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1. ANTECEDENTES 

1.1 Cáncer y quimioterapia 

El nombre cáncer abarca todas aquellas enfermedades que tienen en común una 

proliferación anormal de las células y la capacidad de estas de sufrir metástasis y 

formar tumores secundariosl
. Esta enfermedad se caracteriza por cambios en los 

mecanismos de control que regulan la proliferación y diferenciación de las células2
• 

Estos cambios son el resultado de anomalías g~néticas que puede aparecer por la 

mutación de un grupo específico de genes. Muchos de estos genes actúan 

normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y su 

pérdida o inactivación da lugar a una división celular descontrolada 3 . 

Hoy en día, el cáncer constituye una de las principales causas de muerte de la 

humanidad. Cada año más de 10 millones de personas son diagnosticadas con 

cáncer, de estas, 6 millones mueren representando el 12% de las muertes en el 

ámbito mundial y se estima que para el año 2020 el número de nuevos casos se 

incrementará a 15 millones 4. Según los registros de la Secretaria de Salud, desde 

1990 en México, el cáncer ocupa el segundo lugar como causa de muerte. En el 

caso de los hombres los principales tipos de cáncer fueron, el de pulmón, el de 

próstata y el de estómago; mientras que en las mujeres el cáncer cervicouterino y 

el de mama fueron los de mayor importancia s. 

Debido a los altos índices de incidencia, así como su impacto a nivel económico 

y social es que se reconoce al cáncer como un problema importante de salud 

pública a nivel mundial y ocupa un lugar de especial importancia en los programas 

de salud pública, asistencia médica, prevención e investigación 1. 
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Quimioterapia del cáncer 

La quimioterapia se puede definir como un procedimiento terapéutico 

farmacológico, que consiste en la utilización de fármacos, denominados 

antineoplásicos, para el tratamiento curativo o paliativo del cáncer. 

En la actualidad, se cuenta con tres estrategias principales para el tratamiento 

del cáncer: 1) procedimientos quirúrgicos, 2) radiación y 3) quimioterapia 

sistémica. 

La detección temprana del cáncer permite, que una tercera parte de los 

pacientes con este padecimiento puedan curarse con un tratamiento local -cirugía 

y/o radiación-J. En los casos restantes, donde se detecta una metástasis temprana, 

se requiere de un método sistémico para curar o paliar efectivamente el cáncer 

diseminad02
• La quimioterapia se emplea en fases tempranas del tratamiento (a 

menudo en combinación con cirugía o radiación) ya que es entonces cuando los 

tumores son más curables y el paciente tiene mayor capacidad de tolerar el 

tratamiento 6. Hoy en día, casi el 50% de los pacientes con cáncer pueden ser 

curados; y de estos el 17% es atribuible a la quimioterapia 2. 

En el tratamiento farmacológ ico del cáncer es frecuente la administración de 

asociaciones de antineoplásicos, ya que de esta forma el tratamiento es más eficaz 

6. Muchos de los agentes citotóxicos más potentes actúan en fases especificas del 

ciclo celular, inhibiendo las células que se encuentran en proceso de división. De 

ahí, que las neoplasias que muestran mayor susceptibilidad a la quimioterapia son 

las que tienen una fracción elevada de células en proliferación y crecimiento 7. 

Recientemente, se han comenzado a explorar otro tipo de estrategias para el 

tratamiento del cáncer, tales como: la terapia génica, las manipulaciones del 

sistema inmunitario y de los sistemas hematopoyéticos normales, así como la 

inducción de diferenciación en tejidos tumorales y la inhibición de la angiogénesis 6. 
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1.2 Fármacos antineoplásicos. 

Los antineoplásicos, son fármacos utilizados en el tratamiento del cáncer. Estos 

se pueden administrar con fines curativos o paliativos, ya que algunos cánceres 

avanzados pueden ser controlados con terapia farmacológica durante períodos 

prolongados aumentando la esperanza de vida del paciente 3. Puesto que los 

antineoplásicos se distribuyen en el organismo vía circulatoria, están indicados en 

cánceres diseminados, que resultan incontrolables con cirugía o radioterapia. En 

algunos casos se pueden emplear en cánceres localizados donde el fármaco suele 

administrarse como tratamiento coadyuvante (postoperatorio) y/o neocoadyuvante 

(preoperatorio) 6. 

El objetivo fundamental del tratamiento antineoplásico es la destrucción de las 

células cancerosas afectando lo menos posible a las células normales, sin embargo 

los fármacos antineoplásicos presentan un margen terapéutico muy estrecho, una 

elevada toxicidad y pueden inducir la aparición de resistencia en las células 

cancerosas 6. La elevada toxicidad que presentan, se debe fundamentalmente a que 

no actúan sólo sobre las células tumorales sino también sobre células sanas, que en 

condiciones normales tienen una taza de proliferación elevada; .en especial, las de 

la mucosa gástrica, la médula ósea y los folículos pilosos. Como consecuencia de 

este efecto citotóxico sobre células normales se producen alteraciones 

gastrointestinales, anemia, trombocitopenia, leucopenia y alopecia 6 . 

A pesar de los beneficios derivados de las terapias antineoplásicas, los efectos 

tóxicos relacionados al tratamiento reducen substancialmente la calidad de vida del 

paciente con cáncer y limitan la utilidad de los productos farmacológicos 6. 
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La mayoría de los agentes antineoplásicos descubiertos en los primeros 20 años 

de quimioterapia oncológica (1950 a 1970) interactúan de manera específica con el 

DNA o causándole un daño irreparable. En la actualidad, se cuenta con compuestos 

que actúan sobre el huso mitótico, dañan la integridad del DNA, o bloquean la 

síntesis de sus precursores; por ello la mayoría son más efectivos en células en 

proliferación activa, afectando exclusivamente en la fase S o en la mitosis ~.6. 

Hasta hace algunos años, los fármacos antineoplásicos se identificaban 

mediante la evaluación, a gran escala, de sustancias químicas sintéticas y de 

productos naturales en sistemas tumorales animales. El considerable incremento en 

el conocimiento de aspectos biológicos, genéticos y moleculares de las 

enfermedades neoplásicas ha llevado al desarrollo de metodologías de cernimiento 

más especificas 8. 

La búsqueda de compuestos efectivos y selectivos contra el cáncer continúa y se 

ha ampliado desde el área de los productos naturales hasta campos de 

investigación totalmente nuevos. 

~ Ver Anexo 1. 
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1.3 Principios activos de origen vegetal .. 

Las plantas han constituido la base de los sistemas tradicionales de medicina e 

históricamente han sido una fuente inagotable de agentes medicinales. Muchos 

compuestos de origen natural han resultado ser compuestos líder a partir de los 

cuales se ha logrado desarrollar numerosos fármacos 9; es por ello, que el estudio 

de compuestos de origen natural se mantiene vigente como una estrategia de 

búsqueda de nuevos agentes terapéuticos. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente el 80 

% de la población mundial ha utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de 

salud. Se calcula que los productos naturales representan alrededor del 50 % de los 

fármacos de uso clínico en países desarrollados y de estos el 25 % derivan de 

plantas superiores 10. De tal manera que no solo las plantas continúan siendo 

fuente importante en el descubrimiento de nuevos fármacos; sino que también es 

posible aislar moléculas susceptibles a ser transformadas, con el fin de optimizar 

una determinada actividad biológica. 

En relación al tratamiento del cáncer, existen limitaciones en cuando a la 

quimioterapia se refiere, ya que muchas de las moléculas existentes carecen de 

selectividad y en algunos casos las células cancerosas desarrollan resistencia a 

ellas. Por otro lado, los agentes terapéuticos existentes destruyen tanto células 

cancerosas como no cancerosas 11. De ahí que exista la necesidad de encontrar 

nuevos agentes con la capacidad de destruir a las células cancerosas manteniendo 

una toxicidad reducida para las células que no lo son11
• 

La mayoría de los agentes farmacéuticos con actividad anticancerígena se han 

descubierto a partir de productos naturales obtenidos de plantas, organismos 

marinos y microorganismos. La vinblastina y vincristina, la camptotecina y el taxol 

son ejemplos de compuestos derivados de plantas que se emplean en el 

tratamiento del cáncer 12 . 
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Los agentes antineoplásicos de origen natural son capaces de inhibir la 

proliferación celular a través de una amplia gama de mecanismos, por ejemplo 

inhibiendo la replicación del DNA, interfiriendo en la formación del citoesqueleto 

como los alcaloides de la vinca (Vincristina y Vinblastina) o interfiriendo a nivel de 

t ransducción de señalesll
. 

Entre los compuestos de origen natural con potencial antineoplásico se 

encuentran algunos triterpenoides que han demostrado poseer una amplia gama de 

efectos biológicos; entre ellos : citotoxicidad a líneas celulares tumorales 13, 14, 

antagonistas de receptores a estrógenos 15, efectos proapoptóticos 16, actividad 

antiproliferativa 16, 17, antioxidantes17, hepato-protectores14
, 18, anti-inflamatorios 18, 

19, inmuno-regulatorios18
, entre otros. 

Si bien los triterpenoides han sido ampliamente empleados con propósitos 

medicinales en muchos países asiáticos, esta elase de moléculas no han tenido un 

impacto en las prácticas medicinales occidentales 19 . 

Los triterpenoides se sintetizan en la naturaleza por la cielación del escualeno; 

de tal manera que conservan un esqueleto de 30 átomos de carbono. En la 

literatura se encuentran descritos una gran variedad de triterpenoides que 

muestran actividad anti-proliferativa (citostática) y citotóxica. Los triterpenos mas 

estudiados corresponden a los tipos cieloartano, ursano y oleanano. La mayoría de 

los compuestos que se han evaluado actúan a nivel de la replicación del DNA, 

generalmente inhibiendo enzimas como la DNA polimerasa y/o las 

topoisomerasasll . Debido a esto, los triterpenoides se perfilan como potenciales 

agentes antineoplásicos. 
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1.4 Parthenium argentatum (guayule). 

La especie Parthenium argentatum Gray (guayule), un pequeño arbusto 

productor de hule natural 20-23 nativo del norte de la República Mexicana, ha 

demostrado ser una fuente rica de compuestos biológicamente activos 15, 23, entre 

los que se encuentran algunos triterpenos . 

En México, el aprovechamiento industrial del guayule alcanzó su auge durante la 

segunda guerra mundial; auge que decayó, a la llegada del hule producido 

sintéticamente , Pese a que ha dejado de ser una especie de amplia importancia 

industrial, hoy en día aún es aprovechada y rinde algunas utilidades a los 

campesinos de las regiones en las que crece la planta 24. 

Durante el proceso de industrialización del guayule se obtiene como 

subproducto un componente resinoso que constituye aproximadamente el 5% del 

peso seco de la planta . El estudio sistemático de la resina del guayule ha revelado 

la presencia de grandes cantidades de compuestos triterpénicos que representan 

cerca del 55% de los componentes totales 15; de estos, el 27% lo representan las 

Argentatinas A, B Y e 19. 

Estructuralmente las Argentatinas A y B (Fig. 1) son triterpenos pertenecientes 

al grupo cicloartano. 

o o 

Figura 1. Estructura química de las Argentatinas A (1) Y B (2). 
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En el caso particular de las Argentatinas, nuestro grupo de trabajo demostró 

que la Argentatina B es un inhibidor no-competitivo de la unión de 3H-estradiol a 

su receptor en tumores de mama humanos dependientes de hormonas 15 y que la 

Argentatina A posee propiedades antimicrobianas 23. 

Por otro lado, en un primer acercamiento a la determinación del potencial 

antineoplásico de las Argentatinas A y B, se evaluaron los efectos de estos 

compuestos sobre la proliferación de S líneas de cáncer humano empleando el 

modelo de Sulforrodamina B § Y se determinó la concentración inhibitoria media 

(CIso) para cada línea celular. En este estudio, se demostró que tanto la 

Argentatina A como la B, inhibieron la proliferación (o crecimiento) de las líneas 

celulares empleadas. La Argentatina A muestra mayor actividad antiproliferativa 

[CIso 20.22 a 38.61 IlM] que la Argentatina B [CIso 24.14 a 79.38 IlM]. Estos valores 

de CI so resultan similares a los informados para otros triterpenos como el ácido 

ursólico que posee actividad citostática y citotóxica en diversas líneas de cáncer 

humano 11. 16. 

El modelo de sulforrodamina B empleado en los estudios preliminares de la 

actividad biológica de las Argentatinas A y B no permite determinar si los efectos 

sobre la proliferación se deben a la muerte de las células (citotoxicidad) o a la 

detención del ciclo celular en alguna de sus fases (citostaticidad), por esta razón, se 

decidió evaluar los efectos citotóxicos, citostáticos y genotóxicos de las 

Argentatinas A Y B empleando un modelo alterno que fuera más informativo. 

§ Parra -Delgado, H.; García-Pillado, F.; Ramírez-Apan, T.; Sordo, M.; Martínez­
Vázquez, M.; Ostrosky-Wegman, P. Evaluation of the cytotoxicity, cytostaticity and 
genotoxicity of argentatins A and B from Parthenium argentatum (Gray) . 
En revisión . 
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1.5 Detección de compuestos con potencial antineoplásico. 

La quimioterapia antitumoral representa una amplia área de investigación 

debido a la necesidad de nuevas moléculas con actividad antitumoral y el desarrollo 

de nuevos sistemas de análisis y estudios moleculares. Por tanto, la identificación 

de numerosas de dianas potenciales es un reto común en muchas áreas de 

investigación. 

La detección de la actividad biológica de un compuesto, ya sea natural o 

sintético, se realiza a través de un programa de cemimiento de la actividad 

biológica buscada que establezca las bases para llevar el compuesto de interés a 

pruebas a nivel clínico. 

En la actualidad, muchos laboratorios así como centros académicos e institutos 

de investigación como el Instituto Nacional del Cáncer en Estados Unidos (INC) 

desarrollaron programas de búsqueda y aislamiento de nuevos agentes 

anticancerígenos que incluyen compuestos tanto sintéticos como de origen natural. 

El INC cuenta con una colección de compuestos en estudio mayor a los 600,000; de 

estos, 50,000 se han obtenido de plantas superiores. El INC cuenta con un 

programa que emplea un panel de 60 diferentes líneas celulares tumorales 

humanas para evaluar in vitro las sustancias en estudio 25 . 

Este esquema de trabajO presenta la posibilidad de inferir el mecanismo de 

acción de nuevos compuestos basándose en la búsqueda de similitud de patrones 

de respuesta de compuestos con mecanismos de acción conocidos 25 . Además, 

permite determinar una especificidad relativa para ciertos tipos tumorales dada la 

cantidad y diversidad de líneas celulares empleadas 25. 
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Aunque tales estrategias poseen ventajas en la búsqueda de compuestos con 

potencial antineoplásico, también pueden llegar a ser complicadas y costosas para 

implementar en muchos laboratorios debido a la gran cantidad de compuestos que 

se evalúan y al manejo de muchas líneas celulares . Por lo anterior y dado que la 

quimioterapia sistémica continúa siendo uno de los principales métodos de 

tratamiento, existe una clara necesidad de descubrir o diseñar nuevos agentes, así 

como estrategias de cernimiento más accesibles, sensibles e informativas. 
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1.6 El cultivo de linfocitos en la detección de sustancias con 

potencial antineoplásico. 

Existen estudios que demuestran que la proliferación celular puede verse 

alterada por la exposición in vivo o in vitro a fármacos administrados experimental 

o terapéuticamente 26. 

Los cultivos de linfocitos humanos han sido empleados durante décadas como 

sistema de prueba para la evaluación de los efectos genotóxicos tanto de 

sustancias químicas 27-29 como de la radiación ionizante 28, así como efectos sobre 

proliferación celular29
• Estos cultivos representan células humanas con 

características propias de células normales. 

El cultivo de linfocitos ha demostrado ser útil en la determinación de la actividad 

antineoplásica de diversos compuestos como el cisplatino y la bleomicina 29, 

mostrando ser un modelo sensible y reproducible. Por ello es considerado un buen 

método para el cernimiento primario de sustancias con actividad antineoplásica 29. 

Es conocido que más de un agente antineoplásico empleado en la clínica, posee 

efectos mutagénicos, genotóxicos e incluso carcinogénicos 30. Por esta razón, 

resulta importante evaluar la genotoxicidad de cualquier compuesto con potencial 

antineoplásico. Existen varios parámetros que pueden ser utilizados para evaluar 

los efectos genotóxicos de agentes químicos. Uno de los métodos más empleados 

en la actualidad debido a su especificidad, sensibilidad y sencillez es la 

determinación de la frecuencia de células con micronúcleos ya sea por exposición in 

vivo o in vitro a una sustancia de prueba. 

Los micronúcleos son biomarcadores de daño al DNA, que representan 

rompimientos cromosómicos y/o la pérdida de cromosomas completos provenientes 

de eventos espontáneos o como resultado de la exposición a agentes xenobióticos. 

Contienen fragmentos cromosómicos acéntricos o cromosomas completos que 

fueron incapaces de migrar hacia los polos durante la mitosis 31. 
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El uso de los micronúcleos como marcadores de daño cromosómico en linfocitos 

de sangre periférica fue propuesto por Countryman y Heddle en 1976; y en 1985 

Fenech y Morley mejoraron la técnica con la introducción de la citocalasi~a B (Cyt 

B) como agente inhibidor de la citocinesis 31, 32, El bloqueo de la citocinesis 

empleando Cyt B es la metodología que revolucionó la prueba de MN por ser 

efectiva para identificar células que solo se han dividido una vez en el tiempo de 

cultivo, ya que permite observarlas con una apariencia binucleada debido al efecto 

inhibidor de la Cyt B sobre la citocinesis sin alterar la cariocinesis. De esta manera, 

es posible observar células mononucleadas (CMN) que representan a las células que 

no se han dividido en cultivo, las células binucleadas (CBN) y células tri, tetra o 

polinucleadas (CPN) que son aquellas que se han dividido más de una vez en el 

tiempo de cultivo. 

Debido a que el bloqueo de la citocinesis no afecta la cariocinesis es pOSible 

establecer un índice de proliferación, conocido como Índice de división nuclear 

(ION) . Este parámetro permite determinar el patrón de respuesta mitogénica 

inducida y de esta manera establecer si el agente de prueba empleado en el estudio 

es capaz de inducir un efecto citostátic032
, 33. 

El ION se calcula con la siguiente fórmula: 

IDN = [CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)) I N 

Donde: CM N, CBN y CPN es la frecuencia de células mono-, bi- y polinucleadas en 

un total de 200 células y N representa el número total de células contadas. 

Para determinar la frecuencia de cada población de células se realiza un análisis 

microscópico, en donde se observan características morfológicas propias de cada 

población; las cuales se presentan en la Figura 2. 
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(a) (b) (e) 

Figura 2. Microfotografía de células (a) mononucleadas, (b) binucleadas y (c) 

polinucleadas típicas. Tomadas de 34. 

Por otro lado, la determinación de la frecuencia de MN requiere de la 

observación microscópica de CBN en laminillas preparadas a partir de cultivos de 

células tratadas con el compuesto de interés. La evaluación de la frecuencia de MN 

se realiza analizando 1000 CBN. Los criterios de identificación de CBN y MN en CBN 

son: 

Criterios de identificación de Células Binucleadas34 
• 

<> La célula debe ser binucleada, es decir presentar dos núcleos redondos u 

ovales, mantener su membrana casi intacta y distinguible de células 

adyacentes. 

<> Los núcleos deben estar separados, ser de tamaño similar y presentar un patrón 

de tinción similar. 

<> Los núcleos pueden estar muy juntos o incluso parcialmente traslapados, pero 

la membrana nuclear debe distinguirse. 

<> Ambos núcleos pueden encontrase unidos por puentes nucleoplásmicos que no 

excedan '14 del diámetro nuclear (Figura 3b). 
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(a) (b) 

Figura 3. Microfotográfías de una célula binucleada típica (a) y una célula 

binucleada que presenta un puente nucleoplásmico (b) .Tomadas de 34. 

Para el análisis de la frecuencia de micronúcleos no se toman en cuenta: 

a) células trinucleadas, tetranucleadas, o polinucleadas (Figura 4a) . 

b) cé lulas donde el ( los) núcleo(s) principal(es) se observen en apoptosis 

(Figura 4b). 

(a) (b) 

Figura 4. Microfotográfías de una célula polinucleada (a) y una célula binucleada 

en proceso de apoptosis (b) . Tomadas de 34. 
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Criterios de identificación de micronúcleos 34 . 

<> Son cuerpos de forma redonda u oval. 

<> Su diámetro varía entre 1/16 a 1/3 del núcleo principal en una célula 

mononucleada ó 1/25 a 1/9 del diámetro de un núcleo en una célula binucleada. 

<> Debe estar separado de los núcleos principales sin traslapamiento . 

<> No debe ser refringente. 

<> Debe presentar las mismas características tintoriales del núcleo principal (auque 

en ocasiones puede presentarse más intenso). 

<> Debe presentar la misma condensación de cromatina que los núcleos 

principales. 

(a) (b) (e) 

Figura 5. Microfotografías de células binucleadas con micronúcleos. Las figuras 

a y b muestran típicas células micronucleadas y la (c) muestra una célula donde 

un micronúcleo se encuentra tocando ambos núcleos .Tomadas de 34 . 
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Este ensayo presenta muchas ventajas sobre otras técnicas ya que no requiere 

de preparaciones de metafases, puede aplicarse a células en interfase (con la 

estimulación por medio de un mitógeno), no es invasivo, su costo es bajo y es 

relativamente más fácil de realizar que un ensayo de aberraciones cromosómicas. 

Al mismo tiempo puede emplearse en combinación con otras técnicas para 

discriminar entre eventos clastogénicos y aneugénicos 33. Entre estas técnicas se 

encuentran el marcaje CREST que emplea anticuerpos anti-cinetocoro provenientes 

del suero de pacientes con una enfermedad autoinmune, y la técnica FISH con 

sondas centroméricas o teloméricas 33. 

Por las razones antes descritas, se decidió utilizar el ensayo de micronúcleos 

con bloqueo de la citocinesis para la evaluación de los efectos citostáticos y 

genotóxicos de las Argentatinas A y B. 
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2. HIPÓTESIS 

Se ha demostrado que muchos terpenoides, entre ellos triterpenos tetracíclicos del 

tipo cicloartano, presentan actividad citostática y citotóxica en diversas líneas 

celulares de cáncer; por lo tanto es posible que los triterpenos denominados 

Argentatinas A y B puedan inducir efectos sobre la proliferación y la frecuencia de 

micronúcleos en linfocitos humanos de sangre periférica. 
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3. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos citotóxicos, citostáticos y genotóxicos in vitro de las 

Argentatinas A y B en cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar el efecto citotóxico de las Argentatinas en linfocitos humanos de 

sangre periférica tratados in vitro. 

2. Determinar el efecto de las Argentatinas A y B sobre la proliferación 

celular de linfocitos humanos estimulados. 

3. Evaluar el efecto genotóxico de las Argentatinas A y B en función de la 

frecuencia de micronúcleos en linfocitos humanos de sangre periférica 

tratados in vitro. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de Argentatinas A y B 

Las Argentatinas A y B fueron amablemente donadas por el Dr. Mariano Martínez 

Vázquez y la M. en C. Hortensia Parra Delgado del Instituto de Química de la UNAM. 

A partir de los compuestos proporcionados se prepararon dos soluciones 

concentradas de 1 y 10 mM que se usaron para llevar a cabo el tratamiento 

correspondiente (Tablas 1 y 2). 

Donadores 

Se obtuvieron muestras sanguíneas de seis individuos sanos (3 hombres y 3 

mujeres) con una edad promedio de 25 años, que no estuvieran bajo ningún 

régimen medicamentoso, así como que no hubieran cursando por algún cuadro 

sintomático previo o durante la semana de muestreo. 

Evaluación del efecto citotóxico de Argentatinas A y B. 

Se evaluó el efecto citotóxico de las Argentatinas A y B mediante una técnica de 

doble tinción con una solución de Diacetato de fluoresceína-Bromuro de etidio 

(FDA-BrEt) 35. Para cada compuesto se empleó la sangre de 3 donadores realizando 

3 experimentos independientes por duplicado de cada donador. 

En tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron 912.5 IlL de medio RPMI-1640 (Sigma) 

suplementado con 1% de aminoácidos no esenciales (Gibco) y L-Glutamina 

(Sigma), 62.51lL sangre entera y 251lL de fitohemaglutinina (Gibco) . Los cultivos 

se incubaron a 37°C durante 48 h. Transcurrido este tiempo cada cultivo se trató 

de acuerdo al esquema que se muestra en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Esquema de tratamiento (concentración final en el volumen de cultivo). 

TRATAMIENTO 

GRUPO Vehículo Compuesto MMC 

de prueba 

Control ---- ---- ----

DMSO <0.5% ---- ----

Arg5 ---- 5JlM ----

Arg15 ---- 15JlM ----

Arg25 ---- 25JlM ----

MMC ---- ---- lJlM 

Después de aplicado el tratamiento, los cultivos se incubaron a 370 C durante 

24h más. Transcurridas las 24h los tubos se centrifugaron, se extrajo el 

sobrenadante y se resuspendió el paquete celular. 

Posteriormente se tomaron 25 JlL de la suspensión celular y se transfirieron a un 

tubo eppendorf nuevo en el que se adicionaron 25 JlL de la solución de tinción de 

FDA-BrEt. Se homogeneizó el contenido del tubo, se tomaron 25 JlL de la 

suspensión y se depositaron en portaobjetos limpios; posteriormente se les colocó 

un cubreobjetos y se evaluaron al microscopio. Para evaluar la citotoxicidad se 

determinó la frecuencia de células vivas (verdes) y muertas (rojas) en 200 células 

para obtener el porcentaje de viabilidad . 
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Tabla 1. Esquema de tratamiento (concentración final en el volumen de cultivo) . 

TRATAMIENTO 

GRUPO Vehículo Compuesto MMC 

de prueba 

Control - --- ---- - ---

DMSO < 0.5% --- - - - - -

Arg5 - - -- 5 11M - - --

Arg15 - -- - 15 11M - - --

Arg25 --- - 25 11M - - --

MMC - --- ---- 111M 

Después de aplicado el tratamiento, los cultivos se incubaron a 37° C durante 

24h más. Transcurridas las 24h los tubos se centrifugaron, se extrajo el 

sobrenadante y se resuspendió el paquete celular. 

Posteriormente se tomaron 25 I1L de la suspensión celular y se transfirieron a un 

tubo eppendorf nuevo en el que se adicionaron 25 I1L de la solución de t inción de 

FDA-BrEt. Se homogeneizó el contenido del tubo, se tomaron 25 I1L de la 

suspensión y se depositaron en portaobjetos limpios; posteriormente se les colocó 

un cubreobjetos y se evaluaron al microscopio. Para evaluar la citotoxicidad se 

determinó la frecuencia de células vivas (verdes) y muertas (rojas) en 200 células 

para obtener el porcentaje de viabilidad. 
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Evaluación del efecto citostático de las Argentatinas A y B. 

Para determinar el posible efecto citostático de las Argentatina A y B se empleó 

la técnica de micronúcleos con bloqueo de citocinesis . Para la evaluación de cada 

compuesto se utilizó la sangre de 3 donadores (Argentatina A: 2 hombres y 1 

mujer, y Argentatina B: 2 mujeres y un hombre) realizando 3 experimentos 

independientes por duplicado de cada donador. 

En tubos Falcon de 15 ml se colocaron 6.3 ml de medio de cultivo RPMI-1640 

(Sigma) suplementado con 1% de aminoácidos no esenciales (Gibco) y l-Glutamina 

(Sigma), 0 .5 ml sangre entera y 0.2 ml de fitohemaglutinina (Gibco) . los cultivos 

se incubaron a 37°C durante 48 h. Transcurrido el tiempo de incubación los cultivos 

se trataron de acuerdo al esquema que se muestra en la Tabla 2. 

Tabla 2. Esquema de tratamiento (concentración final en el volumen de cultivo). 

TRATAMIENTO 

GRUPO Vehículo Compuesto MMC 

de prueba 

Control ---- ---- ----

DMSO < 0.5% ---- ----

Arg5 ---- 51lM ----

Arg15 ---- 151lM ----

Arg25 ---- 251lM ----

MMC ---- ---- 11lM 

Después de la aplicación del tratamiento, se adicionó el agente inhibidor de 

citocinesis Citocalasina-B (Sigma) hasta una concentración final de 6 Ilg/ml. los 

cultivos se homogeneizaron y posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 h 

más. 

Transcurrido el tiempo de tratamiento los paquetes celulares se resuspendieron 

y se transfirieron a tubos de vidrio donde fueron prefijados con 600 III de una 

solución de metanol-ácido acético (3: 1). 
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Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min y 

después se extrajo el sobrenadante¡ los paquetes celulares se resuspendieron y 

fijaron con la misma solución (metanol-ácido acético 3:1). Una vez fijados se 

realizaron lavados con la misma solución hasta obtener un botón celular limpio. 

Después de obtener el botón celular limpio, este se resuspendió en 0.2 mL de 

fijador y se goteó cuidadosamente en portaobjetos fríos bañados en agua y se 

dejaron secar al aire. Finalmente las preparaciones se tiñeron siguiendo la técnica 

de Giemsa, y se evaluaron al microscopio. 

Para realizar la evaluación del efecto citostático se determinó la frecuencia de 

células mono- , bi- Y polinucleadas analizando 200 células por laminilla¡ y con esos 

datos se calculó el Índice de División Nuclear. 

IDN = [CM N + 2 (CBN) + 3 (CPN)] I N 

Evaluación del efecto genotóxico de las Argentatinas A y B. 

La evaluación de el efecto genotóxico de las Argentatinas A y B se evaluó en el 

microscopio empleando las mismas preparaciones donde se evaluó el efecto 

citostático. Se analizó la frecuencia de CBN con micronúcleos en un total de 1000 

células binucleadas por laminilla . 

Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de varianza para determinar la diferencia entre los grupos 

control (DMSO) y los grupos tratados. Valores de p < 0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 
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5. RESULTADOS 

Viabilidad. 

Como se puede observar en las figuras 6 y 7, el DMSO a la concentración 

empleada no afecta la viabilidad celular (p>O.OS). 

La actividad citotóxica de la Argentatina A se evaluó a tres diferentes 

concentraciones (5,15 Y 2SJ.1M) Y se observó una disminución significativa (p<O.OS) 

de la viabilidad de linfocitos humanos solo a la concentración de 2SJ.1M (Fig. 6). Por 

otro lado, la Argentatina B no mostró un efecto citotóxico estadísticamente 

significativo (p>O.OS) sobre la viabilidad de linfocitos humanos a ninguna de las 

concentraciones evaluadas (Fig. 7). 
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos tratados con Argentatina A 
(5, 15 Y 25 J.1M) Y Mitomicina C (MMC) a 1J.1M . Cada barra representa la media ± 
E.E. de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes(*p<O.OS) . 
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Figura 7. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos tratados con Argentatina B 
(5, 15 Y 25 ).1M) Y Mitomicina C (MMC)a I).1M. Cada barra representa la media ± E.E. 

de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes. 

Efecto citostático de las Argentatinas A y B. 

La Argentatina A no mostró efectos sobre el porcentaje de células mono-, bi- o 

pol inucleadas a ninguna de las concentraciones empleadas (Figura 8); de igual 

manera, los valores calculados de IDN no son estadísticamente diferentes a los 

calculados para el control de DMSO (Figura 9). 
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Figura 8. Cinética de proliferación de linfocitos humanos tratados con Argentatina A 
(5, 15 Y 25 11M) Y Mitomicina e (MMC)a 111M. Las barras representan la media ± E.E. 

de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes (*p<O.Os) . 
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Figura 9. Índice de División Nuclear calculado para cada grupo de tratamiento con 
Argentatina A. Las barras representan la media ± E.E. de tres experimentos por 

duplicado de tres donadores diferentes (*p<O.Os) 
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La Argentatina B indujo un incremento estadísticamente significativo, con 

respecto al control de DMSO (p<O.OS), en el porcentaje CMN y una disminución de 

CBN y CPN a partir de la concentración de 5 11M (Figura 10). Este efecto sobre la 

proliferación no es atribuible a un efecto citotóxico, ya que a estas concentraciones 

el compuesto no mostró citotoxicidad. De la misma manera los valores del ION 

calculados muestran una disminución estadísticamente significativa con respecto al 

control a las mismas concentraciones (Figura 11). 
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Figura 10. Cinética de proliferación de linfocitos humanos tratados con Argentatina 
B (5, 15 Y 2SIlM) Y Mitomicina C (MMC)a 111M. Las barras representan la media ± 
E.E. de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes (*p<O.OS). 
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Figura 11. Índice de División Nuclear calculado para cada grupo de tratamiento con 
Argentatina B.Las barras representan la media ± E.E. de tres experimentos por 

duplicado de tres donadores diferentes (*p<O.OS). 

Efecto genotóxico de las Argentatinas A y B. 

Una vez realizados los ensayos para determinar si las Argentatinas A y B 

afectaban la viabilidad de linfocitos humanos estimulados y/o inducían 

modificaciones sobre la proliferación de estos, se realizaron los ensayos de 

genotoxicidad empleando las mismas concentraciones de los compuestos de 

prueba. Como se observa en las Figuras 12 y 13 ninguna de las dos Argentatinas 

evaluadas incrementan significativamente la frecuencia de CBN con MN a ninguna 

de las concentraciones de prueba. 
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Figura 12. Efecto de la Argentatina A (5, 15 Y 25 J.IM) Y MMC (1J.1M) sobre la 
frecuencia de CBN con MN. Las barras representan la media ± E.E. de tres 

experimentos por duplicado de tres donadores diferentes (*p<O.OS). 
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Figura 13. Efecto de Argentatina B (5, 15 Y 25 J.IM) Y MMC (1J.1M) sobre la frecuencia 
de CBN con MN. Las barras representan la media ± E.E. de tres experimentos por 

duplicado de tres donadores diferentes (*p<O.OS). 
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6. DISCUSIÓN 

Parthenium argentatum, Gray (guayule), es una especie endémica del norte de 

la Republica Mexicana que ha demostrado ser una fuente rica en compuestos 

biológicamente activos15
, 23. Las Argentatinas A y B son los principales componentes 

del subproducto resinoso procedente de la industrialización de esta planta 20'23. 

En un estudio reciente, nuestro grupo de trabajo demostró que las Argentatinas 

A y B son citotóxicas en 5 diferentes líneas celulares de cáncer humano. 

Considerando lo anterior, en este trabajo se evaluaron los efectos citotóxicos, 

citostáticos y genotóxicos de las Argentatinas A y B en linfocitos humanos de 

sangre periférica, 

Debido a que en la actualidad la búsqueda de nuevos compuestos con actividad 

antineoplásica esta basado principalmente en la evaluación de la actividad 

citotóxica in vitro sobre líneas celulares tumorales humanas; este trabajo propuso 

emplear linfocitos humanos como sistema biológico de células no cancuosas donde 

se evaluó la citotoxicidad de ambos compuestos mediante una técnica de doble 

tinción con FDA-BrEt 35. 

Como se observa en la Figura 6 la Argentatina A reduce la viabilidad celular en 

un 25% (Figura 6), mientras que la Argentatina B no mostró efectos sobre la 

viabilidad de en ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura 7) . Ya que no se 

observan diferencias significativas entre los grupos a los que se aplicó tratamiento 

y los grupos con DMSO, los resultados sugieren que el efecto citotóxico mostrado 

por la Argentatina A solo se debe a las diferencias estructurales entre esta y la 

Argentatina B. 

Debido a que los agentes citostáticos muestran un gran potencial en el 

tratamiento del cáncer, se determinó el potencial citostático de las Argentatinas 

mediante la evaluación de dos parámetros, la CP y el IDN. La CP provee 

información acerca de la citostaticidad de un compuesto, ya que permite establecer 
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sí un xenobiótico es capaz de detener la proliferación celular. Este efecto se pone 

en evidencia si se observa que la población de células que no se han dividido en el 

tiempo de cultivo (CMN) es mayor en comparación a la observada en el control. De 

esta manera es posible inferir que si las células no se están dividiendo se debe a la 

presencia del compuesto de prueba en el cultivo; por lo tanto ese compuesto es 

capaz de detener el ciclo celular en cualquiera de sus fases. 

Por su parte el valor numérico del ION permite determinar el patrón de 

respuesta mitogénica inducida y así establecer si el compuesto empleado es capaz 

de inducir un efecto citostático. El valor calculado representa el efecto citostático 

global y no variaciones en la frecuencia de poblaciones celulares en el cultivo, como 

el caso de la CP. 

Los resultados obtenidos demuestran que la Argentatina A no produce efectos 

sobre la proliferación ya que no modifica la proporción de células mono-, bi- o 

polinucleadas ni el ION en ninguna de las tres concentraciones evaluadas (Figuras 8 

y 9); estos resultados sugieren que la Argentatina A no se comporta como un 

agente cistostático. 

Por otra parte la Argentatina B sí es capaz de inducir un efecto citostático sobre 

linfocitos humanos estimulados. Como se observa en la Figura 10 la Argentatina B 

mostró un efecto dependiente de la concentración a partir de 5 11M en donde se 

observó un incremento significativo en el porcentaje de células mononucleadas y la 

disminución del porcentaje de células bi- y polinucleadas. De la misma manera, los 

valores calculados de IDN disminuyeron significativamente a partir de la misma 

concentración (Figura 11). 

Debido a que la Argentatina B no disminuyó la viabilidad celular en los cultivos 

tratados, el incremento en la cantidad de CMN y la disminución del ION solo pueden 

atribuirse a la detención del ciclo celular en alguna de sus fases . Estos efectos 

producidos concuerdan con efectos antiproliferativos mostrados por otros 

triterpenos como el ácido ursólico (triterpeno pentacíclico) que ha demostrado ser 
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capaz de detener la proliferación arrestando a las células predominantemente en Go 

y G1 16. 

Como previamente se ha expuesto, más de un compuesto antineoplásico 

utilizado en la clínica es capaz de generar efectos genotóxicos 30. Por esta razón, 

resultó importante para .este trabajo realizar la evaluación de la genotoxicidad de 

las Argentatinas A y B. 

La evaluación de la genotoxicidad de ambos compuestos de prueba se llevó a 

cabo empleando el modelo de MN. Como se observa el las Figuras 12 y 13, ninguno 

de los dos compuestos presentó actividad genotóxica in vitro, ya que no 

incrementaron la frecuencia de linfocitos binucleados con micronúcleos a las 

concentraciones evaluadas. 

La formación de un MN puede llevarse a cabo de manera espontánea o inducida 

ya sea por eventos clastogénicos o aneugénicos; en otras palabras un MN esta 

formado por un fragmento de cromosoma o por un cromosoma completo 31-33. Si un 

compuesto induce la formación de MN se dice que este es capaz de dañar 

directamente al ONA (actividad clastogénica) y / o perturbar la "maquinaria 

mitótica" generando aneuploidias 36. Ya que en el modelo lo permite y de conforme 

a los resultados obtenidos es posible descartar que: 

1) ambos compuestos dañen de manera directa al ONA (actividad clastogénica) y, 

2) que tengan actividad aneugénica in vitro en linfocitos humanos estimulados a las 

concentraciones evaluadas. 

Por otra parte, el uso de los parámetros propuestos (CP, ION y frecuencia de 

CBN con MN) nos permitió determinar que ambos compuestos presentan un patrón 

de actividad diferente_ La Argentatina A es un compuesto citotóxico y que no 

presenta actividad citostática ni genotóxica in vitro en linfocitos humanos 

estimulados, mientras que la Argentatina B no es citotóxica ni genotóxica pero si es 

capaz de inducir un efecto citostático comparable al inducido por la mitomicina C, 

sobre linfocitos en proliferación (Figuras 10 y 11). De hecho, no existen diferencias 

estadísticamente significativas entre el ION calculado para la Argentatina B a 251lM 
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y el calculado para la Mitomicina C (MMC) a 11lM. Esto sugiere que la Argentatina B 

es capaz de presentar efectos citostáticos con la misma eficacia que la MMC, no así 

con la misma potencia. Este resultado aunado a que la Argentatina B no es un 

compuesto citotóxico ni genotóxico en linfocitos humanos tratados in vitro, refleja 

la importancia de este compuesto y lo presenta como un candidato para futuras 

investigaciones. 
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7. CONCLUSIONES 

La Argentatina A disminuye la viabilidad de linfocitos humanos a una 

concentración de 25 ~M en cultivos de linfocitos humanos, sin inducir efectos 

citostátlcos ni genotóxicos a ninguna de las concentraciones evaluadas. 

Por su parte la Argentatina B no presenta actividad citotóxica in vitro a 

ninguna de las concentraciones evaluadas; pero sí es capaz de inducir un 

efecto citostático in vitro a partir de 5~M, en linfocitos estimulados sin resultar 

genotóxico. 

Tanto la Argentatina A como la Argentatina B carecen de actividad 

genotóxica in vitro sobre linfocitos humanos estimulados en las 

concentraciones evaluadas. 

Los resultados de esta investigación demuestran la importancia de 

continuar con los estudios de la Argentatina B para la determinación de los 

mecanismos de acción, así como las relaciones estructura actividad de este 

tipo de compuestos . 
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Mecanismo de acción de los fármacos antineoplásicos 6. 

Los fármacos antineoplásicos utilizados en el tratamiento del cáncer, presentan 

una gran variedad de mecanismos de acción y pueden clasificarse en distintas 

clases según su actividad bioquímica y su origen. 

• Agentes de alquilación. Los agentes de alquilación son compuestos capaces 

de contribuir, en situaciones fisiológicas, con grupos alquilo a macromoléculas 

biológicas como el DNA. Los agentes de alquilación tienen en común la 

propiedad de convertirse en potentes electrófilos y formar enlaces covalentes 

con fracciones nucleófilas como grupos fosfato, amino, hidroxilo, sulfhidrilo, 

carboxilo e imidazol. Los efectos citotóxicos que presentan se deben a la 

alquilación del DNA ya que el nitrógeno 7 de la guanina es susceptible a la 

acción de agentes alquilantes. A diferencia de otros antineoplásicos específicos 

de una fase del ciclo celular estos agentes pueden actuar en cualquiera. Sin 

embargo su toxicidad es más evidente durante la etapa S del ciclo, bloqueando 

la progresión del mismo. Ejemplos de agentes alquilantes son: Mecloretamina, 

ciclofosfamida y melfalan. 

H2C--NH 
/ \ /CHrCH2-C1 

H C O=P--N ___ 
2 \ / CH)-CH2-C1 

Mecloretamlna H2C--O 

Clcloforfamlda 

Melfalan 

Figura 14. Estructuras químicas de agentes alquilantes . 
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• Antimetabolitos. Estos fármacos tienen una de estructura similar a 

componentes del metabolismo intermediario. La mayoría de los fármacos de 

este grupo son análogos de bases púricas (mercaptopurína) y pirimidínicas 

(fluorouracílo). Estos compuestos que interfieren con la biodisponibilidad 

normal de los precursores de los nucleótidos de purina o pirimidina que 

participan en la biosíntesis de las bases nitrogenadas del DNA, por lo que 

actúan en la fase S del ciclo celular. Entre estos agentes se encuentran 

análogos del folato como el Metotrexato, que actúa inhibiendo la dihidrofolato 

reductasa, enzima que interviene en la síntesis de bases púricas y 

pirimidínicas. 

COOH . (NXNyNH2 
HJ-N-C-Q-' NH-CH2_ ~ I N 

1 H 11 _ N N-:P CH2 o 

L2 Ácido Fóllco 

I COOH 
COOH eH, (NXNyNH2 
HJ-N-e-Q-' !-eH2-~ I N IHII _ N N-:P eH2 o 

1 
CH2 Metrotexato 

I eOOH 

Figura 15. Estructuras químicas del ácido fólico y metrotexate. 

Hipoxantina 6- mercaptopurina Uracilo S-FU 

Figura 16. Estructuras químicas de análogos de purinas y pirimidinas. 
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• Alcaloides vegetales. Este tipo de moléculas son metabolitos secundarios 

nitrogenados extraídos de fuentes vegetales. De manera general se pueden 

dividir en dos grupos dependiendo del blanco molecular sobre el cual actúan: 

Antimitóticos. Estos compuestos no afectan directamente al ADN, sino se unen 

a los microtúbulos, necesarios para formar el huso cromático en la mitosis, 

impidiendo su formación (alcaloides de la Vinca) o promoviendo la formación de 

estructuras microtubulares alteradas que no pueden participar en la mitosis 

(Taxoides). Ejemplos de inhibidores de microtúbulos son la Vinblastina y el 

Paclitaxel. 

o 

o 

o 

Paclitaxel 

0"( Ni 
o 

Figura 17. Estructuras químicas de inhibidores de antimitóticos . 
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Inhibidores de topoisomerasas. Esta clase de fármacos se compone de dos 

grupos diferentes: Las Podofilotoxinas y las camptotecinas. 

Del grupo de las podofilotoxinas destacan el Etopósido y tenipósido. Ambos 

son derivados semisintéticos de las podofilotoxinas que se extraen de la 

mandrágora. Estructuralmente son muy parecidos y ambos bloquean el ciclo 

celular en la fase S-G2 al inhibir la topoisomerasa II formando un complejo 

ternario fármaco-DNA-topoisomerasa 11. Debido a la formación de este complejo 

se producen cortes de doble cadena, que no pueden ser restaurados. 

H 

'~o 
iO~O H 

< 
OH 

Etop6sido: R= CH3 

Tenip6sido: R= r:>-­
s 

Figura 18. Estructura química de algunos inhibidores de las topoisomerasas. 
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Las camptotecinas son alcaloides vegetal derivados de Camptotheca 

accuminata. El Topotecan y el Irinotecan son los principales derivados. Ambos 

compuestos actuan inhibiendo a la topoisomerasa 1, enzima responsable del corte 

y reparación de ADN monocatenario, por lo que su inhibición resulta en daño al 

DNA. 

• Antibióticos antitumorales. Los antibióticos empleados en la terapéutica del 

cáncer tienen en común su origen natural, son producidos por hongos y tienen 

la capacidad de interferir con el crecimiento celular alterando el ADN por 

mecanismos variados. Algunos se fijan al ADN bloqueando la síntesis de ADN 

y ARN, otros ejercen sus efectos por su acción sobre la topoisomerasa 11, los 

más producen rompimientos mono- o bicatenarios por generación de radicales 

libres. Además algunos son capaces de interactuar con las membranas 

celulares y afectar sus funciones. Ejemplos de este tipo de fármacos son la 

Mitomicina y la Doxorrubicina (Adriamicina). 

o OH 

H 
o 

~
0:H3 00 

OH 
Doxorrubicina 

Mltomlcina 

NH2 

Figura 19 . Estructura química de algunos antibióticos antitumorales. 
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• Agentes hormonales. Este tipo de agentes terapéuticos se utilizan 

fundamentalmente en procesos dependientes del estímulo hormonal (como en 

el cáncer de mama y próstata). Pueden actuar bloqueando receptores o 

inhibiendo la formación de hormonas endógenas. Como consecuencia se inhiben 

los efectos promotores del creCimiento celular en determinados tejidos. Un 

ejemplo de este tipo de agentes es el Tamoxifeno. 

Figura 20. Estructura química del Tamoxifeno. 

• Agentes diversos. A este grupo pertenecen agentes con mecanismos de 

acción diversos. Ejemplos son el cisplatino que atraviesa la membrana 

plasmática por difusión pasiva y su citotoxicicidad se relaciona con la 

formación de puentes intra- e intercatenarios en el DNA, inhibiendo la 

replicación y transcripción. La procarbazina, inhibe la síntesis de DNA y RNA 

y la actividad de la L-Asparaginasa, enzima que hidroliza la asparagina, 

privando a las células tumorales de este nutriente que no pueden sintetizar 

y que es necesario para la síntesis de proteínas. 

Cisplatino Procarbazina 

Figura 21. Estructura química de algunos agentes antitumorales diversos. 
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