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1 ANTECEDENTES 

1.1 EPIDEMIOLOGiA DEL CÁNCER 
Los patrones de mortalidad y morbilidacl han cambiado debido a los nuevos 

estilos de vida. La incidencia de enfennedacles infecciosas se han reducido y las 

enfermedades crónicas se han incrementado. Los tumores malignos son la segunda 

causa de muerte en México.1 .2 En 1996 se reportaron 84 615 casos de neoplasias 

malignas, con predominancia del sexo femenino (64%). El grupo de edad máS 

afectado fue el de 75 a mas anos (10011.). 1 A partir de 1995 el cáncer de pulmón 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.2 

1.2 DEFINICIÓN Y ORIGEN DEL CÁNCER 

El cáncer es un término genérico que se emplea para describir a más de 100 

tipos diferentes de enfermedades. Una caracteristica común de estas enfermedades 

es el desarrolk> de tumores malignos.3 

Las células normales tienen múltiples mecanismos que regulan su 

proliferación, su diferenciación y apoptosis. El control de estos procesos genera y 

mantiene la arquitectura tisular de organismos multicetulares.4 El curso entre estos 

destinos celulares lo determina el balance entre, senales mitogénicas anti­

mitogénicas, pro-apoptóticas y sena1es de diferenciación. Las células tumorales 

proliferan sin control, ya que adquieren caracteristicas que desregulan los procesos 

arriba mencionados. Además, estas células pueden invadir tejidos vecinos y a 

distancia. 3 
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Figura 1. Los procesos a los que ~ dirigirse una célula dependiendo de su 

contexto celular. 
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El desarrollo de un tumor acune en etapas o estadios conocidos corno 

iniciaciOn, promoción y progresión. En la iniciación, las o61ulaS sufren algunas 

mutaciones al ser expuestas a un agente rnutagénicO, dando corno resultado 

alteraciones en los genes, principalmente aquellos cuyos p<Oductos protéicOS 

participan en la regulación del ciclo celular. Algunas mutaciones p-.. ser 

heredadas. Las células alterada& y sus descendientes continúan su .-ano11o por 

tiempo prolongado. Como resultado se produce una hiperplasia en forma local. Este 

tipo de tumores se conocen como benignos, son pequenos, se encuentran 

encapsulados, por lo que no inv-n el tejido epitelial que los rodea. 

Cuando alguna de estas células sufre mutaciones adicionai.. a la que ya 

tiene, la célula entra en el segundo estadio (de promoción). Esta fase se caracteriZa 

por una proliferación celular excesiva inducida por algunos estimulo& flsicos, agen­
endógenos o exógenos, que se denominan promotores. Además, las células hijas 

presentan apariencia anormal en estructura y orientación, lo que se denomina 

displasia. 
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Figura 2. Estadios del desarrollo de una neoplasia maligna 

El tercer estadio (progresión) es una fase crónica en que hay una 

acumulación de alteraciones genéticas que produce cambios celulares, que le 

permite Invadir tejidos vecinos. Al final, la célula puede adquirir capacidad 

metastásica al diseminarse por flujo sanguíneo o linfático e invadir otros órganos o 

tejidos, generando un nuevo tumor.3 

1.3 CICLO CELULAR 

El ciclo celular es el conjunto de eventos que regulan la proliferación celular y 

se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M. 5
•
6 La progresión del ciclo celular, a través 

de las diferentes fases, ocurre de manera ordenada y está dirigida por la activación 

secuencial de cinasas serinas/treoninas, conocidas como CDKs. 7 ·8 

'Fadores de 
crecimient:o 

P ........ am~ 

Figura 3. Progresión del ciclo celular por activación de COKs, así como su puntos de 

restricción y sus puntos de .::ontrol 

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

culminación exitosa de los eventos de la fase previa. Esto es posible gracias a 
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sistemas de control que verifican la correcta ejecución de los eventos _,..,1a1ee del 

ciclo celular y regulan la act~ de las CDKs_,..,. Los siste,,_ de control son 

cascadas bioqulmicas de set\alizac:IOn que pueden inhibir la progresión del ciclo, 

produciendo un es- conocido como ·ar.-to celular". Se han descrito dos tipo& de 

sistemas de control: (a) el punto - ... 1r10016n, que regula el inicio del ciclo 

celular-' 3 y (b) •- puntos de o--1 (del inglés checkpoints) que aseguran la 

estabilidad genómica. 1 .. 15 

El punto de restricción, -.ibién conocido vla cicUna O-cdk4/6-Rb-E2F, - un 

sistema que integra·las setlales mitogénicaS, anti-mitogénicas y de diferenciación. 

Cuando las senales mitogénicas predominan. la célula inicia su ciclo y proliferan_ 

Cuando las senales antiproliferativas o de diferenciación predominan, la célula sufre 

un arresto a la mitad de la fase G1 y puede diferenciarse.13
•15 Diversos componentes 

de esta cascada presentan anonnalid- en las neoplasias malignas humanas (ver 

tabla 1).16 

Tabla 1 Aberraciones compo.-rt ... de loB puntos de control (G1/S) en tumores 

humanos. 

TIPO DE PROTEINA BASE MOLECULAR TIPODE 

GEN CÁNCER 

Ciclina 01 AmplificaeiOn de Genes, tnmlocaclOn y Varias tipo& de 

sobre-expresión C6ncer 

Ciclina E Amplificaei6n del DNA y sobre-expresión C8rcinOma 
Proto- manarioyde 

oncogen ovario 

Cdc25A Sobre-expresión C&rcinOma 

Mamario 

p53 Deleción, nuación puntual y sabre-

expresión de la protelna Varios tipo& de 

Genes cáncer 
Supresores p16 Alteración en la expresión de la proeelna Varioe tipo& de 
De Tumor cáncer 

pRb Delación, Expresión alterada de la C&rcinOma 

protelna MamariO 



En cambio, los puntos de control son alanT1Bs de estrés genotóxico que 

detectan errores genómicos. La activación de puntos de control produce varias 

respuestas celulares como: (i) activación de la maquinaria de reparación de ADN; (ii) 

arresto celular, lo que da tiempo a la célula de reparar el dano; (iii) inducción de 

muerte celular programada (apoptosis), cuando el dano es irreparable. 15 Después de 

un arresto, las células normales sólo prosiguen a la siguiente fase, si el dano de la 

fase previa es reparado exitosamente, lo que garantiza la estabilidad genómica.17 La 

proteina p53 es un factor de transcripción que regula los procesos arriba 

mencionados, poi' lo que es también conocida corno guardián del genoma. 

La transmisión f"iel del material genómico de la célula madre a las células hijas 

es asegurado por los puntos de control. Su funcionamiento inef"ICSZ conduce a la 

acumulación de RH.Jtaciones y aberraciones crornosornales, las cuales incrementan 

la probabilidad de desarrollar malformaciones y neoplasias malignas. 15 

--- ,.r ....... ~ 
'Cl) ~ G) 

1 OllÜla con i.,, riS3 nonnal J lc.elul• COf'I ~:s;~La:ada 1 

~--~~~~fi 
... é 

! 
~u1..ei.n d• Qmnes 
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""OPTOSIS 

...---
FIGURA 4. Distintos destinos celulares al estar o no mutado p53 
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1.4 QUIMIOTERAPIA Y CICLO CELULAR. 

La quimioterapia es actualmente la opción indicada en el tra-.üento de varios 

tipos de cáncer avanzado. Los principales _.,tes antineoplésicos empleados en la 

quimioterapia, como son lo& inhibidores de topoisomerasas, los agentes alquilantes y 

los antimetabolitos, producen dallo al ADN. 7
"• Con esto se busca inducir el arresto 

ifTeversible en la célula, activando los puntos de control; en último ténnino se busca 

activar las vlas de apoptosis. Los agentes antineoplésicos pueden producir arrestos 

en las células dependiendo de sus mecanismos de acción. En la tabla 11 se 

presentan los blancos, efectos y arrestos celulares mejor documentados de algunos 

agentes antineoplásicoS.7
•
19 

Tabla 2. Principales agentes antineoplásicos actualmente en uso 

AGENTE BLANCO EFECTO EN EL CICLO 
ANTINEOPLAsiCO FARMACOLÓGICO CELULAR 

Taxol Arresto G2/M 

Taxanos microtúbulos 
(inhibidores de 
microtúbulos) ArrestoenM 

..........._is 
Arresto en G1/S 

Cisplalino y análogos Arresto en S 
DNA 

(agentes alquilantes) 
Apoptosis 

Arresto en fase S 
Campotectina lnhibidor de la 

Topoisomerasa l. 
Arresto en fase G1 

Fluorouracilo Enzimas involucradas en 
la slntesis de ADN ArrestoenS 

(Anlimetabolitios) 



En la practica clinica, para incrementa.- la ef"icacia de los tratamientos, se 

administran en forma combinada -"'es q.., -=túen en distintas fases del ciclo 

celular.19 Sin embargo, la toxicidad de los ~ antineoplésic:OS en uso es poco 

selectiva y dana también a tas células nonnales. 

Por otra parte, algunas células tumorales no sufren arresto celular ni 

apoptosis porq.., tienen importantes anonnalidmles en las vlas de setlalización de 

puntos de control. Esto favorece la selección de clonas mutantes resistentes a estos 

tratarnientos. 15
·
20 

1.5 NUEVOS FÁRMACOS CONTRA EL CÁNCER 

La nuevas estrategias clinicas buscan inducir las vlas de epoptosis con mayor 

selectividad en células tumorales radiadas o mcpuestas a agent- citotóxico&. 1 ~·20 

También se busca et desarrollo de agentes q.., actúen selectivamente en proteinas 

clave del ciclo celular, como las CDKs o las ciclinao. 2 '-22 

Por ejemplo existen varios inhibidores qukncos de las CDK2, que producen 

arrestos en la transición de la fase G, a la f...e S.23 De todos ello& solo el flavapiridol 

se encuentra en fase clinica de invesligaciOn. B*t compuesto puede tener un efecto 

sinérgico al combinarse con otros agentes anti,_,,_ic:OS e increment.- la eficaeia 

de la quimioterapia. 24 Actualmente se buscan agentes que actúm> sobre olf'OS 

blancos farmacológicos a los de los -ntes en UM>. 25..,. 
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2. CUMARINAS 

2.1 PROPIEDADES FISICOQU(MICAS 

La cumarina (1,2 benZopirona) es un ~to heteroclclico, es la lactona 

del écido orto-hidroxifenil-propeinoico, tiene un peso molecular de 1'46.15 glmol, con 

punto de fusión de 60-70° C. Presenta un méximo de absorción a 272 nm en el 

rango de ultravioleta, es soluble en etanol, cloroformo y aceites, pueden obtenerse 

en forma de cristales incoloros de oro.- agradable. 27 

6~3 
7~o~o 

8 1 

Figura 5. Estructura qulmica de la cumarina 

Vogel aisló la cUR\atfna ~primera vez en 1822, a partir del haba de tonka de 

la Guayana (Coumonma odcxata).27 En 1868, W. H. Pert<in la Obtuvo ~ slntesis 

qulmica.28 Se encuentra amplianente distribuida en el reino vegetal,26 

principal .... nte en las: Leguminos- (Leguminoceae), orquldeas (Orchidaceae), 

rutéceas (Rutaceae) y Umbellferas (Umbelliferae). Los criBtales de cumarina tienen 

un agradable aroma caracterlstico. 27 Por lo que ha sido empleado en la industria 

cosmética y la perfumeria.28 

2.2 BIOTRANSFORMACIÓN Y TOXICIDAD DE LAS CUMARINAS 
La cumarina, tanto in vivo corno in vitro, se hidroxila a 3, 4, 5, 6, 7 y 8-

monohidroxicumarines27-30 y en la 6,7-dihldroxicumarina. Además, el anillo lactónico 

puede ser metabolizado y fonnar o-hldroxifenilacetaldehido, que a su vez genera o­

hidroxifeniletanol y écldo o-hidroxifenilpropiónico.31 Los porcentajes de cada uno de 

estos productos varian dependiendo de la especie. 32•35 Esto es el resultado de que 

cada especie animal biotransfonne la curnarina a través de diferentes vias 

metabólicas. 3 3-38 
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4.S,6 yS-tümcK:umrrn 

-- RA"ION (CYP2A4) 

ex~ 
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Figura 6. Vlas metabólicas de la cumarina en primates y roedores.31 

Por ejemplo, en primates como el mandril y el humano, la 7-hidroxicumarina 

es el principal producto de biotransfonnación (68-92%). Esta hidroxilación la catallza 

la isoforma CYP2A6 del citocromo P450. 39.>•. En raton y el hémster, esta reacción 

es catalizada por la lsoforma CYP2A5 del citocromo P45Q31
•
32 
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En rata y ratón, la cumarina se biotransforma principalmente en 3-4 epóxido 

cumarina y al abrirse el anillo lactónico genera o-hidrohifenilacetaldehido.3
,..., Esta 

reacción es catalizacta en rata por las isofofTnas CYP2A 1 y CYP2A2 del cltocromo 

P450, mientras que en el ratón es la isaforma CYP2A431
•
34

•
41 

Estos productos de biotransfonnaclón pueden ser acetilados, metoxilados, 

sufrir conjugaciones con ácido glucurónico u otro tipo de transformacioneS. 

La toxicidad de la cumarina en las difef'entes esi-;ies también se atribuye a 

las vlas de biotransformación31
•
37

·..,·•
1

( f"igura 6). En el humano, la cumar1na tiene una 

vida media breve (1-1.5 h) y es poco tóxica.26 En estudios multicéntricO& se observó 

que dosis de hasta 7 g diarios producen efectos adversos de poca importancia, que 

son reversibles al suspender el tratamiento. 39 En cambio, diversos estudios en rata y 

ratón indican que la cumar1na tiene importantes efectos hepatotóxico&.27
•
29

•
31

•
38

·
37 

2.3 LA CUMARINA NO TIENE EFECTO MUTAGÉNICO. 
Diversos estudios demuestran que la cumartna per se no tiene actividad 

mutagénica. 31 Esto se detenninó a trav6s de ensayos in vWo utilizando DTosophyta 

melanogaster, pruebas en micro-núcleo de ratón y cinco cepas de S. typhimunum. 

Se ha calculado que el consumo humano de curnarina, es de 

aproximadamente 0.06 mg/Kg/dla. 31 En rata y en ratón se han realizado numerosos 

estudios a largo plazo para examinar los posibles efactos carcinogénicoe de la 

cumarina. En ensayos in vivo se han administrado doeis de hasta 270 mg/Kg/dla. 

Los resultados de estos ensaya& no son consisten-. por lo que no se tiene 

información clara y contundente, que -ure que la cumarina es un agente 

carcinogénico. 31 
•
38

•
39 

En un estudio in vitro se observó que la administración de cumar1na junto con 

Aflatoxina B, tiene efectos mutagénicos en ovano de hamster.39 Esto se debe a que 

la cumarina incrementa la biotransformación de Aflatoxina B1 a su epóxido en 

posición 8 y 9; este producto de biotransfonnaclón es el responsable del efecto 

mutagénico. En dicho estudio tampoco se ob&efvó efecto mutagénico al administrar 

solamente la curnarina. 
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2.4 USOS TERAPÉUTICOS DE COMPUESTOS CUMARINICOS 

Existen comp.-tos cumarfnicos con aplicación clinica l~te. La 

warfarina - un fénnaco usado para prevenir la forrnaciOn de trombos, y cuando se 

ha producido, para -itar su extm1sión. Se emplea - 1951 y es el anticoagulante 

oral que se prescribe con mayor- frecUencia. 42 

En pacientes con diferentes tipos de céncer, tratados con warfarina con fines 

anticoagulantes, se obsefVÓ un menor número de metastasis y un incremento al 

doble del tiempo de sobre-Vida.º La actividad antineoplasica de la warfarina es 
independiente de sus efectos antlcoagulantes.44

•
48 En modelos murinos se obSerVó 

que la administración de vitamina K antagonizaba los efectos antieoagulantes de la 

warfarina, pero no los efectos antitumorales."43 Adernés, la curnarina carece de 

efecto anticoagulante y tiene efecto antineoplásico.4 ,..5 

En estudios rnulticéntricos se ha mostrado que la cumarina disminuye el 

desarrollo tanto de carcinor-na rena .... ·47 como de próstata48
•
49

, y previene la 

recurrencia de rnelanorna. 00-
52 Se ha propuesto que la cumarina es una pro-drOga y 

su principal producto de biotranstonnación (la 7-hidroxicumarina) es la fonna activa 

de la molécula.31"'",.ª 

2.5 EFECTO CITOSTÁTICO DE CUMARINAS Y CICLO CELULAR 

La cumarina y la 7-hidroxicunWrina in vitro inhiben la p1olif8iación de v-1-

lineas de c61ulas t~ hUmanas.5
...,

1 El efecto citosblltico de la 7-

hidroxicurnarina es mayor al de la cumarina. Dicho efecto es consistente con la 

inhibición del ciclo celular en la transición de la fase G1 a la fase S ........ Por otra 

parte, la 7-hidroxicumarina disminuye el por-centaje de c61ul- que expiasan ciclina 

01, sin afectar la expresión de las ciclinas A y E . ..,..., Esto Indica que las acciones de 

7-hidroxicumarina Involucran eventos tempranos de la fase G1, que forman parte del 

punto de mstricción. Existen otros compuestos cumarfnicos con mayor actividad 

citostática que podria activar esta vla con mayor micacia (Rb). •• 
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3 -MATERIAL V MÉTODO 

3.1 COMPUESTOS 
Se determinó la actividad citoslética y citolóxica de comp.-tos cumarlnicoa 

mono-substituidos con grupos hidroxilo en las paaiciorms 3, 4, 6, 7 y 8. Asl como loa 

éteres metllicos y ésteres acetllica&. Tambi6n se ensayó la actividad de loa 

siguientes comp.-tos di-substituidos: La 6,7-dihidroxic:Umanna, la 6,7-

dimetoxicumarina, la 6,7-diacetoxiCUfll8rina, la 7,8-dihidroxieumarina, la 7,8-

metoxicumarina y la 7,8-diacetaxicumarina. La curn.1na, la 4-hidroxicumarina, la 7-

hidroxicumarina, la 6,7-0ihidroxicumarina y la 6,7-dimetoxicumarina se obtlNieron 

comercialmente (Sigrna-Aklrich). El resto de los con.,.-tos fueron sintetizados por 

el grupo del maestro Femando León Cedefto del Departamento de Qulmica 

Orgénica, de la División de Estudios de Posgrado de la Fac:uttad de Qulmica. La 

pureza de loa ~toa (99.9%) se cai-.izo mediante cromatografla de 

llquidos de alta raaolución (HPLC), efectuado por la ~- Patricia Elizalde. 

6~3 
7~o~o 

H_...O~ 

º~~º 
~. 

6,7-dihidroxicurnarina 

8 1 

Cumarina 
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7,8-c:lihidroxicurnarina 7,8-c:limetoxicurnarina 

1~t~1 _e" o o 
H. ; 

A 'e=º 

1-r··x~·H 
7 ,8-c:liacetoxicumarina 

Figura 7. Estructuras químicas de ~uestos curnarlnicas di-substituidos 

3.2 LINEAS CELULARES 
Se utilizaron 4 lineas celulares tumorales. La linea MCF-7 de Céncer mamario 

humano fue obtenida del American Type Culture Coliection (ATCC). Las lineas A-

427 (adenocarcinoma pulmonar humano) y CALU-1 (carcinoma epidermoicle 

humano), fueron generosamente proporcionadas por el Dr. José Sullivan López 

González a este laboratorio. La linea 816 de melanoma murino, fue proporcionada 

por el Dr. Guillenno Alfaro del Instituto de lnvestigacO- Biomédicas de la UNAM. 
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3.3 MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Las lineas se crecieron en botellas de 25 crri' de ,.,_ de cultivo (Nunc). a 

una temperatura de 37"C, en atmósfera humidif"lcada y con inyección de COz al 5%. 

Las lineas celulares A-427, 816 y CAl..U-1 se cultivwon en medio RPMI y la linea 

MCF-7 se cultivó en medio DMEM (alto en glucosa). AmbOS medios fueron 

suplementados con antibióticos y con 10% de suero fetal bovino descomplementado 

por calor. Las células se sembraron en igual número (104 células por pozo) en 

microplacas de cultivo de ~ pozos y se expusieron a concentración de 1 mM de los 

compuestos alTiba mencionadoS (n=6). Se utilizó etanol (2 % vlv) como disolllente. 

3.4 EVALUACIÓN DEL EFECTO CITOSTÁTICO POR CUMARINAS 

El efecto citoatético de los compuestos se estimó en base al ensayo 

colorimétrico de reducción de MTT (bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 

tetrazolio) (26). Este ensayo se basa en la capacidad de cálulas viv- de reducir la 

sal de MTT. que es hidrosoklble y de color amarillo, a formazán de MTT (1-(4,5-

dimetiltiazol-2-il]3-3,5-difenilformazan), que es hidrofóbica y de color púrpura. La 

absorbencia del fonnazán de MTT es proporcional al número de células viv ... 

Reducción 

Mctil TctnuDIK> (MTf) FonquDll de MTT 

Figura. 8 Fundamento Oulmico de la prueba de MTT 



Después de la exposición a los f111...-:os, - célui.. son incubadas con MTT 

(0.05 %) por- 2 horas; al término de la Incubación se retira el sat>renadante. Les 

cristales de fonnazán de MTT, que permana::en en i.. mitocondriaa de las células, 

se solubilizan en d-.-1sulf6xido (DMSO). La --..Cía de ésta solución se mide 

espectofolOrl-.:ar.-ite 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 

µg/ml (n:G para cada concentración). Las células se sembraron en placm de 96 

pozos (5 x 103/pozo), fueron e~tas por- 72 horas a los férmacos y al término de 

la exposición se estimo el número de células viables para cada concentración. El 

porcentaje de proliferación de las células tratadas se estimó con respecto a las 

células control que fuaon expuestas sólo al disolvente (etanol 2"A>). La 

concentración inhibitoria 50 (Cloo) de cada compuesto se catculó ~iante curvas 

concentración-rsx-ta. Se estimo la aignif"icancia -tadlstica comparando lecluras 

de las célui.. control expuestas a etanol (2 %), con las células tratadas con 

cumarinas. Primera se realizó una prueba de ANOVA. a toa val0f86 con diferencia 

estadlatica se le realizó la prueba de Dunnett. Loa C01T4>uestlOB con mayor actividad 

citC8tética se obtuvieron calculando el porcentaje de inhibición para cada compt.ato 

con la siguiente formula: 

Porcentaje de inhibición= (1-(T/C)X 100). 

Donde: T = C61ulas tratadas con loa compuestos (disueltos en etanol) a varias 

concentracioneS. 

C = Células a las que solamente se les adicionó etanol (2 % v/v) y también funciono 

corno control. 

De los compuestos que inhibieron en nws del SOCM. el crecimiento en las 

lineas celulares, se realizaron curvaa concentración-rea~. para calcular la 

concentración inhibitoria 50 (Cloo). De cada ~to 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 µM. Se calculó el valor de 

Clso para~ compuesto p~iando los valorea de tres ensayos independientes. 
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3.5 EVALUACIÓN DE LA CITOTOXICIDAD 

La toxicidad se estimO a tr-és de la libaaci6n de la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH) empleando el kit "Cytotoxicity DetactiOn" (Rache). La 

actividad de la enzima LDH se detennina n..:lianle una reacciOn cok>rimétrica, 

donde la sal de -azolio (amarilla) se reduce a sal de fonnazén (raja). 

F 
•D-C-H 

1 

º" 
F 
C=O 
1 

ª" l'ktMm 

Figura 9. Fundamento qulmico del kit "C.,lk*Mieity Detectlon" 

En el prime.- paso, (ver figura 9) la enzima LDH cataliza la oxidación de lactato 

a piruvato, k> que produce la reducción de NAO• a ~. En el segundo, paso el 

NADH + H• cataliza la reducciOn de la sal de tetrazolio INT (2-[4-yodofenll)-3-[4-

nitrofenil]-5-clorhidrato de feniitetrazolio) de color amarillo a la sal de formazén que 

es de color rojo. 63 
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De los compuestos con mayDf" actividad cilaatMiea, - -alUO por triplicad<> el 

efecto citotóxico a cuatro concentraciones (6.25, 25, 100 y «X> 1-1M). Las celul- (2 

x1a4) se inCubaron en medios~ con 1% de ...,ro fetal bovino y se 

expusieron 24 horas a las flllnnacos. El pooce11tllje de c:itoloxicidad se calculó a 

través de la siguiente fonnula: 

%CITOTOXICIDAD • (valor exp.• -ntrol bajol control allD • control bejo) X 100 

Donde: 

Control •ltO: Mlllximo valor de liberación de LOH, que se estableció lisando las 

células con tritón (0.002 % durante 5 minutos). 

Control INljo: Valor mlnimo o basal de liberación de LDH de células tratadas con el 

disolvente. 

V•lor experimental: Es el valor que se obtuvó ..--..0 el -..nadante de células 

tratadas con los d~ compuestos a cada coowwwlbaii6u. 

Después del tiempo de incubación se retiró la ,._ del sobrenadante (50 1-1L), 

se adicionaron 50 µL de la mezcla de reacciOn. Se coloc6 en la oscuidad por 20 

minutos y se paró la reacción con lllcldo clol111drtr:O 1 N. ~ mezclas de la 

reacc~ se leyeron a 490 nmen un lectOf"de noiaupllleaB (Biotek EL311). 
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4 RESULTADOS 
A concentraciOn de 1 mM y con 48 horas de exposición, se abaervO que los 

compuestos dt-susliluldos tienen mayor actividad cilostélica que los mono­

sustituidos 

4.1 DERIVADOS MONO-SUBSTITUIDOS 
En la tabla 3 se observa que la 7-hldroxicumarina tiene mayOf" efecto 

citoslélico que la cumarina en las llne- celulares A-427, CALU-1 y 816. La 7-

hidroxicumarina tiene valores entre 30-37% de inhibieión mientras que la cumarina 

tiene valorea entre 12-30%. En las células de la lln- MCF-7 no se observa efecto 

con estos COl"npt'8Stos. 

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

LINEAS CELULARES 

A-427 CALU-1 MCF-7 816 

COMPUESTO MEDIA+EEM MEDIA+EEM MEDIA+EEM MEDIA+EEM 

Cumarina 12+ 1.8 30+7.0 -2.0:¡:1.3 24+0.2 

3-nmtoxia.Knartna 4.7+4.9 12+7.0 4.1 +8.4 21 +10 

3-Ndroxicummlna 13+5.2 14+ 13 14.0+16 19+ 1.5 -·-- M:¡:1.8 0.:12:¡:4.7 2a:¡:7 42:¡:e.1 

4-hldroxk:umaltna -0.6+ 1.60 4.0+2.8 -16+3 2.2+10 ---- U:¡:17 -:¡::1.2 .... 0:¡:8.:1 •1:¡:• 

4-acetoxicumanna 4.6+0.4 11 :¡: 3.2 21.0:¡:9_5 38+ 8 

6-hldroxicurnartna 7.0+0.1 8.+5.4 -11:¡:3.0 7.0+7.0 

6-rnetoxk:un\arina 18+0.8 22+7.0 8.0+6.0 38+3.4 

6-acetoxicumanna 4.7+4.0 14+6.0 -e.0:¡:2.0 22+4.7 

7-tlldrolllcu_rt_ 30+8.2 :18:¡:7.:I ..0.4:¡::1.o :17+:1.0 

7-fTll!toxicurnarina 3.0+0.6 22+5.0 11:¡:1.2 11 +5.0 

7-acetoxicurnarina 11 +4.5 30+9.0 19+9 20+ 11 

8-hldroxicurnartna 0.1 +3.0 18:¡:1.5 3.0+4.0 -4.5+9.25 

8-metoxicumal1na 25+2.0 27+13 1.2+4.5 5.3+7.4 

8-acetoxicurnarina 13+ 11 34+17 -3.0+0.7 13+ 1.3 
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Los comp.-llDs mono-substituidos con mayor actividad que la 7-

hidroxicumarina flBron la 4-fnetoxicumarina y la~- A concentración 

de 1 mM la inhibición da estos ~-fue de aproxi....-i- el 50"A.. Solo la 

3-acetoxicumarina inhibió el .-arro11o ce1.- en - 4 llne- celul--. 

4.2 COMPUESTOS DI-SUBSTITUIDOS 
Los compuestos más activos f.-on la 6,7-dihidroxicumarina, la 6,7-

diacetoxicurnarina, la 7,8-dihidroxicumarina y la 7.8-diacetaxicumarina. Compuestos 

con substiluci...- en•? y 8 tuvieron vmoi-~al 90 por ciento en las 11..­

celulares excepto la 7,8-dihidroxicumarina en 816 que sw->tO un valor" del 77%. 

Por otra parte la formaciOn de éteres metlllcas (metOxilo) en amb- posiciones 

disminuye considerablenmote la actividad citosblltica (tabla 4). 

Tabla 4 Porc:enta¡e de inhibiciOn con~- di-aubstitUidas. 

LINEAS CELUIARES 

A-427 CALU-1 MCF-7 816 

COMPUESTO MEDIA+EEM ~ MEDIA+EEM MEOIA+EEM 

6, 7-dihidroxicumarina 68'!'2 26'!'2.5 34:¡:10 69:¡:9 

6, 7-dimetoxicumarina 36'1'2 25'1'2 21 :¡:2 50:¡:3 

6, 7-diacetoxicumarina 68'!'8 38'1'10 57:¡:9 87'1'2 

7,8-dihidroxicumarina 87:¡:• ft:¡:4 91'1'4 77:¡:10 

7,8-dimetoxicumarina 0.5'1'4 25'1'8 6.4:¡:1 -5.1 '1'8.1 

7,8-diacetoxicumalina 114:¡:4 n:¡:z .. :¡: .. 90:¡:0.2 

Se estimo la concentración inhibitoria 50 (Cl50) de los comptMStos di­

substituidos més activos mediante curvas coowwwlllaciOiH9S~la a 48 horas de 

exposición. Los campuestos di-sustituidos en posici6n 7 y 8 twieron una actividad 

citoslática mayor que los ~tos sustiluidos en 6 y 7. Sus valores de Cl50 

fueron más bajos y presentan actiWidad en todas - .,_ celula.- (tabla 5). 
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Tabla 5 Valores de Clso (µM) en cada linea celolar. (ND= No Determinado) 

LINEAS CELULARES 

A-427 CALU-1 MCF-7 816 

COMPUESTO MEDIA'JEEM MEOIA+EEM MEOIA+EEM MEOIA+EEM 

6, 7-dihidroxicumarina 66±0.6 ~00 ~ 203+5 

6, 7-diacetoxicumarina NO ~ ~00 NO 

7,8-dihidroxicumarina 47 :¡: 10 35+3.1 43+5 175+9 

7,8-diacetoxicumarina 109+8 46+ 5.5 65+9 24+ 11 

4.3 EFECTO CITOTÓXICO 
A concentracioneS sin*ares a los v..ior- de Clso (25 y 100 µM) de cada 

<:0n1>.-to. no se obsefVllron efectoB tóxicos. Incluso a cancentraciOn de 400 µM se 

obtwleron valores por deba¡o del 40% de citotoxicidad (T~ 6). A -ta 
concentraci6n, se obsefV6 que los ~los di-substituidos en poeiciOn 6 y 7 son 

menos tóxicos que lo& <:On1p<MSlo8 di-substituidos en posiciOn 7 y 8. Sólo la 7,B­

dihidroxicumarina y la 7,8-di-oxicumarina tt.Nieron erectos t6xicoS 

estadlsticamente signif"icalivos en las células de las 11..-~27 y 816. 

Tabla 6 Porcentajes de cltotaxicidad, a una caucenbaci6n de 400 µM y 24 ~de 

exposición. NO = No Determinada • efecto Signif"icativo (P<0.05). 

LINEA CELULAR 

A-427 CALU-1 MCF-7 816 

COMPUESTO MEDIA±EEM MEDIA±EEM MEDIA±EEM MEDIA±EEM 

6, 7-dihidroxicumarina 21±2.5 2.4 ± 2 24±5 25±6 

6, 7-diacetoxicurnarina NO NO NO NO 

7,8-dihidroxicumarina 38± 11. 10±6 14± 7 20±8* 

7,8-diacetoxicumarina 11±5. 8±6 13±2 30±5* 
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5 DISCUSIÓN 

5.1 COMPUESTOS CUMARINICOS MONO-SUBSTITUIDOS 

El efecto citoetáticO de la cumarina y de la 7-hidroxicurnarina en vari- lineas 

celular-es ha sido reportado por varios grupos de investigaci0n.52-e1 El mayor efecto 

citostético de la 7-hidroxicumarina, comparado con el de la curnarina 52 .. 1 sugiere 

que la curnarina es una pro.droga y la 7-hidroxicumarina es la fonna activa de la 

molécula.27 Nuestroe 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;04 Kolozkievi y co1s'" han reportada que algunos ~tos 

mono-substituidos tienen baja actividad citostllltica. En un estudio previo, realizado 

en este laboratorio en la linea B16, se observó que la 3-acetoxicurnarina, la 4-

metoxicurnarina y la &hidroxicurnarina a 72 horas de exposición, tiena1 mayor 

actividad Citostética que las otras curnarinas. 57 En este estudio a las 48 horas, 

nosotras también observamos actiVidad de la ~. la 4-

metoxicumarina, pero no de la 6-hidroxicurnarina. Esto puede debense a que el 

efecto de la 6-hidroxicUmarina tenga un periodO de latencia mayor. El efecto 

Citostatico de estos compuestos se observó en las une .. celulares A-427, CALU-1 y 

B16, siendo la '4-metoxicumarina el c~to que produjo loa mayores porcenta;es 

de inhibición en estas lineas. Las células de la linea MCF-7 fuaon poco sensibles a 

la acción cilostética de las cumannas mono-substituidas estudiadas. 

Con los compuestos moncMoubstiluidos no podemos ;..-.,. la existencia de 

una clara relación estructura-actividad. 
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5.2 COMPUESTOS CUMARINICOS DI-SUBSTITUIDOS 

Para incrementar la actividad cilOStática en los compuestos es primordial la 

naturaleza qulmica del sub&tituyente.54•81 La adición de dos grupos po..._ al anillo 

aromático de la cumarina produce ... aunmnto de efecto citosWieo . ..._, En el anillo 

de la cumarina la posición para, equivale a la posición 6; la posición TT>eta, equivale a 

la posición 7 y la posición orlo equiv- a la posición 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 posición 6 y 7 (para y meta). 54
•
58

•
58 Es decir los 

corrf)uestos di-substituidos en posición 7 y 8 llNi8'on valores de Clso más bajos que 

corrf)uestos substituidos en posición 6 y 7. 

Los corrf)uestas di-substituidos en posición 7 y 8 con grupo hidroxilos libres 

presentaron mayor actividad citosUdica que loB compuestos di-substituidos con 

acetilos, es decir la formación de -- acetllicos Los compuestos di-substituidos 

en posición 6 y 7 con grupos acetilo tuvieron mayor actividad citostática que 

corrf)uestos di-sustituidos con hiel~ libres. 

Kawaii y Cols,54 en un traba¡o reciente reportó que la 6,7-dihidroxicurnarina 

fue activa en las lineas que el utilizo y los valores de Clso entre 20-35 J.iM pero si se 

sustituye el hidroxilo de la posición 7 por un metoxilo la actividad citostática 

disminuye. Los v~ de Clso guardaron la proporción con .-pecto a los valores 

del porcentaje de inhibición. Finn y cols58
•
58 reportan que los ~.-tos di­

substituic:los en posición 7 y B 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 rinón. 

Nosotros observamos que la 6,7-0ihidroxicumarina inhibe en menos del 50"/o 

el crecimiento de las lineas CALU-1 y MCF-7, mientras que la 7,8-0ihidroxicurnarina 

inhibió a todas las lineas errf)leadas. Resultados similares encontraron Finn y 

colaboradores (2001) quienes observaron que la 6,7-dihic:lroxicumarina no inhibió el 

crecimiento de los melanocitos malignos de piel humana SK-MEL-31, mientras que 

la 7,8-dihidroxucumarina si lo hiZo. 
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Los ~uestos di-substituidos con grupos electro-atractonm increrYmfllan la 

actividad citosWica. mientnm q.., grupos elactro-donadonm dlSmlnUyen la actividad 

del compuesto.... Nosolrus encontramo& q.., la cumarina subatitUida can acetilos 

(electl"CMllractor) en posición 7 y 8 tuvieron mayor actividad citostAlltica. Mientras q.., 

la introducción de grupos metóxik> (electro-donador) disminuye drésticamente la 

actividad citost41ica. 

Solo los comp.-tos can grupos electro-atractonm (acetilo) a ... tituldos en 

posición 7 y 8 y la 6,7-diacetoxicumarina son capaces de inhibir la proliferación 

celtJI..- de la linea MCF-7. 

5.3 CITOTOXICIDAD 
La citotoxicidad de los comp._tos cumarlnicos ha sido inferida por otros 

investigadores, a~ de ~OB obtenidos por enaayOB de MTT ......... . 

Nosotros -aluamo& la liberación de la enzima LDH corno un mejor indicador 

para medir la citotoxicidad ... Con este método determinamos q.., la toxicidad in vitrD 

de las cumarinas es limitada y ooncuerda con la poca toxicidad observada in .mio. 

Las cumarinas con mayor actividad citost4tica carecen de efectOB tOxicOB 

signif"icativoa en los rangOB de las Clso. Los substit~ electro-atractoraa le 

confieren manOB toxicidad a la rnol6cula. 

El efecto tOxico de agentes antina>plésicos activan loa puntos de control y 

producen arTestos correspond- en el ciclo celular. El .-.-to en G, producido 

por cumarlnas, como la 7-hidroxicumarina y la 6,7-<fihidroxicumarina. conc.-da nwa 
a la inhibición del punto de restrtcción q.., con la activación de loa puntos de control. 

Este mecanismo es coherenle can el efecto citoslllltico de algu.-- cumarinas y su 

baja toxicidad. 

En un reporte reciente se demuestra que compuestos cumarlnicos como la dafnetina 

(7,8-dihidroxicumarina) no - une a ADN'". lo que conc~ con la baja toxicidad 

que nosotros obserVamos. 
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6 CONCLUSIONES 

Existe una clara relación estructura-actividad de loa oornp.-taa cumm-lnicos 

di-substituidos, mientras que dicha relaciOn no se .-en.a con loa mono­
subatituldos. 

Los grupos electro-donadores en las posiciones 7 y 8 inhibieron el crecimiento 

de todas las lineas celulares. incluso la de MCF-7. Loa grupas acetilo disminuyen la 

toxicidad de los .compuestos. Por lo anmnor, 7,8-diacetoxH:umarina .-utta una 

molécula interesante y prometedora para estudios posterioreS. De esta molécula se 

debe ensayar su actividad citot6xica y citoslélica, tanto en lineas celulares no 

malignizadas, como en modelos nklrinos tumorales. .Ademas, serla conveniente 

estudiar la actividad de moléculas con otros tipos de grupos electro atrayentes, 

como: -CN, -COOH, CI, -Br, -1, -OCF, y -CH,CO. 
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