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RESUMEN

Introduccion : Las cumarinas son compuestos am-
pliamente distribuidos en la naturaleza. En el hu-
mano el principal metabolito de la cumarina es la
7-hidroxicumarina. Estos compuestos presentan
actividad antitumoral in vitro e in vivo . Previamen-
te reportamos que la cumarina y la 7-hidroxicuma-
rina ejercen actividad citostéatica en lineas de ade-
nocarcinoma; sin embargo, se desconocen los as-
pectos relacionados a la fase del ciclo celular en la
gue estos compuestos pueden actuar.
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Objetivo : Determinar el efecto de la cumarina y la
7-hidroxicumarina en la transicién del ciclo celular
en lineas de adenocarcinoma pulmonar.
Material y métodos : Tres lineas de adenocarcino-
ma pulmonar (SK-LU-1, 1.3.15 y 3A5A) y células
mononucleares de individuos sanos estimuladas
con fitohemaglutinina, se incubaron por 24h y
40h respectivamente, con 100 pg/mL de cumarina
o 7-hidroxicumarina. Las perturbaciones en el ciclo
celular se evaluaron por medio de la determinacion
de contenido de DNA por citometria de flujo.
Resultados : Posterior al tratamiento, las lineas
celulares presentaron acumulacion significativa de
células en la fase G0/G1, disminuyendo proporcio-
nalmente la poblacién de células en la fase S. En
cambio, las células mononucleares no presentaron
cambios significativos después del tratamiento.
Conclusiones : Estos resultados demuestran que
los compuestos cumarinicos causan un arresto de
las células tumorales en la fase GO/G1. El conoci-
miento de las perturbaciones en el ciclo celular,
inducidas por estos productos, puede facilitar la
elaboracién de esquemas de tratamiento mediante
combinaciones con otros fArmacos que arresten en
distinta(s) fase(s) del ciclo. Ademas, esta metodo-
logia permite evaluar la susceptibilidad de las
célulastumorales alos agentes quimioterapéuticos.
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ABSTRACT

Introduction: Coumarins are compounds widely
distributed in nature. In humans, the main
metabolite of coumarin is 7-hydroxicoumarin.
These compounds show antitumoral activity in
vivo and in vitro. We previously reported that
coumarin and 7-hydroxicoumarin have cytostatic
activity in adenocarcinoma cell lines; however, no
reports are available concerning the cell cycle
phase in which these compounds may act.
Objective: To determine the effect of coumarin and
7-hydroxicoumarin on the cell cycle transition in
lung adenocarcinoma cell lines.

Material and methods. Three adenocarcinoma cell
lines (SK-LU-1, 1.3.15, 3A5A) and healthy donor
mononuclear cells stimulated with phytohemagglu-
tinin were incubated for 24h and 40h respectively
with 100 pg/mL of coumarin or 7-hydroxicoumarin.
Cell cycle disturbances were evaluated by flow
cytometry using DNA content analysis.

Results: After treatment, the cell lines showed
statistically significant accumulation of the GO/GI
cell cycle phase, accompanied by a proportional
depletion ofthe S-phase. Nevertheless, no significant
changes were observed in mononuclear cells after
treatment.

Conclusions: Results show that coumarin and 7-
hydroxicoumarin arrest tumoral cells at the GO/GI
phase. Understanding the cell cycle disturbances
induced by these compounds will helpinthe design of
treatment schedules by combination with other drugs
that arrestthe cell cycle at other phases. Furthermore,
this methodology can be used to test tumor cell
susceptibility against chemotherapeutic agents.

INTRODUCCION

Las células llevan a cabo la division celular mediante
duplicacion de sus cromosomas para segregar unacopia
delmaterial genético, asi como de los organelos esenciales
acadacélula hijal. Laregulacion de la division celular es
unevento critico para el desarrollonormal de los organis-
mos multicelularesy se hademostrado que su alteracién se
asocia al desarrollo del cancer. Los tumores malignos
puedenllevar acabo lainvasion del estromacircundante,
degradarmembranasbasalesy establecerse ensitios dis-
tantes, aln antes de que el tumor primario alcance un
tamafio clinicamente detectable, porlo que unaformade
tratamiento de los canceres es el empleo de laquimiotera-
pia. En este tipo de tratamiento, deben considerarse los
efectos terapéuticos y téxicos de los distintos agentes
empleados, asicomolaresistenciabioquimicay especifica
de algunostipos de células cancerosas?.

El cancer pulmonar, por su alta mortalidad, es un
problema de salud publica a escala mundial. El grupo
clasificado como cancer pulmonarde células no pequefias
comprende del 75 al 80% de todos los casos de cancer
pulmonar y, por su capacidad metastasica temprana,
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presenta baja tasa de sobrevida®. Los tratamientos
guimioterapéuticos empleados en la actualidad no mues-
tran un incremento importante en la sobrevida de estos
pacientes, lo que enfatizalanecesidad de buscar nuevasy
mejores opciones de tratamiento® 4.

Por otro lado, las cumarinas pertenecen al grupo de
compuestos conocidos como benzopironas, consistentes
de un anillo benceno unido a una pirona —un anillo
heterociclico de seis miembros que contiene un atomo de
oxigeno y cinco carbonos sp>—. Estos compuestos se
encuentrandistribuidos en unagran variedad de plantas,
suampliadistribucién parece correlacionar con la capaci-
dad que poseen de inhibir el crecimiento de diversos
patogenos paralas plantas®.

Laadministracion de lacumarinaen modelos animales
y en el humano indica que es completa y rapidamente
absorbida en el tracto gastrointestinal, y se metaboliza
principalmente en el higado por efecto del primer paso. A
diferencia de otros organismos, en elhumanolaviamas
importante esla 7-hidroxilacion, catalizada porlaenzima
CYP2AG6, especificadel citocromo P450. Eltiempo de vida
mediade lacumarinaen lacirculacion sistémica es aproxi-
madamente una hora y es independiente de la via de
administracion. Ademas, el metabolito 7-hidroxilado es
excretado en laorinacomo glucurénido®.

Existen diversos reportes del uso de las cumarina asi
comode susderivados enlaprevenciony eltratamientode
diversos carcinomas. Se haempleado en eltratamientode
cancerde mama, préstata, riidn, melanoma, etcétera, asi
como agente protector contra carcin6genos®*?. Se desco-
nocenlos posibles mecanismos mediante los cuales estos
compuestos puedan ejercer suaccion. Algunas investiga-
ciones indican que es a través de la estimulacion del
sistema inmunitario, mientras que otras consideran un
efecto directo sobre las célulastumorales®1.

Enrelacién con esto Ultimo, varios grupos de investiga-
dores han evaluadolos efectos antiproliferativos directos
delas cumarinas sobre las células malignas, encontrando
que la cumarinay la 7-hidroxicumarina inducen, in vitro,
inhibicion de la proliferacion en diversaslineas celulares
malignas de distintotipo histoldgico, incluyendo lineas de
cancer pulmonar&e,

En el ambito mundial se ha iniciado una serie de
estudiostendientes a estudiar lafase del ciclocelularenla
cualactianlos distintos agentes quimioterapéuticos. Nues-
tro grupo ha reportado previamente que las cumarinas
causan inhibicion de la proliferacion de lineas de cancer
pulmonar??, porlo que esimportante conocer las fases del
ciclo celular en la que actlan estos compuestos, con la
finalidad de emplear combinaciones de agentes que ofrez-
canunamejor esperanzade tratamiento en pacientes con
cancer pulmonar.

MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

Seemplearontreslineastumorales de origen pulmonar
de laestirpe histolégicaadenocarcinoma. Lalinea SK-LU-
1 obtenida del American Type Culture Collection(ATCC)
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Rockville, MD, USA, asi como dos lineas designadas
1.3.15 y 3A5A, obtenidas y establecidas a partir del
derrame pleural de dos pacientes con diagnostico de
adenocarcinoma pulmonary libres de tratamiento. Estas
lineas yahansido previamente caracterizadas?®.
Todaslaslineas celularesempleadas muestran caracte-
risticas de adhesion durante su crecimiento, se mantuvieron
enmedio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10%de
suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina G sédicay 100
pa/mL de estreptomicina, reactivos obtenidos de Sigma
Chemical Co(St. Louis, MO, USA). Lascélulas seincubaron
en atmosfera himeda con 5% de CO,, a temperatura de
37°C. Alllegaraconfluencia, las células se trataron con una
mezclatripsina-versenoy agitacion mecanicaparasu des-
prendimiento. Laviabilidad de las células siempre fue supe-
rior al 94%, determinada por exclusion con azul de tripano.

Reactivos

Los compuestos cumarinay 7-hidroxicumarina se ob-
tuvieron de Aldrich Chemical Co (Milwaukee, WI, USA)
conunapurezadel 99%. Losreactivos, yoduro de propidio
yRNAasalibre de DNAasa se obtuvieronde Sigma Chemical
Co(St. Louis, MO, USA). El etanol absoluto fue adquirido
de Merck (Darmstadt, Germany). El equipo conteniendo
nacleos de eritrocitos de pollo y timocitos de ternera
(controlesinternos para analisis del DNA por citometriade
flujo), asi como la solucién salina para citdmetro fueron
adquiridas de Becton-Dickinson (San José, CA, USA).

Preparacién de los compuestos cumarinicos

Se prepararon disoluciones stock de cumarina y 7-
hidroxicumarina a concentracion de 2.5 mg/mL en una
mezcla de 37.5% (v/v) de etanol absoluto con medio
RPMI-1640libre de suerofetal bovino. Estas disoluciones
se mantuvieron en condiciones de esterilidad como se
reportd previamente?®,

A partir de las disoluciones stock de los compuestos
cumarinicos, se hicieron diluciones a 100 pg/mL para
emplearse enlos ensayos. Como control de diluyente se
utilizé unamezcla etanol-medio RPMI-1640aunaconcen-
tracién final de 1.5% (v/v).

Efecto de cumarina y 7-hidroxicumarina sobre el
ciclo celular de células de carcinoma pulmonar

Se adicionaron 2 x 10° células de las lineas SKLU-1y
3A5A, asicomo 3.5x 10°célulasdelalineal.3.15apozos
de placas de 24 pozos para obtener subconfluencia del
90%. Encada caso, las células seresuspendieronen1.2
mL de: 1) medio de cultivo, 2) diluyente, 3) 100 ug/mL de
cumarina, y 4) 100 pg/mL de 7-hidroxicumarina. Los
cultivos se incubaron por 24h a 37°C en atmésferade 5%
de CO,. Cadaexperimento se realiz6 al menos dos veces
y cada ensayo fue por triplicado.

Al finalizar el cultivo, las células se recolectaron por
tripsinizacion y se fijaron con etanol frio al 70% (v/v),
conservandose a-20°C porlo menos durante 24h. Poste-
riormente, se lavaron con PBS, cada boton celular se
resuspendid en PBS conteniendo 10 pg/mL de yodurode
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propidioy 5 unidades Kunitz de RNAasallibre de DNAasa.
Se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente
para, posteriormente, analizarlas muestras por medio de
un citometro FACScalibur. Los resultados se indican como
histogramas donde se representa el nimero de eventos
versusel contenido de DNA, representado por laintensi-
dad defluorescenciaal analizar 10,000 eventos.

Evaluacion del efecto sobre el ciclo celular de
células mononucleares por la cumarina y la 7-
hidroxicumarina

A partir de sangre periférica heparinizada de dos volun-
tarios sanos, se purificaron las células mononucleares
(CMN) empleando un gradiente de Ficoll-Hypaque obte-
nido de Nycomed Pharma (Oslo, Norway). Las CMN se
ajustaron a una concentracion de 1 x 10% cel/mL.

Las CMN provenientes de 1.2 mL se resuspendieron,
como seindicé enlaslineastumorales, enlos compuestos
cumarinicosysus correspondientes controles. Ademas, cada
tratamiento conteniafitohemaglutinina (PHA) aunadilucion
1:200(GIBCOBRL, Gaithesburg, MD, USA). Los cultivos se
incubaron durante 40h a 37°C enatmosferade 5%de CO,,
Lascélulas serecolectaronmediante agitacibn mecanicay se
fijaron conetanolfrio (-20°C) al 70% (v/v), posteriormente se
realizé la determinacion de contenido de DNA mediante la
técnicade yodurode propidio, antes descrita.

Analisis estadistico

El perfildel ciclo celular se analizé mediante el progra-
ma Modfitversion 2.0. Para cadatratamiento se comparé
el porcentaje de célulasdistribuidas enlas diferentes fases
delciclo celular. Afin de determinar diferencias significa-
tivas entre las distribuciones de las fases del ciclo celular
causada por las diferentes exposiciones, alos resultados
experimentales se les realizé un analisis de varianza y
posteriormente la prueba de Tukey. Ambas pruebas fue-
ronrealizadas con el programa de computo SigmaStat vV
2.0 (Jandel Scientific).

RESULTADOS
El cultivo de las lineas tumorales aladensidad y periodo
empleados permitié determinar el perfil de las fases del
ciclo celular caracteristico de cada linea, empleando la
determinacion de contenido de DNA por citometria de
flujo (Figura 1). Elintervalo de porcentajes obtenido para
las tres lineas oscil6 de 50 - 70% paralafase GO/G1, 15-
32%paralafase Sy 12-15% paralafase G2/M (Tablal),
lo cual hizofactible ladeteccion de posibles alteraciones
atribuibles alos compuestos por estudiar.
Lascélulasexpuestasalos compuestos cumarinicosala
concentracion de 100 pg/mL mostraron variacionesenla
distribucion de las fases del ciclo celular. La Figura 1,
muestra el perfildel ciclo celular paracadaunadelaslineas
ensayadas en presenciade los diferentes tratamientos. En
laTablalseindicanlos porcentajes de células distribuidas
enlasfases delciclo celular para cada exposicion.
Lascélulasdelalinea SK-LU-1 no mostraron cambios
significativos en las fases del ciclo celular cuando se
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Contenido de DNA por citometria de flujo
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Figura 1. Se muestra la distribucién de células en cada fase del ciclo celular obtenida mediante la determinacién del contenido
de DNA por incorporacion de yoduro de propidio. Los histogramas resultantes de cada tratamiento representan el analisis de
10,000 eventos por citometria de flujo.

Tabla I. Distribucion de las fases del ciclo celular de lineas de adenocarcinoma.

Tratamiento Porcentaje de célulastumorales
G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
SK-LU-1 1.3.15 3A5A
Medio 532+09 320+11 148+14 664+16 220+03 116+14 71.0+£09 149+09 14.1+0.9
Diluyente 535+08 33.7+0.8 128+ 0.2 709 £ 0.2* 204 £+ 0.6* 8.7 +0.7 743 + 1.3* 10.7 + 1.4* 15.0 £ 0.3
Cumarina 63.4 £ 2.1* 27.0 + 2.2* 9.6 + 0.4* 77.2 £+ 0.6* 129 £+ 0.2* 99+ 05 785+ 14* 53+ 15* 162+ 1.8
7-hidroxicumarina  65.8 + 3.4* 239 £+ 2.4* 10.3 £ 1.3* 76.2 + 0.9* 12.1 + 0.6* 11.7 £+ 0.3 779 £+ 1.0* 49 + 1.1* 17.2 + 1.3

Ladistribucion de lasfases del ciclo celular se determiné por citometria de flujo. Los cultivos de las lineas de adenocarcinoma se incubaron
por24hy setrataron como se describe en Materialy métodos. La proporcion de células en cada fase se determind empleando el programa
Modfit. Los resultados representan el promedio de tres experimentos.

* Diferencias significativas con respecto al medio y al diluyente (p<0.05, prueba de Tukey).
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Tabla Il. Distribucién de las fases del ciclo celular
en células mononucleares.

Tratamiento Porcentaje de células mononucleares

G0/G1 S G2/M
Medio 70.2 £ 2.0 22.8+0.9 7.0+£1.0
Diluyente 63.3+2.6 26.4+16 10.3+43
Cumarina 71.3+42* 235+34 5.2+0.8
7-hidroxicumarina 744 +39* 21.9+35 3.7 £ 0.3*

La distribucion de las fases del ciclo celular se determind por
citometriade flujo. Las células mononucleares obtenidas de un
voluntario sano se incubaron por 40h y se trataron como se
describe en Material y métodos. La proporcion de células en
cada fase se determiné empleando el programa Modfit. Los
resultados representan el promedio de tres experimentos.

* Diferencias significativas con respecto al diluyente (p< 0.05,
prueba de Tukey).

expusieronal diluyente, comparado con las que se mantu-
vieron en medio de cultivo (53%). Con respecto a las
células tratadas con cumarina y 7-hidroxicumarina, el
porcentaje de célulasenlafase GO/G1seincrement6éa 63
y 65% respectivamente, mostrando diferencias significati-
vas con respecto al medio y diluyente (p<0.05). Con
relacién a la fase S, ambos compuestos causaron
decremento significativo en el porcentaje de células. Este
mismo comportamiento se observo paralascélulasenla
fase G2/M. Estos resultados indican un arresto de las
célulasenlafase GO/G1, conlaconsecuente disminucion
enlaproporcion de células en lafase Sy G2/M.

Enlalineal.3.15, el diluyente modifico significativamente
la distribucion de células en las fases GO/G1y S del ciclo
celular,loque se observé comounaacumulacionde células
enGO0/G1. Los compuestos probados causaronunarresto
delascélulasen GO/G1 conlaconcomitante disminuciénde
la poblacion enlafase S (p<0.05). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas de la poblacién celular en G2/M
conrespecto al medioy diluyente.

La linea 3A5A mostré aumento en la proporcién de
célulasenlafase GO/G1en presenciadel diluyente odelos
compuestos cumarinicos (p<0.05), este incremento se vio
reflejado en una disminucion proporcional de las células
enfase S (p<0.05). En cambio, lafase G2/M no se alteré
bajo ningunade las exposiciones.

LaTablall muestralos porcentajes de lasfases del ciclo
celularenlas CMN de unvoluntario sano, posteriorauna
incubacion de 40h. Bajo nuestras condiciones experimen-
tales, el diluyente modifico ligeramente el perfil del ciclo
celular; sinembargo, estas variaciones nofueron significa-
tivas. Lacumarinay suderivado no causaron diferencias
significativas enladistribucién de las células al comparar-
las con el medio de cultivo.

Un comportamiento similar se observd con células
mononucleares de otro voluntario (datos no mostrados).
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DISCUSION

Previamente reportamos que la cumarinay su principal
metabolito, la 7-hidroxicumarina, presentan actividad
citostaticaenlineas de adenocarcinomapulmonar®®. Se ha
sugerido que cambios en la distribucién de las células
tumorales, conrelacion alasfasesdelciclo celular, pueden
asociarse asu susceptibilidad al tratamiento conunagente
citostatico?2t, Porlo que determinar si estos compuestos
actian de maneraespecifica, causando arrestoenalguna
delasfasesdelciclo celular enlas células tumorales, nos
permitira sugerir su posible empleo en el tratamiento del
adenocarcinoma pulmonar.

Enrelacién connuestrosresultados, el etanolempleado
como diluyente de los compuestos ala concentracién de
1.5% (v/v), no afecta a la linea SK-LU-1; sin embargo,
indujo un arresto enlafase GO/G1 paralaslineas 1.3.15
y 3A5A. Un comportamiento similar hasido reportado por
diversos autores. Cooky colsy Higgins 2223 reportan una
acumulacionde célulasen GO/G1, dependiente de dosis,
enlineas de tumores hepaticos de origen murino, mientras
gue Guoy cols*, describen un efecto semejante encélulas
epiteliales humanas.

Lasdiferencias observadas ennuestros resultados con
respectoalaslineascelularesindicanque, laslineas 1.3.15
y 3A5A muestran un mayor grado de susceptibilidad ala
concentracion de etanolempleada. Pese aque el diluyente
modifico ligeramente el perfil del ciclo celular en estas dos
lineas, los cambios nointerfirieron de maneraimportante
ennuestro estudio.

Loscompuestos probados, cumarinay 7-hidroxicumarina,
causaronunarresto enlafase GO/G1delastreslineasde
adenocarcinomautilizadas. El arresto en este punto conlle-
vaaquelascélulasnoprogresenhacialafase S, observan-
dose unadisminuciéndelamisma. Enelcasodelalinea SK-
LU-1, este efectorepercute alinenlafase G2/M, enlaque
se observé unaligera disminucion. Este comportamiento
puede estar asociado al tiempo de duplicacién mas corto
gue presentaestaultimalineacelular. Finalmente, el efecto
citostatico observado para estos compuestos puede atribuir-
seaunbloqueo enlatransicion G1/S.

Conrelacidnalas células mononucleares, se determin6
gue la incubacién con PHA durante 40h permitia una
distribucién delas célulasalolargodelciclo celular. Aeste
tiempo se observaron estadios tempranos de proliferacion.
Nuestrosresultados concuerdan conlos reportados previa-
mente por Kubbiesy cols?.

Lasfasesdelciclo celularde las CMN nofueron afecta-
das por el diluyente, niporlacumarinay la 7-hidroxicuma-
rinaalaconcentracién empleada. Esto correlacionacon
observaciones previas en las que no encontramos un
efectoinhibitorioimportante*®. Porlo tanto, nuestrosresul-
tadosindican que las CMN no son susceptibles, compara-
das con las células tumorales, al efecto citostatico de la
cumarinay la 7-hidroxicumarina.

Enotroaspecto, se hareportado enlineas celulares que
gran parte de los farmacos quimioterapéuticos empleados
enlaactualidad, causan perturbaciones endiferentesfases
delciclocelular®?12, Este conocimiento, aunado al estudio
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de nuevos compuestos con actividad antitumoral, permitira
unamejor combinacion de agentes quimioterapéuticos que
actuen en diferentes fases del ciclo celular, con el fin de
eliminar a un mayor namero de células tumorales.

CONCLUSIONES

Lacumarinayla7-hidroxicumarina ejerceninhibicién de
la proliferacion mediante el arresto en latransicion G1/S
del ciclo celular enlineas de adenocarcinoma pulmonar.
Las células mononucleares no son afectadas por estos
compuestos alaconcentracién empleada, demostrandose
gue hay mayor sensibilidad de laslineastumorales hacia
los compuestos cumarinicos. Cabe sefalar que, sonnece-
sarios mas estudios paradeterminar silasensibilidad de las
células de adenocarcinomaalos compuestos observadain
vitro, puede presentarse in vivo.

Ademas, estametodologiarepresentaunaopcionatrac-
tivaen el monitoreo de lasensibilidad o resistencia de las
células tumorales al tratamiento quimioterapéutico, asi
como el planteamiento de un tratamiento antitumoral
sustentado en unabase biolégica mas sdlida.
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