lee W., Kirsten E ., et a/. Prevention of tumongenesis of oncogene
transforrmed rat fibroblasts with DNA site inhibitors of poly(ADP ribose) polimerase
Proc. Natt Acad Sci USA 1887, 84 1107-1111
25.tonco A.. Long B Biochemical caracterisaation of elsamicin and other coumarin-
related antitumor agents as potent inhibitors of human topoisomerase | Eur J

Cancer. 1993, 29A 1985-1991

36




26 Pignatelli M__ Liu D, Nigam AK | Gaghardi G | Lalarw EN., Stamp G. Adhesion
molecules in neoplasia an overview in Cell adhesion molecules in Cancer and
Inflammation FEpenetaos AA and Pignatelli M (ed) Harwood Academic Publishers
Switzeriand, 1995 1-14

27.Alberts B, Dennis B, Lewrs J.. Raff M| Roberts K., Watson J. Molecular Biology of
the cell Garland Publishing Inc U S A 1994 Chap 23, 24

28 Hynes R and Lander A Contact and adhesive specificities in the associations,
migrations und targeting of cells and axons Cell 1992, 68 303-322

28 Chavez R. Reyes J. Maldonado G, Varguez L, Estrada S, Gorocica P, Zenteno E
Moléculas de coopaeracion y requlacion durante ta migracidn celular en la respuesta

Inst Nat Enf. Resp Mex 1994 7. 67-76

mflamatona Rewv
30.Imhotf B, Duon D Leukocyte migration and adhesion Advances in immunology

1995. 58 345-399
31.Sastry S . Horwitz A Integnn cytoplasmatic domains. mediatars of cytoskeletal
linkages and extra- and intracellular initiated transmembrane signaling Curr. Opin.

Cell Biol. 1993, 5 345-399

Integrnins Versatihty. modulation, and signalgn n cell adhesion Cell 1992,

32 Hynes R
69:11-25

33.Papadopoulos Hemo J Regulation of integnn expression Epenetos AA and
Pignatelr M (ed) Harwood Academic Publishers Switzerfand 1995 147-155.

34 Felding-Habermann B. and Cheresh D Vitronectin and its receptors Curr. Opin. Cell
Biol. 1993. 5: 864-868

35.Cheresh DA, Smith JW, Cooper HM, and Quaranta. A novel integnn vitronectm
receptor (ax/Bx) s responsible for distinct adhesive properties of carcinoma cells. Celi
1989; 57. 59-69

36.Kapi S. Tamura, R N, Quaranta, V A novel integnn (eE/34) from human ephitehal
cells suggests a fourth family of integrin adhesion receptors EMBO J.. 1989; 8 673-
680

37.Kennel S, Foote |.J, Falcioni R. Sonnenberg A, Crouse C. Hemler ME. Analysis of
the tumor associated antigen TSP-180 dentity with 614 1n the integnn superfamily

J. Biol. Chem. 1989; 264 15515-15521

37



38.Falcioni R, Sacchi A, Reseau J. and Kennel SJ Monoclonal antibody to human
carcinoma-associated protein complex quantitation in normal and tumor tissue.
Cancer Res 1988, 48: B16-821

38.Ball ED, Graziano RF, Pettengill OS. Sorenson GD, Franger MW. Monoclonal
antibodies reactive with cell carcinoma of the lung J. Natl. Cancer Inst. 1984; 72: 593.
598.

40 Albelda S., Mette S, Elder D, Stewart R., Damjanovich L, Erlin M., Buck C. Integrin
distribution tn malignant melanoma. association of the 33 subunit with tumor
progression Cancer Res. 1990; 50 6757-6764

41.Chan 8., Matsura N, Takada Y . Zetter B . Helmer M /n wvitro and 11 vivo
consequeces of VLA-2 expression on rhabdomyosarcoma cells. Science 1991, 251:
1600-1602

42 . Birch, M., Mitchell S.. Hart IR. Isolation and Characterization of Human Melanoma
Cell variants Expressing High and Low levels of CD44. Cancer Res. 1991; 51: 6660-
6667.

43 Benchimol S., Fuks A_, Jothy S.. Beauchemin N., Shirota K., Stanners C.
Carcinoenbryogenic antigen, a human tumor marker, functions as an intercellular
adhesion molecule. Cell. 1989; 57: 327-334.

44.Pignatelli M., Durbin H., Bodmer W. Carcinoembryogenic antigen functions as an
accesory molecule mediating colon ephitehal cell-collagen interactions. Proc. Nati.
Acad. Sci. USA. 19980; 87. 1541-1545.

45.Dustin M., Rothlein R., Bhan A., Dinarello C., Springer T. Induction by IL.-1 and
interferon . tissue distribution, biochemistry, and function of a natural adherence
molecule (ICAM-1) J Immunol. 1986. 137 245-254

46.Johnson J., Stade 8., Holtzman B . Schawable W | Riethmuller G. De novo
expression of intercellular adhesion molecule in melanoma correlates with increased
risk of metastasis. Proc. Natl Acad Sci. USA. 1991: 86: 641-644.

47 .Natali P, Nicotra M., Cavaliere R., Giannarelli D., Biggoti A. Tumor progression in
uman malignant melanoma is associated with changes in «6/31 laminin receptor. int.
J. Cancer 1990, 49: 168-172

48.Lesley J.. Hyman R.. Kinkade P. CD44 and its interaction with extracellular matrix.
Adv tmmuno!. 1993, 54. 271-335

38



49 Miyake K.. Underhill C | Lesley J . Kincade P Hyaluronate can function as a cell
adhesion molecule and CD44 participates in hyaluronate recognition. J. Exp. Med.

1980: 172 69-75
50 Aruffo A., Stamenkowvic | . Meinick M | Undertill C.. Seed B. CD44 1s the principal cell

surface receptor for hialuronate Cell 1980. 61" 1303-1313

51 Matsumura Y, Tann D. Significance of CD44 gene products for cancer diagnosis and
disease evaluation Lancet 1992 340 1053-1058

52.Zhong Z. et a/ Monoclonal antibodies to CD44 and therir influence on hialuronan

recognition J Cell Biology 1995 130 485-495

53 Green L.. Reade J.. Ware C Rapid colonmetnc assay for cell viability: application to
the quantitation of cytotoxic and growth inhibitory lymphokines. J. immunol. Meth.
1984; 70 257-268

54 Nibberning PH, Van de Gevel JS. Van Furth R. A cell-ELISA for the quantfication of
adherent murine macrophages and the surface expression of antigens. J. immunol.
Meth. 1990: 131 25-32

55.Pierschiba M., Ruoslahti E Vanants of the cell recognition site of fibronectin that
retain attachment-promoting activity Proc Natl. Acad Sc USA 1984, 81 5985-

5988.
56.Z2ar J. Biostatistical analysis 2nd Editiron Prentice-Hall, Englewood Cliffs, N J.: 194-

195.
57 .Marshall M.. Rhoades J . Mattingly C . Jennings C. Coumarnn (1.2-benzopirone)

enhaces DR and DQ antigen expressions by peripheral blood mononuclear cells in

vitro. Moi. Biother. 1991; 3: 204-206
58.Zilabunger G., Nochamemer G et al. Mode of action of coumann in immune cells. J.

Cancer Res Clin. Oncol 1994, 120 (suppl) S17-S18
59.Graziani Y., Erikson E.. Enkson R. The effect of queracitin on the phosporylation

activity of Rous sarcoma virus transforming gene product in vitro and in vivo. Eur. J

Biochem. 1983; 135: 583-589.

ESTA TISIS
SALIR &< ia




Faotografia 1 Células del metanoma

murino B16-F10/5ab1 en cuitiva

e g2
) 9 d “ . ).1 . ;5 o

‘...o..r. e
o i
.Jw. DY PR E
k(0% Ay
' L) \d [ ] %]
+ . B ] “.aﬂ—&& ﬁm
w_n%\.% iy tets cuty

000. -‘C \‘“c‘r 60”&

1

}G”v“ :ﬂ" '.O. ?a:’ﬂ@‘
!
\

Ceiulas del maianoma

-

Fotagrafia 2

de la

5

murino Bi6-F13/5ab 1 despu

expcsicién a metiltetrazolio

40



	Portada

	Índice

	Antecedentes

	Objetivos   Hipótesis

	Material y Métodos

	Resultados 
	Discusión

	Bibliografía




