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INTRODUCCION

El metabolismo en plantas s ha dividido en primario y secundario, el

primero se  caracteriza por que sus productos ticnen una distribucion amplia y
estan intimamente involucrados en procesos esenciales de fa vida: en cambio, los

productos del metabolismo secundarnio tienen una distribucion restringida en

plantas y microorganismos, y a menudo son caracteristicas  individuales de

gENEros, especivs o cepas, son bivsintetizados a partir de metabolitos primarios, por
ejemplo, de a-amincacidos, acetilcoenzima A, acido mevalomico e intermediarios
de la via del acido shikimico. ¢ dice que los metabolitos secundarios no son
esenciales para la vida aunque son importantes para los organismos que los

producen (Herbert, 19589). Tenemos poco conocimiento del porqué, donde v para

qué, se produce una gran diversidad de sustancias quimicas dentro del

metabolismo secundario en vegetales, no obstante, o que podemos mencionar
hasta ahora es que éstas varian en cantidad v distribucion  debido a parametros
externos, Organos v estado de desarrollo de la planta, ademas de que algunos
actian como reguladores del crecimiento. Sin embargo, ¢l hombre ha encontrado
en estos productos naturales utilidad en diversas formas.,

Las poblaciones que habitaban ¢n nuestro pais en épocas prehispdnicas
conocian las propiedades artesanales, medicinales y estimulantes de muchas

plantas silvestres, el uso de éstas se basaba en conocimientos empiricos v se



desconocian sus principios activos de lo que ahora se denominan “productos
naturales’.

El uso de matabolitos secundarios aistados de plantas, sus andlogos y
semisintesis tuvo un avance importante en vl sigio XIX durante el periodo de

crecimiento  y diversidad de la industria fitoquimica que lentamente ha venido

desarrotlandos

El conocimiento de la actividad biologica de éstos productos ha
dado como resultado el incremento en ¢l numero de firmacos usados en la

medicina moderna.

Dentro de los metabolitos secundarios podemos encontrar compuestos tales
como : alcaloides, esteroides. aceites esenciales, 4dcidos grasos, diterpenos,
triterpenos, compucestos acetilénicos, flavonas, flavonoides y entre otros, a las
lactonas sesquiterpénicas.

Los sesquiterpenos son productos naturales, de 15 atomos de carbono
formados por la union de tres unidades de isopreno, el sesquiterpeno mas sencillo
y al que se considera precursor de los demas, es el farnesol (fig 1). El primer tipo de
lactona sesquiterpénica se forma a partir de la ciclizacion del farnesol (fig 2), (Romo

de Vivar, 1985) la biosintesis involucra c¢nzimas como la pirofosfato farnesil

sintetaza que es la responsable de la condensacion a geranil pirofosfato (Herbert,
1989) entre otros. Este tipo de productos se han aislado principalmente de extractos
de flores o partes acreas de plantas de varias familias de angiospermas y

umbeliferas, asi como de algunos hongos (Fischer ¢t.al,1979) , pero la mayoria de

los compuestos han sido aislados de varios generos de la familia Compositue. El
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interés de este tipo de compuestos radica no solo en su valor quimiotarondmico

sino tambic¢n en sus propiedades biologicas y quimicas.

Figura 1. Estructura quimica del farnesol, precursor de los sesquaterpenos.

P N

Durante las tres dltimas décadas se ha incrementado ¢l numero de
publicaciones concernientes a  aspectos quimicos  y  biologicos de  lactonas
sesquiterpénicas, va que muchas de estas presentan actividad antibacterial, (Gulagti,

e - 1993) peneralmente en bacterias Gram positiva tales como @ Bacillus subtilis vy

Staplhivliococus aurcus (Lee etal,1977; Picman v Towers, 198

Guticrrez, 1994),

actividad antimicstica contra Cundida albicans y otros hongos filamentosos (Lee

ct.al, 1977; Picman, 1984; Blakeman y Atkinson, 1979; Gutierrez, 1994; Inoue, 1995).

Ha sido demostrada la actividad antiparasitaria contra varias especies de



Fig ¢ Transfurmacion blogenttica del trans-farnesol-pirofosfato a Germacradiona que por prucesos de
blonidacibn-lactunizecion forma a fas Germacrandlidas, tas cuales pueden ser consideradas el
precursor biogendticu de lus otros tipos esqueléticos de lactonas sesquiterpénices.
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Plasmodium sp (Klayman, 1984) obteniendose una droga antimalaria. Tambicn

atacan trematodos del género Sclustosonu (Vichnewki, ©t.al ., 1976).

Algunas poseen actividad ontithelmintica y ha sido estudiada su actividad
moluscicida sobre caracoles hospederos intermediarios de parasitos de importancia
médica, con resultados alentadores (Cruz- Reyes etal. 1989; Alarcén, 1990).
Tambidén s¢  investivaron vy publicaron  actividades  tarmacolégicas,  como
espectorantes y estimulantes de secresionantestinal  (Kowalewski, 1976; Giordano,
et.al., 1990), antiulcerosos (Giordano, etal. 1990; Guardia y Guzman, 1994),
sedantes (Wagner, 1983), analgésicos (Lucas ¢tal.. 1964) vy anti-inflamatorias (Hall
et.al. 1980, Abad, et al. 1994) entre otras,

Muchas lactonas sesquiterpénicas tambidén presentan efectos toxicos en un
amplio rango de organismos, lo que sugiere que juegan un papel ecolégico
importante debido a su interaccion con otros seres vivos, incluyendo mamiferos,
insectos, parasitos v plantas. Por ¢jemplo, las propiedades antialimentarias que
presentan  algunas  lactonas  contra  insectos  herviboros, que  reducen la
sobrevivencia de larvas v adultos (Guerrero, 1990). Propiedades alelopaticas y
efecto sobre los reguladores de germinacion v crecimiento en plantas también son
atribuidos a este tipo de compuestos.

Pero sin duda el interés primordial en éste trabajo es el hecho de que las
lactonas sesquiterpénicas representan uno de los grupos de productos naturales
mas grandes en los que se ha demostrado actividad citotoxica y antitumoral

(Kupchan, 1970; Pettit, 1977; Cassady y Suffnes, 1980; Tellez-Martinez, 1980; Misra



y Pandey, 1981, y Picman, 1986; Woerdenbag, et.al. 1993, Woerdenbag et.al.. 1994;
Essam, ¢t.al. 1996).

£l grupo a - metileno- v - lactona esta presente en muchos de los compuestos
que presentan esta actividad: otras lactonas también contienen  «, f3 - carbonilos
insaturados con algunos grupos funcionales como epoxidos, éster no saturado.
lactonas no saturadas v cetonas sin saturar. Estos grupos funcionales representan
receptores reactivos en sitios para nucleofilos biologicos, en particular tioles y
grupos amino. Por lo tanto las lactonas scsquiterpenicas pueden  causar
alquilaciones irreversibles de  tioles escenciales y funciones amino de ciertas

enzimas (Kupchan, ct.al. 1971, Rodriguez, et.al ,1976; Picman, 1986; Kery, 1995).

Concerniente a los estudios sobre actividad - estructura se ha demostrado
que las enzimas que contienen tioles tales como la fosfofructocinasa, la glicogeno
sintetasa, DNA polimerasa y timidilsintetasa son inhibidas por lactonas. Ademas
algunas lactonas suprimen la actividad de las enzimas glucoliticas asi como a las
involucradas en la sintesis de proteinas (Picman, 1986).

La histerina ¢s una lactona sesquiterpénica  extraida de Partenium
bipinnatifidum pertencciente a la familia Compositae v se ha demostrado su actividad
citotoxica ¢n diferentes lineas celulares de mamifero (TaboaDa, et.al. 1986).

Por otro lado, los callos son tejidos desdiferenciados obtenidos por medio
del aislamiento y cultivo i1 vitro de 6rganos o tejidos organizados llevados a una
desdiferenciacién celular, presentando estas células una proliferacién continua,

acelerada v de apariencia desorganizada que da origen a una masa amorfa de



tejido. Pueden observarse diferentes tipos los cuales varian de apariencia externa,
textura y composicion celular (Hurtado, 1987). Algunos callos son masas celulares
compactas y duras. con cdlulas intimamente unidas, mientras que otros forman

tejidos esponjosos con gran cantidad de espacios intercelulares. La coloracion varia

influenciada por factores nuatricionales v ambientales. La heterogenidad en su

composicion celular depende del origen del tejido. edad de los cultivos v la
composicion de los medios.

Las respuestas cuantitativas v cualitativas del crecimiento del callo del
cultivo, involucran un sinergismo estrecho v completo entre el origen del tejido
usado para la induccién, Ia composicion del medio v las condiciones fisicas que

prevalecen durante esta etapa. Petalino v Collins  (1985) midieron los cfectos del

manganeso sobre callos de tabaco: ¢l cultivo en forma de callo de Aspargus sp vino a
ser un conveniente sistema para probar la respuesta del tejido expuesto a amoniaco

et._al., 1995} y ¢l cultivo de callos de Citrus limon .. fue

exégeno y endodgeno (Seely
seleccionado por Piqueras y cols. (1996) para probar la resistencia al estrés salino y
involucradas en el

el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes

metabolismo del oxigeno.
En lo que concierne a las peroxidasas y catalasas (EC 1.11.1.7),hemoproteinas

que utilizan peréxido de hidrégeno o peroxidos sustituidos para la oxidacién de un

gran numero de sustratos, se han encontrado ampliamente en plantas superiores y

se consideran un componente normal en sus células.



La gran distribucion de las  peroxidasas sugiere que podrian  ser

biolégicamente importantes, sin embargo el papel que juegan en el metabolismo no

es claro debido al gran numero de reacciones. su catilisis y ¢l considerable numero

de isoenzimas ( Padiglia. gtal, 1995). Sin embargo ¢l sistema peroxidasa puede
servir como un modelo para estudiar la regulacion de la expresién génica en el

desarrollo de plantas. [De hecho es generalmente aceptado que la actividad de
peroxidasas y /0 sus patrones de isoenzimas varian en la planta durante el
1996), va que la investigacion a nivel molecular en el

desarrollo (Cortelazzo ct.al.

estudio de esta ctapa sugicre que la expresion estd estrechamente correlacionada

con los estados del desarrollo. En si, la diferenciacion en los tejidos v Grganos

involucra cambios fisioloégicos v bioquimicos irreversibles, los cuales son

transmitidos en lineas celulares. La caracterizacion de cultivos celulares y el estudio
de caracteres transmitibles debe ser dirigido hacia propiedades bioquimicas
fisiologicas mas que a caracteristicas morfoldgicas; diversas isovnzimas son
potencialmente usadas como indices bioguimicos para estos estudios. La expresiéon
que da una enzima puede cambiar con el tiempo v el tejido especifico, este cambio
puede involucrar diferentes genes estructurales, regulatorios v /o factores difusibles

( Del Grosso, et.al. 1987, Swarnkar, et.il. 19586).

Diversos autores han propuesto que las peroxidasas catalizan interaccidnes

con dcidos fendlicos entre macromoléculas tales como lignina, proteinas,

hemicelulosa y dcido feralico. Se ha observado que la peroxidasa de Opuntia ficus

indica cataliza la oxidacién de muchos fenoles y aminas aromaticas en presencia de



.. 1995) estas enzimas pueden restringir el

peréxido de hidrogeno ( Padigl
crecimiento celular por rigidificacion de la pared celular vy se ha visto que los
grupos con extremo feruloil dan cierta solubilidad a los polisaciridos con la
propiedad de producir geles por sobreoxidacion  con perdxido de hidrogeno mas
peroxidasas; se ha especulado que esta pelificacion osidativa de los polisacaridos
de la matriz en la pared celular pucda afectar su extensibilidad y asi su velocidad
de crecimiento (Cassab v Varner, 1988). Rodriguez y Van Huystee (1993)
mencionan que la expansion de la pared celular todavia estd en discusion vy
proponen que una de las causas para impedir el crecimiento por las peroxidasas ¢
debido a la polimerizacion de tirosina a eatensina catalizada por las peroxidasas.

También las isoperonidasas han sido usadas como un marcador primario de
la diferenciacion i otro, en células de mesofilo de Zinnu en elementos traqueidales
estas isoenzimas son inducidas en la pared celular en fracciones, 3o h después de la
induccion de células mesofilas a elementos traqueidales ( Church v Galston, 1987)
los inhibidores que bloquean o retrasan la diferenciacion de traquidas reducen la
expresion de las isoenzimas de peroxidasas, lo que sugicre que la modulaciéon de
los niveles de la diferenciacion especifica de isoperoxidasas estd relacionada a la
formacion de traqueidas; no se sabe como es que estas enzimas estan involucradas
pero parece ser que la maquinaria de la pared celular regula la diferenciacion
{Cassab y Varner 1988)

Estudios sobre diferenciacion celular han mostrado una relacién paralela

entre el incremento de la actividad de peroxidasas y el contenido de lignina de



traquidas formadas, ya que durante la diferenciacion de traqueidas, la lignina se
forma por la polimerizacion de alcoholes hidroxicinnamil sobre las paredes
secundarias, esta polimerizacién se picnsa es catalizada por peroxidasas (Sato, ct.al.
1995).

La funcién de las peroxidasas extracelulares concierne a la sintesis de
lignina de Ia pared celular (Rodriguez v van Huystee, 1994), ademas, estudios
detallados han mostrado que las peroxidasas especificamente polimerizan radicales
feruloil en la formacion de interacciones en la pared cclular de plantas (van
Huystee v Cairns, 1982).

Se sabe que las peroxidasas estan involucradas ¢n la induccion de biosintesis
de nuevas células lo cual puede ser una respuesta importante ya que s¢ ha
observado un incremento en la actividad peroxidasica como respuesta al estres
(Smith,_et.al., 1994), a la invasién de organismos patégenos (virus, bacterias y
hongos). estrés salino v cal6rico, reparacién de heridas y contaminacion del aire, lo
cual sugiere que en condiciones de estrés las células de plantas sean un excelente
va que éstas son

sistema para monitorear la produccion de peroxidasas,

ampliamente usadas como un importante reactivo para diagnésis clinico que
permite hacer inmunoensayos microanaliticos por su alta sensibilidad en
reacciones, y otras aplicaciones en el campo de la medicina. quimica e industria de
alimentos incluyendo la eliminacion de compuestos fendlicos y aromaticos; la mejor
fuente comercial de peroxidasas es la raiz del rabano picante Armoracia rusticana

(Kwak, e¢t.al., 1995). Tenemos entonces, que las plantas poseen varias isoenzimas

0



de peroxidasas en donde el patron de expresion es especifico del tejido, regulando
el desarrollo y controlado por estimulos ambientales.

Se han caracterizado tres grupos de isoperoxidasas: el primero las
isoenzimas catiénicas, que se localizan en la vacuola central y cataliza la sintesis de,
peréxido de hidrogeno, NADH y agua. Estas isoenzimas tienen también actividad
sobre la indolacético dcido-oxidasa evn  ausencia de peroxido de hidrogeno v
pueden proveer de este a otras isocnzimas de peroxidasas en células de tabaco (
Cassab ¥ Varner 1988), ya que se encuentran involucradas en la degradacién del
dcido indolacético, pudicran jugar un importante papel en la regulacion del
crecimiento de la planta (Ingermarson, 1995) las peroxidasas catibnicas de
cacahuate son catalizadores en la polimerizacion de acido feridlico e} cual causa la
gelatinacion de la solucién pentosan y asi rigidifica la pared celular (Rodriguez y
van Huystee, 1994). El resto de sus otras funciones no estd  aclarado todavia.

El segundo grupo son las isoperoxidasas moderadamente anidnicas. Estas
estén localizadas en la pared celular y poseen actividad moderada sobre los
precursores de lignina. Se han encontrado altamente concentradas en heridas en
tallos de planta de tabaco (Lagrimini y Rothstein. 1987).

En el tercer grupo se encuentran las peroxidasas aniénicas las cuales pueden
tener una accion especifica como catalizador en las reacciones citopldsmicas tales
como la oxidacion del dcido ascérbico. y el dcido indolacético ( Rodriguez y van

Huystee 1994, Gazaryan y Lagriminni, 1996). Estan asociadas a la pared celular,

formando interacciones entre diferentes constituyentes, tales c6mo lignina y



glicoproteinas (Ingermarson, 1995) tienen una alta actividad en la polimerizacion
de alcoholes cinamil in vitro (Rodriguez y van Huystee, 1994). Se han detectado
acumuladas en heridas cicatrizadas  en tuberculos de  papa; estudios
inmunoquimicos con un anticuerpo  especifico a una isoperoxidasa ani6nica

asociada con suberizacion, mostré que en el tejido del tubérculo de papa, ¢~z

enzima se encontraba solo del lado interno de las paredes celulares (Espelie. et. al.,
1986) asi que la depositacion de un dominio polimérico aromdtico de suberina
involucra una isoperoxidasa aniénica. Se ha visto que la formacién del peridermo
suberizado es una respuesta usual a heridas en cualquier érgano de la planta. La
suberina forma una barrera y consecuentemente un sello en una herida para evitar
1a pérdida de agua.

En trabajos iniciales en el estudio de tejidos vegetales se observaron notables
cambios de color sobre la superficie de los callos. Pruebas bioquimicas preliminares
mostraron que esos cambios estaban asociados a peroxidasas. Por tanto se decidid
iniciar un programa de investigacion para evaluar el efecto de la histerina sobre el
crecimiento y niveles de peroxidasas en callos inducidos de Phaseolus vulgaris L.

Adicionalmente se analizaron y compararon los resultados obtenidos en
citotoxicidad de la histerina sobre células vegetales normales en este caso callos de
P. vulgaris, con otros modelos usados para determinar actividad citotéxica ya que si
un compuesto presenta actividad citotdxica implica la posibilidad de quc éste tenga

acciéon antitumora
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ANTECEDENTES

México es un pais que cuenta con una gran diversidad de plantas superiores
(Toledo, 1988) y una de las familias mejor representadas es la Compositar, por esto,
es y ha sido estudiada exahustivamente, ¢sta familia consta de mas de 1000 generos

y 20 000 especies, se encuentra dividida en 1.4 tribus:

1. Vernoneae 8. Senecioneae
2. Astereae 9. Tageteae

3. Eupatoreae 10. Artoteae

4. Inuleae 11. Calendulvae
5. Heliantheae 12. Cynareae

6. Helinicae 13. Muticeae

7. Anthemideae 14. Lactuceae

El genero Parthenium, pertenece a la tribu Heliantheae; Parthenium
bipinnatifidum es una planta herbacea, anual, erecta o ascendente, hasta 50 cm de
alto; tallo comunmente ramificado, estriado, hispido; hojas de 2 a 25 cm de largo.
Ampliamente distribuida y frecuente en las partes bajas del Valle de México , en el
altiplano a una altitud de 2250 a 2650 msnm. La zona de distribucién incluye

Chihuahua, de Nuevo Leon a Veracruz, Puebla y Guerrero (Rzedowsky, 1985).



genero Partherum contienen lactonas

Casi todas las especies del

sesquiterpénicas con esquelsto pseudoguayano. Uno de los grupos funcionales mas
frecuentes en pseudoguayanoidas es la cetona de C-4, sin embargo en varias
lactonas aisladas de este género esta cetona no existe 3y en su lugar se encuentra un

grupo alcohol o un agrupamicnto acetoxilo, esto se observa en la histerina (fig 3.

Fischer etal. 1979). Este compuesto fue aislado de  P.bipmnatifidurn (Romo de

Vivar, et. al. 1966) en ¢poca de floracion., El nombre de histerina proviens de que

erréneamente la planta fue clasificada primero co6mo P. hysteroplorus.

Figura 3. Estructura quimica de la histerina.
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Se han estudiado los patrones enzimdticos de peroxidasas en varias espacies

et.al. 1987 Ingermarson, 1995: Sato, et._al.

vegetales (Swarnkar 1986; Del Grosso,



1995), cuyos pesos moleculares (PM) fluctian ,por e¢jemplo. cntre: 58,000 + 2,000

Daitons (Da) en Opuntis ficus indica (Padiglia, ct.al., 1995), en cacahuate se han

caracterizado una peroxidasa catibénica de 44,000 y una anidnica de 46,000 (van
Huystee y Cairns, 1982). otra de 40, 000 en camote (Kawak, gt.al., 1995), ¢n semillas

de Ipomea batatas sc purificé una peroxidasa de 41,000 + 1,000 (Floris, et.al., 1984),

del latex de Euphorbia charucias existe otra de 48.000 (Floris, etal., 1983),
encontramos reportadas hasta 7 peroxidasas en nabo con PM entre 33,890 y 31,060
(van Huystee v Cairns, 1982) y por supuesto la peroxidasa del rdabano picante que

tiene un PM de 40,000(Geoffrey, ot al. 1995) entre muchas otras.

Trabajos en Phaseolus vulguns sugieren que la actividad de peroxidasas y de
patrones de isoenzimas en callos, parecen correlacionar a factores del desarrollo y
al genotipo: ya que las células que derivan de cultivos mas jovenes muestran mas
actividad que las mas vicjas, s« postula que el cfecto de induccién sobre
peroxidasas en cultivos celulares son miaximos en los primeros dias después de la
germinacion, porque la activacion génica es incompleta, habiendo asi un mayor
potencial para responder a sefales del desarrollo y/o ambientales ( Del Grosso, et.
al. 1987). Estudios en hipocotiledones de P. vulgaris, han demostrado con técnica de
inmunolocalizacién, que las peroxidasas estin presentes durante los estados tardios
de la diferenciacion del xilema, éstas enzimas tienen un P.M. de aproximadamente

46,000 Da. (Smith, et.al., 1994).

También los callos de Phuscolus sp se han usado como un sistema para

probar el efecto de auxinas (Mok and Mok, 1977) y puede constituir un buen



método, reproducible con facilidad, para probar la acciéon de muchas otras
sustancias.

Por otro fado, en la década de los 50s. el Instituto Nacional det Cancer en
Estados Unidos cotnenzd una intensa investigacion con los productos naturales
extraidos de plantas superiores, ¢sto provocé que cn el resto del mundo =e
incrementara ¢l interdés en la busqueda de estos productos con actividades
biologicas, entre ellas citotdxicas y antitumoral.

Se han reportado cientos de constituyentes de plantas (con diversas
estructuras quimicas) que destruyen células in vitro por diversos mecanismos, sin
embargo, no todos ¢stos compuestos citotdxicos poseen una actividad antitumoral
cuando son probados e¢en modelos in vive, ésto indica que la citotoxicidad es
necesaria pero no suficiente para una actividad anticancerigena, pero. todos los
agentes antitumorales presentan una consistente actividad citotoxica, por vso la
importancia en el estudio de éstos compuestos. Los resultados con respecto a
citotoxicidad son expresados en CLso (concentracion letal al 50%), para el Instituto
Nacioal del Cancer (Estados Unidos), se consideran importantemente activas las
concentraciones de CLso < 20 pug/ml para extractos. v < 4 ug/ml para
sustancias puras, en lineas celulares (Colegate, 1993).

Debido al gran nimero de especies vegetales que existen en naciones del
tercer mundo, se¢ han propuesto una serie de bicensayos simples, poco costosos y
sin utilizar equipo sofisticado, para la busqueda de productos bicactivos extraidos

de plantas. Uno de éstos bioensayos va utilizado en muchos laboratorios de



investigaciénes es el efecto que un producto natural produce sobre Artemia salina,
que detecta un amplio rango de actividades bioldgicas incluyendo citotoxicidad
(Meyer, 1982; McLaughlin, 1991).

Taboada et.al. (1986) reportan la actividad citotéxica de la histerina en
diferentes lineas celulares, una normal, (fibroblistos de tejido conectivo murino
L929) y otra de origen canceroso, (carcinoma laringeo humano HEp2c), la
concentraciones letal cincuenta se obtuvo mediante la determinacién del namero

celular, en controles v tratadas, se midi¢ el indice mitético y ¢l porcentaje de células

multinucleadas, mostrando que la CLso de la histerina para la linea L929 fue

1ug/mly en Heplcentre Sug/ml y 10ug/ml (Taboada, ¢t.al. 1986).

En base a lo anterior se plantes la hipétesis general y los objetivos de este

trabajo.
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HIPOTESIS

Si la histerina inhibe la division celular de callos inducidos en P. vulgaris
entonces esta lactona esti modificando. entre otros mecanisinos, la actividad y el

patrén isoenzimatico de peroxidasas

OBJETIVOS

1. Evaluar la actividad citotéxica de la histerina sabre caltos inducidos de Phuseolus
vulgaris L. (expresada en gramos de crecimiento del callo, al agregar histerina en el
orden de ug/ml en el medio de cultivo)

2. Determinar la persistencia de histerina en el medio de cultivo de los callos
inducidos

3. Evaluar el efecto de la histerina sobre ¢l patréon isoenzimditico y actividad de

peroxidasas en células tratadas y sin tratar



Colateralmente comparamos diferentes modelos de citotoxicidad y el efecto

de ]a histerina sobre callos de P. vulgaris con los siguientes objetivos

1.. Correlacionar los resultados en células vegetales con los reportados en lineas

celulares de mamifero (L929) y (Hep2c)

2. Determinar la CLsw de 1a histerina en Artemia salina y correlacionar los resultados

en células animales y vegetales



METODOLOGIA

Material Quimico
La histcrina fue generosamente donada por el Dr. Carlos Guerrero del
Instituto de Quimica de la UNAM quien identificsd, aislé v purificd de Parthenium

bippinatifidium colectado en la ciudad de México.

Material biolégico (cultivo de tejidos vegetales)

Las semillas de Phascolus vulgaris L. utilizadas, fueron de la variedad flor de
mayo, donadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, México D.F.,
con el objetivo de tener menor variabilidad genética. Las semillas se lavaron con
agua y jabon y desinfectaron con alcohol al 70% durante 10s  y clorex al 20%
durante 15 minutos agitando constantemente, sembrandose en los germinadores
(frascos con algodén y agua, estériles), después de 8 dias bajo oscuridad se
obtuvieron las primeras hojas cotiledonarias utlizadas para los explantes.

El medio para el cultivo de tejidos vegetales usado ecn esta caso fue el
descrito por Murashige - Skoog (MS5)(1962) enriquecido con 2,4-D (2mg/l), la
histerina se agregd por filtracién a los medios (con un filtro millipore Swinnex X-25

con membrana de didmetro 0.22) en diferentes concentraciones y en condiciones

estériles.



Las primeras hojas cotiledonarias se¢ cortaron en tres secciones del mismo
tamafo (entre 0.8 x 0.5mm), ¢stos explantes fuceron transferidos a los medios de
cultivo en donde comenzo6 a desarrollarse el tejido.

La siembra de tejidos para produccion de callo se realizd en dos
experimentos, cn ¢l primero se utilizaron 12 frascos con 30 ml de medio MS
adicionindole 2-1-D (2mg /1) v cuatro explantes ¢en cada uno, 3 frascos con histerina
agragada al medio (esterilizada por filtracién) en cada uno con las siguientes
concentraciones: 25, 50, 100 y 200u/ml, y el control durante 12 semanas. Del efecto
causado por la histerina en el crecimiento de los callos en éstos resultados, elegimos
las concentraciones para el segundo experimento, las cuales fueron 75, 100, 125,
150, 175, 200 y 225ug/ml a tubos con 10ml de medio y un explante cada uno; 20
repeticiones Jde cada concentraciones y el control.

L.os explantes fucron incubados por un fotoperiodo de 16 h iuz (3.2 wm-2) y
8 h oscuridad; haciéndose observaciones generales con respecto a la coloracion,
aparicion del callo y tipo de los callos semanalmente, y se midié el peso fresco a las
12 semanas. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente, t de student
para los resultados de la primera fase y en la segunda un anilisis de varianza
(ANOVA), homogenidad de la varianza y posteriormente la prueba de rango

multiple de Dunett (comparacién del testigo con los tratamientos).
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Extraccion de 1a histerina del medio cultive

Se reunicron todos jos medios que contenian la misma concentraciones de
histerina y agregindole una solucién de 100 m} de agua-metanol (1:1), se calent6
hasta disolver ¢} agar: 24 h mas tarde  la suspension fue filtrada por un embudo
Buchner con papel filtro (Wathman No 42) y celita.

Subsecuentemente al filtrado s le agragé 50 ml Jde diclorometano se
decanté con un embudo de separacion y finalmente fue concentrado. Los cristales
obtenidos despues de que el solvente fue evaporado, se corrieron en una placa de
cromatografia ¢n capa fina, para determinar si se trataba de histerina , usando

como control cristales de histerina pura aislada de P. bipinnatifidum

Actividad enzimatica (ensayo en peroxidasas)

El parametro para medir la actividad de las peroxidasas en este caso, fue la
cantidad de oxigeno liberado, al poner en contacto el tejido vegetal con peréxido de
hidrégeno.

Para este ensayo se utilizaron tejidos de Phaseolus vulgaris de hoja, callo
control y callo crecido en un medio con 150 pg/mil de histerina. Los tejidos por
separado fueron homogenizados con un buffer de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7 (4:1
P/V) y 3ml de cada muestra se colocaron en la cidmara propia un aparato
experimental utilizado para este prop6sito (figura 4), agregandole 0.3 ml de

peroxido de hidrégeno. Midiéndose el oxigeno liberado por ¢l decremento en el

nivel del agua del tubo graduado durante 4 h, en lapsos de minuto a minuto hasta



30, y posteriormente realizando medidas cada $ min durante otros 30 y un udltimo

periodo cada 15 min hasta las 4 horas.

Fig 4. Disenio de experimento, utilizado para determinar la cantidad de oxigeno
(ml) liberado en la reaccion provocada al poner ¢n contacto el tejido con peroxido de

hidrogeno.
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Electroforesis

Se utilizaron tejidos de hoja (crecida en obscuridad) y callos sin histerina asi
como crecidos en medios con 75, 100 y 150 ug/mi de histerina. Se homogenizaron
con un buffer de fosfato 0.1 M a pH 7 en una proporcion de 10:1 (tejido-buffer) para
el callo y 1:1 para hoja

Los homogenados se centrifugaron a 14 000 rpm, durante 15 min, 15ul de
cada sobrenadante fue usado para clectroforesis PAGE.

El SDS-PAGE fue hecho de acuerdo al método de (Laemmly, 1972) con 12%
de poliacrilamida, en una cdmara para electroforesis EC-105, Mighty Small 11
vertical. Los geles fueron tedidos con azul de coomassie R-250, destefiidos y
fotografiados. Se diseidé una imagen digitalizada de la fotograffa tomada del gel.

Se utilizaron coémo marcadores de PM  a fosforilasa B (112,000), albumina
sérica de bovino (84,000), ovoalbumina (53.200), anhidrasa carbénica (34,900)

inhibidor de la tripsina de soya (28,700) y lizosima (20,500 Dalatons).

Ensayo de actividad biologica sobre Artemiu salina
Este bioensayo es muy usado en la investigacion de productos naturales, el
procedimiento determina la CLso en valores de pg/ml, Ia toxicidad se manifiesta

en la letalidad de la larva (Mayer, et.al. 1982) y los resultados se basan en la

comparacion con los obtenidos en varias lineas ceclulares de mamifero. Los

H



huevecillos de este crusticeo son viables, de bajo costo, y eclocionan en poco
tiecmpo (48h).

Se preparé medio para el cultivo de la larva con solucion salina al 3.5 % y en
un pequefio estanque plastico de 16cm de largo, 10cm de ancho y Scm de altura
(dividido en parte oscura y parte iluminada) sc agregaron los huevecillos que se
mantuvieron en la oscuridad, a tempeatura de 24-25 °C y se incubaron durante 48h.
Al término de este periodo s colocd una ldmpara de luz blanca y las larvas con
fototropismo positivo pasaron de la parte oscura a la parte iluminada del estanque.

En viales de 10 ml que contenian 7 ml de cada concentracon de histerina
(25,50 y 100 ug/ml) en solucién salina y testigos (solo con soluciéon salina), se
colocaron 10 larvas en cada uno. y utilizando 9 viales por muestra, se cuantificéd la
mortalidad a las 24h. Los resultados se sujetaron a un anilisis probit de acuerdo al
programa propuesto por de Finney Purde para determinar CLso con intervalo de

confianza del 95% (Meyer, 1982; MclLaughlin, 1991).



RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento de los callos ¢n el primer experimento (con concentraciones
de 25, 50, 100 y 200 ui/ml de histerina agregada a los medios de cultivo) tuvo un
comportamiento sigmoidal, observandose un retardo en ¢l inicio de la formacion
del tejido cn los tratamientos que contenfan 100 y 200 pg/m! de histerina en los
medios nutritivos.

A estos resultados (Tabla 1), se les aplico un t de student para analizarlos
estadisticamente que mostrando diferencia significativa a p <« 0.05 (respecto al

control) en las concentraciones de 100 y 200 ug/mi.

Tabla 1. Peso fresco (1) + EE. en callo de P. vuigurts con diferentes concentraciones de
histerina (U /mb en el medio de cultivo MS + 2-3-D (2mg /1) lectura a las 12 semanas.

CONTROL 25 50 100 200

Media + E.E. | 1.246 + 0.230 L191+0.114 1.196 » 0.180 | 0.037 » 0.009 | 0.077 + 0025

ns ns s s

ns = diferencia no significativa en ls prueba estadistica de t de student respecto al control
s = diferencia significativa en la prueba estadfistica de t de student respecto al control

Coémo se puede ver en la tabla 1, las concentraciones de 100 y 200 ug/ml
tuvieron una diferencia significativa en peso fresco con respecto a los controles, lo
cual nos indica que a éstas dosis la histerina provoca un cambio en los callos y que

tiene una citotoxicidad efectiva a concentraciones intermedias y /o mayores.




Dados los resultados anteriores se decidié trabajar con soluciones de
histerina en los medios de cultivo con las siguientes concentraciones: 75, 100,
125,150, 175, 200 y 225 ug/mil. El retraso en el inicio del crecimiento en los callos
experimentales defini6 el tiempo que tardaria esta segundo expurimento, en donde
los pesos frescos se registraron a las 12 semanas, después de sembrar los explantes.

Se observo también, que en los controles la coloracién en la superficie de los
callos, con el tiempo cambi6 de un ambar palido a café oscuro; en cambio, en todos
los tratamientos, sobre todo en las dosis altas (100 vy 200 pg/ml, que tardaron mas
tiempo en iniciar su crecimiento) presentaron coloracion de blanca a &mbar palido.
Pruebas bioquimicas preliminares, en el cultivo de tejidos vegetales han mostrado
que esos cambios estan asociados a peroxidasas.

Con respecto a la forma del tejido, los callos control presentaron un aspecto
homogénco y compacto; mientras que en los tratados con histerina observamos cl
inicio de los callos especialmente en nervaduras del explante y predominé el tejido
friable blanco y color dmbar palido al comienzo de la formacién del callo (en todas
las concentraciones), y mostré tejido heterogenco y café en algunas partes al

término del experimento(figuras 5 y 6).
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El crecimicento del callo del segundo experimento en todos los casos, tanto
control como tratados, presentd tres etapas:alinicio, b) crecimiento rapido, y <)
estacionaria. Notandose una marcada diferencia en el tiempo de inicio de
formacién del callo, sobre todo con las concentraciones mas altas; se observé que
con 175 pua/ml el nuevo wijido aparecio en ol transcurso de la segunda semana, y

con las de 200 v 225 up/mi éste aparecio hasta la sexta semana. En contraste, los

controles formaron callo (de diferente tamano) desde los 8 dias en un 100% du los

tubos.
El porcentaje de explantes con tejido formado a la sexta y décimo segunda

semanas se presenta ¢n la tabla 2. Se eligié la semana 6 porque fue el tiempo que se
observo callo en todas las concentraciones y a las 12 semanas como final del
experimento debido a que en ese tiempo va no se notaron cambios sustanciales en
los callos (control y experimental).

La histerina provocd un retardo eon la presencia de callo (reflejandose en el
porcentaje de explantes con tejido formado)(tabla 2), este efecto se observo a partir
de las concentraciones de 125 ug/ml y se acentud conforme aumentd la
concentracion de histerina. Los medios con 200 y 225 ug/ml tardaron 6 semanas cn
formar callo (cémo se explicé anteriormente). A las 12 semanas presentaron callo el
100% de los tubos en las concentraciones de 75 hasta la de 125 ug/ml y al aumentar

las concentraciones este porcentaje disminuyé hasta la de 225 ug/ml, en donde no

hubo cambio desde la sexta semana.
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Tabla 2. Parcentaje de explantes con callo formado a la sexta y decimo segunda
semana, control y diferentes concentraciones de histerina en los medios de cultivo.

Histerina 6 de explantes con “ de explantes
ug/mi callo formando callo
semana 6 semana 12
CONTROL. 100 100
75 93.75 100
100 100 100
125 68.42 100
150 81.25 93.314
175 72.2 72.2
200 55 65
225 20 20

E!l peso fresco de los callos se midio a las doce semanas (tabla 3). El andlisis
de varianza (tabla 4) de estos resultados, nos indica que la histerina en
concentraciones desde 75 ug/mi, inhibe significativamente el crecimiento en callos
de P. vulguris L. Podemos observar en figura 7, que la tendencia de la histerina es
llegar a una inhibicion total del crecimiento a concentraciones mayores cercanas a
225pug/ml. Si comparamos la tabla 2 y 3. podemos observar que a pesar de que
hubo callo formado ¢n todos las repeticiones en las concentracionesde 75, 100, 125 y
150 ug/mil el tejido era pequeio. Cabe hacer notar que a partir del tratamiernto de
de 75ug/ml tanto el porcentaje de presencia como el tamaito del callo fueron

mucho menores.



Tabla 3. Peso fresco () + BEE de callos de P. vulygaris con diferentes concentraciones

de histering (pg/mi) en el medio de cultivo a doce semanas.
Histerina n media (g) » EE
)] 18 1.6646 + 0.1215
(control)
75 16 0.5059 =« 0.1325
100 15 0.4006 =+ 0.0958
125 1% 0.4753 = 01772
150 16 0.3010 =+ 0.1341
175 17 0.3802 =+ 0.1312
200 20 0.3613 - 0.1169
225 20 0.0786 =+ 0.1520

Tabla 3 Andlisis de varianza para p <
vulgaris con diferentes concentraciones de  histering en los medios de cultivo a doce

semanas en cultive

0.05, de los pescs frescos de callos de P.

Fuente de Cuadrado Grados de Cuadrado F F
variacion medio libertad calculada de tablas
Efectos 35.074 26 1.349
principales
Vi 5.740 19 0.302 1.137 N.S. 1.68-2.06
v2 29.861 7 4.266 16.058~~ 2.10-2.82
Efecto lineal 16.4793 1 16.4793
Residual 30.285 114 0.266
Total 65.360 140 0.467

V1 = diferencias entre repeticiones
V2 = diferencias entre tratamiento

N.S. = No significativo
** = Altamente significativo




Fig. 7 Efecto de la histerina sobre of crecimiento de callos de P. vulgaris (12 semanas de cultivo)
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Dados los resultados analizados en diferencias de peso fresco se compararon
los resultados del control con todos los grupos experimentales, de acuerdo a la
prueba de rango nuiltiple de Dunnet (tabla 5). Se encontré quc todos los
tatamientos son diferentes significativamente respecto al control. ya que las
diferencias observadas en todos los casos son mucho mayores a 0.3056 ( diferencia

minima significativa calculada) en un nivel de significancia de a=0.05.

Tabla 5. Andtisis de Dunnett.

Tratamientos que se Promedio control Promedio que e Diferencias observadas
comparan compara
Control vs 75 1.6646 0.5059 1.1587
Control vs 100 1.6646 0.4006 1.2640
Control vs 125 1.6616 0.4763 1.1886
Control vs 150 1.6646 0.3010 1.3636
Control vs 175 1.6646 0.3802 1.2844
Controt vs 200 1.6646 0.3613 1.3033
Control vs 225 1.6616 0.0786 1.5860

Nivel de significancia « = 0 05, diferencia minima calculada 0.3056

Con respecto a la coloracion y forma del tejido se presentaron las mismas
caracteristicas que en el primer ensayo, callo friable-esponjoso (coloracién blanca a
ambar palido) caracteristico de tejido nuevo en los experimentales aun hasta las 12

semanas haciendose notar que iniciaba en las nervaduras del explante (fig 8 y 9).
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En los controles ¢l tejido era homogeneo y con el tiempo se fue tornando cafe
oscuro, sin observar que crecieran preferentemente en algun sitio especial del
explante.

Dada la importancia de todos los resultados, nuetro interés se enfocd a
determinar si persistia histerina en los mismos medios de cultivo con las diferentes
concentraciones en que crecicron los callos experimentales y asi sugerir la

existencia de alguna relacion.

Extraccion de la histerina de los medios de crecimiento de los callos

Los resultados en este caso fueron solo cualitativos, s¢ obtuvieron cristales
de histerina de los tratamientos de 175, 200 y 225 pg/ml en ¢l medio donde habia
explantes que no formaron callo o éste iltimo era pequeno, en las demas
concentraciones no se encontré histerina. Cabe aclarar gque la sensibilidad de la
metodologia utilizada pudo no haber sido suficiente para detectar pequefias
concentraciones de la lactona.

No obstante con estos resultados se sugiere que las células del tejido
desdiferenciado tiene capacidad de crecer y formar los callos aun presencia de
histerina pero en bajas concentraciones las cuales alcanzan a metabolizar, pero
cuando esta concentracién rebasa cdiertos limites (75 ug/ml) la lactona actua
inhibiendo los procesos de crecimiento y exspresion celular, afectando
probablemente mecanismos de regulacion del crecimiento sobre algunas enzima

participantes en éste proceso.
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Actividad de peroxidasas (EC.1.11.1.7.)

En la figura 10, se muestra un perfil de la actividad de las peroxidasas, al
medir la produccién de Oz en diferentes tejidos de acuerdo a la reaccién:

2H:0: - 2H20 + Oz

Ievrontasas
La actividad peroxidisica en el homogenado de hoja es muy alta desde el
primer minuto la actividad es exponencial, disminuyendo

principio asi, en el
constante

conforme aumentaba ¢l tiempo  haciéndose  progresivamente
aproximadamente a los 20 minutos (min). Este tejido se utilizé solo como un primer
pardmetro de comparacion para la actividad de las peroxidasas en los callos.

En el callo control la actividad sipgue un curso constante (menor velocidad
que en la hoja) basta los 200 min. A lo largo del tiempo transcurrido se notan
escalonamientos en el curso de la reaccion, lo que sugiere la presencia vy
participacion de isoenzimas. Con respecto a los callos que crecieron en medios con
histerina, éstos presentaron actividad baja (compararivamente, fig. 10) hasta los 100
min a partir de los cuales la actividad permaneci6é constante. Por tanto. la histerina
en los medios de cultivo afecta a la actividad de peroxidasas en callos inducidos de
P. vulgaris lo cual parece indicar que esta lactona estia afectando mecanismos
importantes de crecimiento, diferenciacion, organogénesis y respuestas al estrés, va

que se le atribuyen a las peroxidasas en vegetales éstas y muchas otras actividades

(Cassa yVarner, 1988; van Huystee y Cairns, 1982; Del Grosso, 1987; Rodriguez y
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fig 10 Actividad de peroxidasas en hoja y callos de P. vulgaris
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Actividad de peroxidasas de homogenado de hoja de P. vulgaris -#-, actividad
en callos # y en callos desarrollados en medio de cultive con 150 mg/ml de
histerina ==, La actividad decrece cuando la lactona estd presente y la
actividad escalonada del callo control sugiere la presencia de isoenzimas.



van Huystee, 1994; Smith, et.al. 1994; Kwak, 1995; Ingermarsson 1995; Sato, ct.at.

1995). Esto explicaria, en parte. el retardo en el crecimiento. la diferencia en la

coloracién y la morfologia de los callos tratados con histerina.

Perfil enzimatico

El diagrama clectroforético (figura 11) muestra que las hojas de P. vulgaris
contienen una bateria de enzimas (carri] 2) v éstas poscen PM de 52,480: 47,863 v
38,904 Daltons. El patron enzimatico en callo(carril 3), difiere sensiblemente de la
hoja, aunque se localizan tres bandas estas son de diferente peso molecular (50,118;
43,651 y 41,686).

Se ha descrito que las peroxidasas intervienen en la regulacion de una serie
de funciones, en consecuvncia, uno de los efectos que primeramente se pudieron
detectar experimentalmente es  la  aparicion de  seis bandas en la placa
clectroforética donde se ponen muestras de callos que crecieron en medios de
cultivo con una concentracién de 75 ug/ml, (con PM de 55 590, 53 088, 47 315, 43
315, 39 810 y 38 018 Da) el mismo patrén cambia a solo tres bandas de diferentes
pesos moleculares en las concentraciones de histerina de 100 ug/mt (con PM de 52
480, 51 286 y 43 900 Da) y 150 pug/ml (PM de 52 480, 43 651 y 40 738 Da). Lo cual
indica cambios en el metabolismo en los callos de P. vuligaris tratados. Parece ser
que la lactona utilizada en éste trabajo, tiene un efecto regulador sobre algunas

acividades que involucran a las peroxidasas.
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Fig 11 Electroforesis (PAGE) dc callos inducidos de P.vulgaris con
iones de histerina en el medio de cultivo
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Electroforesis en PAGE (12%) que muestra de izquierda a derecha: En el

carril 1. los marcadores de PM (53,200 y 34.900 da); en el carril 2. 50 de
do de callo ¢ 1; en los

Iw;mogalnciodeho)«.enelarﬂli!».505z.ldeL B
carriles 4. 5y 6, 50 ul en cada uno, de homogenado de callo crecido en medio de
cultivo con diferentes comcentraciones de histerina: 75, 100 y 150 ug/ml

respectivamente.
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Diversos autores (Casabb y Varner, 1988; Rodriguez y van Huystee, 1994;
Ingermarson, 1995) han mostrado que las peroxidasas juegan un papel importante
en la velocidad y regulacién del crecimiento en células vegetales al interactuar con
otros compuestos tales como ¢f acido indolacético.

El retardo que se observé en el inicio del desarrollo de los callos tratados con
histerina (tabla 2), v los cambios que se observan en ¢l gel de electroforesis (tig 11)
muestran que ¢sta lactona pudiera estar inhibiendo el crecimiento celular por un
mecanismo enzimitico en ¢l cual participan peroxidasas ya que cambia el patron
isoenzimitico con las diferentes concentraciones de histerina,

Observamos 6 bandas diferentes en el carril 3 (perfil electroforético) que
corresponde a la concentracion de 75 ug/mil de histerina en el medio, ésta es la
concentracion en la cual ¢l tamano de los callos fue superior y que inicio su
crecimiento antes que las otras. Al paracer podria haberse disparado un mecanismo
para la sintesis de diferentes isoenzimas que favorecieran el crecimiento y otras
actividades en las que estidn involucradas las peroxidasas. Conforme aumentd la
concentracion de la lactona, ese mecanismo seria inhibido regresando al patron de 3
isoenzimas (diferentes a las del control) provocando un crecimiento del callo
considerablemente menor. No obstante la comprobacion de esta hipo6tesis requiere
subsecuentes investigaciones.

Gazaryan y Lagrimini (1996) en experimentos con plantas transgénicas de
tabaco demostraron que la actividad de peroxidasas estd involucrada con la

expresion de diferentes fenotipos, semejante a una respuesta tipo auxina, ya que



éstas enzimas juegan un papel significativo en ¢l catabolismo de auxinas a través de
1a descarboxilacion del ac. indolacético; esto, aunado a la participaciéon de las
peroxidasas en la sintesis de lignina, suberizacién v diferenciacion, nos da pauta a
pensar que la histerina al participar en la actividad de peroxidasas provoque los
cambios morfologico de los callos de P. vulgaris,

Dado que la histerina tiene los efectos descritos en este trabajo sobre células
vegetales normales (callos de P.vuiguaris) se pucde sugerir la posible participacion
de las lactonas sesquiterpénicas en la morfologia y expresion de diferentes
fenotipos de las plantas que las sintetizan, sin embargo, para determinar esto
altimo se requicren de otros estudios como fue seialado anteriormente. No
obstante podemos sugerir que de alguna forma los productos del metabolismo
secundario tales como las lactonas sesquiterpénicas en plantas, participen
regulando mecanismos bioquimicos importantes en el crecimiento, organogénesis,
diferenciacion y respuesta al estrés. Tal vez éste sea uno de los motivos de la
sintesis de incontables metabolitos secundarios en diferentes especies vegetales y
que ademais éstos cambien con respecto a presiones ambientales. asi, parece ser que
éstos productos son mucho mis importantes que lo que la evidencia experimental
ha mostrado hasta ahora. Ademads, cabe aclarar que la informacién que relacione a
los metabolitos secundarios en procesos fisiolégicos como el presentado en este
trabajo son pocos.

Dentro de la fisiologia vegetal es muy interesante continuar con

investigaciones que relacionen la actividad especifica de metabolitos secundarios
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en la planta que los sintetiza y asf conocer mas de su biologifa, ;porqué una planta
es erguida o rastrera?, o tal vez ;por qué? unas son mas resistentes que otras a
agentes patdgenos y muchas otras preguntas que involucran diversos mecanismos;
sin conformarnos s6lo con la utilidad inmediata que se les puede dar. Las
respuestas de de las preguntas que se plantearon anteriormente (entre otras)

pueden ser de mucha ayuda en todas las ramas de la biologia vegetal.

Toxicidad en Artemia salina
En este ensayo la toxicidad de la histerina sobre el crustaceo resulté ser
mayor a 200 pi/ml.
los resultados muestra una gran diferencia en la citotoxicidad de la histerina
en tres diferentes sistemas: ajen cultivo de células animales de las lineas Hep2c con
Clsode lug/ml y L1929 CLsoentre 5y 10 ug/ml (Taboada et.al. 1986), b)en cultivo
de tejidos vegetales sobre P. vulgaris que a pesar de que no se determiné la CLse, se
observan cambios significativos de citotoxicidad desde concentraciones de 75

ug/mly clen A. salina mayor la Clse es mayor a 200ug/mi.

Muchos investigadores proponen el bioensayo con A. salina cémo un metodo
para detectar una amplia actividad biolégica, incluyendo citotoxicidad, sin
embargo se observa que no es constante respecto a ésta actividad. Si tomamos en

cuenta el hecho de que atin entre lineas celulares existen diferencias con productos

2



que les son citotéxicos a unas, pero a otras no, lo es mas con sistemas
completamente diferentes que involucran a organismos completos como lo es la
larva del crusticeo. No obstante, parece existir una relacién, con compuestos
citotoxicos de la linca celular 9Ps (Jeucemia murina in vivo) y los resultados de
citotoxicidad en A. saling (Meyer, 1982). Si esto es cierto la histerina tiene una Clso
mayor a 200 pg/mli en la linea 9Ps. .

Se ha mostrado que ¢l método mas confiable para probar productos
citotéxicos que pretendan ser utilizados como agentes antitumorales, es con lineas
celulares, particularmente malignas, sin embargo este método no garantiza que
vivo el comportamiento citotéxico de éstos compuestos sea antitumoral.

Es un hecho la importancia que tienen los bioensayos rapidos, simples v
POCo costosos, para poder ser usados en paises con Pocos recursos econdémicos y
gran diversidad vegetal; probablemente el sistema de cultivo de tejidos vegetales
pueda ser un bioensayo destinado a detectar productos con actividad citotdxica con
fines terapéuticos en humanos.

Queda abierta la posibilidad de continuar con investigaciones relacionadas
en determinar citotoxicidad de productos naturales sobre células tumorales
vegetales (como lo es el bicensayo propuesto por Ferrigini , 1982) como
complemento a este trabajo y asi poder comparar , los resultados obtenidos en los
cuatro bioensayos: células vegetales normales (callos), células vegetales tumorales,

células animales normales y células animales tumorales.
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CONCLUSIONES

La histerina en concentraciones desde 75 a 225 ug/ml inhibe el crecimiento
significativamente en callos de Phuseolus vulgaris L.

La histerina retarda crecimiento en callos de P. wvuigaris L. No se encontré
histerina en los medios de cultivo con concentraciones de 175, 200 y 225 ug/ml,
las cuales corresponden a los tubos en donde habia explantes que no formaron
callo o este ultimo era muy pequeno. Esto parcce indicar que la divisiéon celular
comivnza cuando ¢l explante ha metabolizado la lactona agragada.

La histerina cn los medios de cultivo, disminuye la actividad de peroxidasas en
callos inducidos de P. vulvaris y el patrén isoenzimitico de peroxidasas en los
callos que crecieron en medios con histerina fue diferente al obtenido en los
controles, 1o que indica que ésta lactona participa en mecanismos en 10s cuales
estan involucradas las peroxidasas, modificando asi la morfologia y crecimiento
de los callos

La CLsv sobre Artemia salina fue mayor a 200 pg/ml. concentraddn
significativamente mayor que las reportadas en células animales (Hep2c y

1929).
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