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RESUMEN

La cumarina (1,2-benzopirona) es una molécula de origen vegetal, aislada y
purificada por Voge! en 1822 dei haba de tonka (Dipferix odorata), obtenida por
sintesis quimica mediante el tratamiento de sales de sodio de orto-
hidroxibenzaldehido, con anhidrido acético 6 sintesis de Perkin. Esta molécula
como algunos de sus derivados, se utilizan actualmente en fa industria de los
cosméticos, farmacéutica, y alimenticia. En la medicina se utiliza para el
tratamiento de algunos tipos de neoplasias malignas y sus metastasis: como en
el melanoma, en el carcinoma de la prostata, en el carcinoma renal y en el
carcinoma pulmonar de células pequenas.

La cumarina asi como su principal producto de biotransformacién en humanos,
la 7-hidroxicumarina, han mostrade actividad inmunomoduladora in vitro en
células del sistema inmune (fagocitos polimorfonucieares y mononucleares y
linfocitos de sangre periférica), sin embargo no se conocen las acciones directas
de otros de sus productos de biotransformacion monohidroxitados (3-, 4-, y 6-
mongchidroxicumarinas) en el sistema inmune, por lo que para conocer estas
acciones es necesario simplificar este estudio llevandolo a cabo en un sistema in
vitro. Como consecuencia de la facilidad de obtener células murinas en un gran
numero y provenir estas de individuos geneticamente semejantes, optamos por
emplear macréfagos de exudado peritoneal en el presente estudio. Se evaluaron
tres funciones propias de los macréfagos de exudado peritoneal iuego de
haberlos expuesto in vitro a cada una de cinco cumarinas: a) el “estallido

respiratorio" como estimacion indirecta de la actividad fagocitaria, mediante el

6



ensayo colorimétrico de la reduccion del azul de tetrazolio acoplado a pariculas
de zymosan, b) la secrecion del factor alfa necrosante de tumores, mediante el
ensayo inmunoenzimatico “ELISA" fipo sandwich, empleando anticuerpos
monoclonales y ¢} la expresion de moléculas de clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad (H2-1A, e IE), mediante el ensayo inmunoenzimatico "ELISA
en célula”, empleando también anticuerpos monocionales. Mis resultados
muestran: a) un incremento en la actividad fagocitaria con la 3-, y 6-
monohidroxicuarinas del 51 y 81% respectivamente con la exposicién durante 24
horas (p<0.05), b} un incremento en la secrecitn de factor alfa necrosante de
tumores del 63% con la exposicién a la 7-monohidroxicumarina durante 24 horas,
en presencia de lipopolisacarido de E. coli (p<0.05), c) la cumarina produjo luego
de 72 horas de exposicion de las células peritoneales a la misma, un incremento
de 40% en la expresion de moléculas de clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad, en presencia del inductor de la expresion de estas moléculas
(interferon-y recombinante murino), y un incremento de 82% en ausencia de este
inductor. Mis resultados muestran que el tratamiento in vitro con diferentes
cumarinas, incrementa o inhibe diferentes funciones de los macrdfagos
peritoneales murinos, por lo que existe la posibilidad de poder modular
farmacolégicamente in vivo con cumarinas, algunas de las respuestas de estas
células mononucleares del sistema inmune murino al administrarlas solas o en

alguna combinacion con fines terapéuticos.



INTRODUCCION

HISTORIA DE LA CUMARINA

La cumarina (1,2-benzopirona) es un compuesto heterociclico; es la lactona del
acido orto-hidroxifenil-propidnico. Es una molecula que se encuentra distribulda
en el reino vegetal, principalmente en las leguminosas (L.eguminoceae), las
orquideas(Qrehidaceae), las rutdceas (Rutaceae), y umbeliferas {(Umbeliiferae)
{1, 2). Tiene un peso molecular de 146.15, un punto de fusién de 68-70°C y un
punto de ebullicion de 303°C. Presenta una absorcidon maxima en el rango del
uitraviolata a 272 nm disuelia en cloroformo. La cumarina es soluble en etanol,
cloroformo y aceites, y forma cristales incoloros de olor agradable (3).

La cumarina fué aislada y purificada por primera vez por Vogel del haba de
tonka (Dipfterix édorata) en 1822. Posteriormente W.H Perkin, la sintetizo
mediante el tratamiento de sales de sodic de ortho-hidroxibenzaldehido, con
anhidrido acético;este procedimiento se conoce actualmente como la sintesis de
Perkin (4).

La cumarina se incluye dentro de los compuestos lamados benzopironas
debido a que su estructura consiste en la union de un benceno y un anilio de o-
pirona (5). ESQUEMA 1

A
0 0
Estructura quimica de la cumarina.



USOS DE LA CUMARINA Y ALGUNOS DE SUS DERIVADOS

La cumarina como algunos de sus derivados tienen una gran variedad de usos,
en la industria y en el area biomédica. En la industria la cumarina se ha usado en
el ramo de la perfumeria debido a que presenta un aroma agradable como a
heno recién cortado, por lo que se utilizd como el primer perfume natural que se
sintetizé a partir de un producto quimico del alquitran de hulla {3).

También se ha utilizado como aditivo de alimentos en combinacién con la vainilla,
como estabilizador del olor en el tabaco americano y para enmascarar olores en

la elaboracién de cosméticos (3).

En el area biomédica se ha encontrado que la cumatina se utiliza en el
tratamiento de varios padecimientos como son: el linfoedema de alto contenido
de proteinas, infecciones crénicas; como la brucelosis, micoplasmosis,
toxoplasmosis, fiebre Q; y en enfermedades reumaticas debido a que presenta
una actividad antipirética y antiinflamatoria (3). In vitro, fa cumarina aumenta la
actividad fagocitaria de macréfagos peritoneales murinos 6} y la 7-
hidroxicumarina lo hace en granulocitos humanos de sangre periférica vy

macrofagos peritoneales de raton (7).



Tabla | Aplicacién de la cumarina y algunos de sus derivados.

Compuesto APLICACION

Cumarina Fijador,saborizante estabilizador, aditi-

vo, inmunomodulador y tumoristatico

4-hidroxicumarina Anticoagulante, produceion de
dicumarol,

Warfarina Rodenticida, anticoagulante oral.

3-, 4-hidroxicumarina Industria de perfumes

6-metilcumarina Industria alimenticia, para aumentar el
sabor.
Aromatizante.

En dermatologia en filtros solares.

7-Hidroxicumarina Dermatologia, como filtro solar.

BIOTRANSFORMACION DE LA CUMARINA

El metabolismo de la cumarina es diferente dependiendo de la especie bioldgica.
En el caso de los seres humanos la cumarina es metabolizada hasta en un 70%
a 7-hidroxicumarina, al igual que en primates y mandriles(8). Este primer paso en
el metabolismo de la cumarina es catalizado por la fase 1 del sistema citocromo
p450 isoforma CYP2AE (9).

Varios estudios han demostrado que esta misma reacciéon es llevada a cabo en
los ratones por la isoforma CYP2AS (9), en una proporcion menor ia cumarina es

hidroxilada en la posicién 3 resultando la 3 -hidroxicumarina. En el raton la 3-

10



hidroxicumarina es el principal producte de biotransformacién de la cumarina (3,

8).

MACROFAGOS

El sistema inmune tiene un pape! muy importante en la prevencion y curacion de
enfermedades y procesos infecciosos. Un grupo muy importante de células del
sistema inmune lo constituye el sistema fagocitico mononuclear, que se origina
en la médula dsea y que tras su posterior maduracién y activacion adquieren
diferentes formas morfoldgicas como son: monoblasto, promonocito y monocito
{10, 11).
ESQUEMA 2
ESTADIOS DEL DESARROLLO DE LOS MACROFAGOS A PARTIR DE LA

MEDULA OSEA

UNDAD FORWADORA DE COLONIAS
v ~
NEUTRAF LD \

MOROBLASTD FROMONOCITO  MOMDCITO HOHDCITO HACROFAGD
- | L

{ It 1

MEDULA OSEA SENGRE TEHIDO0S
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Los monocitos maduros migran a la circulacion donde permanecen por poco
tiempo, para después poblar diferentes tejidos donde se transforman en
histiocitos o macréfagos (12), que generalmente son grandes irregulares de 25 a
30 pum. Dependiendo del organo o tejido conectivo al que migre este tipo celutar
recibe un nombre particular para designar su localizacion especifica (14, tabla 1),

Tabla |l

Tipos de Macrdfagos,

ORGANO NOMBRE

Higado Células de Kupffer

Pulmon Macréfagos alveclares

Tejido conectivo Histiocitos

Médula dsea Histiocitos

Bazo, ganglios linfaticos Macrofagos circulantes

Sistema nervioso central Células microgliales
Reacciones inflamatorias Macréfagos, células epitelicides.
FUNCION DEL MACROFAGO

Los macrofagos pueden desempenar diferentes funciones, como el de reconocer
y fagocitar microarganismos incluyendo bacterias, virus, hongos y
protozoarios(13, 14). Ademas tienen una actividad microbicida, basada en la
produccion de intermediarios reactivos de oxigeno (15).

Los macréfagos ademas secretan aliededor de 100 sustancias como son:

enzimas, inhibidores de enzimas, componentes del complemento, intermediarios



reactivos de oxigeno y de acido araquidénico, factores de la coagulacion (18),
proteinas de la matriz extracelular, proteinas acarreadoras, lipidos bioactivos,
hormonas de tipo esteroide, intermediarios reactivos de nitrdgeno y citacinas (17,
Loz macréfagos pueden ademas actuar como células procesadoras y
presentadoras de antigeno, en combinacién con Jés molécuias de clase il del
complejo principal de histocompatibilidad (CPH). Pueden eliminar células
neoplasicas medianie la produccion de sustancias citotdxicas para células

tumorales como el factor de necrosis tumoral (TNF o) ¢ interferones «, B.

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL TNFa

Ei factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés tumor necrosis factor) es el principal
mediador de las respuestas del huésped frente a las bacterias y ofros
microsrganismos infecciosos (18). Las principales fuentes celulares del TNF« son
los fagocitos mononucieares activados por Lipopolisacarido (19, 20), células T
activadas por antigeno, células NK y mastacitos activados. El iIFN y producido por
las células T aumenta la sintesis de TNFa por los fagocites monenucleares
estimulados por LPS (198). De este modo, el TNFa es un mediador de la
inmunidad natural y adquirida, y un importante nexo entre las respuestas
inmunitarias especificas y la inflamacién aguda.

Se conecen dos tipos de TNF a y B, este Gltimo se conoce como linfotoxina (20). .
El gen del TNF « 0 caquectina esta ubicado en el cromosoma 6 en humanos yen
ef cromosoma 17 en ratones, en la region tres del complejo principal de

histocompatibilidad (CPHIII, 21). Este gen tiene 4 exones, el peso molecular de la



proteina inmadura es de aproximadamente 25 KDa, y el de la proteina madura es
de 17.4 KDa . Esta proteina esta conservada entre especies, con 78% de

homologia entre 'a del hombre y la del ratén (22).

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD {CPH)

Ei CPH es una region genética grande que codifica las moléculas de clase L0y
del CPH asi como otras proteinas. Las moléculas del compiejo principal de
histocompatibilidad son extremadamente polimorfas, con mas de 40 alelos
comunes en cada gen individual (23).

A las moléculas de clase | y Il de! CPH se les reconoce por desencadenar las
respuestas de células T en el rechazo de transplante de tejidos. Ahora se sabe
que las moléculas de clase Iy ll se unen a antigenos proteicos extrafios y farman
complejos que son reconocidos por los linfocitos T especificos para el antigeno
{11). Los antigenos asociados a las moléculas de clase | son reconocidos por los
linfocitos citotéxicos (LTC o CD8), mientras que los antigenos asociados a la
clase Il son reconocidos por fas céiulas T cooperadoras (CD4).

Los productos de clase Il contienen dos cadenas polimorfas. Esta molécuia
comprende varias regiones; a) la regién de unidn al antigeno similar a las
inmunoglobulinas, b) la regiones transmembranal y citoplasmatica. A ciertas
celutas como los fagocitos mononucleares, se les puede inducir la expresion de

moléculas de clase Il mediante citocinas, particularmente IF N-y (18).



CUMARINA Y EL SISTEMA INMUNE

Zlabinger en 1994 describié la presencia de proteinas de unidn a la cumarina en
monocitos humanos (24), en un nomero relativamente alto (7.5X10 @ Icéluia)
pero de baja afinidad. Estudios de inhibicién con la 7-hidroxicumarina mostraron
Que es necesaria la presencia de cantidades molares 4 veces mayores que la de
la cumarina para desplazar el 50% de cumarina marcada radioactivamente con
c*.

Hardt (8) reporté que la cumarina tiene un efecto estimulante de la fagocitosis en
macréfagos peritoneales murinos expuestos a concentraciones de 20 pgiml, y
que la 7-OHC no mostré ningin efecto. En contraste Rosskopf (7), en
granulocitos humanos de sangre periférica, observe que la cumarina disminuye fa
actividad fagocitaria en mas del 50% Yy que la 7-OHC produce un incremento en
la actividad fagocitaria de 120% en concentracion de 20 pg/mi.

Se ha observado que la cumarina y algunos de sus derivados presentan una
actividad inmunomoduladora (25-28): en el caso de células rﬁononucleares
humanas de sangre periférica el tratamiento in vitro con cumarina aumenta la
expresion de antigenos DR y DQ de sujetos sanos (26); y también el tratamiento
in vive con cumarina incrementa la expresién del antigeno DR en monocitos de
sangre periférica de pacientes en estado avanzado de cancer {2B); también
aumenta in vitro la respuesta de linfocitos humanos de sangre periférica de
pacientes con cancer a la fitohemaglutinina; y ia actividad fagocitaria en

macréfagos peritoneales murinos (6).



Por otra parte la 7-hidroxicumarina aumenta la produccion de IL-1p (29, 30), e IL-
6 (30).

Como no se conoce todavia el mecanismo de accién de los compuestos
cumarinicos como agentes antitumorales, es necesario estudiar en sistemas in
vitro 1a accion inmunomoduladora de la cumarina y de algunos de sus productos

de biotransformacion.

OBJETIVO

El objetivo de esta tesis fué efectuar una caracterizacion preliminar de las
acciones in vito de la cumarina y de los principales productos de
biotransformacién en la actividad fagocitaria, la secrecién de factor alfa
hecrosante de tumores y en la expresién de antigenos la del complejo principal

de histocompatibilidad, en macréfagos murtinos.

HIPOTESIS

Los productos de biotransformaciéon de la cumarina pudieran tener acciones
inmunomoduladoras in vitro en macrdfagos peritoneales murinos: a) en la
actividad fagocitaria, b) en la secrecién del factor alfa necrosante de tumores vy ¢)

en la expresion de antigenos {a del complejo principal de histocompatibilidad.



Por otra parte la 7-hidroxicumarina aumenta la produccion de IL-1p (29, 30), e IL-
6 (30).

Como no se conoce todavia el mecanismo de accién de los compuestos
cumarinicos como agentes antitumorales, es necesario estudiar en sistemas in
vitro la accion inmunomoduladora de la cumarina y de algunos de sus productos

de biotransformacion.

OBJETIVO

El objetivo de esta tesis fué efectuar una caracterizacion preliminar de las
acciones in vitro de la cumarina y de los principales productos de
biotransformacion en la actividad fagocitaria, la secrecion de factor alfa
necrosante de tumores y en la expresion de antigenos la del complejo principal

de histocompatibilidad, en macréfagos murinos.

HIPOTESIS

Los productos de biotransformacion de la cumarina pudieran tener acciones
inmunomoduladoras in vitro en macréfagos peritoneales murings: a) en la
actividad fagocitaria, b} en la secrecion del factor alfa necrosante de tumores y ¢)

en la expresion de antigenos la de! compiejo principal de histocompatibilidad.



Por otra parte la 7-hidroxicumarina aumenta la produccién de IL-1p (29, 30), e iL-
6 (30).

Como no se conoce todavia el mecanismo de accién de los compuestos
cumarinicos como agentes antitumorales, es necesario estudiar en sistemas in
vitro la accion inmunomoduladora de la cumarina y de algunos de sus productos

de biotransformacién.

OBJETIVO

El objetivo de esta tesis fué efectuar una caracterizacién preliminar de las
acciones in vifro de la cumarina y de los principales productos de
biotransformaciéon en la actividad fagocitaria, la secrecién de factor alfa
necrosante de tumores y en la expresion de antigenos la del complejo principal

de histocompatibiiidad, en macréfagos murinos.

HIPOTESIS

Los productos de biotransformaciéon de la cumarina pudieran tener acciones
inmunomoduladoras in vitro en macrofagos peritoneales musinos: a) en la
actividad fagocitaria, b) en la secrecién del factor alfa necrosante de tumores ¥ c)

en la expresion de antigenos la del complejo principal de histocompatibilidad.



MATERIAL Y METODOS

Compuestos cumarinicos a evaluar en los bicensayos "in vitro"
ESQUEMA 3
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La cumarina, la 4-, y 7-monohidroxicumarina se obtuvieron de Aldrich, la 3-, y 6-
monohidroxicumarina se obtuvieron mediante sintesis orgénica en el laboratorio 203 del
Departamento de Quimica Organica, Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de

Quimica de la U.N.A.M.{(31), esquemas 4 y 5.

ESQUEMA 4

Sintesis de la 3-monohidroxicumarina

OH  EtoH
HZNﬁ']/ _____» HzN/\n’OEt

(o]
OFEt
HzN/m/ H  (CzHs)aN S
+ _— >
o]
OH 4] 0

lH+, H20, A

o) o
Se llevd a cébo la reaccion de condensacién de Knoevenagel, utilizando como materia prima
el éster etilico de la glicina, el cual se tuvo que sintetizar. Una vez que se obtuvo el glicinato
de etilo, este se hizo reaccionar con el salicilaldehido para que bajo las condiciones de la

reaccion de Knoevenagel, se obtuviera como intermediario la 3-salicilaldenaminocumarina.

El producto se caracterizd en base a sus propiedades espectroscapicas |.R. y RMN-'H.
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ESQUEMA §

Sintesis de la 6-monohidroxicumarina

OH O @ Q
() 0 HO

NH2 B, OFEt

0" "o
OH

1) KOH, CH30H
2)Hzo*

0
m 1) NaHSO3, A HO@%OH
2) H2804 o o

La obtencién de la 6-monohidroxicumarina se muestra a través de la ruta sintética descrita
en el esquema 2, la cual tiene como reaccion principal una reaccion de condensacién de
Knoevenagel. Se utifizaron como materias primas el 2, 5-dihidroxibenzaldehido y el malonato
de dietilo en presencia de piperidina, para dar la 3-etoxicarbonil-6-hidroxicumarina. La
saponificacién de la 3-etoxicarbonil-6-hidroxicumarina se realizé con una solucion de KOH en
metanol con calentamiento a reflujo y la liberacién de la sal 3-(6-hidroxicumarin)carboxilato
de potasio por su acidulacién con acido clorhidrico concentrado, lo cual dio lugar al acido 3-
(B-hidroxicumarin)carboxilico. La reaccion de descarboxilacién del compuesto anterior se
llevé a cabo al tratar el acido 3-(6-monohidroxicumarin)carboxilico con una solucién de
NaHS0j; y calentando la mezcla de reaccion. Después se adiciond Hy SO, concentrado y se
continué el calentamiento a reflujo. La 6-hidroxicumarina cruda se obtuve con un rendimiento
de 93%. Al recristalizar e! producto crudo con agua, se obtuvo el compuesto puro con un

rendirmiento del 85%.
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Ambas cumarinas se purificaron por cromatografia en columna de ge! de silice, a pureza de
los compuestos se determing por cromatografia de liquidos de alta resolucion siendo mayor
a 99% (HPLC), las estructuras se comprobaron por espectroscopia de rayos infrarrojos {(L.R.)

y resonancia magnética nuclear de protones ( R.M.N.-'H) y de carbono .

Obtencion del material biolégico

Se utilizaron ratones machos Balb/c de 12 semanas de edad, de 20 a 30 gramos de peso
corporal, con agua y alimento ad libitum , sometidos a un ciclo de luz/obscuridad de 12 x 12

horas y a una temperatura de 22 a 24°C.

Induccidn de los macrofagos peritoneales.

Se escogieron aleatoriamente de dos a tres ratones a los que 72 horas antes de sacrificarios
por dislocacién cervical, se les administrd por via intraperitoneal 3 ml de medio estéril de

tioglicolato al 1 %.{Bioxon).
Obtencion de células

A los animales después de haberlos sacrificado, se les hizo un lavado intraperitoneal
inyectandoles 10 m! de solucién balanceada de Hank a 5°C con 50 U/ml de heparina. 5
minutos después de haberles practicado un masaje amdominal, se les extrajo el medio
administrado y se reunieron las células peritoneales de estos animales en un solo tubo {32),
fas células fueron lavadas con medio de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM),
centrifugando a 300Xg durante 10 minutos. Las células se resuspendieron en medic (D-
MEM) complementado con suero bovino fetal al 10% (SBF) y se contaron en una camara de
Neubauer, y se estimé el porcentaje de células vivas mediante la exclusion de azul tripan,

siendo este mayor de 95%.
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EXPOSICION A LOS FARMACOS

Se sembraron 2.5x10° células / pozo en placas estériles (Delta/Nunc) de 96 pozos por
octuplicado, las células se dejaron adherir durante dos horas. Los derivados cumarinicos
fueron disueltos en etanol‘ absoluto. La cumarina, Ia 3-, 4-, y 7-monohidroxicumarina se
estudiaron en el rango de concentraciones entre 5 a 300 pg/ ml: la 8-monohidroxicumarina
se estudio a concentraciones en el rango de 0.8 y 50 pg/ml, debido a su menor solubilidad.
Se hicieron soluciones madre y a partir de estas se hicieron diluciones at doble en progresion
geométrica. Como grupo control se utilizaron células tratadas con e! disolvente, cuya
concentracién final fué de 3%. El tiempo de exﬁosicién a los farmacos fué de 24 horas para
los ensayos de actividad fagocitaria y secrecion de TNFa, y de hasta 72 horas para la
expresion de antigenos-la del complejo principal de histocompatibili&ad (CPH-I). Las

exposiciones se hicieron a cabo en ambiente hiimedo a 37°C conteniendo 5 % de CO,.

Estimacion de la viabilidad celular posterior a la exposicién a los firmacos, mediante

la reduccion del tetrazolio de dimetilo (MTT).

Este método (33, 34), se basa en la capacidad que presentan las células en convertir el
tetrazalio de dimetilo (MTT), a su producto Formazan de tetrazolio de dimetilo, mediante el
" sistema de hidrogenesas presentes en las mitocondrias. Este producto puede ser
cuantificado espectrofotométricamente. En est método se utiliza la sal de tetrazolio de
dimetilo, que presenta un color amarifioc en su forma no reducida y es soluble en
amortiguador de fosfato-salina 15 mM, pH 7.2 (PBS). Este compuesto al ser reducido a
formazan de MTT, produce un color purpura intenso, los cristales de formazan de MTT

permanecen en las mitocondrias de la célula. Se agrega dimetilsulfoxido (DMSO), que
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disuelve las membranas mitocondriales y (os cristales de formazéan de MTT y se cuantifica (a
concentracion de formazan de MTT, que es proporcional al numero de células viables, por
espectofotometria en el espectro visible.

Al término de la exposicion a los farmacos se agregaron 20 pi/pozo (100 pg) de una
solucion de tetrazolio de dimetilo (MTT), a la concentracién de 5 mg / ml. Después de un
periodo de incubacion de dos horas, se retird el sobrenadante y se agregé dimetilsulfoxido
(DMSO) 100 ulipozo, agitando vigorosamente la placa durante 5 minutos. Enseguida se
efectuaron las lecturas en un lector de microplacas Biotek EL311 a una longitud de onda de
570 nm, se hicieron las graficas correspondientes y se hicieron las comparaciones

estadisticas con respecto al control de disolvente.

ACTIVIDAD FAGOCITARIA

Existen varios métodos para valorar la actividad fagocitaria in vitro, que se agrupan en dos
clases principales:

A) Los que se basan en la ingestién de particulas o lipidos marcados con (**'l) o céiulas
marcadas con radioisotopos (*'Cr). Las técnicas que no usan marca radiactiva presentan
diversos inconvenientes: son procedimientos muy laboriosos y requieren ademas de largo
tiempo para su lectura (p. ¢j. contar particulas o célutas fagocitadas en innumerables frotis),
lo que imposibilita procesar un numero grande de muestras, ademas la valoracion tiene un
compenente subjetivo alto, debido a que al observador le es dificil discernir entre las células
0 particulas que fueron fagocitadas y tas que se encuentran adheridas a la superfiecie

externa de la membrana celular.
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B) Los que se basan en !a ingestion de particulas o células sin marca o con marca no

isotdpica (35).

El método utilizado en este trabajo es un ensayo colorimétrico que se basa en la
reduccion del azul de tetrazolio (NBT), a su producte formazan de NBT. Este método fué
originalmente descrito para el diagnéstico de {a defieciencia en la actividad microbicida de los
leucocitos polimorfonucleares (Enfermedad granulomatosa cronica; 36). Durante el estallido
respiratorio provocado por la actividad fagocitaria, de la via de la hexosa monofosfato -se
genera NADPH el cual a su vez es reoxidado a NADP por la enzima NADPH-oxidasa, quien
ransfiere un par de electrones al oxigeno generando asi el anion superdxido, quien es el

responsable de la reduccion del NBT a su products formazan de NBT (37).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FAGOCITARIA
Para llevar acabo este ensayo se sembraron 2.5x10° células/pozo en placas de 96 pozos
esteriles (Delta/ Nunc) por octuplicado. Las células se dejaron adherir durante dos horas y
luego fueron expuestas a los farmacos, como se describié anteriormente {ver exposicidn a
los farmacos).

Al término de la exposicion a los derivados cumarinicos, el medio de cultivo se retird
y fue sustituido por una mezcla de zymosan-Afazul de tetrazolio, llevando a cabo las células
ia actividad fagocitaria durante 2 horas. Estos reactivos previamente se incubaron durante 2
horas en agitacion a 37°C en bafio Maria, se disalvio 1 mg/ml de azul de tetrazolio en
amortiguador de fosfato-salina (PBS), a esta solucién se le agregé 1 mg de zymosan-A por
mi de solucion (36). Posteriormente se retiré la mezcla y las células se lavaron y fijaron con
metanol al 70% para eliminar el exceso de Zymosan-A/NBT y se dejaron secar al aire. Una

vez secas se agregod 120wl de hidroxido de potasio 2M dejando incubar por 90 min a
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temperatura ambiente en agitacion, Por dltimo se adiciond 140p de dimetil sulféxido
(DMSO). Se agitaron nuevamente durante 10 min., se leyeron las placas en un lector de
microplacas Biotek EL311 a una longitud de onda de 630 nm (38).

La absorbancia es directamente proporcional al nimero de particulas fagocitadas.

ESTIMACION DE LA FRODUCCION DE TNFa.

Se sembraron 2x10° células por pozo en placas estériles de 96 pozos (Delta/Nunc)
en medio de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM) complementado con suero boving
fetal al 10% (SBF). Se dejaron adherir las células durante dos horas a 37°C en atmoésfera
conteniendo 5% de CO, las células fueron luego tratadas como se describié anteriormente

(ver exposicién a los farmacos).

Después del periodo de exposicidn a los farmacos, se retiraron los sobrenadantes
de las células tratadas y se transfirieron a otra placa de 96 pozos para realizar un "ELISA
indirecto tipo sandwich" (39, esquema 6). Esta microplaca previamente se cubrié con el
primer anticuerpo (Monoclonal hamster anti TNF-o de raton, Genzyme; 0.5 pg /pozo en
amortiguador de carbonatos 0.05 M pH 9.6 durante toda |la noche a 4°C ) anti-TNFu de
raton. Se bloquearon los espacios vacios en los pozos, con albimina bovina fraccién V al 1%
en el mismo amortiguador de carbonatos a 4°C, también durante toda la noche. Los
sobrenadantes se dejaron incubar por 12 horas a 4°C, posteriomente se lavé con

amaortiguador de PBS-T20 (tween 20 al 0.05 %).
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En seguida se agregd 100 pl de una dilucién 1:500 en amortiguador de fosfatos, del
segunhdo anticuermpo anti-TNFo murino (Genzyme), hecho en conejo. Se realizd una
incubacion de dos horas a temperatura ambiente, al término de esta se lavé con PBS-T20,

Posteriormente se agregé 100 ui/pozo a fa difucién 1 12,000, de un tercer anticuerpo
marcado con peroxidasa (lgG de cabra), anti-lgG de conejo, dejando incubar durante 60
minutos, enseguida se lavé con PBS T-20 aproximadamente cinco veces.

Al término del lavado se agregéd 100 pl de una mezcla de ortofenilendiamina 2 mM
{cromégeno } y 15 mM de peréxido de hidrégeno (sustrato), disueltos en amortiguador de
citrato-fosfato (0.1 M de acido citrico y 0.2 M de fosfato de sodio dibasico) a pH 5.4, ia
reaccion se detuvo a los 30 minutos con 50l fpozo de acido sulfurico 2M y se leyd la

microplaca en un lector de microplacas Biotek EL311 a una longitud de 490 nm.
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ESQUEMA 6 "ELISA TIPO SANDWICH"

1.- Cubrir los pozos con el anticuerpo
Monoclonal:hamster.anti-TNFao de raton

LAVAR CON PBS-T20

2.- Agregar el sohrenadante de las células
tratadas e incubar 12h a 4°C.

LAVAR CON PBS-T20

3.- Agregar el segundo anticuerpo:
1aG de conejo anti-TNFa de ratén.

LAVAR CON PBS-T20

4.- Agregar el tercer anticuerpo:

IgG-POD de cabra, anti-lgG de conejo.

LAVAR CON PBS-T20

5.- Agregar sustrato-cromoéforo (OPD 2 mM
H20; 15 mM).
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ELISA EN CELULA

Este método se utilizé para estimar la expresién de los antigenos-la {moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase 1} de ratones de! haplotipe H-29, mediante la técnica
inmunoenzimatica ELISA en célula (40, esquema 7).

Se sembraron 2.5x10° células/pozo en placas estériles (Delta/Nunc) de 96 pozos,
por octuplicado y se dejaron adherir por 2 horas, luego se trataron con las cumarinas en
diferentes experimentos y en las mismas condiciones utilizando el mismo rango de
concentraciones y el mismo tiempo de exposicion a los farmacos que en los experimentos
arriba descritos.

Se retiraron los sobrenadantes y se fijiaron las células con glutaraldehido al 0.05%
en amortiguador de fosfato-salina 15 mM, pH7.2 (PBS), a una temperatura de 4°C durante
30 minutos. Al terminar esta incubacién, se lavé con PBS y los pozos se bloquearon con
albumina bovina fracciéon V al 1 % en amortiguador de carbonatos 0.05 M pH 9.6 ; una
temperatura de 4°C durante 24 horas.

Se lavd con PBS-T20, enseguida se agregé una solucién 50 wpozo del primer
anticuerpo monoclonal (clona M5/114, Boehringer) rata anti-la murtino a una dilucion 1:1500
en PBS. La placa se dejé incubar durante 3 horas a temperatura ambiente, Este anticuerpo
monacional reconoce los antigenos-la codificados por las subregiones 1-A {Ac , AB)e l-E
(Ea, EP). de ratones que tienen los haplotipos H-2° y H-2° (Cs78L6 y Balbic,
respectivamente). A continuacién se agregé 50 plfpozo del segundo anticuerpo borrego-
biotinilado anti-IgG de rata a una dilucién de 1:20,000, dejando incubar durante 60 minutos a
temperatura ambiente, Al término de la misma se lavé con PBS T20, enseguida se agrego

50 ul/pozo de extravidina-peroxidasa (Sigma Chemical } a la dilucién de 1:1,000 y se dejo
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incubar por 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron fos pozos y por dltimo se adiciond
100 pl de una solucion gue contenia ortofenilendiamina 2 mM (Sigma) y 15 mM de per6xido
de hidrégeno en amortiguador de citrato de fosfatos (0.1 M de acido citrico y 0.2 M de fosfato
de sodio dibasico) a pH 5.4.

La reaccién se detuvo a los 60 minutos con 50 pl / pozo de &cido sulférico 2M. La
placa se leyé en un lector de microplacas Biotek EL311a una longitud de onda de 490 nm

caon un fitro de referencia de 630nm.
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ESQUEMA 7 "ELISA EN CELULA"

1.- Fijar las células con PBS-Glutaraldehido
0.05% a 4°C durante 30 minutos.

LAVAR CON PBS-T20

2.- Agregar el anticuerpo monoclonal:
IgG de rata anti-la de ratén

LAVAR CON PBS-T20

3.-Agregar el segundo anticuerpo:
IgG-biotina de borrego, anti-lgG de rata.

LAVAR CON PBS-T20

4.- Agregar Extravidina-POD

LAVAR CON PBS-T20

5.- Agregar sustrato-croméforo:
OPD 2 mM y H;0, 15 mM.

6.- Leer a 490nm en el lector de microplacas.
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ELABORACION DE GRAFICAS Y ANALAISIS ESTADISTICO

En los tres tipos de bioensayos las absorbancias se graficaron con el software
SigmaPlot V. 3.0 y se aplicé andlisis de varianza (ANOVA) para saber si existian diferencias
entre los tratamientos, en caso de haberlas se compararon contra el grupo control mediante
la prueba de Dunnett, con el software SigmaStat V. 2.0 (Jande! Scientific), tomando como

limite un o menor de 0.05 y un poder de 0.8.
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RESULTADOS

ACTIVIDAD FAGOCITARIA EN MACROFAGOS PERITONEALES

Para estudiar el estallido respiratoric en macréfagos peritoneales primero
estandarizamos la técnica para poder realizar los ensayos de la actividad
biolégica de las monohidroxicumarinas. Estandarizamos la técnica colorimétrica

de la reduccion del azul de tetrazolio (NBT) acoplado a Zymosan-A (38).

En los ensayos con macrofagos peritoneales residentes o inducidos con
tioglicolato, sembré diluciones de los mismos y obtuve asi dos curvas estandar,
en las que pude ohservar la diferencia entre ambos tipos de macréfagos para
levar a cabo esta actividad. Se puede observar en macréfagos inducidos, que
entre 25 y 75 mil células por pozo hay una relacién lineal entre el n(mero de
macréfagos y la respuesta de los mismos, esto no ocurre con los macrofagos
peritoneales residentes, no se observa dicha relacion lineal y el incremento de la
absorbancia con el numero de células es considerablemente menor {Figura 1}.
Consecuentemente los siguientes ensayos se hicieron con macréfagos

peritoneales inducidos.

Los macrofagos inducidos fueron expuestos in vitro durante 24 horas a la
cumarina, 3-, 6- o 7-monohidroxicumarina. La cumarina en el rango de
concentraciones entre 38 y 300 pg disminuy6 la actividad fagocitaria hasta en un
31% (p<0.05, prueba de Dunnett) con respecto al controf {figura 2). La 3-

monohidroxicumarina en el range de concentraciones entre Sug y 7Sug /mi
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aumentd la actividad fagocitaria en 51% (p<0.05, prueba de Dunnett), en forma
independiente de la concentracion del farmaco (figura 3). De la misma manera
la exposicion de los macréfagos a la B-monohidroxicumarina en el ranga de
concentraciones entre 0.78 y 6.25 pg/ml, produjo un incremento en (a actividad
fagocitaria de hasta un 81% (p< 0.05, prueba de Dunnett) en forma dependiente
de fa concentracién. Al aumentar las concentraciones por arriba de 6.25 pg/ml,
los incrementos observados fueron menores al méaximo (figura 4). La 7-mono-

hidroxicumarina no modifico la magnitud de fa actividad fagocitaria (figura 5).

SEC')RECION DEL FACTOR NECROSANTE DE TUMCRES ALFA (TNFa)

Para evaluar el efecto in vitro de los derivados cumarinicos, se obtuvé
una curva estandar con diferentes concentraciones de TNFa recombinante de
ratén, con el ensayo inmunoenzimatico "ELISA" indirecto tipo sandwich. La
curva estandar mostrd una regresion lineal (r2=0.96) en un rango de
concentraciones entre 0.5 ng y 8 ng de [a proteina recombinante. Los resultados
muestran gque nuestro ensayo nos permite detectar TNFa recombinante en los
sobrenadantes de los cultivos de las células tratadas dentro de este rango de

concentraciones de 0.5 ng v 8 ng (Figura 6).

Los macrofagos expuestos con lipopolisacarido de E. cofi a la 3-
monchidroxicumarina a concentraciones en el rango entre 2.3 a 75 ug/m,
durante 24 horas disminuyd la secrecion de TNFo en forma lineal al logaritmo de

ta concentracion de la cumarina (r°=0.92, figura 7). La 4-monohidroxicumarina



también produjo una disminucién progresiva en el rango de concentraciones
entre 0.6 a 75 pg/ml (figura 8). La exposicion de las células estimuladas con
lipopolisacarido de E. cofi a la 6-monohidroxicumarina en el rango de
concentraciones entre 0.8 a 25 ng/ml, durante 24 horas produjo una disminucion
concentracidn-dependiente. La disminucién fué tineal con respecto al logaritmo
de la concentracidn del farmaco (r2=0.90, figura 9). En contraste la 7-
hidroxicumarina en el rango de concentraciones entre 2.3 ¥y 9.4 ng /ml aumentd
la secrecion de TNFo hasta un 63% (p<0.05, prueba de Dunnett) en las céiufas

estimuladas por el lipopolisacarido de E. cofi (figura 10).

EXPRESION DE LOS ANTIGENOS fa (CPH clase fij.

Obtuvimos la curva de titulacidn del anticuerpo monoclonal que empleamos para
la deteccién de las motéculas del camplejo principal de histocompatibilidad (CPH
clase ll), en el ensayo de ELISA en célula. En 1a figura 11 podemos observar
que al diluir el anticuerpo monoclonal {en diluciones al doble), las senal va
disminuyendo progresivamente en forma proporcional al logaritmo de la dijucion,
de manera independiente de la concentracién del antigeno inductor de (a
expresion de estas moléculas (ovoalbimina), cuando sembramos un nimero
constante de células. Al obtener una curva estandar entre nimero de células y
absorbancia, luego de haberlas incubado durante 60 minutos en presencia o
ausencia de el antigeno inductor, podemos observar que la expresion de

antigenos la, incrementa en forma lineal al aumentar el ngmero de células
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peritoneales (entre 3.8X10 * y 1.5X10 *, figura 12). De la misma manera
realizamos el ensayo con 120 minutos de incubacién en presencia o ausencia
del antigeno inductor (ovoalbGmina) y cbservamos en las células peritoneales, el

comportamiento descrito arriba (figura 13).

Al llevar a cabo las exposiciones de las células peritoneales a las cumarinas en
el rango de concentraciones entre 9.4 a 300 Hg/ml| durante 24 horas
observamos que la cumarina y la 7-monohidroxicumarina produjeron una
disminucién concentracion-dependiente de la expresion de las molécuias de
clase Il del CPH (*=0.83, figuras 14 y 18 respectivamente). La 3-. y la 4-
mononohidroxicumarina  produjeron  también  disminuciones  en forma
independiente de la concentracién (p<0.05, prueba de Dunnett) en el mismo
rango de concentraciones que la cumarina y [a 7-monohidroxicumarina (figuras
15y 186). La 6-monohidroxicumarina en el rango de concentraciones entre 3.1 a
50 pg/ml, disminuyé la expresion de los antigenos la en forma independiente de
la concentracion (p<0.05, prueba de Dunnett, figura 17).

Para determinar si las células eran capaces de expresar las moléculas de
clase Il del MHC, obtuvimos una curva estandar induciendo la expresion de
estas moleculas utilizando interferon y recombinante murino, y observé que
concentraciones de interferon y entre 1 y 8 unidades/pozo, incrementaron en
forma significativa la expresion de moléculas de clase Ii del CPH a las 72 horas

de exposicion y no antes (p<0.05, prueba de Dunnett, figura 19), por lo que
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tuvimos que repetir los ensayos con las cumarinas en presencia y ausencia de
interferon v .
Un ensayo en las condiciones descritas estimando la expresion del antigeno a
las 24 horas, no reveld ninglin efecto de ia cumarina aun en la presencia del
inductor (figura 20).
La exposicién de las células peritoneales durante 72 horas, produjo los
siguientes cambios en la expresion de antigenos fa:
La cumarina en el rango de concentraciones entre 5 y 150 pg/ml incrementd la
expresion de antigenos la en 82% (p<0.05, prueba de Dunnett), en las células
peritoneales en ausencia del inductor, en el rango de concentraciones entre 5 y
75 pg/ml, incre:menté en 40% (p<0.05, prueba de Dunnett), en presencia del
inductor en ambos caso en forma independiente de la concentracién (figura 21).
Al evaluar ia citotoxicidad de la cumarina en forma simultanea al ensayo
descrito anteriormente, podemos observar que solamente la concentracion de
300 pg/ml, presenta citotoxicidad, ya que disminuye la viablidad

significativamente (figura 22).

La 3-monohidroxicumarina produce un aumento discreto a la concentracion de 9
Hg/ml en ausencia del inductor, las demas concentraciones estudiadas no
produjeron efecto ain en presencia de! inductor {figura 23). La 6-
monohidroxicumarina no produjo ningin efecto en presencia o ausencia del
inductor (figura 24). La 7-monohidroxicumarina no produjo ningln efecto en

ausencia del inductor, a diferencia de el efecto observado de disminucién de la

35



expresion de los antigenos la en presencia del inductor hasta un 36% (p<0.05,
prueba de Dunnett) en el rango de concentraciones entre 38 y 150 pg/ml en

forma independiente de la concentracion (figura 25).
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DISCUSION

Zlabinger (24), describié en monocitos humanos la presencia de proteinas de
unién a la cumarina en un nimero relativamente alto (7.5X10 ® /célula) de baja
afinidad. En sus estudios de desplazamiento mostrd que es necesaria la
presencia de cantidades molares 4 veces mayores de la 7-hidroxicumarina que

de la cumarina para desplazar el 50% de la cumarina marcada con C'",

Hardt (6), reportd que la cumarina tiene un efecto estimulante de la
actividad fagocitaria en monocitos humanos de sangre periférica en
concentraciones de 20 ug/ml y que la 7-OHC no mostrd ningin efecto. En
contraste Rosskopf (7), observd en granulocitos humanos de sangre periférica,
que la cumarina disminuye la actividad fagocitaria en mas dei 50% y que la 7-
hidroxicumarina en estas células, produce un incremento en la actividad
fagocitaria de 120% en concentracién de 20 pg/ml utilizando azul de tetrazolio y
quimioluminiscencia. Yo observé en forma semejante el mismo efecto inhibidor
de la cumarina sobre la actividad fagocitaria en macrdfagos murinos de exudado
peritoneal y no observe efecto estimulante de esta actividad fagocitaria con la 7-
hidroxicumarina utilizando el métedo colorimétrico de la reduccion de azul de
tetrazolio.

En el caso de la 3-, y la 6-hidroxicumarina observé un efecto estimulante
de la actividad fagocitaria en los macrofagos peritoneales inducidos tratados in
vitro. Se sabe que en el ratén el principal producto de bictransformacion de la

cumarina es la 3-hidroxicumarina, lo gque posiblemente explique nuestra
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observacion. Por otra parte no son conocidas las acciones de estos dos
productos de biotransformacion, por lo que no podemos comparar nuestros
resultados con los de otros investigadores, en esta tesis se aporta este nuevo
conocimiento,

En cuanto a la secrecidn del factor alfa necrosante de tumores (TNFa ), el
cual es un producto génico del complejo principal de histocompatibilidad de
clase I, observé que solamente el tratamiento in vitro de los macrofagos
peritoneales con la 7-monohidroxicumarina muestra un efecto estimulante de la
secrecion de este factor soluble, pero Unicamente en presencia de
lipopolisacarido de E. coli. Stuhlmeier (30), reportd el sinergismo concentracion-
dependiente entre la cumarina o la 7-hidroxicumarina con lipopalisacarido de £.
coli, en la induccion de la secrecion de interleucina 1-B, en células
mononulceares humanas de sangre periférica. Este investigador solamente pudo
demostrar el mismo sinergismo entre el lipopolisacarido y la cumarina en la
secrecion del factor alfa necrosante de tumores (TNFa ) en un porcentaje 53%, o
la de interleucina-6 en 32%. De manera semejante, en mis resultados se puede
observar que existe un sinergisme entre la 7-monohidroxicumarina vy
lipopolisacarido de E. cofi para incrementar la secrecion del factor soluble TNFa
lo que significa que aparentemente esle sinergismo no se limita Unicamente a|
reportado en la literatura (interleucina 18), o a la especie humana.

Cabe hacer mencién que la 7-hidroxicumarina es el mayor producto de
biotransformacion en el humano, y en el ratdn es la 3-hidroxicumarina, sin

embargo la 7-hidroxicumarina mostré también efecto en las células
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moncnucleares murinas, sin embarge no sabemos peorque la 3-hidroxicumarina

no mostrd actividad estimulante.

Por otra parte Marshall (26} reportd que el tratamiento in vitro de células
mononucleares humanas de sangre periférica con con cumarina, incrementa la
expresion de los antigenos DR y DQ (molécutas de clase Il del CPH), y que las
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con cancer avanzado
tratados con cumarina, tienen aumentada la expresién de los antigenos DR (28).

Con respecto a la expresion de los productos génicos del complejo
principal de histocompatibilidad murino de clase Il {(antigenos |A, e IE) en el
haplotipo H-2¢, observé que el tratamiento in vitro de macrofagos de exudado
peritoneal murinos con cumarina, produjo el mismo efecto estimulante de la
expresion de los antigenos-la reportado en humanos, luego de encontrar las
condiciones apropiadas (72 horas de induccién v exposicion a los compuestos
por 72 horas).

Ademas, pude observar que la cumarina incrementa la expresion de los
antigenos-la en forma mas notable, que si se exponen las células
simultaneamente a interferon-y y cumarina y que también la 3-hidroxicumarina
incrementa dicha expresion, aunque en menor grado, a pesar de que como
hemos dicho antes, esta dltima cumarina es el producto principal de

biotransformacion en el raton.
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De ios numerosos estudios reportados en la literatura de los efectos de
varias cumarinas en el sistema inmune, no se conoce a la fecha el mecanismo
de accidn para producir los efectos descritos.

La presencia de abundantes sitios de unién a cumarinas en las células del
sistema inmune, se puede decir que indican que la union de fa cumarina a las
células es mediante proteinas de alta capacidad pero baja afinidad, esto es
compatible con la hipotesis de que la cumarina actia en receptores ubicuos
intracelulares que son capaces de interactuar con hidrocarburos aromaticos, lo
cual conlleva las bases de la induccion enzimatica y se relaciona con los efectos
observados in vivo e in vitro.

Sin duda se puede decir que diferentes productos de biotransformacion
de la cumarina, producen efectos moduladores in vitro en los macréfagos
murinos, en los procesos que estudiamos; en algunos casos inhibidores y en
ofros estimulantes.

Dada la importancia de modular al sistema inmune mediante farmacos en
un sentido u otro (estimulacién o inhibicién), es importante conocer las diversas
acciones d;e los productos de biotransformacién de la cumarina, ya que los
diversos procesos que lleva a cabo el sistema inmune se pueden convertir in
vivo en blancos terapéuticos.

Ademas no debemos olvidar que estos farmacos son poco toxicos cuando
se administran en humanos y ademas su obtencion quimica es muy economica

comparada con otros inmunomoduladores.
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Estudios adicionales in vivo permitiran conocer las verdaderas acciones
de estos compuestos, de nuestros resultados podemos proponer estudiar con
mayor profundidad las acciones de las cumarinas en otros procesos del sistema

inmune de relevancia en la activacion de otras estirpes celulares.
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