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I. RESUMEN 
 

El cáncer constituye uno de los principales problemas de salud pública en todo el mundo. 

En gran proporción, las muertes causadas por esta enfermedad se deben a la formación de 

metástasis, que implica la formación de tumores secundarios y comprende una serie de eventos en 

los que se requiere que las células tumorales modifiquen su adhesión a otras células. Por lo tanto, 

los receptores de adhesión y las moléculas intracelulares que regulan el proceso de adhesión han 

sido señalados como blancos farmacológicos para disminuir la invasividad de las células 

cancerosas.   

La cumarina es un producto natural que tiene actividad antineoplásica in vivo en melanoma 

maligno, carcinoma renal metastásico y carcinoma prostático y actividad antimetastásica en 

modelos animales. Se han identificado muchos compuestos estructuralmente relacionados con la 

cumarina que presentan actividad biológica. A diferencia de otros compuestos cumarínicos, la 

cumarina carece de efecto anticoagulante y es muy poco tóxica. En humanos se han tolerado 

hasta 7 g diarios con efectos adversos de poca importancia y reversibles al suspender el 

tratamiento. La cumarina metabolizada in vivo da lugar a metabolitos hidroxilados con mayor 

actividad biológica, por lo que se ha planteado que la cumarina podría actuar como un profármaco. 

Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina es un inhibidor de la proliferación in vitro de líneas tumorales 

más potente que la cumarina misma. La 4-hidroxicumarina (4-HC), in vitro, en células B16-F10 de 

melanoma murino induce alteraciones en la: i) organización del citoesqueleto de actina, ii) adhesión 

a moléculas de matriz extracelular, iii) migración y iv) expresión y activación de proteínas que 

participan en los procesos de adhesión, como paxilina, Rac y Rho. Dado que la 4-HC in vitro 

modifica procesos celulares que son necesarios en el desarrollo de metástasis, es posible que este 

compuesto disminuya la capacidad metastásica de células B16-F10 in vivo. 

En este trabajo, para estudiar el efecto de la 4-HC sobre la formación de metástasis in vivo, 

utilizamos un modelo de metástasis experimentales en el que se inoculan células B16-F10 vía 

intravenosa a ratones C57BL/6. La inoculación vía intravenosa de células B16-F10 tratadas in vitro 

con 4-HC (500 μM) disminuyó el número de nódulos metastásicos en pulmón en un 85%. 

Utilizando este mismo modelo se observó que en ratones tratados con 4-HC (10, 20 ó 40 

mg/Kg/día) vía oral durante los siete días previos a la inyección de las células de melanoma, el 

número de nódulos metastásicos en pulmón disminuyó en un 80% con respecto a los ratones del 

grupo  control, a los que  se les administró metilcelulosa. 

Por otro lado, en ratones C57BL/6 implantados subcutáneamente con células B16-F10 se 

evaluó el efecto antimetastásico y antineoplásico de la 4-HC determinando: i) tamaño del tumor; ii)  
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número de metástasis espontáneas en pulmón; y iii) tiempo de supervivencia. En este 

modelo estudiamos dos protocolos distintos; el primero consistió en administrar vía oral la 4-HC 

(10, 20 ó 40 mg/Kg/día) y el segundo consistió en administrar de forma conjunta la 4-HC (10, 20 ó 

40 mg/Kg/día) y el antineoplásico ciclofosfamida 200 mg/Kg (CY).  

Con el primer protocolo se incrementó el tiempo de supervivencia con la dosis de 10 

mg/Kg/día, mientras que con el segundo, la supervivencia se vio aumentada con las dosis de 10 y 

20 mg/Kg/día. En ambos casos dicho incremento fue estadísticamente significativo. En cuanto al 

tamaño del tumor, la 4-HC (10 y 20 mg/Kg/día) disminuyó el tamaño del tumor respecto al control 

de metilcelulosa. La administración conjunta de la 4-HC con CY no indujo cambios en el tamaño 

del tumor respecto a los ratones que solo recibieron CY. Adicionalmente, se observó que las dosis 

de 10 y 20 mg/Kg/día disminuyen la formación de metástasis espontáneas en pulmón y que sólo la 

dosis de 40 mg/Kg/día administrada de forma conjunta con CY reduce la formación de metástasis 

espontáneas de forma significativa.  

Finalmente, se estudio el posible efecto tóxico de la 4-HC en ratones sanos a los que se 

les administró 4-HC por vía oral durante ochos semanas. En la evaluación bioquímica de la función 

renal se encontró que la 4-HC aumentó en un 50% los niveles de nitrógeno ureico en sangre y 

disminuyó los niveles de N-acetil-β-glucosamidasa en orina, pero no modificó la tasa de filtración 

glomerular de creatinina ni los niveles de proteína en orina.  

En el estudio histológico del riñón se encontró que la 4-HC induce: i) metaplasia cúbica con 

microvellosidades en las células de la capa parietal del glomérulo y ii) disminución de las 

microvellosidades, desorganización intracelular, picnosis y degeneración lipídica en las células del 

túbulo proximal.  

En la evaluación bioquímica de daño hepático se encontró que la 4-HC no modificó los 

niveles de γ-glutamiltransaminasa en suero; sin embargo, se observó necrosis en los hepatocitos 

centrolobulillares en el estudio histológico con las dosis de 20 y 40 mg/Kg/día.  

Adicionalmente, se observó que la 4-HC en pulmón indujo hiperplasia y citotoxicidad 

citoplasmática en las células de Clara, así como vacuolización en los neumocitos tipo II de forma 

dependiente de la dosis. 

 Por medio de este trabajo encontramos que la 4-HC incrementa el tiempo de 

supervivencia e inhibe la formación de metástasis experimentales y espontáneas en un modelo de 

melanoma murino, a pesar de los efectos tóxicos que induce. Los resultados sugieren que la 4-HC 

podría ser útil como adyuvante en la terapia contra el melanoma, aunque se requieren más 

estudios para dilucidar los mecanismos mediante los cuales la 4-HC ejerce su efecto 

antimetastásico, antineoplásico y tóxico.  
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            SUMMARY. 

Coumarin is a natural product that has in vivo antineoplasic activity in malignant melanoma, 

metastatic renal carcinoma and prostatic carcinoma as well as antimetastatic activity in animal 

models. In addition, many compounds structurally related with coumarin posses biological activities. 

Unlike other coumarin-related compounds, coumarin lacks anticoagulant effect and has very low 

toxicity. In humans, the administration of 7 g of coumarin/ day is well tolerated and show only with 

minor side effects that are reversible after discontinuation of therapy. Coumarin is metabolized in 

vivo generating hydroxylated derivatives with greater biological activity, which has lead to the 

proposal that coumarin may act as a prodrug. For example, 7-hydroxycoumarin is more potent as 

an inhibitor of in vitro proliferation of tumor cell lines than coumarin. Similarly, in vitro treatment of 

B16-F10 melanoma cells with 4-hydroxycoumarin (4-HC) alters: i) the organization of the actin 

cytoskeleton ii) adhesion to extracellular matrix molecules, iii) migration, and iv) expression and 

activation of proteins involved in the adhesion process, such as paxillin, Rac and Rho. Since 4-HC 

modifies cellular processes that are necessary in the development of metastasis in vitro, it is 

possible that this compound decrease the metastatic potential of B16-F10 cells in vivo. 

In this work, to study the effect of 4-HC on the formation of metastasis in vivo, we used a 

model of experimental metastases in which B16-F10 cells were inoculated intravenously to 

C57BL/6 mice. The intravenous inoculation of B16-F10 cells treated in vitro with 4-HC (500μM) 

decreased the number of metastatic nodules in the lung by 85%. Using this same model, we 

observed that in mice treated with 4-HC (10, 20 or 40 mg/Kg/day) orally during seven days prior to 

the injection of melanoma cells, the number of metastatic nodules in the lung decreased by 80% 

compared with the control group, which received methylcellulose. 

Moreover, the antineoplasic and antimetastatic effect of 4-HC was evaluated in C57BL/6 

mice implanted subcutaneously with B16-F10 cells by measuring: i) tumor size, ii) survival time, and 

iii) the number of spontaneous metastases in the lung. With this model we carried out two different 

protocols: in the first one 4-HC (10, 20 or 40 mg/Kg/day) was administered orally and in the second 

4-HC (10, 20 or 40 mg/Kg/day) was co-administered with the antineoplasic drug cyclophosphamide 

(CY; 200 mg/Kg). 

In the first protocol survival time was increased with the dose of 10 mg/Kg/day, while in the 

second survival time augmented with the doses of 10 and 20 mg/Kg/day. The administration of 4-

HC (10 and 20 mg/Kg/day) decreased the tumor size with respect to the methylcellulose control, but 

the administration of the 4-HC together with CY did not modify tumor size in comparison with mice 

that only received CY. Additionally, it was observed that the doses of 10 and 20 mg/Kg/day reduced 
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the formation of spontaneous pulmonary metastases and that only the dose of 40 mg/Kg/day 

administered with CY reduced significantly the formation of spontaneous metastases. 

Finally, we study the possible toxic effect of 4-HC in healthy mice that were given 4-HC 

orally for eight weeks. The biochemical assessment of renal function showed that 4-HC increased 

by 50% the levels of blood urea nitrogen and decreased urine levels of N-acetyl-β-glucosamidase, 

but it did not modify the glomerular filtration rate of creatinine or the levels of protein in urine. In the 

histological study of the kidney it was found that 4-HC induces: i) metaplasia cubique microvilli of 

glomerule’s epithelial cells and ii) a decrement of microvilli, intracellular disorganization, picnosis, 

and lipid degeneration in the proximal tubule cells. 

The biochemical assessment of liver damage showed that 4-HC does not change the levels 

of serum γ-glutamyl transaminase, but histological study indicated that the doses of 20 and 40 

mg/Kg/day produce necrosis in centrolobulillar hepatocytes. Additionally, it was observed that the 4-

HC induced hyperplasia and cytotoxicity of cytoplasmic in Clara cells of the lung, as well as 

vacuolization in type II pneumocytes in a dose-dependent manner.  
Through this study we found that the 4-HC increases survival time and inhibits the formation 

of experimental and spontaneous metastases in a mouse model of melanoma, despite its toxic 

effects. The results suggest that the 4-HC could be useful as an adjuvant in melanoma therapy, 

although further studies are required to elucidate the mechanisms by which 4-HC exerts its 

antimetastatic, antineoplasic, and toxic effects. 
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I. ANTECEDENTES 

 

1. CÁNCER 

 

1.1. Generalidades. 

 

1.1.1. Definición. 

El termino cáncer se utiliza para describir una anomalía genética que implica la 

mutación de genes, algunos de los cuales actúan normalmente suprimiendo o 

favoreciendo la continuidad del ciclo celular, por lo que su alteración da lugar a una 

división celular descontrolada y a la formación de tumores. Las células transformadas 

generalmente presentan la capacidad de invadir y proliferar en tejidos diferentes al de 

origen (Ruddon 1995). La presencia de células con capacidad invasiva, es diagnóstico 

suficiente para indicar malignidad (Loberg 2007). Sin embargo, el pronóstico y 

tratamiento de esta enfermedad depende de la localización anatómica en la que se 

encuentre, del tipo celular o histológico del que provenga y del avance de la 

enfermedad (Loberg 2007). 
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1.1.2. Epidemiología.  

El cáncer constituye uno de los principales problemas de salud pública en todo 

el mundo, por tanto es una de las causas más importantes de morbilidad y mortalidad. 

Según el informe anual de la OMS (Organización Mundial de la Salud), en el año 2005 

se registraron 7,6 millones de muertes a causa del cáncer. Más del 70% de las 

muertes por cáncer registradas en 2005 se produjeron en países de bajos y medianos 

ingresos. Se prevé que el número mundial de muertes por cáncer siga aumentando en 

todo el mundo y alcance los 9 millones en 2015 y los 11,4 millones en 2030. La OMS 

registró que en México en el 2005 el cáncer ocasionó la muerte de aproximadamente 

64,000 personas, es decir, las muertes por cáncer correspondieron al 12.5% del total 

de defunciones y se estima que para el 2030 incremente al 13.8%. 

Las metástasis tumorales son responsables de una gran proporción de las 

muertes por cáncer. Se ha demostrado que el tiempo de supervivencia del paciente 

correlaciona inversamente con la capacidad invasiva del tumor. Las terapias que 

disminuyen el número de células cancerosas, disminuyen también la probabilidad de 

que éstas invadan otros órganos. Sin embargo, estos medios no son suficientes para 

curar el cáncer. 
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1.1.3. Carcinogénesis.  

La carcinogénesis es un proceso de múltiples etapas que culminan en la 

transformación de una célula normal en una célula cancerosa. Esta conversión 

requiere de múltiples mutaciones, principalmente en: 

- Oncogenes, que son generados a partir de protooncogenes que codifican proteínas 

que controlan el crecimiento y diferenciación celular. Entre estos genes se encuentran 

K-ras, N-ras, erb-B-2, erb-A  myc, c-fos, bcl-2, etc. (Loberg 2007, Hanahan 2000). 

- Genes supresores de tumor, cuyos productos están normalmente encargados de 

detener la división celular y de inducir apoptosis. Cuando se mutan estos genes la 

célula se divide sin control, tales el caso con mutaciones donde se pierde la función 

de: p53, p63, p73, pRb, p16 etc. (Loberg 2007, Hanahan 2000, Bourdon 2007). 

Los factores que promueven la carcinogénesis pueden ser: i) externos, que 

incluyen a carcinógenos químicos, biológicos ó físicos; ii) internos, como defectos en 

el sistema inmune,  predisposición genética (Loberg 2007, Hanahan 2000) o cambios 

epigenéticos (Jones 2007). 

Sin importar cómo se originó el daño al genoma, los cánceres son el resultado 

de las mutaciones. Dichas mutaciones ocasionan que las células cancerosas 

compartan características en común como: i) inestabilidad genética; ii) potencial 

replicativo ilimitado (inmortalidad); iii) estimulación de la invasión y metástasis; iv) 

evasión de la muerte programada de la célula (apoptosis); y v) capacidad de crecer 

independientemente del estímulo por factores del crecimiento (Hanahan 2000). Pero 

debido a que existen diferentes mecanismos que promueven la carcinogénesis y que 

las estirpes celulares son diferentes, las neoplasias generadas varían en: a) tiempo de 
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crecimiento; b) grado de diferenciación celular; c) detectabilidad; d) invasividad y 

potencial metastático; e) respuesta a tratamientos y pronóstico (Hanahan 2000). 

Diferentes trabajos experimentales han demostrado que existe una relación 

inversa entre la dosis del carcinógeno y el periodo de latencia, y al que algunos 

agentes pueden producir un tumor tras una administración única mientras otros 

requieren múltiples aplicaciones (Anisimov 2007). Esta variabilidad depende, no sólo 

de la potencia carcinogénica de los compuestos, sino también de la especie y 

naturaleza genética del individuo que padece la exposición (Anisimov 2007). El tiempo 

transcurrido tras la exposición al  agente carcinogénico y el desarrollo de un tumor se 

ha dividido en las siguientes etapas (Esquema 1):  

 

1. Iniciación.  Es un proceso rápido mediante el cual el carcinógeno produce cambios 

permanentes en genes susceptibles de la célula diana. Se ha sugerido que los 

agentes promotores de la proliferación pueden interferir con el proceso de 

diferenciación que se lleva a cabo normalmente cuando una célula pasa de un estadio 

no divisorio a otro en el cual está lista para dividirse. Estos estímulos promotores del 

crecimiento actúan sobre células que aún pueden ser sensibles a factores inhibidores 

de crecimiento normal. Esto explica por qué algunas neoplasias presentan un carácter 

reversible, aún cuando los cambios moleculares sean irreversibles y permanezcan 

latentes hasta que otro estímulo induzca la proliferación (Anisimov 2007). 

 

2. Promoción.  Esta etapa se caracteriza por un estado de hiperproliferación o 

hiperplasia. Esta proliferación es selectiva sobre células iniciadas por un estímulo 

promotor y da origen a lesiones premalignas o tumores benignos. Los promotores 

generalmente son substancias químicas exógenas, aunque también pueden ser 
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agentes endógenos como las hormonas. Cabe mencionar que además de la 

proliferación excesiva, la descendencia de células transformadas presenta una 

morfología, comunicación célula-célula y diferenciación anormal, que da lugar a una 

displasia. (Anisimov 2007).  

 

3. Progresión. Durante esta etapa las lesiones premalignas se convierten en tumores 

malignos con la capacidad de invadir tejidos vecinos o distantes. En la progresión, las 

células neoplásicas adquieren gradualmente un fenotipo invasivo y eventualmente 

metastásico. Dicho fenotipo se genera tanto como consecuencia de alteraciones en la 

proliferación, adhesión y motilidad celular como del microambiente que rodea a las 

células transformadas  (Anisimov 2007). 
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Esquema 1. Etapas del proceso de Carcinogénesis. 
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1.1.4. Metástasis.  

 

Como ya se mencionó, los cambios genéticos inducen fenotipos diferentes. 

Una de las características que definen la malignidad de un tumor es la capacidad de 

invadir otros tejidos y formar metástasis. Las células tumorales son capaces de 

diseminarse a través del cuerpo mediante dos mecanismos: invasión y metástasis. 

 

 La invasión se refiere a la migración y penetración directa de células 

cancerosas en los tejidos vecinos. Las metástasis ó formación de tumores 

secundarios ocurre gracias a una serie de pasos consecutivos, los cuales deben ser 

completados eficientemente. En cada uno de estos pasos existe una cascada 

compleja de eventos de adhesión que pueden involucrar tanto células normales como 

células tumorales. 

 

Para que se lleve acabo la formación de tumores secundarios o metastásicos 

las células cancerosas, deben entrar a la circulación  invadiendo el tejido adyacente, 

rompiendo el contacto con otras células del tejido de origen y atravesando la barrera 

de la lámina basal. Una vez que las células cancerosas alcanzan los vasos 

sanguíneos, pueden llegar a órganos distantes mediante el torrente sanguíneo o 

circulación linfática y extravasar hacia tejidos distintos. Finalmente, las células deben 

proliferar y estimular la vascularización del nuevo tumor (Chambers 2002) (Esquema 

2). 
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Esquema 2. Etapas del proceso de metástasis. I) Crecimiento tumoral y separación de 
células cancerosas a partir del tumor primario. II) Migración hacia la vasculatura. III) 
Interacciones con células plaquetas y componentes celulares de la luz vascular. IV) Adhesión 
de la célula tumoral al endotelio vascular. V) Migración hacia el tejido blanco. VI) Crecimiento 
tumoral en el sitio de metástasis.  

 

Los sitios secundarios más comunes para la proliferación de metástasis de 

cualquier tipo de cáncer son los pulmones, el hígado, nódulos linfáticos, médula ósea 

y el cerebro. En general, el sitio inicial de formación de tumores secundarios tiende a 

ser el órgano que tenga la primera red capilar encontrada por las células tumorales 

después de haber sido liberadas del tumor primario (Hoon 2006; Loberg 2007).  Sin 

embargo, las explicaciones hemodinámicas no aclaran totalmente la predilección de 

las células tumorales por un órgano específico, por lo que se ha propuesto la 

existencia de interacciones selectivas entre la célula tumoral y el microambiente del 

órgano hospedero (Hoon 2006). 

Aunque las células tumorales pueden adquirir un fenotipo invasivo el proceso 

de metástasis es altamente ineficiente; ya que sólo el 0.1 % del las células cancerosas 

que entran a la circulación tienen la capacidad de formar un tumor secundario (Weiss 
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1990). Por lo tanto, encontrar células cancerosas en el torrente sanguíneo, no es 

indicativo de la formación de metástasis.  

En la actualidad aún no se han identificado todos los cambios genéticos y 

moleculares que las células tumorales requieren para poder invadir y metastatizar, 

pero se ha encontrado que las células tumorales presentan alteraciones en la 

adhesión célula-célula, en la adhesión célula-sustrato y/ó en la motilidad celular 

(Eccles 2007; Hoon 2006). El estudio de los receptores celulares que median dichos 

eventos de adhesión son importantes en la búsqueda de terapias que inhiban la 

diseminación tumoral, es decir, la inhibición de la capacidad invasiva constituye un 

blanco para la generación de nuevos tratamientos para el cáncer (Eccles 2007). 

 

1.1.5. Cáncer de Piel.  

1.1.5.1. Generalidades.  

La piel es la cubierta externa del cuerpo que se encarga de proteger todos los 

órganos de agresiones físicas, químicas y biológicas. Está formada de tres capas 

principales llamadas: epidermis, dermis e hipodermis (Esquema 3). La epidermis está 

compuesta de células escamosas (ó queratinocitos), células basales y melanocitos, 

dichas células se reemplazan continuamente y las más viejas se desplazan y eliminan 

hacia el exterior de la piel. Las células escamosas y los melanocitos producen 

sustancias que contribuyen a la protección que da la piel al cuerpo; queratina y 

melanina respectivamente. La dermis contiene folículos pilosos, glándulas 

surodoríparas, vasos sanguíneos y nervios. La hipodermis esta compuesta por 

fibroblastos que producen colágena y por lipocitos (Ross 1992). 
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Esquema 3. Representación de las capas de la piel. 
 

(Fuente: Melanoma. Guías de tratamiento para los pacientes. ACS y NCCN. 2005.) 
 
 

 

Los cánceres de la piel se dividen en dos tipos: melanoma y no-melanoma. El 

cáncer no-melanoma es el más común de los cánceres de piel y se llama así por que 

se produce de células de la piel que no son melanocitos, es decir se origina a partir de 

la transformación de células escamosas o basales.  El melanoma se origina de la 

transformación de melanocitos principalmente de piel y en menor cantidad de 

mucosas y otros sitios en donde existen melanocitos viscerales (Melnikova 2005). 

 

1.1.5.2. Melanoma. 

 La causa del melanoma es multifactorial pero la radiación ultravioleta es el 

principal factor etiológico. La incidencia por la radiación ultravioleta ha crecido a nivel 

mundial, debido a la mayor exposición solar en las playas, a la moda en el vestir y la 

destrucción de la capa de ozono (Melnikova 2005). Como fuente del melanoma 

también participa la herencia, habiéndose identificado un locus de susceptibilidad en el 

cromosoma 9, el cual tiene relación con los cambios tempranos en la transformación 
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maligna. Por otro lado, se han encontrado correlaciones con la exposición a la luz y 

deleciones en el brazo largo del cromosoma 11 y el corto del cromosoma 1 (Franks 

1998; Ichihashi 2003). Otros cambios que se han reportado que dan lugar al 

melanoma, son mutaciones en los genes que codifican proteínas que participan en la 

regulación de: i) el ciclo y crecimiento celular (p16, p14ARF, INK4a, p53, Bcl-2, TGF-β) y 

ii) en la adhesión y motilidad celular (E-cadherina, N-cadherina, integrinas (αVβ3), 

proteínas G pequeñas (RhoC, RhoA, ROCK1-2), ERK1, FAK y metaloproteasas) 

(Gaggioli 2007). Por esto, se ha propuesto que la capacidad metastásica de los 

melanocitos transformados es consecuencia de los cambios en la expresión y 

activación de las proteínas que participan en la regulación de la adhesión y migración 

celular (Gaggioli 2007, Melnikova 2005).  

Los melanocitos transformados presentan dos patrones de crecimiento como 

consecuencia de los cambios acumulados durante el proceso de carcinogénesis; es 

decir, los melanocitos transformados pueden crecer de forma radial (intraepidérmica) y 

posteriormente, crecer de forma vertical (intradérmica) (Esquema 4) (Gaggioli 2007). 

En la fase de crecimiento radial, que puede durar meses o incluso años, la 

tumoración está limitada a la epidermis sin presentar capacidad de producir 

metástasis, en esta situación la extirpación quirúrgica es curativa. En la fase de 

crecimiento vertical, la tumoración invade la dermis con la capacidad de producir 

metástasis. 

 Dependiendo de la forma y el avance de crecimiento del melanoma, esta 

enfermedad presenta diferentes estadios o etapas clínicas (0, I, II, IIIA, IIIC Y IV). La 

determinación de la etapa en que se encuentra el melanoma ayuda a establecer un 

mejor diagnóstico y tratamiento (Gaggioli 2007).  
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Esquema 4. Carcinogénesis del melanoma. Los melanomas se inician con la transformación 
maligna de los melanocitos, que puede apreciarse como un lunar. En la epidermis los 
melanocitos transformados proliferan de forma intraepidérmica (crecimiento radial) y de forma 
gradual pueden presentar un crecimiento intradérmico (crecimiento vertical). La invasión de la 
dermis por los melanocitos es el primer paso para la formación de metástasis. (Fuente: Gaggioli 
2007.)  

 

 

La extirpación del melanoma cuando está limitado a la epidermis y no 

sobrepasa la membrana basal supone una supervivencia del 100%. Cuando el 

melanoma rompe la membrana basal e inicia su fase de crecimiento vertical la 

presencia o no de metástasis tiene un valor pronóstico en relación a la supervivencia. 

C A R C I N O G É N E S I S 

Carcinógeno 

Metástasis 
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Desafortunadamente, de los tumores malignos, el melanoma es el que mayor 

tendencia tiene a metastatizar a tejidos vecinos o ganglios, por vía linfática;  o a otros 

órganos vía torrente sanguíneo, principalmente al pulmón e hígado (Ortega 2003). 

La fundación de investigación del melanoma de los Estados Unidos de América 

en el 2007, reportó que si el melanoma se diagnostica oportunamente en etapas 

avanzadas, el 100% de la población tiene la posibilidad de sobrevivir de 5 a 10 años. 

Sin embargo, debido a su difícil diagnóstico solo del 15 al 69% llegan a sobrevivir de 5 

a 10 años en etapas avanzadas. Desafortunadamente, en etapas metastásicas solo 

del 3 al 9% sobreviven hasta 5 años. La fundación también declaró que, a pesar de los 

avances en el manejo del cáncer, el melanoma es el responsable del 71% de las 

muertes originadas por cáncer de piel.  

El melanoma metastásico en México constituye el 2% de todas las  neoplasias 

malignas y el 11% de todos los canceres de piel (Rosas 2003).  La OMS reportó en el 

2005 que el melanoma ocasionó 2060 muertes en México y que esta cifra se 

incrementará al doble en los próximos 10 años. 

 

 

 

Dado que el melanoma metastásico es por lo general incurable, la finalidad de 

los tratamientos es paliativa. Las técnicas utilizadas incluyen la quimioterapia, la 

radioterapia, la cirugía y la inmunoterapia. Los objetivos de la quimioterapia son 

retardar e incluso evitar la proliferación, propagación y metástasis de células 

neoplásicas.  
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La quimioterapia más utilizada para el tratamiento del melanoma consiste en la 

administración de un solo agente quimioterapéutico (dacarbazina) que consigue 

respuestas parciales en el 15-25% de los pacientes, pero que generalmente suelen 

ser de corta duración (Eggermont 2004). Por lo cual, además de recurrir al uso de 

diferentes terapias simultáneamente, se ha optado por utilizar antineoplásicos 

(Cisplatino, Tamoxifen, Carmustina, Vinblastina, Ciclofasamida, Lomustina, 

Procarbazina, etc.) y adyuvantes como  interleucinas (Interferón α, IL-2) (Eggermont 

2004; Mandará 2006). Sin embargo, a pesar del incremento en la respuesta, 

potenciada por el uso de adyuvantes,  hasta el momento, no se ha encontrado un 

fármaco específico para el tratamiento efectivo del melanoma, debido principalmente a  

que las diferencias metabólicas entre las células normales y las cancerígenas son 

mínimas, lo cual origina que la mayoría de los tratamientos antineoplásicos sean 

altamente tóxicos para células normales (Mandará 2006). Debido a lo anterior, es 

necesario buscar  tratamientos más efectivos y con menos efectos adversos para el 

tratamiento de ésta enfermedad. 

 

 

 

1.1.6. Cumarinas.  

1.1.6.1. Generalidades.  

Las cumarinas son un grupo de compuestos pertenecientes a las 

benzopironas. Estas presentan un benceno unido a un anillo heterocíclico que 

contiene un átomo de oxígeno y cinco carbonos con hibridación sp2 (α-pirona) 

(Esquema 5). La cumarina tiene un peso molecular de 146.15 g/mol, punto de fusión 
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es de 68-70°C, punto de ebullición de 303°C y es soluble en etanol, cloroformo y 

aceites (Egan  1990). 

 

 

 

 

 

 

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 

(Nair 1991). Hasta la fecha se han encontrado más de 800 especies de plantas y 

microorganismos que producen cumarinas y en el Programa Nacional de Toxicología 

de los Estados Unidos de América de 1993 se describieron más de 100 derivados 

cumarínicos diferentes. 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 más por sus 

cualidades aromatizantes que por sus actividades biológicas. El uso en animales y 

humanos como bacteriostáticos, virustáticos e incluso como citostáticos (Scheel 

1972), se extrapoló del conocimiento de su capacidad en plantas para inhibir la 

germinación de las semillas y el crecimiento de la raíz (Riordan 1954). Se ha 

encontrado que la cumarina presenta efectos sedativos-hipnóticos, antipiréticos y anti-

inflamatorios por lo que se ha utilizado en el tratamiento de enfermedades reumáticas 

(Casley 1973). 
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1.1.6.2. Actividad antineoplásica de la cumarina. 

Derivados cumarínicos como la warfarina y el dicumarol con actividad 

anticoagulante, comenzaron a utilizarse en el tratamiento de neoplasias para prevenir 

la formación de estroma de fibrina alrededor del tumor. Debido a que se ha descrito 

cierta asociación de la fibrina con los tumores y su importancia en la producción de 

metástasis. En protocolos clínicos se encontró que la warfarina, en combinación con 

otros tratamientos, alarga al doble la sobrevida de pacientes con carcinoma pulmonar 

(Zacharski 1984). Además, los compuestos cumarínicos han mostrado actividad 

antimetastásica en modelos murinos. La administración de warfarina, cumarina o 

fenprocumón (otro derivado cumarínico) bloquea la formación tanto de metástasis 

espontáneas (Hilgard 1978) como experimentales (Matt 1981; Maucher 1993; von 

Angerer 1994). 

Sin embargo, el efecto antineoplásico de los derivados cumarínicos no se debe 

a sus propiedades anticoagulantes. Ya que la administración de vitamina K, que 

antagoniza la acción anticoagulante de derivados cumarínicos como la warfarina, no 

antagoniza el efecto antineoplásico (Donati 1986). La cumarina, aún cuando carece de 

efecto anticoagulante, presentó actividad antitumoral en protocolos clínicos de 

melanoma (Thornes 1982; Zänker 1984), carcinoma renal (Dexeus 1990) y carcinoma 

prostático (Mohler 1994). En estudios in vitro se observó que la cumarina inhibe el 

crecimiento de diferentes líneas tumorales (Marshall 1994a; López 2004; Jiménez 

1999). 

La cumarina es considerablemente menos tóxica que la warfarina por lo que 

puede ser administrada a dosis mayores sin efectos tóxicos. Estudios en humanos 
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han demostrado la tolerancia de hasta 7 gramos diarios, con un incremento en los 

niveles de transaminasas en suero, efecto que se revirtió al suspender el tratamiento 

(Marshall 1994b). Los mecanismos involucrados en los efectos antineoplásicos y 

antimetastásicos de la cumarina se desconocen. Para explicar sus acciones se han 

propuesto dos mecanismos principales: 1) la inhibición de la proliferación de células 

tumorales; y 2) la estimulación de componentes del sistema inmune que participan en 

la reacción contra el tumor.  El efecto sobre el crecimiento de células tumorales puede 

involucrar cambios en la expresión de oncogenes. La 7-hidroxicumarina, un metabolito 

de la cumarina disminuye los niveles de ARNm de los oncogenes ras y myc en células 

transfectadas con dichos genes (Nakayasu 1988). De manera similar, la 7-

hidroxicumarina disminuye la expresión de la ciclina D1 en células A427 de carcinoma 

pulmonar humano sin alterar significativamente la expresión de las ciclinas A y E, 

induciendo el arresto del ciclo celular en G1/S (Jiménez 2001). Respecto a la acción 

inmunoestimulante, se ha reportado que la cumarina estimula la actividad fagocítica 

de macrófagos (Piller 1978; Hardt 1983) y sinergiza la secreción de TNFα, IL-1β e IL-6 

inducida in vitro por LPS (Stuhlmeier 1991). En la cepa C57BL/6 la cumarina a la dosis 

de 80 mg/Kg, incrementa la actividad fagocitaria de macrófagos peritoneales hasta en 

un 160 % respecto a los controles (Orozco 2000). 

1.1.6.3. Metabolismo de la cumarina.  

En humanos, la vida media biológica de la cumarina es de 1.2 h si se 

administra por vía oral y de 0.8 h cuando es administrada por vía intravenosa. La 

principal vía metabólica de la cumarina en humanos es la hidroxilación en la posición 7 

(Ritschel 1977; Lake 1999). Sin embargo, la cantidad de 7-hidroxicumarina formada 
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muestra una gran variabilidad interindividual e interespecie (Rautio 1992; Ujjin 2002; 

Xu 2002; Cohen 1979, Wood 1974).  

Dicha variación en parte es atribuida al polimorfismo genético de la enzima 

responsable de la 7-hidroxilación en el hígado: el citocromo P450 (CYP) 2A6 (Ujji 

2002; Xu 2002). Además, otras enzimas de la familia CYP 2A (como CYP 2A13) 

podrían incrementar la variabilidad, al participar en el metabolismo extra-hepático de la 

cumarina (Von Weymarn 2003). Otras cumarinas hidroxiladas han sido detectadas in 

vivo (Ritschel 1979, Shilling 1969, Moran 1987) e in vitro (Cohen 1979, Egan 1990, 

Fentem 1993, Lake 1999; Rautio 1992; Ujjin 2002; Xu 2002; Von Weymarn 2003) 

como metabolitos minoritarios; sin embargo, no se conocen las enzimas involucradas 

en su formación, ni si tienen actividad biológica (Von Weymarn 2001).  

En la tabla 1 se describen los metabolitos de la cumarina reportados tanto in 

vivo  como in vitro en diferentes especies y en el esquema 6 se ejemplifican las 

principales vías metabólicas de la cumarina.  

 

 

 

 

Tabla 1. Metabolitos de la cumarina de diferentes especies determinados a partir de 
muestras de orina y metabolitos determinados a partir de estudios con microsomas de 

hígado in vitro. 
 

  7-hidroxicumarina Otros metabolitos 
in vivo  98.6-36 % o-HPLA; o-HPAA; 3-HC  Humano 
in vitro  79% 3-HC; 4-HC; 6-HC  
in vivo  0.9-12.5% ND Ratón 
in vitro  2-40% 3-HC; 4-HC; 6-HC  
in vivo 0.3-0.5% 3-HC; 4-HC; 6-HC  Rata 
in vitro  0.4% 3-HC; 4-HC; 5-HC; 6-HC; 8-HC; 6,7-DHC 
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in vivo  10-16% 3-HC; 4-HC; 5-HC; 6-HC; 8-HC; o-HPLA; o-HPAA Conejo 
in vitro  12% 3-HC; 4-HC; 5-HC; 6-HC; 8-HC; o-HPLA; o-HPAA 
in vivo  19% ND Gato 
in vitro  19% ND 

 

HC= Hidroxicumarina; DHC= Dihidroxicumarina; o-HPLA= ácido o-hidroxifenil láctico; o-HPAA= ácido o-hidroxifenil acético; 
ND= No determinado. (Modificado de Thornes 1997, Cap1 y 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Esquema 6. La cumarina puede ser metabolizada a diferentes derivados monohidroxilados 
(Modificada de Thornes 1997). 

En el ratón aún no se conocen todos los metabolitos de biotransformación de la 

cumarina. Se ha descrito que una de las principales rutas metabólicas lleva a la 

formación de o-hidroxifenilacetaldehído a partir de la 3,4 epoxidación de la cumarina 

(Aoki 2006). Como ya se mencionó, en humanos la 7-hidroxilación de la cumarina es 

metabolizada por CYP2A6, mientras que en ratón es CYP2A5. Estas dos isoformas 

comparten una identidad del 80% en su secuencia de aminoácidos (Aoki 2006). Las 
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diferencias entre las dos isoformas explican parcialmente por que en ratones la 7-

hidroxilación no es la principal vía metabólica de la cumarina. Por otro lado, se ha 

observado gran variabilidad interespecie y una alta inconstancia en la 7-hidroxilación 

de la cumarina en estudios con diversas cepas de ratones (Tabla 2) (Lush 1978; Wood 

1974). Las diferencias en las concentraciones de 7-hidroxicumarina entre las cepas de 

ratón que se observa en la tabla 2, se explica parcialmente a las diferencias en: i) la 

actividad de la hidroxilasas, ii) síntesis o inducción del CYP450, y iii) mecanismos de 

excresión (Wood 1974).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Actividad de la 7-hidroxilación de la cumarina en preparaciones de hígado  y la 
excreción de 7-hidroxicumarina en orina de diferentes cepas de ratón. 

 

Cepa 
Producción in vitro de 

7-hidroxicumarina 
(pmol/mg hígado/min) 

Excreción in vivo de 
7-hidroxicumarina 

(nmol/22h) 
C57BL/6 60 77 

C57L 451 304 

DBA/1 267 782 

DBA/2 246 735 
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129 415 499 

AKR 38 32 

CBA/Ca 146 416 

C3H/He 45 93 

                                   (Modificada de Thornes 1997, Capítulo 3) 
 

En ratas, tanto in vivo como in vitro (utilizando microsomas de hígado de rata), 

se ha demostrado que la 3-hidroxilación es la principal vía metabólica, seguida de la 

formación del ácido o-hidroxifenilacético (o-HPAA) y el o-hidrofenilacetaldehído (o-

HPA) (Zhuo 1999; Vassallo 2004a). La gran cantidad de 3-hidroxicumarina producida 

en ratas se ha relacionado con la hepatotoxicidad que desarrolla esta especie tras el 

tratamiento con cumarina (Zhuo 1999; Vassallo 2004b).  

A pesar de que se ha identificado que en ratones (Zhuo 1999) y humanos (van 

Iersel 1994) se produce 3-hidroxicumarina, esta no es la principal vía metabólica. 

Aunado a la baja cantidad de 3-hidroxicumarina producida en ratones y humanos 

también se ha relacionado la poca hepatotoxicidad, con el elevado metabolismo de 

destoxificación que presentan estas dos especies en comparación con la rata (Lake 

1999). 

Se ha propuesto que la cumarina sea un profármaco, ya que algunos de los 

productos de biotransformación de la cumarina pueden tener actividad 

inmunoestimulante, antineoplásica y antimetastásica mayor que la cumarina misma. 

Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina es un inhibidor de la proliferación in vitro de líneas 

tumorales, más potente que la cumarina misma (Marshall 1994a; Jiménez 1999). A 

concentraciones iguales, la 7-hidroxicumarina es un inductor más efectivo de la 

apoptosis que la cumarina en células de cáncer pulmonar (López 2004). 
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 El acelerado metabolismo de la cumarina y las actividades reportadas de sus 

metabolitos han generado la propuesta de que los efectos antitumoral y 

antimetastásico son generados por sus productos de biotransformación (Marshall 

1994b; Egan 1990). 

 
Sin embargo, los efectos de cumarinas sobre la proliferación y la viabilidad no 

explican totalmente su capacidad para inhibir la formación de metástasis. Algunos 

estudios muestran que los compuestos cumarínicos pueden afectar la adhesión y 

migración de células cancerosas (eventos esenciales para la formación de 

metástasis). Por ejemplo, el tratamiento in vitro con 7-hidroxicumarina inhibe la 

adhesión de células de melanoma a colágena tipo I (Velasco 1998) y la migración de 

células de adenocarcinoma de rata en una matriz de colágena (Lü 1996). En 

particular, en nuestro laboratorio hemos estudiado la actividad in vitro de la 4-

hidroxicumarina utilizando células B16-F10 de melanoma murino.  

1.1.6.4. Actividad de la 4-hidroxicumarina. 

Estudios in vitro con la 4-hidroxicumarina han descrito que induce alteraciones 

morfológicas en la línea celular de melanoma murino B16-F10, sin producir 

alteraciones en la líneas celulares no malignas de fibroblastos B82 (Velasco 2003) ó 

L929 (Salinas 2005). Dichas modificaciones morfológicas correlacionan con la 

desorganización del citoesqueleto de actina y la disminución del contenido de fibras de 

estrés, lamelipodios y filipodios. También se reportó que el tratamiento con 4-

hidroxicumarina induce en células B16-F10 disminuciones en: i) la adhesión a 

moléculas de matriz extracelular, ii) la migración celular y iii) la fosforilación en 

residuos de tirosinas de diversas proteínas (Velasco 2003).  
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La adhesión y migración celular son fenómenos coordinados por la activación 

de GTPasas, complejos multimoleculares (complejos de adhesión focal) y segundos 

mensajeros, mediante diferentes vías de transducción de señales (Lodish  2000; 

Pawlak  2001). Tratando de esclarecer el mecanismo por el cual la 4-hidroxicumarina 

produce dichos efectos sobre la adhesión y migración, se observó que el tratamiento 

con 4-hidroxicumarina (500 μM) en células B16-F10 disminuye tanto la expresión de 

paxilina (Salinas 2005) como la de su mRNA (Salinas 2006). Paxilina es una proteína 

adaptadora que se activa de acuerdo a su estado de fosforilación y se recluta en los 

complejos de adhesión focal como resultado del reconocimiento de las moléculas de 

matriz extracelular por las integrinas, para regular la organización del citoesqueleto de 

actina y la motilidad celular (Turner 1994; Schaller 1995). Además, la 4-

hidroxicumarina modifica la distribución de paxilina en las placas de adhesión focal, lo 

cual se correlaciona con la disminución en su estado de activación inducido tras el 

tratamiento (Salinas 2005). También se encontró que en células B16-F10 la 4-

hidroxicumarina disminuye la cantidad de las GTPasas Rho y Rac activas (Salinas 

2006).  

Los efectos reportados de la 4-hidroxicumarina sobre proteínas que participan 

en la regulación de la adhesión y migración, pueden ser parcialmente responsables de 

afectar la formación de metástasis. 

Aun no se conocen todos los mecanismos por los cuales la 4-hidroxicumarina 

produce los efectos reportados. Pero, debido a que la organización del citoesqueleto 

de actina y la adhesión controlan la migración celular, es posible que los efectos 

inducidos por la 4-hidroxicumarina resulten en la disminución o pérdida de la 

capacidad metastásica de las células B16-F10.  Por lo tanto, es importante analizar in 
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vivo si la 4-hidroxicumarina tiene un efecto antineoplásico y/ó anitmetastásico. Los 

antecedentes sugieren que algunos de los productos de biotransformación de la 

cumarina, tales como la 4-hidroxicumarina pueden complementar terapias 

antineoplásicas que permitan incrementar la superiviencia y la calidad de vida. 
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I. OBJETIVOS. 

a) OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto antimetástasico, antineoplásico y la posible toxicidad de la 4-

hidroxicumarina in vivo, utilizando un modelo murino de melanoma. 

 

b) OBJETIVOS PARTICULARES 

i) Analizar el número de metástasis experimentales en ratones C57BL/6, al 

implantar células B16-F10 tratadas in vitro con 4-hidroxicumarina. 

ii) Analizar el número de metástasis experimentales en ratones C57BL/6 

previamente tratados vía oral con 4-hidroxicumarina, al administrar células 

B16-F10 sin tratamiento in vitro. 

iii) Estudiar si la 4-hidroxicumarina es capaz de incrementar el tiempo de 

supervivencia de ratones C57BL/6 y disminuir el tamaño de un tumor 

implantado subcutáneamente. 

iv) Estudiar el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre el número de metástasis 

espontáneas en el modelo murino utilizado. 

v) Analizar los efectos adversos que podrían presentarse tras el tratamiento 

crónico con la 4-hidroxicumarina, evaluando daño renal y hepático. 

 

II. HIPÓTESIS 

El tratamiento in vivo con la 4-hidroxicumarina disminuirá el número de metástasis 

y aumentará el tiempo de sobrevida de ratones C57BL/6 implantados con células 

tumorales B16-F10. 
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I. MATERIAL Y MÉTODOS 

MATERIAL BIOLÓGICO.  

 

Cultivo Celular. 

Las células de melanoma murino B16-F10 y los fibroblastos no malignos 

L929 (ATCC) que se utilizaron en este estudio se cultivaron en cajas de cultivo de 

80 cm2 de área (Nunc) con medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (Gibco) y una mezcla de antibióticos (penicilina 50 μg/mL, 

estreptomicina 50 μg/mL y neomicina 100 μg/mL, Gibco). Se incubaron en una 

atmósfera de 5% de CO2 y temperatura constante de 37 ºC (Incubadora Nuaire). 

Las células se cosecharon con Tripsina/EDTA (0.05%/0.5 mM, Gibco) y se 

contaron con un hematocitómetro  donde se evaluó simultáneamente la viabilidad 

por exclusión de azul tripán. Para los ensayos se utilizaron cultivos con viabilidad 

mayor o igual al 95%. 

 

 

Animales de experimentación. 

Para la evaluación del efecto antimetastásico de las células B16-F10 se 

utilizaron ratones macho de la cepa singénica C57BL/6 de 7-9 semanas de edad 

(Harlan). Los ratones se alimentaron ad libitum con nutricubos (Purina Ralston) y 

agua desionizada acidificada (pH 2.5). 
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TRATAMIENTOS CON LA 4-HIDROXICUMARINA 

Tratamiento in vitro. 

En el tratamiento in vitro las células B16-F10 se expusieron a 4-

hidroxicumarina (SIGMA) 500 µM ó al vehículo (etanol 0.75%), durante 24 h. Como 

diluyente se utilizó medio RPMI sin suero. 

           

Tratamientos in vivo. 

Para la evaluación del efecto de la 4-hidroxicumarina (4-HC) se siguieron 

dos protocolos. Primero se evaluó el efecto de diferentes dosis de 4-HC, 

posteriormente se evaluó el efecto de la administración conjunta de la 4-HC con 

ciclofosfamida (CY). 

Los tratamientos in vivo solo con 4-HC consistieron en administrar 

diariamente por vía oral 0.1 mL de 4-HC (40, 20 ó 10 mg/Kg)/10 g de peso de 

ratón/día ó 0.1 mL metilcelulosa al 0.2% en agua /10 g de peso de ratón, mediante 

agujas de acero inoxidable calibre 18X1-1/2 pulgadas de longitud con punta en 

bola  de 2.25 mm (Popper & sons, Inc).  

Los tratamientos con 4-HC suministrados conjuntamente con CY, 

consistieron en administrar una dosis única de CY (0.1 mL de CY 200 mg/Kg/10 g 

de peso de ratón) vía intraperitoneal y  diariamente por vía oral 0.1 mL de 4-HC 

(40, 20 ó 10 mg/Kg)/10 g de peso de ratón/día. Como control de la administración 

conjunta de la 4-HC y la CY se suministraron los respectivos vehículos 0.1 mL de 
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metilcelulosa al 0.2% en agua/10 g peso de ratón/día y 0.1 mL de solución salina 

isotónica/10 g peso de ratón/dosis única. 

EVALUACION DEL EFECTO ANTIMETASTÁSICO Y ANTINEOPLÁSICO DE LA 

4-HIDROXICUMARINA. 

 

a) Ensayo de metástasis experimentales a pulmón con células tratadas in 

vitro con  4-hidroxicumarina.  

 

La capacidad metastásica fue evaluada utilizando el modelo de metástasis 

experimental, el cual consiste en inyectar en la vena lateral de la cola de ratones 

singénicos C57BL/6, 0.1 mL de una suspensión conteniendo 106 células B16-F10 

previamente tratadas in vitro con 4-hidroxicumarina 500 μM ó etanol 0.75 %. 

Después de tres semanas de la inyección intravenosa se sacrificaron los ratones 

por dislocación cervical y se extrajeron los pulmones. Se cuantificaron los nódulos 

metastásicos macroscópicos en el pulmón con un microscopio estereoscópico. Los 

datos experimentales se analizaron con el software GraphPad Prism 3, utilizando t 

de Student con corrección de Welch para varianzas heterogéneas y se 

consideraron diferencias significativas de p<0.05 con respecto al control. 

 

 

b) Ensayo de metástasis experimentales a pulmón en ratones con 

administración oral de 4-hidroxicumarina.  
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Utilizando el modelo de metástasis experimentales descrito arriba, se 

evaluó la capacidad metastásica de las células B16-F10 en ratones que recibieron 

4-hidroxicumarina. Los ratones fueron tratados vía oral con 4-hidroxicumarina (10, 

20 ó 40 mg/Kg/día) ó el vehículo (0.1 mL de metilcelulosa 0.2%/10 g de peso de 

ratón) durante los 7 días previos a la inoculación vía intravenosa de células sin 

tratar. Después de tres semanas, se cuantificaron los nódulos metastásicos 

macroscópicos en los pulmones con un microscopio estereoscópico. Para evaluar 

diferencias entre los grupos, los datos experimentales se analizaron con el 

software GraphPad Prism 3, utilizando el análisis de varianza de una vía y la 

prueba de Bonferroni. Se consideraron diferencias significativas de p<0.05 con 

respecto al control. 

 

 

c) Ensayo de supervivencia y metástasis espontáneas con administración 

oral de  4-hidroxicumarina.  

 
Se utilizaron ratones con implantación subcutánea de células B16-F10 para 

evaluar el número de metástasis espontáneas, el tamaño del tumor y la 

supervivencia. Ratones singénicos C57BL/6 fueron inoculados por vía subcutánea 

(s.c.) con 0.2 mL de una suspensión conteniendo 2X105 células B16-F10. Después 

de tres semanas de la inyección s.c. se midió el tamaño del tumor con ayuda de un 

vernier. Se seleccionaron los ratones que presentaron un tumor de entre 3 y 6 mm 

de diámetro y se distribuyeron en grupos por estratos balanceados de acuerdo a 

su peso (Tabla 3). Los grupos experimentales se describen en la tabla 3.  
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Tabla 3. Tratamientos administrados a cada grupo de ratones para realizar el 

ensayo de supervivencia, tamaño de tumor y metástasis espontáneas a pulmón.  
 
 

Grupo n Tratamiento 

I 25 
Control (0.1 mL de metilcelulosa 0.2%/10 g de peso/día y 0.1 mL de 

solución salina isotónica /10 g de peso/dosis única) 

II 6 4-hidroxicumarina 10 mg/Kg/día 

III 6 4-hidroxicumarina 20 mg/Kg/día 

IV 7 4-hidroxicumarina 40 mg/Kg/día 

V 24 Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis única 

VI 13 4-hidroxicumarina 10 mg/Kg/día y Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis única 

VII 14 4-hidroxicumarina 20 mg/Kg/día y Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis única 

VIII 14 4-hidroxicumarina 40 mg/Kg/día y Ciclofosfamida 200 mg/Kg/ dosis única 

 

El efecto de los tratamientos sobre la supervivencia se estudió llevando un 

control del día de muerte de cada ratón y se graficaron los decesos de cada grupo 

en gráficos de Kaplan-Meier. Los datos se analizaron estadísticamente con el 

método de Mantel-Cox estableciendo un α de 0.05. 

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre el tamaño del tumor se 

midió el diámetro del tumor dos veces por semana con ayuda de un vernier. 

Cuando el tumor no adquirió una forma circular se tomaron mediciones de los ejes 

mayor y menor y su promedio se tomó como el valor del diámetro para calcular el 

volumen del tumor. Los datos se analizaron a través del análisis de varianza para 

determinar si había diferencias estadísticas entre los tratamientos estableciendo 
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un α de 0.05. Posteriormente se identificó las diferencias entre los grupos 

mediante la prueba de Bonferroni.  

El efecto de los tratamientos sobre el número de metástasis espontáneas 

se evaluó cuantificando con ayuda de un microscopio estereoscópico el número de 

nódulos metastásicos macroscópicos en los pulmones de ratones que fallecían a 

lo largo del experimento. Los datos se analizaron con análisis de varianza de una 

vía y la prueba de Dunett para determinar si había diferencias estadísticas entre 

los tratamientos y se consideraron diferencias significativas de p<0.05 con 

respecto al control. 

 

 

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE 4-HIDROXICUMARINA. 

 

Para evaluar el posible efecto tóxico de la 4-hidroxicumarina en riñón, 

pulmón e hígado; se formaron cuatro grupos de ratones C57BL/6 sanos (sin 

implantación de células B16-F10) distribuidos por estratos balanceados de 

acuerdo a su peso corporal. A los cuatro grupos se les administró diariamente 4-

hidroxicumarina vía oral durante 8 semanas (Tabla 4). 

 
Tabla 4. Tratamientos administrados a cada grupo de ratones para analizar el efecto tóxico 

de la 4-hidroxicumarina. 
  

 

 

 

 

Grupo n Tratamiento 

i 6 0.1mL de metilcelulosa 0.2% /10 g de peso/día  

ii 6 4-hidroxicumarina 10 mg/Kg/día 

iii 6 4-hidroxicumarina 20 mg/Kg/día 

iv 6 4-hidroxicumarina 40 mg/Kg/día 
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Con el fin de llevar un seguimiento semanal del funcionamiento renal, los 

ratones se colocaron cada 7 días en jaulas metabólicas (Nalgene) para recolectar 

muestras de orina de 24 h. Por otro lado también se tomaron muestras de sangre 

cada semana para complementar el análisis funcional del riñón y del hígado. Con 

las muestras de sangre y orina se evaluó la funcionalidad renal y hepática, por 

medio de determinaciones de parámetros bioquímicos. Con los datos obtenidos de 

las determinaciones bioquímicas de los diferentes grupos se realizó una curva 

temporal para cada parámetro. Posteriormente, se realizó el análisis de varianza 

de una vía para determinar si había diferencias estadísticas entre los tratamientos 

alo largo del tiempo estableciendo un valor de α de 0.05; y finalmente se 

identificaron las diferencias entre los grupos mediante la prueba de Bonferroni.  

 Para realizar el estudio histológico de hígado, riñón y pulmón, a la cuarta y 

octava semana de que los ratones fueron sometidos a los tratamientos se 

sacrificaron tres animales de cada grupo. 

 

 

a) Evaluación bioquímica de daño renal 

Determinación  de la tasa de filtración glomerular (TFG) de creatinina. 

Para determinar la TFG de creatinina se midieron los niveles de creatinina 

en suero y en orina por medio de un estuche comercial de reactivos basado en la 

reacción colorimétrica de Jaffe (Creatinine Assay Kit, BioAssay Systems).  
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Los valores temporales de la TFG de creatinina se obtuvieron de acuerdo a 

la siguiente ecuación: 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se realizó una curva temporal de la TFG de creatinina. 

 

Determinación de proteína en orina. 

Los niveles de proteína urinaria se determinaron por medio de un estuche 

comercial de reactivos basado en el método colorimétrico de Lowry (Dc Protein 

Assay, Biorad). Posteriormente se realizó una curva temporal de la cantidad de 

proteína secretada en orina de 24 h.  

 

Determinación de nitrógeno ureico en suero (BUN). 

Los niveles de nitrógeno ureico en suero (BUN) se determinaron por medio 

de un estuche comercial de reactivos basado en el método colorimétrico de Jung 

 
          TFG de creatinina=         Cp creatinina *mL orina         
=               

                                          Co creatinina *1440min*g de 
peso 

 
Cp creatinina= Concentración de creatinina en suero. 
Co creatinina= Concentración de creatinina en orina. 
mL orina= volumen de orina en mL en 24 h. 
1440 min= tiempo en minutos de recolección de orina. 
g de peso= Peso en gramos del ratón.  
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(Urea Assay kit, BioAssay Systems). Los datos de BUN se graficaron con respecto 

al tiempo. 

 

Determinación N-acetil-β-glucosamidasa en orina. 

Debido a la importante función del túbulo proximal dentro de la reabsorción 

del filtrado glomerular se determinaron los niveles del enzima tubular N-acetil-β-

glucosamidasa (NAG) en orina. La actividad de NAG se determinó por medio de 

un estuche comercial de reactivos basado en la actividad enzimática de NAG (β-N-

Acetylglucosaminidase Assay kit, SIGMA). Después se realizó una curva temporal 

del NAG. 

 

b) Evaluación bioquímica de daño hepático 

Determinación γ-glutamiltransaminasa en suero (γ-GT). 

Los niveles de γ-GT en suero se determinaron por medio de un estuche 

comercial de reactivos basado en una reacción enzimática catalizada por la γ-GT 

que consiste en la transferencia de un grupo γ-glutamilo de la  γ-glutamil-p-

nitroanilida al peptido glicilglicina (kit γ-GT, SPINREACT). 

 

c) Evaluaciones  histológicas 

Histología de riñón, hígado y pulmón.  

Los ratones tratados con 4-hidroxicumarina durante cuatro u ocho semanas 

se anestesiaron con pentobarbital sódico 0.2 ml (Sedal-Vet® 6.3 g/100mL), por vía 

intraperitoneal. Se sujetó cada ratón en una plancha y se hizo una incisión desde 
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el abdomen hasta el cuello. Posteriormente, se realizó una incisión en el atrio 

derecho. A través del ventrículo izquierdo se perfundió solución salina fisiológica 

(pH 7.4) hasta que dejó de salir sangre por la incisión realizada en el atrio derecho. 

Inmediatamente después, con el fin de fijar los órganos se perfundió por la misma 

vía con el fijador de Zamboni (0.3% de ácido pícrico y 6.2% de formol en 

amortiguador de fosfatos), a razón de 50 mL por ratón. Se disecó y canuló la 

tráquea para introducir el fijador Zamboni hasta la capacidad pulmonar total. Luego 

se ligó la tráquea para la extracción del bloque cardiopulmonar y se continuó con 

la fijación por inmersión durante 24 h. Asimismo, se extrajeron los riñones e hígado 

para su posterior procesamiento. 

Para el análisis de los órganos extraídos con la técnica de microscopia 

electrónica de transmisión, las muestras fueron cortadas en fragmentos de 1 mm3 

y fijados por inmersión en Zamboni durante 2 h a 4°C. Posteriormente, los 

especímenes fueron lavados con solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M (pH 

7.4) durante 15 min y luego fueron posfijados con tetróxido de osmio (OsO4) al 1% 

(diluido en el mismo amortiguador), durante 2 h a temperatura ambiente. 

Nuevamente, se hizo un lavado con solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M, 3 

veces de 5 min cada una. Los fragmentos de los órganos fueron deshidratados 

con etanol de gradación creciente (desde 60% a 100%) para terminar en óxido de 

propileno absoluto y se infiltraron e incluyeron en la resina Araldita 6005. Se 

hicieron cortes semifinos de 1 µm de espesor, teñidos con azul de toluidina para 

elegir los sitios de interés en pulmón (bronquiolos) y en riñón (corpúsculo renal y 

túbulo proximal) y de allí realizar cortes finos de 60 nm de grosor. Estos fueron 
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contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser observados en el 

microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM-10 (Carl Zeiss). 

Para el análisis histológico con microscopía fotónica, las muestras fueron 

fragmentadas en bloques de 1 cm3, aproximadamente, y fijados en formol 

amortiguado al 10% durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, los 

fragmentos de los órganos fueron lavados durante 2 h a chorro de agua de la llave 

y procesados para su inclusión y corte en parafina. Los cortes de 4 a 6 µm de 

grosor fueron teñidos con hematoxilina/eosina (HE) ó azul de toluidina. 

Posteriormente, se montaron para su observación en el miscroscopio Olympus 

BH2-RFCA. 
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I. RESULTADOS 

 

EVALUACION DEL EFECTO ANTIMETASTÁSICO Y ANTINEOPLÁSICO DE LA 4-

HIDROXICUMARINA. 

 

Ensayo de metástasis experimentales a pulmón con células tratadas in vitro con  4-

hidroxicumarina.  

 

Con el objetivo de evaluar si los efectos inducidos por la 4-HC in vitro son 

suficientes para modificar el potencial metastático de las células B16-F10 se utilizó un 

modelo murino de metástasis experimental. En dicho modelo células B16-F10 fueron 

tratadas in vitro previamente a su inyección por vía intravenosa a ratones C57BL/6. Tres 

semanas después de la inoculación intravenosa se extirparon los pulmones y se 

cuantificaron los tumores macroscópicos.  

En los ratones a los que se les inyectaron células control tratadas solo con el 

vehículo (etanol 0.75 %), se formaron 55 ± 13 (promedio ± desviación estándar) nódulos 

metastáticos en pulmón (figura 1 A). En contraste, el número de nódulos formados en los 

pulmones de ratones a los que se les inyectaron células pretratadas con 4-HC 500 μM fue 

de 8.7 + 3.0 (promedio ± desviación estándar) (figura 1 B). Es decir, el número de de 

nódulos metastásicos formados en pulmón disminuyó un 85% (figura 1 C) (p<0.01; t de 

Student con corrección de Welch para varianzas heterogéneas). Con este sistema 

experimental, se demostró que el tratamiento in vitro con la 4-HC disminuye el potencial 

metastásico de las células B16-F10 en un modelo murino. 
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Figura 1. Evaluación del potencial metastásico de células B16-F10 tratadas in vitro con 4-
hidroxicumarina. Tres semanas después de implantar las células se evaluó el número de nódulos 
metastásicos en pulmón. El tratamiento in vitro con 4-HC 500 μM disminuyó el número de nódulos 
metastásicos formados en pulmón (B) con respecto al control (A). La cuantificación (C) de los 
nódulos macroscópicos indico una disminución estadísticamente significativa del 85% (**p<0.01; t 
de Student con corrección de Welch para varianzas heterogéneas). 
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Ensayo de metástasis experimentales a pulmón en ratones con administración oral 

de 4-hidroxicumarina.  

 

Para evaluar el efecto del tratamiento in vivo con la 4-HC sobre el potencial 

metastásico de las células B16-F10, se administró 4-HC (10, 20 ó 40 mg/Kg/día) por vía 

oral durante siete días previos a la inoculación intravenosa de células B16-F10. Tres 

semanas después se evaluó la presencia de metástasis en pulmón. En la figura 2 se 

observa que las tres dosis de 4-HC evaluadas disminuyeron significativamente (p<0.001) 

el número de nódulos metastásicos en pulmón con respecto a los que se les administró 

metilcelulosa al 0.2% (vehículo). 
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Figura 2. Efecto de 4-hidroxicumarina administrada vía oral sobre el potencial metastásico 
de células B16-F10 en un modelo in vivo. Tres semanas después de inocular las céulas B16-
F10, el tratamiento vía oral con 4-HC disminuyó el número de nódulos metastásicos formados en 
pulmón con respecto al vehículo. (***p<0.001; Bonferroni). 
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Ensayo de supervivencia, tamaño de tumor y metástasis espontáneas a pulmón con 

administración oral de la 4-hidroxicumarina.  

Con el objetivo de evaluar el efecto de la 4-HC sobre el tiempo de supervivencia, el 

tamaño del tumor y el número de metástasis espontáneas, se utilizaron ratones C57BL/6 

con células B16-F10 implantadas subcutáneamente (s.c.). Se siguieron dos protocolos: el 

primero consistió en administrar sólo 4-HC (10, 20 ó 40 mg/Kg/día), mientras que en el 

segundo se administró 4-HC (10, 20 ó 40 mg/Kg/día) en conjunto con una dosis única de 

ciclofosfamida (200 mg/Kg) administrada por vía intraperitoneal el día que se iniciaron los 

tratamientos. Como control se administraron los vehículos de cada fármaco, metilcelulosa 

al 0.2% por vía oral (0.1 mL/10 g de ratón/día) y solución salina isotónica por vía 

intraperitoneal (0.1 mL /10 g de ratón). 

 

A continuación se describen los resultados del primer protocolo. La figura 3 

corresponde al gráfico de Kaplan-Meier que representa la fracción de ratones vivos 

conforme avanzó el experimento. El tratamiento con la dosis de 10 mg/Kg/día de 4-HC 

incrementa el tiempo de supervivencia con respecto al control (p<0.0328; Mantel-Cox log-

rank).  

La dosis de 20 mg/Kg/día presentó el mismo comportamiento sobre la 

supervivencia que el control por lo que las dosis de 10 y 20 mg/Kg/día no fueron 

diferentes entre sí estadísticamente. Por otro lado,  la dosis de 40 mg/kg presentó una 

tendencia a disminuir el tiempo de supervivencia con respecto al control, pero dicha 

disminución no resulto ser significativa estadísticamente.  
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En la figura 3 podemos observar que el efecto de la 4-HC sobre el tiempo de 

supervivencia es inversamente proporcional a la dosis. Es decir, el tiempo medio de 

supervivencia para las dosis de 10, 20 y 40 mg/Kg/día fue de 36 días, 26 y 18 días 

respectivamente, mientras que para el control fue de 24 días.  

 

Respecto al efecto de la 4-HC sobre el tamaño del tumor se encontró que la dosis 

de 10 mg/Kg/día disminuye el tamaño del tumor (p<0.01; Bonferroni) con respecto al 

control a partir del día 16 de tratamiento (figura 4); mientras que la dosis de 20 mg/Kg/día 

disminuye (p<0.05; Bonferroni) el tamaño del tumor con respecto al control a partir del día 

32 de tratamiento. El tratamiento con la dosis de 40 mg/Kg/día no disminuye el tamaño del 

tumor respecto al control. 

 

El número de nódulos metastásicos en el pulmón de los ratones que recibieron 

células B16-F10 en forma subcutánea se determinó conforme fueron muriendo durante el 

experimento. En la figura 5 se observa que el tratamiento con 4-HC 10 mg/Kg/día tendió a 

disminuir el número de metástasis, pero solo disminuyeron el número de nódulos 

metastásicos de forma significativa las dosis de  20 y 40 mg/Kg/día (p<0.05; Dunett). 
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Figura 3. Curva de supervivencia Kaplan-Meier de ratones implantados vía subcutánea con 
células B16F10. El tratamiento con 4-HC incrementó la supervivencia con la dosis de 10 
mg/Kg/día (p<0.0328) con respecto al control (Mantel-Cox log-rank). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 10 20 30 40 50 60
0

25

50

75

100

Control (n=25)

4HC 10 mg/Kg/día (n=6)

4HC 20 mg/Kg/día (n=9)

4HC 40 mg/Kg/día (n=9)

Días

%
 d

e 
su

pe
rv

iv
ie

nc
ia



                                                                        Análisis del efecto antimetastásico in vivo de la 4-hidroxicumarina 

 52

 
 
Figura 4. Curso temporal del tamaño del tumor de ratones implantados con células B16-F10 
por vía subcutánea. El tratamiento con 4-HC 10 mg/Kg/día disminuyó (**p<0.01) el tamaño del 
tumor con respecto al control a partir del día 16 y con la dosis de 20 mg/Kg/día  disminuyó 
(*p<0.05) el tamaño del tumor a partir del día 32 de recibir el tratamiento (Bonferroni). DE: 
Desviación estándar.  
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Figura 5. Evaluación del número de metástasis espontáneas en pulmón de ratones 
implantados con células B16-F10 por vía subcutánea. Los tratamientos con 4-HC 20 ó  40 
mg/Kg/día disminuyeron (*p<0.05) con respecto al control el número de nódulos metastásicos en 
pulmón (Dunnett).  
 

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los datos de sobrevida obtenidos, 

tamaño de tumor y de la formación de nódulos metastásicos en pulmón del primer 

protocolo en donde se evaluó el efecto de la 4-HC sola (Tabla 5).  

Tabla 5. Resumen de las evidencias encontradas del efecto de la 4-hidroxicumarina 
sobre la supervivencia, tamaño de tumor y metástasis espontáneas. 

Tratamiento Supervivencia Tamaño de 
tumor 

Metástasis 
espontáneas 

4-HC 10 mg/Kg/día 

4-HC 20 mg/Kg/día ↔ 
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4-HC 40 mg/Kg/día ↔ 
Los símbolos representan con respecto al control:  (  ) aumento significativo, (  )  disminución significativa, 

(↔) sin cambio  y    (   ) tendencia a disminuir.  

A continuación se muestran los resultados del protocolo que involucró la 

administración vía oral de la 4-HC (10, 20 ó 40 mg/Kg/día) de forma conjunta con una 

dosis única de ciclofosfamida (200 mg/Kg).  

En la gráfica de Kaplan Meier de la figura 6 se observa que la administración de 4-

HC 10 mg/kg/día (p<0.0098; Mantel-Cox log-rank) ó 20 mg/Kg/día (p<0.0196) de forma 

conjunta con ciclofosfamida incrementó la sobrevida con respecto a los ratones que solo 

fueron tratados sólo con ciclofosfamida. En la figura 6 podemos ver que el tratamiento 

conjunto de la 4-HC con la ciclofosfamida también presentó un efecto sobre la 

supervivencia inversamente proporcional a la dosis de 4-HC, como ya se había observado 

en los resultados anteriores. Es decir, el tiempo medio de supervivencia para las dosis de 

10, 20 y 40 mg/Kg/día administradas con la dosis única de ciclofosfamida fue de 41 días, 

35 y 25 días respectivamente, mientras que para los ratones tratados solo con 

ciclofosfamida fue de 26 días.  

En la figura 7 se observa que la administración de ciclofosfamida retrasa el 

crecimiento del tumor con respecto al control. Sin embargo, la administración conjunta de 

4-HC y ciclofosfamida no reduce el tamaño del tumor mas allá de lo que lo hace la 

ciclofosfamida sola. El número de nódulos metastásicos en pulmón se cuantificó conforme 

los ratones fueron muriendo en el experimento. En la figura 8 se observa que el 

tratamiento con 4-HC mas ciclofosfamida disminuyó el número de metástasis con 

respecto a los ratones que solo fueron tratados con ciclofosfamida. Pero la disminución 
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del número de metástasis solo fue significativa a la dosis de 40 mg/Kg/día (p<0.001; 

Dunnett). Por otro lado, podemos observar que el tratamiento con ciclofosfamida favorece 

la formación de metástasis  con respecto al control (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Curva de supervivencia Kaplan-Meier de ratones implantados vía subcutánea con 
células B16F10. La administración conjunta de CY y 4-HC a las dosis de 10 mg/Kg/día (p<0.0098) 
y 20 mg/Kg/día (p<0.0196) incrementó el tiempo de supervivencia con respecto a los ratones 
tratados solo con CY (Mantel-Cox log-rank). 
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Figura 7. Curso temporal del tamaño del tumor de ratones implantados con células B16-F10 
vía subcutánea. El tratamiento con 4-HC administrado conjuntamente con ciclofosfamida no 
disminuyó el tamaño con respecto a CY (Bonferroni). Sin embargo los tratamientos con CY 
disminuyen el tamaño del tumor respecto al control (Bonferroni; ***p<0.001). DE: Desviación estándar.  
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Figura 8. Evaluación del número de metástasis espontáneas en pulmón de ratones 
implantados con células B16-F10 vía subcutánea. El tratamiento con 4-HC mas CY disminuyó el 
número de nódulos metastásicos en pulmón con la dosis de 40 mg/Kg/día (***p<0.001) con 
respecto a los ratones que recibieron solo ciclofosfamida (Dunnett). 
 

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los datos obtenidos de 

supervivencia, tamaño de tumor y de la formación de nódulos metastásicos en pulmón en 

el segundo  protocolo, en el que solo se evaluó el efecto de la administración conjunta de 

la ciclofosfamida y de la 4-HC (Tabla 6). 

Tabla 6. Resumen de las evidencias encontradas del efecto de la administración 
conjunta de Ciclofosfamida y 4-hidroxicumarina, sobre la supervivencia, el tamaño del 

tumor y el número de metástasis espontáneas. 

Tratamiento Supervivencia Tamaño 
de tumor 

Metástasis 
espontáneas 

4-HC 10 mg/Kg/día y  CY 200 mg/Kg ↔  
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4-HC 20 mg/Kg/día y CY 200 mg/Kg ↔  

4-HC 40 mg/Kg/día y CY 200 mg/Kg  ↔  
Los símbolos representan con respecto a ciclofosfamida: (  )  aumento significativo, (  )  

disminución significativa, (↔) sin cambio y (     ) tendencia a disminuir.  
 

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LA  4-HIDROXICUMARINA. 

 

Los resultados obtenidos con las curvas de supervivencia (figuras 3 y 6) sugieren 

que la 4-HC además de tener efecto terapéutico también podría presentar efectos tóxicos. 

El posible efecto toxico se infirió debido a que la dosis de 40 mg/Kg/día administrada tanto 

de forma conjunta con la ciclofosfamida como sola no alarga el tiempo de supervivencia. 

Por el contrario, esta dosis provocó que los ratones murieran antes que los ratones 

control, lo cual no sucedió con las dosis de 10 ó 20 mg/Kg/día en donde se observó el 

efecto terapéutico esperado. 

 

Para evaluar el posible efecto toxico renal, hepático o pulmonar de la 4-HC (10, 20 

ó 40 mg/Kg/día) se administró vía oral durante ocho semanas a ratones C57BL/6 sanos, 

es decir sin implantación vía subcutánea de células B16-F10. Como control se utilizó 

metilcelulosa 0.2% (0.1 mL/10 g de peso). Debido a que en el ensayo de supervivencia 

los ratones llegaron a vivir hasta 60 días, se decidió realizar el ensayo de toxicidad 

abarcando este periodo de tiempo.  

 

 

a) Evaluación bioquímica de daño renal 
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La evaluación del daño renal se determinó midiendo marcadores renales tales 

como: i) la tasa de filtración glomerular, ii) los niveles de nitrógeno ureico en sangre, iii) los 

niveles de proteína urinaria y iv) los niveles de N-acetil-β-glucosamidasa. 

En la curva temporal de la figura 9 se observa que la administración crónica de las 

diferentes dosis de 4-HC no modificaron la tasa de filtración glomerular de creatinina 

respecto al control (metilcelulosa 0.2%) durante los 60 días de administración. Por otro 

lado, en la figura 9 se puede observar que los valores obtenidos cayeron dentro de los 

valores ya reportados (1.14-17.8μL/min g de ratón) (Qi, 2004). 

 

La evaluación de los niveles de nitrógeno ureico en suero (BUN) se llevó acabo 

por medio de la cuantificación de urea en sangre. Dicha determinación se realizó a través 

de un ensayo colorimétrico basado en el método de Jung. En la figura 10, la curva 

temporal del BUN muestra un incremento del 50% (p<0.05; Bonferroni) en los niveles de 

nitrógeno ureico a partir de la tercera semana de administración de 4-HC a las dosis de 20 

y 40 mg/Kg/día. La dosis de 10 mg/Kg/día incrementó (p<0.05; Bonferroni) en la misma 

proporción que las dosis mencionadas a la cuarta semana. Por otro, lado se observó que 

el incremento en los niveles de BUN inducidos por la 4-HC respecto al control, también 

sobrepasó a los niveles de referencia (7-30 mg/dL) (Mohr  1996). 

 

El funcionamiento renal también se evaluó a través de la capacidad del glomérulo 

para filtrar proteínas. Para esto, se midió proteína urinaria por medio de un ensayo 

colorimétrico basado en el método de Lowry. Ninguno de los tratamientos incrementó los 
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niveles de proteína secretada en orina (figura 11) de forma significativa con respecto al 

control (Bonferroni). La cantidad de proteína secretada en orina de los ratones tanto 

control como tratados caen dentro del rango de referencia (<100mg/día) (Mohr, 1996). 

Debido a la importante función del túbulo proximal dentro de la reabsorción del 

filtrado glomerular se determinó la actividad de N-acetil-β-glucosamidasa (NAG) en orina. 

La actividad de NAG se determinó por medio de un ensayo enzimático basado en la 

hidrólisis del sustrato de NAG. Aunque esta enzima está presente en bajos niveles de 

forma normal en orina, el tratamiento crónico con la dosis de 20 mgKg/día de 4-HC 

disminuyó los niveles de NAG en orina a partir de la sexta semana (p<0.05; Bonferroni) 

respecto al control (figura 12).  
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Figura 9. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la tasa de filtración 
glomerular de creatinina. Los tratamientos con 4-HC no modificaron de forma significativa la tasa 
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de filtración glomerular con respecto al control (Bonferroni; n=3). Los valores obtenidos caen dentro 
del los niveles normales reportados (1.14-17.8 μL/min/g de ratón). EEM: Error estándar de la media.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles de nitrógeno 
ureico en suero. Las dosis de 20 mg/Kg/día y 40 mg/Kg/día de 4-HC incrementaron los niveles de 
nitrógeno ureico en suero  (*p<0.05; Bonferroni) respecto al control a partir de la tercera semana de 
administración. La dosis de 10 mg/kg/día incrementó los niveles de nitrógeno ureico (*p<0.05; 
Bonferroni) a partir  de la 4 semana de administración (Referencia 7-30 mg/dL). (n=3). EEM: Error 
estándar de la media.  
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Figura 11. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles de proteína 
total urinaria. Los tratamientos con 4-HC no modificaron los niveles normales de proteínas 
secretadas en orina respecto al control (Referencia <100 mg/día). (Bonferroni; n=3). EEM: Error 
estándar de la media. 
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Figura 12. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles de N-acetil-
β−glucosamidasa (NAG) urinaria. La dosis de 20 mg/Kg/día de 4-HC disminuyó los niveles de 
NAG en orina (*p<0.05; Bonferroni) respecto al control, a partir de la sexta semana de tratamiento 
(n=3). EEM: Error estándar de la media. 
 
 

b) Evaluación histológica de daño renal 

La evaluación de cortes histológicos de riñón (teñidos con hematoxilina/eosina o 

con azul de toluidina) de ratones tratados diariamente con 4-HC (10, 20 ó 40 mg/Kg/día) y 

estudiados por microscopia de luz se reveló cambios importantes (metaplasia) en las 

células planas de la capa parietal de la cápsula de Bowman (flechas negras en las 

fotomicrografías es de las figuras 13 y 14), tanto en las primeras cuatro semanas como 
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después de ocho semanas de tratamiento con todas las dosis de 4-HC.  En dichos cortes 

también se observó una importante disminución de las microvellosidades y 

desorganización intracelular de los túbulos proximales (Las puntas de flecha en las figuras 

13 y 14, señalan el espacio en blanco en los túbulos proximales que se forma tras la 

pérdida de las microvellosidades).  

El estudio del riñón por microscopía electrónica de transmisión mostró que las 

células planas de la capa parietal presentan una transformación metaplásica cúbica con 

microvellosidades (flechas negras en los insertos de la figura 14). Adicionalmente a la 

disminución de las microvellosidades (puntas de flecha en los insertos de la figura 14) y 

de la desorganización celular de los túbulos proximales, la 4-HC indujo de forma dosis-

dependiente: i) picnosis y perdida de los núcleos; ii) presencia de mitocondrias con 

crestas tubulares; iii) incremento en el retículo endoplásmico liso; y iv) degeneración 

lipídica (solo con la dosis de 40 mg/Kg/día). Además, se observó que a pesar de la 

pérdida de las microvellosidades, el sistema endocítico se observa integro con todas las 

dosis de 4-HC utilizadas.  
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Figura 13. Fotomicrografías de cortes histológicos de riñón de ratones sometidos a cuatro 
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografías se muestra que la 4-HC 
(10, 20 y 40 mg/Kg/día) provoca una metaplasia cúbica con microvellosidades en las células planas 
de la cara parietal de la capsula de Bowman (flechas negras), una desorganización celular y una 
perdida de microvellosidades de los túbulos proximales (puntas de flechas negras), 1000X.  
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Figura 14. Fotomicrografías de cortes histológicos de riñón de ratones sometidos a ocho 
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En la fotomicrografía se muestra que la 4-HC 
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(10, 20 y 40 mg/Kg/día) provoca metaplasia cúbica  en la células planas de la capa parietal de la 
capsula de Bowman (Flechas negras; capa parietal (CP) en inserto), una desorganización celular y 
una perdida de microvellosidades de los túbulos proximales (Puntas de flechas negras; túbulo 
proximal (TP) en inserto). 
 
c) Evaluación bioquímica de daño hepático. 

 

 Debido a que el hígado es el principal órgano donde se metabolizan la mayoría de 

los fármacos, se evaluó su funcionalidad por medio de la determinación de los niveles de 

γ-glutamiltransaminasa (γ-GT) en suero.  

En la curva temporal del efecto de la 4-HC sobre los niveles de GGT, se observó 

que ninguna de las dosis modifico los niveles con respecto al control durante los dos 

meses de tratamiento, ni sobrepaso los niveles de referencia (8-38 mU/mL) (figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Curva temporal del efecto de la 4-hidroxicumarina sobre los niveles γ-
glutamiltransaminasa (γ-GT) en suero. Los tratamientos con 4-HC no modificaron los niveles de 
γ-GT sérica durante su administración crónica (Bonferroni; n=3). Niveles normales de referencia 8-
38 mU/mL. EEM: Error estándar de la media. 
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d) Evaluación histológica de daño hepático 

 
 
 
El estudio histológico de cortes de hígado (teñidos con hematoxilina/eosina) de 

ratones tratados con 4-HC muestra que la dosis 40 mg/Kg/día induce cambios 

citoplasmáticos en la hepatocitos periféricos a la triadas portales (vena porta, conducto 

biliar y arteria hepática), en ratones sometidos a cuatro semanas de tratamiento (flechas 

negras en la figura 16). Mientras que en la dosis de 20 mg/Kg/día se presenta este mismo 

efecto en ratones sometidos a ocho semanas de tratamiento con la 4-HC (flechas negras 

en la figura 17). Como dato importante tenemos que la dosis de 10 mg/Kg/día no provocó 

cambios en los hepatocitos durante las ocho semanas de tratamiento (figuras 16 y 17).   
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CONTROL 

4-HC 40 mg/Kg/día 4-HC 20 mg/Kg/día 

4-HC 10 mg/Kg/día 

Figura 16. Fotomicrografías de cortes histológicos de hígado de ratones sometidos a 
cuatro semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En la fotomicrografía del tejido 
hepático muestra que a dosis de 40 mg/Kg/día se produce un cambio citoplasmático en 
hepatocitos cercanos a las triadas portales (flechas negras), mientras que con las dosis de 10 y 
20 mg/Kg/día no se produce cambio alguno. 1000X 
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Figura 17. Fotomicrografías de cortes histológicos de hígado de ratones sometidos a ocho 
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografías del tejido hepático 
muestran que las dosis de  20 y  40 mg/Kg/día se produce un cambio citoplasmático en hepatocitos 
(flechas negras) cercanos a las triadas portales. La dosis de 10 mg/Kg/día no provoca cambio 
alguno. 1000X 
 

CONTROL 

4-HC 40 mg/Kg/día 4-HC 20 mg/Kg/día 

4-HC 10 mg/Kg/día 
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e) Evaluación histológica de daño pulmonar 
 

El estudio histológico de cortes de pulmón (teñidos con hematoxilina-eosina o azul 

de toluidina) con microscopía de luz  mostró que todas las dosis de 4-HC inducen 

citotoxicidad citoplasmática e hiperplasia (flechas negras en las figuras 18 y 19) en las 

células de Clara bronquiolares. La citotoxicidad citoplasmática se observó con la 

disminución de la proyección apical  de las células de Clara. 

En la figura 19 se observó que con la dosis de 40 m/Kg/día administrada durante 

ocho semanas disminuyó la hiperplasia de las células de Clara (flechas negras) respecto 

a las células de Clara de los ratones sometidos a cuatro semanas de tratamiento con esta 

misma dosis. Con las dosis de 10 y de 20 mg/Kg/día no disminuye la hiperplasia de las 

células de Clara (flechas negras)  con respecto a las células de Clara de los ratones 

sometidos a las cuatro semanas de tratamiento con estas mismas dosis. 

Con ayuda de la microscopía electrónica  (Inserto de la figura 19) se observó que 

las células de Clara  presentaron un incremento en gránulos citoplasmáticos con la dosis 

de 20 mg/Kg/día. Con la dosis de 40 mg/Kg/día se observó una menor cantidad de 

gránulos citoplasmásticos, respecto a las dosis de 10 y 20 mg/Kg/día.  Por otro lado, el 

estudio con microscopía electrónica de cortes de pulmón permitió observar que en los 

neumocitos tipo II, se formaron vacuolas en el citoplasma de forma dosis-dependiente de 

la 4-HC  (figura 19a).  
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Figura 18. Fotomicrografías de cortes histológicos de pulmón de ratones sometidos a cuatro 
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografías se muestra que la 4-HC 
(10, 20 y 40 mg/Kg/día) induce de forma dosis dependiente citotoxicidad citoplasmática e 
hiperplasia en las células de Clara (flechas negras). 1000X. 
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Figura 19. Fotomicrografías de cortes histológicos de pulmón de ratones sometidos a ocho 
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografías se muestra que la 4-HC 
(10, 20 y 40 mg/Kg/día) indujo citotoxicidad citoplasmática. También se observa que con las dosis 
de 40 m/Kg/día disminuyó la hiperplasia (flechas negras) respecto a las células de Clara de los 
ratones tratados por cuatro  semanas de tratamiento con esta misma dosis. Mientras que con las 
dosis de 10 y de 20 mg/Kg/día no disminuye la hiperplasia (flechas negras)  con respecto a las 
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células de Clara de los ratones sometidos a las cuatro semanas de tratamiento con sus 
correspondientes dosis. En los insertos se observa el efecto de la 4-HC sobre la densidad y 
número de  gránulos citoplasmáticos.  

 
 
 
Figura 19a. Fotomicrografías de cortes histológicos de pulmón de ratones sometidos a ocho 
semanas de tratamiento con 4-hidroxicumarina. En las fotomicrografías se muestra la presencia 
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de vacuolas (flechas rojas) en los neumocitos tipo II, inducidas de forma dosis-dependiente por 

tratamiento con la 4-HC.  

 
 

 

En la siguiente tabla se muestra el resumen de los resultados obtenidos de las 

determinaciones bioquímicas e histológicas realizadas para evaluar la toxicidad de la 4-

HC (Tabla 7). 

Tabla 7. Resumen de las evaluaciones realizadas en el ensayo de toxicidad de la 4-
hidroxicumarina. 

 Bioquímica Histología 

Tratamiento TF
G

 

BU
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CONTROL  N N N N N M N M N M N 

4-HC 10 mg/Kg/día N A N N N DR++ M N HP+ 
VC+ 

4-HC 20 mg/Kg/día N A N D N DR++ NC+ HP++ 
VC++ 

4-HC 40 mg/Kg/día N A N N N DR+++ NC+++ HP+ 
VC+++ 

 
En la tabla la letra (N) indica que los valores bioquímicos son normales, la letra (A) que aumentaron 
ó (D) que disminuyeron. Los resultados histológicos se indican de la siguiente forma: morfología 
normal con M N, daño renal DR, necrosis hepática NC, hiperplasia de células de Clara HP, y la 
vacuolización de neumocitos II VC.  Los signos +, ++ ó +++ corresponden a la magnitud del efecto. 
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I. DISCUSIÓN. 

 

Debido a que la principal causa de muerte por cáncer es la formación de 

metástasis, es  importante encontrar nuevos fármacos que la inhiban. Se ha demostrado 

que el tiempo de supervivencia del paciente correlaciona inversamente con la capacidad 

invasiva del tumor. Para el caso del melanoma metastásico, la Fundación de Investigación 

del Melanoma de los Estados Unidos en el 2007, publicó que la supervivencia a cinco 

años está entre el 3-9%. Actualmente, las terapias para el tratamiento del melanoma 

disminuyen el número de células cancerosas pero no son eficientes una vez que el 

paciente presenta metástasis. Por lo cual este trabajo tiene como objetivo evaluar el 

efecto antimetastásico, antineoplásico y los posibles efectos adversos de la 4-

hidroxicumarina utilizando un modelo murino de melanoma.  

En este trabajo encontramos que la 4-hidroxicumarina disminuye el número de 

metástasis experimental a pulmón tras la inoculación de células B16-F10 tratadas in vitro.  

Estudios in vitro con la 4-hidroxicumarina han reportado que en células B16-F10 

induce alteraciones en procesos celulares involucrados en la formación de metástasis 

tales como: i) la adhesión a moléculas de matriz extracelular (Velasco 2003); ii) migración 

(Velasco 2003); y iii) expresión y fosforilación de proteínas involucradas en la adhesión 

celular (Salinas 2005). Al disminuir la capacidad de adhesión y migración celular, la 4-

hidroxicumarina podría afectar las siguientes etapas del proceso de metástasis: i) la 

intravasación; ii) la extravasación; y iii) la migración en el tejido conectivo. Por lo tanto, los 

resultados encontrados en este trabajo sobre la disminución de las metástasis 
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experimentales sugieren que los cambios que induce la 4-hidroxicumarina in vitro son 

suficientes para producir un efecto antimetastásico.  

De manera similar, la administración de 4-hidroxicumarina por vía oral a ratones 

C57BL/6 también disminuye el número de metástasis experimentales a pulmón. Esto 

sugiere que la 4-hidroxicumarina tiene actividad al ser administrada por vía oral  y que con 

las dosis utilizadas (10, 20 ó 40 mg/Kg/día) se alcanza una concentración plasmática 

suficiente para modificar el potencial metastásico de las células B16-F10. Sin embargo, 

dado que la farmacocinética de la 4-hidroxicumarina no se conoce, no podemos 

especificar cuál es el rango de concentraciones plasmáticas en el que observamos el 

efecto antimetastásico. A través del reporte de  Velasco y colaboradores con células B16-

F10 tratadas in vitro con la 4-hidroxicumarina (Velasco 2003), podemos especular que el 

rango de concentración plasmática de la 4-hidroxicumarina podría estar entre 160-500 

μM, debido a que con estas concentraciones se ha observado que la hidroxicumarina 

induce alteraciones en procesos celulares involucrados en la formación de metástasis.  

Cuando tratamos ratones implantados subcutáneamente con células B16-F10, 

observamos que el tratamiento con 4-hidroxicumarina (20 ó 40 mg/Kg/día) disminuye la 

formación de metástasis espontáneas. Adicionalmente, la 4-hidroxicumarina (10 

mg/Kg/día) incrementa el tiempo de supervivencia y disminuye el tamaño del tumor, lo 

cual sugiere que este compuesto podría tener efecto antineoplásico. La administración 

conjunta de la 4-hidroxicumarina con ciclofosfamida también incrementa el tiempo de 

supervivencia (10 y 20 mg/Kg/día), pero no disminuye el tamaño del tumor respecto al 

tratamiento con ciclofosfamida, lo cual significa que el efecto sobre el tamaño  del tumor 

de la ciclofosfamida no es aditivo ni potencia el efecto con  la 4-hidroxicumarina. 
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Estudios con ciclofosfamida  han descrito que su administración conjunta con 

interleucinas, antineoplásicos y péptidos potencían el efecto antineoplásico de estos 

últimos (D’Agostini 2005; Jazowiecka-Rakus 2006; Mitrus 2006). En este trabajo 

encontramos que la ciclofosfamida potencía el efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la 

supervivencia con las dosis de 10 y 20 mg/Kg/día.  

El hecho de que la dosis de 40 mg/Kg/día de la 4-hidroxicumarina en lugar de 

incrementar la supervivencia la disminuyera, sugiere un efecto tóxico. Por lo que, con el 

fin de aclarar si la 4-hidroxicumarina tiene efectos adversos evaluamos la inducción de 

posibles efectos tóxicos sobre hígado, riñón y pulmón 

Se sabe que la cumarina  administrada de 5 a 7000 mg/día no presenta efectos 

teratógenos (Cox 1989). Estudios con humanos han demostrado la tolerancia de hasta 7 g 

diarios de cumarina con un incremento en los niveles de transaminasas, que se revierte al 

suspender el tratamiento (Marshall 1991;  Marshall  1994b).   

La cumarina es metabolizada por la familia de enzimas del citocromo P450. La 

isoforma CYP2A6 en humanos y la  CYP2A5 en ratón metaboliza la biotransformación de 

la cumarina a un metabolito no tóxico, la 7-hidroxicumarina.  Estas dos isoformas de P450 

comparten una identidad del 80% en su secuencia de aminoácidos (Aoki 2006) y las 

diferencias entre ellas explican parcialmente por que en ratones la 7-hidroxilación no es la 

principal vía metabólica de la cumarina (Lush 1978; Wood 1974). En ratas se ha 

demostrado que la 3-hidroxilación es la principal vía de biotransformación de la cumarina. 

Se ha observado que la biotransformación de la cumarina vía citocromo P450 

presenta una gran variabilidad ínterespecie e intraespecie, pero que es un requisito previo 

para el desarrollo de toxicidad en diversas especies (Lake 1999, Born 1998). Se piensa 
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que el 3,4-epóxido de la cumarina es un intermediario altamente reactivo que induce 

toxicidad por si mismo y/ó a través de su conversión al o-hidroxifenilacetaldehído (Lake 

1989; Vasallo 2004a; Vasallo 2004b).  

En este estudio se observa que la 4-hidroxicumarina induce de forma dependiente 

de la dosis y del tiempo de administración, necrosis en los hepatocitos periféricos a las 

triadas portales (vena porta, conducto biliar y arteria hepática). Pero, dichos cambios 

morfológicos no son suficientes para inducir un incremento en los niveles γ-

glutamiltransaminasa en suero.  

Efectos hepatotóxicos de la cumarina ya se han reportado previamente en ratas y 

ratones. Por ejemplo, la administración prolongada ó única de cumarina (200 mg/Kg), en 

ratas F344  produce necrosis hepática centrolobulillar (Cohen 1979; Lake, 1984; Evans 

1989; Lake 1989; Vassallo  2004a) y eleva los niveles de transaminasas en suero (Siest 

1988; Lake 1994; Fentem 1992; Lake, 1984; Lake 1993; Lake 1989). En ratones B6C3F1 

la cumarina induce hiperplasia y necrosis hepática  centrolobulillar de forma dependiente 

de la dosis y del tiempo de administración, mientras que la administración única de 

cumarina (200 mg/Kg) sólo produce hipertrofia hepática (Born 1998).  

La toxicidad localizada en hepatocitos periféricos a las triadas portales encontrada 

en este trabajo, se explica parcialmente por la hemodinámica del flujo sanguíneo en el 

hígado. El flujo sanguíneo que lleva los compuestos y nutrientes absorbidos en el tracto 

gastrointestinal llega al hígado por la vena porta. En el área portal el flujo de la vena porta 

se mezcla con el flujo sanguíneo proveniente de la arteria hepática y se inicia el 

metabolismo de lípidos, carbohidratos y compuestos nitrogenados, así como de los 

compuestos absorbidos (xenobióticos). Conforme la sangre fluye desde las tríadas a la 
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vena central de forma centrípeta, se metabolizan sus componentes. La distribución en el 

hígado de las enzimas de fase I y II que metabolizan a los xenobióticos así como la del 

glutatión, también ha sido ligada por Lake y colaboradores para explicar la 

hepatotoxicidad localizada inducida por la cumarina (Lake 1999). 

A pesar de que el 3,4-epóxido de la cumarina no se ha aislado y no se ha 

identificado en incubaciones de cumarina en presencia microsomal de hígado de rata, el 

papel tóxico del epóxido ha sido apoyado por los estudios realizados con 3,4-

dihidrocumarina (DHC) y con 3,4-dimetilcumarina (Lake 1989; Lake 1994). En donde tanto 

la 3,4-dihidrocumarina como la 3,4-dimetilcumarina no inducen hepatotoxicidad en ratas, a 

diferencia de las que fueron sometidas a la cumarina. Estos resultados sugieren que 

existe un impedimento estérico que obstaculiza la formación del 3,4-epóxido de la 

cumarina. (Lake 1989; Lake 1994). 

En la evaluación del efecto tóxico de la 4-hidroxicumarina en pulmón realizada 

este trabajo, observamos que en células de Clara se induce: i) daño citoplasmático 

(perdida de la proyección apical); ii) incremento de gránulos citoplasmáticos (ricos en 

lípidos y mucopolisacáridos) e iii) hiperplasia. Por otra parte encontramos que el 

tratamiento induce la formación de vacuolas en los neumocitos tipo II.   

Diversos estudios han descrito que la cumarina induce necrosis en las células de 

Clara e incrementa la incidencia de adenomas alveolo/bronquiolares y carcinomas en 

pulmón de ratones B6C3F1, mientras que en ratas F344 no se presentan dichos efectos. 

(Vallaso 2004b; Zhuo 1999; Born 1998). Por otro lado, en estudios con  ratones se ha 

observado que la cumarina puede inducir tolerancia en las células de Clara tras 

exposiciones repetidas (Carlton 1996, Born 1997b; Fix 1998). Después de dos semanas 
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de tratamiento con 200 mg/Kg de cumarina, las células de Clara histológicamente se 

observan normales (Born 1997b; Fix 1998; Lake 1999). Se ha reportado que una 

exposición a la cumarina es capaz de reducir los niveles enzimáticos de CYP450 en 

microsomas de pulmón de ratón y que esta disminución no se observa después de dos 

semanas de tratamiento (Born 1997; Fix 1998). Por lo cual se planteó la hipótesis de que 

existen otros factores distintos a los niveles de las isoformas del CYP50 que son 

responsables de los mecanismos por los cuales la cumarina induce tolerancia en las 

células de Clara de pulmón de ratón (Lake 1999). Uno de los factores que también se ha 

relacionado con la adquisición de la tolerancia es el cambio en la regulación de glutatión 

(West 2000). Born sugiere que la tolerancia desarrollada por las células de Clara a 

diferencia de la toxicidad no se debe a una disminución en la formación del 3,4-epóxido 

de la cumarina, sino a que se puede estar incrementando la habilidad de destoxificación 

por conjugación con glutatión (Born 1999).  

La toxicidad selectiva sobre células de Clara de pulmón de ratón, inducida por la 

cumarina, se explica parcialmente por que en ratones esta estirpe celular es más 

abundante que en pulmón de ratas, y en estos dos roedores su abundancia es aún mayor 

que en pulmón humano (Lumsden 1984; Plopper 1980b, Lake 1999). Por otro lado, las 

células de Clara presentes tanto en ratones como en ratas presentan un abundante 

retículo endoplásmico liso, el cual está prácticamente ausente en las células de Clara de 

pulmón humano (Plopper 1980a). El abundante retículo endoplásmico liso sugiriere una 

alta actividad metabólica de las monooxigenasas y de las isoformas del CYP450  en las 

células de Clara de ratón, que podrían estar dando lugar a metabolitos tóxicos (Lake 

1999).  
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Por otro lado, la toxicidad que se observa en las células de Clara como en los 

neumocitos tipo II probablemente se debe a que estas dos estirpes celulares comparten 

características metabólicas y funcionales que los hacen más susceptibles (Devereux 

1984; Hynes  1999; Born 2002). Tanto los neumocitos tipo II como las células de Clara 

tienen una gran cantidad de retículo endoplasmático liso con alta actividad metabólica de 

las enzimas del citocromo P450 que dan lugar a la regulación y producción del surfactante 

y/ó a la destoxificación de sustancias nocivas que llegan al pulmón por inhalación o 

circulación sanguínea (Devereux 1984, Charles 1991).  

 Diversos estudios sugieren que las diferencias en los efectos tóxicos que se 

observan entre especies, no solo dependen de las características de la estirpe celular sino 

también de las diferencias en la cantidad y actividad de las isoformas del CYP450 (Born  

1998; Vallaso   2004b;  Zhuo 1999). En ratón se ha descrito que la isoforma CYP2F2 del 

CP450 está presente abundantemente en las células de Clara y que es la responsable de 

la formación del 3,4-epóxido de la cumarina a partir de la cumarina (Vasallo 2004b). Los 

efectos tóxicos que se encontraron en este trabajo sobre las células de Clara, sugieren 

que la 4-hidroxicumarina puede ser ó formar un metabolito intermediario que CYP2F2 

tome como sustrato para la formación del 3,4-epóxido de la cumarina. 

En pulmón de humanos se ha identificado que CYP2F1 es un enzima  ortóloga y 

con una identidad del  80 % a el CYP2F2 de ratón (Nhamburo 1990). Sin embargo, en 

estudios con preparaciones microsomales de pulmón de humano se ha observado que la 

cumarina no es metabolizada al 3,4-epóxido de la cumarina. Dichos resultaron llevaron a 

plantear la hipótesis de que estas diferencias podían deberse a que CYP2F1 es poco 
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abundante en pulmón o a que la actividad catalítica sea baja en humano y por lo tanto la 

formación del epóxido sea insignificante (Vasallo 2004b).  

Estudios han atribuido que en ratones el metabolismo del estireno y del naftaleno 

se lleva acabo por CYP2F2 causando necrosis en las células de Clara, tal como sucede 

con la cumarina (Buckpitt 1995; Hynes 1999; Nagata 1990). Estos estudios plantearon 

que la abundancia y la actividad  de CYP2F2 en células de Clara en el ratón predisponen 

a esta especie de la toxicidad de xenobióticos como la cumarina, el naftaleno y el estireno 

(Born 2002; Buckpitt 1995; Hynes 1999). Ahora, con los resultados de este trabajo 

dilucidamos que la 4-hidroxicumarina es un nuevo xenobiótico que induce toxicidad a las 

células de Clara y en los neumocitos tipo II en ratones C57BL/6. 

En preparaciones microsomales de pulmón humano se ha observado que así 

como no se biotransforma eficientemente la cumarina (Vasallo 2004b), tampoco el 

naftaleno ni el estireno (Buckpitt 1986), lo cual sugiere que la ausencia ó baja actividad de 

la enzima CYP2F1 no permite la biotransformación a metabolitos tóxicos; tal como lo hace 

la enzima CYP2F2 en ratón. Es decir, posiblemente la enzima  CYP2F1 no catalice la 

formación del 3,4-epóxido cumarina y por lo tanto no se desarrolle el efecto tóxico 

observado en este trabajo.  

En la evaluación toxicológica de la 4-hidroxicumarina sobre el riñón realizada en 

este trabajo, se demuestra que el tratamiento induce metaplasia cúbica con 

microvellosidades en las células planas de la capa parietal de la capsula de Bowman. En 

células del túbulo proximal, la 4-hidroxicumarina induce modificaciones morfológicas 

severas tales como: i) disminución de las microvellosidades; ii) desorganización celular; iii) 

picnosis y perdida de los núcleos; iv) presencia de mitocondrias con crestas tubulares; v) 
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incremento en el retículo endoplásmico liso; y vi) degeneración lipídica. A pesar de que 

dichas modificaciones sugieren la existencia de un proceso de muerte celular de las 

células del túbulo proximal,  la evaluación funcional del riñón a través de los parámetros 

bioquímicos, indican que la existencia del daño morfológico en el riñón no modifica la 

función renal. 

A pesar de que en las células del túbulo proximal se observan varios cambios 

morfológicos, la presencia íntegra del sistema endocítico (sistema encargado de la 

reabsorción de nutrientes) explica parcialmente el por que los parámetros funcionales del 

riñón determinados en este trabajo se encuentran dentro de los valores normales a 

excepción de los niveles de nitrógeno ureico en sangre. La excreción renal (por difusión 

pasiva o por transporte activo) que sufren algunos fármacos y sus metabolitos, se ha 

correlacionado con el incremento de nitrógeno ureico en sangre (Guyton 2005). Dicha 

excreción puede modificar la osmolaridad entre el espacio intersticial y el tubular, 

creándose un gradiente de concentración entre la urea tubular y la intersticial; que 

provoca que la urea no se elimine y se acumule en sangre (Guyton 2005). Esto sugiere 

que la acumulación de nitrógeno ureico en sangre puede deberse a los cambios en la 

osmolaridad  y no por que exista daño funcional en los riñones. Fármacos como el ácido 

p-aminohipúrico y la penicilina son excretados en un solo recorrido del flujo sanguíneo por 

el riñón, sin modificar la osmolaridad tubular ni los niveles de nitrógeno ureico en sangre 

(Guyton 2005, Klaassen 1999). Sin embargo, antiinflamatorios no esteroides (naproxen, 

indometacina y diclofenado), amino-glucósidos (kanamicina, amikacina y gentamicina), 

antineoplásicos (cisplatino, oxaliplatino) y otros fármacos, modifican la osmolaridad y/ó 

inducen necrosis tubular, dando lugar al incremento de los niveles de nitrógeno ureico en 



Análisis del efecto antimetastásico in vivo de la 4-hidroxicumarina. 
 

 82

sangre (Guyton 2005, Klaassen 1999). Actualmente no se conoce si los metabolitos de la 

4-hidroxicumarina o la misma 4-hidroxicumarina son eliminados rápidamente por difusión 

pasiva ó por algún transportador. Pero el incremento de nitrógeno ureico en sangre que 

induce el tratamiento con 4-hidroxicumarina sugiere cambios en la osmolaridad tubular e 

intersticial.  

La presencia de la 4-hidroxicumarina y posiblemente de sus metabolitos tóxicos en 

el flujo sanguíneo aunado a la hemodinámica del flujo sanguíneo por el riñón, puede 

explicar parcialmente los cambios inducidos sobre las células planas de la capa parietal 

de los glomérulos. Por otro lado, los severos cambios morfológicos que sufren las células 

tubulares, además de explicarse parcialmente por la hemodinámica, también pueden 

deberse a que la alta actividad metabólica en las células de túbulo proximal podría 

favorecer la producción de metabolitos más tóxicos ó difíciles de eliminar, que los que 

llegaron inicialmente en el flujo sanguíneo.  

 In vitro, empleando células LLCPK-1 de túbulo proximal de cerdo, se ha descrito 

que tanto la alta actividad metabólica de las enzimas del CYP450 (CYP3A y CYP2B6), así 

como la disminución del glutatión, están implicadas en la nefrotoxicidad causada por la 

ifosfamida (Aleksa, 2005). Este estudio muestra que la presencia de enzimas del CYP450 

y la disminución de los componentes de los mecanismos de destoxificación en el túbulo 

proximal predispone a esta estirpe celular a la toxicidad de fármacos.  

Actualmente se ha descrito que la isoforma CYP2F2, causante de la toxicidad en 

células de Clara, se encuentra presente en el riñón aunque en  baja cantidad (Nhamburo 

1990; Ye  1997;  Baldwin 2004). Pero, a pesar de que sabemos que la isoforma CYP2F2 

está presente en el riñón, no podemos dilucidar si la toxicidad que observamos en el 
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túbulo proximal se debe a: i) la producción del 3,4-epóxido de la cumarina ó de 

metabolitos tóxicos no descritos, formados por otras enzimas de la familia CYP450; ii) la 

disminución de los mecanismos de defensa contra la toxicidad; ó iii) la acumulación de 

metabolitos de la 4-hidroxicumarina ó de esta misma.  

La presencia de mitocondrias con crestas tubulares y el incremento del retículo 

endoplásmico liso en células de túbulo proximal, que observamos en este trabajo tras el 

tratamiento con 4-hidroxicumarina, correlacionan con un incremento en la actividad 

metabólica y esto a su vez muy posiblemente con la generación de metabolitos tóxicos y/ó 

difíciles de eliminar.   

La disminución de las microvellosidades y el desarreglo intracelular de los túbulos 

proximales inducido por la 4-hidroxicumarina en este trabajo, correlacionan con las 

modificaciones en el arreglo del citoesqueleto de actina reportado previamente in vitro en 

células B16F10 (Velasco 2003). Con base a estos resultados puede contemplarse la 

posibilidad de que la polimerización de la actina sea un blanco susceptible a los efectos 

de la 4-hidroxicumarina, debido a que tanto el arreglo intracelular como las 

microvellosidades están dados por filamentos de actina. Dicho efecto  sobre la actina 

podría aclararse en parte, si se realizara una tinción con faloidina en células de túbulo 

proximal tratadas in vitro con 4-hidroxicumarina.   

A pesar de que no se han aclarado los mecanismos por los cuales la cumarina 

tiene efecto tóxico en el riñón. El Programa Nacional de Toxicología de los Estados 

Unidos en 1993 describió que la cumarina en ratas, induce necrosis del túbulo proximal e 

incremento de la incidencia de tumores en riñón. Este programa también sugiere que el 
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efecto tóxico de la cumarina posiblemente involucre la formación de metabolitos 

electrofílicos como el 3,4-epóxido de la cumarina.  

A pesar de que no sabemos claramente que metabolito (s) de la 4-hidroxicumarina 

induce la toxicidad en este trabajo, las características de los diferentes órganos tales 

como: i) la cantidad, actividad  e inducibilidad de las isoformas del CYP450; ii) los 

mecanismos de destoxificación; y iii) la capacidad regenerativa del tejido, explican 

parcialmente por que observamos diferentes niveles de toxicidad en los órganos 

evaluados.  

Cox y colaboradores, observaron en humanos que tras la administración crónica 

de 100 mg/día de cumarina  se incrementan los niveles de transaminasas en suero y que 

al suspender el tratamiento los niveles disminuyen a los valores normales (Cox 1989).  

Este estudio sugiere que posiblemente si se retira el tratamiento con la 4-hidroxicumarina 

los efectos tóxicos observados podrían revertirse. Esta hipótesis puede apoyarse con lo 

reportado en células B16-F10, en donde los efectos inducidos por la 4-hidroxicumarina se 

revierten al retirar el tratamiento (Velasco 2003). Para aclarar si el efecto tóxico de la 4-

hidroxicumarina es reversible, podría realizarse un estudio en donde se administre 4-

hidroxicumarina a ratones C57BL/6 vía oral, tal como se hizo en este estudio. 

Posteriormente, se retiraría el tratamiento y se realizaría un estudio histológico, para 

observar si los órganos estudiados vuelven a presentar una morfología normal.  

 

Dada la importancia de los procesos adhesivos en la generación de metástasis, la 
identificación de fármacos como la 4-hidroxicumarina que alteren la adhesión y migración 
celular de células cancerosas puede ser importante para el pronóstico y generación de 
nuevas terapias 



Análisis del efecto antimetastásico in vivo de la 4-hidroxicumarina. 
 

 85

I. CONCLUSIONES. 

 
 

• La 4-HC inhibe la formación de metástasis experimentales y espontáneas, 

disminuye el tamaño del tumor e incrementa el tiempo de sobrevida en el modelo 

de melanoma murino utilizado en este trabajo.  

 

• La administración conjunta de la 4-HC con la ciclofosfamida incrementa el tiempo 

de sobrevida e inhibe la formación de metástasis espontáneas, pero no disminuye 

el tamaño del tumor con respecto al tratamiento solo con ciclofosfamida. 

 

• La administración crónica de la 4-HC no modifica la función renal o hepática, pero 

induce daño histológico en el riñón, hígado y pulmón. 
 

 
 
 
II. PERSPECTIVA. 

Considerando que la 4-hidroxicumarina in vivo presenta efectos antimetastásico, 

antineoplásico y toxico, deben realizarse estudios posteriores para encontrar un esquema 

de administración y una dosis en que se observe el efecto terapéutico y se minimice el 

efecto tóxico. Esto con la finalidad de proponer a la 4-hidroxicumarina como un fármaco 

para complementar las terapias contra el melanoma. 
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