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RESUMEN.

Un sinnumero de carcinégenos quimicos dafnan al ADN
{genotoxicos), un ejemplo es la dietilnitrosamina (DEN]), estas sustancias
se encuentran presentes en el ambiente y estamos constantemente
expuestas a ellas, sin embargo, en varios {rutos y vegetales que ingerimos
en la dieta, existen sustancias quimioprotectoras con actividades
antimutagénicas y anticarcinogénicas, ejemplos son, las vitaminas A, C y
E, los carotenoides, flavonoides, terpenoides, etc. Se ha demostrado la
capacidad anticarcinogénica de algunos vegetales que se asumen como
curativos en la medicina alterna, tal como el té verde obtenido de Camelia
sinensis y el broccoli. Las flores de Calendule officinalis son utilizadas en
la medicina tradicional como antiinflamaterio, antibacteriano, regenerador
de epitelic entre otras propiedades y considerando que tiene componentes
que en general se han identificade como antioxidantes, tales como
saponinas, triterpenos, flavonoides entre otros, existe la posibilidad que
por medio de estos componentes, al ingerir las flores de la planta o de sus
extractos tengan un adecuado efecto en la quimioproteccidn contra el
cancer. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto protector
de extractos de Calendula officinalis contra el dafio genotéxico provecado
por DEN. Se utilizé como modelo de estudio el cultivo primario de
hepatocitos (CPH), la genotoxicidad se midi¢ por el analisis de la sintesis
de ADN no programada {UDS) por medio de la incorporacién de timidina
tritiada (T9H) al ADN durante su reparacién, evitando la replicacidn con
hidroxiurea. La radiocactividad se midié en un contador de centelleo, se
cuantificd el ADN espectrofotométricamente por el métode de la
difenilamina, y los resultados se expresaron en desintegraciones por
minuto (dpm) por pg de ADN. Los resultados también se expresaron en %
de incorporacién de T3H respecto al control. Para conocer la capacidad
protectora de C. officinalis se elaboraron 4 extractos de las flores; Un

acuoso (CO-A), un hidroalcohdlico (CO-H), un etanélico [CO-E) y un

xiii



cloroférmico (CO-C), en los ultimos dos extractos se destilo el solvente y los
solidos restantes se disoivieron en dimetilsulféxide (DMSO), en el CO-H se
evaporé el etanol a temperatura no superior a 60°C y el CO-A fue
preparado como Uuna infusién.

Los resultados indican que DEN a 1.25uM presenta un efecto
genotoxico maximo, incorgorande T3H al ADN en un 40% mas que el
control. Los extractos se evaluaron solos y en combinacién con el
carcinégeno a 1.25pM. En combinacién con el carcinégeno, los extractos
CO-A, CO-E y CO-H impidieron totalmente el incremento en la
incorporacion de T3H al ADN que induce DEN a 1.25uM, los dos primeros
extractos a concentraciones desde 0.02 hasta 0.8 ug de solidos por ml de
medio de cultivo y CO-H desde 0.0004 hasta 0.2 pg/mi, el extracto CO-C a
3.12 pg/ml redujo parcialmente la incorporacion de T3H que induce DEN.
Solo CO-A y CO-H fueron genotéxicos a concentraciones mayores a 25 y
1.23 pg/ml respectivamente, que corresponden a 1250 y 3075 veces mas
la concentracion minima con efecto protector. Suponemos, que los
extractos tienen componentes en comun con capacidad de proteger al
ADN, los mecanismos de accién son diversos, pero consideramos que el
que mas se apega a nuestros resultados es el de la captura del metabolito
genotoxico producido a partir de DEN, ademas de la posible propiedad
antioxidante de los extractos. Los resultados nos permiten concluir que los
extractos de las flores ligulares de C. officinalis L. contienen componentes
aun no definidos capaces de proteger contra el daio que produce DEN al

ADN en cultivos primarios de hepatocitos de rata.

Xiv



1. INTRODUCCION

1.1 EL CANCER UN PROBLEMA MUNDIAL, SU DEFINICION Y LAS
CARACTERISTICAS DE SUS CELULAS.

El cancer es un problema social para la humanidad, es la segunda
causa de muerte después de las cardiopatias. En Estados Unidos las
estadisticas revelan que una de cada cuatro personas morira por cancer, a
pesar de que la mortalidad por neoplasias malignas ha disminuido sus
tendencias crecientes en los ultimos anos (Wingo y cols., 1998), sin
embargo, en naciones del tercer mundo como México, esta claro un
patrén ascendente en las tasas de mortalidad por esta enfermedad. Esta
diferencia esta dada por factores que intervierien en la incidencia de
cancer como lo son: el sexo, edad, raza, dieta, costumbre, economia,
ambiente, etc. y deben ser considerados para establecer las causas de
estas enfermedades.

En México, desde 1990, el cancer representa la segunda causa de
muerte y en mujeres con mas de 25. afios, la primera. Los tumorcs
malignos que se presentan con mayor frecuencia son el de cervix uterine,
estémago, eséfago, faringe ¢ higado, a diferencia de los paises altamente
desarrollados donde predominan los de mama, pulmén, prostata, colon y
recto (Mohar y cols., 1997). Tan solo en 1995 en México, fallecieron 48,222
personas a consecuencia del cancer, equivalente a una tasa de 52.6 por
cada 100,000 habitantes (Direccion General de Estadistica e Informatica

de la Secretaria de Salud, México, 1997).

1



Independientemente del problema social que representa el cancer, el
descubrir los procesos que generan tumores malignos, ha despertado gran
interés encaminado a comprender el funcionamiento de las células
eucariontes de organismos pluricelulares.

El cancer puede ser definido como la alteracién en los mecanismos
que regulan la proliferacion y especializacién celular en organismos
multicelulares. Se han estudiado las caracteristicas bioldgicas de las
células cancerosas cuando son cultivadas y son las siguientes:

Inmortalizacién, es decir, se dividen ilimitadamente, mientras que las
células normales cuando se cultivan, se dividen por varias generaciones y
después sufren la llamada crisis de senescencia en la cual no se dividen
mas y mueren, sin embargo, algunas células pueden librar la crisis debido
a cambios genéticos indefinides y volverse inmortales, y son las que se
denominan lineas celulares.

Decrecen los requerimientos de factores de crecimiento, a diferencia
de las células normales que en cultivo se debe proveer de hormonas como
la insulina y factores de crecimiento presentes en el suero bovino, algunas
células malignas tienen capacidad de producir sus requerimientos para
autoestimular su crecimiento (estimulacién autécrina).

Cambian su morfologia, adquiriendo formas mas redondeadas al
tener alterada la estructura celular, principalmente existen rupturas en los

filamentos de actina, que es una proteina constitutiva del citoesqueleto,



Pierden la inhibicion de crecimiento por contacto, por lo que se
desarrollan en varias capas o estratos. El mecanismo que mantiene la
inhibicién por contacto no se conoce, pero se sabe gue depende de la
transmisién de sefiales entre células que anuncian su presencia a las
vecinas, evitando asi el crecimiento de estas una vez formada la monocapa
confluente.

Se hacen independientes al anclaje para crecer, mientras que las
células normales a excepcion de las hematopoyéticas se adhieren a
superficies solidas como el plastico formando una monocapa. La
independencia al anclaje de las células tumorales indica que no requieren
el mismo grado de estimulaciéon externa que las células normales para
mantener su estado de proliferacion activa.

Crecen en animales inmuno-deprimidos, es decir, cuando se inoculan
células transformadas en animales de laboratorio con el sistema inmuno
deprimido, se forman neoplasias o masas tumorales.

Los tumores que ocurren en los seres vivos se han diferenciado en
dos grandes grupos, benignos y malignos, las células de tumores benignos
se encuentran delimitadas de! tejido circundante, mientras que las células
de tumores malignos o cancer no forman una estructura definida, sinc que
tienen capacidad de atravesar la membrana basal del tejido original, llegar
hacia el torrente sanguineo o linfatico e invadir y colonizar otros tejidos
(metastasis). Las células de tumores benignos presentan caracteristicas y

funciones semejantes a las del tejido donde se originaron, sin embargo
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representan un problema para las funciones del tejido normal, ya que
ocupan un volumen excedente y secretan cantidades sobradas de
sustancias con actividad biologica similar a las hormonas. Las células
cancerosas estan menos especializadas y con mayor cantidad de
aberraciones cromosomicas que las de un tumor benigno, y se cree que
existe progresién de las células tumorales benignas hacia malignas, sin
embargo, la principal caracteristica de un céncer es la metastasis y para
ello se requiere que las células cancerosas tengan las siguientes
capacidades, 1) invadir células adyacentes y atravesar la matriz
extracelular o membrana basal, 2) deben intravasarse, es decir, ingresar a
vasos sanguineos y/o linfaticos, 3) sobrevivir en ia sangre o linfa y evadir
la vigilancia inmune, 4) escapar de la circulacion (extravasacion), ¢ 5)
implantarse en un tejido extrafio y formar un nuevo foco tumoral.

Las células trasformadas, tienen un metabolismo anormal, de tal
forma que incrementan el transporte de glucosa al interior de la célula,
ademés elevan la actividad glucolitica anaerobia por lo que producen
grandes cantidades de acidos. En general, tienden a simplificar actividades
metabdlicas especializadas, e incrementan la sintesis de las sustancias
necesarias para la divisién celular. Las células transformadas con
capacidad de invadir secretan proteasas, incluidos varios tipos de
colagenasas, heparanasa, estromelisina y la llamada activador de
plasmindgeno que favorece la formaciéon de plasmina y permite la

penetracién de la células a la membrana basal y salir del tejido original.



Algunas células transformadas disminuyen la expresién de les antigenos
HLA, lo que les permite eludir a los linfocitos citotéxicos en la respuesta
inmune, ya que estos Gltimos, en condiciones normales colaboran en la

identificacién de células alteradas (Gerald y cols., 1996).



1,2 LA ETIOLOGIA DEL CANCER TIENE COMO BASE LA MUTACION
GENICA.

El 90% de los canceres es causado por factores ambientales que
incluyen: agentes fisicos como las radiaciones ionizantes y los rayos X,
agentes biolégicos infecciosos como los virus, y los agentes quimicos.
Independientemente de la etiologia, la informacién acumulada en las
ultimas décadas sugirié que el fenotipo de las células transformadas tiene
causa en la alteracién del genoma celular, es decir, el ADN, de tal forma
que actualmente se reconoce que la causa fundamental del cancer es la
mutacion genética de las células somaticas.

Las mutaciones que provocan cancer afectan a los genes
responsables de la proliferacion celular, la especializacién de las células, la
comunicacion intercelular y otras actividades celulares fundamentales.
Estos genes se han clasificado basandose en sus funciones en dos grupos,
oncogenes y genes supresores de tumor. Los oncogenes son formas
alteradas de genes normales, denominados protooncogenes, que participan
en el control de la proliferacién y diferenciacion celular (Miller y cols.,
1990), de tal forma que los oncogenes intervienen en la transformacién
maligna. Los genes supresores de tumor o anti-oncogenes, también
intervienen en el ciclo celular, pero de modo contrario a los oncogenes
blogquean la proliferacién celular, de tal forma que la mutacién en estos
genes y su consecuente inactivacion permite eliminar el freno en el

crecimiento celular. Las oncoproteinas que son producto de la



sobreexpresién o la autonomia en la expresién de los oncogenes,
participan en el control del crecimiento celular y son de cinco tipos; 1)
Factores de crecimiento, 2) Receptores de factores de crecimiento, 3}
Transductores de senal citoplasmatica, 4) Factores de transcripcién y 5)
Proteinas que controlan el ciclo celular. Los oncogenes constituyen medios
esenciales por los que las células transformadas adquieren independencia

a los factores de crecimiento y la estimulacién externa.



1.3 LAS SUSTANCIAS QUIMICAS EN LA CARCINOGENESIS.

Actualmente, el ambiente estd muy contaminade y saturado de
compuestos quimicos, se reconoce que los dos principales factores
ambientales causantes de cancer, son el fumar y los desequilibrios en la
dieta, aproximadamente el 30% al 40% de todos los canceres y el 90% de
los canceres de pulmén son atribuidos al humo del cigarro (Helzlsouer y
cols., 1994), la contribucién de la dieta en la induccidn del cancer es aun
incierta, sin embargo se ha ceterminado que el consumo excesivo de
grasas tiene relacién directa con el cancer. Algunas sustancias capaces de
producir cancer (carcinogenos) pueden preducir alteracion en el ADN
{genotoxicos) tales como mutaciones puntuales, recombinaciones
mitéticas, deleciones, aberraciones cromosdmicas entre otras.

Los agentes genotdxicos han sido clasificados en directos ¢
indirectos, son genotodxicos directos, cuando por hidrélisis o inestabilidad
la molécula se activa adquiriende capacidad para interaccionar con el
ADN, mientras que los genotdxicos indirectos, requieren de la activacién o
transformacién metabolica efectuada predominantemente en el higado de
los mamiferos, el metabolismo modifica la molécula haciéndola activa y
mas hidrosoluble con la intencién de eliminarta. Los metabolitos activos
que danan al ADN son generalmente electréfilos (eléctricamente positivos),
por lo que tienen capacidad de unirse al ADN y otras biomoléculas con

carga negativa.



Algunos carcindgenos aparentemente no danan al ADN y son
conocidos como carcindgenos no genotdxicos, sin embargo tienen capacidad
de inducir proliferacién celular, lo que permite el establecimiento de
mutaciones, es decir, al aumentar el niimero de células en division y la
replicacion del ADN, se incrementa la probabilidad de que ocurran
alteraciones genéticas, ademéas de que la disposicidon de reparacion del
ADN es menor, por lo que se fijan mutaciones.

La carcinogénesis ocurre en varias etapas y de acuerdo al proceso se
han clasificado en iniciacién, promocién y progresion. (Figura 1). La
iniciacion es el dafio al ADN suirido por una célula que se establece como
mutacién al ser permanente y heredable, si el ADN no se repara, la célula
queda “iniciada” y con predisposicién a mas mutaciones. En la promocién
ocurre una expansion clonal de la célula iniciada, en esta etapa se forma
propiamente la neoplasia o tumor benigno (no invade otros tejidos). En la
progresion se forman subpoblaciones genéticamente mas aberradas y la
neoplasia adquiere el caracter de tumor maligno con capacidad de

metastatizar {escapa e invade otros tejidos) (Torroella y col., 1998).



Figura 1. Etapas de la carcinogénesis {iniciacién, promocién y progresion).
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1.4 DIETILNITROSAMINA, UN CARCINOGENO PRESENTE EN EL
AMBIENTE

Entre los carcinégenos quimicoes conocidos, los indirectos
representan la mayoria, ademads, se encuentran relativamente estables en
el ambiente, un ejemplo es la dietilnitrosamina (DEN) también conocida
como N-Nitrosodietilamina (NDEA) (Figura 2}, ha sido utilizada
extensamente en modelos de carcinogénesis, existe evidencia de la
exposicién del ser humano con .este carcinégeno y su relacién con el
cancer, se ha encontrado en el humo del tabaco, en €l agua, en alimentos
como la carne, bebidas alcohélicas como el whisky, etc., (Verna y cols.,

1996), {IARC, 1978).

Figura 2. Estructura quimica de DEN

CHy~CHn_
N_

N=0
CHy—CHy”

El mecanismo de accién de DEN al igual que otros carcindgenos, es
el de la alquilacion del ADN, es decir, los agentes alquilantes como las
dialquilnitrosaminas en el meiabolismo producen iones alquil carbonio
(figura 3) que se unen a las bases del ADN formando aductos. DEN es
metabolizada principalmente por la enzima CYP2E! en el citocromo P450,
el metabolito activo producido es el ién etil carbonio, este etila al ADN

substancialmente en el grupo fosfato, produciendo ruptura en la cadena,
Il



sin embargo, la reparacion es mas eficiente, la etilacién de las bases del
ADN pueden producir mutaciones, la mayor cantidad de aductos son el
etil-guanina en las posiciones 06 y N7 y el etil-timina en las posiciones 0% y
0% {Verna y cols., 1996). Se ha comprobado que los aductos O®-etil-
guanina y el O%-etil-timina en el ADN conducen a mutaciones por
sustitucion de bases, ademas de que la formacién de O8-alquilguaninas se

ve favorecido cuando el ADN esta en replicacion (Loveless, 1979).

Figura 3. Metabolismo de las dialquilnitrosaminas.

R-CHa
Dialquilaitrosamina N-N=0
R—CHy
ozl P430 alfa-hidroxilacion
NADPH
R_C Hz\
alfa-hidroxinitrosamina N-N=0
R'-CH
OH heterdlisis
R-CHa\
monoalquilnitrosamina N-N=0 + R'—CHO
/ H
_ + ién alquil carbornio
R—C HAZ—N-N—OH R—-C H, "electréfilo™
diazohidréxido \ / +
N>
-
alquildiazonium R—CHp-N=N
+
H,0




1.5 LA REPARACION DEL ADN EN LA CARCINOGENESIS.

El ADN de las células de los mamiferos esta constantemente
expuesto al dafio, ya sea exégenc por xenobidticos genotdxices o enddgeno
por sustancias como las especies reactivas de oxigeno (ROS), que tienen
funciones determinadas, por lo que, las células han desarrollado
mecanismos antioxidantes, uno de los méas importantes son los de la
reparacién del ADN. Los mecanismos de reparacién del ADN en las células
eucariontes son diversos, complejos e indispensables para la
supervivencia, el mas estudiado por que también ocurre en procariontes
como Escherichia coli, es el de reparacion por excisién (Figura 4), en el cual
una endonucleasa reconoce la base alterada (aducto) y corta la cadena en
ambos extremos del dafo incluyendo bases no alteradas, posteriormente
una exonucleasa remueve el fragmento escindido y por medio de una ADN
polimerasa se sintetiza el ADN faltanie, finalmente una ligasa retira el
corte uniendo la cadena.

La reparacion del ADN juega un papel importante en el proceso de
carcinogénesis, por que puede prevenir la iniciacidn, sin embargo, sl la
proliferacion celular es activada o incrementada, el tiempo para reparar el
ADN decrece, ademas la reparacién es inefectiva o defectucsa y la
oportunidad de presentarse células iniciadas se incrementa {IARC,1992).

Existen enfermedades hereditarias como el Xeroderma pigmentosum,

la anemia de Fanconi, el sindreme de Bloom, la ataxia telangiectasia, etc.,



en la cual la caracteristica comun es la deficiencia en la reparacion del

ADN, y 1a susceptibilidad a desarrellar tumores.

Figura 4. Reparacién por excisién de nucleétidos en el ADN. {Reproducido

de GENES VI, Lewin 1997).
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1.6 LA QUIMIOPROTECCION REDUCE EL RIESGO AL CANCER.

El hombre en toda su existencia ha estado expuesto a diversos
carcindgenos, sin embargo, por medio de la dieta se ha protegido sin tener
conocimiento de ello, es decir, diversos frutos y vegetales entre otros
alimentos naturales contienen sustancias capaces de bloquear la accién de
los carcindgenos, por lo tanto podemos hablar de un equilibrio natural
carcindgeno-anticarcinégeno. Actualmente la contaminacidn, la ingestion
de alimentos no naturales y el incremento en el habito de fumar, han roto
dicho equilibrio natural, de tal forma que la exposicidn a carcinégenos
quimices se ha incrementado. En las décadas anteriores se ha trabajade
incesantemente en la identificacidn de carcinégenos y se sugirid tomar
precauciones y evitar la exposicidon a ellos para reducir el riesgo al cancer,
por ejemplo, si se dejara el habito de fumar en la poblacidn, la incidencia
de cancer se reduciria en un alto porcentaje, esto no ha sido posible y se
han buscado alternativas que protejan contra la accién de los
carcinogenos. La quimioproteccién puede ser una alternativa, se ha
definido como el uso de sustancias naturales o sintéticas capaces de
prevenir la ocurrencia de lesiones precancerosas o bien para retardar o
revertir la progresion de padecimientos clinicamente establecidos (Buiatti,
1997).

Ciertos componentes de los alimentos son una fuente importante dc
sustancias capaces de inhibir la carcinogénesis. Los vegetales y frutas
proveen componentes antioxidantes que disminuyen el riesgo al cancer
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(Helzlsouer y cols., 1994). En estudios experimentales, s€ han identificado
algunos agentes que gjercen proteccion contra el cancer, por ejemplo, la
vitamina A (retinol y sus analogos) son capaces de suprimir carcinogenos
inductores de la transformacion celular ademas de inhibir el crecimiento
de células tumorales (Huang, 1987), (Man y cols., 1998), la vitamina C
(acido ascérbico) tiene importantes actividades antioxidantes de
repercusiéon en carcinogénesis (Helzlsouer ¥ cols., 1994), la vitamina E
{tocoferol) es un potente antioxidante capaz de inhibir la accién de diversos
carcinogenos (Hirose y cols., 1993), el B-caroteno y muchos carotenoides
tienen capacidad de inhibir carcinégenos del humo del cigarro ademas de
tener propiedades antitumorales (Man y cols., 1998),(Mathews, 1982).
Diversos polifenoles como flavonoides {Asad y cols., 1998), taninos, 4cido
cafeico, etc., farmacos como la aspirina {Helzlsouer y cols., 1994) y el
oltipraz, entre otros, han demostrado por diferentes mecanismos de accién
la capacidad de bloguear el efecto de multiples carcinégenos y ésto ha
generado un notable interés en cl campo alimenticio y farmacolégico.

En muchas investigaciones se ha demostrado la capacidad
anticarcinogénica de los componentes de algunos vegetales descritos como
curativos en la medicina tradicional, tal como el té verde obtenido de
Camelia sinensis que contiene al anticarcinégeno (apigallo catechin
gallato), el broccoli que contiene un antigenotdxico (sulforafano) {Baucelo y
cols., 1996}, el acido ellagico presente en el ajo (Akagi y cols., 1995).
Algunos otros vegetales muestran actividades anticarcinogénicas pero no
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se ha descrito el componente activo, tal es el caso de los extractos de
Ocimum sanctum que evita la union del carcindgenc al ADN (Prashar y
cols., 1998), los extractos de las flores de Hibiscus sabdariffa protegen
contra el estrés oxidativo en hepatocitos de rata (Tseng y cols., 1997},
entre otras. Sin embargo, existe una gran diversidad de vegetales con
potencial anticarcinogeno, ¥ pueden ser explotados en la quimioproteccién

contra el cancer si se investigan sus propiedades bioldgicas.




1.7 LAS FLORES DE Calendula officinalis L, TIENEN MULTIPLES
PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

Calendula officinalis L., es conocida en México como “Mercadela”
(Figura 5) y es considerada una planta decorativa, se cultiva con
propésitos ornamentales, alimenticios {como condimento y colorante en
sustitucién del azafran) y medicinales, C. officinalis pertenece a un grupo
de plantas con flores compuestas, como la margarita, el crisantemo, la flor

de muerto entre otras.
Figura 5. Calenduia ocins L.

C. officinalis ha sido utilizada durante mucho tiempo en la medicina
tradicional y se le han atribuido mas de 35 propiedades a las infusiones y
tinturas de las flores, por ejemplo, antiinflamatorio, analgésico,
antitumoral, antialceras, diurético, bactericida, y curativo en heridas de la
piel, entre ofras. Algunos experimentos farmacolégicos han demostrado
propiedades; bactericida (Dumenil y cols., 1980), antiviral, antiinflamatoria

(Della-Loggia ¥y cols., 1994), antiedema (Zitterl-Eglseer y cols., 1997),
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analgésica, antitumoral, donde se probd que extractos de hojas de la
planta, tenia propiedad citotéxica en tres lineas celulares; MRCS, Hep2 y
células asciticas del carcinoma de Ehrlich {Boucaud-Maitre y cols., 1988),
regeneradora de epitelio (Klouchek-Popova y cols., 1982), antimutagénica
{Elias y cols., 1990), etc. Se ha evaluado la genotoxicidad de un extracto
hidroalcohélico 60% (v/v) de las flores, exhibiendo toxicidad dosis-
dependiente y genotoxicidad en la prucba de segregacion mitética de
Aspergillus nidulans, sin embargo, fue negativa para la prueba de Ames
con las cepas de Salmonella TA 1535, TA 1537, TA 98 y TA 100 (£39) a
concentraciones de 50 a 500ug/placa, mientras que a dosis de 1g/Kg bw
por dos dias para la prueba de micronucleos en médula 6sea de ratén
también fue negativa. (Ramos y cols., 1998).

Se han identificado algunos componentes lipofilicos activos de las flores de
€. officinalis, como las saponinas, con propiedades antimutagénicas,
triterpenos alcohdlicos con propiedad antiinflamatoria y antiedematosa,
glicosidos de flavonol (Pietta y cols.,, 1992} con posibles propiedades

anticarcinogénicas (Asad y cols., 1998).




1.8 LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE HEPATOCITOS (CPH) SON UTILES
PARA ESTUDIAR LA CARCINOGENESIS.

El cultivo primario de hepatocitos (CPH) de rata, ha sido utilizado en
diversos estudios de carcinogénesis quimica en las ultimas décadas, las
razones son: 1) la capacidad de metabolizar una gran variedad de
carcingenos quimicos, 2) tienen reparacién de ADN eficiente, lo que
permite medirlo ¥y atilizarlo como parametro genotoxico de los
carcinégenos, 3) el proceso de aislamiento de hepatocitos, permite eliminar
la heterogeneidad celular, 4) control de la concentracién en el medio de
cultivo de las sustancias a evaluar, a diferencia de los estudios in vivo
donde la dosis administrada sufre dilucién en otros 6rganos, 5} al ser
cultivos primarios, ofrecen caracteristicas similares a los hepatocitos in
situ y 6) ofrecen gran reproducibilidad en los resultados, ya que el
comportarmiento de los hepatocitos recién cultivados es muy homogéneo.

Los CPH, tienen como desventaja, la baja o nula proliferacién
celular, a menos que s¢ realice una hepatectomia parcial previa al cuttivo,
en casos de estudios de transformacion celular, el periodo es mas
prolongado que en otras células, ademas se requiere de mayor exposicién

a los carcindgenos para transformarse.




1.0 EL ANALISIS DE LA SINTESIS DE ADN NO PROGRAMADA {UDS},
PERMITE MEDIR EL POTENCIAL GENQOTOXICO

La toxicologia genética cuenta con diversas estrategias que
determinan y miden la capacidad de los xenobiéticos para dafiar al ADN,
uno de los analisis importantes que permite estudiar genotoxicos en
células sin proliferacion, es el de UDS por sus siglas en ingles (Uncheduled
DNA Syntesis) que se refiere a la sintesis de ADN no pertinente ala
replicacion, es decir, a diferencia de otras pruebas genético-toxicologicas
no se requiere de la replicacion del ADN en las células para gue S€
produzeca dano, ademés el UDS realizado en CPH adquiere mayores
ventajas. El analisis por UDS tiene como fundamento que el dano
genotdxico en una célula viable induce reparacién y si se proporciona
timidina tritiada (T°H) esta s¢ incorporard durante la sintesis al ADN
(Sintesis de ADN no programada). Para garantizar que la incorporacién de
T34 no corresponda a la replicacion del ADN (sintesis programada de
ADN), se anade al sistema hidroxiurea (inhibidor de la replicacion). Por lo
que el dafio genotdxico es proporcional a la reparacién medida por la
incorporacién de timidina tritiada (T%H) {(cuantificada en un contador de

centelleo) en el ADN.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:
« Determinar in vitro ¢l efecto de extractos de Calendula officinalis contra el

dafio genotdxico provocado por dietilnitrosamina.

Objetivos especificos:

. Elaborar extractos de Calendula officinalis para ser evaluados en cultivos
primarios de hepatocitos (CPH).

« Determinar la concentracion de dietilnitrosamina (DEN) que produce
efecto genotoxico en CPH de rata por analisis de la sintesis de ADN no
programada (UDS), como monitor para analizar el efecto de los extractos

de C. officinalis.

3. HIPOTESIS:
Los diferentes extractos a probar de Calendula officinalis
previenen el efecto genotdxico provocaco por DEN en cultive primario de

hepatocitos de rata.
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4, MATERIALES.

4.1 REACTIVOS:

Material Proveedor

Colagenasa tipo IV, con actividad de digestion

de colagena = 398U/ mg. . )
Hidroxiurea (HU) Slgma Chemical CO.
Dietilnitrosamina {DEN)

Tris-HClL

Dimetilsulfoxide (DMSO)
Acido perclarico {PCA}
Difenilamina

Fosfatos de sodio

NacCl

CaCla

Merck CO.

Medio minimo esencial (MEM) con sales de )
Earle’s Gibco BRL.

L-glutamina

Suero de ternera HyClone Lab, Inc.

Timidina tritiada (6-3H) Thymidine con Amersham Life

actividad de 22-23 Ci/mmol Science.
Insulina humana R (ADN recombinante) Ely Lilly (México).
El liquido de centelleo (Ready Safe for aqueous Beckman.

samples) fue obtenido de

4.2 BIOLOGICOS.
Se utilizaron ratas Wistar macho de 180-200 g de peso alimentadas

ad libitum en el bioterio del CINVESTAV.
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4.3 SOLUCIONES:

1. PBS (K2HPOa/KH2FO4 15mM; NaCl 0.15M pH 7.4)

2. FTR-sulfato {Flat-to-round solution); NaCl 140mM, NaHCOa
40mM, Acido citrico 5mM, 0.225M Na250s4.

3. EGTA 0.5mM, (NaCl 137mM, KCl SOmM, NazHPO4 0.4mM, Trizma
base 25mM y rojo de fenol 0.001%).

4.CaCl; 2.5mM,  (NaCl 137mM, KCl 50mM, NazHPCa4 0.4mM, Trizma
base 25mM y rojo de feno! 0.001%).

5. Difenilamina (1.5g de difenilamina en 100ml de acido acético glacial

y 1.5ml H2504).
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5. METODOLOGIA

5.1 OBTENCION DE LAS FLORES DE Calendula officinalis L.

En Febrero de 1998 se realizé un cultivo de la planta, sembrando
cepellones en una area de 100m? en F.E.S.-Cuautitlan campo-4. En los
meses de mayo a agosto se recolectaron las flores ligulares desarrolladas,

se lavaron y se secaron a temperatura ambiente cubiertas de la luz.

5.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

Se realizaron los siguiente extractos, un acuoso, un hidroalcohslico,
un etanélico y un cloroférmico, con el fin de evaluar de manera general en
4 grandes grupos la mayor gama de componentes de las flores de
Calendula officinalis.

+ Extracto aquoso [GO-4]

Justificacion; Obtener los componentes mas polares o hidrosolubles.

Procedimiento; Se realizé una infusién (15g de flores secas en un litro de
agua desionizada), cs dccir, st hirvié el agua y se acdicioné la
muestra durante 15 minutos, se retiraron los solidos con un
filtro de papel, €l filtrado se esterilizé con una membrana con
poro de 0.22pm y s¢ determiné su concentracion basandose en el
peso seco siendo de 6.72mg de solidos/ml.

« Extracto hidroalcoholico {CO-H]

Justificacion; La obtencién de flavonoides, terpenoides, entre otros

componentes solubles en soluciones hidroalcoholicas.
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Procedimiento; Se extrajo el marco de compenentes con etanol al 96%, (58

de muestra seca por cada 0.5 litros de etanol} en agitacién por
tres dias, posteriormente se agregaron 0.5 litros de agua
destilada, se filtré para retirar los solidos, s¢€ evaporo del filtrado
principalmente el etanol a temperatura no superior a 55°C hasta
que resté un volumen aproximado de 0.4 litros. El extracto se
esterilizo por filtracién con una membrana con poro de 0.22pm.
La concentracién del extracto fue de 4.54mg de solidos por ml de
una solucién hidroalcoholica al 0.8% de etanol (w/v), la
determinacion de la concentracién de etanol se realizd en un
Cromatografo de Gases (HP4890D) adapatado a un Headspace
Sampler (HP7694E).

to eranolico (CQ-E).

Justificacion; Obtener la gama de componentes que incluye desde los

compuestos hidrosolubles hasta los liposolubles.

Procedimiento; 15g d¢ mucstra seca en un litro de etanol absoluto se dejo
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en agitacion por tres dias a temperatura ambiente protegido de la
luz, se retird lo insoluble por filtracion, la soluciéon se sometid a
destilacion a presion reducida con temperatura no superior a
60°C hasta sequedad. Los sélidos restantes se pesaron ¥ se
disolvieron en dimetilsulfoxido DMSO, los que fueron de 19.2 mg
de solidos del extracto/ml. Los residuos de etanol

correspondieron a 0.34% (w/v), esta determinacion se realizo en




un Cromatografo de Gases (HP4890D) adapatado a un

Headspace Sampler (HP7694E}.

Justificaciéon; Obtener la gama de componentes no polares o liposolubles.

Procedimiento; El mismo que para el extracto CO-E pero se utilizd
cloroformo en lugar de etanol. Los solidos resultantes se pesaron
y se disolvieron en DMSO y fueron de 10 mg de sélidos por ml.

Los residuos de cloroformo no se determinaron.

5.3 ESPECTROSCOPIA DE LOS EXTRACTOS

Con la intencion de tener un patron que permitiera comparar i0s
diferentes extractos se examinaron los espectros de absorcion de luz UV-
visible, para lo cual se diluyeron a una concentracion de 225 pg de solidos
por ml, en agua desionizada para los extractos CO-A'y CO-H y en DMSO
los extractos CO-E y CO-C, los blancos fueron agua y DMSO seguin el
extracto a evaluar, las lecturas de absorcién de luz se registraron desde

200nm a 800nm en un espectrofotometro (BECKMAN DU7500). Grafica 1.

5.4 CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS (CPH) DE RATA

Ratas Wistar machos con ayuno de 18 a 20 h, a las cuales se le hizo
una perfusion hepatica in situ con colagenasa (Seglen, 1970), (Berry ¥
cols., 1969) fueron la fuente de los hepatocitos. En forma resumida se
siguié el siguiente procedimiento; los animales se anestesiaron con éter
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etilico, se aplico asepsia, s€ realizé una laparotomia y se desplazaron los
intestinos para dejar al descubierto la vena porta, ésta se canulé con una
aguja calibre 18 conectada a una bomba peristaltica. Primmero se pasod, en
condiciones de esterilidad, una solucion de EGTA 0.5mM a 37°C durante 4
minutos con una velocidad de flujo de 15ml/min, al inicio de la perfusién
se corto la vena cava a la altura de los rifiones para permitir la salida de
los fluidos y posteriormente s¢ introdujo una solucion de colagenasa tipe
IV (16mg/70m)) y CaClz 2.5mM a 37°C a una velocidad de 9ml/min
durante el tiempo necesario para que el higado perdiera su consistencia
dura. El higado se extrajo, s€ colocé en una caja petri {10cm), se afnadieron
aproximadamente 30ml de medioc minimo esencial (MEM) para disgregarlo
mecanicamente, la suspension celular se colocd en un tubo coénico para
lavar las células, se centrifugé a 500rpm/ lmin, s¢ desechd el
sobrenadante, se adiciond nuevamente MEM ¥ la operacion de lavado se
repitié una vez mas. Las células se suspendieron en medio completo (MEM
con 10% de suero de ternera ¢ insulina 15U1/100ml), se determino la
concentracion celular con un hematocitometro y se examind la viabilidad
celular por el criterio de la exclusion de azul de tripano al 0.05%. Se
sembraron 8x105 hepatocitos por 1.5 ml de medio completo en cajas de
35mm. Se permitio la adhesion celular de 1h a 2h a 37°C, con atmosfera
hameda con COz al 5%. Las células de los cultivos realizados tuvieron una

viabilidad superior al 80%.




5.5 DANO GENOTOXICO EN CPH. METODO DE SINTESIS DE ADN NO

PROGRAMADA (UDS).

(Mitchell y cols., 1983} (Swierengay cols., 1991).

PROCEDIMIENTO.- Posterior al periodo de adhesién celular en el CPH, se

retird el medio por aspiracién y se agregdé 1ml de MEM libre de suero,

conteniendo; insulina 15U1/100ml, hidroxiurea (HU) 76mg/100ml, T3H

4.3pCi/1nl y uno o varios de los siguientes tratamientos.

Control.- DMSO (10ul/ml medio) para los experimentos donde se¢
evaluaron los extractos (CO-Ey C0o-C).

DEN.- DEN (0.625, 1.25, 2.5, 5y 10 uM) para determinar la genotoxicidad
del carcinogeno.

Extractos.- Extractos en cantidades variables.

Extractos + DEN.- Extractos €n cantidades variables en medio con DEN a

1.25pM.

Control de DEN. DEN a 1.25pM adicionado con DMSO (10ul/ml medio)

para los experimentos donde se evaluaron los extractos {CO-Ey

CO-Q).
Las células se incubaron durante 4h a 37°C, con atmoésfera humeda

con COjz al 5%. Posteriormente se retiré el medio de tratamiento y se

lavaron las células con PBS (pH 7 4.
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5.6 PROCESO PARA EXPRESAR LA INCORPORACION DE T3H EN
FUNCION DE LA CANTIDAD DE ADN (Leyvay cols., 1974).

Después de lavadas las células, se despegaron por fuerza i6nica con
una solucion hipertonica FTR (Flat-to—round solution) (Sit y cols., 1991j, se
transfirieron a tubos Eppendorf {1.5ml} y se retiré la solucién FTR por
centrifugacion {(Ultracentrifuga Brinkmann 5412) a 7,500 rpm durante
2min, las células fieron resuspendidas en 500ul de Tris-HCI 10 mM, se
sonicé (Ultrasonic F85) durante 5 minutos para producir lisis celular, se
precipitaron las macromoléculas por la adicion de 500ul de acido
perclorico (PCA) 0.4M y se refrigeré a 4°C durante lh, posteriormente se¢
centrifugd durante 2min a 7.500rpm y s€ desecho el sobrenadante, para
hidrolizar el ADN se resuspendié la pastilla con 250ul de PCA 1M y se
calentd a 70°C durante lh, cuando se enfriaron los tubos, se centrifugd 2’
a 10,000 rpm y 200ul del hidrolizado (sobrenadante) se colocaron en otro
tubo Eppendorf y se adicionaron 200pl de croméforo (Solucién en acido
acético glacial de difenilamina, que se wune especificamente a la
desoxiribosa de los nucletsidos producidos por la hidrélisis del ADN, por lo
que la mezcla de reaccién desarrolla color azul} y se incubéd a 37°C durante
18h. Se midio la absorbencia de la mezcla de reaccion a 600nm en un
espectrofotometro (BECKMAN DU7500).

La concentraciéon de ADN de cada tubo se determino interpolando en
una curva estandar de ADN de timo de ternera, con los siguientes

parametros:

30




Absorbencia = 26.45 (ug de ADN/yul de mezcla de reaccion) + {-0.006)
Coeficiente de correlacién r = 0.9902

Para determinar la T3H incorporada al ADN, 200ul de la mezcla de
reaccion [equivalente a 100pl de hidrolizado) se colocaron en un vial al
cual se le adicionaron 3ml de liquido de centelleo y se midieron las
desintegraciones por minuto {dpm) en un contador de centelleo (BECKMAN

LS-600 SC).

5.7 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS.

Se calcularon las dpm det total del ADN (250u! de hidrolizado) y se
dividieron entre el ADN (ug) total, reportandose finalmente en dpm/ug de
ADN, los resultados adicionalmente se expresaron en % de incorporacién
de T3H respecto al control {considerando la incorporacién basal como 0%).
Ya que la incorporacion de T3H en el ADN es debido a su reparacién las

dpm/pg de ADN son proporcionales al dano genotoxico.

5.8.1 DETERMINACION DEL POTENCIAL GENOTOXICO DE DEN EN CPH.
Para confirmar el potencial genotoxico de DEN se planted el

siguiente experimento.

Experimento 1. Realizar un CPH y someter las células a las siguientes

concentraciones de DEN (0.625, 1.25, 2.5, 5y 10pM} y comparar

con la incorporacién de T3H basal. Grafica 2
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5872 DETERMINACION DEL EFECTO GENOTOXICO DE DEN EN
COMBINACION CON LOS EXTRACTOS CO-(A, H, E Y C) EN CPH.

Para conocer la capacidad de proteccidon al ADN (del dano que
produce DEN) por parte de los extractos, se sometio a los hepatocitos a la
concentracién mas genotoxica {(1.25uM) de DEN (ver Grafica 2} en
combinacién con los extractos y se compardé con la incorporacién de T*H
basal y la que produce exclusivamente DEN, para ello se plantezron los

siguientes experimentos:

Experimento 2. Concentraciones variables del extracto CO-A en
combinacion con DEN. (Grafica 3)

Experimento 3. Concentraciones variables del extracto CO-H en
combinacién con DEN. (Grafica 4)

Experimento 4. Concentraciones variables del extracto CO-E en
combinacién con DEN. {Grafica 5)

Experimenio 5. Concentraciones variables del extracto CO-C  en

combinacién con DEN. (Grafica 6)

583 DETERMINACION  DEL POTENCIAL GENOTOXICO DE LOS
EXTRACTOS CO-(A, H, EY C} EN CPH.

Para conocer la capacidad de dadar al ADN de los extractos ¥y
comparande con la incorporacion de T°H basal se plantearon los
siguientes experimentos:
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Experimento 6. Concentraciones variables del extracto CO-A. (Grafica 7)
Experimento 7. Concentraciones variables del extracto CO-H. (Grafica &)
Experimento 8. Concentraciones variables del extracto CO-E. (Grafica 9)

Experimento 9. Concentraciones variables del extracto CO-C. (Grafica 10)

Para cada experimento se realizé un CPH usando una rata. Los
tratamientos de cada experimento se€ hicieron por triplicado y se€
procesaron individualmente, por lo que en los resultados, se muestra el

promedio de cada tratamiento.




6. RESULTADOS.

6.1 GENOTOXICIDAD DE LA DIETILNITROSAMINA (DEN)

En la Grafica 2, se muestra el efecto genotdxico que produce DEN.
En todas las concentraciones evaluadas (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 uM) se
incorpord mayor cantidad de T3H (medida en dpm) por pug de ADN que en
el tratamiento control. La concentracién 1.25uM fue la que produjo mayor
incorporacion de T3H al ADN, siendo 40% mayor al control.

6.2 PROTECCION AL ADN DE LA GENOTOXICIDAD DE DEN POR LOS
EXTRACTOS.

En la Grafica 3, se muestra el efecto del extracto CO-A sobre el dano
al ADN que produjo DEN 1.25uM. El mayor efecto protector se encontro
desde 0.02pg/ml hasta 0.8ug de solidos del extracto por ml, ya que la
incorporacién de T°H, que representa el dano al ADN fue menor {-20%)
incluso que la incorporacioén del control.

El extracto CO-H, desde 0.4ng/ ml hasta 1.6ng de solidos /ml (no
pg), inhibio totalmente el dafo al ADN gue produce DEN {Grafica 4).
Concentraciones superiores a 1.6ng/ml hasta 200ng/ml protegicron
parcialmente contra DEN.

La proteccion al ADN del dafio que produce DEN por el extracto CO-
E (Grafica 5), fue total cuando se evaluaron las concentraciones desde
0.02ug hasta 1.0pg de solidos del extracto por mi de medio con DEN a la

concentracion genotdxica de 1.25uM.




En la Grafica 6, se muestra el efecto genotoxico de DEN 1.25uM en
combinacién con ¢l extracto CO-C, la concentracion que mayor efecto
protector tuve fue a 3.12pg de solidos det extracto por ml, reduciendo a la
mitad la incorporacién de T3H al ADN inducida por €l carcindgeno. Otras
concentraciones no tuvieron mejor efecto.

6.3 GENOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS DE Calendula officinalis L.

El extracto acuosc (CO-A), produjo una incroporacion de T3H al ADN
por encima de la incorporacién del control a concentraciones superiores a
25ug de soélidos por ml de medio de cultivo (Grafica 7), y a estas
concentraciones  presentd  una correlacion  directa  (dafio  al
ADN/concentracion), de tal forma que una concentracion de 100pg/ml
produjo 40% mas incorporacion de T34 al ADN que el control
Concentraciones Menores a 12.5ug/ml hasta 0.006pg/ml, no indujeron
una incorporacion de T3H al ADN mayor que en €l control.

En la Grafica 8, se ve el efecto del extracto hidroalcohélico {CO-H)
sobre la incorporacion de T3H al ADN, a concentraciones superiores de
1.23ug/ml este efecto se incrementd, y fue directamente proporcional a la
concentracién, con un maximo de incorporacion de T3H de 43% referente
al control a una concentracién de 100 pug/ml. Concentraciones menores a
0.41ug de solidos de extracto /ml no mostraron este efecto.

kn la Grafica 9, se muestra el efecto que tuvo €l extracto etanolico
(CO-E) en el CPH, se evaluaron concentraciones desde 0.024ug de

solidos/ml hasta 100pg/ml, y en ninguna se presentd una induccion dc la
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incorporacion de TSH al ADN superior al control, ademds las
concentraciones desde O.lpg/ml hasta 12.5 pg/ml, mostraron una
incorporacion de T3H al ADN menor que el control.

Se puede inferir de estos experimentos que el extracto cloroférmico
{CO-C), al igual que el extracto CO-E no fue genotoxico (Grafica 10), se
evaluaron concentraciones desde 0.78pg/mi hasta 50ug de solidos de CO-
C/ml, y ninguna superd la incorporacion de T3H al ADN que mostro el
control.

6.4 RESUMEN DE LOS EFECTOS DE LO3 EXTRACTOS DE Calendula
officinalis L. TABLA 1.
Tabla 1. Concentraciones de los extractos de Calendula officinalis que

fueron genotoxicas y que protegieron conira el dafio inducido por DEN.

o Concentracion minima
Genotoxiccidad
Extracto Intervalo evaluado cG) gue protege contra DEN
completamente (CP)

CO-A 0.005 - 100 (ug/ml) >25 § {pg/ml) 0.026- 0.8 (pg/ml)

CO-H 0.0002 - 100 {(gg/ml) > 1.23 % (ug/ml)  0.0004 $-0.2 {(ng/ml)

CO-E 0.01 - 100 (ug/ml)  No genotoxico 0.02 - 1.6 (pg/ml)

cO-C 0.78 - 50 (ug/ml) No genotdxico 3.12 pg/mi

s CG fue 1250 veces superior que CP.

¢ CG fue 3075 veces superior que CP.




Espectro de absorcién de luz UV-visible de los
extractos? de Calendula officinatis
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Gréafica 1.- Espectros de absorcién de luz UV-visible de los extractos de
Calendula officinalis L. Ningun extracto absorbié luz visible en
las longitudes de onda (A) desde 400 hasta 800 nm.

¥ La concentracién de los extractos fue 225 pg de solidos /ml.

o Extracto disuelto en agua.

8 petracto disuelto en DMSO.
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Evaluacién del dafio al ADN producido por DEN en

CPH

2400J o &

= &
2 5
e 3 8
Fz 573
G 2000 e B
Ch § &,
=)

g — 9— =
9 0o
Q E_ g @
g R
Q a =
B 14004 Sz
g B
£  control z
z

incorporacién basal
1200ttt —f—t—r : i 20
0.0 1.25 2.5 5.0 7.5 10.0
uM DEN

Grafica 2.- Evaluacion del efecto genotéxico producido por DEN en CPH.
Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con DEN (0.625,
1.25,2.5,5y 10uMjen medio de cultivo con T3H {4.3pCi/ml). El
control no contenia DEN. El CPH se realizé utilizando una rata.

Cada tratamiento fue realizado por triplicado.
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Grafica 3.- Proteccion por el extracto CO-A del dafic al ADN que produce
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DEN en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el
extracto CO-A, se realizaron diluciones seriadas 1:2, iniciando en
50ug hasta 0.01 pg de solidos del extracto por ml de medio de
cultivo con T3H (4.3uCi/mi) y DEN 1.25uM. El tratamiento DEN
{1.25pM) no contenia exiracto. El control no contenia DEN ni
extracto. El CPH se realiz utilizando una rata. Cada tratamiento

fue realizado por triplicado.
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Grafica 4.- Proteccion por el extracto CO-H del danoc al ADN que produce
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DEN en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el
extracto CO-H, se realizaron diluciones seriadas 1:2, iniciando
en 1600 ng hasta 0.21 ng de solidos del extracto por ml de
medio de cultivo con T3H (4.3pCi/ml} ¥ DEN 1.25uM. El
tratamiento DEN (1.25uM]) ne contenia extracto. El contrel no
contenia DEN ni extracto. El CPH se realizé utilizando una rata.

Cada tratamiento fue realizado por triplicado.




Incorporacion de T3H al ADN

dpm/Hg ADN

Proteccién por el extracto CO-E del dano al ADN
que produce DEN en CPH

24004 60 R
o
4]
DEN I i ]
L4053 8
@
T
1 a B
18004 oS 2
)
g &
21
control4 ----- N\ -~y A LT B EEEE R 0 E kel
= T
B,
12004 —~ CQ-E+ DEN 1.25uM L-20 :S
—— DEN 1.25uM =
incorporacion basal L
1 1 T L Il } 1 1 L I_ 40

0.01 0.02 005 0.1 02 04 03 16 31 63 125 25 50 100

pg de solidos/mlde medio de cultivo

Grafica 5.- Proteccion por el extracto CO-E del dafo al ADN que produce
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DEN en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el
extracto CO-E, se realizaron diluciones seriadas 1:2, iniciando
en 100 pg hasta 0.01 pgde solidos del extracto por ml de medio
de cultive con T3H (4.3uCi/ml) y DEN 1.25uM. El tratamiento
DEN (1.25uM) no contenia extracto. El control no contenia DEN
ni extracto. El CPH se realizo utilizando una rata. Cada

tratamiento fue realizado por triplicado.
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Grafica 6.- Proteccion por el extracto CO-C del dafic al ADN que produce
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DEN en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el
extracto CO-C, se realizaron diluciones seriadas 1:2, iniciando en
50 ug hasta 0.78 pg de solidos del extracto por ml de medio de
cultivo con T2H (4.3uCi/ml) ¥ DEN 1.25pM. El tratamiento DEN
{1.25uM) no contenia extracto. El control no contenia DEN ni
extracto. El CPH se realizo utilizando una rata. Cada tratamiento

fue realizado por triplicado.
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Grafica 7.- Evaluacion del efecto genotdxico producido per el extracto

CO-A en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el

extracto CO-A, se realizaron diluciones seriadas 1.2,
en 100ug hasta 0.006 pg de
de cultivo con T*H (4.3uCi/mi). El contr

iniciando
sélidos del extracto por ml de medio

ol no contenia extracto.

El CPH se realizd utilizande una rata. Cada tratamiento fue

realizado por triplicado.
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Evaluacion del efecto genotoxico producido por el extracto
CO-H en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el
extracto CO-H, se realizaron diluciones seriadas 1:3, iniciando
en 100pg hasta 0.14 pg de solidos del extracto por ml de medio
de cultivo con T3H (4.3pCi/mi}. El control no contenia extracto.
El CPH se realizé utilizando una rata. Cada tratamiento fue

realizado por triplicado.
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Grafica 10.- Evaluacion del efecto genotdxico producido por el extracto
CO-C en CPH. Los hepatocitos fueron tratados durante 4h con el
extracto CO-C, se realizaron diluciones seriadas 1:2, iniciando en
50ug hasta 0.78 pg de solidos de! extracto por ml de medio de
cultivo con T3H (4.3pCi/ml). El control no contenia extracto. El
CPH se recalizd utilizando una rata. Cada tratamiento fue

realizado por triplicado.
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7. DISCUSION.

En diversos estudios in-vitro se ha senalado el potencial genotoxico
de DEN en cultivos de linfocitos, en lineas celulares, etc. ademéas de su
capacidad mutagénica en Salmonella typhimurium (Ensayo de Ames),
Saccharomyces cerevisiae y Drosophila melanogaster (Verna y cols., 1996).
En estos casos, los experimentos dependieron de la activacién con
microsomas hepaticos. La evaluacion realizada por nosotros en CPH de la
genotoxicidad de DEN, concuerda con estudios anteriores. La
concentracion 1.25uM de DEN que se utilizé en los experimentos de
proteccién con los extractos, probablemente fue la que causd mayor dafo
al ADN, por que permitié a los hepatocitos o a las enzimas del citocromo
P450 mayor eficiencia en la produccién de electrofilos (figura 4) que se
unen al ADN.

Los extractos CO-A y CO-H, muestran similitud en su propiedad
genotdxica en CPH (Grafica 7 y 8), ya que a una concentracién de 100ug de
solidos por ml dc medio, respectivamente produjeron una incorporacion de
T3H al ADN de 40% y 43% mayor que el control, que equivale al dafno que
produce el carcinégeno DEN a 1.25uM. La concentracion de 100pg/ml
puede considerarse alta si examinamos que se expuso a aproximadamente
6.0X105 hepatocitos, y st extrapolamos en un humano de 70Kg asumiendo
absorcién total y omitiendo dilucién en otros tejidos, se tendria que
exponer al higado de ese individuo a 23 gramos del extracto en un periodo

de 4 h, y tomando en cuenta la concentracién promedio de los dos
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extractos {5Smg de solidos/mi) equivaldria a ingerir 4.5 litros de extracto
para producir dano genotoxico similar al de DEN, Por otra parte, ambos
extractos mostraron proteccion absoluta contra el dafne que produce DEN
cuando se expusieron simultaneamente en el CPH, sin embargo, existio
diferencia en la electividad, ya que el extracto CO-H tuvo mayor efecto
desde 0.4ng/ml hasta 200ng/ml, mientras que CO-A fue desde 20ng/ml
hasta 800 ng/ml. En los cuatro extractos, las concentraciones que
protegieron al ADN no fueron genotoxicas en CPH, y para el caso de CO-A
v CO-H se requiere incrementar la concentracion maxima que protege, 30
y 6 veces mas respectivamente para que empiece a ser genotoxica, lo que
podria ser una ventaja relacionada a seguridad en el usc de los extractos.

Los componentes de los extractos realizados no se conocen, sin
embargo, los extractos CO-A y CO-H, son similares, y ambaos tienen
componentes en comun con el extracto CO-E, que a su vez Sus
componentes coexisten en el extracto CO-C, esta presuncion se reafirma si
observamos el espectro de absorcion de luz UV (Grafica 1), donde los tres
extractos mas polares absorben en la regién UV de forma similar.

Las propiedades de las infusiones y tinturas de C. officinalis, asi
como el reporte de la existencia de glicosidos 2.0-flavonoles en las flores
de C. officinalis (Pietta’y cols., 1992), nos permite sugerir a los flavonotides
como los posibles componentes activos de los extractos CO-Ay CO-H, esto
es congruente <on el espectro de absorcién UV de los extractos, donde
ambos tienen un maximo de absorcion en dos bandas, la primera en
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335nm y la segunda en 255nm de longitud de onda {Grafica 1), longitudes
de onda donde se han identificado los flavonoles presentan dos bandas,
una con mayor amplitud entre 350-385nm y otra mas definida entre 250-
280nm (Markham, 1982). Los flavonoides estan ampliamente distribuidos
en vegetales, se estima que ingerimos 1lg por dia, se les atribuyen
propiedades antibacterianas, antivirales, antitumorales, antiinflamatorias,
antioxidantes, anticarcinogenas, etc. (Asad y cols., 1998), los mecanismos
de accién de los flavonoides no estan bien definidos, pero se ha
demostrado que concentraciones alrededor de 100uM in vitro, rompen al
ADN del plasmido pBR322 en presencia de Cu?* y generan especies
reactivas de oxigeno ROS (Said y cols., 1992), esto puede tener relacion
con la capacidad genotéxica de los extractos CO-A y CO-H a elevadas
concentraciones. Los flavonoides pueden inhibir a los citocromos P430
monooxygenasa, ¥ activar enzimas destoxificantes como la glutation 3-
transferasa, epoxido hidrolasa y quinona reductasa, lo gque se ha
relacionado con la capacidad de inhibir la activacién metabélica de
carcindgerios quimicos como el benzopireno ¥y las aflatoxinas (Asad y cols.,
1998).  Algunos flavonoides estimulan a la p-glicoproteina (p-gp) que
interviene en la eliminacién de carcindgenos quimicos como el dimetil
benzaantraceno (Phang y cols., 1993). Estos podrian ser algunos
mecanismos que expliquen la capacidad protectora de los extractos CO-Ay
CO-H contra el carcinogeno DEN, sin embargo, otro posible mecanismo, €s
el de la captura del electrofilo producido en el metabolismo de DEN por la
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enzima CYP2E1, ya que los flavonoides al igual que otros polifenoles vy el
ADN son nuclesfilos, blanco de los iones electréfilos.

El efecto protector de los extractos puede ser debido al sinergismo
entre los componentes de la planta, es decir, diversas saponinas,
flavonoides, triterpenoides, pueden actuar en conjunto para evitar el dano
al ADN por el carcindgeno DEN.

El extracto CO-E, al igual que los dos extractos méas polares,
también mostré resultados interesantes, ya dque protegié totalmente al
ADN a concentraciones desde 0.02ug/ml hasta 1.6ug/ml del daro que
produce DEN (Grafica 5), ademas el extracto no fue genotéxico inciuyendo
100pg/ml (Grafica 9), consideramos que probablemente sus propiedades
se deben también a flavonoides, sin embargo, al igual que ¢l extracto CO-
C, puede contener sustancias lipofilicas como saponinas, alcoholes
triterpénicos, con actividad antiinflamatoria, y que pueden tener
propiedad anticarcinégena. Diversos alcoholes triterpénicos pres-entes en
las flores de C. officinalis como el y-Taraxasterol, B-Amirina, lupeol, etc.,
han mostrado capacidad de inhibir la accién inflamatoria del aceite de
Crotén (Zitterl-Eglseer y cols.,, 1997) (Della Loggia 1994) ¥ del 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), también conocido por su accién en la
etapa de promocion en carcinogénesis (Akihisa y cols., 1996).

El efecto en los CPH de los residuos de etanol de los extractos CO-H
y CO-E, ¥y el cloroformo del extracto CO-C, no se determing, y es posible

que se lleve a cabo alguna interaccién ya sea con los componentes de los
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extractos, o con el metabolismo de DEN. El mecanismo de accion del
etanol en combinacién con carcinégenos no €s claro, ya que en
experimentos in-vivo, (Swann, 1984), se sefala que el etanol inhibe el
metabolismo de DEN en el higado, y el DEN no metabolizado puede ser
bioactivado por otros tejidos, incrementando la formacion de aductos en
ellos. Ingelman-Sundeberg {1988), senala que el etanol induce expresion
de enzimas como la CYP2EL, en la regién centrilobular mas que en la
periportal en el higado. La induccién de CYP2El por etanol y acetona
también fue sefalada por Yang (1990), y propone que el mecanismo esta

relacionado con el incremento en los niveles del mRNA y su estabilizacién,

51




8. CONCLUSIONES.

Los extractos de las flores ligulares de C. officinalis L. contienen
componentes aun no definidos capaces de proteger contra el dafio que
produce DEN al ADN en cultivos primarios de hepatocitos. Consideramos que
los mismos componentes que protegen al ADN pueden tener efectos
genotoxicos cuando se administran a grandes concentraciones, Estos
resultados son alentadores y justifican mayor investigacién hacia las
propiedades de las flores, y sobre todo estudios donde se utilicen extractos o
componentes aislades, en modelos de carcinogénesis in-vivo, ya que las
propiedades  antigenotoxicas probadas pueden tener considerable
repercusion en las etapas de iniciacién y promocién en carcinogénesis por

sustancias quimicas.
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