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EL ASCENSO 

Cuen'tan que hubo hace mucho 'tiempo un joven guerrero que venció con su 
ejérci:t"o a un reino y se erigió como el nuevo gobernan'te.·.::Aunq~e:el:joven 
gobernante era obedecido y su voluntad era ley. en el fondo éL.sabía que era 
temido. pero no. respetado por sus súbditos. Al correr,.del.· ·t.iemp.o; el .joven 
comenzó Q arihelar COO:todo el corazón ~er admirado.y res·pe'tOé:Jo·por:su·p~eblo. 
Fueron ·muchos "los . Jnten'tos de - cong.raci~rse .:,.co~,-.: Ja<"gen"~e'.·:p~r~ ·.:_-por:_ más 
esfuerzos que hOcía. rÍo cOnS'.eguí~ el resp~'t~-~~P~t~.~-~~:~. · "· -, · · · 

-: -·_.-.'/ ". -, .-· :.·:-- -: --:~>)::: _·_:,:_-.. ->~:;.,.~ -~º ~ 
En una morltaña _ c~rcar:ia ::~·¡~í_a~;. ~~ :-:~ e~;ri¡·~~ñ~- ~:._qÜ:~ --~~~~-}~~~:~:~t~.á~, :,, .::n ·}-~da la 
comarca debido a 'su pr~fu~.d~ ·s~b!_d~~r.í~:::.~."~-~nc~S eL~j~~~n~~Ob~r-na~ie';.'toinó la 
decisión de ascender la montañá•p'ára'1"omar del'ei-mitañó ,.., ansiado secreto: el 
respeto que otorga la autor:k:lad..':·· '·::::: : .. '• ·:~ .. et::;:·:·:·~·' .';·~):.:.:;·::.': .. >·'· 
Uno de sus conseje~os I~ l~J¡~~i~ Cjt.Íe debira:~L~d:j~ ~.)~~~~~~aña' ~ólÓ y sin 

armas; el joven ~~í lo, hi~~~:~·«:,>·;;,'- ' ,-.·..::..-::~_~<:·~' ·;:-~~(-.:~"".: ·' ~~-~·;:> · :. __. ,,:-:~:·~.':'.:-> 

No había aván:i:ád.o mt.Íc~6'_ ,;uando en las fCÍlda~fse tapó co,;;t~b·~ ;hombres que 

corri~ro':' ~; s~ :· ért~-~~ryJro.:: El_ jo".'_e~: r~·~~_dcln\~~1'~ :c:~.~-~~--"-U~~,1'9~~~~~ .. ·~~m-~/, p~leó 
con'tra ·sü~-: ~~v~l~~_:_ Y;=~10s venc:ió.· c~n -.-~-ac!lid~~ .. '.~-~ci-~~-~Ci~l.~~t~:f_~~~i~p-~J:'C-o.n~.otros 
pob_ladores •. -a. 9u~en~S, e~~oS_có .:en una .~añcld~ .Y~\_~-e~f~ó.~~é~}~l~{a~.1~~:.P"r;i~tle~o~. A 
mi-tad del ca~ino .·ent~en-tó a tf..o~ con'tri_nccl~te.s".0 ·90_1pes:·e" .. ~izé(muesrra -de su 
fuerza'y.destre:i:á para pelear. .. :~·; ~·• ·· · .• ~? .·,';'!:' '"'. 

Y así. e( jo~:~n· c~n-1'inu6"aVOnzandO y so~~ ... i~~do -~'cuanto rival "topa en su 
camino. hosta que llegó a la ermita ·donde habitaba el sabio. El anciano 
permaneció en su lugar sin inmu1'arse. el joven avanzó se pos"tró fren'te a él y le 
dijo: 

-He venido para que me digas donde encontrar la verdadera autoridad y el 
respe1"o de mi pueblo -

A lo que el sabio le contestó: -la verdadera autoridad y el respeto se 
encuentra en los actos cotidianos, porque a todos los que te encontraste 
de subida. te los vas a encontrar a la bajada -. 

CUENTO ANÓNIMO 
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RESUMEN 

La cumarina tiene actividad antitumoral in vivo en varios tipos de cáncer. In vitro, la 

cumarina y la 7-hidroxicumarina, su principal producto de biotransformación en 

humanos, inhibe la proliferación de varias lineas de células tumorales. Los 

mecanismos moleculares de estos efectos se desconocen y para obtener 

información sobre los mismos realizamos el presente estudio. En la linea de 

adenocarcinoma pulmonar humano A427. se evaluó el efecto de la cu marina y de 

la 7-hidroxicumarina en la inhibición de: (i) proliferación celular; (ii) progresión del 

ciclo celular: y (iii) expresión de la ciclina 01. la ciclina E. y la ciclina A. Las 

concentraciones inhibitorias 50 (C1 5a) de ambos compuestos fueron estimadas 

mediante ensayos de reducción de tretrazolio (MMT). El efecto en la progresión 

del ciclo celular se realizó con yoduro de propidio y Bromodeoxiuridina (BrdU). 

usando histogramas y análisis bivariante de citometria de flujo. El porcentaje de 

las células que expresaban las ciclinas 01, E y A se estimó mediante análisis 

multiparamétrico por citometria de flujo. usando yoduro de propidio y anticuerpos 

monoclonales conjugados a isotiocianato de fluoresceina (aM-FITC) para cada 

ciclina. La Clso (:!:. e.e.m. n=3) de la cumarina y de la 7-hidroxicumarina a 

exposiciones de 72 horas, fue 257 :!:. 8.8 y 100 .:!:. 4.8 µg/ml respectivamente. La 

7-hidroxicumarina a concentración de 160 µg/ml (1 mM), inhibió la fase G1 del 

ciclo celular. lo que es consistente con su efecto citostático. No ·se obServaron 

decrementos significativos de la ciclina E y la ciclina A. En contraste: la cicl.ina .01 

disminuyó considerablemente, lo que sugiere que la acción de: lá ·7-hidroXi~ 

cumarina ocurre en eventos tempranos de la fase G 1• Sin .emt?a,rg'o, el ARN 

mensajero de la ciclina 01. ensayado mediante RT-PCR. nó pr<:!sentó cambios, lo 

que indica que es un efecto postranscripcional. La cu~Srina· no-: t~vo ~fectOs 
significativos. La mayoria de las neoplasias malignas presentan_ anormalidades en 

los elementos del punto de restricción (vla pRb), que regulan la progresión en la 

fase G, del ciclo celular. La ciclina 01, que forma parte de la via pRb, está 

frecuentemente alterada en varios tipos de cáncer y proponemos su inhibición 

como blanco farmacológico para et desarrollo de nuevos agentes antineoplásicos. 



1. INTRODUCCIÓN 

1.1 CICLO CELULAR 

El ciclo celular es el proceso que permite la proliferación celular. En el ciclo celular 

se duplica con fidelicÍad '.el ·A-o'N ·y· se ·asegura la distribución de una copia fiel del 

genoma a cada-U'na·.~de:í~S'_d.0~~ -éé1ú-13~·_hijas. El ciclo se divide en cuatro fases (G,. 

s. Gz y M) Y.cáda:f~~e:-¡;,;Jo1J6r~:v~~i~~ eventos que ocurren en forma ordenada. 

En la faS~ G1·;. '¡a~~~~~:~~le~- ~-~~~c·~1u1a·reS de Proliferación se transducen al interior 

del núc1eo-;::-.~\~~~é:~'.·d:~:~~i~e~~·~-~ '-~{a~~,d~- ~~riali~a.Ción. Corno resultado, se activa la 

expresi.ón_d~:r:·g~-~:~s._CG~-~~-.~~~d~·ct~~- so...;: necesarios para la progresión del ciclo 

celular y '~ar,;' 1>i 'sintj¡;sis de ADN; En la fase S se sintetiza un juego del genoma. 

En· t'a f~,;_e G~·.>;e P'~epa·r.an ·~trO/s eve~tos necesarios para la mitosis. Finalmente 

en la fase M o mitótica las dos copias del ADN y los organelos de la célula 

preexistente se segregan en dos células hijas (Arellano M. et al. 1997; Johnson 

DG. et al. 1999). Las células que no proliferan se encuentran en un estado 

llamado Go. en el que la maquinaria del ciclo celular está inactiva y el metabolismo 

basal es bajo (Bartek J. et. al. 1996). 

Go 
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Las células normales pasan de una fase a la siguiente, sólo después de la 

culminación exitosa de lo~.eventos de la fase previa. Esto es posible gracias a una 

compleja red de sistemas:de. control que verifican los eventos de cada fase y 

coordinan la actividad _de los: elementos regulatorios del ciclo (CDK·s. CKl·s, 

proteinas sup.resóíéls ··de.-tumores, etc). Se han descrito dos grandes tipos de 

sistemas de contro((ca)-.·~1 ·purlto .de restricción, que controla la entrada al ciclo 

celular y la prog'resiÓn .;n 1a':rase G, (Bartek J. et al. 1996) y b) los puntos de 

control (del inglés chec.kpoints) que regulan la progresión entre las distintas fases 

del ciclo (0'.Con,:;;,,:-pr\,( et al, 1996; Kornbluth S. 2000). 
, '':~:-. ---~· 

En el p~esent.."'t~ab·~i,/n~s"cE:.n:ramos en la fase G, y la transición a la fase S del 

ciclo celutclr.:·ast·_com~ e'n: los elementos reguladores del punto de restricción; sus 

implicacio·~~-~ ~·n .~1 ·cé·~-"é~r.-~·,~u ·'¡.r)~ervención terapéutica con cumarinas. 

1.2 CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CDK.s) 

La progresión del ·c~clo ·c~1utar! ·a fravés de· !as diferentes fas~s. est~_.diriQida por la 

activación secuencial de cinasas serinas/treoninas. Estas cinasas son conocidas 

como cinasas dependientes de ciclinas (Cdk"s) y fosforilan sustratos claves de la 

maquinaria celular que permiten la transición de una fase a la siguiente (Pines J. 

1995). Las Cdk"s (Cdk1 - Cdk10) son subunidades catalíticas que se "unen a sus 

subunidades activadoras llamadas ciclinas (ciclina A - K, ciclinas T1 y T2) y formar 

asl los complejos activos CDK"s (Martinez F. et al. 2001). 

Los complejos de CDK"s mejor conocidos en la progresión del ciclo celular son 

ciclina D1/Cdk4 (D1-CDK4). ciclina E/Cdk2 (EcCDK2), _ciclinaA/Cdk2 (A-CDK2) y 

ciclina BICdk1 (B-CDK1). La actividad de los complejos.CDK"s está regulada en 

diferentes formas, incluyendo: (a) slntesi_s y. _degradación secuencial de las 

ciclinas; (b) fosforilación y desfosforilación de las subunidades catallticas Cdk"s; 

(c) unión a proteínas inhibidoras de COK (Areilano M et al. 1997; Morgan DO. 

1995). 
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1.2.1. REGULACl.ÓN DELÁACT1viDAD DE COK's MEDIANTE LA siNTESIS y 
' . ,. 

DEGRADACIÓN.SECUENCIAL DE CICLINAS 

Las cicÜÍla~\· r~~ib~~~~---sl:'. -~ombre. debido a que se sintetizan y degradan 

clclicamenÍ.e .' en'"}iu~';;,os'·:'(le, erizo de mar (Eva ns T. et al. 1983). Es decir. se 

sint-eiizarí 'de~~p~·é·~-;:d~i(1~·:f~-cU~dación y se degradan rápidamente en cada mitosis. 

Act~almen·t~'.la~'-~¡~Ji'n~s: ~e definen como una familia de proteinas que presentan 

una secuencÍ.,; co'ns~nso de 100 aminoácidos llamada "caja de ciclinas" (Reed SI. 

1991). 

Durante el ciclo celular, la cantidad de Cdks es relativamente constante, lo que 

varia es la cantidad de las ciclinas D. E. A y B a lo largo del ciclo celular. Esto es 

posible gracias a que la slntesis y degradación de las ciclinas dependen de los 

eventos propios de cada fase. El patrón temporal de cada ciclina sigue un orden 

especifico que permite la activación de complejos CDK"s en una secuencia 

especifica (Darzynkiewicz Z. et al. 1996). 

,.,-, 
, \ , \ , \ , \ , \ 

I \ 

' \ I 1 , ' f , 
j t" 
/ciclinas D 

s 
Figura:!:. Síntt:sis ~ <l.:gr;:idación dl! ..::iclinas c.:n cada fase.: Jd ciclo cdular. 

M 



Como se observa en la figura 2. la sintesis de ciclinas D (01, 02 y 03) se inicia en 

la fase G1. donde alcanza su máxima expresión: luego disminuye el nivel al final 

de la fase G 1• La ciclina E se sintetiza al final de la fase G,. alcanza su máxima 

expresión durante la transición de la fase G, a la fase S y se degrada durante ta 

fase S. La ciclina A se sintetiza al inicio de la fase s. alcanza su máxima expresión 

durante la transición de la fase S a G 2 y se degrada abruptamente al finalde la 

fase G 2 . La ciclina B se sintetiza al inicio de la fase G2, alcanza su máximo en la 

fase M y disminuye abruptamente en la transición a la anafase. 

. . 
La expresión de ·c~clina~ D es ind.u.?ida por señalas mitogénicas extracelulares. 

como son los factores .de creí::imien'to. hormonas, etc. (Sherr ChJ 1995). Algunos 

autores consideran que; Ja .expr~~ión .de las ciclinas del tipo D son los marcadores 

del inicio del ciclo celular en la· fase G, (Oarzynkiewicz Z. et al. 1996). Las ciclinas 

02. y 03 se' expresan .. .., .. células . del sistema hematopoyético, mientras que la 

ciclina 01 se expresa en células que dependen de adhesión (Ajchenbaum F. et al. 

1993). 

Una célula inicia su ciclo Cuando factores - de crecimiento, hormonas y otras 

senales extracelulares, se unen a sus receptores y activan a proteinas 

transductoras como Ras (Guille H 1999). La protelna Ras transduce la señal al 

núcleo y activa la transcripción. de varios genes- necesarios para la proliferación. 

entre los que se encuentran los de las ciclin.as O (Ewen ME. et al. 2000). Las vías 

activadas por Ras mejor descritas son: Raf/MEK/MAPK (Guille H. et al. 1999), 

Rho/Rac (Sahai E et al. 2002) y P13KJAkt/PKB (Guille H. et al. 1999; Ewen ME. et 

al. 2000). 

La transcripción del gen de la ciclina 01 (CCN01) es la más estudiada 

(Amanatullah DF. et al.' 2001); En ,el. promotorde este gen se han documentado 

sitios de unión para diferentes factores de transcripción, como AP1. Ets. ATF-2, 

NF 1'8, CREBP y otros (ver figura 3). 
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La activación de integrinas pOr fibronectina también induce la expresión de la 

ciclina 01 activando a las proteínas Rho/Rhac. o bien mantienen comunicaciones 

cruzadas con las cascadas activadas por Ras (Sahai E. et al. 2002; Schwartz MA 

et al. 2001). Además, otras proteínas intracelulares, coma los receptores de 

estró9enos (Foster JS. et al. 2001) y la J3 catenina (Tetsu O. et al. 1999) también 

regulan la transcripción de la ciclina 01. 

INTEGRJNAS 
RECEPTORES FIBRONECTINA 

~~~~~~~~~~~~~~~~~~-

Ras 

+ + 
Aktl~KD 1---r 

IP3K .. RHO/RAC 

~ 
IKK 

+ JHK 

~MAPK~/i~ l 
CREBP ETS API (JUH/JUtO ATF-2 

(:IUN/FOS) 
HF 1cB 

PROMOTOR DEL GEN DE LA CICLINA D1 

Figura 3. Prindpaks vias de: sc:ñaliLación 4uc regulan al promotor dc:I gc:n dit: la ciclina DI 

;.1 tra,~s Jt: rccc:ptorcs y de: moh!culas de adhesión. Fosfatidil inositol 3 cinasa (IP 3K1: 

cinasa dc: ;-...::-tcn11inal dt! c-Jun (JN'K). cinasa de proteínas dr: activación n1itogCnica 

(:\IAPK): cinasa di;: cinasa di.: integrinas OKK): proteína de unión a demento de rr:spuesta a 

.~\.~tP ciclico (CREBP): protdna di;: activación 1 (APl ): factor de activación transcripcional 

:2 (ATF·2): factor nuclear kB tNF kB>. 



íESIS ccm 
F1\LLA DE OE.IGEN 

7 

Las ciclinas D se unen a las Cdk4 y Cdk6, y regulan la progresión de la fase G1 a 

través de la fosforilación e inactivación de la proteina pRb, lo que produce la 

activación de factores que transcriben los genes de las ciclinas E y A (ver pRb y 

punto de restricción) (Ohtani K. et al. 1995; Yamb CH. et al. 2002). La ciclina A se 

expresa después de.- la ciclina E, porque la transcripción del gen de la ciclina A 

también requiere de la actividad del complejo E-CDK2 (figura 4). Del mismo modo, 

la ciclina B sólo se incrementa hasta la fase G2, porque su expresión depende del 

complejo A-CDK2. 

scHALES DC 
PROLIFERACIÓN 

(c•CLINAS o) 

~ 

- -- - ~ SIHTESIS DE 
PROTEIHAS PARA 
LA REPLICACIÓN 

DE l\ON OTRAS 1 

íUNCIONES 1 

CE LULA~ 

Figura 4. Trnnscripción secuencial dl! los gcn1.:s de las ciclinas D. la ciclina E y lu ciclina A. 

Por su participación en la fase G 1, las ciclinas O y E también se conocen como 

ciclinas G1. mientras que las ciclinas A y B son llamadas ciclinas mitóticas. La 

degradación de todas las ciclinas sigue la vía de la ubiquitina. pero existen 



importantes diferencias entre la proteólisis de las ciclinas G1 y la de las ciclinas 

mitóticas (para revisión consultar King RW. et al. 1996). 

Las ciclinas G1 requieren ser, fosforiladas para ser degradadas. En el caso de la 

Ciclina 01. lá glucógeno sintasa cinasa 3p {GSK-3p) fosforila a esta ciclina en la 

treonina 286 (Th~286),lo q~e induce su degradación (Oiehl JA. et al . . 1998) .. En el .. - .. , 

caso de la· ciclina. E. cuando alcanza su máximo de expresión en la. transición 

G11S, el complejo E-CDK2 autofosforila a la ciclina E en Thr380, lo que induce su 

degradación (Won KA. et al. 1996). En consecuencia, la cantidad ele' Ciclina E 

disminuye a lo largo de la fase S {ver figuras 2 y 5). .' ;::·.,,. · 

La proteólisis de las ciclinas mitóticas, en cambio,·es ac~iVa:~-~ ~o~ ~'-~-~~plejo_.de 
promoción a anafase (APC). En la figura 2 se observa qú;.'la ci'cú~'á A ~e.degrada 
abruptamente cuando la célula entra a la fase M, mientra·s,.que· la cfclÍna B se 

degrada posteriormente. durante fase M. Aún se·debate sobre el 'mecanismo que 

produce la degradación de las ciclinas mitóticas en diferentes fases (Klotzbucher 

A. et al 1 g96; Keopp DM. et al. 1999). 

1.2.2. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE SUBUNIDADES CATALÍTICAS 

Cdk"s MEDIANTE GRUPOS FOSFATO 

Desfosforilaciones que activan a las Cdk's: la proteína CDC25A es una 

fosfatasa que elimina los grupos fosfato inhibitorios de Cdk2 en las Thr14, Tyr15 y 

de Cdk1 en Tyr15. En la figura 5 se observa que la expresión de CDC25 es 

inducida por la proteína Myc. Esto ocurre al final de la fase G1, en respuesta a 

factores mitogénicos (Bouchard C. et al. 1998). 

Fosforilaciones que activan a las Cdk"s: La cinasa activadora de Cdk"s (CAK), 

que está formada por la ciclina H y Cdk7, fosforila a la Cdk2 en la posición de la 



q 

Tyr160 (Kaldis P. 1999). Esta fosforilación estabiliza los complejos formados por la 

subunidad catalltica y las ciclinas E y A. e incrementa su actividad. 

[f) FOSf"ATOS OUC INHllJCN © f"OSf"ATOS OUC ACTIVAN 

~ 
~ FUHCIOHES. 

~-""., ~ ELULARES, 
~,,.-~ _,__.c,..><._.G .. 2_, 

~ 

G, s 
Figura 5. Rcgul~tción de la actividad de: Cdk.2 n1\!dianh: ll..lsforilaciont:s y por unión a la 

cidina E y a la cidina A. 

Fosforilaciones que inhiben a las Cdk .. s: en respuesta al dano al ADN se 

activan las cinasas Mik1 y Wee1 •. lo que fosforila a la Cdk1 en la Tyr15 (O'Conn<>ll 

MJ. et al 1997). Esta fosforilación inhibe a la Cdk1 y en consecuencia se detiene la 

progresión del ciclo celular en la fase G2. 

Localización subcelular de ciclinas, Cdk's y complejos CDK's 

Las fosforilaciones de Cdk .. s además de activar o desactivar su función. asi como 

las fosforilaciones que promueven la degradación de ciclinas, contribuyen también 

a regular el tráfico de estas protefnas en los compartimentos de la célula (para 

revisión, consultar a Yang J. et al. 1999). 
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1.2.3. REGULACIÓN DE COMPLEJOS CDK·s MEDIANTE PROTEiNAS 

INHIBIDORAS DE COK (CKl.s) 

Los inhibidores de COK·s (CKl.s) son proteinas que originalmente fueron descritas 

como reguladores negativos del ciclo celular (Ellenge SJ. et al. 1994). Actualmente 

se sabe qÜe algunas de estas proteinas, en ciertos contextos, además regulan 

positivamente el ciclo celular (Harper JW. et al. 1996; Sherr ChJ. et al. 1999). 

Existen dos familias de CKl·s denominadas INK4 y CiplKip, que difieren entre si 

en su estructura. función y especificidad de sustratos (Peter M. 1997). 

Fi~ura h. Ri.:gul;.u;iún nt:gati"a de CDK"s a tra,·C:s dt.: C:Kl"s. Activa..:ión l!J.>: inhibición (.l..). 

La familia INK4 (lnhibidores de cdk 4) esta formada por las proteinas p15, p16, 

p18 y p19. que se unen selectivamente a cdk4 ó cdk6 (ver figura 6). Esta unión 

selectiva se debe que las proteínas INK4 tienen secuencias repetidas de 33 

residuos que forman una estructura terciaria conocida como ankyrina. Dicha 

estructura se caracteriza por tener consecutivamente plegamientos p y horquilla 

hélice a hélice (J3,u,) (Zhang B. et al. 2000). Las uniones de la proteinas INK4 con 
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las subunidades Cdk4 y Cdk6 previenen la unión con las ciclinas D. y con ello la 

formación de complejos activos .(Sherr ChJ. et al. 1999; Peter M. 1997). Los 

niveles de p16 se encuentra~ incrementados en células envejecidas (Zyndy F. et 

al. 1997); las protelnas p18 y p19 participan en la diferenciación terminal y se 

expresan durante el desarrolló e,:;;¡brionario (Phelps DE. et al. 1998; Ellenge SJ. et 

al. 1996). Ratones que carecen.del gen que codifica para p16 (ratones p16 knock

out) desarrollan tumores ~sP~ntá:~~.,~S a.ed;~es tempranas, y son muy sensibles a 

agentes carcinogénicos (Ellenge:sJ.:et al. ·1996; Serrano M. 1997). 

La familia Cip/Kip está formada,, por las proteinas p21 C•P1, p27K•P• y p57K'P2, 

caracterizadas por tener. domii:iios en· la· .regi.ón amino terminal que se unen a las 

cinasas cdk2. cdk4 y cdk6, asl com·o a las ciclinas D. E y A (Peter M. 1997). Se ha 

documentado que las protei'1as :CtP./Kip tienen diferentes funciones dependiendo 

del sustrato al que se· uri_er'; (i) regulan negativamente las actividades de los 

complejos E-CDK2 (Harper JW. et al. 1996) y (ii) reglllan positivamente a la ciclina 

01 y su ensamble con Cdk,4 (para revisión consultar Sherr ChJ. et al.1999). El 

incremento de las proteinas.Cip/Kip se observa durante el desarrollo embric:>nario 

(Peter M. 1997). En ratones deficientes en p21C•P 1 y p27K•P•. la frecuencia con la 

que desarrollan tu~ore:s espo~táneos no difiere de la de ratones non:'!'~~ales 

(Ellenge SJ. et al. 1996). Sin embargo, dichos ratones presentan algun·as 

malformaciones (Ellenge SJ. · et al. 19gs; Nakayama K. et al. 1998); Estos 

resultados son consistentes ,con la baja frecuencia con la que, se preSe-ritan 

mutaciones de p21C•P1 y p27t<ip1 en cánceres humanos: sin embarg·~. ·se· ha 

observado una baja expresión de p27K'P1 en varios tipos de cánc.;,r (Mollar MB. 

2000). 

La cantidad de cada CKI :es . regulada. mediante mecanismos de transcripción, 

traducción y degradación. por vla .. de . la ubiquitina (Petar M. 1997). Señales 

antiproliferativas como el TGF-~ inducen la transcripción de p15, p16 y p21C'P' 

(Nakayama K. et al .. 1998; Hannon GJ. et al. 1994; Datton MB. et al. 1995). La 

expresión del gen de p21Cip 1 puede inducirse en caso de daño celular mediante la 
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protelna p53. o durante la diferenciación del músculo a través de mecanismos 

independientes de p53.(Nakayama K. et al. 1998). En cambio. el incremento de la 

proteína p2~Kip1 en .citoplasma se debe a mecanismos postranscripcionales. como 

el incremento· en la traducción y/o a la inhibición de su degradación (Moller MB. 

2000; Sahai E. et al. 2002). 

1.3 PROTEÍNAS SUPRESORAS DE TUMORES 

1.3.1 PROTEÍNA p53 

La proteína supresora de tumores p53 es un factor de transcripción que contribuye 

a la estabilidad ge nómica. participando en las siguientes fu~cio·~-~·~~. arr~sto celular 

(ver puntos de control). reparación del ADN, apoptosis, envejecÍmiento celular y 

diferenciación celular (Vogelstain B. et al. 2000). En .corídi"cionesno~males, esta 

protelna tiene una baja capacidad de unión al ADN yc.;s:poco' estable, ya que se 

degrada rápidamente a través de proteosom~s~-.(· ·o~,,·~s cal ''ADN Producen 

modificaciones postranscripcionales en p53. !<? qU~~~;,-eS_tabmza y activa·su unión 

al ADN. Esto induce la transcripciól'I d.;·_.c.ge.r:ie·s.-:.~Úyos productos proteicos 

participan en arresto celular, reparación del ADN.·. apoptosis. etc. Como se set"iala 

mas adelante. los arrestos celulares ~~~. ·~¡ ~'re~~l~ado de la activación de vlas 

especificas conocidas como puntOs de colifrol 7 La proteina p53 es el elemento 

clave en la transmisión del mensáje de dal'\o genÓmico °(O'Connor PM. e(al. 19g5; 

Taylor WR. et al. 2001). La inactivación de p53 por mutaciones en su gen 

contribuye a la inestabilidad genómica y a la carcinogénesis (Vogelstain B. et al. 

2000). 

1.3.2. PROTEÍNA RB (pRB) 

El gen Rb codifica para una protelna nuclear que inicialmente. fue. descrita como_ 

anormal en pacientes con retinoblastoma .<Yunis J. et al. ·1978). La. protelna Rb 

reprime la actividad de los factores E2F y con ello la expresión de proteínas 

necesarias para la transición G,/S (Bartek J. et al. 1996; Keelin WG ·1999). 
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Las protelnas de la familia E2F (E2F 1-5) son factores de transcripción que forman 

heterodimeros con las protelnas .DP (DP 1-3). Los dlmeros E2F/DP activan la 

transcripci6r:- de dos· grandes -tipos de genes (ver figura 4). Por una parte. los 

gene;; q~e cÓdifican p3 . .ra- 00'1zlr~1ai; que participan en la slntesis del DNA. como son 

la DNA polimeras~ O..' l·a cinasa de timidina (TK). histonas H2A, etc. Por otra parte. 

se encuentran los genes que ·Cadifican'para proteínas reguladoras del ciclo celular. 

como ciclina E, la ciclina A, Cdc2, B-myb, etc (Lavia P. et al. 1999). 

La proteína Rb es el componerite central del punta ·de. ··restricción (ver a 

continuación) y su inhibición por fosforilación constitúye ··e·f ·pasO .crUcial que 

permite el inicio de la proliferación celular. Las fosforilaciones de pRb en la fase G, 
por Cdk4 y Cdk6 son las mejor documentadas. Sin ·embargo;·. ta"mbién se ha 

reportado que pRb tiene funciones distintas en otras fases~ como reprimir la 

transcripción de ciertos genes y activar la transcripción de!-:otros (Keetin WG. 

19991. Los complejos CDK1 y CDK2 también fosf;;,rilá·n'.a'pRb·eri posiciones 

diferentes a las fosforiladas por CDK4 y CDK6. E-~to_coincide ~~~las funciones de 

pRb en otras fases del ciclo (Mitnacht S. 1998). En. el.· p~ese.nte trabajo nos 

centramos en el papel de Rb en la fase G, como principal regulador del punto de 

restricción. 

En varios tipos de ·tum~res. __ pRb no s~ ~~Pre~a o ·t;·i~n.~·~O es. funcional. Como 

resultado, los genes.dependientes de los. factores E2F; permanecen activados y la 

célula prolifera sin control. 

1.4 PUNTO DE RESTRICCIÓN 

Las células que no proliferan se encuentran en la fase Go y cuando pasan a la 

fase G, se inicia la proliferación. La entrada. al. ciclo celular y la progresión en la 

fase G, se regula por un sistema de control que se conoce como punto de 

restricción o "vla de la proteína Rb" (p16-ciclinas D-Cdk4/6-Rb-E2F) (Jonson M et 
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al. 1999; Lavia P. et al. 1999). Para que la célula inicie el ciclo, requiere de un 

contexto celular favorable y de sei\ales mitogénicas que induzcan la expresión de 

ciclinas del tipo D. Estas ciclinas se unen a cdk4 y cdk6 y forman los complejos 

activos D-CDK4 y D-CDKS. La fosforilación de pRb en G1 por D-CDK4 y D-CDK6 

constituye el paso crucial que permite la proliferación celular. Como se observa en 

la figura 4, al inicio del ciclo. la forma hipofosforilada de pRb se une a los factores 

de la familia E2F y limita su.función transcriPc.ional, produciendo un arresto·en G, 

(Kaelin P. et al. 1 ggg). La inactivación por fosforilación de pRb libera a los factores 

E2F y permite la progresión del ciclo celular. 

1.4.1 REVERSIBILIDAD DEL PUNTO DE RESTRICCIÓN 

Se ha reportado que en células in vitre se produce un estado conocido como 

.. arresto celular", que consiste en que el ciclo celular se detiene en alguna .f~se 

particular. Existe un arresto celular en la fase G1 que puede .:ser>reversible, 

dependiendo del contexto celular y del balance entre las ser\a.le~.-~0xtra·C~1~i~~es · 
(Parde AB 1g89). Dicho estado depende de la vía pRb, la cual inhibe·1a·-pr0g-res-i6n

del ciclo en ausencia de señales mitogénicas (Sherr ChJ 19g5). p°ci;_-¡;.:p~;.~~.;-ci.;¡ 
'. -··.•" L\. ,_ -. 

de señales antiproliferativas (Peter M et al. 1997) y de señales de.-diferené:iación 
,:_. __ ;•--• '' 

(Spinella M. et al. 1gg9¡. Los eventos previos a la fosforilación de pRb por D-CDK4 

y D-CDK6. así como la sintesis de ciclinas D. dependen c:ie_ l¡;;'pre;se~~ia'-de · 
señales mitogénicas y pueden ser inhibidas por senales._-an_tiproflferatiVa·s.-:qUe'· 

incrementan los niveles de CKl·s. Sin embargo, despÚ~s .. de -la ::~¡"r,te:~is·.::de 
productos de genes dependientes de factores E2F. la transición_'~ la' fase' S 'se 

hace irreversible e independiente de seriales extracelulares.-_· 

- • .. - ._.._,_,_.e"' . 

La mayor parte de los tipos de cáncer presentan anormalidades en il1guno de los 

componentes deÍ ·punto d~. restric~ió·n. por lo qüe la~·-·:;cé_l~l~s_/ ~~~_tinú_an su 

progresión a la fase S en forma descontrolada (Barkova J~ et al. 1997; Bartek J. et 
al. 2001). 
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1.5 TRANSICIÓN G1/S 

Como se muestra en la figura s. al final de la fase G, se incrementa la cantidad de 

ciclina E. y se forma el complejo "ciclina E/Cdk2" (E-CDK2) el cual regula la 

transición G 1 /S de varias formas: a) contribuye a mantener fosforilado pRb. b) 

inicia la replicación de ADN. e) fosforila a las histonas, d} participa en la replicación 

de centrosomas. e) activa la degradación de p27K•P1
• f) autofosforila a ciclina E en 

Thr380, lo que la degrada (Keyomarsi K. et al. 1997; Sheaff RJ. et al. 1997). Como 

ya se señaló, a la mitad de la fase S. comienza a disminuir la cantidad de ciclina E. 

la Cdk2 queda libre y forma un complejo activo con la ciclina A (A-CDK2). Este 

complejo regula negativamente la transcripción dependiente de factores E2F. 

Como resultado disminuye la slntesis de ADN y la célula entra a la fase G2 (Krek 

W. et al. 1995). La progresión del ciclo puede ser inhibida en cada fase a través de 

vías de señalización que se conocen como puntos de control. como se describe a 

continuación. 

1.6 PUNTOS DE CONTROL (CHEKPOINTS) Y QUIMIOTERAPIA 

Existen sistemas de control poSt0riC)res al punto de restricción que pueden inhibir 

la progresión del ciclo celular en respuesta al estrés genotóxico (O"Connor PM. et 

al. 1998; Kornbluth S. 2000). Como ya se mencionó, la fidelidad en la replicación 

del ADN y su correcta distribución durante la mitosis es una función primordial en 

el ciclo celular. Esto requiere de sistemas que verifiquen la correcta culminación 

de eventos como son las síntesis de ADN« la condensación de los cromosomas o 

la formación del huso mitótico. Los pUritos de c.,'ntrol (del i~glés_ .C.~e<'.:i<P.6int~) 
son vías bioquímicas de señalización sens~.~les·.~ ~·.~~a~~.os~«.~.iP'? .. ~··:.:~~,': d~~~~t~S 
estructurales y funcionales del ADN y que·acti.;an m.úl.tÍple~ re;;;¡;u~~ta!i "',;;IÚlá~es 
(para revisión ver Kornbluth S. 2000). En otrao;, palabras.élo~·¡;,:;i;ti:is'éle control son 

alarmas de dMo genotóxico que produ~en:.inh}_bi~lÓn:d~ í;,; ¡,~~gr.:;~¡ó~"ci~il'.:e1Ü1ar 
(arresto celular). activan la maq~inaria de reparación'de(ADN'y'si .el daño es 

irreparable, inducen la muerte celular pra'gra'mada.: ·se· ha,.de~crito u~·¡;Íunto ·de 

control en cada fase del ciclo. La mayor parte de las respuestas inducidas por los 
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sistemas de control son reguladas a través de la protelna p53 (Vogelstain B. et al. 

2000; Ryan KM. et al. 2001). 

Los principales agentes antineoplásicos empleados en la quimoterapia producen 

dal'\o al ADN y c.:.m~';esÚltado,' inhiben la progresión del ciclo celular en diferentes 

fases (ver tabla 1 ). Las ~oSiaza~, ni!rogenadas fueran los primeros compuestos 

que se emplearon como agentes, antineoplásicos en el tratamiento de 

linfosarcoma. debido a sus ~fe~to citotóxico en el tejido linfoide. Después se 

desarrollaron antimetabolitos, conio los antagonistas del ácido fólico (metotrexato), 

análogos de pirimidi.;a (fluorouracilo) 'y análogos :de citosina (citarabidina). Más 

tarde se aislaron los alcaloides de la .Vinca (Vinca rosea Linn) como los agentes 

antimitóticos (vincristina y ~inblastina) y el paclitaxel. Posteriormente se 

desarrollaron otros agentes como ·los inhbidores de topoisomerasas. 

antiestrógenos, entre otros (Chabner BA. et al. 1996). 

Originalmente se buscaban co~puestos .. citotóxicos q~e inh_ibieran la proliferaci.ón 

celular en forma inespecifica. Posteriormente. se. busCaron agentes qU.e. aétuar~~ 
selectivamente sobre blancos celulares más especific~s.··_En ~10s úlÚ~os· 5o·'~a-ños. 
el estudio de las acciones de los agentes- ant{ne~P1~·~.~-·~~~:~.·~~~·-~~.~~-i-~1~. 0 ~~~~l,~r .. :·h~n· 
permitido avanzar considerablemente en el_ co~o<?i_m~_en_:~c;·:r~el.\f-~:n-~.i~~~'~¡~~tO 

=~~~i~:';a~:ne~p;~e;~~;ea::P~~=~ª c~~~v:~n::0:tu;;o~/;~~J~¡~1~~~=rtihd~7~t~: .· 
DeVita VT. 1g97). (i.;,:;:·.;·,¿/\W,:; ''.. 

Para incrementar la eficacia de los tratamientos, en la práctica clinica se 

administran en forma combinada agentes que actúen en distintas fases del ciclo 

celular (Johnson DG. et al. 19g9; DeVita VT. 1997). Sin embargo, la eficacia de los 

tratamientos es limitada: la toxicidad de los agentes antineoplásicos es por:o 

selectiva y daña a gran parte de células normales que se encuentran en 

proliferación (Shan MA. el al. 2001 ). Por otra parte, la combinación de agentes 

favorece la resistencia múltiple a drogas mediada por la glicoproteina P. en la 
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cual la concentración de loS agentes disminuye en células tumorales (Sauna ZE. 

et al. 2001). 

Tabla 1. Efectos y mecanismos de acCión de agentes quiinioterapéuticos en el 

ciclo celular. 

AGENTE BLANCO EFECTO EN MECANISMO DE 
ANTI NEOPLÁSICO FARMACOLÓGICO EL CICLO ACCIÓN 

CELULAR 
Arresto en G1/S Mediado por p53 a través 

de p21. 

Cisplatino y analogos Arresto en S Inhibe la replicación de 
DNA ADN Se une a bases 

(agentes alqu1lantes) püncas de ADN a tra'léS de 
enlaces covatentes. 

Arresto ~n G 2 Mediado por wee1/m1k1 

Apoptosis Producido por daflo 
irreparable al ADN y 
mediados nor Bcl2 

Inhibe sintes1s de ADN 
Fluorourac1to Enzimas involucradas Compite por las enzimas 

en la sintesis de AON Arresto en S que sintetizan t1m1d1na s·-
(Ant1metabol1t1os) monofosfasa. limitando su 

sintes1s 
Promueve el ensamble de 

Arresto G 21M microtúbu1os y estabiliza-
c10n de formac10n de poli-

meros de tubuhna. 
Taxol 

Microtúbulos Arresto G, ! Degradac10n de c1clina B 1 
Taxanos ( inh1b1dores de 

m1crotúbulos) !. Expresión de COK4 

Apoptosis Hiperfosforilac10n de Bcl-2. 

1 

Fosfonlac1ón de c-Raf- 1 

Arresto en G, Mediado por incremento de 
Camptotectina Topoisomerasa l; p16 . 

"", . Ar.resto en fase Estabiliza las uniones entre 
G· Topo1somerasa 1 v ADN. 

Como se muestra en la tabla 1. cad~--~.gente puede producir efectos diferentes en 

distintas fases del ciclo celular. Está. puede deberse a uno o varios de los 

siguientes factores: (i) acción del fármaco mediante distintos mecanismos. (ii) el 



TESiS CON , .. 
FALLA DE OPJGE!i__ 

18 

punto de control activacto depende de la magnitud del daño producido y/o (iii) 

características particulares de las estirpes celulares. 

LaS células tumorales presentan con frecuencia anormalidades en las proteinas 

que r~gulari-las vias de señalización de las puntos de control. Como resultado. no 

se producen arrestos celulares por daño genómico. lo q1:1e favorece la selección de 

las clonas mutantes resistentes a los tratamientos::_ El. funcionamiento ineficaz de 

los· pui:itos de control conduce a la acumulaci_ón _.d~ . mu_ta.ciones y aberraciones 

cromosoma les que incrementan la probab~lidad ·_ d_e·,:. de~arrollo ·de neoplasias 

malignas (Barkova J. et al. 1997; Bartek J. et·,,;·,. :2001): La in~stabilidad genética 

es una caracteristica de células neoplásicas .y·es~~·-~~~cÍáda a·~anormalidades en 

el funcionamiento de los puntos de control (Weinert T; · '3i al. 1993). 

1.7 NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS 

Las nuevas estrategias terapéuticaS-º·bU--scan- deSarrOllar agentes que actúen 

selectivamente en los ef~ctores c!ave·_ del cic_lo -celular. como las coK·s y las 

ciclinas (McDonald RB. et al. : :2.002)."· ·'También buscan activar con mayor 

selectividad a p53 e inducir .su efecto pro-apoptótico en células de tumores 
" - -· .. 

radiados o expuestos a agentes citotóxicos (Blagosklonny MV. 2002). 

Como ya se mencionó. una ca·raCter1Stica cOmún de - las células ma1iQnas es ta 

pérdida del control del ciclo .. celular. principalmente en los elementos que 

conforman el punto de restricción y_el punto de control G1.._ 

. - . . ' - . . 

La inhibición quimica de E-CDK2 es un blanco farmacológico :que.se h.;, explorado 

en los últimos años~ Diver~~s aQ_~:!?t'e~·~·~.:~~~~- ~~n-·1i:~·~.1 .. 0!~~.~~-~¡.·~~/··1~~;.r~~~~-v:iti.~a y .el 

flavopiridol inhiben la activid~d cÍ~a,;;~ u¿iénd_os.;, a ~1.os_sÍti,;~: d.;, _ATp' de cdk2 

(Hardcastle IR. et al. 2002). De estos agentes;· elflávopiridol se 'encue,:.;-tra en fases 

clínicas de experimentación e.n h~m~nos(S.;.-LJ;;viile i=,;>..'2002)-y 'se ~,;Ínbina con 

otros agentes antineoplásicos como el cisplatino (Shan MA. et al. 2001). Se ha 
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observado que dich-a 'asociadón .. bajo ciertas condiciones, puede incrementar la 

toxicidad en células tumorales en ~Últivo y en pacientes con varios tipas de cáncer. 

En report,es rer;;-¡~rit~~: s'~- .h-~n- d~scrito inhibidores químicos de cdk4. cuya eficacia 

en los tratamientos· antineoplésicOs en humanos aún no se ha evaluado (Toogood 

PL. 2001). 

1.8 CUMARINA 

La cumarina es un producto natural que Se encuentra en gran variedad de plantas. 

frutas y algunos microorganismos (Gary J. et al. 1gg7; Murray ROH, et al. 1982). 

Está presente en el té verde, la soya y la canela. Se encuentra particularmente en 

altas concentraciones en aceites esenciales como el de lavanda y el de acacia 

(Lake BG. 1999). 

6~3 
7~o~o 

8 -

Figura 7. Estructura quin1ica dl! la cumarina 

La cumarina (1.2 benzopirona) está formada por un anillo bencénico y un anillo 

heterociclico tipo lactona. En 1820 Vogel la aisló por primera vez del haba de 

Tonka (coumarona odorata) de la Guayana. En 1868 W.H. Perkín la obtuvo por 

síntesis química (Murria ROB. 1982). Debido a su aroma agradable, este 

compuesto se utiliza en la industria de cosméticos y de perfumerla (Cohen AJ. 

1g74; Egan D. et al. 1g90). Se ha calculado que el consumo promedio humano de 

cumarina. por dieta y por uso de cosméticos y fragancias, es aproximadamente de 

0.06 mg/Kg/dla (Lake BG. 1999). 
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1.8.1 ACCIONES FARMACOLÓGICAS DE CUMARINAS 

:!.O 

Existen diferentes compuestos cumarinicos con diferentes actividades 

farmacológicas, como son inhibidores de la topoisomerasa IV (novobiocina y 

cumericina). inhibidores de ciclooxigenasa (5,7-dihidroxi 4-metilcumarina), 

inhibidores de lipoaxigenasa (7,8-dihidroxi 4-metilcumarina), antioxidantes ·(6,7 

dihidroximetil 4-metilcumarina) y anticoagulantes (wañarina) (Fournier B. et al .. 

1998; Hoult JRS. et al. 1996; Mayerus PW. et al. 2000). 

' .·. •, '. ·-

La warfarina es el derivado cunl'Sri~ico máS usado con fines anticOaguta'ntes en la 

clínica (Majerus .PW. et;,/. 2000): SÚef;.cto a~ticoagulante ~e debe a 1'a inhibición 

del ciclo de la vitamina.K (figura 8). 

Proteina 
Precursora 

Glu 

coo· 
1 

C(H2 
CH-, 

_____L_ 

·~o+b ·.· • ··.·.·~.·.·.· .. · 
·~··· ·cCH3 

--..... A ' 

- • . .e-. - --· _. - --.... :.·.- ---- -.,·· . ) ..•. -~--~-- -... • ' . o .... __ ·-, , .. 

~ ....... ·._ .. · ... O···R 

•-,-
NAO+ ¡ NADH KO 

WARFARINA 
Figura S. Ciclo de la vitamina K: la carboxila~ión del gh.itamato (Glu) de proteínas 

precursoras de los factores de coagulación a ·¡-carboxilgluta.mato (Gla). 
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La actividad biológica de los factores de la coagulación 11, VII, IX y X depende de 

sus capacidad de unir Ca2~. ,a t.ravés de 12 residuos de y-carboxilglutamato. La 

vitamina K se requiere para la. formación de dichos residuos y-carboxilglutamato. 

Como se ·observa -- en - 1a· -figUia·~_:a: estos residuos se forman a través de la 

carboxilación· 'de··écid~- ·gii.i_támic_~· en una reacción que está acoplada con la 

oxidación de la vitaminá K' (KH:i)'"'a su forma de epóxido (KO). La reducción' del 

epóxido KO a la forma:a~tiY,~'~:):(.H2 requiere de un sistema,,de r~ductasas que 

puede ser inhibido poi- la wa~~-~(~_~." . _ . , 

Se ha observado que la warfarina, en combinación con Otr~~- ~- i_r~ta~i~riios. 
disminuye el número de. metastasis y alarga al doble el tiempo ·d¡;"sobr:9vic:la de 

pacientes con varios tipos de cancer (Thornes RO. 1975; Zacharski ·¡_R;:.1.981 ). La 

actividad antineoplasica de la warfarina es independiente':'de"· su" ·efecto 

anticoagulante. En modelos animales se ha demostrado que la ~dmlnist~acÍón de 

vitamina K o de factores de la coagulación antagonizan el efecto anticoagular:ite de 
la warfarina, pero no afectan la actividad antineoplasica (Maat B. eta1.'.1g51). Por 

otra parte. la cumarina. por no tener actividad anticoagulante _ pu~d~ -~~-(·~-~iliz_a~a- , 

en dosis mayores en humanos. En estudios multicéntricos se hc3·--observado ciue 

disminuye el desarrollo de carcinoma de próstata (Moler JL. et al. 1992;.Marshall 

ME. et al. 1990; Moler JL. et al. 1994), carcinoma renal (Marshall ME.·et al. ·1987;· 

Oeux FH. et al. 1990) y previene la recurrencia de melanoma maligno (Thornes 

RO. et al. 1982; Marshall ME. et al. 1989; Thornes RO. et al. 1994). Se han 

descrito acciones citostáticas, inmunomoduladoras y antimetastásicas: :de- la 

cumarina. pero se desconocen los mecanismos de acción de estos efectos (Gary 

J. et al. 1997). 

1.8.2 BIOTRANSFORMACIÓN Y TOXICIDAD DE LA CUMARINA 

En estudios, tanto in vivo como in vitro, se ha observado que la cumarina es 

hidroxilada a 3-, 4-, 5-, 6-, 7- y 8-monohidroxicumarinas (Shilling WH. et al. 1969; 

lersel MPLS. et al. 1994). Ademas, la lactona puede ser hidrolizada y sufrir otras 
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trasformaciones que originan o-hi~roxifenilacetaldehido, o-hidroxifeniletanol y 

ácido o-hidroxifenilpropiónico. Estos- 'productos de biotransformación pueden ser 

acetilados. metilados. conjuga_dos (glucur6nidas, sulfatos) o sufrir otras 

biotransformaciones. Se ha descritO C:¡ue algUnos de estos productos tienen vidas 

medias considerablemente mayores a.la de la· cumarina (Shilling WH. et al. 1969). 

y podrian ser responsables de laS"accio~éS,~iOl~gicas que se observan in vivo . 

. ···:-.·:':\; ... ·;· -'. 
Diferentes especies animales biotransforr:nan .: la curriarina por distintas vias 

metabólicas. originando importa~te·s .. dif~:~-~_r;e:;¡a~- -~~n la proporc1on de sus 

metabolitos (Endell W. et al. 1978; Pearce R;'. et al. 1992; Pelkonen O. et al. 1993; 

Pelkonen O. et al. 1997; Fentman JH. et.al. 1993): 

lll.::\tA~O Y\tA:-.:t>Rll. cR.Art'>s C.:YP.!.\51 

~ ~·~)~ 
~()~() ~()~0 110~()~(') 

110~0~() 
b. 7-JihiJn1'i.:un-unna 

;;::, •-hiln""'=%~ C=u.~ ~ "".. 110::::: / 

l .~..:: L __ .. ,~,,,º, •. ,e. 
--- 1 R.·\fOStCYP.!A-'1 

• 

CX
Cll:CllO 

011 -- CX
ClhCll~Oll 

1.~hiJm,¡1;:nilai:i:takkhiJu 

1 ~ h" º" .. 1 

ex• Cll:Cll:COOll..,..,..... o• ... ro"k:Ol-.!tanu 

011 

Figura 9. Vías n1etabólicas de la cumarina en el humano. en el ratón y en la rata. 
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En primates como el mandril y el humano, la vida media de la cumarina es breve 

(1-1.5 horas). y 68 .ª 92 % de ·la cumarina es bootransformada a 7-hidroxicumarina 

(Shilling WH. et al .. 1969). Esta hidroxilación es catalizada por la isoforma CYP2A6 

del citocromo P4°SO . (PeikC:,-nen O. et al. 2000). En el ratón y el hamster, esta 
' .. ·.-· .. ·,·_. -

reacC:ión ·es ·cátalizada·: por la_. isoforma CYP2A5 del citocromo P450 (Lake BG 

1999; ZhÚo x: et ... 1: Hl9g),i' 
- ·,: · ': , · . .::- ~' '' 

En la rata.' ~·i 1 go/c;~~~:~-~-~~.:- la. cu marina es transformada principalmente a 3-hi

droxic~m ... rina y _o-t'Úd.roxife.nilac.;t;;¡ldéhido '(Pearce R. et al. 1992; Pelkonen O. et 

al. 1993). 

La toxicidad de la cumarina vari~, i~~o.~-~~t~~~-~~e: ~~·~:'1_~s.' __ dite:re:nt~_s ~sp_ecies 
animales (Pelkonen O. et al. 1992i1997) (figúra 9): En el humano la cuniarina es 

poco tóxica (Cox D. et al. 1989; Lake BG: 1S99)~_.;;,•e,~t~dios m.ulticé~;ricos se ha 

observado que hasta 7 g. diarios ·sólo. PrOducen·.-:efectOs>adversOs. de poca . : ..... _. ''. ·· .. · --- '.·· ·, .. _.·· .. ,.· 
importancia, que son reversibles al ·susperider.~el .tratamiento~ (MarshBiU ME. et al. 

1991 ). En cambio, en la rata _y el _ratón_;'.~e h~·~ ob·-~~:~ado:·._q~~,; 1a:···~~:~ári_na. ~iene 
imponantes efectos hepatotóxicos (P.;.;~ce R. eial. 1992; ¡=;.,:;t;;;,, JH. e't ,;,í. 1993). 

Las diferencias de toxicidad también Se· atribuyen a los ·-rr;~tabOÍitos q-~e- resultan 

de las diferentes vías de biotransformación. 

1.8.4. EFECTOS CITOSTÁTICOS DE LA CUMARINA Y LA 7-HIDROXl

CUMARINA. 

La cumarina y la 7-hidroX.iCum·arin8·- inhiben. 'el crecimiento de varias lineas 

celulares (Marshall Me:'et.,;.1'.199'4;;.López~González JS. et al. 1998; Jiménez

Orozco FA. et al. 1.99!;):.veI t.;~la 2); incluyendo los adenocarcinomas humanos de 

pulmón A-549, SK-LU, A~27:.1.3.15 y 3ASA. La actividad citostática de la 7-hi

droxicumarirla es ma~or .q-~e ·,a d·e la cu marina y al ser conjugada con glucuronato 

pierde dicha actividad (Weber US. et al. 1998). 



Tabla::?. Líneas celulares dónde se ha evaluado el efecto citostático de 

compuestos cumarinicos. 

NOMBRE DE LA 

LINEA CELULAR 

ACHN 

Cak1-2 

l A-498 

¡HK-2 
1 

:LNCaP 

PC-3 

A-549 

'SK-LU-1 

; 1 3.15 

3A5A 

,HCT-15 

COL0·232 

Caco-2 

TGBC11TKB 

Hep G2 

CCRF-CEM 

Dak1k1 

HS-Sultan 

RP-1788 

K562 

, SK·MEL-31 

HS613 SK 

816 

1 

TIPO 

! Carcinoma renal humano 

1 Carcinoma renal humano 

1 Carcinoma renal humano 

: Células del túbulo proximal humano 

. Carcinoma de prostata humano 

Carcinoma de prostata humano 

Adenocarc1noma pulmonar humano 

Adenocarcinoma pulmonar humano 

Adenocarcinoma pulmonar humano 

Adenocarcinoma pulmonar humano 

Carcinoma de colon hu~~---

Carcinoma de colon numano 

Carcinoma de colon humano 

L1nfoma metastat1zado ce cancer gastnco 

Hepatoma humano 

L1nfob1astoma humano 

M1e1oma (lg AJ humano 

M1eloma (lgG) humano 

M1e1oma numano 

Entroleucem1a humana 

L1nfoma humano 

! Leucemia humana de cetulas T 

! Melanoma mahgno humano 

: Celulas normales de piel 

Melanoma murmo 

1 
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Los efectos celulares de estas cumarinas han sido estudiados en algunos modelos 

experiment~les; pero' los reslÍlta_dos obtenidos no permiten inferir el mecanismo de 

su acción citostática> Fibroblastos de rata de la linea 14C transfectados con 

vectores -que cbntienen laS :~·-secuencias del encogen ras (MTV-Ejras) al ser 

indUcidas'-con ·deXamé·ta·so·na:,-:0~preSan la oncoproteina p21ras (Tseng A. et al. 

1987). Dicha ·eXpre~iÓn.-,pr~dué~ ·;n :'Viti-o cambios moñol6gicos e in vivo forma 

tumores .en rata~ ·singé~i~as/_e~. ~Ste, modelO se ha. observado .que,. en--cé.lulas_ 
' ' - ·«···'"' ·"' ._-. . . .. . ·. , . 

inducidas por dexametas6na,' ·1a - cumarina disminuye la expresión" ·de la 

oncoprotelna p21'"' y el nú,,.;;,;~~'ci.;. célula~;.;; ·I~ f~se s del cicl;, celular (Kahn J. et 

al. 1994). No se ob~erva;:¡·; etE;CtóS ~"~i~·:.:¡~\ ~um~-rina·=:·en··-~él~iá"s':. ~·~ tratadas con 

dexametasona. .-•. /ó Y'·· ;•<·:y·-·--
En fibroblastos murinosJ'\J:1.8;3~~ ·ira?~~~Ct~·.~:~s~~o:~:~.~CtOres virale.s qÚe contienen 

los oncogenes v-Ha_-ras' y c~,,.;y;,, la;:7 __ h.idro~i¿u,,.;arin~ inhibe la síntesis del RNA 

mensajero de dichos oncog.:.nes. (s'eirg'er' s:¿_.,¡. al. 1 S94):. En otros estudios. en 

cé1u1as de carcinom~--·de;·r~t~-.-·Rs~~'-se·:º:h~- ~'ti~~-~ad~ .que 1a 7-hidroxicumarina 

afecta pee~ _los ~-!~eles de la:. p~OÍetn·~--P~1'ra~-~/EO~ es~as:Cé1.U1as. al ser estimuladas 

con fitohemaglutinina - (PHA.),_ se: _ha_ obse,.;;acio' un incremento en la motilidad 

celular y en la actividad GTPasa ·dei I;. proteln;. p21' ... Bajo este estimulo, la 7-hi

droxicumarina disminuye tanto la m_otilidad celular, como la actividad GTPasa de 

p21'ª'. En células no estimuladas· con- PHA, la 7-hidroxicumarina no produce 

efectos (Lu HO. et al. 1996). 
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2 JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

Se desconocen los mecanismos de acción de la cumarina y de la 7-hidroxi

cumarina. La actividad citostática de estos compuestos en una gran variedad de 

lineas celulares, sugiere que actúan sobre procesos generales de proliferación de 

células neoplásicas. Por ello, se estudió el efecto en la progresión del ciclo celular~ 

El patrón temporal de la expresión de ciclinas ha sido usado,. junto .con los 

marcadores tradicionales de rep.licaCión ~:e ... A~,~.· ~-.-~e. ~i_t~si~.'·.-~p~~~-:_l_~-~~-!Í_z~-r ·~~n 
mayor precisión eventos en el ciclo; . ce!iU1af.::. ES to'-:"~~: :¿til .: ~ñ\. ~·-~ est.:idio. de 

~=::~:i::~cz d; ;e::~~ 9:: ~a~=~~t:<::itibi~i~t:b~~t1: Jti:~tL~~~~=9d: 
incorporación de BrdU, estudia~-o~·:e1: 1~f~~~~ .. d~}~í1~'""~-,i~-~·~·y;7_-'hi~-,6~ic~mari.na :en 

la progresión del ciclo ·c;,lul.;,,: .. 'de;latií~~'a'J;~~t.'..i~'i;Aá2.Z;'fd¿'~denocar6inoma 

pulmonar humano.. ··; s/, ·g:,'.:' ;;~ . ' ... i;::~· ·.·.c.. . ·. ·' 

Con base en los. · reS_~ita·~·~.~ '.·~;R~~~~.~~;f~,.~~~7-§:~~~+~~,~·~e.~t~_g:~~i~-~ ·se·. ·eligie~on 1_as 

ciclinas 01. E Y_ A_· por ~st~r.-_i_~:~~~~~~ª~-~-~-;:r~~~~~~~-~~a~~~~e::~~·ta ~r?gresió~_-de la 
fase G1. en la t~.;nsi.':ió;, G1is:.~;,;;,\a~i~;;~s'.:'j:)¡,; I~~ ci;:li·n~~ o se eiigió la 01 por 

presentar importantes anormal.idadias . .an iJiuch()s tipos de cáncer (Bartkova J .. et 

al. 1997: Bartek J.· et aÍ;.20~1)i;)".¿~}.'".fra'{pa~=· ,la ciclina 01 se expresa 

principalmente en cé1u1-as epi~~üa1~S--.·y~~,~~~~-n~f~_~5-;:·r:ii~enfra~ que las ciclinaS_ o2 y 

03 es expresan preferenteme.,;t;; .;,;e 1~~\é1l.f1as 'ci;;,1 ~i~tem.; inmune (Aj¡,;henb.;um · 
-";<·;·;;:0.r;.·,-;' 

F. et al. 1993). 

En México, de acuerd~ eón la ÓÍrec~ióri·G;.neral de Estadistica del INEGI, S.S.A., 
•' . . -'. ··.' . ·.-. ' . ., --'. --.. ~. ' .. ·. .. : . ' 

los tumores malignos fueron·la segunda causa de muerte en el año 1997. Entre 

estos. los prin~iP~1tl~~-so·-~---~~'~s:·:-~u:~ores bíOncogénicos. con una tasa de 6.7 por 

100 000 habitant.;,s·./Po·~" es'ta' razón se eligió la linea celular A-427 de 

adenocarcin,o,~a P~.l~~~~,~r .. :humano, que representa el tipo histológico más 

frecuente (30 a 40 %) en México y Estados Unidos (Medina Morales F. et al. 1996; 

Lazcano Ponce EC. et al. 1 g97). 
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2.1 HIPÓTESIS: 

Los efectos citostáticos de la cumarina y la 7-hidroxicumarina en la linea celular 

A427. se deben a la inhibición de la progresión del ciclo celular. Esto es el 

resultado de (i) la inhibición de alguna fase del ciclo celular y de (ii) la disminución 

de alguna ciclina. 

2.2 OB.JETIVO GENERAL. 

DeterrTíinar el nlecanismo de los efectos citostáticos de la cumarina y la 7-hidroxi

cumarina en la linea celular de adenocarcinoma pulmonar humano A427. 

2.2.1 OB.JETIVOS PARTICULARES 

Determinar qué fase del ciclo celular es_ inhibida por-la cumarina y la 7-hidroxi 

cumarina, mediante histogramas de ADN y anáÍisÍs bi_;ariant;;.-con PI y BrdU. 

Determinar si alguna(s) ciclina(s) di~minÚ~e(n-f po~I~- ~~posiéión a_la cumarina y la 

7-hidroXiCuÍ'narina. 
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FALI1.A D~: ___ .. ;?,N · 
3 MATERIAL Y METODO 

3.1 REACTIVOS 

La cumarina y la 7-hidroxicumarina (Aldrich Chemical Co. Milwaukee. WI, USA) se 

disolvieron en etanol absoluto (Merck. Darmstadt. Germany). El medio RPMI 1640. 

suero fetal bovino. MTT (bromuro 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio), 

yoduro de propidio, RNAsa A. glicina y bórax se obtuvieron de Sigma Chemical (St 

Louis, MO). In Situ Cell Proliferation kit de Roche (Mannheim, Germany). Los 

oligos dT y el inhibid;,r de RNAsa, también se obtuvieron de Roche (Mannheim. 

Germany). 

El reactivo de TRIZOL; la O Nasa 1, la trascriptasa reversa, la DNA Taq polimerása 

y los dNTP fueron obtenidos de Gibco (BRL~ USA-life technologies lnc. 

Gaithersburg,: MD).:- · 

3.2 ANTICUERPOS •. 

Los. si~ui~·~t~~.: ~·~.f¡~i_.~~.'.~.~-.: ~.on~cla·~·~·l~s (aM) están conjugados a isiatiocian.ato 

de fluoresce.i~-ª~ Cf"il-<::.>_Y se obtÍ:.vi.;roii~de PharMingen (San Diego, CA. USA):. aM 

que reconó.ce:a ias_ciclinaS.':01 (ratón lgG1, clona G124-326), aM que reconoce 

ciclina~ .A. cra~Ón_:1sÉ:i- ci;;~a-_EIFsa3). a1 igua1 que 1os controles de isotipo 

correspondie~tes ·~~ra'·-~ad~··arV1; q~~ fueron proporcionados por el proveed~r~ 

' - - ···. -
La ·detección de ciclina e·:se-:realizó a través de una tinción indirecta. Como . . - -
anticuerpo'. priniario· se :utili-zó:·un aM de ratón ·anti ciclina E (lgG2b~ ciona_ HE67. 

PharMingen): Como controÍ de.isotipo, se empleó un aM de ratón qu'e no-reconoce 

ciclina E (lgG2o. clona 3F3), (Serotec, Oxford, UK). Como anticuerpo secundario, 

se empleó el aM de rata lgG20 (clona R12-3, PharMingen), conjugado a FITC. 



3.3 LÍNEA CELULAR 
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La linea celular del adenocarcinoma pulmonar humano A-427 fue generosamente 

obsequiada por el Dr. José Sullivan López Gonzale;;:, quien la obtuvo directamente 

de la American Type Culture.Collection (ATCC Rockville, MD USA). Esta linea se 

generó de un individuo ca.ucásico masculino de 52 años de edad (Girad DJ. et al. 

1973). Estas células; expresan proteína pRB funcional y tienen deleciones 

homocigotas en e.1 g~,.;·de p161NK4A (Shapiro GI. et al. 1995). 

La linea celula:,~~· C~é.ci6 en medio RPMI 1640 con complemento inactivad0 par· 

calor y suple,.;;entá'do con' 'lo% de suero fetal bo,,ino, 100 U/mi penicilina·.y .100 

µg/ml d~ .est.r~pt·~~i~i~~> Las células se incubaron en atmósfera húmeda~ ~- ·37:·0 c 
y con : 5<vo d.e 'inyec'cíón de C02 • La viabilidad celular, que se deierminó :'por 

exclusión del ;.,~ul de tripá,.;·, siempre excedió el 95 %. ·• 

:'.' ·,'·. '.. . . · ... :· ' , . ·/ -.. _.· -·->'':( ' . ':. . 
Para ensayos de .cito'!'etria de flJjo y ~T-PC~,,se senibrarorÍ C:élljl;.s,(10~) en 20 

m1 de medio. en Í::ioteÍlas de cultivo de:ijs C:m~ (N;J'O,C:~ i:::>E.','.,~arl<> y ,.e C:recieron 

asincrónic;:a y. exponen·C~al~ente.'.._~3s :c~l-~I~~-·:~#· ,i~~u·~·~-f~-~- -~~~::.~~·s·--~-º~·pu~S_t~S por 

24, 48 y 72 horas. La concentrac;:ión d;;_ .;,t#n~i.eri'.i>í';:,:.~dic{fJ;,. 'c:!e 0.5 % (vÍv), y no 

afectó el crecimie~~o _de: ~.~~--.~él~-l~:="~~:~.~-Í~~-1_:;~:~~:~~.'-..l~~~-<~,~.~~~icion.es de-~ª y 72 
horas, a la botella respectilÍ.; cad.;•di~ ~~,'~gregÓ

0

~10· ,;;,1 de medio que contenían 

los compuestos probada'~. C~da'.;,;n~a'y~;;;;;·;e~li~6t~~;~~;;.;.;,s:; .... -...... 
3.4 ANÁLISIS DE ADN POR CITOMETRiA DE FLUJO, 

~::c~:~l:sc;~tix:::~ti!~i'.b~~=~dYLf;z~;tr~~~=~¿::~~=id: :~ :v;~º;e c:;:. :: 
centrifugó a 400.X g IJ.6r.s:'rninut;;~•y¡,;í'~óí:)';.;,i:;;.-ci.;;~¡.;, ~e eliminó. Pára estab.ilizar el .. ,, .. ·· -· .-., ,---.;,,·., ··. '. . ·"' . .. . 

ADN, las células 'se fijaron en~.et~no! ·a1.ao'.'.% (v/v),y se incubaron a -20 ·~C por.24 

horas. Al término. de ·1a' fijáción/ las c'élulas fueÍon centrifugadas a 1000 X g, el 

botón de céiulas' sé i~~ó 'eón PBS'y fue resu~perídÍdo' en una solución que 

contenía 0.5 % de RNAsa A y 1 µglml de yoduro de propidio en PBS. Después de 
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30 minutos de incubación en· obscuridad a 4 ªC, las muestras se analizaron por 

citometrla de flujo con el FACSi::alibur (Becton Dickinson. Mountain View. CA). El 

análisis del ciclo celular se realizó con el programa Modfit (Version 2.0). 

3.5 INCORPORACIÓN DE BrdU 

Después de los tiempos de exposición a los compuestos. las células se incubaron 

con 1 O µM de BrdU por 30 minutos y se cosecharon usando tri psi na al 0.25 %. El 

botón de células se lavó dos veces con PBS y se resuspendió en 1 mi de PBS. La 

suspensión de células se diluyó en.5 mi de solución 3:7 (v/v) de 50 mM de glicina 

y etanol al 70 %. y se incubó a -20.ºC por 24 horas. Al término de la fijación, las 

células se lavaron con PBS, y se resuspendieron en 500 µI de HCI al 4N y se 

incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. La suspensión se neutralizó 

con 5 mi de solución 2 M de bórax y se lavó dos veces con PBS. Las células se 

resuspendieron en 100 µI de solución PBS que contenia 0.5 % de (v/v) de Tween 

20. 0.5 % (p/v) BSA y el aM que reconoce a la BrdU y que está conjugado a FITC 

( 1: 1 O v/v). La suspensión se incubó en oscuridad, a temperatura ambiente y 

después de una hora se lavaron dos veces. Las células se incubaron, en la 

oscuridad a 4 •c por 20 minutos, en 500 µI de solución FACSflow con 1 mg/ml de 

yoduro propidio y 50 mg/ml de RNAasa A. Las muestras se analizaron usando el 

citómetro de flujo FACScalibur. 

3.6 DETECCIÓN DE CLINAS 

Después de la incubación con el compuesto respectivo. las célula~'s7.c~s~charo-n 
con tripsina al 0.25 % y se lavaron dos veces con PBS. Para; estabilizar _las 

ciclinas, las células se fijaron en 5 mi de solución PBS al_ 1 % de form~ié:té,hÍdo._Hbre 
de metano!. por 15 minutos a 4 ºC y se lavaron dos veces con ps$'.• D~~p;;és de 

este tratamiento, para estabilizar el ADN, las células se fijaron en SO 0/0 cle-;;tanoly 

se incubaron a -20 •e por 24 horas. Las células se lavaron ci(;~cveces·con PBS 

centrifugadas a 400 X g por 5 minutos. Para permeabilizar las membranas, el 
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botón celular se incubó en solución de Tritón X-100 al 0.25 % (vlv) en PBS, a 

temperatura ambiente por 10 minutos. 

Para detectar las ciclinas: 01 y A. _las células se lavaron nuevamente y se 

incubaron por- 2 horas a temperatura ambiente en presencia del aM-FITC 

correspondiente. Corrio ·control de fluorescencia, otras células de cada tratamiento 

se incubaron con los aM de control _de isotipo correspondiente. Los anticuerpos se 

diluyeron (1 :1 O) en PBS con albúmina de suero bovino (BSA) al 1°/o (wlv). 

Para la detección de ciclina E. las células·se_incubaron 2 horas en presencia del 

aM de ratón que reconoce a la ciclina E, la cual se diluyó 1:100 en solución PBS 

con BSA al 1 % (w/v). Las células fueron 'lavadas e incubadas con el aM-FITC 

secundario ( 1 :4000) por 1 hora, a temperatura ambiente. El aM . 9e contr.ol de 

isotipo fue diluido 1:100 en PBS con BSA. al 1% (vlw). 

Para medir el DNA, las células fueron resuspendidas en 0.5 mi de solución 

- FACSflow al 0.1% de RNAasa A y 1 µglml de yoduro de propidio. Después de 30 

minUtos de incubación. a temperatura ambiente y en oscuridad, las células fueron 

analizadas en el citómetro de flujo (FACScalibur) de acuerdo con los protocolos de 

Darzynkiewicz y Gong (Darzynkiewicz Z. et al. 1994 y 1996; Gong .l. et al. 1994). 

El porcentaje de células que expresan cada ciclina se estimó de la siguiente 

manera: las células de cada tratamiento se dividieron en dos alícuotas; una de 

ellas se incubó con el anticuerpo que reconoce a la ciclina y la otra con el 

anticuerpo de control de isotipo. A la fluorescencia de las células incubadas con el 

anticuerpo de la ciclina. se le restó la fluorescencia de las células incubadas con el 

anticuerpo de isotipo. Es decir, la señal de las células que expresan una 

determinada ciclina se desplazan hacia arriba de la gráfica; dichas células 

aparecen por encima del recuadro que encierra a las células incubadas con el 

anticuerpo de isotipo (ver figuras 10, 15 y 16A). Cada experimento se realizó por 

triplicado y los valores promedio(± e. e. m) se muestran en las figuras 168, 18 y 

19. 

------------~-----------------------------------
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Figura 1 U. Es.ti1nación del porc..:ntajc dl! cdulas qw . .!' t!Xprcsan ciclina D 1. 

3.7 REACCIÓN DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA Y REACCIÓN EN 

CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR). 

Después de la exposición a los compuestos. el RNA total de las células se extrajo 

con el TRIZOL de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cDNA se obtuvo 

mediante la transcripción reversa del RNA total. La muestra total de RNA (1.0 µg) 

se transfirió a tubos para PCR. de 0.2 mi de volumen y se agregó buffer para PCR 

(20 mM de Tris-HCI. pH 8.4; 50 mM de KCI), 6.6 mM de MgCl2 ; 5.·4 mM de 

dNTP"s. 9.6 U de inhibidor de RNAsa, 0.08 µg de oligos'dT, .6.6,mM DTT y 48 U 

M-MLV de enzima transcriptasa reversa. L~s_.tl:J~Os_se-incubaroi:i a 42ºC durante 

60 min. 

La reacción de amplificación se realizó .'en et' equipo de '.Touchdown, Hybaid 

Termical Cycler" empleando el siguiente protocolo,.,.~ª .. r,e:éicci~n.d~:amplificación se 

realizó en una mezcla .de PCR que cont1;mla 1 '7: mM d0'fv1gCli, 1 ;5 U de Taq DNA 

polimerasa y 10 pMol,.;s de cada'inic;iador.;n.ún'v'ó1~me~tot"i,'c!e50 µ!:•Después 

del paso de desn_~t~rai~~aciÓ~ i~_i_C_i~-,_~~- ~~º~ 'Po~.·5 -;;,i~~t~-~-.':~~--~-~r~ieíOn :pOr ~n total 

de 30 ciclos en las sig..;ientes condicio,:,~s: de;;,:,ati:.ralización á s4~c por 50 seg, 

templación a 60ºC ~or 50 seg y eÍóng .. ~ió'n a 7i~c po~ 50 ~~g; y un ciclo final de 
.. ···. ',.• -·-. ,,. .. -- ·.·· .. ,. •": .-. ·' -- . ,_, -- -

elongación de 7 mirl- a·72°c·. Los-iíiiciadci'res.Para.la ciclina 01 y para la.beta.actiÍla 

se describen a continuación. 



TAMANO DEL SENTIDO 

FRAGMENTO 

Cyclina D1 5·-GGCAACGG-

323 pb AGGTCTGCG-3. 

Beta actina 5·-GGGTCAGAA-

218 pb GGATTCCTATG~3· 
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ANTISENTIDO REFEREN. 

5. -GTCGGTGTAGAT- Xiong 1991 

GCACAGCTT-3. 

5· -GGTCTCAAAC- Ponte 1984 

ATGATCTGGG-3. 
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Se corrieron 1 O µI de producto de PCR en gel de agarosa al 2%, en una .cámara 

horizontal para electroforesis (Gibco), por 4.0 minutos a corriente constante de 80 

V. Simultáneamente se corrió un marcador de pesos moleculares {Gibcof para· 

estimar el tamaño de los productoS de arTIPlificación. Al terminar la el.ectroforesis, 

la muestra se reveló mediante tinción con bromuro de etidio y se e~puso a luz 

ultravioleta. 

3.8 ENSAYO DE VIABILIDAD POR REDUCCIÓN DE METIL TETRAZOLIO (MTT) 

El efecto citostático de los compuestos se estimó con base en el ensayo 

colorimétrico de reducción de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil 

tetrazolio) (Mosmman T 1983). Este ensayo se basa en la capacidad de células 

vivas de reducir la sal de MTT, que es hidrosoluble y de col()r.amarillo, a formazan 

de MTT (1-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]3-3,5-difenilformazan), que· es hidrofóbica y de 

color púrpura (figura 11 ). La absor.bancia del formazan de MTT es proporcional al 

número de células vivas. 

Después de la exposición a los fármacos. las células son incubadas con MTT 

(O.OS 0/o) por 2 horas;· al tér~i.:io d~ ·1a· .incubación se retira el sobrenadante. Los 

cristales de formazan de MTT, que permanece en las mitocondrias de las células, 



se solubilizan en dimetilsulfóxido (DMSO). La absorbancia de esta solución se 

mide espectrofotométricame.nte en el lector de microplacas (Biotek EK11) a una 

longitud de onda de 570 nm. 

'1.:til klr.1.tuti.> t '1 l,.1 l~onn.a.r.:an i.Jc \.11T 

Fi~ura 11. Reducción del ~h:til Tetrazolio a Fom1azún. 

De cada compuesto se evaluaron 6 concentraciones en rangos de 1 O a 320 µg/ml 

(n=6 para cada concentración). Las célul~ss.; sembmro·n.(5 x 103 /pozo) en placas 

de 96 pozos (Nunc, Denmark), fueron expuestas'_por72 horas a los fármacos y al 

término de la exposición se estir:!1ó .el núniero de células viables para cada 

concentración. Et porcentaje de proliferación de.las células tratadas se estimó con 

respecto a las células control que fueron e><.P.uestas sólo al disolvente (etanol 2%). 

La concentración inhibitoria 50 (Cl00) de_ cada compuesto se calculó mediante 

curvas concentración-respuesta. 



4. RESUL TACOS 

4.1 EFECTO CITOSTÁTICO 
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La actividad citostática de la 7-hidroxicumarina fue mayor a la de cumarina. La 

concentración inhibitoria 50 (Cl 50) a 72 horas de exposición fue de 100 ± 4.8 µg/ml 

(n = 3) para la 7-hidroxicumarina y de 257 ± 8.8 µg/ml (n = 3) para la cumarina (ver 

figura 12). 
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oso= 257 µ9' mi oso= 100 ¡..r;Y mi 

• .,. , 
• / 

75 

~ 
50 / . .. /.+'l _,Al 

1 • 1 

1 V.· 1 • • 1 • 1 
•/ 1 1 . 

25 

o 
10 :o?O .ao 80 160 320 10 20 tO 90 11SQ 321] 

Figura 1 ~-Concentración inhibitoria 50 (Cl~o) de cumarina y 7-hidroxicumarina (7-1-tC) a 

72 horas de exposición. 

4.2. EFECTO .EN, EL CICLO CELULAR ESTIMADO POR CITOMETRÍA DE 

FLU.JO 

Con base enlos resultados del efecto citostático de cumarina y 7-hidroxicumarina. 

se estudiaÍon la~~·~c~i~~~S d~:--~~bo~ compuestos en el ciclo celular a tres tiempos 

de exposición.' c24 ... 4B ·'y·72 horas) y a concentraciones de 160 y 80 µg/ml 

(aproximadamente 1 mM y 0.5 mM). 



4.2.1 HISTOGRAMAS DE ADN 
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En la figura 13 se presentan histogramas correspondientes al número de células 

contadas (eventos) con diferentes contenidos de ADN y que corresponden a 

diferentes fases del ciclo celular. También se sef'\alan los porcentajes de células 

en las diferentes fases. El primer pico corresponde a las células en la fase G1. el 

segundo pico corresponde a las células en la fase G,/M y la meseta entre ambos 

picos corresponde a las células en la fase S.A la concentración de 160 µg/ml, la 

7-hidroxicumarina produjo pequeños incrementos en el porcentaje de células en la 

fase G,, y una disminución en el porcentáje de células en la fase S. El efecto fue 

más evidente a las 72 horas de exposición. La cumarina no tuvo efectos 

apreciables. Estas diferencias se confirmaron por análisis bivariante como se 

describe en el siguiente párrafo. 

CONTROL CUMARINA 7-HC 
¡¡j-<~~~G-1~=-6~4-o/.-.-..~~~G~1-=~6-6-o/.-.-..~~~G-1~=~7-1-o/.-.-.. 

en 
o~ 
1-
z 
w $ 
> w 

S = 26 %, S = 25 %1 S = 19 º/o 
G2/M=10º/o G2/M=9º/o G2/M=10º/o 

o 200 400 600 o 200 400 600 o 200 400 600 800 

CONTENIDO DE ADN 

Figura 1 3. Histogramas de ADN de células expuestas por 72 horas a cumarina o 7· 

hidroxicumarina. a concentración de 1 60 µg/ml 



4.2.2 ANÁLISIS BIVARIANTE 

La disminución del porcentaje de células en la fase S se estimó evaluando 

simultáneamente el contenido de ADN (por tinción de yoduro de propidio) y por la 

incorporación de bromo-desoxiuridina (BrdU). La BrdU es un análogo de la 

timidina y es incorporada al ADN en las células que se encuentran en la fase S del 

ciclo celular. En las gráficas de la figura 14. se observa que la señal 

correspondiente al porcentaje de células en fase S está en la parte superior de la 

gráfica. 

CONTROL CUMARINA 7-HO 

-(.) 

t::: 
u.. 

" ::> -e 
~ 

" "E 
ci: 

-. 
CONTENIDO DE ADN 

Figur..i 14 .-'\nUlisis Bivarianh.: de la fase S. Pon::cntajc de cdulas cn la tb.sc S dcspui!s de 

exposición u cumarina o 7-hidroxicun1~1rina por 72 horas. a concc.:ntración de 160 µg!ml 

La exposición a la 7-hidroxicumarina (por 72 horas a 160 µg/ml) disminuyó el 

porcentaje de células en la fase S; en las células control fue de 34 % y en las 

células tratadas con 7-hidroxicumarina fue de 20 °/o. A expOsiciones más cortas y a 

la concentración de 80 µg/ml no se observaron cambios. La cumarina sólo produjo 

a las 72 horas de exposición, decrementos no significativos en el porcentaje de 

células en fase S. 
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4. 3 PATRONES DE EXPRESIÓN DE CICLINAS 

En varias lineas tumorales malignas el patrón de expresión de ciclinas es anormal 

(ectópico), es decir, dichas ciclinas ~e expr~sari ~urante todo el ciclo celular y no 

sólo en fases especificas, lo que da,par.~esultado la pérdida del control del ciclo 

celular (Darzynkiewicz Z. et al. 1994 y 1996;c Gong J. et al. 1994). En las gráficas 

superiores de la figura 15, se observa la· expresión de las -ciclinas a lo largo del 

ciclo celular. En las gráficas inferiores se observa que· la señal de .las células 

incubadas con el anticuerpo de isotipo (fluorescencia basal} se encuentra en el 

recuadro. La fluorescencia de las células que expresan cada ciclina es la sel'\al 

que se desplaza por arriba del recuadro de la fluorescencia basal (ver página 31). 

De acuerdo con nuestras observaciones, en la linea celular A-427. ta ciclina A se 

expresó en la fase S y G 2 , de acuerdo con el patrón normal. En contraste, la 

ciclina 01 y la ciclina E se expresaron a lo largo de todo el ciclo, y no sólo en la 

fase G, y en la transición G,-S, respectivamente. 

CICLINA E CICLINA A 

200 •oc &oc eoo 

CONTENIDO DE ADN 
CONTROL.ES CE ISOTIPO 

CONTENIDO DE ADN 

Figura 15. Expresión di.!' ciclina DI. ciclina E y ciclina A l.!'n células control del 

ad\!nocarcinama humano de pulmón A427. 
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4.4 EFECTO DE CUMARINAS EN LA EXPRESIÓN DE CICLINAS 

A concentración de 80 µg/ml de cumarina y 7-hidroxicumarina no se observó 

cambia en el porcentaje de expresión de ninguna de las ciclinas. A 

concentraciones de 160 µg/ml, a 24, 48 y 72 horas de exposición, se observaron 

los siguientes efectos: 

CICLINA 01 

La exposición por 72 horas a la 7-hidroxicumarina disminuyó a ·sólo 3% el 

porcentaje de células que expresaban ciclina 01 (p < 0.05); mientras que en el 

grupo control se expresó en 35 % (figura 158). La cantidad de(RNA inen.;éljero de 

la ciclina 01 se estimó por RT-PCR y como se obs.;.:Vél:·.;,('lél. ftgúra 17, la 

intensidad d~ fa banda no cambia en ninguna . co~~:n~iÓ·~.·~-::. L~ -. e·;cp~-SiCíó~ · pa·r 24 
horas na afectó el porcentaje de células que expresaban cic;;ji;,a 01 '(fiÉiür~ 16 A}. 

La exposición a 48 horas disminuyó dicho porcentaje a la mitad del valor control. 

aunque la diferencia no llegó a ser estadlsticamente significativa (figura 16 B). 

A B 
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28 °/o 12% 3% :!!:fE 
29~ .. 
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~~~ 

• •p<0.015 

uw 
a: w 
O::> 48h 72h 
"-O CONTENIDO DE ADN HORAS 

Figura 16. (A) Porct.!'ntajc de células que expresan ciclina 01 .. después de la exposición a 

7-hidroxicumarina u 24. 48 y 72 horas y a la conccntr.Ición de 160 µgln11. (B) Pro1ncdio del 

porcc:ntaj..: de: células que expresan ciclina D l dcspuC:s de la exposición a cumarina o a 7-hi

droxicuniarina a concentración de 160 µg./ml (n = 3). 
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2.4 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

404 

320 
242 

M 

- · CICLINA 01 

-- b-ACTINA 

Figura 17 •. Dctcm1il~~ció.~:.--~cl_-~RN n1cnsajCro de ciclina Dl después_ de cxposici~n a 

cumarina o a 7-hidroxicu~arirya ¡)_ol-'~4 .. 48 y 72 horas9 a concentración de_ 160 µg/ml. 

La exposición a. la cumarin~-, por ·24 heras, no alteró _el porcentaje de células que 

expresaron cicllna. · D1 :/E~posicio,.;es a 48 y.: 72 horas · disminuyeron dicho 

porcentaje ·con?_-.r~S-p~·~t-~ :->~1.:--~~~-tí-01. -Est~s. 'reducciones no-. llegaron a. ser 

estadfstica,;,e~ti3 ".i~ni~bati~as; ' .. 

CICLINA E: 

El porceÍ'lt~Je d~:~él~-~~~-·-q·~e expres~ron ciclina E no fue afectado por la exposición 

a los compuestos (figura .18). 
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Figura 18. Promedio del porcentaje de células que expresan ciclina E después de la 

exposición a cu1narina o a 7-hidroxicumarina a concentración de 160 µg/n1I (n = 3). 
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CICLINAA: 

Las exposiciones a la 7-hidroxicumarina por 48 y 72 horas, disminuyeran el 

porcentaje de célulSs que expresaron ciclina A. Este efecto no alcanzó 

significancia estadística (figura 19). 
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c:=::J CONTROL 
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''""'"' 7-HC 

72 h 
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Figura 19. Promedio del porccntnjc de células que expresan ciclina A dc:spués de la 

exposición .a cumarina o a 7-hidroxicumarina u concentración de 160 µg/n1l (n = 3). 



5 ESTUDIOS POSTERIORES 

En un trabajo posterior observamos nuevamente el efecto citostático de la 

cumarina y la 7-hidroxicumarina en fibroblastos murinos NHI 3T3. Sin embargo, 

ninguno de los dos compuestos inhibieron la proliferación de las células de la linea 

de carcinoma mamario MCF-7 (datos no publicados). A través de 

inmunoetectrotransferencias (Western blots), corroboramos que la citostasi_s en los 

fibroblastos NHI 3T3 corresponde a la inhibición de ,la vfa.p~b .• En las células 

MCF-7 no se observan cam.bios en los elementos· que CompoÍ\e'n ·esta .Vra. En la 

figura 20 se observa que, en los fibroblastos NHI 3T3 hay una .dfsminu.ción de,la 

ciclina 01 que es dependiente de la concentración de 7-hidroxicumarina> El control 

de dichas células presenta una doble banda de la protelna pRb, que' c.:>r.respo..;de 

a la forma hipo e hiperfosforilada de la proteína. Los fibroblastos tratados con 7-hi

droxicumarina sólo presentaron la banda baja que corresponde a la forma 

hipofosforilada de pRb. 

MCF-7 
ci'· ...... ~ 

G"~.25 0.!5 1 
________ _. 

NHI 3T3 

1 
Rb 

- CYCLll'O DI 

Figura 20. Efecto de 3 concentraciones (mM) de 7-hidroxicun1urina a 48 horas de 

exposición en Ja expresión de la ciclina D 1 y en el estado de fosforilación de pRb. El efecto 

se evaluó en Ja línea de carcinoma mamario humano MCF-7 y en fibroblastos murinos NHI 

3T3. 

Además, en un trabajo reciente, Wang y col., observaron que en las células LH60, 

la esculetina (6,7-dihidroxicumarina) tiene un efecto citostático y disminuye la 
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expresión de ciclina 01, asl como la forma hiperfosforilada de pRb (Wang CJ. et 

al. 2002). Esta 'evidencia es consistente con nuestra hipótesis de que la inhibición 

del ciclo celular producida por la 7-hidroxicumarina en la fase G,, ocurre a través 

del punto de restricción y no a través del punto de control de esa fase, 

En otro trabajo, medimos el efecto citotóxico y citostático de una serie de 22 

compuestos cumarinicos monosubstituido.s __ en las. posiciones 3. 4, 6, 7 y B: asr 

como disubstituidos en las posiciones 7 y B (datos no publicados), En 4 diferentes 

lineas celulares se evaluó el efecto citcistáticO ·mediante la reducción de MTT y·-el 

efecto citotóxico a través de la liberaci_ór:i__: de~_ l_a enzima lactato deshidrogene~sa 
(LDH), La toxicidad de cumarina y 7-hidro.x.ic_::umarina en todos .los casos flle baja. 

(menor de 24 % a concentración de < rrÍM) (datos no pulicados) .. En .el. mismo 
•:·c .. -' . - - ,_. 

trabajo. identificamos 4 cu marinas disübs~i~ui~as ·que tienen poca t~~icidad "! hasta' 

20 veces mayor actividad citostática que ia-'7:.:tíidroxicumarina. 

De todos los compuestos evalua~~s:sólo la ~afnetina y la 7;8-di~c.:.tox;cum .. ~ina 
inhibieron la proliferación de ·las: células 'MCF-7; (:;()~· •. e~t()~ :::ompue~tos -

continuaremos estudiando -,ª~ a·~¿:i6~~-~;::c~)'t.:1~-r~~ ~-n.~.-,~:~.-;~~l~~:~-;:¡tci~i·:~~r Pürit~ ·d·e-: 

restricción. • .•· {_ .·.·•· '· .... · 

En un reporte _ ~ue:· ~o~'P.~~~-~c;;~-;-_ cÍ.Jma~.i~ic_'?_s como - la 

dafnetina (7,B-dihidroxicumarina) no se une a ADN'(Finn GJ;.et a/.:·2002), lo. que 

concuerda con la baja toxicidad que nosotrOs obse_rva-ínos. 
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6 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El efecto citostático de la 7-hidroxicumarina en las células A-427 se manifiesta en 

el incremento del número de céll:JISs en la fase G, y el consecuente decremento 

en la fase S. Esta inhibición en la fase G, resulta de los decrementos observados 

en el porcentaje de células que expresaron ciclina D 1. El efecto es 

postranscripcion.al ya que no se observaron cambios en el nivel de ARN 

mensajero de la ciclina 01. El decremento de la ciclina 01 podrfa ser el resultado 

de: 1) disminución de la eficacia de traducción del ARN mensajero (Muise

Helmericks RC. et al. 1998); 2) disminución de la estabilidad de la proteina (Diehl 

JA. et al. 1998). El decremento en el porcentaje de células que expresan ciclina A 

a 48 y 72 horas de exposición con la 7-hidroxicumarina puede· ser atribuido a un 

efecto indirecto. resultado de la disminución del número de células en la fase S y 

G 2 , en las cuales la ciclina A es expresada. El mecanisrTio citosÍático de la 7-hi

droxicumarina involucra eventos tempranos de la fase.G1 del ciclo celular. 

Nosotros no observamos efectos de la c1:-1r:ia.~i~a ~en el ciclo celular y este resultado 

es consistente con los obtenidos por' Kahn,(Káhn,..I. et al. 1994). 

Los efectos citostáticos . de ·1a cumarina y la 7-hidroxicumarina en el 

adenocarcinoma A-427 son consistentes con los reportados previamente por otros 

autores en varias lineas celulares (Marshall ME. et al. 1994; López-González JS. 

et al. 1998) y por nosotros, en la linea de melanoma murino B16-F10 (Jiménez

Orozco FA. et al. 1999). La mayor latencia y menor actividad citostática de la 

cumarina comparada con la de la 7-hidroxicumarina, observada en este estudiO, 

es consistente con la sugerencia de Egan de que la cumarina es una pro-droga 

(Egan D. et al. 1990). En estudios recientes hemos identificado compuestos 

cumarinicos disubstituidos que tienen poca toxicidad y mayor efecto citostático 

que las cumarinas monosubstituidas (datos no publicados). Con estas moléculas 

se estudiará con mayor detalle la inhibición en la fase G 1 del ciclo celular. 



La siguiente evidencia sugiere que la· cumarina y la 7-hidroxicumarina no activan 

los puntos de contÍol:.1) in ·vitio" no se "Observan efectos tóxicos: 2) no se unen al 

ADN y 3) n~.· tie:n~!"l -:,:~f-~·c~~s:_-.. Mutagénicos. Por otra parte. nuestros resultados 
preliminares y u,:, 'reporte r~cie,:,te (Wang CJ. et al. 2002) apoyan nuestra hipótesis 

de que las··.-cumaíi·n~S; .i-'rihiben· -~~-~Viá-·de PRb~ 

Los element6~' q~r:' c~~,P:6~~~,, I~ :vra · pRb estén desregulados en neoplasias 

malignas,· pori,10 que'i.;if~hibicióri farmacológica de.esta vla puede ser una 

importánte -~St~~-t~Qi.a 'i~~a~é"uti~-~)~ La· -~i~j·¡~-¡;. _ 01 :. e~tá · fr~cu~r:itemente alterada en 

varios 'tipc;_~ ·de cá~~e·; Y d~--ú~'~-~~-_,~~~~~1e~:. -y ··se t:lS _P_r~p_u_~st~ como un m~rcador 
de pronóstico (Caput( M.•et a/.".1SS9);:i El~·gen d.:..·1'a 'ciclin_;· 01 (conocido como 

CCN01, bcl-1 Y>F'AA01)Cqüe'se"localiza en eLcromosoma humano 11q13, 
-. ' -. ' , ___ - . . --· 

frecuentemente sufre. amplificaciones o se sobre-expresa (Bartkova 1997). Las 

vlas de ~eñalizac,ión·· que regulan la transcripción· de la ciclina 01 estén 

comúnmente altel-adas. Proponemos la inhibición'-de la ciclina 01 como un blanco 

farmacológica' para, .... desarroÍlo de nuev~s agentes antineoplésicos. 

La mayor parte de los agentes antineoplésicos empleados actualmente producen . - - - - ' ' . 
daño al AON, inducen arrestos celulares y apoptosis mediante la activación de los . . . : - - . 

puntos de control. El arresto celular producido F?ºr ·el. pünto de restricción. en 

adición a la a·ctivación de tas puntOS de Coótr6-1 pOétrra· incrementar-la-'eficacia de 

los tratamientos quimioterapéuticos. 
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Amtract 

Coumarin in . ..,¡..,o has antitumor activity in variou<;. typcs ofcanccr. In vitro, coumarin and 7·hydro:11.ycoumarin, its 
majar biotransformation product in hun1.rns. mhibit thc proliícro1tion of scvcral hun101n 1umor ccll lincs. Thc 
molecular mcchanisms of thcsc cfTccts are unknown. To gilin iníormation about thcsc mcchanisms, wc studicd thc 
cfTccts of coumarin anc.J 7-hydro"ycoumarin in thc hum;in lung ac.Jcnocarcinoma ccll linc A-427 on thc inhibition oí: 
(i) ccll prohfcration: (ii) ccll cyclc progre~sion; and (iii) Cllprcs!>ion of cyclins DI, E anc.J A. Thc inhibitory 
conccntrations 50 OC,0 ) of both compounds ...,.ere c:.timatcd by cytostatic assays of tctruzolium {f\.1Tr) rcduction. Thc 
cffec:ts on cell c)clc progre~~ion wcrc <H•'>•l)Cd "-Ílh prnpidium iodide and HrdU using DNA histograms und 
multiparamctric tlo" C)tomctry. The pcrccnrngc!> or ccl\~ c1'prcssing cyclins DI. E, und A wcrc cstimutcd by mcuns 
oí bivari¡itc Oow cytomctry using propid1um ioc.J1Jt:. nnd FITC-conjug1tted monodonul untibodics for cuch cyclin. Thc 
IC~ ( ± S.E.?\1. n - 3) of 7-hyc.Jro,,.ycoumnrin omd .coumarin al 72 h c"'posurc, wcrc 100 ± 4.8 ancJ 2S7 ± 8':8 µg/ml, 
rcspccth•cly. 7-ll)dro,)couinoirin at thc con..:cntrntion of IC>U µ¡;Jml (1 n1!\1). inhibilccJ lhc Gi/S trunsition oí 1hc 1.."'Cll 
cyclc. un aclion cons1stcnl with thc C)lostatic cff.:ct. N<.> :.1g,nificant dccrcases of cyclins E und A wcrc obscrvcd. In 
contrast, cyclin DI Mgnificantly decrcoiscd. which appcars to indicatc an nction oí7·hydroxycoumarin in carly cvcnts 
oí phasc G 1 • Ho"cver. mcsscngcr RNA of cyclin DI, ussaycd by RT-PCR, did not changc. This suggcsts a 
posttranscriptional cffcct. Thc cfTects oí coumnrin wcre not significan t. Cyclin O 1 is ovcrcxprcsscd in man y typcs of 
canccr, and its inhibition has bccn proposcd as a pharmacological and thcrapcutic targct for novel antilumor agcnts. 
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Knowledge of the dccrease of cyclin Dl by 7-hydroxycoumarin muy lead to its use in cunc:cr thcrupy. as well as to 
the devclopmcnt or more active compounds. C 2001 Elscvicr Scicncc Jrcland Ltd. Ali rights rcservcd. 

K~J'"'or<h: 7•H)'dro"')'coumatrin; Ccll ~ele; C)'clin DI: C)'l05lollic crTef.!t: 0 1/S tntnailion: Flow cytomclr)' 

l. lntroductlon 

Coumurin ( 1,2 bcnzopyronc). a widcly dis
tributcd nalurul product [I] with low humun toxi
city (2). has bccn shown in multiccntric studics to 
slow the dcvclopmcnt of both renal (3J und 
prostatc carcinoma (4,5), and to prevcnt thc recur
rcncc of mclunoma (6]. ln humans, coumarin has 
u short half-lifc ( 1-1.S h) (7] and its majar bio
tn111sfurnmtion proc.luct (75'Y..) is 7-hydi-oxycou
marin. Egan et al. (8] havc suggcstcd that 
coumurin m:.•y be a pro·drug. 7-hydroxycoumadn 
bcing thc active drug. The cytostatic clTect of 
coumarin and 7-hydroxycoumarin has bccn stud
icd in many human tumor ccll lincs including the 
lung adcnocarcinoma ccll lincs AS49 [9]. SK-LU-
1, 1.3.15 and 3A5A [ 1 OJ. The molecular mccha
nisms of thc cytostatic cITccts ai-c unknown. To 
clarify mcchanisnls of action of thcse compounds. 
wc studicd thcir cITects on thc ccll cycle progrcs
sion of thc human adcnocai-cinoma ccll line A-
427. Thesc cells are Rb-positivc and havc 
homozygous dclctions at the gene of pl61NK ....... 

(JI]. 
Cyclins ai-c key components of the cdl cyclc 

progrc:.sion n1achinery. Tlu:y activatc their pari
ncr:.. C)•clin-dcpcndent kinascs (CDKs}, which 
phosphorylate ~cqucntiully critica! substratcs thut 
rcgulatc thc progrcssion of thc ccll cyclc [12.13]. 
Normal. non-tumor cells c::xprcss cyclin pi-oteins in 
un ordcrly, schc:dulcd fashion, ata givcn phase of 
thc cc::ll C)'clC ( 14]. Cyclins O ;.,n: exprcs!>cJ carly in 
phu:.c G 1 • unJ urc dcgruJcd prior to cntrancc into 
phusc S. Synthcsis of cyclin E bcsins in mid-phase 
G1; ils exprcssion peuks ut thc G¡/S trnnsition, 
and is dcgradcd during phuse S. Synthesis of 
cyclin A stai-ts in phase S; its cxpi-ession pcaks at 
thc S/G2 trunsition. und dccrcascs stcpwisc during 
thc lattcr part of phasc G 2 • Synthcsis of cyclin O 
~tarts at thc cnd of phasc s. rcaches maximal 
lcvc::Js as thc cell cntcrs into phase f\.1, and bi-caks 
down al thc transition to anaphasc [14]. 

Onc featurc of malignunt cclls is thc lu.:k of 
control or thcir ccll cyclc, n1;1inly ut thc transition 
0 1/S (15,16). Altcrcd structurc and function of thc: 
CDK.s of phusc Gio and thcir regulatory 
molccules. such as cyclin DI. havc: becn impli
catcd in cunccr pathogcncsis (17). Forccd cctopic 
cxpression of cyclin DI contributes to the onco
gcnic transformation of cclls in vitro und in vivo 
[18,19]. The ovcrcxprcssion of cyclin DI h:.is bccn 
observcd in n1any typcs of cunccr nnd n10,Jign.a111 
ccll lincs [20-22]. 

Expression of cyclins. togcthcr with DNA con
tcnt, has bccn uscd to n1;.tp thc ccll cyclc with 
greater accuracy. Such improved ccll cyclc mups 
allow more precise studics of thc mechanisms of 
action of antitumor agcnts [23-25}. With this 
methodology wc characterized thc pattc:rn of ex
pression of cyclins DI, E and A of thc ccll line 
A-427; the cxpressions of cyclin D 1 und E wcrc 
unschcdulcd. whercas that of cyclin A was schc:d
ulcd. Thc cytostatic effccts of coumarin and 7-hy
droxycoumarin wcrc assaycd using the 
tctrazolium (MIT) assay [:?6J. \Vith propidium 
iodide and BrdU incorporation ass¡tys, wc studied 
thcir cffects on thc ccll cyclc: progi-ession [27J. Thc 
following cITects of 7·hydroxycoumarin wcrc ob
sc:rvcd: (l) cytustatic eITcct; (2) inhibitions ofG 1/S 
tran~ition: (3) Jecrcasc of cydin DI. Thc: cfl'ects of 
coumarin wcrc: not significant. 

2. l\-1ulcrhlls und mclhuds 

Coumarin und 7-hydroxycoumurin from 
Aldrich Chcmicul Co. (Milwaukcc. Wl) wcrc dis
solved in ubsolutc cthsnol (Mcrck. Durmstudt, 
Germany). RPMl 1640. fetal bovine scrum, M,-¡' 
(3-( 4.5-dimcthyl thiazol-2-yl)-2.5-diphcnyl tctru
zolium bromidc). propidium iodidc. RNasc A, 
glycine und borax wcrc obtaincd from Sigma 



Chcmical (St Louis. MO). The S phase was esti
mated using an immunofluoresccnce assay for the 
dctcction of S-bromo-2'-deoxy-uridine (llrdU) in
corporated inlo ccllular DNA (In Silu Ccll Prolif
cration kit) from Roche (Mnnnhcim. Gcnnany). 
Oligo (dT) and RNnsc lnhibitor. fn.1T11 Roche 
(Mannhcim. Gcrmany). 

Thc TRJZOL reagents. DNase l. Reverse 
Transcriptasc cnzyme. Taq DNA polymer;.1se and 
dNTPs ,,·ere obtaincd from Gibco (URL. USA
Lifc Tcchnologics Jnc .• Gaithcrsburg. M D) .. The 
culture tlasks and 96-wcll microplaacs wcrc uh
taincd from Nunc (Dcnnwrk). 

2.2. Antihodic.•s 

FITC-conjugatcd monoclonal antibody to cy
clins nnd isotypc controls \1. .. crc obtuincd from 
Pharl\.1ingcn (San Diego. CA). Far human cyclin 
DI dctcction. mouse mnnoclonal untibody (lgGI. 
01:!4-326 done) and thc respective matchcd 
FITC-conjugatcJ isotype control werc uscd, For 
human cyclin A. mousc monoclonal antibo<ly 
(lgE. DF683 clone) and thc rc:.pectivc nmtchcJ 
FITC-conjugatcd isotypc control wcre uscd. 

An indircct-stain was uscd far cvclin E dctei.:
tion. ?\1ousc rnonoclonal untibody -to hun1;1n cy
clin E (lgG;oh• clone H E67) was obt:iincd from 
Phar~1ingcn. As isotypc control. \1.·c uscd n1ou:..c 
monoclonal ;1ntibody without rcactivity to hum;1n 
cyclin E <ll!G::t.• clone 3F3). (Scnllcc. Q.,,.forc.1. 
UK). As sccond antihody \.l.C uscd FJTC-conju
gated rat 1nonodo11al antihody to n1ousc lg.G::i. 
(clone R 1:!-3}. oht:iincd from J>har~tingcn. 

2.3. Cc.·ll /111,· 

Cclb of thc human lung carcinoma ccll linc 
A-427 (ATCC), wcrc culturcd al 37 "C with S'Y., 
CO:i: in RP?\11 1 (•40 mcdium. supplcmcnted with 
IO'X, fct&1l bovinc ~crum. 100 U/mi pcnicillin and 
100 pg/ml strcptont)'i.:in. Viahility of tite cclls •ll· 
ways cxcccdcd 95•:;,,, as dclcnnincd with lr)'pan 
blue. 

For tlow cytomctry and RT-PCR assays. JO'' 
cclls. in 20 mi mcdium. wcrc sccdcd in 175 cm:? 
culture tlasks. whcrc thcy grew asynchronously at 

¡¡n cxponcntiul rute. Thc cclls wcrc incubatcd 
with thc test compound for 24. 48 and 72 h. 
Ethunol conccntrntion in thc n1cdium was lcss 
thun O.S'Yu (v/v). and did not uffcct thc growth of 
control cclls. Far 48- and 72-h exposurcs. cach 
dny 10 mi of culture mcdium contuining thc test 
compound. was addcd to the respective nasks. 
Each cxpcrimcnt was curricd out thrcc times. 

2.4. DNA j/aw ':l'lmnetric" 1111t1(1-.,·i.'ll 

Thc cclls wcrc harvcstcd using 0.2S'X• trypsin. 
washcd with PllS. fix.cd in cthanol. and incubatcd 
ut - :m ºC fur 24 h. Thc cclls wcrc pcllctcd al 
400 x g. w;.1shed in PUS. ¡llld resuspcndcd in ;.1 

solution conwining O.S'X, RN01sc A and 1 pg/ml 
propidiurn i•.l(lidc in PUS. Aftcr incubation for 30 
min in thc dark at - 4 ºC. thc smnplcs werc 
unalyzcd by flow cytomctry with u FACSculibur 
(Bccton Dickinson, Mountuin Vicw. CA). Ccll 
cyclc nnulysis was done on list 1nodc duta files 
using J\.todfit software (vcrsion 2.0). 

2.5. HrdU incorporation 

Aftcr 24, 48 and 72 h cx.posurc to thc test 
compounds, thc cells wcrc incubatcd with BrdU 
(to pl\1) for JO min und harvcstcd using o.2s•y., 
trypsin. Thc pellct was wushcd once with PDS at 
1000 x g for S min and rcsuspcndcd in 1 mi PBS. 
Thc suspension was dilutcd in a solution 3:7 (v/v) 
of glycinc SO mM in cthanol 70'Yu and incubatcd 
ut - 20 ºC for 24 h. Cclls wcrc ccntrifuged ut 
1000 X>: for s min. rcsuspcndcd in son i1l of 4 N 
l ICI. ;.111d incub~llcd at room tcmpcr:.uurc for 20 
rnin. Thc suspcnsion of cclls was ncutrulizcd with 
S mi of 2 Z\.1 borax solution and washcd twicc 
with PBS. Cclls wcrc rcsuspcndcd in PUS con
taining u.s•y., (v/v) Twccn-20. o.s•y., (w/v) USA. 
und FITC-conjugatcd anti-lJrdU antibody (l!IO 
'\'/v). und incubutcd in thc Lhlrk at roon1 tcrnpcru· 
turc for 1 h. Ccll pcllcts werc washcd twice with 
PUS. rcsuspcndcd in PUS conrnining 1 µg/ml pro
piJium iodidc 0111d 0.5 pg}ml RNasc A. and incu
batcd in thc dark for 20 min at - 4 ºC. Samples 
WCl"C am1lyzed using FACScalibur now cytomctcr 
(27(. 

TGSIS L .·.J 
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.Z.~. Detect/011 of cycli11s 

Following incubation with the respective com· 
pounds. thc cells were harvcstcd using 0.25o/.1 
trypsin und were wushcd twice with PBS. To 
stabilize the cyclins. cclls wcr-e lixed in 5 mi of tu/u 
mcthunol·fn:c formaldchydc in ras. for 15 min 
incubation ut 4 °C and wcn: washcd twicc with 
PUS. Aftcr this trcatmcnt. to stabilize thc DNA. 
the cclls wcrc tixed in SO'X. cthanol amJ incubatcd 
al - 20 ºC for 24 h. Thc cclls were pellcted at 
400 x g und wer-e washed twicc in PBS. To pcrmc· 
abi1ize thc cclls. they wcrc treated with a :.olulion 
of 0.25'X· (v/v) Tri ton X·IOO in PUS for 10 min at 
r-oom tcmpcrature [25). 

For dctcction of cyclins D 1 and ...-\. thc cclls 
wcre washcd again and wcre incubatcd for 2 h at 
room tempcrature in the pr-csence of FITC·conju· 
gatcd monoclonal·antibodics. against human cy· 
ctin D 1 (.ll'" cyclin A. The stock solution of 
antibody was dilutcd (1:10 v/v) in PUS containing 
l"/., USA. As fluorescence control. other cells from 
each trcatment ,,,,:ere incubatcd with the n:spcctivc 
isotypc control antibodies. 

For cyclin E detection, celb wcrc incubated 2 h 
in thc prcscnce of the mouse monoclonal antibody 
to human cyclin E. which was diluteJ 1:100 in 
PllS containing l •Yu (w/v) of USA. Cclls wcr-e thcn 
washcd and incubated for 1 h. ~ti room tentpcru· 
turc. -.•,:ith 0111 FITC-conjugatcd rat monoclon;:tl 
•intiboJy to mou~c lgG:! .. d1luted 1 :4000 in PUS 
containing l'X, ("''/V) of USA. l\1ousc monoclomtl 
i~oty~ control antibody .... ·as cmployed in dilution 
l:IUU. 

For DNI\ n1ca~un:n1ent. thc cell!> were rc!>U~· 
pended in 0.5 1111 of ;:a !>olution of O. l'X• RNasc 1\, 
l µg/ml propidiunt iodide in PllS, anJ incubatcd 
for 30 1nin, 111 thc dark at - 4 ºC. S¡11nplcs -. .. ·ere 
analyzcd by llow cytomctry U!>ing FACSc~tlibur 

anJ analyzed according to thc protocols of 
Darzynkicwicz and Gong [23-25}. 

2. 7. /soltlllo11 of tutdl R/\' A 

Total RNA was isolated from trypsinized cclls 
with TRIZOL according to thc method of Chom· 
czinsky (28]. After incubation of the homogenizr:d 
s•mtplc for 5 min at room tempcrature. 0.2 n1l of 

chlorofonn was udded. Samples were mixed vis· 
orously und then centrifugcd ut 2000 x g for 15 
min. Samplcs wc:re trcuted with DNuse l. The 
RNA was prL-cipitutcd from the aqucous phusc: by 
mixing with isopropanol and incubatcd ut 4 ºC 
for 12 h. After ccntrifuging und wushing once 
with ethanol. thc RNA was dissolved in dicthyl 
pyrocarbonale (DEPC)·trcatc:d water and was 
quuntiticd spectrophotomctrically al A 260 nm. 

2.8. R.T·PCR 

cDNA was obtuined by rc..-crse trunscription 
from total RNA. Sumph:s of toaul R NA ( l .O ~1t;) 
wcn: trunsferred to U.2 mi thin wull PCR 1l1bi:s 
und wcr-c mixcd with 1 x PCR buffer (:?O ml\1 
Tris-HCI. pl-I 8.4; 50 mM KCI). 6.6 ml\;t MgC1 2 • 

5.4 mM dNTP's. 9.6 U RNasc inhibitor. O.OS µg 
of oligo (dT). 6.6 mM Drr und 48 U l\.1·MLV 
Rcver:.c Transcl'"iptase cnzymc. Tubcs wcrc incu· 
batcd ut 42 ºC for 60 min. 

PCR was curried out in PCR buffer ( 1 x l. 1. 7 
mM l\.tgCl 2 • 1.5 U Taq DNA polymcrase und 10 
pmol of cach primer .set. After un initial dcnatura· 
tion step ut 94 ºC for 5 min, cycling conditions 
werc: 30 cyclcs at 94 ºC for 50 s. 60 ºC for 50 s 
¡utd 72 ºC for 50 s with final cxtension cych: of 7 
min ut 72 ºC. Thc cquipmcnt uscd was a Touch· 
down. hyb•tiJ thcrmical cycler. PCR product~ 
wcre analyzcd by clcctrophorcsis on 2'X, ugurosc 
gel staincd with clhiJium bromi~lc. 

Printcr- sets for cyclin D 1 o.1nd bc1a.¡1ctin werc 
thc following: Cyclin DI sen~c (5'-GGCA1\CG· 
GAGGTCTGCG.J') und ¡1nti:-e11!>c (5'·GTCGGT· 
GTAGATGCACAGC-1-1"·3º) 01c~· .. 1rding. tu Xiong 
{29); beto1·01ctin :.en!>e (5'-GGGTCAGAAG· 
GA,-l'CCTATG·3') 01nd 01ntiscn~c (5'·GGTC1'."· 
CAAACATGATCTGGG-3') m:con.ling to Ponte 
(30]. Thc !>izcs of tite expccteú products were 323 
and 218 bp. rcspecti..-cly. 

2.9 •• \fil" 
(3-(-l.S·,fimc!lhJ·lthiu:tl/-2-.1·/).2.S-tlip/1em;·I 
tetru:uliunr bru1nid,~) a~·suJ' 

Thc cytostutic c:fTect of the test compounds on 
tite tumor cclls was estimated using the microcul· 
tun: tctrazolium {l\.1'11") assay [26). Thc ussay is 
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F1g. l. (A) DNA h1nogram1 oí cclls. c1po~J lo coumar1n or 
7•h)'dro11.)'coum0&rin for 7:! h. ul '" conccntr;.almn oí 160 ~1g¡ml. 
(U) Pcrc;cntugc oí cclh. in S phil-.C aftcr c•po,,urc 10 c;;oumarin 
or 7-hyJro11.yc:oumann for 72 h. at a conccntr,u1on oí 160 
~g/ml. 

bascd on thc rcductiun of thc !>Olublc lctta
zolium salt by mitochondl"ia of viable cclls. The 
rcduced product. an insoluble colorcd forn1azun. 
is dissolved in dimcthyl sulfoxidc and measurcd 
!>pcctrophotomctricully. Undcr thc cxpcrimcnlal 
conditions of this study. the umount of forma
zan formcd was proportional to tite numhcr of 
viable cells. 

To diminish thc cy1ostatic ussay variability. 
the ussays werc performcd as dcscribcd carlicr 
(31). Bricfly. cclls (5 x 10') wcrc scedcd in each 
wcll of 96·well microplates. At O. 24 and 48 h. 
medium (100 µ1 containing the test compound) 

was added to cach well. Thc compounds wcrc 
tcstcd al six conccntrations (ranging from 1 O to 
320 ~lg/ml). At 72 h cxposurc. thc numbcr of 
viable cclls wus cstimuted. The pcrccntugc de· 
crease of prolifcrution of thc trcatcd cclls was 
cstimated with respect to thc solvcnt·trcuted 
control cells. Thc IC!tu wus culculuted from the 
least squarc conccntration·rcsponsc regrcssions. 

3. Rcsulls 

.J.J. /nhibi1ory conc:enlralion .50 (ICMil 

7·Hydroxycoumarin had a grcatcr cytostatic 
nctivity than coumurin. Thc mean IC!tn from 
thrce indcpcndent ussays was 100 ± 4.8 umJ 
257 ± 8.8 pg/ml for 7·hydroxycoumarin und cou· 
marin. rcspcctivcly. Thc cffccts of both com· 
pounds on thc ccll cyclc wcre studicd at thc 
conccntrations of 160 and 80 µg/ml approxi· 
mately (1 and 0.5 mM) and thrcc cxposurc 
times (24. 48 und 72 h). 

.1.2. Effi•c:1s on :he c:dl C)'ch• 

3.2.J. DNA J,islograms 
In histograms of DNA. 7·hydroxycoumarin 

only at conccntrations of 160 (µg/ml and cxpo· 
sures of 72 h. slightly incrcascd thc pcrccntugc 
of ce lis in thc G 1 phusc. and dccrcascd thc pcr· 
ccntage of cells in the S phasc (Fig. lA). Cou· 
marin had no apprcciable cífcct. 

3.2.2. BRDU incorporcuirm 
The chani;cs produced in the S phasc wcrc:: 

confirmcd by bivariate now cytomctric unulysis 
of DNA synthcsis CBrdU incorporation) und of 
DNA contcnt Cpropidium iodidc stuin). In cclls 
cxposcd to 160 (µg/ml uf 7·hydroxycoumarin for 
72 h. a statisticully significant dccrcasc in thc 
pcrccntugc of cclls in thc S phasc was obscrvcd. 
from 34o/.. in the control cclls. to 20"/a in thc 
trcated cclls (Fig. 1 B). At thc conccntrJtion of 
80 µg/ml or shorter cxposure times no changes 
wcrc observcd. Coumarin only produccd a non· 
significant dccreasc in the pcrccntagc of cctls in 
thc S phasc ut 72 h cxposure. 

GD 
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Fi&- 2. EApres.slon oícyclin DI. cyclin E and qclin A in control cclls or human luna adcnocurcinoma ccll linc A-427. Thc pcrcenta¡e 
or c:cU Clllpreuing cach cyclin was cstimated by subtracting the lluorescenc:c oí thc cclb incuba1eJ whh the corrcspondin¡ isotypc 
conuol •ntibody (bottom). írom thc nuorcs.cence oí thc cclls im:ubu11:J with •mtibody to 1hc cyclin (top). 

3.3. Pallc.•rris of e.\:pressiut1 uf cyclins 

Many tumor ccll lines cxpress cyclins in an 
unschcdulcd (cctopic) fashion, i.c. unrelatcd to the 
pha.s.; of thc ccll cyclc. Unschedulcd cxprcssion of 
cyclinS in tumor cclls may lcad to u loss of thc 
rcgulatory mcchanism of ccll cyclc progrcssion 
[22.32]. According to our obscrvations. the A-427 
ccll tinc. cxprcsscd cyclin A in a schcduled fashion. 
i.c.,only in phases S und O:: (scc Fig. 2). In con trust. 
cycrin DI und cyclin E were exprcssed in m1 un· 

DNACONTENT 

Fia. ). Pcrcen1•iv: of1>Clls caprcsaina cyclin DI. nncr c•ru•urc 
lo 7-hy.JrUA)'CUurnurin íur 24. 41!1 umJ 72 h. 1111 • cunc.:utrulion 
oí 160 µg/ml. 
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scheduled rashion throughout thc whole cyclc. and 
not only in thc phase 0 1 and in thc GifS transition. 
respcctivcly. Similar observations wcrc made by 
Gong et al. in other malignant ccll lines (33.34). 

3.4. Effects on tlu.~ e.~press/on uf c:ydins 

For cach conccntrution and exposurc time. thc 
pc:rccntagc or cclls cxpressing cuch cyclin was 
estimutcd by subtructing from thc nuorcscencc or 
thc cclls incubated with untibody to thc cyclin. thc 

"'-~ ~50 
f3 E •o 
iE z :so 
:&S ::::¡ 20 

~~ 10 

••p<0.05 
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1:¡¡:, 4. Mcun oí lhc p.:r1..--cnlll»'-.,. uf ~lh• .:•11r .. """'in¡: \:'y..:lin l>I. 
ul\cr CAJ>O•Urc 10 cuumurin or 7•h)'droA)'C'OUm11.rin 1'1 u conQCn• 
tn1tion or 160 p&/ml (n - )). 



F • .A. Jiml·,,r:•Orfl:n• rl "'· /l.1m1t, c.,,,.-•• ,- .l-1 (2llVIJ IN.f- 19-1 

nuoresccncc of thc cclls incubatc<l with thc corTc
sponding isotype control untibody (scc Fig. 3). E;.1ch 
cxpcrimcnt was pcrformcJ thrcc times. ;.uuJ thc 
mean valucs ( ± S.E.t\-1.) are sho\Vtl in Figs. 4. 6 and 
7. 

l\t a conccntn:11io11 l.lf 8U pµ.11111. no cffcct wa~ 
oh!.crvcd with :111)• of thc two co111pou11Us. Al :.1 
conccntrati'-in of 160 pg/ml. th'-· foll1.nving cfli:r.:ts 
wcn.: 1.1bscrvcd. 

Cyclin DI: '-"'PO!.Urc orthc c..:IJ,. l\l 7-h:-dr\1,y¡;nu
niarin for :?4 h di<l 1101 affcl.'t thc pcn:cnt.1gc oft.:clls 
cxprcs,.ing cyclin l)I (!.CC Fig. 4). E'l'hhun: of48 h 
dccrc:.1!.cd thc pcrccntagc cif l."db c.,prcssing C)''-."lin 
DI to onc half\..,fthc contn.>1-.aluc. Thb n:duction 
was not !<.lali!<.tic;.11ly si~nitic:inL l lov.cvcr. ;.1s shown 
in T•1hlc 1, c'flP!<.Uf"c (~f T2 h dc1.:rL·a-.cd thL· p ... ·r¡;cnt
;.1gc of thc cclls c.,pl"C!<.!<.ing. cychn D 1 to ~·~; .• cont
parcd tu tlu.· contn ... •I valuL"" ~·f 35"" ( /' < 0.115). No 
dirfcrcn..:c was ohM:r-.cd in thc lc\cl of rncs..;i.:nl!cr 
RNA (111R:"-:/\) ol"i.:-...:hn DI m1.:;i-.11n.·d hv RT-PC:-1{. 
hct\\Cl."11 c1..111th.1I ~c11,. .1nd 7-11)dl"ll.,)cllllll1arin
trcatc<l cclb (~ce Fig. 5). 

Exposurc to C\.)lllllarin for :?4 h, d1d not alter tite 
pcrccntagc of cclb c'prL'"!.~ing cyclin D 1. Thc pcr
ccnt<1gc w¡1!. <lci.:rc;.1!.cU appro.,i1natcly to onc half 
with rcspcct to thc cont1·ol valuc~ \1..1th cxposurc!. of 
48 an<l 7:? h. Thcsc rcduction~ \-.ere 1101 statistic;.tlly 
s1cnificu111. 

-Cyclin E: thc pcrccnto.1gcs of cclls cxprcssing 
cydin E \\ere not ¡tlTcctcd hy cxposurc to thc 
co1npoumJs (~ce Fig. 6). 

Cyclin r\: 7-hy<lroxycoum¡irin producc<l ;.1ftcr 4S 
<tnd 7:? h a progrcssive dccrc¡1sc in thc pcrccnt-

HOURS 

Fia;. 6. :\le.in oí 1hc: rocrcc:nwi,:co. ur '"'c:lh. c:'rrc:io11oin.,; cy¡;lin E. 
üflcr c:xpo11ourc: 10 cuuruan11 or 7·h)J.-o,ycuu1nann al ¡1 con
cc:nu·alion 1,•f l<•O •1~/1111 C11 - J). 
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¡:¡¡:. 7. !\.1c.an uf thc pcrcc111.1l!C'" uf .:clls c"'prc,.,.ini; !.:)din A. 
uíacr c.,P.,.•!>Urc 10 ..:uumarin or 7-h)Jr<n).:oum;.i.nn o.1t il con
ccnlrulion of U.U 11A:t/ml tn - JJ. 

;.1gc of cclls cxprn~~ing cydin 1\. Thc~c cffects diJ 
not reo1ch stath.ticoil significan~·c (:.ce Fig. 7). This 
Jccrc;.1sc might be uttributc:d to un inJircct clTect. 
rcsulting from tite diminisheJ numbcr of cclls in 
plmscs S und G:. in \\•hich c)·clin A is cxprcsscd. 

Thc cytostatic cffcct of 7-hydroxycoumarin in 
thc •tdcnocarci11om¡1 ccll linc A-4:?7 is consistcnt 
with thc cvto~l•Hic cffccts rcportcd by vo1rious 
authors in "othcr ccll lincs [9]. and by us in thc 
murinc md;.moma ccll linc B16-FIO [31] . .r\lso. thc 
bck of ;.1 signifü:o.1nt cffcct of coumarin on thc ccll 
c\·clc is consistcnt \ .. ·ith thc ob~crv;.llions of K;.1hn 
ci otl. L'>ll murinc tibroblasts (35]. 

Thc inhibitit)n of the ccll cyclc at tn1ni.ition 
G,1S is consistcnt ,,·Jth thc cytost•llic effect of 

T.1hh: 1 

7-hydrox.ycoumurin. Furthcrmorc. thc Jccr~asc in 
thc pcrcc:ntugc of cclls cxprcssing. cyclin D l indi
cates that thc action of 7·hydroxycoumarin in· 
volvcs curly cvcnts in phasc G 1. 

Thc D-typc c)·clins (DI. D:? ;.rnd D3) and thcir 
n1ajor kin.asc p;.1r1ncrs CDK4 ;.ind CDK6 n:gulah! 
G 11-G 1/S prngrcssion by n1c•llh nf phospho1·yla
tion and in;.ictivation of thc retinobl.1~to1na gene 
product pRB (l:?.13.36]. Dercgula~inn uf thc cy
clin Dl/CDK4-H.b/E2F pathv.·ay 1s a U!.u;il fca
turc of thc ncopl;.1stic phcnot)- pe ;.rnd ha:. becn 
implicutcd in c;mccr pathogcnc:-1::. [ 17J. Thc c;..·d111 
D 1 is a prolcin frcqucntly Jcrcguh11cd in nHlll)" 

canccr lypes and tumoral cell lincs. and it has 
bc:en proposcd as a prognostic m;.lfkcr (37]. Thc 
signa) pathways thut rcgulatc gene tn1n:.criri1ion 
of cyclin D 1 are com111only ullcrcJ. 1 n 01JL.htion. 
:-.e1.·cn1l abnon11ali1ics ofcyclin DI gene ha\c hccn 
dcscribcd {I<•]. Jnhibil1on of c)din DI h¡1s bccn 
proposcJ as a ph;.1nn;.1cological ;.1nd thcrapcutic 
targct for thc dcvclopn1cn1 of novel oantitun1or 
agcnts [38.39]. 

Abscncc of changcs in thc k·vcl of cydin D 1 
n1RNA suggc:.ts a pos1-1ranscrip1io1wl cffcct of 
7-hydroxycoumurin. Two pathwa)- s ha\-e bccn Jc
~ribcd which rcgulatc post-troin:.cnpti~•n;.11ly thc: 
Jcvcb of cv1.:lin DI: (1) trunslatiLHl of thc mRNA 
by Ras/PJ3K;Akl. which incrcu:...:s th..: kvcl uf thc 
cyclin [40]: l:?) phosphorylation or thc cydm by 
gl)'cogcn synthase kinasc·3P (GS K.JJll. whic:h 
kads to cyclin Jcgradation (4 1 ]. Decrc•1~c of 
1111-tNA tr¡111sl;ition of cxclin DI h;:is hccn oh
scrvcd with chcmical inhibitors of phosphutiJyli
nositol 3-kinasc (PIJK) (40.4:?]. \\'hc:thc:r 
7-hydroxycournarin inhibits lr•tn~lation of cyclin 

l:l11:ct~ uf coumilrm ;1nd 7-h)Jrull)O:<>umann 111 thc hum .. n !un¡,; 01c.Jen0<.:;.1n;:inom;i 1:ell linc A427 o.1rtcr 7::? h c'r~'l .. urc <.ll il 

i.:oni.:'-'"111ro.111un uf !t>O ¡1~ín11• 

c;('llll'~lunJ Ce-U,. 111 S ph.1!><:" 
(%, : S.E.!\.t.J 

Cnnlr.•I l.' (-:! 1.11 
t..:"uum.um J~ ( ± ::.J) 
7·11)Jnu..~..:uum.1nn ::u ( = o.•J¡• 

Ccll:. c'prcs .. ing C)"<:hn D 1 
t% ::!;:S.E.M.J 

)5 ( ±t •. t.¡ 
::1 ( :_.l.MJ 

J ( ± 1.71• 
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17 1 .t S.7¡ 
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DI mRNA, as well ns thc stability of its protein 
remain to be invcstigntcd. 

On thc othcr hand. flavopyridol c.Jown-rcgulutcs 
cyclin DI nnd inhibits thc activitics oí scvcral 
CDKs [43}. Wc shnll invcstigate whethcr 7-hy
droxycoumarin and othcr more active coumarins 
nlso affcct thc activity oí CDKs. 

S. Concluslons 

The cytostatic cffect oí 7-hydroxycouma~in is 
elicited by a sclective decrcase in thc pcrcentagc oí 
cclls cxprcssing cyclin DI. Thcse rcsults are con
sistenl with the inhibition oí thc ccll cyclc ut thc 
GafS transition. As thc lcvcl oí mRNA oí cyclin 
D 1 was not affectcd by 7-hydroxycoumarin. the 
protcin dccrcasc appcars to be posttrnnscrip
tional. Further studics will be: dircctcd to clariíy 
thc naturc OÍ the posltranscrip1ional efTccts. l luv
ing dcfined thc phasc oí the cyclc and thc cyclin 
invoh:ed in thc cytostatic cffcct of 7-hydroxycou
marin, devclopmcnt oí more active coun1arin 
compounds using this pharmacological targct will 
follow. 
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