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1 ANTECEDENTES

1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

Los patrones de mortalidad y morbilidad han cambiado debido a los nuevos
estilos de vida. La incidencia de enfermedades infecciosas se han reducido y las
enfermedades cronicas se han incrementado. Los tumores malignos son la segunda
causa de muerte en México.'? En 1996 se reportaron 84 615 casos de neoplasias
malignas, con predominancia del sexo femenino (64%). El grupo de edad mas
afectado fue el de 75 a mas afnos (10%)." A partir de 1995 el cancer de pulmoén fue el
de mayor mortalidad de todas las neoplasias malignas, con 6000 defunciones
anuales, 6.3 por cada 100 000 hombres y 3.9 por cada 100 000 mujeres.?

1.2 DEFINICION Y ORIGEN DEL CANCER

El cancer es un témino genérico que se emplea para describir a mas de 100
tipos diferentes de enfermedades. Una caracteristica comun de estas enfermedades
es el desarmolio de tumores malignos.®

Las celulas normales tienen miltiples mecanismos que regulan su
proliferacion, su diferenciacion y apoptosis. El control de estos procesos genera y
mantiene la arquitectura tisular de organismos multicelulares.* El curso entre estos
destinos celulares lo determina el balance entre, sefales mitogénicas anti-
mitogénicas, pro-apoptdticas y sefales de diferenciacion. Las células tumorales
proliferan sin control, ya que adquieren caracteristicas que desregulan los procesos
arriba mencionados. Ademas, estas células pueden invadir tejidos vecinos y a
distancia.>
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Figura 1. Los procesos a los que puede dirigirse una céiula dependiendo de su
contexto celular. '

El desarrolic de un tumor ocuife en etapas o estadios conocidos como
iniciacion, promocion y progresion. En la iniciacion, las células sufren algunas
mutaciones al ser expuestas a un agente mutagénico, dando como resultado
alteraciones en los genes, principaimente aquefios cuyos productos protéicos
participan en la regulacion del ciclo celular. Algunas mutaciones pueden ser
heredadas. Las céiulas ias y sus ck wdientes continhan su desarrolio por
tiempo prolongado. Como resuitado se produce una hiperpiasia en forma local. Este
tipo de tumores se conocen como benignos, son pequeiios, se encuentran
encapsulados, por o que no invaden el tejido epitelial que los rodea.

Cuando alguna de estas células sufre mutaciones adicionales a la que ya
tiene, la célula entra en el segundo estadio (de promocion). Esta fase se caracteriza
por una proliferacion celular excesiva inducida pofr aigunos estimulos fisicos, agentes
endogenos o exdgenos, que se denominan promotores. Ademas, las células hijas
presentan apariencia anommal en estructura y orientacion, lo que se denomina
displasia.
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CELULA
Figura 2. Estadios del desarrollo de una neoplasia maligna
El tercer estadio (progresion) es una fase cronica en que hay una
acumulacién de alteraciones genéticas que produce cambios celulares, que le
permite invadir tejidos vecinos. Al final, la célula puede adquirir capacidad
metastasica al diseminarse por flujo sanguineo o linfatico e invadir otros érganos o
tejidos, generando un nuevo tumor.®

1.3 CICLO CELULAR
El ciclo celular es el conjunto de eventos que regulan la proliferacion celular y
se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M.5€ La progresién del ciclo celular, a través
de las diferentes fases, ocurre de manera ordenada y esta dirigida por la activacion
secuencial de cinasas serinas/treoninas, conocidas como CDKs.”-®
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Figura 3. Progresion del ciclo celular por activacion de CDKs, asi como su puntos de
restriccion y sus puntos de control

Las células normales pasan de una fase a la siguiente, s6lo después de la

culminacién exitosa de los eventos de la fase previa. Esto es posible gracias a
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sistemas de control que verifican la correcta ejecucion de los eventos esenciales del
ciclo ceiular y regulan la actividad de las CDKs.*'2 Los sistemas de control son
cascadas bioquimicas de sefializacién que pueden inhibir la progresion del ciclo,
produciendo un estado conocido como “arresto celular”. Se han descrito dos tipos de
sistemas de control: (a) el punto de restriccién, que regula et inicio del ciclo
celular'® y (b) los puntos de control (del inglés checkpoints) que aseguran la
estabilidad genomica. 413

El punto de restriccion, también conocido via ciclina D-cdk4/6-Rb-E2F, es un
sistema que integra-ias sefiales mitogénicas, anti-mitogénicas y de diferenciacion.
Cuando las sefales mitogénicas predominan, la célula inicia su ciclo y proliferan.
Cuando las sefiales antiproliferativas o de diferenciacion predominan, la cétula sufre
un arresto a la mitad de la fase G1 y puede diferenciarse.’”'s Diversos componentes

de esta cascada presentan anommailid. en las neoplasias malignas humanas (ver
tabla 1).'®
Tabla 1 Aberraciones componentes de los puntos de control (G1/S) en tumores
humanos.
[ T1PO DE | PROTEINA BASE MOLECULAR TIPO DE |
GEN CANCER
Ciclina D1 Amplificacion de Genes, traslocacion y Varios tipos de
sobre-expresion Cancer
Ciclina E | Amplificacion del DNA y sobre-expresion Carcinoma
Proto- mamario y de
oncogen ovario
Cdc25A Sobre-expresion Carcinoma
Mamario
p53 Delacion, mutacion puntual y sobre-
expresion de la proteina Varios tipos de
Genes cancer
Supresores p16 Alteracion en la expresion de la p ina | Varios tipos de
De Tumor cancer
PRb Delecion, Expresion alterada de ia Carcinoma
proteina Mamario




En cambio, los puntos de control son alammas de estrés genotéxico que
detectan errares genomicos. La activacion de puntos de control produce varias
respuestas celulares como: (i) activacion de la maquinaria de reparacion de ADN; (i)
arresto celular, 0 que da tiempo a la célula de reparar el dafio; (iii) induccion de
muerte celular programada (apoptosis), cuando el dano es imeparable.'® Después de
un arresto, ias células normales sélo prosiguen a la siguiente fase, si el dafio de la
fase previa es reparado exitosamente, lo que garantiza la estabitidad genomica.'” La
proteina p53 es un factor de transcripcion que regula los procesos arriba
mencionados, por lo que es también conocida como guardian det genoma.

La transmision fiel del material genémico de la célula madre a las células hijas
es asegurado por los puntos de control. Su funcionamiento ineficaz conduce a la
acumulacion de mutaciones y aberraciones cromosomales, las cuales incrementan
la probabilidad de desamrollar malformaciones y neoplasias malignas.'®
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FIGURA 4. Distintos destinos celulares al estar o no mutado p53




1.4 QUIMIOTERAPIA Y CICLO CELULAR.

La quimioterapia es actuaimente la opcion indicada en el tratamiento de varios

do. Los principal

tipos de cancer avar

agentes antineoplasicos empleados en la

quimioterapia, como son los inhibidores de topoisomerasas, los agentes alquilantes y
tos antimetabolitos, producen daflo al ADN.”'* Con esto se busca inducir el amresto
WTeversible en la célula, activando los puntos de control; en Glitimo término se busca
activar las vias de apoptosis. Los agentes antineoplasicos pueden producir arrestos
en las células dependiendo de sus mecanismos de accion. En la tabla 1l se
presentan los blancos, efectos y arrestos celulares mejor documentados de algunos

agentes antineoplasicos.

Tabla 2. Principales agentes antineoplasicos actualmente en uso

AGENTE BLANCO EFECTO EN EL CICLO
ANTINEOPLASICO FARMACOLOGICO CELULAR
Taxol Arresto G2/M
Taxanos microtubutos
(inhibidores de
microtabulos) Armestoen M
Apoptosis
Arresto en G1/S
Cisplatino y analogos Asrestoen S
DNA
(agentes alquilantes)
Apoptosis

Campotectina

Inhibidor de la
Topoisomerasa |.

Arresto en fase S

Arresto en fase G1

Fluorouracilo

{Antimetaboiitios)

Enzimas involucradas en
la sintesis de ADN

Arrestoen S




En la practica clinica, para incrementar ia eficacia de los tratamientos, se
administran en forma combinada agentes que actien en distintas fases del ciclo
celular.'® Sin embargo, la toxicidad de los agenes antineoplasicos en uso es poco
selectiva y dafia también a ias células normales.

Por otra parte, algunas céliulas tumorales no sufren amresto celular ni
apoptosis porque tienen importantes anomalidades en las vias de sefalizacion de
puntos de control. Esto favorece la seleccion de clonas mutantes resistentes a estos

tratamientos. '5-2°

1.5 NUEVOS FARMACOS CONTRA EL CANCER

La nuevas estrategias clinicas buscan inducis las vias de apoptosis con mayor
selectividad en células tumorales radiadas o expuestas a agentes citotoxicos. '%2°
También se busca el desamrolio de agentes que actuen selectivamente en proteinas
clave del ciclo celular, como las CDKs o las ciclinas_2'-%?

Por ejemplo existen varios inhibidores quimicos de las CDK2, que producen
arrestos en la transicion de la fase G, a la fase S De todas elios 80lo el flavopiridol
se encuentra en fase clinica de investigacion. Este compuesto puede tener un efecto
sinérgico al combinarse con otros agentes antineoplasicos e incrementar ia eficacia
de la quimioterapia.®* Actualmente se buscan agentes que actien sobre otros
blancos farmacologicos a los de los agentes en uso.?>2°



2. CUMARINAS

2.4 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

La cumarina (1,2 benzopirona) es un compuesto heterociclico, es la lactona
del acido orto-hidroxifenil-propeinoico, tiene un peso molecular de 146.15 g/mol, con
punto de fusion de 60-70° C. Presenta un maximo de absorcion a 272 nm en el
rango de ultravioleta, es soluble en etanol, cloroformo y aceites, pueden obtenerse
en forma de cristales incoloros de olor agradable.?”
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Figura 5. Estructura quimica de la cumarina

Vogel aisié la cumarina por primera vez en 1822, a partir del haba de tonka de
la Guayana (Cournorona odorata).2’” En 1868, W. H. Perkin la obtuvo por sintesis
quimica.?® Se encuentra ampliamente distribuida en el reino vegetal?®
principalmente en las: Leguminosas (Leguminoceae), orquideas (Orchidaceae),
rutaceas (Rutaceae) y Umbeliferas (Umbelliferae). Los cristales de cumarina tienen
un agradable aroma caracteristico.?” Por o que ha sido empleado en la industria
cosmsdtica y ta perfumeria.?®

2.2 BIOTRANSFORMACION Y TOXICIDAD DE LAS CUMARINAS

La cumarina, tanto #n vivo como in vitro, se hidroxila a 3, 4, 5, 6, 7 y 8
monohidroxicumarinas®’*° y en la 6,7-dihidroxicumarina. Ademas, el anillo lactonico
puede ser metabolizado y formar o-hidroxifenilacetaldehido, que a su vez genera o-
hidroxifeniletanol y acido o-hidroxifenilpropionico.’' Los porcentajes de cada uno de
estos productos varian dependiendo de la especie.>’*¢ Esto es el resultado de que
cada especie animal biotransformme la cumarina a través de diferentes vias

metabdlicas.>>3¢
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Figura 6. Vias metabdlicas de la cumarina en primates y roedores.>'

Por ejemplo, en primates como el mandril y el humano, la 7-hidroxicumarina
es el principal producto de biotransformacion (68-92%). Esta hidroxilacion la cataliza
la isoforma CYP2A6 del citocromo P450.3%% En raton y el hamster, esta reaccion
es catalizada por la isoforma CYP2AS5 del citocromo P450Q3%1-32
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En rata y ratén, la cumarina se biotransforma principaimente en 3-4 epoxido
cumarina y al abrirse el anillo tacténico genera o-hidrohifenilacetaldehido.’®*' Esta
reaccion es catalizada en rata por las isoformas CYP2A1 y CYP2A2 del citocromo
P450, mientras que en el raton es la isoforma CYP2A4> 3441

Estos productos de biotransformacion pueden ser acetilados, metoxilados,
sufrir conjugaciones con acido glucurénico u otro tipo de transformaciones.

La toxicidad de la cumarina en las diferentes especies también se atribuye a
las vias de biotransformacion®!-37-42.47( figura 6). En el humano, la cumarina tiene una
vida media breve (1-1.5 h) y es poco téxica.?® En estudios multicéntricos se observo
que dosis de hasta 7 g diarios producen efectos adversos de poca importancia, que
son reversibles al suspender el tratamiento.?® En cambio, diversos estudios en rata y
raton indican que la cumarina tiene importantes efectos hepatotéxicos,27:29:31:38.37

2.3 LA CUMARINA NO TIENE EFECTO MUTAGENICO.

Diversos estudios demuestran que la cumarina per se no tiene actividad
mutagénica.’' Esto se determiné a través de ensayos i vivo utilizando Drosophyla
melanogaster, pruebas en micro-nicleo de raton y cinco cepas de S. fyphimunum.

Se ha calculado que el camsumo humano de cumarina, es de
aproximadamente 0.06 mg/Kg/dia.>' En rata y en raton se han realizado numerosos
estudios a largo plazo para examinar los posibles efectos carcinogénicos de la
cumarina. En ensayos in vivo se han administrado dosis de hasta 270 mg/Kg/dia.
Los resultados de estos ensayos NO son consistentes, por lo que NO se tiene
informacion clara y contundente, que asegure que la cumarina es un agente
carcinogénico.3:33.39

En un estudio / vitro se observo que la administracion de cumarina junto con
Aflatoxina B, tiene efectos mutagénicos en ovario de hamster.*® Esto se debe a que
la cumarina incrementa la biotransformacion de Aflatoxina B, a su epoxido en
posicion 8 y 9; este producto de biotransformacion es el responsable del efecto
mutagénico. En dicho estudio tampoco se observo efecto mutagénico al administrar
solamente la cumarina.



2.4 USOS TERAPEUTICOS DE COMPUESTOS CUMARINICOS

Y comp cumarinicos con aplicacion clinica importante. La
warfarina es un farmaco usado para prevenir la formacion de trombos, y cuando se
ha producido, para evitar su extension. Se empilea desde 1951 y es el anticoagulante
oral que se prescribe con mayor frecuencia.*?

En pacientes con diferentes tipos de cancer, tratados con warfarina con fines
anticoagulantes, se observé un menor Nnimero de metastasis y un incremento al
doble del tiempo de sobre-vida.*® La actividad antineoplasica de la warfarina es
independiente de sus efectos anticoagulantes.*4*® En modelos murinos se observé
que la administracion de vitamina K antagonizaba los efectos anticoagulantes de la
warfarina, pero no los efectos antitumoraies.>*> Ademas, la cumarina carece de
efecto anticoagulante y tiene efecto antineoplasico >4

En estudios multicéntricos se ha mostrado que ila cumarina disminuye el
desarrolio tanto de carcinoma renal*®*’ como de préstata*®*®, y previene la
recurrencia de meianoma.’*%? Se ha propuesto que la cumarina es una pro-droga y
su principal producto de biotransformacion (la 7-hidroxicumarina) es la forma activa
de la molécula,31-404°

2.5 EFECTO CITOSTATICO DE CUMARINAS Y CICLO CELULAR

La cumarina y la 7-hidroxicumarina in vitro inhiben la proliferacion de varias
lineas de células tumorales humanas >>®' El efecto citostatico de a 7-
hidroxicumarina es mayor al de la cumarina. Dicho efecto es consistente con la
inhibicion del ciclo celular en la transicion de la fase G1 a la fase S.%%° por otra
parte, la 7-hidraxicumarina disminuye el porcentaje de céiulas que expresan ciclina
D1, sin afectar la expresion de las ciclinas A y E.5*%' Esto indica que las acciones de
7-hidroxicurmarina involucran eventos tempranos de la fase G1, que forrman parte del
punto de restriccion. Existen otros compuestos cumarinicos con mayor actividad
citostatica que podria activar esta via con mayor eficacia (Rb).'°
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3 -MATERIAL Y METODO

3.1 COMPUESTOS

Se determind la actividad citc C y Ci ica de CoOmpuestos cumarinicos
mono-substituidos con grupos hidroxilo en las posiciones 3, 4, 6, 7 y 8. Asi como los
éteres metilicos y ésteres acetilicos. También se ensayo la actividad de los
siguientes compuestos di-substituidos: La 6, 7-dihidroxicumarina, la 6,7-
dimetoxicumarina, la 6,7-diacetoxicumarina, la 7.8-dihidroxicumarina, la 7.,8-
metoxicumarina y la 7,8-diacetoxicumarina. La cumarina, (a 4-hidroxicumarina, la 7-
hidroxicumarina, la 6,7-dihidroxicumarina y la 6,7-dimetoxicumarina se obtuvieron
comercialmente (Sigma-Aldrich). El resto de 10s compuestos fueron sintetizados por
el grupo del maestro Fernando Ledn Cedefic del Departamento de Quimica
Organica, de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica. ta
pureza de los compuestos (99.9%) se caraclerizd mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC), efectuado por la maestra Patricia Elizalde.

H
6,7-dihidroxicumarina 6,7-dimetoxicumarina
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Figura 7. Estructuras quimicas de compuestos cumarinicos di-substituidos

3.2 LINEAS CELULARES

Se utilizaron 4 lineas celulares tumorales. La linea MCF-7 de cancer mamario
humano fue obtenida del American Type Culture Collection (ATCC). Las lineas A-
427 (adenocarcinoma pulmonar humano) y CALU-1 (carcinoma epidermoide
humano), fueron genercsamente proporcionadas por el Dr. José Sullivan Lépez
Gonzalez a este laboratorio. La linea B16 de melanoma murino, fue proporcionada
por el Dr. Guillermo Affaro del instituto de Investigaciones Biomeédicas de la UNAM.



3.3 MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las lineas se crecieron en botellas de 25 om? de area de cultivo (Nunc), a
una temperatura de 37°C, en atmdsfera humidificada y con inyeccion de CO: al 5%.
Las lineas celulares A-427, B16 y CALU-1 se cultivaron en medio RPMI y la linea
MCF-7 se cultivd en medio DMEM (aito en glucosa). Ambos medios fueron
suplementados con antibidticos y con 10% de suero fetal bovino descomplementado
por calor. Las células se sembraron en igual namero (10* células por pazo) en
microplacasdeculﬁvodejﬁpozosyseexpusieron a concentracion de 1 mM de los
compuestos arriba mencionados (N=6). Se utikzo etanol (2 % vAv) como disoivente.

3.4 EVALUACION DEL EFECTO CITOSTATICO POR CUMARINAS

El efecto citostatico de los compuestos se estimé en base al ensayo
colorimatrico de reduccion de MTT (bromuro de 3{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difenit
tetrazolio) {26]). Este ensayo se basa en ia capacidad de céiulas vivas de reducir la
sal de MTT, que es hidrosoluble y de color amarilio, a formazan de MTT (1-{4.5-
dimetiltiazol-2-i1]3-3,5-difenilformazan), que es hidrofébica y de color purpura. La
absorbancia del formazan de MTT es proporcional at nGmero de células vivas.

NAD" NADIH CH;
CH; N
i A
Oxidacion
+ )k e N=N s” “cH,
N=N" 5" “cu,
|
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Metil Tetramolio (MTT) Formazan dc MTT

Figura. 8 Fundamento Quimico de la prueba de MTT
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Después de la exposicion a los farmacos, las células son incubadas con MTT
(0.05 %) por 2 horas; al sérmino de la incubacion se retira el sobrenadante. Los
cristales de formazan de MTT, que permanecen en las mitocondrias de las células,
se solubilizan en dimetilsulfdxido (DMSO). La absorbancia de ésta solucion se mide
espectofotomeéticamente en el lector de microplacas (Biotek EK11) a una longitud de
onda de 570 nm.

De cada compuesto se evaluaron 6 concentraciones en rangos de 10 a 320
ug/mi (n=6 para cada concentracion). Las células se sembraron en placas de 96
pozos (5 x 10°/pozo), fueron expuestas por 72 horas a los farmacos y al término de
la exposicion se estimd el numero de células viables para cada concentracion. El
porcentaje de proliferacion de las células tratadas se estimd con respecto a las
células control que fueron expuestas soOlo al disolvente {etanol 2%). La
concentracion inhibitoria SO (Clsy) de cada compueaesto se calculd mediante curvas
concentracion-respuesta. Se estimoé la significancia estadistica comparando lecturas
de las células control expuestas a etanol (2 °6), con las células tratadas con
cumarinas. Primero se realizé una prueba de ANOVA, a los valores con diferencia
estadistica se le realizo la prueba de Dunnett. Los compuestos con mayor actividad
citostitica se obtuvieron caiculando el porcentaje de inhibicion para cada compuesto

con la siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion = (1-(T/C)X 100).
Donde: T = Células con los comp (disueitos en etanol) a varias
concentraciones.

C = Células a las que solamente se les adiciond etanol (2 % vAv) y también funciono
como control.

De los compuestos que inhibieron en mas del S0% el crecimiento en las
lineas celulares, se realizaron curvas concentracion-respuesta, para caicular la
concentracion inhibitoria 50 (Clso). De cada compuesto se ensayaron cinco
concentraciones (n = 4) cada una en 4 pozos. La concentraciones variaron en escala
geométrica, en un rango de concentraciones de 25-400 uM. Se calculd el valor de
Cls para cada compuesto promediando los valores de tres ensayos independientes.




3.5 EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD

La toxicidad se estimé a través de la liberacion de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) empleando el kit “Cytc iCi D ion® (Roche). La
actividad de la enzima LDH se determina mediante una neaccion colorimeétrica,
donde la sal de tetrazolio (amarilla) se reduce a sal de formazan (roja).

PRIMER PASO:
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Figura 9. Fundamento quimico del kit “Cy icity D n”

En el primer paso, (ver figura 9) ia enzima L.DH cataliza la oxidacion de lactato
a piruvato, o que produce la reduccion de NAD* a NADH/H". En ol segundo, paso el
NADH + H' cataliza la reduccion de la sal de tetrazoko INT (2-[4-yodofenil]-3-[4-
nitrofenil)-5-clorhidrato de feniltetrazolio) de color amarillo a la sal de formazan que
es de color rojo.*?
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De los compuestos con mayor actividad citostitica, se evalué por triplicado el
efecto citotixico a cuatro concentracionas (6.25, 25, 100 y 400 pM). Las céijulas (2
x10% se incubaron en medio suplementado con 1% de suero fetal bovino y se
expusieron 24 horas a los farmacos. El porcentaje de citotoxicidad se caiculd a
través de la siguiente formula:

%CITOTOXICIDAD = (valor exp.- control bajo’ control alto - control bajo) X 100

Donde:

Control alto: Maximo valor de tiberacion de LDH, que se establecié lisando las
células con tritén (0.002 % durante 5 minutos).

Control bajo: Vaior minimo o basal de liberacion de LDH de células tratadas con el
disolvente.

Valor experimental: Es el valor que se obtuvd midiendo ol sobrenadante de células

tratadas con los diferentes comp a cada N

Después del tiempo de incubacion se retiré la mitad del sobrenadante (50 pL),
se adicionaron S0 uL de la mezcla de reaccion. Se coloctd on la oscuridad por 20
minutos y sSe paré la reaccion con acido clorhidrico 1 N. Las mezclas de la
reacciones sSe layeron a 490 nm en un lector de microplacas (Biotok EL311).




4 RESULTADOS

A concentracion de 1 mM y con 48 horas de exposicion, se observé que los
compuestos di-sustituidos tienen wmayor actividad ) o que jos mono-
sustituidos
4.1 DERIVADOS MONO-SUBSTITUIDOS

En la tabla 3 se observa que la 7-hidroxicumarina tiene mayor efecto
citostitico que la cumarina en las lineas celulares A-427, CALU-1 y B16. La 7-
hidroxicumarina tiene valores entre 30-37% de inhibicion mientras que la cumarina
tiene valores entre 12-30%. En las céiulas de la linea MCF-7 no se observa efecto
con estos compuestos.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion a 1 mM con compuestos mono-sustituidos (n = 3)

LINEAS CELULARES
A-427 CALU-1 MCF-7 B16
COMPUESTO MEDIATEEM | MEDIATEEM | MEDIATEEM MEDIATEEM
Cumarina 12¥18 30F 7.0 -20F1.3 24F02
3-metoxicumarina 47549 125 7.0 41 ¥84 21¥ 10
3-hidroxicumarina 13F 52 14 F 13 140F 16 19%1.5
S-acetoxicurmarnina S8F16 0.32F 4.7 26F7 427 8.1
= nanna -0.6 ¥ 1.60 40F28 -16 ¥ 3 22¥%10
4-metoxicurmarnna S5 F 17 40F 32 S.0F 863 EE]
4 nanna 46704 11¥32 21.0¥8.5 38F 8
6-hidroxicumarnna 7.0F 0.1 8. 54 -11 ¥3.0 7.0¥7.0
6-metoxicumarina 18708 22F7.0 80F6.0 38F 3.4
6-acetoxicumarina 4.7F 4.0 145 6.0 -60¥20 22747
7 ina 307 6.2 3F73 0.4F30 37¥3.0
7-metoxicumarina 3.0%06 22750 11 F1.2 11¥50
7-acetoxicumarina 11¥ 45 30F9.0 1959 20F 11
8-hidroxicumarina 0.1 ¥ 3.0 18F 1.5 3.0F¥4.0 -4.5F9.25
8-metoxicumarina 25F 2.0 27F 13 1.2%45 53F7.4
8-acetoxicumarina 13F 1 34F17 -3.0¥0.7 13F1.3
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Los compuestos mono-substituidos con mayor actividad que la 7-
hidroxicumarina fueron la 4-metoxicumarina y la 3-acetoxicumarna. A concentracion
de 1 mM ia inhibicion de estos compuestos fue de aproximadamente et 50%. Solo la
3-acetoxicumarina inhibié el desarrolio celular en las 4 lineas celulares.

4.2 COMPUESTOS DI-SUBSTITUIDOS

Los compuestos mas activos fueron ia 6,7-dihidroxicumarina, ia 6,7-
diacetoxicumarina, ia 7 8-dihidroxicumarina y la 7.8-diacetoxicumarina. Compuestos
con substituciones en-?” y 8 tuvieron valores cercancs al 90 por ciento en las lineas
celulares excepto la 7,8-dihidroxicumarina en B16 que presentd un valor det 77%.
Por otra parte la formacion de éteres metilicos (metoxilo) en ambas posiciones
disminuye considerablemente la actividad citostatica (tabla 4).

Tabla 4 Porcentaje de inhibicién con compuestos di-substituidos.

“LINEAS CELULARES
A-427 CALU MCF-7 B16
COMPUESTO MEDIATEEM | MEDIATEEM | MEDIATEEM | MEDIATEEM
6,7-dihidroxicumarina 68 F2 26F 2S5 34F 10 69F9
6,7-dimetoxicumarina 6 F2 25F2 2152 SOF3
6,7-diacetoxicumarina 68F8 38F 10 67¥8 87F2
7 8-dihidroxicumarina 87F8 3 F 4 [TEX] 77 ¥ 10
7.8-dimetoxicurnarina 05F4 25F8 64F 1 -51F8.1
7.8-diacetoxicumarina 84F4 89F2 [T 90 ¥ 0.2

Se estimd la concentracion inhibitoria S0 (Clso) de los compuestos di-
substituidos mas activos mediante curvas concentracidon-respueosta a 48 horas de
exposicion. Los compuestos di-sustituidos en posicion 7 y 8 tuvieron una actividad
citostatica mayor que los compuestos sustituidos en 6 y 7. Sus valores de Cls;
fueron mas bajos y presentan actividad en todas lss ineas celulares (tabla 5).




Tabia S Valores de Clse (WM) en cada linea celular. (ND= No Determinado)

— LINEAS CELULARES
A-427 CALU-1 MCF-7 B16
COMPUESTO MEDIATEEM | MEDIATEEM | MEDIATEEM | MEDIATEEM
6,7-dihidroxicumarina 66 + 0.6 >400 >400 203 %5
6,7-diacetoxicumarina ND >400 >400 ND
7.8-dihidroxicumarina 47 ¥ 10 35F 3.1 43 F 5 175¥F 9
7.8-diacetoxicumarina 1098 46+ 5.5 65F9 24F 11

4.3 EFECTO CITOTOXICO

A concentraciones similares a los valores de Cis, (25 y 100 pM) de cada
compuesto, Nno se observaron efectos téxicos. Incluso a concantracion de 400 uM se
obtuwvieron valores por debajo del 40% de citotoxicidad (Tabia 6). A esta
concentracion, se cbservo que los compuestos di-subatituidos en posicion 6 y 7 son
menos téxicos que los compuestos di-substituidos en posicion 7 y 8. Solo la 7.8-
tuvieron efectos téxicos
estadisticamente significativos en las células de ias lineas A-427 y B16.

dihidroxicumarina b

la 78-diacetaxicumarina
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Tabia 6 Porcentajes de citotoxicidad, a una concentracion de 400 uM y 24 horas de
exposicion. ND = No Determinado * efecto significativo (P<0.05).

LINEA CELULAR
A-427 CALU-1 MCF-7 816
COMPUESTO MEDIALEEM | MEDIALEEM | MEDIALEEM | MEDIAEEM
6,7-dihidroxicumarina 2125 24+2 24+ 5 25+ 6
6,7-diacetoxicumarnna ND ND ND ND
7 .8-dihidroxicurmarina 38+11* 10+6 143+7 20+8*
7 .8-diacetoxicumarina 11+5* 8+t6 132 30+5"
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S DISCUSION

6.1 COMPUESTOS CUMARINICOS MONO-SUBSTITUIDOS

El efecto citostatico de la cumarina y de la 7-hidroxicumarina en varias lineas
celulares ha sido reportado por varios grupos de investigacion.>?*' El mayor efecto
citostatico de la 7-hidroxicUmarina, comparado con el de la cumarina 52! sugiere
que la cumarina es una pro-droga y la 7-hidroxicumarina es la forma activa de la
molécula.?’” Nuestros resultados fueron consistentes con los de estos autores. La
cumarina y la 7-hidroxicumarina fueron inactivos en la linea de carcinoma mamario
humano MCF-7.

Kawaii y cols:** Kolozkievi y cols®' han reportado que algunos compuestos
mono-substituidos tienen baja actividad citostatica. En un estudio previo, realizado
en este laboratorio en la linea B16, se observé que la 3-acetoxicumarina, la 4-
metoxicumarina y la 6-hidroxicumarina a 72 horas de exposicion, tienen mayor
actividad citostatica que las otras cumarinas.”’ En este estudio a las 48 horas,
nosotros  también obseivamos actividad de la 3-acetoxicumarina, la 4-
metoxicumarina, pero no de la 6-hidroxicumarina. Esto puede deberse a que el
efecto de fa 6-hidroxicumarina tenga un periodo de latencia mayor. El efecto
citostatico de estos compuestos se observo en las lineas celulares A-427, CALU-1y
B16, siendo la 4-metoxicumarina el compuesto que produjo los mayores porcentajes
de inhibicion en estas lineas. Las células de la linea MCF-7 fueron poco sensibles a
ta accion citostatica de las cumarinas mono-substituidas estudiadas.

Con los compuestos mono-substituidos no podemos inferir la existencia de
una clara relacion estructura-actividad.




5.2 COMPUESTOS CUMARINICOS DI-SUBSTITUIDOS

Para incrementar {a actividad citostatica en los compuestos es primordial 1a
naturaleza quimica del substituyente.**®' La adicion de dos grupos polares al anillo
aromitico de la cumarina produce un at %o de > Ci ico.%4%° En el anillo
de ia cumarina la posicion para, equivale a la posicion 6; la posicion meta, equivaie a
la posicion 7 y la posicion orfo equivale a la posicion 8. Los compuestos con grupos
hidroxilos y acetilos en las posicion 7 y 8 (meta y orto) son mas activos que los
compuestos di-substituidos en las posicion 6 y 7 (para y meta).>*%%5° Es decir los
compuestos di-substituidos en posicion 7 y 8 tuvieron valores de Clso mas bajos que
compuestos substituidos en posicion 6y 7.

Los compuestos di-substituidos en posicion 7 y 8 con grupo hidroxilos libres
presentaron mayor actividad citostatica que o6 compuestas di-substituidos con
acetilos, es decir la formacion de ésteres acetilicos Los compuestos di-substituidos
en posicion 6 y 7 con grupos acetiio tuvieron mayor actividad citostatica que
compuestos di-sustituidos con hidroxilos libres.

Kawaii y Cols,* en un trabajo reciente reporté que la 6,7-dihidroxicumarina
fue activa en las lineas que el utilizo y jos valores de Clss entre 20-35 pM pero si se
sustituye el hidroxilo de la posicion 7 por un metoxilo la actividad citostatica
disminuye. Los valores de Cls guardaron la proporciéon con respecto a los valores
del porcentaje de inhibicion. Finn y cols***® reportan que 08 compuestos di-
substituidos en posicion 7 y 8 son activos en las lineas celulares SK-MEL-31 que son
células de melanocitos de piel humana malignizadas y A-559 que es un
adenocarcinoma de rifon.

Nosotros observamos que la 6,7-dihidroxicumarina inhibe en menos del 50%
el crecimiento de las lineas CALU-1 y MCF-7, mientras que la 7,8-dihidroxicumarina
inhibi® a todas las lineas empleadas. Resultados similares encontraron Finn y
colaboradores (2001) quienes observaron que la 6,7-dihidroxicumarina no inhibié el
crecimiento de ios melanocitos malignos de piel humana SK-MEL-31, mientras que
la 7,8-dihidroxucumarina si lo hizo.
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Los compuestos di-substituidos con grupos electro-atractores incrementan la
actividad citostatica, mientras que grupos electro-donadores disminuyen la actividad
del compuesto.® Nosotros encontramos que la cumarina substituida con acetilos
(electro-atractor) en posicion 7 y 8 tuvieron mayor actividad citoatatica. Mientras que
la introduccion de grupos metéxilo (electro-donador) disminuye drasticamente la
actividad citostatica.

Solo los compuestos con grupas electro-atractores (acetilo) sustituidos en
posicién 7 y 8 y la 6,7-diacetoxicumarina son capaces de inhibir la prolferacion
cetular de la linea MCF-7.

5.3 CITOTOXICIDAD
La citotoxicidad de los compuestos cumarinicos ha sido inferida por otros
investigadores, a través de resultados obtenidos por ensayos de MTT.3450.5¢

Nosotros evaluamos la liberacion de la enzima LDH como un mejor indicador
para medir la citotoxicidad.® Con este método determinamos que la toxicidad i vitro
de las cumarinas es limitada y concuerda con {a poca toxicidad observada in vivo.

Las cumarinas con mayor actividad citostatica carecen de efectos toxicos
significativos en los rangos de las Cls. Los substituyentes electro-atractores le
confieren menos toxicidad a la molécula.

El efecto taxico de agentes antineoplasicos activan los puntos de control y
producen amestos correspondientes en el ciclo ceiular. El armesto en G, producido
por cumarinas, como la 7-hidroxicumarna y la 6, 7-dihidroxicumarina, concuerda mas
a la inhibicion del punto de restriccion que con la activacion de los puntos de control.
Este mecanismo es coherente con et efecto citostatico de algunas cumarinas y su
baja toxicidad.

En un reporte reciente se demuestra que compueastos cumarinicos como la dafnetina
(7.8-dihidroxicumarina) no se une a ADN®®, jo que concuerda con la baja toxicidad
qQue NoSOotros observamaos.
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6 CONCLUSIONES

Existe una clara relacion estructura-activiiad de los compuestos cumarinicos
di-substituidos, mientras que dicha relacion no se observa con (o8 mMono-
substituidos.

Los grupos electro-donadores en las posiciones 7 y 8 inhibieron el crecimiento
de todas las lineas celulares, incluso la de MCF-7. Los grupos acetilo disminuyen la
toxicidad de los compuestos. Por lo anterior, 7.8-diacetoxi-cumarina resuita una
molécula interesante y prometedora para estudios posteriores. De esta molécula se
debe ensayar su actividad citotdxica y citostatica, tanto en lineas celulares no
malignizadas, como en modelos murinos tumorales. Ademas, seria conveniente
estudiar la actividad de moléculas con otros tipos de grupos electro atrayentes,
como: -CN, -COOH, C1, -Br, -1, -OCF3 y -CH;CO.
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