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1. RESUMEN.

Las metastasis tumorales son la principal causa de muerte en pacientes con
cancer. Durante el proceso de metastasis las células neoplasicas modifican su
adhesion a otras células y/o a la matriz extracelular (MEC). Por lo tanto, los receptores
de adhesion y las moléculas intracelulares que regulan la adhesién han sido
sefialadas como blancos farmacoldgicos para disminuir la invasividad. La cumarina es
un producto natural que tiene actividad antitumoral en melanomas, carcinoma renal y
carcinoma prostatico y actividad antimetastasica en modelos murinos de diferentes
tumores. In vivo, la cumarina es rapidamente metabolizada a derivados hidroxilados
con mayor actividad biolégica, por lo que se ha propuesto que la cumarina es un
profarmaco. Con el objetivo de aclarar el mecanismo de accién antimetastasico de la
cumarina, este estudio utilizé diversas lineas celulares para analizar los efectos in vitro
de cumarina y cuatro hidroxicumarinas en: i) la expresién de algunos genes (integrinas
y paxilina); ii) la estabilidad del citoesqueleto; iii) la adhesion a componentes de la
MEC; iv) la motilidad; y v) la fosforilacion en tirosinas. En células A427
(adenocarcinoma pulmonar) 3-hidroxicumarina disminuyo la expresion de las integrina
av y B1. La 4-hidroxicumarina disminuyé la expresién de las integrinas av y a8,
mientras que 6-hidroxicumarina inhibié la expresion de la integrina a6, pero
incrementd la de la a4. Sin embargo, ninguno de los tratamientos modificé la adhesién
de células A427 a proteinas de la MEC. En células B16-F10 (melanoma murino) 4-
hidroxicumarina desorganizé el citoesqueleto de actina. Este efecto correlacion6 con
reducciones en la adhesiéon a MEC y con la inhibicion de la motilidad. La 4-
hidroxicumarina disminuyé la expresiéon de paxilina y la fosforilacion en residuos de
tirosina de varias proteinas, efectos que podrian ser responsables de la
desorganizacion del citoesqueleto. El efecto antimetastasico de la cumarina in vivo
puede ser parcialmente explicado por los efectos de sus productos de
biotransformacion hidroxilados. Dada la importancia de la adhesién celular en el
proceso de metastasis, la 4-hidroxicumarina podria ser til como terapia adyuvante en
el tratamiento de algunos tipos de cancer.

Palabras clave: adhesion celular, cumarina, 4-hidroxicumarina, citoesqueleto, paxilina.



ABSTRACT.

Tumor metastasis is the leading cause of death in cancer patients. The
translocation of tumor cells across extracellular matrix (ECM) barriers during the
metastatic process, need the adhesion of tumor cells to other cells and/ or ECM
proteins. Therefore, adhesion receptors as well as intracellular molecules involved in
the regulation of adhesion have been pointed as pharmacological targets for
diminishing the invasiveness of tumor cells. Coumarin, a widely distributed natural
product, has antitumoral activity in renal and prostatic carcinomas, as well as in
malignant melanomas. In addition, coumarin decreases the number of metastasis in
murine models of different tumors. In vivo, coumarin is rapidly metabolized into
hydroxylated derivatives with greater biological activity; this has lead to the proposal
that coumarin is a prodrug. With the purpose of elucidating the mechanism by which
coumarin acts as an antimetastasic agent, different cell lines were used to study in
vifro the effects of coumarin and four hydroxycoumarins on: i) the expression of
integrins and paxillin; ii) the reorganization of the actin cytoskeleton; iii) the cell
adhesion to ECM proteins; iv) the cell motility; and v) the tyrosine phosphorylation of
proteins. In the lung adenocarcinoma cell line A427, 3-hydroxycoumarin decreased the
expression of integrin av as well as that of integrin 1. 4-Hydroxycoumarin produced a
decreased the expression of integrins av and a6. 6-Hydroxycoumarin inhibited the
expression of integrin a6 expression but increased that of a4. However, none of these
compounds altered the adhesion of A427 cells to ECM proteins. In B16-F10 melanoma
cells, 4-Hydroxycoumarin disorganized the actin cytoskeleton, leading to a reduced
adhesion to purified ECM proteins, and a decrease in cell motility. 4-Hydroxycoumarin
also decreased paxillin expression and tyrosine phosphorylation of several proteins;
such effects could be responsible for cytoskeletal disorganization. The antimetastasic
activity of coumarin in vivo can be partially explained by the effects produced by its
hydroxylated biotransformation products. Given the importance of cell adhesion in the
metastatic process, 4-hydroxycoumarin might be useful for the prevention of

metastasis and could eventually be used as an adjuvant therapy in cancer.

Key words: cell adhesion, coumarin, 4-hydroxycoumarin, cytoskeleton, paxillin.



2. ANTECEDENTES.

2.1. El cancer: un problema de salud publica.

Segun el informe anual de la OMS del 2002, en el mundo mas de 10 millones
de personas son diagnosticadas con cancer cada afio. Adicionalmente, el nimero de
muertes por cancer asciende a 6 millones anuales. Se estima que estas cifras se
incrementaran en un 50% en los préximos 20 afios [1]. En México, durante el afio
2002, los tumores malignos fueron causa de 24,798 muertes, que corresponden al 5%
del total de defunciones, y son la cuarta causa de mortalidad en personas en edad
productiva entre 15 y 64 afos (INEGI/ SS, 2002).

Las metastasis tumorales son responsables de una gran proporcion de las
muertes por cancer. La presencia de células con capacidad invasiva es diaghéstico
suficiente para indicar malignidad. Se ha demostrado que el tiempo de sobrevida del
paciente correlaciona inversamente con la capacidad invasiva del tumor. Las terapias
que disminuyen el nimero de células cancerosas, disminuyen también la probabilidad
de que éstas invadan otros érganos; sin embargo, estos medios no son suficientes
para curar el cancer. A pesar de los avances en el manejo de la enfermedad, la
sobrevida a 5 afos para todos los tipos de cancer de pulmén es de 13% y la de

melanoma metastatico es de 16% [2].

2.2. Cambios genéticos durante la progresién tumoral.
La transformacion de una célula normal en una célula cancerosa requiere de
multiples mutaciones. Los principales mecanismos que inducen cambios genéticos

incluyen mutaciones puntuales, deleciones, amplificaciones genéticas y



translocaciones. Estas alteraciones pueden presentarse en células germinales y
por lo tanto estar presentes en todas las células de un organismo; de esta manera,
la susceptibilidad a desarrollar cancer puede ser heredada como cualquier otra
enfermedad genética. Las mutaciones también pueden ocurrir en células

somaticas y dar lugar a tumores tras la proliferacion clonal de la célula alterada [3].

2.2.1 Oncogenes y genes supresores de tumores.

Los dos tipos principales de genes cuya mutacién puede inducir la
formacién de tumores o dar lugar a transformaciones malignas, se conocen como
protoncogenes y genes supresores de tumores. Los protoncogenes codifican
proteinas que estimulan la division celular. La conversién de protoncogen a un
oncogen, mediante mutacion, generalmente significa ganancia funcional en la
proteina que codifica. Existen tres mecanismos principales para producir un
oncogen desde su correspondiente protoncogen: i) mutaciones puntuales en el
protoncogen que generan proteinas constitutivamente activas; ii) la amplificacion
de un segmento del ADN donde esta incluido el protoncogen provocando la
sobreexpresion de la proteina codificada; vy iii) la translocacion del protoncogen a
un sitio bajo el control de un promotor diferente causando una expresion
inadecuada del gen [3, 4]. De acuerdo con la funcién que realiza el producto
génico, los oncogenes se clasifican en: genes que codifican factores de
crecimiento o sus receptores (por ejemplo, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas); genes que codifican proteinas citoplasmaticas, involucradas en la

transduccion de senales que estimulan la proliferaciéon (por ejemplo, proteinas de



la familia Ras); y genes que codifican para factores de trascripcién y que a su vez
activan genes promotores de crecimiento (por ejemplo, c-myc) [5].

Los genes supresores de tumores generalmente codifican para proteinas
que inhiben la proliferacién celular por diferentes vias. Las mutaciones pueden
causar que las proteinas producidas por este tipo de genes sean inactivas,
evitando la adecuada regulacion de la proliferacién celular. La pérdida de una o
més de estas proteinas reguladoras contribuye en el desarrollo de muchos tipos de
neoplasias; por ejemplo, los individuos con mutaciones hereditarias en genes
supresores de tumores tienen una mayor predisposicion para ciertos tipos de
cancer [5]. Las proteinas producidas por los genes supresores de tumores se han
clasificado en 5 grupos: i) proteinas intracelulares reguladoras del ciclo celular
(como el inhibidor de cinasas dependientes dc ciclinas p16); ii) receptores a
hormonas que inhibe la proliferacién celular (como el factor de crecimiento §
derivado de tumor); iii) proteinas de puntos de inspeccion que detienen el ciclo
celular cuando el ADN esta dafado o existen anormalidades en los cromosomas
(como p53); proteinas que promueven la apoptosis (como bcl-2); y v) enzimas que
participan en la reparacién de ADN (como la nucleasa XPF) [5].

Mediante analisis de ADN en varias etapas del desarrollo del cancer, se ha
realizado estudios epidemiolégicos que sefalan la sobreexpresion de oncogenes y
la inactivacion de genes supresores de tumores en diferentes tipos de neoplasias
[4]. El carcinoma de colon ha sido particularmente atil para el estudio de la
progresion tumoral, dado que se desarrolla lentamente y tiene estadios que
pueden diferenciarse histolégicamente. Vogelstein et al. [6] analizaron las regiones

genéticas que mostraban alteraciones en carcinomas de colon y propusieron un



modelo que describe los eventos genéticos que participan en el desarrollo de este
tipo de neoplasias. En este modelo, las células normales del tejido epitelial sufren
mutaciones en el gen APC (localizado en el cromosoma 5), generando un tejido
hiperproliferativo. La progresion hacia un adenoma benigno, involucra: i) la
hipometilacion del ADN; i) la activacion del protoocogen K-ras; y iii) la delecion del
gen supresor de tumores DCC. Por ultimo, la progresion hacia un carcinoma
maligno involucra mutaciones en el gen p53. Estos cambios genéticos
descubiertos en el carcinoma de colon ilustran el hecho de que la mayoria de las
neoplasias se generan a partir de una serie progresiva de eventos que

incrementan el grado de transformacion de las células.

2.3. Mecanismos de formacién de metastasis.

El proceso de metastasis comprende una serie de pasos secuenciales, todos
los cuales deben ser exitosamente completados. Las células metastasicas, para entrar
a la circulacion y eventualmente formar tumores secundarios, deben invadir el tejido
adyacente, rompiendo el contacto con otras células del tejido de origen y atravesando
la barrera de la lamina basal. Una vez que las celulas cancerosas alcanzan los vasos
sanguineos, pueden llegar a é6rganos distantes mediante el torrente sanguineo o
circulacion linfatica y extravasar hacia tejidos distintos. Finalmente las células deben
proliferar y estimular la vascularizacién del nuevo tumor [7] (Esquema 1).

Los sitios secundarios mas comunes para la proliferacion de metastasis de
cualquier tipo de cancer son los pulmones, el higado, nédulos linfaticos, medula 6sea
y el cerebro. En general, el sitio inicial de formacion de tumores secundarios tiende a

ser el érgano que tenga la primera red capilar encontrada por las células después de



haber sido liberadas del tumor [8]. Sin embargo, las explicaciones hemodinamicas no
aclaran totalmente la predileccion de las células tumorales por un érgano especifico,
por lo tanto, se ha postulado la teoria de la existencia de interacciones selectivas entre
la célula tumoral y el microambiente del érgano hospedero [9, 10].

Desde hace varios afios se sabe que el proceso de metastasis es altamente
ineficiente; sélo el 0.1% del las células cancerosas que entran a la circulacion tienen la
capacidad de formar un tumor secundario [9]. Por lo tanto, encontrar células
cancerosas en el torrente sanguineo, no es indicativo de la formacién de metastasis.
Mediante videomicroscopia in vivo se han analizado las diferentes etapas del proceso
de metastasis; estos estudios han permitido concluir que, sorprendentemente, los
pasos iniciales son muy eficientes. En contraste, el establecimiento en un nuevo tejido
es ineficiente, por lo que se ha postulado que éste es el paso limitante de la formacion

de metastasis [7].

Esquema 1. Etapas del proceso de metastasis. |) Crecimiento tumoral y separacién de células
neoplasicas a partir del tumor primario. Il) Migracién hacia la vasculatura. Ill) Interacciones
con plaquetas y leucocitos en la luz vascular. IV) Adhesion de la célula tumoral al endotelio
vascular. V) Migracion hacia el tejido blanco. VI) Crecimiento tumoral en el sitio de metéastasis.
MB: Membrana basal.



A pesar de que los cambios genéticos y moleculares necesarios para que una
celula tumoral pueda invadir y generar metastasis ain no han sido identificados en su
totalidad, se sabe que existen cambios en la expresion de:

I) Moléculas de adhesién. La participacion especifica de algunas moléculas de
adhesion se discute en las secciones siguientes.

Il) Enzimas proteoliticas. Actualmente las cinco familias de proteasas (serina-,
cisteina, aspartil-, treonina-, y metaloproteasas de matriz) han sido implicadas en
diferentes etapas del proceso de metastasis [11]. Algunas de estas enzimas, como la
colagenasa tipo 1V, estromelisina (metaloproteasas de matriz), y las catepsinas By L
(proteasas de cisteina lisosomales) se secretan de forma inactiva. De esta manera, la
regulacion de su actividad depende de la presencia de activadores o inhibidores. Por
ejemplo, en la activacion de metaloproteasas de matriz, se ha identificado Ia
participacion del activador de plasminégeno tipo urokinasa (uPA) y de la plasmina
(12). Esto indica que se requiere de la accién concertada de varias proteasas para
degradar la matriz extracelular y permitir el escape de las células tumorales hacia el
espacio intersticial.

IIl) Genes asociados a metastasis. Un pequefio nimero de genes que participan en la
formacién de metastasis han sido identificados en estudios en los que se compara la
expresion génica de células no metastasicas con la de células metastasicas. En estos
estudios se ha identificado disminuciones en la expresion de varias proteinas,
incluyendo enzimas (como wdm-2, una reductasa) y moléculas adaptadoras que
participan en la seializacion intracelular (como KiSS-2). El gen asociado a metastasis
mas estudiado es nm-23, que codifica para una cinasa de nucleosidos difosfato. Se

sabe que la transfeccion del gen nm-23 disminuye la capacidad de formar metastasis



en modelos murinos [13], por lo que se ha sugerido que nm-23 funciona como un gen
supresor de metastasis. A pesar de esto, se han reportado tanto incrementos como
disminuciones en la expresion de nm-23 en diferentes tipos de neoplasias [14]. De
manera similar, no se han encontrado correlaciones claras entre la actividad
enzimatica de nm-23 y la formacion de metastasis [15]. Por esto, el papel de nm-23 en

el proceso de metastasis alin no se ha aclarado totalmente.

2.4 El proceso de metastasis requiere receptores de adhesién.

En cada uno de los pasos del proceso de metastasis, existe una cascada
compleja de eventos adhesivos que pueden involucrar tanto células normales como
células neoplasicas. Se sabe que las células tumorales presentan alteraciones en la
adhesion célula-célula, en la adhesién célula-sustrato y en la motilidad celular. Por la
tanto el estudio de los receptores celulares que median dichos eventos adhesivos es
importante en la busqueda de terapias que inhiban la diseminacién tumoral [16], pues
la inhibicién de la capacidad invasiva constituye un blanco para la generacion de
nuevos tratamientos para las neoplasias malignas [17, 18].

Por ejemplo, la participacion de la E-cadherina en el proceso de metastasis ha
sido ampliamente estudiada. La E-cadherina es una molécula de adhesién
dependiente de calcio, con un dominio extracelular que se une a otra E-cadherina de
una célula adyacente. El dominio citoplasmatico de la E-cadherina interacciona con
moléculas intracelulares llamadas cateninas, que a su vez se une al citoesqueleto de
actina. De esta manera, la E-cadherina regula un proceso que se conoce como
adhesion homofilica célula-célula. En tumores de origen epitelial (carcinomas de

mama, colon, prostata, estémago, higado, piel, riidn, y pulmén), la pérdida de la



expresion o de la funcién de E-cadherina provoca la disociacion de los contactos
célula- célula y favorece la invasion y metastasis [19]. Por ejemplo se ha demostrado
que anticuerpos que bloquean la funcién de E-cadherina, disocian las monocapas de
células epiteliales en cultivo e inducen su transformacion hacia un fenotipo mavil [20].
De manera contraria, la expresion forzada de E-cadherina en células tumorales en
cultivo o modelos de ratén transgénicos, disminuye la invasividad de las células
tumorales [21, 22].

La funcion de E-cadherina puede perderse por diversos mecanismos, que
incluyen la mutacién del gen de E-cadherina, su represion transcripcional y la
protedlisis del dominio extracelular [19]. Estos cambios, permiten la translocacion de la
B-catenina de la membrana al nicleo, donde puede activar factores de transcripcion y
promover la expresion de genes como c-myc, ciclina D1, fibronectina, y matrilisina [23-
25]. Por lo tanto, ademas de reducir la adhesion célula- célula, la pérdida de la E-
cadherina proporciona a la célula sefiales oncogénicas que estimulan la proliferacién y

la migracion.

2.5. Participacion de las integrinas en el proceso de metastasis.

Las integrinas constituyen una familia de glicoproteinas de superficie que
funcionan como receptores de adhesion. Estos receptores estan formados por dos
subunidades transmembranales: una subunidad « , que pesa entre 120 y 180 kDa y
una B, que pesa entre 90 y 110 kDa. La unién entre estas cadenas se da de manera
no covalente. A la fecha se han identificado 16 subunidades «, 8 subunidades B y por
lo menos 22 heterodimeros [26, 27] (ver cuadro 1). La especificidad de ligando es

resultado de la combinacion de los dominios extracelulares de ambas cadenas. La

10



mayoria de las integrinas reconocen moléculas de matriz extracelular (MEC); la
secuencia peptidica Arg-Gly-Asp (RGD) contenida en estas moléculas se ha

identificado como uno de los sitios de unién a integrinas [28].

Cuadro 1. Ligandos de las subfamilias de integrinas (adaptado de [27]).

FAMILIA RECEPTOR LIGANDOS
p1 alpl Laminina, colagena.
a2pl Laminina, colagena, a3p1.
a3pl Laminina, colagena, fibronectina, entactina, a2p1.
adfl Fibronectina, VCAM.
asSpl Fibronectina, L1-CAM, fibrinégeno.
a6pl Laminina, merosina.
a7pl Laminina.
a8pl Fibronectina.
a9pl Tenascina.
avpl Fibronectina, vitronectina.
B2 aLf2 ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3.
aMp2 C3bi, fibrindgeno, facto X, ICAM-1
aXp2 C3bi, fibrindgeno.
av avfl Fibronectina, vitronectina.
avp3 Vitronectina, fibrindgeno, f. von Willebrand, PECAM-1
avps Vitronectina, osteopontina.
avp6 Fibronectina.
avp8 Fibronectina.
Otras abp4 Laminina.
adp7 VCAM, MADCAM, fibronectina.
allbp3 Fibrinégeno, fibronectina, f. von Willebrand.




Al unirse a moléculas de la MEC, las integrinas regulan, entre otros, los
procesos de adhesion y migracién, por lo que tienen una activa participacion durante
la generacién de metastasis. Utilizado diversos modelos, se ha demostrado que la
modificacion en la expresién y/o en la funcionalidad de integrinas y algunas de las
moléculas relacionadas, correlaciona con la capacidad metastasica. Por ejemplo,
desde hace varios afios se sabe que la administracion de pequenos péptidos solubles
que contienen la secuencia RGD (reconocida por muchas integrinas como sitio de
adhesion) inhibe la formacién de metastasis en modelos murinos [29]. Efectos
similares sobre la formacién de metastasis se han observado cuando se utilizan como
antagonistas de integrinas proteinas naturales (conocidas como disintegrinas) que
contienen la secuencia RGD [30] o compuestos no peptidicos que mimetizan dicha
secuencia [31].

Las integrinas se expresan de manera ubicua, aunque cada estirpe celular
presenta un repertorio limitado de estas moléculas; sin embargo, durante el proceso
de transformacion puede haber cambios en la expresion de integrinas. Dichos
cambios y su participacion en las diferentes etapas del proceso metastatico, se
describen a continuacion.

A. Desprendimiento y movimiento de las células tumorales a partir del tumor primario.

El repertorio de integrinas en epitelios normales y en neoplasias derivadas de
estas células ha sido estudiado en carcinomas de pulmén, mama, colon, pancreas y
piel. Aunque los resultados son heterogéneos, en todos los casos se ha observado
que la expresion de las subunidades a2 y a3 (cuyas integrinas se unen a colagena o
laminina) esta disminuida o abolida en los tumores mas invasivos [32], promoviendo el

desprendimiento del tejido.



La expresion de integrinas puede facilitar la migracién de células cancerosas a
partir del tumor primario. La expresion de la integrina a6p4 se ha correlacionado con
el potencial metastasico de diferentes tumores [33-35]. La sobre-expresion de esta
integrina facilita la adhesion y migracion in vitro de células de carcinoma de colon [36].
La expresion de la subunidad o6 se incrementa en tumores mamarios invasivos en
comparacién con células normales [37]. La subunidad B4 se expresa en lineas
celulares de carcinoma pulmonar altamente invasivas, mientras que no lo hace en
aquellas que son poco metastasicas [38]. Otra de las integrinas que facilitan la
migracién es avp3, que reconoce la secuencia RGD contenida en vitronectina,
fibrindgeno, osteopontina, y fibronectina. La expresion de esta integrina facilita la
migracion de células cancerosas en practicamente cualquier tejido en que se
encuentren durante el proceso metastasico. La integrina avB3 se expresa pobremente
en tumores benignos, pero tiene una alta expresion en las metastasis [39-41].

B. Interaccién de las células fumorales con plaquetas.

Las interacciones entre células neopldsicas y plaquetas contribuyen a la
diseminacion hematdgena del cancer. Por ejemplo, se sabe que la induccién de
trombocitopenia puede inhibir la formacion de metastasis en modelos murinos [42]. La
integrina allbp3 (GP liallib), que se expresa tanto en la superficie de plaquetas como
en algunas células tumorales, favorece la unién heterotipica entre ambas células. El
empleo de antagonistas de la integrina allbp3 (anticuerpos o ligandos solubles)
bloquean la adhesion entre células tumorales y plaquetas. En un modelo murino,
estos antagonistas inhibieron la colonizacion del pulmén después de una

administracion intravenosa de células neoplasicas (metastasis experimentales) [42].



Adicionalmente, la adhesion de células tumorales a la MEC, bajo condiciones de flujo,
es estimulada por la presencia de plaquetas; consecuentemente, el bloqueo de la
integrina allbB3 provoca una pérdida de la capacidad de adhesion a sustrato [43].

C. Adhesion de las células tumorales al endotelio vascular.

La adhesion de la célula tumoral al endotelio vascular estda mediada por
moléculas con la suficiente afinidad para permitir una adhesion fuerte y una posterior
extravasacion. La integrina avp3, que se expresa fuertemente en tumores malignos
[39], puede unirse a la glicoproteina PECAM-1 (CD31) presente en el endotelio
vascular. La unién mediada por avp3/ PECAM-1 puede facilitar la extravasacion de las
células tumorales [35]. Anticuerpos monoclonales dirigidos contra integrinas av,
inhiben el desarrollo de melanoma implantado subcutaneamente, y previenen la
formacion de metastasis experimentales [44].

Existe una correlacion entre el aumento en la expresion de la integrina o431
(VLA-4) y la capacidad metastasica de melanomas malignos [45]. Esta integrina se
une a VCAM-1, proteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa en
el endotelio vascular; la interaccién VLA-4/ VCAM-1 favorece la adhesion fuerte de
células cancerosas. Un estudio en melanomas invasivos y metastasicos encontré que
los niveles de expresion de la integrina a4p1 estaban aumentados en el 40% de las
muestras [46].

D. Proliferacién y supresién de apoptosis.

Modificaciones en la expresion de integrinas pueden alterar la proliferacion

celular y suprimir la apoptosis, favoreciendo el crecimiento tumoral. En el caso de la

integrina «5B1, una disminucién en la expresién correlaciona con una mayor



tumorigenicidad. Se sabe que la expresion de la integrina a5B1 esta disminuida en
fibroblastos transformados en comparacién con fibroblastos normales [47].
Congruentemente, clonas de células CHO que sub-expresan la integrina a5p1
proliferan mas rapidamente que las clonas que la sobre-expresan cuando son
inyectadas subcutaneamente a ratones desnudos [48). La transfeccion de la integrina
a5B1 impide que células CHO se vuelvan tumorigénicas [49], e impide la proliferacion

de células tumorales que se encuentran en suspension [50].

Cuadro 2. Posibles consecuencias de los cambios en la expresion de integrinas durante
el proceso de metastasis.

ETAPA DEL PROCESO ALTERACIONES EN LA POSIBLE CONSECUENCIA DEL
METASTASICO EXPRESION DE INTEGRINAS CAMBIO EN LA EXPRESION
Desprendimiento y movimiento V¥ a2pl y a3pl Menor afinidad por la ldmina basal.

a partir del tumor primario.
A avpl y abp4 Aumento de la capacidad migratoria a

través de tejido conjuntivo.

Interaccion de células tumorales A allbp3. Se facilita la formacién de microtrombos
con plaquetas. alrededor de la célula tumoral.

Adhesion al endotelio vascular. A avp3 y adfl Se favorece la extravasacion.

Crecimiento tumoral y supresion ¥ o5p1 Aumento en la proliferaci6n.

de la apoptosis.

A Aumento en la expresion; ¥ disminicion en la expresion.




2.6. Las integrinas regulan la formacion de complejos de sefializacion.

La unién de integrinas a sus ligandos induce una amplia gama de eventos
intracelulares de sefializacion, entre los que se incluyen la activacion de cinasas (tanto
de residuos de tirosina como de serina/ treonina) y la elevacion en la concentracién de
segundos mensajeros (iones o fosfoinositidos). Dado que las integrinas carecen de
actividad enzimatica, la activacién de vias de sefalizacion se da mediante el
reclutamiento de proteinas sefalizadoras y adaptadoras a complejos multiprotéicos
especializados que se conocen como adhesiones focales (AF), contactos focales o
placas de adhesién focal. En estas estructuras se concentran, ademas de integrinas: i)
proteinas de citoesqueleto como a-actinina, vinculina, talina, tenisina y paxilina; vy ii)
cinasas de tirosina como FAK (cinasa de adhesion focal) o Src [28, 51-53] (Esquema
2).

Muchas de las proteinas presentes en las AF estan altamente fosforiladas, por
lo que su formacion puede ser bloqueada con inhibidores de cinasas de residuos de
tirosina como la herbimicina [54]. Una de las moléculas mas importantes en la
sefializacion mediada por integrinas, es la cinasa de adhesion focal (FAK). FAK es
una cinasa de residuos de tirosina intracelular con tres dominios: a) un dominio amino
terminal, que se une a la region citoplasmatica de la subunidad B de las integrinas
[55]; b) un dominio central, que es el catalitico; y ¢) un dominio carboxilo terminal, que
puede unirse a otras proteinas de la placa de adhesion focal [53, 56]. Estudios en
células FAK -/- han mostrado que aunque FAK no es necesaria para la activacion de

integrinas o la formacién de AF, si es indispensable para la migracién celular [57].



/

Acﬁn Tenisina
Esquema 2. Complejo de adhesion focal (AF). En estas estructuras, proteinas de
citoesqueleto (como a-actinina, vinculina, talina, tenisina y paxilina), se enlazan con
integrinas aue han unido a su ligando. De esta manera, las AF permiten la conexién entre
la MEC vy los filamentos de actina de la célula. Adicionalmente, se agregan cinasas como

FAK y Src. El reclutamiento y activacion de estas cinasas permite la generacién de sefiales
que controlan la adhesion, la migracion y la proliferacion.

La unién a ligando y la agregacién de integrinas en los sitios de adhesion focal,
provoca un cambio conformacional en el dominio citoplasmatico de la subunidad B,
que induce la activacion de FAK [51]. Una vez activa, FAK se autofosforila en la
tirosina-397 generando un sitio de enlace de alta afinidad para el dominio SH2 de la
cinasa de residuos de tirosina Scr [58]. FAK es sustrato para Src, por lo que el
reclutamiento y activacién de esta cinasa, induce la fosforilacion de otros residuos de

tirosina en FAK, con las siguientes consecuencias:



I) La fosforilacion de los residuos de tirosina 407 y 481 genera sitios de unién para
proteinas que contienen el dominio SH2, entre las cuales se encuentran otras cinasas
de la familia Src y proteinas de citoesqueleto como tenisina.

Il) La fosforilacién de los residuos de tirosina 576 y 577 aumenta la actividad
enzimatica de FAK [59]. La consecuente fosforilacion de proteinas actiia en forma
sinérgica con la agregacion de integrinas y con la unién a ligando para conectar el
citoesqueleto al receptor [60].

1) La fosforilacion del residuo de tirosina 925 genera un sitio de unién para la proteina
adaptadora Grb2, que permite la conexion con la via de sefalizacion Ras- MAP cinasa
[61].

Adicionalmente, el complejo FAK/ Src también es capaz de fosforilar otras
proteinas de la placa de adhesion focal, como paxilina y tenisina. Aparentemente, la
fosforilacion de estas proteinas depende de la actividad enzimatica de Src, lo que
sugiere que FAK actuaria como una proteina adaptadora [62].

FAK posee otros sitios de interaccién proteina-proteina que no requieren de
fosforilaciones. FAK posee dos regiones ricas en prolinas a las que pueden unirse
proteinas que contienen dominios SH3 [52, 63]. Ademas posee, en el dominio
carboxilo, un sitio de interaccion con paxillina. Es probable que la unién a paxilina
contribuya al reclutamiento de FAK a las AF, aunque quiza no durante las etapas mas

tempranas de su formacion [64, 65].

2.6.1. La paxilina participa en la sefalizacién de integrinas.
La paxilina es otra de las proteinas importantes en la sefializacién originada en

las AF [53, 66]. La paxilina es una proteina multi-dominios que aporta sitios de
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interaccion proteina- proteina a las AF, permitiendo el acoplamiento de proteinas
estructurales que se unen a actina y proteinas sefializadoras (Esquema 3). Por lo
tanto, paxilina es una de las moléculas clave de los cambios del citoesqueleto
promovidos por integrinas. En humanos, existen tres isoformas de paxilina, originadas
por empalme alternativo del ARNm (a, B, y), mientras que en ratones sélo se han
reportado dos (o, B) [67, 68]. Aunque las diferentes isoformas de paxilina tienen
diferentes patrones de expresion, la isoforma o es la mas comunmente expresada
[67].

Estructuralmente, la paxilina puede ser dividida en dos regiones: el extremo
carboxilo y el extremo amino. El extremo carboxilo contiene cuatro dominios ricos en
residuos de cisteina/ histidina con dobles dedos de zinc, conocidos como dominios
LIM. Este tipo de dominios se encuentran en factores de transcripcién y en diferentes
proteinas que se unen a los filamentos de actina. Los dominios LIM 2 y 3 de la paxilina
requieren ser fosforilados en residuos de serina/ treonina para esta proteina colocalice
con las AF [69]. Aunque la cinasa responsable de esas forforilaciones no se conoce,
se ha sugerido que puede ser ERK2 [70]. El extremo amino de la paxilina es
responsable de su unién a vinculina, talina, Csk, FAK y Src. Esta regién contiene cinco
dominios LD ricos en leucinas (LDXLLXXL) y una secuencia rica en prolinas [71]. La
asociacion de paxilina con FAK, mediada por los dominios LD 2 y 3 [72], parece ser
constitutiva y no requiere fosforilacion [73].

La paxilina es una de las proteinas que se encuentra fosforilada en las placas
de adhesion focal [74]. La unién de paxilina a FAK hace que la primera se encuentre
en la proximidad del complejo FAK/ Scr y sea fosforilada en residuos de tirosina tanto

por FAK como por Scr [75). Se ha sugerido que la fosforilacion de la paxilina por Src
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es un paso critico en la formacion de AF [75]. Ademas de ser sustrato para FAK y Scr,
paxilina puede ser fosforilada por las cinasas de residuos de tirosina Abl y Csk [76],
que también participan en la sefalizacion de integrinas. La paxilina fosforilada en los
residuos de tirosina 31 y 118 se localiza especificamente en las AF y en la periferia de
la célula [77]; esto demuestra que la fosforilacién de paxilina en residuos de tirosina
puede regular su localizacion. Adicionalmente, se sabe que la fosforilacion de los
residuos de tirosina 31 y 118 genera sitios de union para la proteina adaptadora Crkll
y esa asociacion es requerida para la migracion de células tumorales de vejiga (NBT

1) [78].

SITIO DE ADHESION FOCAL

Esquema 3. Estructura de la paxilina. Se muestran los dominios de unién, los sitios de
fosforilacion y las interacciones con otras proteinas (modificado de [71]).
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2.7. Cumarinas.

2.7.1. Generalidades.

Las cumarinas son un grupo de compuestos pertenecientes a las benzopironas.
Estas presentan un benceno unido a un anillo heterociclico que contiene un atomo de
oxigeno y cinco carbonos con hibridacion sp? (a-pirona) (Esquema 4). La cumarina
tiene un peso molecular de 146.15 g/mol, un punto de fusién es de 68-70°C, un punto
de ebullicion de 303°C y es soluble en etanol, cloroformo y aceites [79].

Las cumarinas se encuentran libres en la naturaleza como metabolitos
secundarios de una gran cantidad de microorganismos y plantas como el haba de
tonka, el clavo, el trébol dulce, y en algunos aceites esenciales como el de lavanda
[80]. Hasta la fecha se han encontrado mas de 800 especies de plantas y
microorganismos que producen cumarinas y se han descrito mas de 100 derivados
cumarinicos diferentes [81]. En las plantas, las cumarinas se encuentran
principalmente en las hojas y follaje actuando como repelente a insectos y a algunos
otros invertebrados terrestres. Estos compuestos comenzaron a utilizarse por el
hombre mas por sus cualidades aromatizantes que por sus actividades biolégicas. El
uso en animales y humanos como bacteriostaticos y virustaticos e incluso como
citostatico se extrapolé del conocimiento de su capacidad en plantas para inhibir la

germinacion de las semillas y el crecimiento de la raiz [82].



6 AN 3 Esquema 4.  Estructura
quimica de la cumarina. Los

7 numeros indican las
fo) [0} posiciones donde pueden

presentarse sustituyentes.

2.7.2. Efecto antineoplasico de la cumarina.

A mediados del siglo pasado se describié la asociacién de la fibrina con los
tumores y se postuld que ésta pudiera tener importancia en la produccién de
metastasis. Por esto, derivados cumarinicos con actividad anticoagulante, como la
warfarina y el dicumarol, comenzaron a utilizarse en el tratamiento de neoplasias para
prevenir la formacion de estroma de fibrina alrededor del tumor. En protocolos clinicos
se encontroé que la warfarina, en combinacién con otros tratamientos, alarga al doble
la sobrevida de pacientes con carcinoma pulmonar [83]. Ademas, los compuestos
cumarinicos han mostrado actividad antimetastasica en modelos murinos. La
administracion de warfarina, cumarina o fenprocumén (otro derivado cumarinico)
bloquea la formacion tanto de metastasis espontaneas [84] como experimentales [85-
87].

Sin embargo, el efecto antineoplasico de los derivados cumarinicos no se debe
a sus propiedades anticoagulantes. La administracién de vitamina K, que antagoniza
la accion anticoagulante de derivados cumarinicos como la warfarina, no antagoniza el
efecto antineoplasico. La cumarina, ain cuando carece de efecto anticoagulante,

presentd actividad antitumoral en protocolos clinicos de melanoma [88, 89], carcinoma
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renal [90] y carcinoma prostatico [91]. En estudios in vitro se observé que la cumarina
inhibe el crecimiento de diferentes lineas tumorales [92-94].

La cumarina es considerablemente menos tdxica que la warfarina por lo que
puede ser administrada a dosis mayores sin efectos tdxicos. Estudios en humanos
han demostrado la tolerancia de hasta 7 gramos diarios con efectos adversos de poca
importancia y reversibles al suspender el tratamiento [95].

Los mecanismos exactos involucrados en los efectos antineoplasicos y
antimetastasicos de la cumarina se desconocen. Para explicar sus acciones se han
propuesto dos mecanismos principales: 1) la inhibicién de la proliferacion de algunas
células tumorales; 2) la estimulacion de componentes del sistema inmune que
participan en la reaccion contra el tumor. El efecto sobre el crecimiento de células
tumorales puede involucrar la regulacion de la expresion de oncogenes. Lz 7-
hidroxicumarina disminuye los niveles de ARNm de los oncogenes ras y myc en
fibroblastos transfectados con dichos genes [96]. De manera similar, la 7-
hidroxicumarina disminuye la expresion de la ciclina D1 en células A427 de carcinoma
pulmonar humano, promoviendo un arresto del ciclo celular en la transicion G4/ S [97].
Respecto a la accién inmunoestimulante, se ha reportado que la cumarina estimula la
actividad fagocitica de macrofagos [98, 99] y sinergiza la secrecion de TNFq, IL-18 e

IL-6 inducida in vifro por LPS [100].

2.7.3. Metabolismo de la cumarina.
En humanos, la vida media biolégica de la cumarina es de 1.2 h si se
administra por via oral y de 0.8 h cuando es administrada por via intravenosa. La

principal via metabdlica de la cumarina es la hidroxilacién en la posicion 7 [101, 102].



Sin embargo, la cantidad de 7-hidroxicumarina formada muestra una gran variabilidad
interindividual [103-105]. Dicha variacién es atribuida, al menos en parte, a
polimorfismo genético de la enzima responsable de la 7-hidroxilacién en el higado: el
citocromo P450 (CYP) 2A6 [104, 105]. Ademas, otras enzimas de la familia CYP 2A
(como CYP 2A13) podrian participar en el metabolismo extra-hepatico de la cumarina
[106], incrementando la variabilidad. Otras cumarinas hidroxiladas han sido
detectadas in vivo [107] e in vitro [102, 106] como metabolitos minoritarios; sin
embargo, no se conocen las enzimas involucradas en su formacion, ni su actividad
biologica [108]. Las principales vias metabélicas de la cumarina se ejemplifican en el
Esquema 5.

Algunos de los productos de biotransformaciéon de la cumarina pueden tener
actividad inmunoestimulante, antineoplasica y antimetastasica mayor que la cumarina.
Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina es un inhibidor de la proliferacién in vitro de lineas
tumorales, mas potente que la cumarina misma [92, 94]. A concentraciones iguales, la
7-hidroxicumarina es un inductor mas efectivo de la apoptosis que la cumarina, en
células de cancer pulmonar [109]. El acelerado metabolismo de la cumarina y las
actividades reportadas de sus metabolitos han generado la propuesta de que los
efectos antitumoral y antimetastasico son generados por sus productos de
biotransformacion [79, 94].

Sin embargo, los efectos de cumarinas sobre la proliferacion y la viabilidad no
explican totalmente su capacidad para inhibir la formacion de metastasis. Algunos
estudios muestran que los compuestos cumarinicos pueden afectar la adhesion y
migracion de células cancerosas. Por ejemplo, el tratamiento in vitro con 7-

hidroxicumarina inhibe la adhesién de células de melanoma a colagena tipo | [111] y la
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migracion de células de adenocarcinoma de rata en una matriz de colagena [112]. Por
lo tanto, en este estudio analizamos el efecto de varias cumarinas sobre el sistema de

adhesion de células neoplasicas.
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Esquema 5. La cumarina puede ser metabolizada a diferentes derivados
monohidroxilados (adaptado de [110]).
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3. OBJETIVO.

El presente trabajo pretende estudiar el efecto de la cumarina y cuatro
monohidroxicumarinas (3-, 4-, 6-, y 7-hidroxicumarinas) sobre: i) la viabilidad celular;
ii) la expresion de moléculas de adhesion importantes en la formacion de metastasis
(integrinas a4, a6, av, 1 y p4); iii) la adhesiéon a moléculas de matriz extracelular; y
iv) el rearreglo del citoesqueleto de actina. Adicionalmente, con el objeto de contribuir
al esclarecimiento del mecanismo de acciéon de los compuestos cumarinicos, se
realizaron estudios bioquimicos con los compuestos mas activos. El esclarecimiento
del mecanismo de accion antimetastasica de las cumarinas permitiria generar nuevos

farmacos que inhiban la formacion de metastasis.

4. HIPOTESIS.

El tratamiento in vitro con cumarina o sus productos de biotransformacion
modificara la expresion de integrinas en lineas tumorales, por lo que se espera
encontrar disminuciones en la expresion de integrinas y que esos cambios
correlacionen con modificaciones en la adhesion a moléculas de matriz extracelular.

En cuanto a la potencia relativa de los compuestos, se espera que las

hidroxicumarinas sean mas activas que la cumarina misma.

26



5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron las lineas celulares de carcinoma pulmonar humano A-427
(adenocarcinoma) y Calu-1 (carcinoma epidermoide). Ambas lineas celulares fueron
donadas por el Dr. José Sullivan Loépez, investigador del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, México. Adicionalmente se utilizaron las lineas murinas
B16-F10 (melanoma), B82 (fibroblastos) y L929 (fibroblastos). Las dos primeras
fueron donadas por el Dr. Guillermo Alfaro del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM; mientras que la ultima nos fue proporcionada por la Dra. Diana Barrera de la
Facultad de Medicina, UNAM. Todas las lineas fueron cultivadas rutinariamente en
medio RPMI 1640 suplementado al 10% con suero fetal bovino (SFB) inactivado por
calor (Gibco), 100 U/ml de periicilina, y 50 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos se
mantuvieron incubados en una atmdsfera de CO; al 5%, a una temperatura constante
de 37°C. Se utilizaron botellas de cultivo de 80 cm? de area (Nunc), en un volumen de
15 mL, hasta obtener una monocapa confluente. Para ser utilizadas en nuestros
experimentos, las células se cosecharon con una solucion fisioldgica suplementada
con tripsina-EDTA (0.05% / 0.5mM, Gibco) y se contaron con un hematocitémetro
evaluando simultaneamente la viabilidad por exclusion de azul tripan. En todos los

casos se utilizaron cultivos con viabilidad igual o mayor al 95%.

5.2 COMPUESTOS UTILIZADOS.
La cumarina, la 4-hidroxicumarina y la 7-hidroxicumarina fueron adquiridos de

Aldrich. La 3-hidroxicumarina y la 6-hidroxicumarina fueron sintetizadas en el
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Laboratorio de Sintesis Organica Heterociclica, del Departamento de Quimica
Organica de la Facultad de Quimica, bajo la supervision del M. en C. Fernando Leén.
La sintesis de la 3-hidroxicumarina se realizé de acuerdo con el método descrito por
Kokotos y Tzougraki [113]. La sintesis de la 6-hidroxicumarina se realizé mediante los
siguientes pasos: i) reaccion de dietilmalonato con 2,5-dihidroxibenzaldehido (reaccion
de Knoevenagel [114)); ii) hidrélisis del producto obtenido [115]; y iii) decarboxilacion
[116]. Las estructuras de las cumarinas sintetizadas fueron comprobadas
espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear. La pureza de todos los
compuestos utilizados fue analizada por cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC), y en todos los casos fue superior a 99%.

5.3 CARACTERISTICAS DE LA EXPOSICION A CUMARINAS.

Las células se sembraron en placas estériles para cultivo de tejidos (Nunc),
utilizando medio RPMI-10% SFB. Tras dejar que las células se adhirieran toda la
noche, se adicion6 al medio de cultivo el compuesto correspondiente y las placas se
incubaron por 24 h. El intervalo de concentraciones de los tratamientos varié en
progresion logaritmica base 10 entre 2 pM y 2mM. Las células control fueron
expuestas a etanol (2% v/v), puesto que éste fue utilizado como disolvente para todas
las cumarinas. Cada ensayo se repiti6 de manera independiente de dos a cuatro
veces. El efecto de la 4-hidroxicumarina sobre células B16-F10 se evalué en medio
sin suero. Para esto, tras dejar que las células se adhirieran durante toda la noche, se
sustituyé el medio con suero por medio sin suero conteniendo el correspondiente

tratamiento.
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5.4 EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO DE CUMARINAS.

Utilizando placas de 96 pozos se sembraron células a una densidad de 45,000
células/ cm?; cada tratamiento se realizé por sextuplicado. Después de 24 h, se evalué
la viabilidad de las células tratadas, mediante el ensayo colorimétrico de reduccion de
MTT [117]. Este ensayo se basa en la capacidad de las células vivas de reducir el
MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio), soluble en agua y de
color amarillo, a formazan de MTT (1-[4,5-dimetil tiazol-2-il}3-3,5-difenilformazan),
insoluble en agua y de color plrpura. Para realizar esta prueba, se adicionaron 20 uL
de solucion de MTT al 0.5% a 100 pL de medio existentes en cada pozo. Las células
se incubaron 2 h a 37°C y posteriormente, se retiré el medio que contenia el MTT no
reducido. Enseguida se adicionaron 100 pL de dimetil sulféxido (DMSQ) para disolver
los cristales formados de formazan de MTT. Se ley6 la absorbencia de las soluciones
formadas en un lector de microplacas (Biotek EL311) a una longitud de 570 nm; la
absorbencia es directamente proporcional al niumero de células vivas en el pozo. Los
datos se compararon estadisticamente mediante analisis de varianza de una via.
Cuando existieron diferencias entre los tratamientos se utilizé la prueba de Dunnett

con un nivel de significancia (c) de 0.05.

5.5 EVALUACION DE LA EXPRESION DE INTEGRINAS POR RT-PCR.

Utilizando placas de 6 pozos, las células se sembraron a una densidad de
42,000 células/ cm® y se trataron durante 24 h como se describié previamente.
Transcurrido el tiempo de exposicion, se extrajo ARN total utilizando el reactivo

TRIZOL (Gibco), conforme a las instrucciones del fabricante. La concentracion de

29



ARN extraido se determiné espectrofotométricamente a 260 nm. Partiendo de 500 ng
de ARN total, se sintetizo el ADNc, utilizando oligo dT (Gibco) como iniciador. Las
reacciones de PCR se realizaron en 50 pL de una mezcla de reacciéon que contenia
50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH=8.4), 2 mM MgCl;, 0.2 mM dNTPs, 1.25 unidades de
Tag ADN polimerasa y 0.2 uM de cada uno de los iniciadores sentido y anti-sentido
correspondientes. Las secuencias de los iniciadores especificos utilizados han sido

reportadas previamente [118] y se indican en siguiente tabla:

Iniciador sentido Iniciador anti-sentido Tm Tamaiio

(52>3) (5'>3) promedio | producto

a4 ttctgtctgtgetgtggace ggagctccgatagcaacatc 62°C 249 pb
ab |caagatggctacccagatat |ctgaatctgagagggaacca 61°C 210 pb
av agatctggaccaggatggtt |atctgtggctcctttcatig 61°C 197 pb
B1 gttacacggctgctggtgtt ctactgctgacttagggatc 61°C 264 pb
p4 aacgatgaacggtgccacct |ctccacgatgttggacgagt 62°C 222 pb
GAPDH | accacagtccatgccatcac | tccaccaccctgttgctgt 61°C 452 pb

El protocolo de amplificacion empleado ha sido reportado previamente [118] y
consistié en: 25 ciclos consistentes en 15 seg a una temperatura de desnaturalizacion
de 95°C, 30 seg a una temperatura de alineacién de 58°C y 30 seg a una temperatura
de elongacion de 72°C. En estas condiciones las concentraciones de los productos de

PCR varian proporcionalmente a las concentraciones de ADNc.
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5.6 ENSAYOS DE ADHESION A MOLECULAS DE MATRIZ EXTRACELULAR (MEC).

Los ensayos de adhesion se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita
por Humphries [119]. En placas de 96 pozos (Nunc) se adicionaron a diferentes pozos
soluciones de: 1) fibronectina humana (5 pg/ml); 2) vitronectina humana (1 pg/mil); 3)
colagena tipo IV de ratén (20 pg/ml); o 4) laminina de raton (10 pg/ml) [todas
obtenidas de Gibco]. Las placas se incubaron toda la noche a 4°C para permitir la
adsorcion de las proteinas. Después se retiraron las soluciones y los pozos se
bloguearon con albumina (Sigma) desnaturalizada por calor a una concentracién de
10 mg/mL durante 1 h.

Las células, tratadas por 24 h, se cosecharon utilizando EDTA (4 mM) en PBS
libre de calcio y magnesio, se resuspendieron en medio RPMI libre de suero y se
contaron. A cada uno de los pozos cubiertos con moléculas de la MEC se le
adicionaron 10,000 células (en 100 ul de medio) y se permitié la adhesion durante 30
min a 37°C. Después, se retiraron las células no adheridas mediante lavados suaves y
las células remanentes se fijaron con formaldehido (1.1%). El nimero de células
adheridas fue cuantificado usando cristal violeta como se ha descrito previamente
[119]. La absorbencia del colorante solubilizado en acido acético (10%) se midié a 595
nm. La adhesién inespecifica de las células se evalué en pozos cubiertos tinicamente
con albimina, y nunca superé el 4%. En todos los experimentos, los valores de
absorbencia generados por las células adheridas a albumina se restaron de los
valores obtenidos en los pozos cubiertos con moléculas de la MEC y bloqueados con

albimina.
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57 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA SOBRE EL CITOESQUELETO DE
ACTINA.

Para analizar el contenido de microfilamentos de actina se trataron por
separado, células de melanoma murino B16-F10 y fibroblastos B82 en portaobjetos
con 8 pozos desmontables (Nunc) a una densidad de 43,000 células/ cm?®
Transcurridas las 24 h de exposicion al compuesto, se retirdo el medio haciendo dos
lavados a cada pozo con PBS. Se fijaron las células con formaldehido 3.8% durante
10 min a temperatura ambiente. Luego de lavar nuevamente las células, éstas se
permeabilizaron adicionando Tritén X-100 al 0.1% por 5 min. Después de lavar, las
células se expusieron a 5 U/mL de la solucién con faloidina- Alexa 488. Se dejaron
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente protegidos de la luz. Posteriormente,
se lavo abundantemente con PBS, se monto un cubreobjetos. La morfologia de
ambos tipos celulares con los diferentes tratamientos se documenté mediante
microfotografias utilizando un microscopio de flucrescencia (Nikon modelo Eclipse

600).

5.8 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA EN LA MIGRACION CELULAR.
Utilizando placas de 6 pozos, se sembraron células B16-F10 a una densidad de
43,000 células/ cm?. Después de dejar que las células se adhirieran durante toda la
noche, se realizaron “heridas” en la monocapa utilizando un gendarme estéril. Antes
de adicionar el medio con el correspondiente tratamiento, los cultivos se lavaron para
retirar las células en suspension. Transcurridas las 24 h de exposicion se analizé la
placa en microscopio invertido y los resultados se documentaron mediante

microfotografias.
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5.9 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA SOBRE LA FOSFORILACION EN
RESIDUOS DE TIROSINA.

Las células tratadas fueron cosechadas, se lavaron dos veces con PBS frio y
se lisaron en amortiguador de lisis (50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40,
0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, mezcla de inhibidores de proteasas, 1 mM pirofosfato
de sodio, 1 mM ortovanadato de sodio, 50 mM fluoruro de sodio). Después de 15 min
de incubacion en hielo el material insoluble fue removido por centrifugacion, se
recolectaron los sobrenadantes y en éstos se cuantifico la proteina total. En geles de
acrilamida (12%) se cargaron 40 pg de proteina total de cada tratamiento, y se realizo
una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nylon, que se bloquearon con albimina y se incubaron con
anticuerpos anti- fosfotirosina (clona PY20/ Santa Cruz Biotechnology, 1:500) y anti-
actina (clona C11/ Santa Cruz Biotechnology, 1:2000). Las membranas fueron
reveladas utilizando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y reactivos

para quimioluminiscencia (Amersham-Pharmacia).

5.10 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA SOBRE LA LOCALIZACION DE
PAXILINA.

Células B16-F10 o L929 fueron sembradas en portaobjetos con pozos
desmontables (Nunc) a una densidad de 43,000 células/ cm?. Transcurrido el tiempo
de tratamiento, las células se fijaron con formaldehido (4%), se permeabilizaron con
Triton X-100 (0.1%) y se bloquearon con albdmina al 3%. Finalizado el bloqueo, las
células se incubaron con un anticuerpo policlonal anti-paxilina hecho en conejo (Santa

Cruz Biotechnology, 1:200). Después de lavar las preparaciones con PBS, se adicion6
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un anticuerpo secundario anti- IgG de conejo, conjugado con Alexa 546 (Santa Cruz
Biotechnology, 4 pg/mL). Concluida la incubacién, las preparaciones se lavaron
extensivamente y se montaron para su analisis y foto-documentacién con microscopio

de fluorescencia (Nikon Eclipse 600).

5.11 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA SOBRE LA EXPRESION/ ACTIVACION
DE PAXILINA.

Células B16-F10 o L929 tratadas con 500 pM de 4-hidroxicumarina se lisaron
en amortiguador de lisis frio como se describié previamente. De estos lisados se
tomaron 80 pg de proteina total para evaluar la expresion de paxilina mediante
inmunoensayos tipo “western blot”. Para ia inmunoprecipitacion, los lisados se
incubaron durante 3 h a 4°C y agitacion constante con anticuerpos anti-paxilina
(policlonal, Santa Cruz Biotechnology) que previamente habian sido unidos a las
perlas de proteina A-agarosa. Al término de la incubacién se realizaron 3 lavados con
amortiguador salino de lavado (amortiguador de lisis 1:10, inhibidores de proteasas y
fosfatasas 1X) y se prepararon para ser separados por electroforesis vertical en gel de
acrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Después de la
separacion se realizo la transferencia, en cdmara himeda, a una membrana de nylon.
La membrana fue incubada 1 hora a temperatura ambiente y agitacién constante con
los anticuerpos primarios anti-paxilina (policlonal, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000) o
anti-vinculina (policlonal, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000) en TBS-Tween 20
(0.05%). Después de lavar las membranas, estas fueron incubadas con los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y reveladas

con reactivos para quimioluminiscencia (Amersham-Pharmacia).
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5.12 ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS: EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA
SOBRE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES.

a) Obtencién del ARN para analisis por “diferential display”.

El ARN de células tratadas se obtuvo mediante extraccion con trizol (Gibco) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. 10 pg de ARN total fueron tratados con
0.13 unidades de DNAsa (Gibco) durante 5 min a 37°C. Posteriormente, se detuvo la
reaccion adicionando EDTA 25 mM (pH=8) e incubando por 5 min a 60°C. El ARN
tratado con DNAsa fue precipitado utilizando glucégeno y se realizé una reextraccion
con trizol. El botén de ARN se resuspendié en agua estéril libre de RNAsas. Muestras
de esta solucion se utilizaron para cuantificar el ARN (mediante su absorbencia a 260
nm), para visualizar la integridad del ARN (mediante gel de agarosa al 1%) y para

sintetizar ADNc.

b) Sintesis y amplificacién de ADNc.

Para cada muestra se realizaron 3 reacciones de sintesis de ADNc, utilizando
transcriptasa reversa (MMLV-RT) y cada uno de los siguientes oligonucleétidos como
iniciadores:

DD1 = T4,CA
DD2 = T1,CG
DD3 = T4,CC

Cada una de las tres copias de ADNc generada por los oligonucleétidos DD se

amplificaron por PCR utilizando como iniciador anti-sentido el primer DD

correspondiente y como iniciador en sentido uno de los siguientes oligonucledtidos:
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OPA 14: TCTGTGCTGG
OPA 18: AGGTGACCGT
OPA 20: GTTGCGATCC

En dichas reacciones se incluyo [a-35S] dATP (1000 Ci/nmol) a una
concentracion final de 0.4 uM. El protocolo de amplificacion consistié en 35 ciclos de
94°C por 50 seg; 40°C por 90 seg y 72°C por 60 seg, con una extension final a 72°C
por 5 min. Una vez obtenidos los productos de PCR, se mezclaron con amortiguador
de carga para secuenciacion y se corrieron en gel desnaturalizante de acrilamida/
urea. Al final de la corrida, el gel se fij6 con acido acético (10%), se sec6 2 ha 80°C y
se expuso una placa de autoradiografia (Kodak) durante 48 h para documentar los

resultados.

¢) Purificacién, reamplificacién y clonacién de una banda diferencial.

En la placa de autoradiografia se identific6 una banda que se expresa en
células control pero que disminuye en células tratadas con 4-hidroxicumarina. La
placa se alineé con el gel, se cortd la banda correspondiente y se colocé en tubos de
1.5 mL (Eppendorf) nuevos. A la banda se le afadieron 400 pL de agua estéril y se
llevé a ebullicion durante 15 min; posteriormente, la solucion obtenida se centrifugd y
se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicionaron 40 ul de acetato de
sodio 3 M, 880 uL de etanol absoluto, 2.5 ulL de glucégeno (20 mg/mL) y se dejé
precipitar durante toda la noche a -20°C. El precipitado se separé por centrifugacion y
se lavé con etanol al 80%. Tras dejarlo secar, el ADN obtenido se resuspendié en

agua para hacer la reamplificacion por PCR, utilizando como iniciador sentido OPA20
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y como iniciador anti-sentido DD1 (con éstos se obtuvo la banda aislada). En esta
ocasion el protocolo de amplificacion fue de 40 ciclos de 92°C por 30 seg; 42°C por 60
seg y 72°C por 30 seg, con una extension final a 72°C por 5 min.

El producto de PCR se corrié en electroforesis horizontal en gel de agarosa
(2%) al mismo tiempo que un marcador de pesos moleculares (Gibco) para estimar el
tamano del producto de amplificacién. Este producto de amplificacion también se
utilizé para ser clonado en el vector pCR2.1, utilizando el estuche de reactivos “The
Original TA Cloning” (InvitroGen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
reaccion de ligacion se incub6 a 14°C durante toda la noche y posteriormente se
tomaron 5 pL de la reaccion para adicionarlos a un vial de células competentes (E. coli
INVaF') y se homogenizé suavemente. Las bacterias se incubaron durante 30 min en
hielo, 30 seg a 42°C y nuevamente 2 min en hielo; posteriormente, se les adicioné 250
uL de medio SOC y se incubaron nuevamente durante 1 hora a 37°C con agitacion
constante. Las células se sembraron sobre una placa de agar Luria-ampicilina
adicionado con Xgal y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Las placas se
incubaron en el refrigerador durante 3 h para permitir el desarrollo del color azul en las
colonias no transformadas y posteriormente, se seleccionaron 5 colonias blancas que

se expandieron resembrando en medio liquido Luria-ampicilina.

De estas células se purificé el ADN plasmidico utilizando el estuche de reactivos
“Miniprep Wizard Plus” (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ADN
obtenido se cuantifico a 260 nm y se tomaron alicuotas con 1 pg de ADN para utilizarlas en
reacciones de restriccion con 1 U de Eco RI. Tras incubar la digestion 3 h a 37°C, se

corrieron 10 pL de la reaccién en una electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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Simultaneamente, se corrié un marcador de pesos moleculares (Gibco) para verificar que el

tamano del inserto correspondiera con el del producto reamplificado.

d) Secuenciacion.

Utilizando dos de las clonas que incorporaron el inserto, se realizaron reacciones de
secuenciacion. Se utilizé el método de Sanger con ligeras modificaciones usando un
estuche de T7 Sequenase Version 2.0 (Amersham Co). Se colocaron en tubos
Eppendorf 2.5 ul de cada uno de los cuatro dideoxinucleédtidos (A, C, G, T) (ddNTPs) y
se mantuvieron en hielo hasta su uso. Se preparé una mezcla de 5.5 ul de agua, 1 pl
de NSA 10X y 0.5 ul de HCI 1 N denominandola “solucién de alineaciéon”. Se preparé
una mezcla que contenia 1 pl de ditiotreitol (DTT) 2X, 2 ul de dNTPs diluidos (1:5), 2 ul
de sequenasa diluida en su amortiguador (1:8) y 0.5 pl de aS* (dATP 500-1200 Ci/
mmol de Amersham). Esta mezcla se denomina “mezcla maestra” y se mantuvo en
hielo hasta su uso. Posteriormente, se mezclaron 3 pmol (1 pl) del iniciador especifico
con 0.5 ul de NaOH 1 N, y con 300 ng (2.5 pul) del ADN molde para secuenciar. Esta
mezcla se incub6 a 37°C por 10 min y se agregaron 7 pl de la solucién de alineacion y
se incubaron por 5 min a la misma temperatura. Después se agregaron 5.5 pul de la
mezcla maestra y se incubé por 5 min adicionales a temperatura ambiente;
inmediatamente se colocaron 3.5 pl de esta reaccion en cada uno de los tubos que
contenian los ddNTPs y se incubaron a 45°C por 5 min, transcurrido el tiempo se
agregaron 4 ul de la solucién de paro incluida en el estuche.

Los productos de las reacciones obtenidas se corrieron en un gel de acrilamida al

6% (p/v) de 0.4 mm de grosor y 45 cm de altura. Se utilizé una camara de secuencia
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modelo S2 (Gibco BRL Sequencing System), y la electroforesis se corrid utilizando
amortiguador de TBE 1X. Después del tiempo de corrida, se fijo el gel con una solucién
de acido acético al 10% y se secé en un horno a 55°C. El gel se puso en contacto con
una placa de autoradiografia X-OMAT (Kodak) por 48 h a —70°C. Posteriormente la

placa se reveld y fijé para hacer la lectura de la secuencia obtenida.

e) Amplifcacién especifica de la molécula reguladora de adhesién 1 (ARM-1).

Para comprobar los cambios en la expresion de ARM-1 se realizaron reacciones de
RT-PCR como se describié anteriormente. Los iniciadores utilizados fueron (52>3'):
agcaccgccaggatgacgactt (sentido) y cggggcettgggetggttg (anti-sentido). Aunque la Tm
promedio de este par de iniciadores es de 66°C, empiricamente, se determino que la mejor
temperatura de alineamiento era de 60°C. El protocolo de amplificacion empleado consistio
en 30 ciclos de 94°C por 45 seg; 60°C por 45 seg y 72°C por 60 seg. Como control de

expresion constitutiva se amplifico GAPDH en las condiciones descritas previamente.
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4, RESULTADOS.

4.1 EFECTO DE CUMARINAS EN LA VIABILIDAD DE CELULAS DE CARCINOMA
PULMONAR.

El efecto de cumarina y cuatro hidroxicumarinas sobre la viabilidad celular se
evalu¢ utilizando el ensayo de reduccion de MTT, que se basa en la capacidad
metabdlica mitocondrial. Con esta metodologia, la sefal de absorbencia varia de
manera lineal con el numero de células vivas (Fig. 1). Las concentraciones evaluadas
fueron 2 uM, 20 pM, 200 uM y 2 mM para todos las cumarinas con excepcion de la 6-
hidroxicumarina, cuya su solubilidad en etanol es menor al resto de los compuestos,
por lo que las concentracion evaluadas fueron de 2 pM, 20 yM, 200 uM y 400 pM.
Como control se utilizaron células tratadas con el disolvente etanol. Se utilizaron dos
diferentes tiempos de exposicion (24 y 48 h) para cada en las lineas celulares de
carcinoma pulmonar A427 y Calu-1 y los resultados se anotan en la tabla I.

En la linea celular A427 (adenocarcinoma) el tratamiento con 2 mM de
cumarina, 3-hidroxicumarina o 7-hidroxicumarina disminuyé significativamente la
viabilidad celular desde las 24 h en 25%, 45% y 30% respectivamente. A este tiempo
ni la 4-hidroxicumarina (2 mM) ni la 6-hidroxicumarina (400 pM) disminuyeron
significativamente la viabilidad. A las 48 h, el tratamiento con cumarina (2mM)
disminuyé la viabilidad en un 50%. Tanto la 3-hidroxicumarina como la 7-
hidroxicumarina (2 mM), a las 48 h, provocaron una disminucién en la viabilidad
aproximadamente del 65%. Cuando se tratdé con 4-hidroxicumarina (2 mM) o 6-
hidroxicumarina (400uM), se encontré que también disminuye significativamente la

viabilidad, pero la magnitud de su efecto no supera el 20%.
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En la linea celular Calu-1 (carcinoma epidermiode) la concentracién mas alta de
cumarina, 3-hidroxicumarina, o 7-hidroxicumarina produjeron citotoxicidad desde las
24 h, disminuyendo la viabilidad en 60%, 55% y 40% respectivamente. A las 48 h
tanto la cumarina como la 3-hidroxicumarina y la 7-hidroxicumarina (2 mM)
disminuyeron la viabilidad aproximadamente en un 75%. A los dos tiempos ensayados
la 6-hidroxicumarina (400 pM) produjo ligeros decrementos en la viabilidad, mientras
que la 4-hidroxicumarina (2 mM) no presenté efecto citotéxico.

Basados en estos resultados se decidié reducir el intervalo de concentraciones
a evaluar, de tal manera que la maxima concentracion de farmaco a utilizar se fij¢ en
200 pM, pues a esta concentracion ninguno de los compuestos altera la viabilidad con

respecto al control. Los estudios posteriores se realizaron utilizando exposiciones de

24 h.

" Figura 1. Curvas estandar para el
g método de reduccion de MTT.
£ 10 Tanto para la linea celular A427(e)
: | como para la Calu-1 (m) la
& absorbencia es directamente
§" proporcional al nimero de celulas
vivas.

az
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Tabla I. Efecto de la cumarinas sobre la viabilidad celular .

A427 Calu-1
24h 48 h 24 h 48 h
CUMARINA 2uM 99.2+4.0 92118 100.6 £ 2.1 102.5+2.3
20 UM 95.7%+1.9 94113 99.3+1.2 98.1 2.3
200 pM 95.8+2.3 926+24 91.8+2.4 90.6 3.5
2mM 75.2+26"° 52.0+2.8"° 416+29° 26.7 +2.8°
3-HIDROXI-| 2puM 102.0% 2.0 101939 108.2 £ 3.1 1057 £1.9
CUMARINA | 20 pM 105.3 %29 96.1+4.1 101.1£2.3 102.6 £ 3.1
200 uM 100.8 3.8 928+24 88.4+4.2 94.0+2.2
2mM 559+21° 33.8+29° 4431 3.6° 27.6+1.3"°
4-HIDROXI-| 2pMm 10451 4.6 99.0£ 0.9 104.227 95.1% 3.9
CUMARINA | 20 pM 108.6 £1.9 98.6 £ 3.1 99.1+0.7 99.0%3.2
200 pM 99.8+3.3 94.8+2.3 97.7+2.2 100.6 £ 3.3
2 mM 94.2+4.6 83.2+46" 100.2 + 3.1 90.6 ¢ 3.6
6-HIDROXI- 2 uMm 104224 998127 100.9 £ 2.5 103.6 £ 2.1
CUMARINA | 20 uM 96.1+1.3 97.2%3.4 101.4+2.9 101.5+4.6
200 pM 97.5+3.3 91.8+5.6 98.0 +3.3 90.7%3.6
400 uM 94.2%29 81.6+4.1"° 99.2+23 80.2+3.1°
7-HIDROXI-| 2uM 102.1£1.0 100.7 £ 3.0 101.9%0.8 104.1%1.8
CUMARINA | 20 M 103.1 £2.1 104.21 £ 0.9 97.2+1.9 98.0%29
200 uM 97.9 + 2.1 959+1.6 89.6+1.3 91.3%+13
2 mM 72.2+56" 38.9+26" 57.9+4.2"° 247 +25"

* Expresado como porcentaje del control % (promedio + e.e.m.; n=3).

® Estadisticamente diferentes de su respectivo control (prueba de Dunnett, a= 0.05)

4.2 EFECTO DE CUMARINAS EN LA EXPRESION DE INTEGRINAS Y EN LA
ADHESION EN CELULAS DE CARCINOMA PULMONAR.

Para estudiar el efecto del tratamiento con cumarinas sobre la expresion de
moléculas de adhesién, se utilizé la técnica semicuantitativa de RT-PCR. Para
confirmar la confiabilidad de esta metodologia en la estimacién de la cantidad de
ARNm, se realizaron ensayos partiendo de diferentes concentraciones diferentes de
ARN total y observamos modificaciones en la intensidad de la banda de los productos

de amplificacion (Fig. 2).
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En células A427 obtuvimos los siguientes resultados (Fig. 3): i) la 3-hidroxicumarina
disminuyé la cantidad de ARNm tanto de la integrina av como la de B1; ii) la 4-
hidroxicumarina disminuyé la expresion de la integrina av y, en menor medida, la de u6; iii)
la B-hidroxicumarina incrementa la cantidad de ARNm de la subunidad a4 de manera
dependiente de la concentracion, pero disminuye la expresion de la integrina o6; iv)
ninguno del estos tres compuestos modificé la expresiéon de la subunidad B4; v) en estos
ensayos no encontramos efecto ni de la cumarina ni de la 7-hidroxicumarina.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la adhesién a moléculas de la MEC
utilizamos varios sustratos: colagena tipo IV, laminina, fibronectina y vitronectina. Esto fue
debido a que las subunidades de integrina propuestas, participan (en diferentes
heterodimeros) en el reconocimiento de estos ligandos. A pesar de los cambios en la
expresion encontrados, los tratamientos no tienen efecto sobre la adhesién a moléculas de

la MEC (Fig. 4).

Figura 2. Estandarizacion del método
semicuantitativo RT-PCR. La intensidad de la
banda depende de la concentracion inicial de
ARNm. Las reacciones de RT se realizaron
partiendo de 1.2 (carril 1), 2.5 (carril 2), 0 5 ug
(carril 3) de ARN total. Posteriormente, se
realizaron amplificaciones por PCR para las
moléculas previstas. Se muestran ejemplos de
GAPDH (A) y de las integrinas av (B) y 1 (C).

av

1 2 3 MPM
- -
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Figura 3. Analisis de la expresion de integrinas. Células A427 (A) o linfocitos de sangre periférica
humana (B) fueron tratadas con cumarinas monohidroxiladas como se indica. Se muestran
productos de RT-PCR en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

3-hidroxicumarina 4-hidroxicumarina 6-hidroxicumarina

[PT-———
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Figura 4. Efecto de cumarinas en la adhesién de células A427 a moléculas de la MEC. Las células
se trataron 24 h con 200 pM de 3-hidroxicumarina (A), 4-hidroxicumarina (B), o 6-hidroxicumarina
(C). En ninguno de los casos se encontraron diferencias estadisticamente significativas (t student;
a=0.05). Sélo se muestran experimentos representativos en los sustratos relevantes.
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En la linea celular Calu-1, evaluamos el efecto de la 3-hidroxicumarina, la 4-
hidroxicumarina y la 6-hidroxicumarina sobre la adhesién a moléculas de la MEC. De
manera similar a lo encontrado en A427, la adhesion celular no fue alterada por ninguno de
los tratamientos. La figura 5A muestra el efecto de la 6-hidroxicumarina sobre la adhesion
(las graficas correspondientes a los ensayos de adhesién con las otras cumarinas no se
incluyen). En cuanto a la expresién de integrinas, en células Calu-1 encontramos que la
subunidad a4 presenta una baja expresién y que la integrina av no se expresa en esta
linea. El efecto de cumarinas sobre la expresion de integrinas se evalud parcialmente sin
encontrar cambios significativos. Por ejemplo, el tratamiento con 6-hidroxicumarina, que
modifico a la alta la expresion de la subunidad a4 y a la baja la de a6 en células A427 (Fig.

3A), no alter6 la cantidad de ARNm de estas dos integrinas en las células Calu-1 (Fig. 5B).

A lo largo del desarrollo del proyecto observamos que los tratamientos con 4-
hidroxicumarina producian cambios morfoldgicos en algunos cultivos. Por esto analizamos
el efecto de concentraciones subtoxicas de 4-hidroxicumarina sobre la morfologia celular.
El tratamiento durante 24 h con 1 mM de 4-hidroxicumarina inhibié la adecuada extensién
de las células sobre el sustrato (“spreading”) (Fig. 6). Como se ha descrito previamente, el
citoesqueleto de actina es el principal responsable de proveer soporte a la membrana
plasmatica y, por lo tanto, es posible que el grado de polimerizacion de actina fuese
alterado por la 4-hidroxicumarina. Dado que un inadecuado ensamblaje del citoesqueleto
puede afectar la capacidad adherente mediada por integrinas y la motilidad celular,
decidimos estudiar el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre el rearreglo del citoesqueleto de
actina. Sin embargo, la morfologia normal y la limitada motilidad in vifro de las lineas

celulares A427 y Calu-1, hacen que no sean un modelo donde facilmente se puedan
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estudiar cambios en el citoesqueleto de actina o en la migracion. Ante la necesidad de
cambiar de modelo, decidimos utilizar células B16-F10 de melanoma murino para los
ensayos siguientes. Esta linea presenta las siguientes ventajas: i) ha sido utilizada para
estudiar los mecanismos que regulan los cambios en el citoesqueleto de actina; ii) presenta
una alta motilidad in vitro; y iii) los efectos de algunas cumarinas sobre su viabilidad han

sido estudiados en nuestro laboratorio [78].
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Figura 5. En células Calu-1, el tratamiento con 6-hidroxicumarina no modificé
ni la adhesién a sustrato (A), ni la expresion de integrinas (B).

Control 4-HC Figura 6. El tratamiento con 4-
hidroxicumarina (4-HC) altera la
morfologia de la linea A427. Las

@ @ e células fueron tratadas con etanol
x A @ [1 %] (@ o 4-HC [1 mM] (b)
Lo durante 24 h, expuestas a MTT y

fotografiadas.
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43 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA SOBRE EL REARREGLO DEL

CITOESQUELETO DE ACTINA EN CELULAS B16-F10.

Dado que algunos derivados cumarinicos son citotoxicos para diversas lineas

celulares, evaluamos los efectos de 24 h de exposicion a la 4-hidroxicumarina sobre

la viabilidad de las lineas celulares B16-F10 y B82, utilizando la metodologia de

reduccion de MTT. Las concentraciones minima y maxima de 4-hidroxicumarina que

se utilizaron (50 y 500 uM) fueron determinadas empiricamente. En las condiciones

de exposicion, la 4-hidroxicumarina no mostré efecto apreciable sobre la viabilidad de

células B16-F10. De manera similar, la 4-hidroxicumarina no afecto la viabilidad de

los fibroblastos B82 (Tabla Il).

Tabla II. Efecto de la 4-hidroxicumarina en la viabilidad celular 2.

Linea celular
[4-Hidroxicumarina] uM B16-F10° Bg2°
0 100.0 +7.99 100.0 £ 5.56
50 104.4 +9.89 107.0 £ 3.32
160 97.5+10.95 110.2 £5.50
500 91.3+10.18 109.9 + 7.57

. Expresado como porcentaje del control % (promedio + d.e.).
® | as diferencias entre los tratamientos no son estadisticamente

significativas.
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Los efectos de la 4-hidroxicumarina en la morfologia celular y el contenido de F-
actina (actina polimerizada) se analizaron utilizando células B16-F10 de melanoma y
fibroblastos B82 como controles. Ambos tipos celulares, en ausencia de tratamiento,
tienen una morfologia poligonal, que presenta lamelipodios y filipodios concentrados
en algunos puntos de la periferia celular y fibras de estrés que corren a lo largo de la
célula. En las células B16-F10, esta morfologia es alterada por el tratamiento con 4-
hidroxicumarina (Fig. 7). Este compuesto impide la formacion de fibras de estrés y de
lamelipodios, y produce un encogimiento de la membrana celular, generando una
célula redonda (Fig. 7, a-d). Sin embargo, en células tratadas con 4-hidroxicumarina
aun se presentan filipodios radiales unidos a focos de adhesion (Fig. 7, d).

En el intervalo de concentraciones evaluadas el efecto sobre el citoesqueleto
de actina fue selectivo para células tumorales, dado que la 4-hidroxicumarina no
produjo cambios significativos en la morfologia o en el contenido de F-actina en
fibroblastos B82 (Fig. 7, f-i). Como control positivo se utilizé citocalasina D, una
micotoxina que inhibe la polimerizacion de actina al interferir con la adicion de
unidades monomeéricas de actina. El tratamiento con una concentracién subtoxica (5
uM) de citocalasina D produjo una pérdida total de F-actina en ambas lineas celulares
(Fig. 7, eyj).

Adicionalmente estudiamos si el efecto de la 4-hidroxicumarina es reversible.
En la figura 8 se muestran células que se incubaron en medio sin suero sin farmaco
durante un periodo de recuperacion de 24 h, tras haber sido tratadas previamente con
500 uM de 4-hidroxicumarina. Como se puede observar, en estas condiciones las

células B16-F10 recuperan totalmente su morfologia normal.

48



B16-F10

Figura 7. Efecto de la 4-hidroxicumarina en la morfologia y el contenido de F-actina en células
B16-F10 de melanoma y en fibroblastos B82. Se muestran microfotografias representativas de
células marcadas con faloidina después de ser tratadas con etanol 0.75 % (a, f) o 4-
hidroxicumarina 50 uM (b, g), 160 puM (c, h) o 500 uM (d, i). Como control positivo se utilizé
citocalasina D 5 uM (e, j). La 4-hidroxicumarina indujo cambios morfolégicos relacionados con la
desorganizacién del citoesqueleto de actina en células B16-F10 (a-d). La flecha en la
microfotografia (d) sefiala la presencia de filipodios, ain cuando se han perdido las fibras de
estrés o los lamelipodios. Los fibroblastos B82 fueron menos sensibles al efecto de la 4-
hidroxicumarina (f-i). Barra = 20 pm.

Figura 8. La desorganizacion del citoesqueleto de actina producida por la 4-hidroxicumarina
fue reversible. Se muestran microfotografias representativas de células marcadas con faloidina
después de ser tratadas 24 h con 4-hidroxicumarina 500 uM, lavadas e incubadas por 24 h
adicionales en medio sin suero y sin farmaco. Las células B16-F10 (a) recobraron su
morfologia normal, mientras que los fibroblastos B82 (b) no mostraron cambios. Barra = 20
pm.
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4.4 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA EN LA ADHESION DE CELULAS B16-
F10 A MOLECULAS DE LA MEC.

El tratamiento con 4-hidroxicumarina produjo decrementos en la adhesion de
células B16-F10 a moléculas de la MEC, de manera dependiente de la concentracion
(Fig. 9). Cuando utilizamos vitronectina o fibronectina como sustrato, el tratamiento
con 500 uM de 4-hidroxicumarina disminuy6 la adhesién aproximadamente a la mitad
del valor control. Adicionalmente, el mismo tratamiento redujo la adhesién a laminina y
a colagena tipo IV a un décimo y un quinto del valor control, respectivamente.
Mediante interpolaciones de los resultados mostrados en la figura 9, se calcularon las
concentracion inhibitorias 50 (Cl 50) de 4-hidroxicumarina para los diferentes
sustratos. La Cl 50 de la 4-hidroxicumarina es de 460 pM para la adhesién a
vitronectina, de 500 pM para la adhesion a fibronectina, de 120 uM para la adhesién a

laminina y de 190 pM para la adhesidn a colagena tipo IV.

4.5 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA EN LA MIGRACION CELULAR.

El efecto en la motilidad aleatoria horizontal se estudié mediante ensayos en los
que se provocaron “heridas” a las monocapas celulares (Fig. 10, a). La capacidad de
migracion se evalud, tras 24 h de tratamiento, estimando el area recubierta
nuevamente por células. La 4-hidroxicumarina inhibi6 parcialmente (50 y 160 uM, Fig.
10, c-d) o totaimente (500 uM, Fig.10, e) la migracién que presentan las células
control (Fig. 10, b). Nuevamente utilizamos como control positivo a la citocalasina D;
esta micotoxina abolié por completo la aparicion de células en el area dafiada (Fig. 10,

f).
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Figura 9. Inhibicion de la adhesion a moléculas de la MEC por la 4-hidroxicumarina (4-HC).
Células B16-F10 tratadas 24 h se recuperaron y se permitid6 su adhesion a vitronectina,
fibronectina, laminina o colagena tipo IV durante 30 min Las células no adheridas se
removieron y las remanentes se cuantificaron por tincion con cristal violeta. Los resultados
presentados son el promedio de tres experimentos independientes, cada uno incluyendo
cuadruplicados. Las barras de error representan el error estandar de la media (e.e.m.) y los
asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05; t de Bonferroni).

Figura 10. La 4-hidroxicumarina inhibié la migracion aleatoria de las células B16-F10. Se
muestran microfotografias representativas de cultivos al tiempo cero (a), o tras 24 h de
tratamiento con etanol (0.75 %) (b), o 4-hidroxicumarina 50 uM (c), 160 puM (d) o 500 uM (e).
Como control positivo se utilizé citocalasina D 5 uM (f). Barra = 200 pm.



46 EFECTO DE LA 4-HIDROXICUMARINA EN LA FOSFORILACION EN
RESIDUOS DE TIROSINA.

Dado que diferentes proteinas estructurales y reguladoras requieren de Ia
fosforilacion en residuos de tirosina para la comunicacion cruzada entre integrinas y el
citoesqueleto, analizamos el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre el contenido de
fosfoproteinas. El tratamiento de células B16-F10 con 4-hidroxicumarina disminuyo la
fosforilacién en residuos de tirosina de varias proteinas, de manera dependiente de la
concentracion (Fig. A). Identificamos cambios importantes en el estado de fosforilacion
de proteinas de 125, 70, 65 y 35 kDa (flechas en la figura 11A). En fibroblastos B82, la
4-hidroxicumarina produjo solo un ligero efecto, alin a la concentracién de 500 uM
(Fig. 11B). En esas mismas membranas se realizaron inmunoblots para actina; esto
nos sirvié como control de carga y para descartar la posibilidad de que los cambios en
el citoesqueleto de actina estuviesen relacionados con cambios en la expresion de
esta proteina. En ninguna de las dos lineas celulares evaluadas se encontraron

diferencias en la expresion de actina (paneles inferiores de la figura 11).

Figura 11. Efecto de Ila 4-

A 4-HC (M) B 4-HC (uM) hidroxicumarina (4-HC) en |Ia
0 50 160 500 0 50 160 500 fosforilacion de residuos de tirosina. A.

- - Células B16-F10 tratadas con 4-HC
— 100 ' mostraron una inhibicion de la

> - ==i0 A fosforilacion dependiente de |la
". —60 concentracion (panel superior). Estos
cambios no estan asociados a

b cambios en la expresion de actina

(panel inferior). B. En fibroblastos B82,
la 4-HC produjo cambios moderados
- Ty en la fosforilacion de residuos de
tirosina (panel superior) y no afecto la
I.--qL 3 b o w .I-‘” expresion de actina (panel inferior).
Los marcadores moleculares (en kDa)
se encuentran anotados a la derecha.
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4.7 PARTICIPACION DE PAXILINA EN LOS EFECTOS DE LA 4-
HIDROXICUMARINA.

Dado que paxilina es una de las proteinas involucradas en el rearreglo del
citoesqueleto de actina, estudiamos el efecto de la 4-hidroxicumarina en la
distribucion, expresion y activacion de paxilina en células de melanoma murino B16-
F10 y en fibroblastos L929. Mediante inmunolocalizaciones, observamos que la
paxilina se agrega en las placas de adhesion focal (que aparecen como parches
submembranales) en ambas lineas celulares (Fig. 12, a, c). En células B16-F10
tratadas con 500 uM de 4-hidroxicumarina la distribucién de paxilina hacia las placas
de adhesion focal esta disminuida, relocalizandose en la periferia del nicleo (Fig. 12,
b). Esta misma concentracién subtéxica de 4-hidroxicumarina no tiene efecto
significativo en fibroblastos L929 (Fig. 12, c, d).

Con el objetivo de conocer si los cambios en la localizaciéon de paxilina estan
relacionados con cambios en su expresion, realizamos inmunoblots para evaluar la
concentracion de paxilina en células tratadas con 4-hidroxicumarina. En las células
B16-F10 se expresan dos isoformas de paxilina: « (60 kDa) y B (64 kDa) (Fig. 13). El
tratamiento con 4-hidroxicumarina produce una disminucién del 60% en la expresion
de la isoforma B, con cambios menores en la isoforma a (Fig. 13). Como control de
carga, se realizé una inmunodeteccion con anticuerpos anti-tubulina en las mismas
membranas (panel inferior de la Fig. 13A).

Dado que la activacion de paxilina es dependiente de su estado de
fosforilacion, estudiamos el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la activacion de
paxilina en células B16-F10 analizando su estado de fosforilacién en residuos de

tirosina. A partir de lisados totales se inmunoprecipité paxilina y para compensar el
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efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la expresion de esta proteina, se utilizé para el
imnumoblot Unicamente la mitad del inmunoprecipitado obtenido de las células control.
En estas condiciones se detectdé aproximadamente la misma cantidad de paxilina en
ambas muestras (Fig. 14A). El tratamiento con 4-hidroxicumarina disminuyo la

cantidad de paxilina fosforilada (Fig. 14B).

Control 4-Hidroxicumarina

B16-F10

Figura 12. Efecto de la 4-hidroxicumarina (500 uM) sobre la distribucion de paxilina en células
B16-F10 de melanoma y en fibroblastos L929. Se muestran microfotografias representativas
de células tratadas 24 h con etanol 0.75% (a, c) o con 4-hidroxicumarina (b, d).
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Figura 13. Efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la expresién de paxilina en células B16-F10.
A. Imnunoblots en los que se observa que el tratamiento con 500 uM de 4-hidroxicumarina (4-
HC) disminuy6 la expresion de paxilina. Como control de expresion constitutiva se utilizé
tubulina (panel inferior). B. Cuantificacion densitométrica de las expresion calculada a partir de
cuatro experimentos independientes.

A B
IP: anti-paxilina IP: anti-paxilina
W.B: anti —paxilina W.B: anti-PY
C 4-HC

Figura 14. Efecto de la 4-hidroxicumarina (4-HC) sobre la fosforilacion de paxilina en células
B16-F10. Muestras de inmunoprecipitados (IP) anti-paxilina se separaron por electroforesis y
se transfirieron a membranas. En el carril "C” (correspondiente al control) se cargé la mitad del
imnumoprecipitado obtenido, mientras que en el carril "4-HC" se cargo todo. En estas
condiciones se realizaron inmunodetecciones con anti-paxilina (A) y anti-fosfotirosina (B).
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Estudios complementarios.
Gel DD-RTPCR.

Las muestras de ADN amplificado por PCR con los diferentes juegos de
oligonucleédtidos se corrieron en un gel de alta resolucion y se obtuvo la
autoradiografia correspondiente. En células B16-F10, la 4-hidroxicumarina produce
diversas bandas de expresion diferencial (Fig. 15). Una de las bandas que disminuye
como consecuencia del tratamiento (marcada en la Figura. 15) fue la que se eligié
para realizar los analisis posteriores. Esta banda, obtenida con los oligonucleétidos
DD1 y OPA 20, se purifico y se reamplificé utilizando los mismos iniciadores. Con el
reamplificado se calcul6 el tamafio del fragmento en aproximadamente 350 pb (no se
muestran los datos). Dicho fragmento se insert6 en el plasmido pCR2.1; y el plasmido
se utilizé para transformar células competentes E. coli INVoF'. Mediante seleccion con
ampicilina/ X-gal se obtuvieron clonas que se propagaron para obtener ADN
plasmidico. Tras comprobar, mediante digestion con Eco RI, que el fragmento se
habia incorporado al plasmido, éste se utilizo para secuenciar el inserto clonado. La
secuencia de 365 pb obtenida (Fig. 16) se analizé en la base de datos del banco de
genes (www.ncbi.nlm.nih.gov) por medio de un analisis de BLASTN para nucleétidos.
El fragmento corresponde al gen de una proteina llamada Molécula Reguladora de
Adhesion (ARM-1) del ratén (Mus musculus) (clave acceso: NM_019822).

Para la confirmacién de la expresiéon diferencial de ARM-1 se realizaron
reacciones de RT-PCR utilizando iniciadores especificos disefiados a partir de la
secuencia completa del ARNm de ARM-1. Encontramos que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina efectivamente disminuye la expresion de ARM-1, sin afectar la

expresion del gen constitutivo GAPDH (Fig. 17).
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Figura 15. Autorradiografia de
un gel de DD RT-PCR. A partir
ADNc de células tratadas con
etanol (carriles impares) o con
4-hidroxicumarina (carriles
pares) se realizaron reacciones
de PCR con los iniciadores
indicados abajo. Las flechas
sefialan algunas de las bandas
expresadas diferencialmente. El
asterisco (*) sefiala la banda
seleccionada para su analisis.

Carril | Muestra | DD | OPA |

1 Etanol 1 [ 14 |
4-HC 1 14 |

3 Etanol 1 18

4 4-HC i 18

2 Etanol 1 20

6 4-HC 1 20

7 Etanol 2 14

8 4-HC 2 14

9 Etanol 2 18

10 4-HC 2 18

11 Etanol 2 20

12 4-HC 2 20

13 Etanol 3 14

14 4-HC 3 14

15 Etanol 3 18

16 4-HC 3 18

17 Etanol 3 20

18 4-HC 3 20

19 Control - 1 14

20 Control - 2 18

21 Control - | 3 20
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GCGATCCAGAACACATTAACCTCGCCCCAGTTCCAGCAGGCCCTGGGTATGTTCA
GTGCGGCCTTGGCCTCAGGACAGCTTGGCCCTCTCATGTGCCAGTTCGGCCTTC
CTGCAGAGGCTGTTGAGGCCGCCAACAAAGGTGATGTGGAAGCATTTGCCAAAG
CCATGCAGAACAATGCCAAATCGGACCCAAAGGAGGGCGACACAAAAGACAAGA
AAGACGAAGAAGAAGATATGAGTCTAGACTAAATTATTCAGTGTCCGTCCCCAAG
TTGGAATTGGTAGCTGTGTGATTCCGTAGTGGTGATTGTGATTTGCCCACCTCAC
TAATAAAGTCCTTCCTTGTACCTGAAAAAAAAAAAAAA

Figura 16. Secuencia de la banda diferencial clonada. Esta secuencia corresponde al gen
ARM-1 de ratén (clave acceso: NM_019822).

MPM Control 4-HC Control 4-HC

800
600 <4 ARM-1
500

<4 GAPDH

400

Figura 17. La 4-hidroxicumarina (4-HC) disminuyé la expresion de ARM-1 en células B16-
F10. Amplificaciones, por PCR, de los ADNc de GAPDH (carriles 2 y 3) y ARM-1 (carriles 4 y
5).
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los resultados muestran que la cumarina y la 7-hidroxicumarina tienen efecto
citotoxico en las lineas celulares de carcinoma pulmonar A427 y Calu-1. Dado que el
objetivo de este estudio no fue analizar el efecto citotoxico de los compuestos, el
disefio experimental no es el adecuado para calcular Clsp; sin embargo, con nuestros
resultados podemos sugerir que la Clsg de la cumarina es mayor a 2 mM para la linea
A427, y se encuentra entre 200 pM y 2 mM para la linea Calu-1. En el caso de la 7-
hidroxicumarina, la Clso se encuentra entre 200 uM y 2 mM tanto para A427 como
para Calu-1. Estos datos son consistentes con lo reportado previamente: tanto la
cumarina como la 7-hidroxicumarina tienen efectos citotdxicos o citostaticos en
diferentes células cancerosas, especialmente en células de carcinoma renal [120,
121], carcinoma pulmonar [97, 110], melanoma [94, 122], y diferentes tipos de
leucemias [123]. En practicamente todos los casos, se ha reportado que la 7-
hidroxicumarina es mas potente que la cumarina, lo cual es consistente con la
hipétesis de que la cumarina es un profarmaco [79, 94]. En los reportes citados,
dependiendo de la linea celular, las Clso de la 7-hidroxicumarina se encuentran en el
intervalo de 100 a 867 uM, mientras que las Clsp de la cumarina estan entre 257 y
1917 uM [94, 97, 120-123]. Sin embargo, aln la potencia de la 7-hidroxicumarina es
baja si se compara con oftros compuestos estructuraimente relacionados con Ia
cumarina. Por ejemplo, la 7,8-dihidroxicumarina tiene una Clsp= 4.3 yM en células de
carcinoma renal [120], la 6,7-dihidroxicumarina tiene una Clsp= 20 pM en células de
leucemia [123], y la mammea A/BA (una cumarina aislada de Calophyllum brasilense)

tiene una Clsp= 0.31 M en células de carcinoma de prostata [124].
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Adicionalmente, identificamos que la 3-hidroxicumarina tiene efecto citotéxico
en células de carcinoma pulmonar. La principal via metabdlica de la cumarina en
ratas, es la 3-hidroxilacion; interesantemente, la cumarina es hepatotoxica en ratas,
pero no en humanos. Se ha postulado que la hepatotoxicidad producida por la
cumarina esta relacionada con la formacion de un intermediario 3,4-epoxido que
pudiese unirse covalentemente a biomoléculas [109]. Aunque en humanos, al igual
que en el ratén, la cumarina es hidroxilada principalmente en la posicion 7, se sabe
que en algunos individuos una proporcién importante de la cumarina es metabolizada
por vias diferentes [101, 109, 125]. Actualmente, se desconoce cual es la participacion
de la 3-hidroxicumarina en la actividad antineoplasica de la cumarina in vivo.

El mecanismo por el cual las cumarinas producen citotoxicidad o citostasis no
se ha aclarado; sin embargo, se sabe que la exposicion de células cancerosas a
cumarina o 7-hidroxicumarina provoca disminuciones en la sintesis de ARN vy
proteinas [126]. Se ha demostrado que la 7-hidroxicumarina disminuye la expresion de
los oncogenes c-myc y Ha-ras, lo cual puede provocar una reversion parcial del
fenotipo maligno [96, 127]. Estudios recientes muestran que la 7-hidroxicumarina y el
compuesto 8-nitro, 7-hidroxicumarina provocan apoptosis en células en diferentes
lineas tumorales [110, 128].

Por otra parte, observamos que la 4-hidroxicumarina no tiene efecto citotéxico
en ninguna de las lineas celulares utilizadas en este estudio. Estos datos concuerdan
con los reportados previamente por Kawaii ef al. [123], y sugieren que la hidroxilacion

en la posicion 4 no es necesaria para que las cumarinas presenten efecto citotdxico.
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Los cambios en la expresion de integrinas observados en la linea celular A427,
muestran que diferentes hidroxicumarinas pueden regular la expresion de diferentes
moléculas. El efecto de compuestos cumarinicos sobre la expresiéon de moléculas de
adhesion ha sido poco estudiado; sin embargo, se sabe que el tratamiento in vifro con
cumarina disminuye la expresion de ICAM-1 en células de melanoma [129].
Adicionalmente, la cumarina puede modificar la expresion de otros genes, por ejemplo
incrementa la expresion de los antigenos DQ y DR del complejo principal de
histocompatibilidad en células mononucleadas humanas [126].

Los efectos de cumarinas en la expresion de las integrinas a6 y a4 no se
reproducen en células de carcinoma epidermoide Calu-1, a pesar de que esta linea es
mas sensible a los efectos citotoxicos. De manera similar, y al igual que en reportes
previos [94, 122], las células normales utilizadas como controles en nuestro estudio
(linfocitos humanos) son menos susceptibles a los efectos de las cumarinas.
Diferentes estudios han demostrado que la sensibilidad al efecto de cumarinas es
diferente en distintas lineas celulares [94, 128]. Los factores que originan estas
diferencias en la susceptibilidad se desconocen, pero se ha descartado que la
glicoproteina-P (que proporciona resistencia a farmacos) esté involucrada [128].
Aunque no se ha identificado que existan “receptores” a compuestos cumarinicos,
esta reportado que para la cumarina hay sitios de union en diferentes lineas celulares.
Sin embargo, estos sitios de unién tienen diferente afinidad y capacidad en distintas
lineas celulares [130], lo cual puede afectar el grado de susceptibilidad.

Las integrinas reconocen ligandos presentes en la MEC, regulando asi
procesos celulares como la supervivencia, la diferenciacién, la adhesién y la

migracion. Dado que algunas de las cumarinas evaluadas alteran la expresiéon de
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integrinas, esperabamos que el tratamiento modificara también la adhesion a
sustratos. Sorpresivamente, ninguna de las 3 monochidroxicumarinas evaluadas
modifica la adhesién de células de carcinoma pulmonar a moléculas de la MEC. Esto
sugiere: i) que el nimero de integrinas disponibles tras el tratamiento, ain es
suficiente para activar eficientemente las vias de sefalizacion que promueven la
adhesion; o ii) que otras moléculas de adhesion (integrinas que no evaluamos o
receptores de otras familias) pueden estar participando en la adhesion. Sin embargo,
dado que nosotros sélo realizamos ensayos estaticos de adhesiéon a moléculas de la
MEC, la posibilidad de que los cambios en la expresion de integrinas participen en el

efecto antimetastasico de la cumarina no debe descartarse.

Con el objetivo de estudiar el mecanismo por el que la 4-hidroxicumarina altera
la morfologia celular, estudiamos la organizacion del citoesqueleto de actina utilizando
la linea celular B16-F10. Dado que el citoesqueleto de actina juega un papel crucial en
el mantenimiento de la forma celular [131, 132], los cambios morfolégicos pueden ser
explicados parcialmente por la desorganizacion del citoesqueleto encontrada. Como
se ha observado también con otras cumarinas hidroxiladas [94, 122], el efecto de la 4-
hidroxicumarina fue selectivo sobre células tumorales y reversible al retirar el
tratamiento. La carencia de efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la viabilidad muestra

que los cambios morfolégicos no estan relacionados con la muerte celular.

Los cambios en la organizacion del citoesqueleto correlacionan con la inhibicion
de la adhesion a diferentes moléculas de la MEC. Como se describié previamente, las

integrinas son los principales receptores para moléculas de la MEC y como
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consecuencia del reconocimiento de su ligando inducen cambios en el citoesqueleto
de actina [133]. Las sefales transducidas dependen del tipo de integrina activada y
del ligando reconocido, pues las integrinas, al ser receptores promiscuos, pueden
reconocer mas de un ligando. Por ejemplo, las integrinas avp1, avp3, avp8 se unen
tanto a fibronectina como a vitronectina [27, 134, 135]. De manera similar las
integrinas a1p1, a2p1, a3p1 pueden unirse tanto a coldgenas como a laminina [27,
135]. Estas funciones compartidas pueden explicar parcialmente el por qué la 4-
hidroxicumarina produce efectos de magnitud similar en la adhesién a fibronectina o
vitronectina y en la adhesién a laminina o colagena tipo IV. Sin embargo, el
decremento en la adhesion indica que la activacion de integrinas por los ligandos
mencionados no es suficiente para revertir la desorganizacion del citoesqueleto
producida por la 4-hidroxicumarina. Como se describié anteriormente, una adhesion
eficiente requiere, ademas de la activacion de integrinas, la adecuada organizacion
espacial del citoesqueleto [132, 136] y de su maquinaria contractil [137, 138] para el
reclutamiento de moléculas seiializadoras.

La organizacién del citoesqueleto también tiene un profundo efecto sobre la
motilidad celular, por lo tanto el tratamiento con 4-hidroxicumarina inhibié la migracion
aleatoria de células B16-F10. La 7-hidroxicumarina, el principal metabolito de la
cumarina en el hombre, también afecta la motilidad de células cancerosas. Lii et al.
[112] reportaron que la 7-hidroxicumarina inhibe la migracion de células de
adenocarcinoma mamario de rata (RBA) en geles de coldgena. Sin embargo, los
autores de ese estudio no reportaron cambios en el citoesqueleto de actina.

En la progresion del cancer existen cambios en la expresion y/o funcionalidad

tanto de receptores de adhesién, como de componentes intracelulares de los
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complejos de adhesién focal [18]. La paxilina es una de las proteinas claves en la
regulacion de la motilidad que presenta alteraciones en diferentes tipos de neoplasias.
La distribucién de paxilina hacia los sitios de adhesion focal y su fosforilacion en
residuos de tirosina (31 y 118), es necesaria para una adecuada regulacion de la
polimerizacion de actina. Por lo tanto, la paxilina participa en la regulacién de la
motilidad de diferentes estirpes celulares [77, 139, 140] y cambios en la activacion y
expresion de paxilina estan relacionados con alteraciones en la morfologia, la
adhesion y la migracion celular [66, 67, 71]. Un aumento en la expresion de paxilina
incrementa el proceso de metastasis en cancer renal [141] y en cancer de préstata
[142]. Sin embargo, en células de cancer de pulmén una disminucién de la expresion
de paxilina correlaciono con la generacion de metastasis [143, 144]. Estas diferencias
pueden deberse a que las isoformas de paxilina se expresan en distinta proporcion
dependiendo la estirpe y funcién de cada tipo de célula [67, 68]. Aparentemente, la
isoforma mas involucrada en la generacién de metastasis es la § [68]. En tejidos
normales, la expresion de la isoforma B es muy baja, pero aumenta durante el proceso
de transformacion [68]. En células B16-F10, la 4-hidroxicumarina disminuye
principalmente la expresion de la isoforma B. La disminuciéon en la expresion y
activacion de paxilina producida por la 4-hidroxicumarina podria ser responsable de
que ésta no se distribuya eficientemente a los complejos de adhesion focal, alterando

la funcion de dichos complejos.

El efecto de la 4-hidroxicumarina en la fosforilacion en residuos de tirosina
correlaciona con la desorganizacion del citoesqueleto y la disminucién de la adhesion

y la migracion de las células B16-F10. Los resultados sugieren la 4-hidroxicumarina
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disminuye la fraccion de paxilina fosforilada. La paxilina requiere estar fosforilada para
interaccionar con otras moleculas y funcionar como proteina adaptadora; por lo tanto
la fosforilacion de paxilina en residuos de tirosina es esencial tanto para la adhesion
como para la migracion de células cancerosas [78]. La inhibicion de la fosforilacion de
paxilina seria una segunda manera por la cual la 4-hidroxicumarina afectaria la
distribucion de paxilina. Cabe mencionar que, de manera congruente con el resto de
los resultados presentados, la 4-hidroxicumarina fue menos efectiva en células no
malignas.

Las GTPasas miembros de la familia Rho, incluyendo RhoA, Rac y Cdc42 son
otros reguladores importantes de la organizacion dél citoesqueleto. En fibroblastos
Swiss 3T3, Cdc42 gobierna la extensiones de los filopodios, Rac regula la formacién
del lamelipodios, y RhoA controla el ensamblaje de las fibras de estrés [145]. Aunque
se ha propuesto una jerarquia en la que Cdc42 activo estimula la actividad de Rac y
Rac estimula la activacién de Rho [145], durante el movimiento de la célula, estas
proteinas trabajan antagénicamente en una manera compleja [146]. Rac y Cdc42
promueven la extensién y la adhesién de filopodios y de lamelipodios en el extremo
lider de la célula, mientras que RhoA induce la contraccién del extremo posterior
[146]. La regulacion de estas GTPasas necesita del reclutamiento y de la activacién
de proteinas estructurales y reguladoras que, a su vez, son activadas por fosforilacion
en residuos de tirosina. Por lo tanto, las cinasas y fosfatasas de tirosina desempenfan
un papel crucial en la regulaciéon de la adhesién y de la motilidad célular [137]. Por
ejemplo, Nobes et al. demostraron que la activacion de RhoA necesita una cinasa de
residuos de tirosina arriba en la via [147]; por lo tanto, los tratamientos con los

inhibidores de cinasas de tirosina interrumpen la formacion de fibras de estrés [54].
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Dado que otros compuestos cumarinicos son inhibidores de cinasas, el
mecanismo por el que la 4-hidroxicumarina produce los efectos reportados podria
involucrar la inhibicion de cinasas. La dafnetina (6,7-dihidroxicumarina) inhibe al
receptor a factor de crecimiento epidermal (EGF-R), a la proteina cinasa C (PKC) y a
la proteina cinasa A (PKA) en ensayos in vitro utilizando proteinas purificadas [148].
La inhibicion producida por dafnetina es competitiva con el ATP y requiere de
concentraciones entre 10 y 30 uM para inhibir el 50% de la actividad de las enzimas
[148]. Por otro lado, la 7- hidroxicumarina inhibe la cinasa de cadenas ligeras de
miosina (MLCK) (Clsp= 197 uM); mientras el acido robustico, otro derivado de la
cumarina, es un inhibidor selectivo de PKA (Clsp= 10 uM) [149]. Aln cuando 4-
hidroxicumarina no modifica significativamente la actividad de esas enzimas [148,
149], no debe descartarse la posibilidad de que pueda inhibir otras cinasas, como Fak
o Src, que son responsables de la fosforilacion de paxilina. Ofras posibles
explicaciones son que la 4-hidroxicumarina altere la expresion de algunas cinasas, o
que modifique la actividad de fosfatasas. Actualmente, no tenemos evidencia que
soporte ninguna de estas posibilidades, por lo que se requieren estudios posteriores.

El efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la adhesién y la motilidad podria afectar
las siguientes etapas del proceso de metastasis: (i) intravasacion, (ii) extravasacion, y
(iii) migracién a través del tejido conectivo. Como se describid previamente, este
ultimo punto y la iniciacion de la proliferacion, son los pasos limitantes en la formacién
de metastasis. Por lo tanto, la 4-hidroxicumarina podria participar en Ia actividad
antimetastasica de la cumarina, apoyando la hipétesis propuesta previamente de que
la cumarina es un profarmaco [79, 94]. Sin embargo, el mecanismo preciso por el cual

la 4-hidroxicumarina genera los efectos reportados atin requiere estudios posteriores.
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La identificacion de dicho mecanismo podria generar terapias adyuvantes para el

tratamiento del cancer.

Estudios complementarios.

El tratamiento con 4-hidroxicumarina induce la expresion diferencial de genes
en celulas B16-F10; se pretende continuar las investigaciones para aclarar la
identidad de dichos genes. La banda que seleccionamos para su secuenciacion,
corresponde a un fragmento del gen que codifica para la molécula reguladora de
adhesion 1 (ARM-1). ARM-1 es una proteina membranal tipo |, cuyo dominio
extracelular, rico en residuos de serina y treonina, tiene regiones homélogas a las del
antigeno carcinoembrionario (ACE) [150]. Por esta razon, los epitopes de ARM-1 son
reconocidos por anticuerpos monoclonales generados contra ACE [151]. ARM-1 se
encuentra distribuida en varios tejidos de raton tales como rifién, testiculos, musculo
esquelético, higado, pulmones, bazo, cerebro y corazén [152]. La amplia distribucién
de ARM-1 sugiere que la funcion de esta proteina es importante para las células
independientemente de su estirpe. Hasta el momento no se han reportado claramente
las funciones de ARM-1, pero los datos disponibles apuntan a que funciona como
molécula de adhesion. Se ha demostrado que ARM-1 incrementa su expresion en
células tumorales metastasicas de mama MCF7ADR y MDA-MB435 4A4
comparandolas con el fenotipo no metastatico [152). El aumento en la expresion de

ARM-1 resulta en un incremento en la adhesion a células endoteliales que es
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independiente de la expresion de integrinas. Por lo tanto, la sobreexpresion de ARM-1
correlaciona con un aumento en la capacidad metastasica [152].

Utilizando iniciadores especificos, demostramos que el tratamiento con 4-
hidroxicumarina disminuye la expresion de ARM-1. Esta disminucion podria disminuir
la adhesion entre células cancerosas y células endoteliales, y por lo tanto, afectar la
extravasacion durante el proceso de metastasis. Sin embargo, se requieren estudios
posteriores para comprobar que la 4-hidroxicumarina disminuye la adhesién de células

tumorales al endotelio vascular.
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8. PERSPECTIVAS.

Los efectos de la 4-hidroxicumarina reportados en este trabajo nos llevan a
plantear los experimentos siguientes:

1) Dado que la expresion de integrinas se modifica por el tratamiento con
cumarinas en células de carcinoma pulmonar humano, debemos evaluar el efecto de
la 4-hidroxicumarina sobre la expresioén de integrinas en la linea celular B16-F10. Esta
informacién complementaria la ya existente acerca del mecanismo por el cual la 4-
hidroxicumarina disminuye la adhesion a moléculas de la MEC.

2) Los efectos de la 4-hidroxicumarina sobre el citoesqueleto de actina, la
adhesion y la migracién, pueden deberse a los cambios producidos en la expresion de
la paxilina. Utilizar un modelo con células transfectadas que sobre-expresen paxilina
ayudaria a analizar si la disminucién en la expresién de paxilina es responsable de los
efectos reportados de la 4-hidroxicumarina.

3) En este estudio, encontramos que el tratamiento de células B16-F10 con 4-
hidroxicumarina altera la expresiéon de la molécula de adhesion ARM-1. La
consecuencia funcional de la disminucion en la expresion de ARM-1 puede evaluarse
mediante ensayos de adhesién de células de melanoma tratadas con 4-
hidroxicumarina a células endoteliales. Adicionalmente, debe analizarse el efecto de la
4-hidroxicumarina sobre la expresién de ARM-1 en células normales. Para esto,
habria que seleccionar el control mas adecuado, estudiando la expresion basal de
ARM-1 en lineas celulares no malignas o en cultivos primarios.

4) En los estudios de expresion diferencial de genes en células B16-F10

tratadas con 4-hidroxicumarina, existen otras bandas que pueden estudiarse.
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Actualmente, algunas de esas bandas de expresion diferencial han sido purificadas y
se espera aclarar su identidad utilizando la misma metodologia descrita en este
trabajo.

5) Finalmente, se planea evaluar la actividad de la 4-hidroxicumarina en
modelos in vivo. Utilizando la linea celular B16-F10 implantada en ratones C57/BL6,
podremos estudiar el efecto del tratamiento en la sobrevida de los animales y en la

formacién de metastasis espontaneas (principalmente pulmonares).
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B16—-F10 melanoma cells but not in B82 fibroblasts, decreasing
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Abstract

This study determined the in vitro effects of 4-hydroxycoumarin (4-HC) employing the melanoma cell line B16-F10 and the
non-malignant fibroblastic cell line B82. 4-HC disorganized the actin cytoskeleton in B16-F10 cells, but not in B82 fibroblasts.
Cytoskeletal disorganization correlated with reductions in cell adhesion to four extracellular matrix proteins and inhibition of
random motility. 4-HC did not modify cell viability or actin expression, but decreased tyrosine phosphorylation of several
proteins in melanoma cells. Because adhesion of tumor cells to extracellular matrix is required during the metastatic process,
4-HC might be useful as an adjuvant therapy for melanoma.
© 2003 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Tumor metastasis is the leading cause of death
in cancer patients. Therapeutic strategies that

* Corresponding author. Tel.: +52-55-5623-2164; fax: +52-55-
5616-1489.
E-mail address: marcovelasco@correo.unam.mx  (M.A.
Velasco-Veldzquez).

specifically diminish the invasiveness of tumor cells
may lead to the development of improved adjuvant
therapies against cancer. The translocation of tumor
cells across extracellular matrix (ECM) barriers
during the metastatic process, need the adhesion of
tumor cells to other cells and/or ECM proteins [1].
Thus, cell adhesion plays a fundamental role in
invasion,
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Cell adhesion and motility require crosstalk
between integrins, the major adhesion receptors for
ECM proteins, and the actin cytoskeleton. Binding of
integrins to the ECM drives the formation of focal
adhesions, which transduce signals that critically
influence the organization of the cytoskeleton, as
well as cell growth and gene expression [2,3].
Reciprocally, changes on the actin cytoskeleton affect
the function of integrins and can affect integrin-
activated signaling pathways [4]. Therefore, the actin
cytoskeleton, integrins, and the molecules involved in
signaling between them have been pointed as pharma-
cological targets for decreasing invasiveness [5-7].

Coumarin (1,2-benzopyrone), a natural compound
produced as a secondary metabolite by several
families of plants [8], has antitumoral activity in
renal [9,10] and prostatic carcinomas [11], and
prevents the recurrence of malignant melanomas
[12,13]. In addition, coumarin decreases the number
of metastasis in murine models of different tumors
[14]. Nevertheless, the mechanism by which such
effects are produced remains to be elucidated.

In vivo, coumarin has a short half-life (approxi-
mately 1h in humans [15]) because it is rapidly
metabolized into hydroxylated derivatives [16,17].
The major pathway of coumarin metabolism is 7-
hydroxylation [16,17]; nevertheless, in humans, the
total amount of formed 7-hydroxycoumarin shows a
great inter-individual variability [18-20]. Such
variability is partially attributed to the genetic poly-
morphism of the enzyme responsible for coumarin 7-
hydroxylation in human liver: the cytochrome P450
(CYP) 2A6 [19.,20]. Furthermore, other CYP 2A
enzymes (like CYP 2A13) may be participating in
the extrahepatic metabolism of coumarin [21] increas-
ing the metabolic variability. Hydroxylated coumarins
other than 7-hydroxycoumarin have been detected as
minor metabolites In vivo [22] and in vitro [17,21].
Nevertheless, little is know about the enzymes
involved in the formation of such products or their
biological activity [23]. The accelerated metabolism of
coumarin and the identified activities of its metab-
olites, have lead to the proposal that the antitumoral
and antimetastatic effects of coumarin are produced by
its biotransformation products [24,25]. Accordingly,
we analyzed the effects of 4-hydroxycoumarin (4-HC),
one minor biotransformation product of coumarin
[17,22], on the reorganization of the actin cytoskeleton

employing the highly invasive melanoma cell line
B16-F10 and the non-malignant fibroblastic cell line
B82. Our results show that 4-HC selectively disorga-
nizes the actin cytoskeleton in B16—F10 cells, leading
to a reduced adhesion to purified ECM proteins, and a
decrease in cell motility. These results suggest that 4-
HC might be useful to prevent metastasis and could be
used as an adjuvant therapy for melanoma.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and exposure to compounds

The murine melanoma cell line B16-F10 and the
murine fibroblastic cell line B82 were generously
supplied by Dr Guillermo Alfaro from the Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM (Mexico). Both
cell lines were routinely cultured at 37 °C and 5% CO,
in RPMI 1640 supplemented with 10% of fetal bovine
serum (RPMI/FBS). For all the experiments, cells
were seeded at a density of 3 x 10* cells/em?® in
RPMI/FBS. After overnight incubation, the cells were
washed twice with PBS and exposed during 24 h to
ethanol (vehicle for 4-HC, 0.75%), 4-HC (50, 160 or
500 wM), or cytochalasin D (5 pM) in serum-free
RPMI. Ethanol, 4-HC and cytochalasin D were
purchased from Sigma.

2.2. Cell viability assay

The effect on cell viability was estimated using the
MTT (3-(4,5-dimethyltiazol-2-y1)-2,5,-diphenyl tetra-
zolium bromide) assay [26]. The assay is based on the
reduction of the soluble tetrazolium salt by mitochon-
dria of viable cells. The product, an insoluble colored
formazan, is dissolved in dimethyl sulfoxide and
measured spectrophotometrically at 570 nm. The
amount of reduced formazan is proportional to the
number of viable cells. The experiments for this study
were performed in sextuplicate using 96-well
microplates.

2.3. Morphology and F-actin content
Cells treated in labtek chambers (Nunc) were fixed

with 4% formaldehyde in PBS and permeated with
triton X-100 (0.1%) diluted in PBS. The polymerized
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actin (F-actin) was labeled by incubating with 5 U/ml
of phalloidin-Alexa 488 (Molecular Probes) 1h at
37 °C, protected from light. After extensive washing,
the slides were mounted and analyzed with an
epifluorescence microscope.

2.4. Adhesion to extracellular matrix proteins

The cell adhesion assay was performed as
described by Humphries [27]. Human fibronectin
(5 pg/ml), human vitronectin (1 pwg/ml), mouse type
IV collagen (20 pg/ml) or mouse laminin (10 pg/ml)
diluted in PBS, were adsorbed at 4 °C overnight on
different wells of a 96-well microplate. All these
molecules were obtained from Gibco BRL. Before the
assay, the wells were washed, and blocked with heat-
denatured bovine serum albumin (BSA fraction V
from Sigma) diluted in PBS (10 mg/ml). Treated cells
were detached using non-enzymatic methods, resus-
pended in serum-free RPMI and counted. Cells (10" in
100 ! medium) were added to the coated wells and
allowed to adhere for 30 min at 37 °C. Non-adherent
cells were removed by gently washing and the
remairing cells were fixed; the number of adherent
cells was quantified using crystal violet as described
previously [27]. The absorbance of the solubilized dye
was measured at 595 nm. Absorbance values for each
experimental condition were translated into ‘% of
adhered cells’ by interpolation in a standard curve.
Such curve was built by seeding different inocula,
corresponding to 20-100% of 10" cells, directly into
uncoated wells; those cells were fixed without
washing, and stained with crystal violet in the same
way than cells adhered to ECM proteins. Unspecific
adhesion of treated cells was estimated using wells
coated only with BSA. In all experiments the % of
cells adhered to BSA (which was lower than 4%) was
subtracted to the % cells adhered to the ECM proteins.

2.5. Cell migration (wound healing assay)

After overnight incubation in RPMI/FBS, experi-
mental wounds were made by dragging a cell scraper
across cell cultures. The cultures were then rinsed
twice with PBS, and serum-free medium containing
either ethanol, 4-HC, or cytochalasin D, was added.
The cultures were photographed immediately (1 = 0)
and 24 h later using an inverted microscope. Two

wounds were sampled for each specimen. Assays
were repeated in three independent experiments.

2.6. Analysis of protein tyrosine phosphoryiation

Treated cells were collected, washed twice with
ice-cold PBS and lysed in cold lysis buffer (50 mM
Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40 0.5%
deoxycholate, 0.1% SDS, protease inhibitor cocktail,
1 mM sodium pyrophosphate, | mM sodium ortho-
vanadate, 50 mM sodium fluoride). After a 15 min
incubation on ice, insoluble material was removed by
centrifugation, supernatants were collected and total
protein concentration quantified. Total protein
(40 pg) was loaded in each line, separated by SDS-
PAGE and transblotted onto nylon membranes. Cell
extracts were probed with anti-phosphotyrosine (PY)
antibody (clone PY20/ Santa Cruz Biotechnology,
1:500) or anti-actin (clone C11/ Santa Cruz Biotech-
nology, 1:2000) and then subjected to enhanced
chemiluminiscence according to the manufacturer's
instructions (ECL, Amersham-Pharmacia).

3. Results

Since some coumarin derivatives are cytotoxic, we
evaluated the effects of 4-HC on the viability of the
melanoma cell line B16-F10 and of B82 fibroblasts.
4-HC had not appreciable effect on cell viability of
B16-FI10 cells at the evaluated concentrations (50~
500 wM). Similarly, 4-HC had no effect on the
viability of B82 fibroblasts (Table 1).

Table 1
Effect of 4-hydroxycoumarin on cell viability afier 24 h exposure
[4-HC] (pM) Cell line
B16-F10° B82*
0 100.0 = 4.61 100.0 = 3.21
1044 = 571 107.0 £ 1.92
160 97.5 + 6.32 1102 = 3.18
00 913 + 588 109.9 + 4.37

Cell viability was evaluated by MTT assay. Values (expressed
as % of control) are mean = SEM for three independent
experiments.

* Differences between treatments are not statistically significant
(Bonferroni i-test, a = 0.05).
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B16

B82

Fig. 1. Effect of 4-HC in morphology and F-actin content in B16-F10 melanoma cells and B82 fibroblasts. Representative micrographs of
phalloidin-stained cells treated with vehicle (0.75% ethanol) (a, ). 50 uM 4-HC (b, g), 160 pM 4-HC (c, h), 500 pM 4-HC (d. i) or 5 pM
Cytochalasin D (e, j). 4-HC induced disruption of the actin cytoskeleton and morphological changes in B16-F10 cells (a—d). Note the presence
of filipodia in micrograph d, even when stress fibers or lamellipodia are absent. B82 fibroblasts were less sensitive to the effect of 4-HC (f-i).
Cytochalasin D was used in both cell lines as positive control (e, j). Bar = 20 pm.

The effects of 4-HC on the morphology and F-
actin content were analyzed using B16-FI10
melanoma cells and B82 fibroblasts. Both types
of cells, when untreated, are polygonal, with
lamellipodia and filipodia concentrated in one or
a few locations on the cell periphery, and present
stress fibers running along the cell. In B16-F10
cells, this morphology is disrupted by the addition
of 4-HC (Fig. 1). In a concentration-dependent
manner, 4-HC impaired the formation of stress
fibers and of lamellipodia, and induced shrinkage
of the outer envelope forming a round cell (Fig.
la—d). Nevertheless, radial filipodia attached to
adhesion points were still present in 4-HC treated
cells (Fig. 1d). At the concentrations evaluated, this
effect was selective for tumor cells, because 4-HC
did not produce significant changes in morphology
or F-actin content in B82 fibroblasts (Fig. 1f-i).
Cytochalasin D, a fungal toxin that inhibits the
polymerization of actin by interfering with the
addition of monomeric actin units, was used as
positive control. The treatment with SpM (a
subtoxic concentration) of cytochalasin D produced
a total lack of F-actin on both cell lines (Fig. le
and j). Fig. 2 shows cells following 24 h incubation
with 500 pM of 4-HC and a 24 h recovery period
in conditioned medium with no drug. Total
recovery of cell shape in B16—F10 cells occurred
after removal of 4-HC.

4-HC produced a concentration-dependent
reduction in the adhesion of B16—FI10 cells to ECM

proteins (Fig. 3). When fibronectin or vitronectin were
used as substratum, the treatment with 500 pM of 4-
HC decreased the adhesion to approximately one half
of the control value. Furthermore, the same treatment
reduced the adhesion to collagen type IV and laminin
to one fifth and one tenth of the control value,
respectively.

The effect on the horizontal motility was investi-
gated by the wound healing assay (Fig. 4). Con-
fluently plated B16—F10 cells were wounded and the
random migration was evaluated 24 h later by the
refilled wounded area. 4-HC partially (50 and
160 M, Fig. 4c and d) or totally (500 uM, Fig. de)
inhibited the migration seen in vehicle-treated cells
(Fig. 4b). Cytochalasin D, which was used as positive

Fig. 2. Disorganization of actin cytoskeleton by 4-HC was
reversible. Representative micrographs of phalloidin-stained cells
treated 24 h with 500 pM 4-HC, and then left in serum-free medium
with no drug for additional 24 h. B16-F10 cells (a) recovered their
normal morphology, while B82 fibroblast (b) showed no changes.
Bar = 20 pm.
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Fig. 3. Inhibition of cell adhesion to extracellular matrix proteins by 4-HC. B16-F10 cells, treated 24 h in serum-free medium, were seeded over
fibronectin, vitronectin, type IV collagen or laminin. After 30 min, non-adherent cells were removed and remaining cells were guantified.
Results are the means of three independent experiments performed in quadruplicate. Error bars represent SEM and asterisks (*) denote
statistically significant difference (P < 0.05) from its corresponding control (Bonferroni 1-test).

control, abolished the refilling of the wounded area
(Fig. 40).

* Since tyrosine phosphorylation of structural and
regulatory proteins is required for the integrin-
cytoskeleton crosstalk, we analyzed the effect of
4-HC on protein phosphorylation. Treatment of
B16-F10 cells with 4-HC decreased the tyrosine
phosphorylation of several proteins in a concen-
tration dependent manner (Fig. 5A). The major

changes on tyrosine phosphorylation were identified
on proteins of 125, 70, 65 and 35 kDa (arrows in
Fig. 5A). In B82 fibroblasts, 4-HC showed only a
modest effect, even at 500 pM (Fig. 5B). Immuno-
blots for actin were performed as controls for
loading and to rule out the possibility that changes
in the cytoskeleton were due to changes on actin
levels. Actin expression was not affected by 4-HC
(lower panels of Fig. 5).

Fig. 4. 4-HC inhibited random migration of B16-F10 cells. Representative micrographs showing wounded cultures at t = 0 (a) or 24 h after
treatment with vehicle (0.75% ethanol) (b); 50 pM 4-HC (c); 160 uM 4-HC (d); 500 pM 4-HC (e); or 5 pM cytochalasin D (f). bar = 200 pm.
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Fig. 5. Effect of 4-HC on tyrosine phosphorylation of proteins. (A) B16-F10 cells treated with 4-HC showed a concentration-dependent
inhibition of tyrosine phosphorylation (upper panel). Differences in protein tyrosine phosphorylation are not associated to changes on actin
expression (lower panel), (B) In B82 fibroblasts, 4-HC induced moderate changes on tyrosine phosphorylation (upper panel) and had no effect
on actin expression (lower panel). Numbers to the right of the blots represent positions of molecular weight standards (kDa).

4. Discussion

Our experiments describe selective effects of 4-HC
on metastatic melanoma cells on several parameters:
cytoskeleton stability, adhesion to components of the
ECM, motility, and phosphorylation on tyrosine
residues. Various hydroxylated coumarins have anti-
proliferative or cytotoxic activity in several cell lines,
including B16-F10 [25,28]. Therefore, it was import-
ant to address if 4-HC had effect on cell viability. Our
results (Table 1), which are consistent with those
reported by Kawaii et al. [29], showed that 4-HC has
no cytotoxic effect in B16-F10 or B82 cells. These
results suggest that the 4-hydroxylation of coumarin is
not required for the cytotoxic effects of coumarins,
and show that the effects of 4-HC reported in this
study are not related to cell death.

4-HC affected the normal morphology of B16—
F10 cells. The changes in celi shape can be
explained by the cytoskeletal disorganization pro-
duced by 4-HC, as actin cytoskeleton rigidity plays
a crucial role in the maintenance of cell mor-
phology [30,31]. As seen with other hydroxylated
coumarins [25,28], the effect of 4-HC was selective
for tumor cells and was reversible.

The disruption of the cytoskeleton produced by
4-HC in B16-F10 cells, correlated with inhibition
of cell adhesion. Integrins, the receptors for ECM
proteins, activate transduction pathways that induce
changes in the actin cytoskeleton [2]. The signals
transduced are dependent on the types of integrins
activated. Because integrins are promiscuous recep-
tors, fibronectin and vitronectin share some of their
receptors, namely integrins avfl, avB3, avp$8
[3,32]. Similarly, integrins «lBl, «2B1, a3pl
bind collagens as well as laminin [32]. Such
overlapping functions of integrins can partially
explain why 4-HC produced similar effects on
adhesion to fibronectin or vitronectin and on
adhesion to laminin or type IV collagen. Never-
theless, the reduced cell adhesion indicates that
activation of integrins by the mentioned ligands is
not enough to totally revert the cytoskeletal
disorganization produced by 4-HC. As mentioned
above, the organization of the cytoskeleton can
affect the function of integrins. Efficient adhesion
to ECM needs, beside integrin activation, adequate
spatial organization of the cytoskeleton [4,33] and
cytoskeletal contractility [31,34] for the recruitment
of signaling molecules.
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Organization of the cytoskeleton also can greatly
determine the motility of the cells; therefore, treat-
ment with 4-HC also inhibits the random migration of
B16-FI10 cells. The major metabolite of coumarin in
man, 7-hydroxycoumarin, also affects motility of
neoplastic cells; Lii et al. [35] reported that 7-
hydroxycoumarin inhibits the migration in collagen
gels of rat breast adenocarcinoma cells. However, the
authors did not report changes in the actin cytoskele-
ton. The effects of 4-HC on cell adhesion and motility
could affect the following steps of the metastatic
process: (i) intravasation, (ii) extravasation, and (iii)
migration through the connective tissue. Therefore, 4-
HC may participate in the antimetastatic activity of
coumarin, supporting the previously reported hypoth-
esis that coumarin is a prodrug [24,25].

Members of the Rho family of GTPases, including
RhoA, Rac and Cdc42, are important regulators of
cytoskeletal organization. In Swiss 3T3 fibroblasts,
Cdc42 governs the extensions of filopodia, Rac
regulates the formation of lamellipodia, and RhoA
controls the assembly of stress fibers [36]. Although a
hierarchy has been established in which activated
Cdc42 stimulates Rac activity and Rac stimulate Rho
activation [36], during cell motility, these proteins
work antagonistically in a complex way [37]. Rac and
Cdc4?2 promote extension and adhesion of filopodia
and lamellipodia on the leading edge of the cell,
whereas RhoA induces retraction of the rear end [37].
The proper regulation of these GTPases need the
recruitment and activation of structural and regulatory
proteins, which in turn depend of their phosphorylation
on tyrosine residues. Therefore, tyrosine kinases and
phosphatases play a crucial role in the regulation of cell
adhesion and motility [4]. For example, Nobes et al.
demonstrate that RhoA activation needs an upstream
tyrosine kinase [38]; consequently, treatments with
tyrosine kinase inhibitors disrupt stress fibers [39].

The effect of 4-HC on protein tyrosine phosphoryl-
ation correlated with the disorganization of the
cytoskeleton and the impaired adhesion and migration
of B16—F10 cells. Congruously with the results of the
F-actin content assays, 4-HC was less effective on
B82 fibroblasts. Because other coumarins are kinase
inhibitors, the mechanism responsible for the 4-HC
effects may be related to inhibition of tyrosine
kinases. Daphnetin (6,7-dihydroxycoumarin) pro-
duces an ATP-competitive inhibition of EGF receptor

tyrosine kinase, PKC and PKA [40]. 7-Hydroxycou-
marin inhibits myosin light chain Kinase, while
robustic acid, another coumarin derivative, is a
selective inhibitor of PKA [41]. Even when 4-HC
has no significant effect on the activity of those
enzymes [40,41], the possibility that 4-HC can inhibit
other kinases should not be discarded. Other possible
explanations are that 4-HC bind directly to cyto-
skeletal proteins or that activate phosphatases.
Currently, we do not have evidence that support any
of these possibilities. We shall investigate further the
mechanism involved in the effects produced by 4-HC.
Such information could lead to the development of
improved adjuvant therapies for melanoma.
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