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Abreviaturas
IARC: Agencia Internacional sobre la Investigacion de Cancer.
LR: Larimsh
HepG2: Linea celular de carcinoma hepatocelular ATTCC
FDA/BrEt: Diacetato de fluoresceina / 2,7-diamino-10-etil-9-fenil-bromuro de fenantridinio
MN: Micronucleo (s)
ADN: Acido desoxirribonucléico
Puntos AP: puntos apurinicos
AC: Aberraciones cromosomicas
ICH: Intercambio de crométides hermanas
CBMN: Ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis
BN: Células binucledas
Cyt-B: Citocalacina-B
Mo: Células mononucleadas
Po: Células polinucleadas
IN: indice de divisiéon nuclear
GN: Gemacion nucleoplasmica
PN: Puente nucleoplasmico
PHA: fitohemaglutinina
EtBr: Bromuro de etidio
FDA: Diacetato de fluoresceina
UV: Ultravioleta
rpm: revoluciones por minuto
MMC: Mitomicina C
EMEM: Eagle’s minimum essential medium

DMSO: dimetilsulféxido



1 Resumen

En la actualidad la incidencia de cancer en el mundo es alta. De acuerdo a la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) y a su
proyecto Globocan 2008, en México para los hombres, el cancer de préstata es el de
mayor incidencia, mientras que el cancer de pulmon es el que ha cobrado mayor nimero
de vidas. Entre las mujeres mexicanas la mayor incidencia y mortalidad la tiene el cancer
de mama.

Esta situacion ha propiciado mayor atencion a este problema y ha intensificado la
investigacion en cancer, asi como el desarrollo de nuevas terapias que mejoren el estado
de los pacientes que lo padecen.

En México, se ha desarrollado un posible tratamiento llamado Larimsh™ (LR), que
consiste en una mezcla de compuestos de bajo peso molecular obtenidos a partir de la
fraccion ligera del petroleo tratada mediante catalisis metalica. Este tratamiento cuenta
con un estudio que evalla su eficacia al ser usado en ratones a los que les fueron
inoculadas células de leucemia linfoide y a enfermos terminales con cancer de prostata®.
Sin embargo, no han sido evaluados diversos parametros, entre ellos, los efectos
genotéxicos del mismo. Es importante evaluar la genotoxicidad de cualquier tratamiento
antes de ser utilizado como terapia, debido a que con ello es posible determinar si el
tratamiento es capaz de causar dafios a nivel genético y por ende si éste podria agravar
o causar enfermedades al paciente.

La IARC clasifica al petréleo y algunos de sus derivados como carcinG6genos para los
humanos. LR™ se encuentra compuesto por la fraccion ligera del petroleo, la cual
contiene compuestos arométicos, nitrogenados, con azufre, alcanos, alquenos
isoprenoides y cicloparafinas. La mayoria de ellos son compuestos clasificados por la
IARC como probables o posibles carcinégenos para el humano.

El objetivo de este trabajo fué evaluar el efecto citotdxico, citostatico y genotoxico in vitro
de LR en linfocitos humanos, asi como el de sus posibles metabolitos a través de la linea
celular HepG2.

La citotoxicidad fue evaluada mediante la técnica de doble tincion con diacetato de
fluoresceina/bromuro de etidio (FDA/BrEt) en cultivos de linfocitos humanos. El efecto
citostético y genotoxico fue determinado a través de la técnica de micronucleos (MN) con
bloqueo de la citocinesis en linfocitos humanos y en la linea celular HepG2.

Los resultados mostraron que a las concentraciones estudiadas LR, no produce efectos
genotoxicos en linfocitos humanos in vitro. Sin embargo, si se observo una disminucion
significativa en la proliferacion a partir de la concentracibn de 10uM. Asimismo, se
observo citotoxicidad desde la concentracion 300 uM. La posible activacion metabdlica de
LR por la linea celular HepG2, a las concentraciones estudiadas, solo ocasiond cambios
significativos en la citostaticidad a la concentracibn mas alta que se pudo evaluar (1.5



mM). No se observaron cambios significativos en la genotoxicidad de dichas células in
vitro.



2 Introduccion
2.1 Céancer y carcinogénesis

El cancer es una enfermedad resultado de una serie de mutaciones, que en algunos
casos tiene un componente de predisposicién genética. La palabra cancer hace referencia
a un subgrupo de lesiones neoplasicas. Una neoplasia se define como una proliferaciéon
anormal heredada y relativamente auténoma de un tejido en el que la regulacion de la
expresion de los genes esta alterada. Esta alteracion de la expresion de los genes esta
mediada por mutaciones en los mismos.*

El desarrollo de cancer esta dirigido por la acumulacion de una serie de alteraciones que
afectan la expresion de los genes del ADN en el genoma humano. Dichas alteraciones
pueden ser resultado de mutaciones causadas por factores de riesgo tanto ambientales
como enddgenos o0 cambios epigenéticos. Estos cambios no afectan Unicamente la
funcién de las proteinas codificadas en los genes alterados, también alteran la manera en
que la célula crece, se replica, sobrevive, asi como la forma en que responde al estrés.
Para identificar las causas y las consecuencias de estos cambios es necesario
comprender los mecanismos detras del desarrollo del cancer, pudiendo asi predecir los
factores de riesgo, disefar terapias eficientes y estrategias de prevencion.

La carcinogénesis es el proceso a través del cual una célula sana tras la acumulacién de
una serie de mutaciones en su ADN (acido desoxirribonucleico) se transforma en una
célula transformada, capaz de formar una neoplasia.** La carcinogénesis puede ser
causada por sustancias quimicas. La clasificacion de los carcin6genos quimicos se
muestra en la tabla 1:

Tipo de carcinbgeno quimico Ejemplos

Carcinégenos organicos Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), las
dialquilnitrosaminas, los nitritos (que se
metabolizan a nitrosaminas o nitrosamidas
carcinogenas) y la aflatoxina B1.

Carcindgenos inorganicos Numerosos elementos inorganicos y sus
combinados, incluidos los de cadmio, cromo,
niquel, plomo,  berilio y arsénico, son
carcinégenos.

Carcinogénesis hormonal Algunos canceres son secundarios a la
produccion enddgena anormal de determinadas
hormonas. Otra posibilidad es que una produccion
excesiva 0 un deterioro de los mecanismos
homeostaticos del organismo originen una




transformacion neoplasica.

Carcinogénesis quimica por la Una dieta hipercaldrica, el consumo excesivo de
alimentacion alcohol o diversos contaminantes quimicos
presentes en los alimentos, como la aflatoxina B1,

son carcinégenos para los seres humanos.

Carcinogénesis por mezclas de Hay pocos estudios sobre las mezclas de
sustancias quimicas definidas carcinbgenos quimicos. Las combinaciones
o indefinidas ambientales mas comunes se encuentran en el
humo del tabaco y en otros productos de
combustion, como las emisiones de los
automoviles por el tubo de escape y la
contaminacién atmosférica. La interaccion entre
las sustancias contenidas en la mezcla puede ser
aditiva, sinérgica o inhibitoria.

Tablal. Clasificacion de carcinogénos quimicos.

La iniciacion de un cancer por parte de las sustancias quimicas es la interaccion covalente
de algunas de las sustancias con las macromoléculas. Algunos de los compuestos
originales necesitan biotransformarse en un metabolito capaz de establecer directamente
una union covalente con las macromoléculas. Los carcinbgenos quimicos que necesitan
ser metabolizados para ejercer su efecto carcindgeno se denominan procarcin6genos,
mientras que sus metabolitos hiperreactivos se denominan procarcindégenos finales.

2.2 Tratamiento contra el cancer

El creciente conocimiento sobre la biologia molecular del cancer se puede aplicar para
hacer frente a la enfermedad en tres niveles: prevencion, diagnéstico y tratamiento. La
mayoria de los tumores pueden prevenirse al no exponerse a los factores que los
provocan. Los tumores pueden ser detectados en su fase inicial de desarrollo mediante
exploraciones y pueden ser extirpados antes de que produzcan metastasis.*? Actualmente
algunas de las opciones para tratar de erradicar el cancer son:

-Extraccion quirdrgica las células malignas.
-Destruccion de las células con agentes quimicos.

-Destruccion de las células mediante radiaciones.



Por lo general los tratamientos que matan las células transformadas también son téxicos
para las células normales, por lo que es de suma importancia desarrollar nuevos
tratamientos dirigidos especificamente a la destruccion del tumor. La comprension de los
mecanismos normales de control y cOmo se alteran los tipos de cancer especificos
permiten disefiar farmacos dirigidos contra el cancer de forma mas precisa. Conociendo
mejor qué genes son amplificados, cuales son deletados y cuales mutados en las células
de un tumor determinado, es posible empezar a disefiar tratamientos mas precisos y
especificos para cada paciente de forma individual.

2.3 Larimsh™

El aumento en la incidencia del cancer a nivel mundial, asi como en nuestro pais ha
intensificado la investigacion y el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer. En
México se esta evaluando un posible tratamiento contra el cancer llamado Larimsh (LR).

Larimsh (LR) es una mezcla de hidrocarburos de bajo peso molecular obtenida de la
fraccion ligera del petroleo a través de catélisis metélica (usando metales del cuarto y
sexto grupo de la tabla perioddica) seguida de una exposiciéon de luz UV de alta frecuencia
y baja longitud de onda. Es una solucion de apariencia transltcida color café con un fuerte
olor a petroleo cuya densidad es de 0.867 g/mL.? LR fue patentado a principios del 2001.°

El andlisis por cromatografia de gases (CG) muestra que LR tiene 213 compuestos
diferentes (Tabla 2. Andlisis de Larimsh por CG) que incluyen: alcanos alifaticos (hepta- y
octadecanos), alquenos-isoprenoides (pristano y fitano), cicloparafinas (naftenos de series
de ciclohexano y decano), compuestos aromaticos y compuestos que contienen
nitrdgeno, oxigeno y azufre, asi como trazas de metales. El peso molecular promedio de
LR es de 237 daltones.?

Tabla 2. Andlisis por cromatografia de gases de Larimsh

Componente % peso
Azufre 1.5
Carbon 85.3

Hidrogeno 12.8
Nitrégeno 0.03
Oxigeno 0.37
Saturados 65.3
Olefinas 4.2




Aromaticos

Monoaromaticos: 16.3
Diarométicos: 10.0
Poliaromaticos: 4.2
Peso molecular 237
promedio:

Actualmente, se estad administrando LR a individuos con cancer terminal interesados en
tomar una terapia alternativa, observandose en algunos casos una franca mejoria.? Sin
embargo, hasta el momento no se tienen datos acerca del mecanismo de accién, la
farmacocinética, la farmacodindmica, el metabolismo y la genotoxicidad de LR.

El andlisis del efecto genotdxico in vitro de Larimsh se realizé a peticion del generador de
esta férmula, con la finalidad de tener un estudio preliminar de los efectos genotoxicos de
la mezcla; la informacion acerca de la mezcla fue proporcionada por €él. Hasta la fecha, en
la literatura soOlo existe un articulo en una revista indizada sobre los efectos
antineoplasicos de LR. En este articulo, el autor menciona que LR es una mezcla
sumamente lipofilica, que podria atravesar la membrana celular y producir suficientes
moléculas de agua para inducir la rehidratacién de los acidos nucleicos particularmente en
los tejidos que estuvieran proliferando mas rapidamente. Esto basado en su propuesta de
que la pérdida de moléculas de agua entre las uniones de las bases nitrogenadas de la
cadena de ADN es la causa de que se produzca el cancer. Las moléculas de agua serian
proporcionadas por las moléculas de hidrocarburos de bajo peso molecular contenidas en
LR. Asimismo, en este articulo se reporta un estudio preclinico en el que se administrd
LR a ratones Balb-C inoculados con células de leucemia linfoide, no encontrandose
sefales de toxicidad, exceptuando una alopecia reversible tras dejar el tratamiento. En los
ratones tratados con LR se observé un aumento en el tiempo de vida con respecto a sus
controles no tratados. Por otra parte, LR se administré a pacientes con cancer terminal de
prostata, donde su expectativa de vida diagnosticada, aumenté con respecto a los
controles no tratados, ademas de apreciarse una disminucion considerable en los niveles
del antigeno prostatico en sangre.?

No se encuentra reportado hasta el momento ningun estudio de este mecanismo
propuesto.

Esta teoria esta basada en la interpretacion de un articulo tedrico de Robertson y cols.
(2004) %, el cual menciona que la formacién de las bases nitrogenadas de la cadena del
ADN involucra la hidrdlisis simultdnea de dos moléculas ciclicas de acido polifosférico
mediante compuestos intermediarios inestables. Asimismo menciona que la unién de las
bases nitrogenadas con la moléculas de azucar, asi como la formacion de la cadena



lineal y la doble hélice del ADN se forman a través de la hidratacion y deshidratacion del
acido polifosférico.

2.4 Genotoxicidad

La genotoxicidad estudia los efectos que ejercen los agentes quimicos, fisicos y
bioldgicos en la integridad, expresion y regulacion del material genético de los
organismos.*

Las pruebas de toxicologia genética identifican sustancias con actividad genotoxica con el
fin de detectar el riesgo de exposicidn a éstas, caracterizar la relacion dosis-respuesta y
los mecanismos implicados en el efecto >°. Existe una amplia gama de pruebas para
identificar mutagenos e investigar la relacion entre éstos y sus efectos carcinogénicos.’

Las sustancias quimicas pueden producir alteraciones en el ADN de manera directa
sobre las bases formando productos de adicion covalente llamados aductos o
indirectamente intercalando un compuesto entre los pares de bases del ADN. Las bases
alquiladas también pueden dar lugar a una pérdida de bases del ADN dejando puntos
apurinicos o apirimidinicos, denominados puntos AP, dénde la insercidbn de bases
incorrectas causan mutaciones.

Muchos compuestos que no son mutagénicos ni carcinogénicos por si mismos adquieren
esa capacidad al ser activados por el metabolismo de los mamiferos. Son los llamados
promutagenos y procarcinégenos. El sistema de activacion metabdlica mas usado en
pruebas con cultivos celulares es un sobrenadante posmitocondrial de higado de rata con
los amortiguadores y cofactores apropiados, llamado fraccion S9. A pesar de su utilidad,
los sistemas de activacion metabdlica in vitro no imitan a la perfeccion el metabolismo de
los mamiferos. Otro sistema de activacidbn metabdlica es el uso de lineas celulares
provenientes del higado, las que por ser tejido especifico contienen el paquete enzimatico
caracteristico del higado capaz de activar metabdlicamente los xenobibticos objeto de
evaluacion.

2.5 Marcadores bioldgicos

Los marcadores biolégicos o biomarcadores son indicadores de la variaciéon de
componentes 0 procesos bioquimicos o celulares que pueden ser medidos en muestras
biologicas ®'?La genotoxicidad puede ser evaluada a través de marcadores bioldgicos.

Los biomarcadores se clasifican en tres tipos:

Exposicion: son aquellos que permiten evidenciar la presencia de un xenobio6tico y
calcular su concentracion o la de sus metabolitos, en fluidos biolégicos.9



Efecto: determinan las alteraciones bioquimicas, fisiolégicas, genéticas o moleculares que
sufre un organismo y que, dependiendo de su magnitud, se identifican como un trastorno
de la salud o una enfermedad potencial o definida. °

Susceptibilidad: implica una interaccién especial del xenobiético con las caracteristicas
genéticas del individuo. * *°

Con respecto a los biomarcadores de efecto, existen multiples pruebas para detectar la
induccién de dafio genético en humanos tanto in vivo como in vitro, entre las cuales se
encuentran: las aberraciones cromosomicas (AC), el intercambio de cromatides
hermanas (ICH), la electroforesis unicelular en gel o ensayo cometa, el ensayo de
micronucleos (MN), entre otras ™

2.6 Ensayo de micronucleos

El estudio del dafio al ADN a nivel de cromosomas es esencial en la genética toxicolégica
porgue las mutaciones en cromosomas son eventos importantes en la carcinogénesis.
Las anormalidades en los cromosomas son consecuencia directa y manifestacion de dafio
a nivel del ADN. =

El ensayo de micronucleos es una técnica frecuentemente usada para evaluar agentes
clastogénicos (rompimientos cromosomicos) 0 aneugénicos (pérdida de cromosomas
completos) en cultivos de linfocitos humanos. Es un ensayo para evaluar la genotoxicidad
de las sustancias y es de los méas usados para identificar agentes carcinégenicos.™* **

La técnica inicialmente se desarrolld para cultivos de linfocitos humanos, pero se ha
adaptado en diferentes tipos de células como eritrocitos, fibroblastos, células exfoliadas
de epitelio bucal y de orina, células de tumores soélidos, células de médula 6sea e incluso
lineas celulares inmortalizadas. ***°

Los MN son corpusculos intracitopldsmicos de cromatina separados del nucleo principal
gue se forman durante la transicibn de metafase a anafase. Se encuentran en el
citoplasma y se originan a partir de rompimientos de cromosomas que pueden ocurrir en
Gl o G2, o bien, por cromosomas que sufren rezago anafasico (dafio del huso
acromatico) o inactivacién del centrémero. 3%°

2.6.1 Ensayo de Micronucleos con bloqueo de lacito  cinesis (CBMN)

La técnica de MN con bloqueo de la citocinesis, usa la citocalacina B (Cyt-B) para
bloquear la citocinesis sin detener la cariocinesis.'® La Cyt-B, es un metabolito obtenido
del hongo Helminthosporum dematoideum que actia como inhibidor de la polimerizacién
de la actina requerida para la formacion del microfilamento que constrifie el citoplasma



entre los ndcleos hijos durante la citocinesis. En consecuencia el uso de Cyt-B da origen a
células binucleadas (BN) tras llevarse a cabo una sola divisién celular. La frecuencia de
MN se cuenta en células BN, lo que permite una comparacion confiable del dafio
cromosomico entre poblaciones de células que pueden ser diferentes en su cinética de
division celular®® (Figura 1).
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Figura 1. A) Origen de los MN por la pérdida de cromosomas completos y fragmentos de
cromosomas acéntricos durante la anafase. B) Formacion de un puente nucleoplasmico derivado
de un cromosoma dicéntrico. % (Figura tomada y modificada de Fenech, M., 2007)

La citostaticidad determina los efectos sobre la proliferacién celular. Se puede evaluar a
través de la frecuencia de las células mononucleadas (Mo), binucleadas (BN) vy
polinucleadas (Po). Esto se determina mediante el céalculo del Indice de division nuclear

(IN).
IN = [Mo + 2BN+ 3Po] / N° de células contadas

Existen factores que pueden afectar la frecuencia de MN como la edad, el género, la dieta
(ej. la deficiencia de acido fdlico y vitamina B12) y el estilo de vida (consumo de alcohol y
drogas, hébito de fumar, etc.). 1" %%

Originalmente la técnica de MN se contemplé como un sistema para contabilizar MN.
Actualmente se incluye el conteo de la frecuencia de puentes nucleoplasmicos (PN),
gemaciones nucleoplasmicas (GN), células muertas (por necrosis 0 apoptosis) y el IN que



también son indicadores de dafio al material genético. La evaluacion de todos estos

parametros se le conoce como el ensayo del citoma'? ** ** (Figura.2).

Rompimiento

Mecrosis

y pérdida de
Cromosomas
Cromosoma Amplificacion génica
dicéntrico
a b c

Ensayo
del citoma

Figura 2. Determinacion del citoma. Efectos cromosdmicos en células expuestas a genotéxicos

detectados mediante el ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis.
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muestran: a) célula Mo, b) célula BN, c) célula Po, d) célula necroética, e) célula apoptética, f) célula
BN que contiene un MN, g) una célula BN con un PN y un MN y h) una célula BN con tres GN. %
(Figura tomada y modificada de Fenech, M., 2007)

2.6.2 Criterios para evaluar células en el ensayo d e micronacleos con bloqueo de la
citocinesis

Las células que se cuentan en el ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis deben
cumplir con los siguientes criterios: *> #

» Las células deben ser binucleadas.

 La membrana de la célula binucleada debe estar intacta y debe ser posible
distinguirla de las células adyacentes.

* Los dos nucleos en la célula deben tener sus membranas intactas y deben estar
situados dentro del citoplasma.

e Ambos nucleos deben tener aproximadamente el mismo tamafo, la misma
morfologia y una tincién similar.

« Dos nucleos en una célula binucleada pueden estar juntos, pero idealmente no
deben encimarse. Una célula con ndcleos encimados puede ser contabilizada sélo
si las membranas de ambos nucleos pueden distinguirse claramente una de otra.

2.6.3 Criterios para contabilizar microndcleos

Los micronucleos son morfolégicamente idénticos a los nucleos, pero mas pequefios.
Para su conteo deben cumplir con los siguientes criterios: *> #*

» El diametro de los MN en linfocitos humanos usualmente varia entre 1/16 y 1/3 del
diametro promedio de los ndcleos principales. La forma de los MN es redonda u
ovalada.

* Los MN no son refringentes, y por ende pueden distinguirse bien de los artefactos
asi como de las particulas de colorante.

* Los MN no se encuentran unidos ni traslapados a los nucleos principales.

* Los MN pueden tocar la membrana de los nucleos principales, pero no traslaparse
con ellos. Las membranas de los ndcleos principales deben distinguirse
perfectamente de la membrana de los MN.

* Los MN usualmente tienen una tincion muy similar a la de los nucleos principales,
aunqgue ocasionalmente se tifien con una intensidad menor.

11



2.7 Citotoxicidad

La citotoxicidad se evalué a través de la viabilidad celular, la cual se cuantificd
determinando el porcentaje de sobrevivencia de las células al ser expuestas por cierto
tiempo al tratamiento. Se utiliz6 la técnica de doble tincion con diacetato de
fluoresceina/bromuro de etidio (FDA/EtBr, Sigma). Esta técnica evalia la actividad
metabdlica de los lisosomas y la integridad de la membrana nuclear ?’ y es utilizada para
evaluar citotoxicidad. El bromuro de etidio indica la pérdida irreversible de la membrana
celular, tifie a los &cidos nucleicos de las células cuya membrana nuclear se encuentra
dafiada y les confiere un color rojo al ser observadas en el microscopio de fluorescencia.
El FDA entra en las células cuya membrana se encuentra intacta, es hidrolizado en el
lisosoma, liberando a la fluoresceina la cual le confiere un color verde a las células al ser
observadas en el microscopio de fluorescencia.

2.8 Linea celular HepG2

La biotransformacion es la conversion metabdlica de sustancias quimicas enddgenas y
xenobidticos en compuestos mas hidrosolubles; en ella participan un pequefio nimero de
enzimas que tienen una amplia especificidad por el sustrato. Algunas de estas enzimas se
sintetizan en respuesta al xenobidtico, pero la mayoria se trata de enzimas constitutivas.
Estas enzimas se distribuyen a lo largo de todo el cuerpo, en animales vertebrados la
fuente mas abundante de ellas se encuentra en el higado. Las reacciones catalizadas por
las enzimas que biotransforman xenobi6ticos se dividen en dos grupos, denominados fase
| y fase 1. La fase | (biotransformacion) esta caracterizada por reacciones de oxidacion,
reduccion e hidrdlisis que adicionan al sustrato grupos funcionales como —OH, SH 0 —NH,,
y suelen dar lugar a un pequefio aumento de la hidrofilia. La fase Il (conjugacion), abarca
la glucuronidacion, la sulfonacion, la acetilacién, la metilacién, la conjugacién con glutation
y la conjugacion con amino&cidos tales como la glicina, la taurina y el acido glutamico,
cuya finalidad es aumentar la polaridad del sustrato conjugado favoreciendo su
excrecion.”® Estas dos fases hacen al sustrato mas soluble en agua, y por ende mas
susceptible a ser excretado permitiendo la desintoxicacion.

La modificacion provocada por la biotransformacion puede variar los efectos bioldgicos de
los xenobioticos. En ocasiones, los metabolitos del compuesto principal son los
responsables de los efectos genotoxicos, por lo que también es necesario el estudio de
sus efectos.

Los cultivos primarios de hepatocitos son considerados el estandar de oro de modelo in
vitro de metabolismo de xenotdxicos y estudios de citotoxicidad, por ser altamente
predictivos. Por ser células extraidas directamente de una biopsia de higado, los
hepatocitos en cultivo expresan el panel completo de enzimas metabolizadoras de Fase |
y Fase Il. Sin embargo, obtener una biopsia de higado de humano es una técnica muy
invasiva, la escasez de muestras de higado humano, los complicados procesos de
aislamiento, su limitado lapso de vida, la variabilidad individual y costos son grandes
limitaciones para el uso de este modelo. El cultivo de lineas celulares inmortalizadas
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derivadas de higado soluciona esas limitaciones, por estar disponibles y ser
fenotipicamente estables. Las células HepG2 altamente diferenciadas nos proveen de un
modelo in vitro de facil acceso, que expresa casi por completo el panel de enzimas
metabolizadoras del higado. Esta es una linea celular epitelial que proviene de un
carcinoma hepatocelular de un adolescente masculino de 15 afios.** *°
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3 Justificacion

A través del tiempo la exposicidbn a xenobidticos es causa de preocupacion sobre todo
ante el desconocimiento de sus posibles efectos a largo plazo como alteraciones
genéticas y reproductivas, enfermedades de origen mutacional como el cancer, la
arteriosclerosis, la diabetes, el parkinson y enfermedades autoinmunes. En los Ultimos
afos el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer se ha intensificado. En México se
ha desarrollado una posible terapia contra el cancer llamada Larimsh™. Este posible
tratamiento no cuenta con estudios que evallen sus efectos genotoxicos. Es importante
evaluar dichos efectos de las nuevas terapias, antes de ser administradas y
comercializadas, para evitar efectos adversos, que puedan causar dafios a nivel del
genoma y por consiguiente, agravar o causar enfermedades al paciente.

LR actualmente se esta administrando como terapia alternativa a personas con cancer de
préstata en estado terminal, situacion alarmante debido a que este supuesto tratamiento
no cuenta con suficiente evidencia cientifica que avale su seguridad y eficacia. Y cuyo uso
se encuentra Unicamente sustentado mayormente en eventos anecdoticos y en un Unico
estudio preclinico reportado. Varios compuestos que presenta LR en su composicion son
reportados por la IARC como carcinogénicos. Esto aumenta la preocupacion de su
administracibn a seres humanos porque se pensaria que en lugar de actuar como
antineoplasico, LR podria ser una mezcla de potentes carcinégenos que agravarian el
estado de salud de las personas que lo toman como tratamiento, e incluso podria ser un
factor en el desarrollo de cancer en personas que no lo padecen si lo utilizaran.
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4 Hipotesis

Larimsh, es un xenobio6tico (compuesto ajeno al organismo) que podria producir efectos
genotobxicos, citotoxicos y citostaticos por ser una mezcla proveniente del petréleo que
contiene, entre otros, compuestos aromaticos y trazas de metales.

5 Objetivo general

Evaluar el efecto citostético, citotoxico, y genotoxico in vitro de Larimsh™ en linfocitos
humanos, asi como el de sus posibles metabolitos a través de la linea celular HepG2.

5.1 Objetivos particulares

e Evaluar por medio de la técnica de doble tincion con diacetato de
fluoresceina/bromuro de etidio (FDA/BrEt) el efecto citotéxico de Larimsh™ en
linfocitos humanos in vitro.

« Evaluar el efecto citostatico y genotoxico de Larimsh™ por medio de la técnica de
micronucleos con bloqueo de la citocinesis en linfocitos humanos in vitro.

» Evaluar el efecto citostéatico y genotdxico de los posibles metabolitos de Larimsh™
utilizando como modelo de activacion metabdlica la linea celular HepG2 a través
de la técnica de micronucleos con bloqueo de la citocinesis.
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6 Materiales y métodos
Los esquemas generales de la metodologia empleada se encuentran en las figuras 3 y 4.
6.1 Donadores

Para el estudio fueron utilizados linfocitos provenientes de sangre periférica heparinizada
obtenida por venopuncioén de siete donadores de sangre masculinos de entre 24 y 50
afios de edad, aparentemente sanos, no fumadores, sin exposicién a plaguicidas o bajo
tratamiento médico (Tabla 3). Los linfocitos extraidos fueron cultivados y expuestos a LR,
para posteriormente evaluar la genotoxicidad del tratamiento.

Donador Edad

(afios)
D1 32
D2 50
D3 25
D4 33
D5 38
D6 27
D7 83

Tabla 3. Donadores.

6.2 Extraccion de linfocitos de sangre periférica

El aislamiento de los linfocitos a partir de sangre periférica se realizé en condiciones de
esterilidad, por gradiente de densidad. Para realizar la metodologia se utilizé la solucién
comercial Histopaque 1077 (Sigma). En 6mL de Histopaque colocados previamente en un
tubo coénico de 15mL, se adicionaron por estratificacién 3 mL de sangre total. El gradiente
se centrifugd a 1600 rpm por 25 minutos. Se tomd el anillo de linfocitos, se lavd en un
tubo con 10 mL de RPMI-1640 (Sigma, R-4130) y se centrifugé a 3000 rpm por 10
minutos. El sobrenadante se retiré y el boton se resuspendié en 1 mL de RPMI-1640
(Figura 3).
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6.3 Cultivo de linfocitos

Los linfocitos extraidos fueron cultivados en 5 mL de medio RPMI-1640 (Sigma, R-4130)
suplementado con aminoacidos no esenciales al 1% (Sigma), L-glutamina al 1% (Sigma)
y suero fetal bovino inactivado al 10% (Gibco). La proliferacion de los linfocitos fue
estimulada mediante la adicién de Fitohemaglutinina (PHA, Sigma) en una concentracion
final en cultivo de 50 pg. Las células se incubaron a 37° C por 72 horas. El tratamiento
correspondiente se di6 a las 24 horas; posteriormente a las 48 horas se adicionaron 15 pL
de Citocalacina B (2 mg/mL, Sigma) para inhibir la citocinesis celular y a las 72 horas se
realizé la cosecha celular (Figura 3).

6.4 Tratamiento

En algunos casos los experimentos se realizaron por duplicado y en otros por triplicado.
Las concentraciones de Larimsh se evaluaron en tres categorias de concentracion:

a) 0.5mM, 1.5 mM y 3 mM - Dos donadores
b) 50 uM, 300 uM y 500 puM - Tres donadores por duplicado
c) 2.5uM, 10 uM y 50 uM -> Tres donadores por triplicado

En cada ensayo se utiliz6 un control negativo, un control del disolvente (DMSO) y un
control positivo de Mitomicina C (MMC) a una concentracion no citotéxica (0.1 uM)
aunque si con la presencia un efecto genotoxico (Figura3).

Las concentraciones evaluadas de Larimsh fueron calculadas con base en la dosis diaria
administrada a los pacientes del estudio realizado por Rodriguez y cols., que es de 1.5
g/dia®>. Un individuo promedio que pesa 75 Kg tendria una concentracién sanguinea
equivalente a 1.4 mM de Larimsh en un volumen sanguineo de 4.5 L.

PMpromedm LR: 237
1.5g LR (1mol/ 237 g LR) = 6.3x10° mol LR

6.3x10° mol LR/4.5L = 1.4x10°M = 1.4 mM

6.5 Citotoxicidad

La citotoxicidad se evalué a través de la viabilidad celular, la cual se cuantificé
determinando el porcentaje de sobrevivencia de los linfocitos después de ser expuestos
por 48 horas a las diferentes concentraciones de Larimsh (Figura 3). Se determin6 a
través de la técnica de doble tincion con diacetato de fluoresceina/bromuro de etidio
(FDAJELBr, Sigma). Al término del cultivo (72 horas) se tomé una alicuota de 500 pL de
linfocitos, se centrifugé durante 5 min a 4000 rpm, se elimind el sobrenadante y se
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adicionaron 10 pL de solucién de trabajo (1.6 mL PBS, 30 pyL EtBr (1 mg/mL), 5 uL de
FDA (5mg/ mL acetona), se homogenizd y se observé al microscopio de fluorescencia
(Olympus BX-60). Se considera que una sustancia es citotoxica, cuando provoca una
disminucion de la viabilidad celular por debajo de 70%.

6.6 Ensayo de micronucleos con bloqueo de la citoci nesis (CBMN)

El ensayo de microndcleos se llevé a cabo tomando en cuenta los criterios establecidos
por Fenech (2003). La extraccion, cultivo y tratamiento de los linfocitos se realizd de
acuerdo a los apartados correspondientes antes mencionados. A las 72 horas se realiz6
la cosecha celular. En la cosecha, las células se resuspendieron suavemente,
posteriormente se prefijaron afiadiendo 1 mL de solucion fresca de Carnoy (metanol-acido
acético glacial 3:1 a 4°C). Se centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos, se les elimind el
sobrenadante hasta aproximadamente 1 mL y se adicioné solucion fijadora hasta un
volumen de 3 mL (fijacién). Se realizaron otros tres lavados con solucién fijadora
siguiendo el mismo procedimiento. Se realizaron laminillas. Estas se tifieron con los
colorantes eosina y azul de metileno. Finalmente las laminillas se evaluaron al
microscopio (Olympus BH-2). El efecto genotdxico fue determinado evaluando la
frecuencia de micronucleos en 1000 células binucledas (Figura 3).

La citostaticidad es una medida del estado de proliferacion de las células. Se determiné
mediante el recuento de células mononucleadas (Mo), binucleadas (BN) y polinucledas
(Po). La actividad citostatica se calculé6 mediante la formula del indice nuclear (IN):

IN = [Mo + 2BN+ 3Po] / N° total de células contadas

6.7 Linea celular HepG2

Se realizaron cultivos de la linea celular HepG2, en medio EMEM con glutamina
suplementado al 10% con suero fetal bovino inactivado (GIBCO), y antibiético al 2%
(GIBCO). El esquema de cultivo de la linea celular fue el mismo que se empled para los
linfocitos, pero sin estimulacion con fitohemaglutinina. Las células se cultivaron en placas
de 24 pozos. Todos los cultivos fueron incubados a 37°C, y 5% CO,. Las células se
levantaron con tripsina al 0.05%, la cual se inactivd con medio EMEM suplementado. Se
resuspendieron suavemente, se prefijaron con soluciéon de Carnoy. Posteriormente, las
células se pasaron a tubos de vidrio para continuar con el proceso de fijacion y lavado
(Figura 4).
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Figura 3. Diagrama de flujo del ensayo de micronicleos con bloqueo de la citocinesis, indice
nuclear y del ensayo de viabilidad en linfocitos humanos.
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6.8 Analisis estadistico

Todos los resultados en este estudio se expresaron como promedios y desviacion
estandar. Para el andlisis estadistico se utilizd el programa Graph Pad 5.0. Se determiné
la distribucién de los datos por medio de las pruebas de: Kolmogorov-Smirnov, Se utilizd
la prueba de ANOVA de una via y la prueba de comparaciéon multiple de Tukey. El nivel
de significancia considerado fue de *p<0.05. Los valores de significancia se reportan con
respecto al control negativo y al control de disolvente (DMSO). No se encontraron
diferencias significativas entre ambos controles mediante la prueba t de Student.
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7 Resultados

7.1 Efectos citostéticos, citotdéxicos y genotoxicos de Larimsh™ en linfocitos
humanos.

La citotoxicidad se evalué a través del porcentaje de sobrevivencia de las células
(viabilidad celular) tras su exposicion a LR. La citostaticidad se evalu6 a través de la
cuantificacién de la proliferacién celular utilizando como parametro el Indice nuclear (IN).
La genotoxicidad se evalu6 a través de la frecuencia de micronucleos en las células tras
Su exposiscion a LR.

Se realiz6 una primera curva de LR que incluy6 la dosis diaria administrada (1.4 mM) en
los pacientes de acuerdo al estudio de Rodriguez y cols®. Las concentraciones evaluadas
fueron 0.5, 1.5 y 3 mM utilizando linfocitos de dos de los seis donadores (D1 y D7). Se
observd que a estas concentraciones LR tiene un efecto citostético y citotoxico severo
sobre los linfocitos humanos in vitro reflejAndose en una disminucién casi por completo de
la proliferacion celular y una disminuciéon casi del 50 % en la viabilidad celular en la
concentracion mas alta evaluada con respecto al control negativo. Se obtuvieron
resultados Unicamente de un donador, ya que los linfocitos del otro individuo fueron mas
sensibles. Con estas concentraciones no fue posible evaluar un efecto genotoxico debido
a que las células murieron o no proliferaron (Figura 5).

Se realizdé una segunda curva con concentraciones diez veces mas bajas con el fin de
determinar los efectos genotoxicos de LR. En ésta, se utilizaron linfocitos de 3 de los seis
donadores (D1, D2 y D3) y se realizaron dos repeticiones de cada uno. Se incluyo la
concentracién de LR mas baja de la primera curva (0.5 mM = 500 uM), misma que se
considero como la concentracion mas alta. Las concentraciones evaluadas fueron 50, 300
y 500 puM.

Las concentraciones de 50 y 300 uM mostraron un ligero efecto citotoxico. A estas
concentraciones se observa una disminucién significativa (p<0.05) en la viabilidad con
respecto al control negativo a partir de 50 uM, la cual es aun mas significativa (p<0.0001)
a la concentracion de 500 uM (Figura 6A).

La proliferacion celular evaluada a través del IN disminuy6 significativamente a partir de la
concentracion 300 uM. EI IN a 500 pM mostr6 un valor promedio de 1.02, lo que significa
que no hubo proliferacion (Figura 6B).

La determinacion de la frecuencia de MN con estas concentraciones, no mostré cambios
significativos con respecto al control negativo hasta la concentraciéon de 300 uM. En 500
UM, nuevamente no fue posible realizar la determinacion de los MN debido a que no hubo
proliferacién de las celular (Figura 6C).

En ocasiones, algunos compuestos a concentraciones bajas, presentan comportamientos
paraddjicos ocasionados posiblemente por interaccidn con componentes celulares,
efectos esteroquimicos o por activacion de mecanismos de detoxificacion. Por ello, se
evalu6 también el comportamiento del LR a concentraciones aiun mas bajas, realizando
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una tercera curva. La concentracion de LR mas baja de la segunda curva (50 uM), se
utilizd como la concentracion mas alta en la nueva curva. Las concentraciones evaluadas
fueron 2.5, 10 y 50 pM. En la Figura 7 se muestran los resultados de citotoxicidad,
citostaticidad y genotoxicidad de tres de los seis donadores (D4, D5 y D6) por triplicado.

No se observaron efectos en la viabilidad celular, ni dafio genotéxico en ninguna de las
concentraciones utilizadas (Figura 7A 'y 7C). Sin embargo, a concentraciones de 10y 50
UM de LR, se observé una disminucion significativa de la proliferacion celular (Figura 7B).
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Figura 5. Efecto citotdxico y citostatico de LR a 0.5, 1.5 y 3.0 mM. A) Determinacion de la citotoxicidad de LR por la técnica de FDA/EtBr. B)
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Figura 6. Evaluacion de la citotoxicidad, citostaticidad y genotoxicidad de LR a concentraciones de 50, 300 y 500 uM en tres donadores por
duplicado (D1, D2 y D3). A) Citotoxicidad de LR. B) Efectos de LR en la proliferacion celular. C) Genotoxicidad de LR. Se aplico la prueba de
ANOVA de una via, con la prueba de comparaciéon multiple de Tukey *p<0.05. NP = No hubo proliferacion celular.
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Figura 7. Efecto citotoxico, citostatico y genotédxico de LR en linfocitos de 3 donadores por triplicado (D4, D5 y D6), a concentraciones de 2.5,

10 y 50 uM. A) Efectos citotdxicos. B) Efectos citostaticos. C) Efectos genotdxicos. Se aplico la prueba de ANOVA de una via, con la prueba de
comparacion multiple de Tukey *p<0.05
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7.2 Efectos citostaticos y genotéxicos de los posib les metabolitos de Larimsh™,
utilizando la linea celular HepG2 como modelo de ac  tivacion metabdlica.

Para evaluar el efecto de los posibles metabolitos de LR, se utilizd como modelo la
linea celular HepG2, cuya caracteristica es tener la maquinaria enzimética para llevar
a cabo el metabolismo.

Se realizé una curva por duplicado con la linea celular HepG2. En los tratamientos de
LR, se incluy6 la dosis diaria administrada (1.4 mM) a los pacientes del estudio
realizado por Rodriguez y cols®’. Las concentraciones evaluadas de LR fueron del
orden micromolar (2.5, 10, 50, 100, 300 y 500 puM) y milimolar (1.5, 3, 5y 10 mM). En
las concentraciones de 2.5 a 500 uM no se observaron diferencias significativas con
respecto al control negativo en cuanto a citostaticidad y genotoxicidad (Figura 8). La
proliferacion celular disminuy6 significativamente (p<0.0001) cuando las células se
expusieron a una concentracion de 1.5mM o més de LR. El efecto genotdxico a
concentraciones superiores a 500 pM, no se determiné ya que a esas concentraciones
las células no proliferaron.
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Figura 8. Evaluacion del efecto citostatico y genotdxico de LR en células HepG2 metabdlicamente activas. A) Efecto citostatico de los posibles
metabolitos de LR. B) Efecto genotoxico de los posibles metabolitos de LR. Se aplicé la prueba de ANOVA de una via, con la prueba de
comparacion multiple de Tukey *p<0.05. NP = no hubo proliferacidn celular; ND = no se determin6 por no haber células binucleadas.
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8 Discusion

Las células cancerosas tienen caracteristicas que las distinguen de las células normales
como: proliferacion incontrolada, resistencia a la apoptosis, incapacidad para
diferenciarse, invasividad, capacidad para inducir metastasis, etc. La terapia contra el
cancer se encuentra enfocada a destruir o eliminar las células malignas a través de
cirugia, irradiacién, farmacos citotoxicos (Cisplatino, Carboplatino, Ciclofosfamida,
Vincristina, Topotecan, etc.) y farmacos citotéxicos dirigidos (anticuerpos monoclonales
como el rituximab y alentezumab; Trastuzumab e Imatinib). Un antineoplasico ideal debe
ser capaz de disminuir la proliferacion celular y causar la muerte celular de manera
selectiva sin producir efectos genotoxicos. En la realidad, la mayoria de los
antineoplasicos que actualmente se utilizan, son antiproliferativos no selectivos y pueden
generar dafio genotdxico. Existe una discusion relevante sobre el riesgo-beneficio del
tratamiento y los aspectos relacionados con la calidad de vida de los enfermos.?®

Larimsh™ (LR) es una mezcla de hidrocarburos de bajo peso molecular. Entre los
compuestos que forman parte de la mezcla se encuentran isopreno (2B, IARC), naftaleno
(2B, IARC) y benzopiridina, los cuales tienen gran importancia por sus propiedades
mutagénicas y carcinogénicas. Estos compuestos han sido clasificados por la IARC como
probables carcindgenos al ser humano.”® ** 3! Algunos mas como los bifenilos
policlorados (2A, IARC) y los bifenilos polibromados (2A, IARC) se clasifican como
carcinbgenos y probables carcindgenos al ser humano, respectivamente.® * El
ciclohexano, también contenido en LR, no cuenta con estudios que evallen su potencial
carcinogénico. ** * En el caso de la decalina, sélo hay evidencia de actividad
carcinogénica basada en el aumento de incidencias de neoplasmas tubulares y
feocromocitoma en ratas F344/N macho expuestas a ciertas concentraciones.*® Se sabe
gue el tetrahidronaftaleno (también presente en esta mezcla), incrementa la incidencia de
adenoma tubulo-renal en ratas F344/N macho; en ratas F344/N hembra se relaciona la
exposicién a un aumento de casos de neoplasmas hepatocelulares y pélipos uterinos.*” El
2-metilnaftaleno® presenta un ligero aumento en las aberraciones cromosémicas
producidas en cultivos de linfocitos humanos en presencia de la fraccion S9, sin embargo,
seria relevante estudiar su efecto en un sistema in vivo.

A pesar de que LR consiste en una mezcla que contiene diversas sustancias, que de
manera aislada estdn catalogadas como carcindgenas, llama la atencion que el
comportamiento de la exposicidon a la mezcla in vitro mostré6 un efecto citostatico
(disminucién en la proliferacion celular) significativo en un rango amplio de concentracion
(2.5 y 300 uM), ademas de causar muerte celular (citotoxicidad) y no causar efectos
genotbxicos en un modelo de linfocitos humanos in vitro.

Se utilizé la linea celular HepG2 como modelo de activacion metabdlica, no encontrando
efectos citostaticos ni genotéxicos. Cabe resaltar que siendo ésta una linea procedente de
un hepatocarcinoma, se esperaria que Larimsh, como “antineoplasico”, fuera capaz de
disminuir la proliferacion celular de estas células. Este efecto citostatico se observé en las
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células HepG2 a partir de la concentracion 1.5 mM, mientras que en los linfocitos
humanos (células sanas) la citostaticidad fue significativa a partir de la concentracion 10
UM (2 érdenes de magnitud menor). Este hecho sugiere que LR no actu6 como agente
citostético sobre las células cancerigenas HepG2, por lo que seria conveniente utilizar
una bateria de lineas celulares para corroborarlo.

La mayoria de los estudios sobre los efectos de las sustancia quimicas en los sistemas
bioldgicos se llevan a cabo evaluando una sustancia a la vez. Sin embargo, en el mundo
real estamos expuestos a mezclas de sustancias quimicas presentes en el medio
ambiente y por exposicion ocupacional. Las interacciones observadas entre los
componentes de una mezcla quimica a altas concentraciones en animales, no
necesariamente tendran el mismo tipo de efecto y magnitud en humanos expuestos a
concentraciones atn menores de la mezcla.*®* Ademas, la via de administracion, la dosis,
la permeabilidad de los compuestos, los blancos y el metabolismo son factores que
también influiran en los efectos de un xenobidtico.

Cuando se tienen mezclas, la respuesta en las células es mas compleja, ya que ademas
intervienen factores como: impedimento estérico, saturacion o inhibicibn enzimatica,
competencia por receptores, etc. LR es una mezcla compleja que no presenté efectos
genotoxicos a las concentraciones estudiadas. Este comportamiento pudiera deberse a
uno o varios de los factores antes mencionados. Un ejemplo es la oxidacion del estireno y
del butadieno, llevada a cabo por el citocromo P450 2E1, situacion donde el estireno
inhibe competitivamente al butadieno.®® Otro ejemplo, es la mezcla benceno-tolueno. El
benceno, importante disolvente presente en la gasolina y el humo del cigarro, se conoce
por sus propiedades carcinogénicas. El tolueno protege contra la genotoxicidad inducida
por el benceno reduciendo los niveles de sus metabolitos en médula 6sea de ratén.* En
humanos también se observé la mutua supresion del metabolismo entre el benceno y el
tolueno, tras cuantificar los metabolitos de ambos en la orina de trabajadores chinos
expuestos a los compuestos solos y a la mezcla de ellos, reafirmando asi el efecto
protector del tolueno.*

El estudio de mezclas quimicas es muy complejo por muchas razones: se requiere
realizar un gran nimero de experimentos que permitan evaluar cada una de las posibles
combinaciones entre sus componentes, se desconocen las combinaciones importantes,
se desconocen las concentraciones adecuadas a evaluar y no siempre se conocen por
completo los efectos toxicos de cada uno de los componentes. Evaluar
experimentalmente mezclas quimicas en muchas ocasiones no es practico ni costeable.
En estos casos se usan disefios estadisticos y disefios factoriales para evaluar
predictivamente las interacciones de las posibles combinaciones de los compuestos que
forman la mezcla.** Estos métodos predictivos presentan sus propias limitaciones, ya que
al ser modelos matematicos requieren inferir el comportamiento de los mecanismos de
accion a altas y bajas concentraciones, lo que implica un gran problema de extrapolacion,
aun cuando se conozca la toxicidad de la cada uno de los compuestos.
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LR es una mezcla compleja de derivados del petréleo de composicién variada, la
evaluacién del riesgo que la mezcla representa a la salud humana se encuentra fuera del
alcance de este estudio debido a que se desconoce con precision la composicion de la
mezcla. Ademas, no seria posible evaluar todas las interacciones entre sus 213
componentes, aun cuando éstos se conocieran. Sin embargo, dada la complejidad de la
mezcla, diversos factores podrian estar involucrados en su comportamiento y ser los
responsables de la anulacién de los efectos genotdxicos e inclusive de los efectos
citostaticos y citotoxicos inducidos por LR.

El cancer es una enfermedad compleja multifactorial ya que en él intervienen factores
ambientales, fisicos, quimicos, biolégicos, hormonales, genéticos y epigenéticos.

Se tiene bien caracterizado el proceso a través del cual se desarrolla la transformacién
celular que da origen al cancer: la carcinogénesis. Las etapas de la carcinogénesis son:
iniciacion, promocién, progresion, invasion y metastasis.

El mecanismo de accién de LR propuesto por Rodriguez y cols. plantea el origen del
cancer como una enfermedad unifactorial ocasionada por la deshidratacién del ADN, el
cual ademas de no contar con un sustento cientifico que lo corrobore, no muestra
congruencia con el proceso de carcinogénesis que se encuentra ampliamente sustentado
en la literatura.
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9 Conclusiones
Larimsh en el modelo de linfocitos humanos:

* Indujo citostaticidad a partir de la concentracion de 10 pM con respecto al control
negativo,

* Indujo citotoxicidad a partir de la concentracibn de 50 puM, siendo altamente
citotoxico con la concentracion de 300 puM.

* No generé efectos genotoxicos y solo fue posible evaluarlo en concentraciones por
debajo de 300 puM.

Larimsh en el modelo de activacion metabdlica con la linea celular HepG2:

» No produjo efectos citostéticos ni genotodxicos significativos con respecto al control
negativo en las concentraciones de 2.5 a 500 pM.

» Disminuy¢ la proliferacién celular a partir de la concentracion de 1.5 mM.

No ocasiond el efectos genotdxicos y solo fue posible evaluarlo en concentraciones
menores a 500 uM.
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