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RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por 1la
presencia de células malignas que crecen en forma incontrolada,
invadiendo tejidos adyacentes y diseminandose hacia Arganos
distantes dando lugar a 1la formacién de metdstasis o tumores
secundarios. Actualmente existen varios tratamientos terapéuticos,

en los que se encuentra la quimioterapia.

La quimioterapia del c3ncer estl dirigida a destruir todas 1las
células malignas por medio de sustancias quimicas definidas,

sin daffar a las c@lulas normales, desafortunadamente, adn no se han

encontrado sustancias que actuen de esta manera, por lo que la---

quimioterapia actwal ataca a ambas por igual {14); sin embargo
existe un grupo numeroso de investigadores que trabajan para este

fin.

Existe una gran variedad de productos qufmicos usados en la
quimjoterapia del cancer, algunos con buenos resultados. 8in
embarqo, subsiste la necesidad de encontrar agentes
quimioterapéuticos con un amplio espectro de actividad antitumoral

y menor toxicidad que los agentes usados actualmente.
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En Maxico, ademds de lo mencionado, la necesidad de importacion
de estos productos, y su costo muy elevado, hace que el desarrollo
y la investigacitn de productos antineoplasicos tenga alta
prioridad. Conscientes de esta situacidn, un grupo de
investigadores del Instituto de Qufmica de la UNAM, en colaboracidn
con el Instjtuto de Biologfa, han dirigido sus esfuerzos al estudio
de extractos de plantas, ya que algunas de estas sustancias bhan

evidenciado actividad antitumaral.

El interes en los productos naturales se basa en que de las
plantas de la familia lLabiatae se han aislado una variedad de bi vy
triciclos diterpenoides que muestran propiedades antitumorales
(10,38), y tomando en cuenta gque en México, la familia Labiatae
estd representada aproximadamente por 50 géneros y 550 especiess
entre ellas el género Salvia del que se conocen casi 300 especies
(26). En el Instituto de Ouimica, &n colaboracibn con el Instituto
de Biologla, se ha emprendido un estudio sistemdtico, tanto
botanico como fitogquimico, de especies mexicanas de este género.
Ast, un grupo de investigadores del Instituto de Quimica ha logrado
aislar .vartos productos diterpénicos cuya estructura est&8 muy
relacionada con la de la taxodiona, producto aislado por Kupchan y
colaboradores de Taxodium distighum, y que mostro propiedades
citotdxicas (17). El objetivo principal del presente trabajo, es
determinar si alguna de las sustancias obtenidas presenta actividad

citotdxica.
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En el presente trabajo se llevd a cabo una investigacidn con
respecto a citotovicidad y posible efecto antitumoral de 8
metabolitos extraidos de plantas del género Salvia de la familia
Labjatae; los cuales fueron proporcionados por el Instituto de
Quimica de la UNAM, dutilizandose dos lineas celularas; el mielama

murino X463 Ag B8 (H~2 ) y el linfoma murino L3178y (H-2 ).

Los metabeolitos se probaron a diferentes dosis en sistemas in
vitro en dichas células y en condiciones preestablecidas] se obtuvo
la curva dosis-repuesta para cada uno de los compuestos,

realiz&ndose analisis de evaluacibn de la viabilidad.

De los resultados obtenidos se concluyd que I  de estas
sustap:las presentan un efecto citotéxico a la célula tumorali pose
a ello este no es un resultado definitivo, es necesario que se
lleven a cahbho estudios en células normales para saber el efecto en

ellas, ademds de ver g1 efcto en sistemas in vivo.
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ANTECEDENTES

Las 1investigaciones realizadas sobre el clncer se iniciaron en
el afo de 177%, cuando el cientifico Sir Percival Pott realizé los
primeros estudios scobre un carcinoma de escroto presentado por los

mineros expuestos al contacto cotidiano con el hollin. (39,40).

Las investigaciocnes en materia del cancer han avanzado
notablemente en las altimas décadas, algunas de las conclusiones a
las que se han llegado, indican que el cancer es una alteraciéin que
afecta a todos los organismos pluricelulares, dando como resultado
la reproduccidn celular {ncontrolada de un tejido, por lo que se

clasificd como enfermedad neopllasica (39).

Las neoplasias se clasifican en 2  grandes grupos: Neoplasias

benignas y Neoplasias malignas (40).

Las neoplldsias benignas son tumores gue suelen estar formados
por ctlulae semejantes a las de origen, se diferencian bien aungue
Bayan» sufr;do‘ alteraciones porrlo qué se forma la masa tumoral

040):

; Las:neqblasias malignas son tumores constituidos por cé&lulas que

‘haﬁh perdido totalmente su semejansa con las células normaless sou



5)

c&lulas pleomdrficas, se altera la membrana celular y se pierde el
fonbmeno de inhibici®&n por contacto, etc., (40). Otra caracteristica
de las c&lulas neoplasicas malignas, . es que tienen la facultad de

dar metdstasis, cosa que los tumores benignos no presentan (40).

Para que una metastasis se presente deben existir varios
factores:
1) Liberacidtn de células o fragmentos tumorales que tengan la

capacidad de supervivencia autédnoma.
2) Vias de diseminacion

3) Condiciones adecuadas en el sitio de implantacidn para que la

siembra cezca (40),

La etiologla de 1las neoplasias es muy grande por lo que . se

clasifican en 3 grupos:

1.~ Agentes Quimicos: En oste grupo se encuentran los
carcinbgenos, que son sustancias quimicas capaces de incrementar
de modo significativo la proporcidn de cdncer en una poblacidn dada
de seres vivos (40); los carcinbgenos se pueden encontrar en los
alimentos, como aditivos, por ejemplo edulcorantes, colorantes,
conservadores, etc) como contaminantes, por ejemplo insecticidas,
fungicidas y herbicidas; como resultado del proceso de

concervaci bn, por cjemplo ahumade, asado, curado, etc. (40},
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2.- Agentes Fisicost En este grupo se encuentran las radiaciones

como son: Rayos X, Rayos U.V., Rayos solares y Rayos gamma (40).

3.~ Agentes Bioldgicos: Estos se subdividen en 2 grupost
a) Predisposicidn gen&tica.

b) Virus. (39,40),

TRATAMIENTO DEL CANCER

En general 1la terapia del cancer estd dirigida hacia 1la
inhibicidn del crecimiento tumoral, tratando de que el resto del
organismo no se daffe. Estos tratamientos pueden ser de 4 tipost

1.- Cirugta

2.- Radioterapia

3.~ Inmunoterapia

4.; Quimiotaerapia

los cuales pueden ser utilizados solos o combinadas. (39).

La eleccidn del me&todo o metodos ideales de tratamiento, depende
de una serie de factores como son: La situacidn del tumor o del
&rgano daflado, el tiempo de evolucion, la determinacién de 1la
malignidad del mismo y en consecuencia los posibles focos de
metAstasis, el tipo de tumor, es decir, si es salido o de drganocs

hematopoytticos, etc. (39),
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CIRUGIA

ta cirugla ecsta conciderada como el tratamiento de eleccibn  de
muchos canceresy en muchos pacientes la cirugla no es curativa
totalmente, sine que es parcial o paliativa, con el fin de
disminuir 1la sintomatologta vy prolongar la esperanza de vida

(39,40).

BARIQTIERARIA

Es utilizada frecuentemente después de la cirugla; debe tomarse
en cuenta la radiosensibilidad del tumor y dependiendo de ésta,

soera el qrrrada do radiacidbn que se dé& (39,40).

' INMUNDTERARIA

ta -aplicacidn de la inmunoterapia en el control del céncer en
humanos, estd siendo otra de las posibles alternativas para el
tratamiento de esta enfermedad, aunque los resultados no han
producido respuestas comparables con otros tratamientos, por lo que

probabl.emente se use como complemento (39,40).

QUIMIOTERAR1A

l.La quimioterapia en el cAncer esta orientada a destruir las

cklulas malignas sin dafar a las normales, por medio del uso de
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sustancias guimicas. Se utiliza antes y despubs de la cirugla para
evitar metastasis y destruir reeiduos respectivamente; también se
aplica a pacientes que no pueden ser intervenidos quirurgicamente,

como es cl caso de las leucemias.
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ASENTES ANIINEQPLASICOS

Los criterios usados para la clasificacidn, de 1los agentes
antineoplasicos (Tabla 1) (30), incluyen sus mecanismos de accion,

su estructura quimica o su accidn fisioldgica (Fig 2).

Alqunos agentes fueron clasificados arbitrariamente, debido a
que no se sabia a ciencia clierta su mecanismo de accidn o su
funcidn fisiolégica, y otroa ne entraron en ninguna de las

cateqorias (agentes miscelaneos) (28).

A pesar de ello, esta clasificacién es ttil para la elaboracidn
de terapias antitumorales, cuando se tiene suficiente informacion
sobre la cinética del tumor, ya que esto nos permite hacer una
seleccidn mas razonable, y 1los agentes seleccionados se usan en

forma combinada.

A continuacidn se describiran brevemente los diferentes agentes

antineoplidsicost

aAgantes alquilantes

Los agentes alquilantes son un grupo de diversos compuestos

quimicos, que interaccionan con moléculas como ADN, ARN, protefnas,
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TABLA 1.— ABGENTES ANTINEOCPLASICOS (28)

CLASIFICACION TIEQ EJEMELY
Mostazas nitrogenadas Clorambucil

Derivados de etilenimina Tiotepa

Agentes alquilantes Nitrosourea Carmustina
Sales de metales Cis-platino
Triazinas Dacarbazina
Anadlogos del Ac.félico Metotrexate

Antimetabolitos Andlogos de pirimidina Citarabina
Anadlogos de purina Mercaptopurina
Inhibidor mitético Vinblastina

- Derivados de Podopbyllum Etoposido
Productos naturales

Antibidticos Mitomicina
Enzimas Asparaginasa.
Androgenos

Corticoestercides
Agantes hormonales Estrégenocs
Progaestinas

Antagonistas de los estrogenos

Sustituto de la urea Hidroxiurea
Derivados de la metil-
hidrazina. Procarbasina
Agentes miscelaneos Inhibidores de la sinte-

sis de esteroides. Aminoglutetimida

Supresores de adrenocor-

ticales. Mitotane
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y moléculas de bajo peso molecular} esta interaccién es por uniones
electrofflicas con las moléculas, ya que provocan que ;o polaricen

y puedan unirse con ellas.

La parte méds sensible del ADN, ms la posicidn 7 del npucledtido
de guanoaina donde interactuan los agentes alquilantes, produciendo
una alteracién en el cédigo del ADN y esto va a provocar la muerte
celular debido a una inhibicidn en la replicaciédn del ADN, o© an la
produccidn de una mutante celular, cuando la replicacidn del DNA no

es completamente fiel al original (28).

b)Antimetabolitos

Son uh grupo de compuestos de bajo peso molecular, que ejercen
su afécto. debido a que su estructura o funcidn es similar a la de
los metabolitos involucrados con la sintesis de dcidos nucleicos,
por 1o que la cédlula no distingue entre dstos y los metabolitos
normales, y 1los introduce dentro de ella, provocando asf una
inhibicidn importante en las enzimas involucradas en la sfntesis de
dcidos nucleicos, o incorporandolos dentro del mismo 4cido
nucleico, produciendo errores en el cdédigo. Este tipo de mecanismo
de accidn provoca una inhibicidn de la sfntesis del ADN y la

muerte celular.
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Los antimetabolitos son més tOxicos para las ceélulas que estan
en crecimiento activo ya que tienen un comportamiento altamente

cspbcifico para las diferentes fases del ciclo celular (14,28,31).

c)Productas naturales

En este grupo se incluyen productos derivados de una fuente

natural y no se considera su mecanismo de accidn.

lLas drogas de este tipo gque se usan en la clfnica sonj productos

de plantas y productos bacterianos.

Dentro del grupoc de productos de plantas se encuentran la
vinblgstina y vincristina que son derivados de Qatharapthus rcossus
y s8u principal actividad es sobre la protefna microtubular,
produciendo una inhibicidn de la mitosis, porque detiene a las

células en metafase (14,22,28,31).

También se han evaluado los derivados obtenidos de las plantas
del género Podophyllum, uno de ellos el Etoposido que es un
derivado semisintético de la toxina de Podophyllum peltatum actua
sobre las células deteniendo su ciclo celular en la fase G2,
también tiene efectos sobre sintesis de protefnas, de ADN y de ARN.

28).
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Los antibidticos obtenidos de bacterias usados como agentes
antitumorales, son un grupo de compuestos con relativa actividad
antimicrobiana producidos por varias especies de Streptomycgs. Su
efecto citotdxico (lo cual limita su uso como antimicrobiano) ha
sido de gran valor en el tratamiento de un amplio nfmero de
cinceres. Todos los antibidticos usados en la clfnica (Mitomicina,
Bleomicina, Dactinomicina)l, afectan la funcidn y sfntesis de los

dcidos nucleicos (Fig 2) (28).

En e1 grupo de las enzimas, la asparaginasa es el Unico ejemplo
de agentes de este tipoj cataliza la hidrdélisis de la asparagina,
produciendo 4cido aspdrtico y amonio, privando selectivamente a las
células malignas de un aminodcido esencial para su supervivencia

(14,28,31).

d)Agentes hormonales

Estos compuestos son muy activos contra el céncer a nivel
clinico, cada agente tiene diversos efectos, algunos de los cuales
son directamente a nivel celular, por unidn de las drogas con
receptores citoplasmaticos especfficos, otros efectos son a travas
de wuna accidn 1indirecta sobre el hipotaAlamo y sus hormonas que

regulan a la pituitaria (28,31).
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Todos estos agentes tienen en comin, que en muchos casos surge a
la larga una malignidad celular, porque se altera la sensibilidad a
las hormonas que regulan el crecimiento celular, produciends un

crecimiento desordenade (28).

Una excepcidn de estos mecanismos, es ®8l efecto de 1lps
corticoostercides sobre las leucemias y 1linfomas, porque actuan
directamente sobre las células linfoides anormales, produciendo
148is celular, ya que estas tienen un gran nimeroc de receptores

9lucocorticoides (28).
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L6 HERBOLARIA EN EL TRATIAHMIENIO DEL CANCER

Desde la antigliedad, 1a farmacopea del México indfgena, fincaba

l1a mayor parte de su experiencia en la herbolaria.

Se han escrito varios tratados sobre las hierbas medicinales
empleadas por los indios del siglo XVI, en donde se mencionan
varias plantas y arbustos cuyas hojas se usaban para retraer 1los

crecimientos anormales.

En los tiempos contemporaneos entre las plantas usadas como
antitumorales podemos mencionar a Ppdophyllum eeltatum, que era
usada por los indios Penobscot originarios del Perd para curar los
crecimientos anormales. Uno de los derivados de Podophyllum que ha
sido estudiado es el Etoposido que s un derivado semisintético de
1a toxina de P. peltatum, Yy que actua sobre las células deteniendo
su ciclo celular en la fase G2 y también tiene efectos sobre 1la

sfntesis de protefnas, del ADN y del ARN (28).

Se han realizado investigaciones para encontrar principios
activos vegetales con actividad antitumoral, entre las que se puede
mencionar 1a que llevaron a cabo Bhakuni y col. (3,4,5) mediante la
recolecitn, extracion y prueba de 519 especies diferentes de

vegetales, contra varias lineas celulares cancerfgenas, obteniendo
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resultados positivos para 14 extractos con actividad plenamente
confirmada, entre estos extractos figuran el de Campip ohtusa, de
donde e aislaron varios compuestos que inhibiaeron
significativamente 1la leucemia linfocitica P-388B (PS5) en ratones
(33 y el de Digitalis purpurga variedad alba que elabora
qlucdsidos empleados desde 1775 como cardiotdnicos y gue mostraron

citotoxicidad tumoral en ratones (4).

' Otra de lags investigaciones que podemos mencionar es 1a
realizada por Kupchan, quien labord con numerpsos botaglcal Yy
bioquimicos durante 1lo0s affos de 1969-1974 en varias regiones del
mundo, logrando aislar y probar principios activos de més de 100

plantas, entre las que se cuentan las siguientes?

1) Las plantas de la familia Celastracesg, Maytenus ovatus v
Iripteryaium wilfordi, que poseen principios activos
antileucemicos probados in vivo en ratones e in vitro contra

células derivadas del carcinoma nasofarfngeo humano (KB) (13).

2) Colchicum speciosum de donde se extrajercn la colchicina y la
desmetilcolchicinai 1a colchicina fue una de las primeras

sustancias en ser empleadas como citostatico (16).

3) Elenhantopus elatus v Vernomia hymenolepis de las cuales se

obtuvieron 4 compuestos del tipo lactonas sesquiterpdnicas, y
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que fueron probadas contra la leucemia linfocitica P-388 en
ratones vy contra el carcinima de Walker (255-WM) en ratones

(15)] estos compuestos sont

Elefantina y elefantopina obtenidos de Elephantopus elatus, y
Vernolepina y vernomenina obtenidos de Vernonia hymenolepis

[$%-2

Lee y col. (18B) demostraron la alta citotoxicidad de la
helenalina Qque extrajeron de H, autumpnele v de H. micrecerhalum,
probandolas en cultivos de células HEp~-2, KB y en fibroblastos
humanos normales. También la probaron {pn yive en ratones con tumor

de ascitis de Ebrlich.

Se ha visto que algunas de estas sustancias impiden al
crecimiento celular al interferir con ciertos sistemas enzimaticos,
como por ejemplot la helenalina y la tenulina impiden la sintesis
proteica y la del colesterol, ademas de que inhiben la elaboracion
del AD& y la actividad de 1a ADN-polimerasa., Ambas lactonas
incrementan la concentracion del adenosin 3’5" -monofasfato e

interfieren con los procesos energdticos (20).

Entre 1los productos naturales uno de los descubrimientos mas

importantes han sido los productos aobtenidos de Catharanthus roagus
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o Vinca rosea su actividad antileucémica fué descubierta por Noble,
Beer y Cutts en 19546 (23) cuando estudiando el empleo popular de
esta especie como antidiabé#tico, se dieron cuenta de que conejos
con esta enfermedad, a los pocos difas de que se les administrd un
extracto de la planta, morian vfctimas de una infeccidn causada por
la bacteria BPggudomonas sp., l1a cual se encuentra normalmente en su
habitat sin afectarlos} al analizar su sangre observaron un marcado
descensoc en el numero de leucocitos, razén por la cual pierden su
defensa a la infeccidn. Esta accidn selectiva de reduccion del
Admero de glébulos blancos, fue la que sugirié su posible empleo

como antileucémico.

t.as investigaciones de Noble, Beer y Cutts (23) demostraron qus
los alcaloides responsables de la leucopenia eran 1a
vincateucoblastina (VLB) y la vincristina (VCR), ambas sustancias
han sido evaluadas ampliamente a nivel preclinico y clinico y en la
actualidad son parte de la quimioterapia de 47 tipos de cdncer,
espect ficamente ha quedado demostrada su utilidad an

oncohematologla pediatrica (22).
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LABIADAE HEXICANAB

Nuestro pals cuenta con una amplia variedad de recursos
naturales, en donde destaca la gran cubierta vegetal, con mis de

20,000 especies de plantas vasculares (11).

El territorio nacional cuenta con una flora mas vasta que la de
la Union Sovietica y del mismo orden que la de E.U. y Canada juntos

(11).

Entre los mlemantos que constituyen la flora mexicana uno de los
mAs {mportantes es el formado por la familia Labiada (Labiatae o

Laminaceae) con 550 especies, pertenecientes a 42 géneros.

Se sabe que la familia de las Labiadas esatd formada por

aproximadamente 180 geéneros y 3500 especies (11).

Las plantas pertenecientes a esta familia, han sido objeto de
diversos estudios, tanto bioldgicos como quimicos Yy en el aspecto
econdmico, por el uso de los aceites esenciales de estas plantas en

la industria de la perfumeria.
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En el aspecto biolégico, su importancia radica en las diferentes
actividades <farmacolégicas que se han observadoe en compuestos
aislados de estas plantas; entre sus actividades farmacoldgicas se
cuentant 1las bactericidas, las antivirales, las sedativas, y las

espasmol fticas.

At mismo se han aislado de plantas pertenecientes al génaro
Iscdon (Rhabdpsia) una gran cantidad de diterpenns biologicamente

activos como antimicrobianos y antitumorales (11).

En el aspecto qufmico estas plantas son importantes por su rica

variedad de metabolitos secundarios.

El’ conocimiento sobre la composicién qufmica de las Labiadas ws

incompleto, ya que tan sdlo algunos de los 180 Qéneros
pertenecientes a esta familia, han sido estudiados
sistematicamente, antre estos estan los gqénerost Sideritin,

Teucrium,Ajugs v Bhabdosia.

De los 42 qéneros de Labiadas pertenecientes a nuestro pa?s, el
mds abundante es el género Balvia, que cuenta con aproximadamente

275 especies.
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Este género se subdivide en 4 subgéneros, denominadost Leoniag
Salvia, Sclarea, y <Calosphace (11), e1 mds abundante es el
Calosphace, al cual pertenecen las 275 especies que hay en nuestro

pafs (11),

Desde la antigtedad, las plantas lLabiadas han sido usadas por el

pueblo mexicano de diferentes manerasl entre ellas las siguientest

~Como condimentos: Qreganum sp (oregano), Bosmaripus officipalis

{romero), Menthsa xmp (yerbabuena) Thypus =R
{tomillo).

~Para preparar aguas frescast Semillas de Galvia hispanica v

Salvia tiliapfolia (agua de chfa).

-Como plantas medicinalest Gatureia oacrostema (té de monte),
Agastache mexicana (toronjil), Galvia
migropbylla (mirto), Galvia fulggDm (mirto),
Mentha piperita (te de wmenta) y Cunila

. lythrifolie (poles).

~Como psicotropicoss Galvia divinorum

En los ultimos affos el Dr. T.P. Ramamoorthy del Instituto de
Biologfa de la U.N.A.M. (26) ha realizado un estudio sistematico,

tanto botaniceo como fitoquimico, de especies mexicanas



(23)

pertenecientes al género Balvia. Hasta la fecha se tienen datos de
la composicidn qufmica de unas 9 especies, y un grupo del Instituto
de OQufmica de 1a U.N.A.M. ha logrado aislar algunos productos
diterpénicos de & de las 9 especies mencionadas, los cuales
constituyen, probablemente, 1a caracterfstica qutmica mds relevante
de las Salvias mexicanas y cuya estructura, estd muy relacionada
con la de la taxidiona, producto aislado por Kupchan y col. de

Taxpdium distighum, y que mostrd propiedades citotdxicas (17),
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CICLO CELULAB

La duplicacidn de todos los constituyentes de la célula, seguida

de su divisidbn en dos células hi jas, se conoce como el ciclo

celular.

Se ha visto que el tiempo de duracidn del ciclo, en l1a mayoria

de las lineas celulares en cultivo, se encuentra entre 10 y 30 hrs.

(fig 1).
y
(LR 4]
M S
) {s-6rr)
G,
(2-6 W3}
Fig. 1- Esquema de! ciclo celular, mostrando ko duracikn
e coda wa de los Quofro fates en uno odkda tipica. (3%
En los Organos pluricelulares, las células se dividen a

diferentes velocidades, de acuerdo con el tipo de cé&lula. Esta

diferencia es debida principalmente al tiempo de permanencia en la
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’faag Gi, que tiene cada célula, pero en si, el tiempo de duracian
del ciclo celular desde la fase S5 y hasta que termina la fase M, as

constante en todas las células,

En 1953 Howard y Pelc descubrieron que la sintesis del ADN entre
dos divisiones celulares consecutivas, no es continua, sino que
esta separada por pericdos, los cuales se denominaron fases Gl vy
G2, Tiempo después Lajtha (30) descubrid que existian células que
no se dividian, 4ino que estaban en reposo, a b&ste estado se le
denomin® fase Bo. Durante esta fase, hay un contenido bajo de ARN,
el cual se incrementa cuando se induce la proliferacidn celular
{30). La celula en fase Go, es relatjvapepte inactiva con respecto
a la sintesis de macromoléculas, y es consecuentemente, insensible
a muchos agentes quimioterapéuticos, particularmente aquellos que
afcctan la sintesis de macromoléculas (28). La mayoria de las
células transformadas, particularmente las infectadas por virus, no

puaeden entrar en esta fase (24).

S8e ha visto que las c&lulas que se encuentran en fase Go,
sintetizan algunas variantes de histonas, tienen un bajo contenido
de ARN y se requiere la protelina p53 para salir de la fase Go, (30)
por lo que se can:luyé que el estado Go es fisioldgicamente
distinto al estado Gi, vy que los genes que regulan el paso de Go a
Gl pueden ser la clave en el control de la proliferacién celular

(24).
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Toda c&lula inicia su crecimiento durante un proceso post-—
mitdbtico o fase Gi (fig 1) durante la cual el nticleo aumenta de
tamaho, aumenta el namero de ribosomas v la sintesis de ARN
ribosomal, se incrementa la sintesis de los diferentes tipos de ARN
y RNApolimerasas, hay una gran actividad en 1la sintesis de
proteinas (proteina inestable (R}, actina, ornitinadescarboxilasa,
proteina pS3, protelnas citoplasmAticas) y se sintetizan en minima

cantidad, las 5 histonas constituyentes de la cromatina (8.

Alqunos estudios han demostrado que los niveles de calmodulina,
l1a principal proteina que capta el calcio en las c&lulas no
musculares y que regula varias enzimas intercelulares sensibles al
calcio, se incrementan cuando 1la célula entra a fase S
considerandose que esta proteina es importante en la regulacion de

la sintesis de ADN (30).

En cuanto a las protelnas involucradas en la duplicacibn del
ADN, estas se sintetizan durante la fase Gl tardia, y en esta fase

se inicia la fosforilacitn de la histona Hi.

En la fase S los eventos principales que se llevan a cabo son la
sintesis de ADN y de histonas, las cuales se realizan

aproximadamente en un periodo de & a 8 hrs.
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Para la sintesis de ADN cada fibra estd dividida en muchas
unidades de duplicacidn l1lamadas duplicones y cada uno de estos
tiene un centro, a partir del cual se origina la duplicacidn en

ambas direcciones (24).

Durante el desarrollo embrionario, la activacidn de duplicones
ee simultanea y la fase S es corta, en cambio en un adulto, la
sintesis de ADN se 1lleva a cabo en diferentes cromosomas vy
segmentos de un mismo cromosoma, 4 diferentes tiempost en general
se replica primeramente la eucromatina y posteriormente la

heterocromatina (8.

El mecanismo por el cual se mantiene el orden de iniciacidn, no
se ha determinado, gse ha propuesto que la metilaciébn estd
involucrada en el mantenimiento de este orden, pero esto no ha sido

confirmado.

Es muy diverso el grupo de enzimas que se requieren para la

sintesis del ADN, algunas de las mAs importantes son las
siguientes:
ADN polimerasas, ligasas, timidina cinasa, ribonucledtido

reductasa y un complejo proteinico, formado por la mayoria de las

proteinas requthridas para la sintesis y proteinas asociadas.



Con respecto a la sintesis de histonas se sabe que estd acoplada
a la sintesis de ADN (30) y que son proteinas de gran importancia
para el empaquetamiento del ADNj§ durante la fase S continua la
fosforilacion de 1la histona Hi, ademds, aparecen receptores de

superficie para diferentes factores de crecimiento.

Cuando la sintesis de ADN se termina, la celula entra a un
periode pre-mitdtico o fase G2 (28) durante el cual, la c#lula se
prepara para la mitosis, por lo que se producen cambios bioguimicos
y hay una gran condensacién cromosémica (28,30). Durante esta fase
se sintetizan protetnas especificas, necesarias para la division
celular, unas de ellas, son lag requeridas para la formacien vy
operacidn del aparato mitotico, y las usadas en la condensacién
cromosédbmica, las cuales se denominan "factores mitéticos” y son del

tipo de las no histonas.

Qtro evento importante durante la etapa G2 es la realizacidn de
un proceso de reparacién del ADN conocido como reparacién G2, que
ha -sido ampliamente estudiado y evidenciado por Kihlman y Hartley

en 1968 (24),

ta fase G2 os sequida inmediatamente por la mitosis que es la
fasc con la que culmina el ciclo celular; en ella se llevan a cabo

dos procesos? la divisidn nuclear o cariocinesis y la divisibn
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citoplosmbtica o citocinesisf tiens un tiempo de duracibn de

aproximadamente 1 hr.(30,3%). Durante esta fase la sintesis de

proteinas y de RNA son practicamente nulas.

Esta fase esth constituida por varias fases, en las cuales se

1levan a

celularj el

a) PROFASE:

cabo diferentes eventos importantes para 1la divisidn

las son las gque siguent

en ella la célula tiende a adoptar una forma esférica,

aumenta su refringencia y viscosidads el nacleo se
hincha, 1os cromosomas ee organizan en filamentos
largos, 1o nucleolos desaparecen, 1los centriolos se
van rodeados por pequeffos filamentos denominados dsters
Yy emigran hacia 1los polos celulares, la membrana
nuclear se desintegra y el material nuclear se mezcla

con el citoplasma (B,30).

b) PROMETAFASE! en esta fase se empieza a formar el huso acromatico

y los Cromosomas, que yva se han dividido
longitudinalmente en dos cromitides harmanas, se

acomodan al azar en la parte media del huso (8),

c) METAFASE:!los cromosomas se encuentran ya en la parte ecuatorial

del huso, Yy alcanzan aqul su mbxima condensacidn (30),

esta fase es importante para estudios citoldgicos, vya
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que hay sustancias comoc la colchicina (inhibe la
formacidbn del huso acromAtico) que detienen la mitosis
an esta fase, y usando mdtodos de rompimiento celular,
sa logran axtender 10s Ccrososoaas, para poder ser

observados al microscopio (8).

d) ANAFASE! se produce la separacidn de los centrémeros, y las
cromatides de cada cromosoma emigran hacia los polos (30).
Se desconoce @l mecanismo por el cual los cromosomas se
dirigen a los polos, una teoria postula qua las fibras
del huso se contraen en presencia de ATP y empujan los

cromosomas hacia los polos (35).

#) TELOFASE: los cromosomas han llegado a los polos, se extienden y
vuelven a posicibn de reposo, se forma la membrana de
cada nbocleo y se inicia la separacidn dal citoplasma
para formar las dos c@lulas hi jas.

En esta etapa los factores mitOticos son inactivados
por los "inhibidores de los factores mitéticos”, los

cuales permanecen activos hasta la fazo G! (24X,

FACTORES QUE REBULAN EL. CICLO CELIRAR

El ciclo celular puede ser afectado o ragulado por varios

factores como por sajemplot Las celulas cultivadas §n vitrg
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disminuyen o detienen su ciclo celular, cuando son colocados en
concentraciones limitadas de nutrientes, de factores de crecimiento
o si se les afade un inhibidor de la sintesis de proteinas; en el
casp de 1las cblulas normales, responden a este estado subbptimo
para su crecimiento, entrando en fase Go, pero despuds deberan
elegir entre iniciar la fase Go o continuar con su ciclo celular,
Pardee en 1974 definid a este momento como punto de no regreso, Yy
si las células lo superan, deberan terminar su ciclo celular a una
velocidad normal independientemente de las condiciones o factores
e;ternos. es por #&sto que en ocasjiones, auque se aMadan drogas que
afectan el ciclo celular, las células que han superado este punto
de no regreso, no se ven afectadas. Rossow gt al en 1979 sugieren

que para superar este punto de no regresc las células deberan
acumular protetinas inestables, denominadas protetnas "U" y que
estas representan el estimulo que induce la duplicacién del ADN

<24y,

Aparte de este punto de no regreso o punto de restriccion, las
células cuentan con otros dos puntos reguladores del ciclao, los
cuales se encuentran en la fase G2 temprana y en la profase
temprana, ambos puntos tambi®én son regulados por aclmulos de

proteinas especificas (24).

Pardee et al en 1978 (24) realizaron una revisién en cuanto a

las necesidades y cambios bioquimicos que;presantan las .. células
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cuando son estimuladas para entrar en crecimiento, entre estos

esthnt

-Factores de crecimientot Son una mezcla de protetnas,
vitaminas, hormonas polipeptidicas, aminoldcidos, cationes
divalentes, etc. que son necesarios para el crecimiento celular

(29).

~Buperficie celular: Se ha observado que existe una relacian
entre la sgsuperficie celular y el crecimiento, pues hay
evidencias de que las glicoproteinas de la superficie actuan
como receptores vy son importantes en la inhibicidn del
crecimients dependiendo de la densidad celular, también se ha
visto que estan asociadas con el! rearreglo de microtdbulos vy
microfilamentos para regular el paso de factores de crecimiento

a traves de la membrana (8,23).

~Transporte a través de la membranat Es importante para proveer
a la celula de los nutrientes necesarics para su crecimiento

(24).

~Sintesis y degradacibnt! Se ha visto que cuando las c&lulas son
estimuladas a crecer, se incrementa la sintesis proteica y se
disminuye la degradacidn de otras protetnas) hay incremento en
los niveles de ARN ribosomal, de transferencia y mensajeron, vy

hay un i ncremento en las poliaminas Y la ornitina
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descarboxilasa (enzima que regula l1a sintesis de poliaminas)

las cuales son requerimiento para una sfintesis optima del ADN.

~Nuclebtidos ciclicost: Algunos nucledtidos como el AMPc y GMPc
estadn involucrados en la regulacidn del ciclo celulari el AMPc
es un inhibidor del crecimiento y el GMPc es un promotor del

migmo (8,24). '

—~Cambios nucleares! Cuando las células son estimuladas a
proliferar, se presentan cambios en la estructura y funcidn de
la cromatina, 110 que representa la activacion de los genes y/o

la preparacidn para la subsecuente sintesis de ADN (8,24).

En 1986 de acuerdc con la informacidbn acerca de 10s cambios
bioqﬁlml:os y las moléculas que regulan el crecimiento celular,
Pardee consider® gue son los factores de crecimiento exbgenos los
que regulan la proliferacidn de las células normales) algunos de
estos factores de crecimiento, son usados a través de la fase Gi,
donde la célula se prepara para la sintesis de ADN, pero después da
esto la célula continua a través de las fases S, G2 y M sin
requerir factores de crecimiento, hasta que llega de nuevo a fase

81 (23).

Hasta la fecha no se conoce completamente ninguno de 1los

mecanismos que regulan @l tiempo. del ciclo celular, se han
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realizado muchos estudios para analizar y caracterizar tales
\

mecanismos, entre los que se encuentrant

~El aislamiento de mutantes sensibles a la temperatura que son

bloqueadas en puntos especificos del ciclo celular (30).

-El analisis de las diferencias entre las cé&lulas normales vy

las transformadas (30)

-El1 estudio de los factores que estimulan la proliferacisdn de

las cflulas en reposc (30) y

~Los estudios de los efectos producidos por drogas que inhiben

en forma especifica los procesos bioquimicos (30)
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METODOS DE CERNIMIENTO DE LA ACTIVIDAD CITOSTATICA

Cuando las sustancias han sido obtenidas o disefadas
congiderando una actividad espectfica, la evaluacidn inicial
incluye pruebas de cernimiento de la actividad espectfica, estas
pruebas deben ser rdpidas, sensibles, baratas y propias para la
evaluacién de un gran numero de sustancias. En el cernimiento de la
actividad antineoplAasica, las pruebas que se utilizan incluyen
desde bacterias hasta mamfferos, a estos Gtimos se les inducen

tumores experimentalmente (2,27).

Los agentes anticancerigenos usados coménmente en la clinica,

incluyen drogas de tipo sintético y de origen natural.

Debido a que la mayoria de las sustancias usadas en la clinica
como anticancerigenos, actuan directa o indirectamente produciendo
daMo en el ADN, 1los diversos estudios tienen en comain encontrar

agentes que sean capaces de interaccionar con el ADN (13).

Existen diversos sistemas de prueba para la evaluacién de
sustancias con actividad citostAtica potencial, como sont

1.~ ENSAYD DE LA INDUCCION BIOQUIMICA (BIA)

2.— PRUEBA COLORIMETRICA PARA "SDS"

3.— MUTANTES EN EL SISTEMA DE REPARACION DEL ADN
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4.~ PRUEBA DE ADN LIBRE PARA COMPUESTOS DUE INTERACTUAN CON EL
ADN

S.~ PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD CON CULTIVOS CELULARES

ENSBAYDO DE LA INDUCCION BIOQUIMICA (BIA)

Este ensayo puede ser aplicado en el cernimiento de mutlgenos,
carcinfgenos vy carcinostaAticos, y se basa en la capacidad que se
tiene para inducir la activacidn de un fago que estd en ciclo

lisogénico, para entrar a ciclo litico.

A principios de los aftos sesentas los laboratorios Bristol
describieron un ensayo de induccion del profago A en Esgherichia
coli para el cernimiento de un filtrado de fermentacidn, en busca
de antibitticos antineoplasicoe (Lein et al. 19462, Heinemann and
Howard 1964, Price et al. 19464 ) (13). La induccian del profago fue
determinada par la cuantificacién de las placas de 1tsis producidas
por el fago despu#s de haber incubado un cultivo lisogénice de

E. €0li A con muestras del filtrado de fermentacioén.

Can'nkﬁpaso de los afios se generd un nuevo ensayo, mas rapido y
sencillo, en el cual la induccidn se determina cuantificando 1la
sintesis de una enzima especifica, en lugar de cuantificar 1la

liberacidn de fagos. Uno de estos ensayos, es el de la induccibn
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bioquimica (BIA) en el cual se han evaluado productos naturales
“para el cernimiento de compuestos antitumorales; en el BIA, el
profago A 11eva adherido el gen lac Z de E, goli, e1 cual ha sido
suprimice on ol gonors hacterisrno (£. z0l1), el fago, el infectar a
la bacteria, s0lo puede llevar a cabo su ciclo lisogénico, debido a
que es deficiente en algunas funciones genadticas que requiere para
su desarrollo y producir 1lisis celular, por 1o gue la induccién del
profago no va provocar la aparicion de parttculas fagicas, sino que
dicha induccidn se determina por 1a produccién de la enzima ,ﬁ?-
Q;la:tosidasa debido a que se realiza la transcripcion del gen 1lac
Z, esto puede ser cvaluado por métodos colorimetricos, usando al

sustrato de la enzima (13).

Para aumentar la sensibilidad de esta prueba, la cepa lisogénica
E. roli A ha sufrido una mutacidn en los genes uvrB y envA para
producir, en el primer caso una reparacidon deficiente del dafyo al
ADN y en el segundo, el aumento de la permeabilidad en la membrana

externa.

PRUEBA COLORIMETRICA PARA *508"

La prueba colorimetrica para "S§0S", monitorea la expresitn del

qoen - sfiA, . que esta inVa;ucraya en la requlacion de 1la respuesta

*SO0S" on la inhibicidn.d 1a.divisidn celular, como parametro para

deiéttaf~déﬁn éa 21’ AD| E fgén'ia: Z de E,. colj ha sido unido al
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qen sfin por medio de un transposon, de modo que la produccién de
la ﬁ?—qalactcsidasa puede ser cuantificada por un ensayo
colorimétrico como una medida del daffo al ADN, de manera similar al
BIA. Nuevamente, 1la cepa bha sufrido una delecidn en la regiodn
normal lac, una mutacidn en el sistema de reparacidn y una mutacidn

para aumentar la permeabilidad de la membrana externa (13).

MUTANTES EN EL SISTEMA DE REPARACION DEL ADN

Se ha visto que 1las cepas de mutantes bacterianas con una
reparacion deficiente del ADN, gse caracterizan por ser mas
sensibles a la destruceidn por varios tratamientos fisicos .y

gquimicos gque dafran al ADN.

Estas cepas hah sido usadas para el cernimiento de productos
naturales con potencial antitumoral. Los compuestos que daffan al
ADN pueden ser detectados ospec{ficamente por su elevada actividad
contra las cepas mutantes, comparadndola con la actividad contra

cepas sflvestres,

El ensayo se realiza en placas de agar que contienen diferentes
muestras de los productos naturales} se hacen cultivos de 1la
mutante y de la cepa silvestre, y se compara el diametro del halo

de inhibicidbn del crecimiento de ambas cepas (13).
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PRUEBA DE ADN LIBRE PARA COMPUESTOS QUE INTERACTUAN CON EL ADN

Se ha desarrollado un sistema sensible de prueba usando ADN
circular aislado del fago PM-2, para detectar la actividad de los
antibidticos productores de rompimientos en las cadenas del ADN

(Mong et al. 1979, Strong and Crooke 1978) (137.

Una ruptura simple en una de las cadenas del ADN puede ser
determinada por un cambio en el movimiento electroforético del ADN
en gel de agarpsa o por una disminucién en la flucrescencia después

de dar un tratamiento con bromuro de etidio (13).

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD CON CULTIVOS CELULARES

Asl como los microorganismos han demostrado ser una herramienta
extremadamente Otil en el programa de cernimiento de nuevos
productos antimicrobianos, de manera andloga, las pruebas de
citotoxicidad con cultivos celulares, usando lfineas tumorales vya
eatablecidas, como sont el carcinoma nasofaringec humanoc KB, la
leucemia L1210 y la leucemia linfocitica P38B, han sido aplicadas
por muchos affos como un sistema sencillo, rapido y barato, para el

cernimienteo de nuevos nnéitumorales (13,

La citotoxicidad de un compuesto o su capacidad de inhibir 1la
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proliferacion celular se mide en sistemas de prueba con cultivos de
lineas celulares de mamffero, normales y obtenidas de tumores, una
de estas pruebas utiliza células pluripotenciales de tumores
humanos, las cuales son obtenidas a partir de biopsias. Para 1la
determinacitdn, se prepara una suspension de estas células y se
cultivan en un medio semisdlido de agar con nutrientes, durante I
semanas} las células normales no son capaces de formar colchias en
este medio, mientras que las c#lulas pluripotenciales sl pueden

hacerlo (Hamburger and Salmon 1977) (13).

Se hacen suspensiones de estas ceélulas y se separan en
alicuotas, que son expuestas a las diferentes drogas) para muchos
tipos de tumores humanaos, la preparacién de la suspension celular
es dificil, por lo que las células quedan dafradas, esto altera su
viabilidad y su repuesta a la droga, 1o que disminuye la capacidad

de las células tumorales para formar colonias.

A pesar de este problema, este sistema de prueba in vitro ha
sido usado por muchos investigadores para predecir la sensibilidad

de un paciente a las drogas usadas ((3).

Otra prueba en la que se usan lfneas celulares, es el ensayo de

diferenciacién.
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Aunque se ha demostrado que hay diferencias entre células
normales y células neoplisicas, ambas células tiene en comdn muchos

procesos de regulacidn del crecimiento.

Para este ensayo se han usado diferentes 1l1lneas de células
tumorales, tales comol eritroleucemia murina inducida por wvirus
(Friend et al 1971), leucemia mieloide murina (M1) (Ichikawa 1969},
Yy leucemia prumtelociti:a humana (HL-&0) (Collins et al. 1977)
(13, todas han sido empleadas como modelas para estudiar 1la

posible induccibn de diferenciacitn en c#lulas tumorales.

Estas celulas pueden ser inducidas a diferencliarse en células
benignas, expresando sus funciones especializadas seme jantes a las
de su homdblogo normal. Esto se ha visto en un sistema ip vivo
usando ratones singénicos, los cuales son inoculados con células de
leucemia mieloide murina y tratados con las drogas, observandose un

aumento en el tiempo de sobrevivencia (13).

Las pruebas de cernimiento mds utilizadas consisten en la
evaluacisn de 1a citotoxicidad de los compuestos o su capacidad de
inhibir la proliferacibn celular en las llneas mencionadas,
determinando la viabilidad de las células mediante el uso de
colorantes vitales o midiendo la incorporacidn de timidina tritiada

por las células en cultive (B,20). Estas pruebas son las que
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utilizamos en el presente estudio, por lo que se describen en el

capltulo de Material y Metodos, y se discuten posteriormente.



ORJETIVOS
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-DBJETIVOS:
a.- Desarrollar e identificar el método mads adecuado para la

evaluacion de la citotoxicidad, en cultivos celulares.

b.~ Evalusar el efocto citotédrico de metabolitos secundarios

obtenidos de plantas Labiadas mexicanas.



MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METQDOS

1.-Lineas celulares

Se
d

d
utilizaron el mieloma X&3 Ag 8 (H-2 ) y ®]l 1linfoma LS178y

(H-2.), lo% cuales se mantuvieron jip vitre

'2.-Mantenim1en£o de las 1fnsas celulares i{n vitro

Precaucionest

Cuando se tiene un cultivo de células es necesario extremar los

cuidados al trabajar, asf como en la esterilizacidn del material y

de las soluciones que se van a utilizarj por lo que:

a)

b)

c)

Todo el material fue lavado, enjuagado con agua bidestilada y

esterilizado antes de iniciar el trabajo.

Todas las manipulaciones del cultivo celular se realizaron an
un laboratorio exclusivo para el cultivo celular y en

campanas de flujo laminar.

El1 material utilizado en el laboratorio de cultivo fue

ocupado unica y exclusivamente para 21 mismo.
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2.1. CULTIVO DE LAS CELULAS

Las c@lulas X&3 y L5178y se cultivaron en medio RPMI-15640 (Apendice

m

tas ceélulas mantenidas in gxgég, se lavaron con el medioc de
cultivo por centrifugacién a 400g durante 10 mini se resuspendieron
en 5-10 ml de medio, se tomd una alfcuota de 100 ul y se titd con
un volumen igual de colorante vital azul tripanoi las células se
contaron en un hematocitdmetro y se calculd el numero de cel/ml con
la sigquiente ecuacidn (9).
4
# cel/ml = NC x d x 10
Dondet NC = nimero de células contadas
& = factor de dilucién
104= factor obtenido de considerar el adrea y la a1€url‘

del hematocitometro.

t.as células dében mantenerse a una densidad de 1x10 cel/ml, 1lo

cual se logrd diluyendo 1:5 diariamente con medio de cultivo. Todas
o

las  ceélulas se mantuvieron a 37 C vy en una atmdsfera huameda con

7 % de CO .
2
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3. -SUSTANCIAS QUIMICAS

Las sustancias utilizadas son metabolitos secundarios de plantas

labiadas mexicanas pertenecientes al subgénero Salvias y fueron

obtenidas y caracterizadas por investigadores del Instituto de

Quimica dirigidos por la Dra. Lydia Rodriguez—-Hahn (Tabla 2).

- 3.1. PREPARACION DE DOS1S

Se prepararon soluciones patrén de cada uno de los metabolitos,
usando como disolvente dimetil sulfoxido (DMSO) (1 mgti100 ul), a
partir de &stas se hicieron diluciones con el medio de cultivo sin
suplementar para obtener las dosis de trabajo (0.05-50 ug/al),
teniendo en cada una de ellas una concentracion final de 0.23 % de

DMS0.

3.2. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS PARA LOS ENSAYODS DE CITOTOXICIDAD:

Se hizo una suspension celular, ajustando la concentracion a
S
2x 10 cel/ml de 95~100 % viables y en una placa de 9& pozos se
4

colocaron 3x10 cel/pozo (150 ul de suspension celular).

Después de sembrar las células se les adicionaron 50 ul de 1la

sustancia problema y se incluyeron varios pozos con los controlest
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TABLA 2.~ METABOLITOS OBTENIDOE DE LABIADAS MEXICANAS

CLAVE ESTRUCTURA QUIMICA NOMBRE EXTRAIDAS DE:
pso~-1 7-acetoxi roileanona Salvia fruticulosa Benth

Oﬂc
psn-2 Fruticulina-A Salvia fruticulposa Benth
DSe-3  pNrorONOC T DA Ealvia candicans

H
H

g2-6a Dg;q Semiatrina Salvia semiatrata Zurc
DSK-1 gﬂ Keerlina Salvia keerlii Benth
DSC-1 zﬁ@ Lasjantina Galvia lamianta Benth

DSF Salvigendlida Salvia fulgens Cav.

DBl -1 ﬁ 1,10~dehfdro salviarina Salvia lipeata Benth
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células + RPMI y células + RPMI + DMSO 0.2%5 %3 vy se incubaron las
o

placas a 37 C en atmbfera hameda con 7% de CO durante 24 hrs.
2

4.-EVALUACION DE LA VIABILIDAD

Desputs de el periodo de incubacidn la viabilidad se evalud con

las siquientes técnicasst

4.1. TINCION CON COLORANTES VITALES

Para la evaluacidn de la viabilidad celular, se utilizée 1la
eosina, Qque es un colorante vital de tipo acido, impermeable a la

membrana celular (33).

Se tomd una alfcupota de 100 ul de cada pozo y se tihMeron las
cé@lulas con un volumen igual de colorante epsina al 0.1 % en PBS
(Apendice I1I), quedando tefiido de rojo sd6lo el citoplasma de las

células muertas.

Las c#lulas se contaron en un hematocitometro vy se calculd el
porcentaje de mortalidad con la siguiente ecuacién:
% mortalidad exp.- % mortalidad control

% mortalidad real = ® 100
100 - % mortalidad control

(38)



dondet % mortalidad exp = % de células muertas en pozo experimental

% mortalidad control = % de celulas muertas en pozo control.

4.2. INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA !HSJTdR
3

Para evaluar la viabilidad celular por incorporacién de C[H 31Tdr,
s utilizd la 1fnea celular X633 cultivos de esta l1fnea preparados
en placas de 94 pozos, sembrando una concentracion de 3 x 104
cel /pozo, fuaron expuestos a diferentes dosis de controles
positivos (mitomicina y cis-platino), a DMSDO (0.25 %) sustancia qﬁp
se usé para disolver los metabolitos, y a 8 diferentes metabolitos
secundarios de Labiadas mexicanas. Las placas ya preparadag se
incuban durante 18 hrs. a 37 Cn en una atmosfera humeda con 7 % de
co , después se agrega a cada pozo 1 uCi (10 ul) de [HSJTdR (b7
Bi?mmol New England Nuclear) diluida 1:10 en medio de cultivo win
suplementar se deja incubar durante 8 hrs mas y posteriormante s
cosechan las cdlulas por filtracion, utilizando una cosechadora de
cédlulas (Cell Harvester Brandel MH-12), con papel filtro Whatman
Blags Microfibre filters 934-AH, se cosecha el contenido de cada
pozOo, ;e hacen 4 lavados con agua para eliminar el excedente de
timidina no {ncorporada y para romper las células quadSndn libre el
ADN marcado, se deja secar el papel filtro y se ctoloca cada trozo
de papel seco en un frasco vial conteniendo 4 ml de lfquido de
centelleo y se cuenta la radiactividad de cada frasco en un
contador de radiaciones beta (Contador beta Packard Tri-carb 300)

€19,37).
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Este método de evaluacidn se fundamenta en que al adicionar
tHSJTdR al cultivo celular, las células que astdn vivas la utilizan
para la replicacidn de su ADN, por lo que 1la [H 1TdR queda
incorporada dentro del ADN celular, y esto es un Indice que se
puede cuantificar por centelleoc de la radicactividad incorporada

(21,32).

4.3. APRECIACION OPTICA DE LA ALTERACION MORFOLOGICA (&)

En aste caso para evaluar la viabilidad celular, se utilizd el
método de apreciacidn Sptica de l1a alteracién morfoldgica ya que al
observar las cdélulas en el microscopio, 8se vid que el efecto
citotéxico producido por las sustancias era bastante notorio y se
podian observar diferente grados de alteracidn morfoldgica de
acuerdo con la dosis y con 1la sustancia que se estuviera
examinando, por esta razén, se eligid® el mdtodo de apreciacidn

édptica para evaluar la viabilidad celular.

La apreciacién optica se realizé de la siguiente manerat Se
de jaron incubar las placas ya preparadas como se indico
anteriormente, durante 3 dfas a 37 C° y 7 % de CD , despuds de aste
periodo se sacaron y se observaron con en microucgpio invertido de

contraste de fases ¥y se evalud de acuerdo a la siguiente escalat
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bt e 100 % de mortalidad
Tt e 75 % de mortalidad
4 m—m————— 50 % de mortalidad
+/ = mmmm————— 2% % de mortalidad
(=) —memm———— O % de mortalidad

es decirt ++¢+ para el caso en que sdlc se observaron restos

celularss

+++ cuando se observd un poco de células viables y mhs
restos celulares.

++ cuando se observd aproximadamente en proporciones
iguales células viables y restos celulares

4/- cuando se observdb mayor cantidad de células
viables que restos celulares

(=) cuandoc el pozo esta cubierto por c@lulas viables.

Todos los pozos fueron comparados con el pozo control de células

si’n fArmaco.



RESULTABGS
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BEBULIADOS

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Para avaluar la actividad citotdxica de los matabolitos
obtenidos de Labiadas en las 1lineas celulares utilizadas, se
determind la viabilidad celular en presencia de 1os mismos a traves

de los siguientes métodost
1.~Determinacidn de viabilidad por tincion con colorantes vitales

En la tabla 3 y fig. 3, se muestran los datos obtenidos para 1a
evaluacién de la citotoxicidad por tincidn con eosina al 0.1%, wn
la lfnea celular L5178y, expuesta a diferentes dosis de los B8
metabolitos de prueba, los datos obtenidos indican que 1los
metabolitos DSQ-1, DEE-2 y DSA-3 son citotébxicos y sbtlo el
metabolito DSO-2 en las dosis usadas, presentd un efecto dosis-

respuesta (fig 3).

Con raspacto a los metabolitos restantes, los efectos no son
-v!d.nt.i y algunos de 1os metabolitos inclusive tienen un 1ligero

efecto estimulador (DSF y DSLi-1),

2.~Evaluacidn del dafo morfoldgico por apreciacidn 6ptica

Se usaron cultivos celulares de las lfneas X63 y L5178y, 1lqs
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TABLA 3

Evaluacidn de 1a citotoxicidad en la linea celular L5178y expuesta
a diferentes dosis de los B metabolitos de prueba (tincidn con

eosina al 0,1 %)

Dog1s
METABOLITO ug/ml M3 % MORTALIDAD
1 2.6 x 10-6 &8.4
nSa-1 5 1.3 % 10-3 40.0
10 2.6 x 10-5 100.0
20 5.3 % _10-5 87.6
1 3.0 x 10-& 9.2
DER-2 S 1.5 x 10-5 20.0
10 3.0 x 10-3 35.3
20 &£.0 % 10-5 100.0
1 2.6 % 10-6 5.8
DSC-32 5 1.3 % 10-5 +1.5
10 2.6 x 10-5 +4.5
20 S5.3 ¥ 10-3 +1.5
1 2.8 x 10-56 ————
DSF -] 5.0 x 10-3 4.6
10 2.5 x 10-5 +4.6
20 5.0 x _10-3 +27.6
1 2.9 ® 10-6 +4.6
DEK-1 S 1.4 x 10-5 7.6
10 2.9 x 10-% 3.0
20 5.8 x 10-38 +1.5
1 2.9 x 10-& 1.5
DeLi—-1 S 1.4 x 10-5 +7.4
10 2.9 x 10-3 +13.8
20 5.8 x 10-5 +30.7
1 2.7 x 10-& +1.95
828a S 1.3 x 10-3 16.9
10 2.7 x 10-5 4.6
M 20 5.5 x 10-5 18.5
1 2.6 ®» 10-6 11.0
DEQR-3 S 1.3 x 10-5 11.3
10 2.6 x 10-5 6.5
20 BaX % 10-=-5 100.0

L.a viabilidad se evalud por tincibn con eosina 0.1 %, las cifras
indican porcentaje de células muertas con respecto al control de

chlulas sin fhrmaco, de un sblo experimento.

+ Presentaron mayor viabilidad que el control
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cuales fueron expuestos a diferentes dosis de los 8 metabolitos de
pruaba, los datos obtenidos se muestran en la tabla 4, en donde se
observa que en genaral 1a linea L5178y es muy sensible a los
efectos citotdxicos ya gue independientemente de la concentracidn
la sola presencia de los metabolitos produjo cierta mortalidad vy
tan sblo pudo apreciarse un efecto evidente para 1los metabolitos
DSR-2 vy DSG-% en ambas lineas celularess cabe sehalar gue también

se observa cierto efecto del metabolito DSG-1 en la linea X&3.

3.~Cuantificacién de sintesis de ADN por incorporacion de timidina

tritiada

Para la cuantificacidbn de sintesis de ADN se usd la 1inea

celular X63.

Los resultados obtenidos se muestran en 1la tabla S5 estos
resultados nos indican que a %0 ug/ml (Fig 4) todos los metabolitos

evaluados muestran actividad citotéxica.

También se puede observar que 3 de estos metabolitos (DSQR-1,
DpsSD-2 y DSR-3), a una concentracion de 10 ™M (5 ug/ml) presentaron
una citotoxicidad significativa muy cercana a la producida por los

controles positivos (Tabla &, Fig. 5.
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TABLA 4
Apreciacibn bptica del dafo morfoldgico en las lineas celulares X&3

y L5178y inducido por diferentes dosis de cada metabolito

DO8IS

METABOLITO ug/ml Ml X63 LS178y
1 2.6 x 10-6 * -
Dsa-1 S 1.3 x 10-3 + -
10 2.6 % 10-5 ++ *
20 5.3 x 10-5 ++ +
1T 8.0 x 10-&6 = *
DSE-2 5 1.5 x 10-5 - *
10 3.0 % 10-5 4+ ++

20 6.0 % 10-5 +444 X +++4+ &
T TR2UE w 10-8T T ST R
psc-1 5 1.3 % 10-5 - +
10 2.6 x 10-5 - +
20 5.3 % 10-5 - ++
T~ 2.5 x 10-8& = x
DSF 5 %.0x 10-5 - +
10 2.5 x 10-5 - +
20 5.0 x 10-5 * ++
1 2.9« 10-6 = +
DEK-1 3 1.4 x 10-5 - +
10 2.9 x 10-5 - +
20 5.8 x 10-5 - +
1 2.9 x 10-& - *
DELL-1 5 1.4 x 10-5 - *
: 10 2.9 x 10-5 - +
20 5.8 x 10-3 - +
T 2.7 % 16=6 = +
82Sa ] 1.3 x 10-5 - +
10 2.7 x 10-5 - *
20 %.5 x 10-5 - *
T 7.6 x 10-6 = )
DER-3 5 1.3 x 10-5 - +
10 2.6 x 10-5 4+ ++4
20 5.3 x 10-5F ok o o L

La evaluacidn se realizd con respecto al control de

c&lulas sin farmaco de un sblo experimento efectuado por
triplicado.
8 Sblo se observaron restos celulares

CLAVE?: % mortalidad
»

% "

%
o "
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TABLA S

Citoroxicidad de 8 metabolitos obtenidos de labiadas, en la 1linea
3

celular X&3, evaluada por incorporacion de (H 1TdR.

3]
METABOLITOY posis 1a EVALUACION) 2a EVALUACION| Y% MDRTALIDAD REAL
. hig/m1 Ml cPM % My CPM % M${1a EVAL. 2a EvVAlL
RPMI 101363 112010 , . .
TTTTTTTTTRPMIZONSO T T 7 98469 7 2.85] 108630 2.99
0.05 1.3 x 10-7| 93578  4.96) 102229 5.9 2.1 3
DSa-1 0.5 1.3 % 10-6] 61357 37,.468] 92430 14.92| 36.0 12.3
5.0 1.3 x 10-5) 36331 63.1 | %0012 S3.96; 62.0 52.5
50.0 1.3 % 10-4| 32531  66.96] 73741 3I2.12| &6.0 30.02
6,085 1.8 x 10-7 |131105 +33. 14/ 1159627 +10.10| +36.0 315
nsa-2 0.5  1.% x 10-46[121145 +23.02( 84306 22.4 | +27.0 20.0
5.0 1.5 x 10-5 756 99.23| 3248 97.01] 99.2 97.0
0.0 1.5 x 10-4 279 99.71 556 99.48( 99.7 99.5
0.05 1.3 x 10-7 P3T10Z +3I3. 14111141 +2.29] +36.0  + 5.4
nsc-1 0.5 1.3 x 10-6 {13024 +32,26]/107923  0.67) +35.0 + 2.4
5.0 1.3 x 10-5 (105942 + 7.58| 79061 27.23| +1t.0 25.0
50.0 1.3 x 10-4 | 71364 27.%2| 61120 43.74| 25.0 __ 42.0 _
0. 08 1.2 % 10-7 [1%6646 +38.77|110196 +1.42] +43.0 + 4.3
DSF 0.5 1.2 x 10-6 (129714 +31.73|118B066 +8.66| +35.6 +12.0
5.0 1.2 x 10-5 [104BO03 + 6.43]109295 +0.59| + 9.5 + 3.7
50.0 1.2 » 10-3 | 60806 3I8.24, 66059 3I9.2 36.0 37.3
0.05 1.4 » 10-7 |120952 +22.83| 92929 14.46| +26.0 11.8
DSK-1 0.5 1.4 x 10-6 (116912 +18.72] 88176 18.84{ +22.0 16.3
S.0 1.4 x 10-5(11421% +16.0 | B&sBL 20.21| +19.0 17.7
0.0 1.4 % 10-4 105919 + 7.6 | 76974 29.1%| +10.7 27.0
0.0% 1.4 x 10-7 [117326 +19.15|121772 +12.07| +22.4 +15.5
DSLi-1 0.5 1.4 x 10-6| 99981 + 1.53/ 103968 4.3 { + 4.5 1.3
5.0 1.4 % 10-5]111130 +12.85} 1078 16.17| +16.1 13.6
I50.0 1.4 x 10-4| 79950 18.8 | 20288 ©61.32 16.4 80.6
0.0% 1.8 %X 10-7 (120661 +22.55|102168  5.96| +26.1 3.06
828a 0.5 1.3 x 10-6 {154125 +56.52] 92414 14.92] +61.1 12.3
5.0 1.3 x 10-5 |126654 +28.62{106690 1.8 | +32.4 + 1,22
0.0  1.T x 10-4 | 31003 68.51] 66617 38.68| &7.3% 36.7
0.05 1.3 x 10-7 |116324 +18.13|115933 + 6.7 | +21.6 + 9.9
DSO-3 0.% 1.3 x 10-6 J10S540 + 7.18|129614 +19.29| +10.3 +22.9
5.0 1.3 x 10-5 | 19765 79.92| 53987 48.47| 79.3 45.8
20,0 1.3 _x 10-4 306 9%.6 | 904% 92.09{ 99.5 = 92.3

Las cifras expresan promedios de CPM de 2 experimentos efectuados por
triplicado

{+) Presentaron CPM mayores que el control (% Scobrevida Fig.3)

% Los porcentajes son considerados con relacidn al control

%% Los porcentajes son calculados con la férmula de % mortalidad real
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TABLA &

Citotoxicidad de 108 controles positivos, en la linea celular X&3,
3

avaluada por incorporacitn de CH 1TdR.

DOBIS % MORTALIDAD
METABOLITO ug/ml M cPM % Hlkpf % Mrna:‘
! RPMI 112010
RPMI /DMSO 108650 2.99
0.5 1.6 % 10-6 31547 70.97 70.07
Cis-platino 5.0 1.6 x 10_5 13252 87.90 87.52
50.0 1.6 % ‘0-4 5453 95.0 94.84
0.1 2.9 x xo—7 11391 89.6 89.27
Mitomicina 1.0 2.9 x 10—6 4469 95,89 95.76
10.0 2.9 x 10_5 1147 98. 9% 98,60

8 Los porcentajes son considerados con relacibn al control
£x Los porcentajes son calculados con la foroula de ¥ mortalidad

real
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Los datos obtenidos indican que los metabolitos DSQ@-1, DSQ-2 y .
D8E~-3 presentan actividad citotéxica a la célula tumoral en los

diforentes sistemas de prueba utilizados.



DISCUSION
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DISCUSION

La existencia de productos naturales usados en 1la clinica como
agentes anticancerigenos, ha llevado a la busqueda de nuevos

productos de origen natural con actividad antineoplasica (14).

De algunas plantas de la familia Labiatae se ha aislado una
variedad de bi y triciclos diterpenoides que muestran propiedades
gnt!tumorales (10,34) asl como lactonas sesquiterpénicas que
contienen en su molécula el sistema O0=C-C=CH el cual ha mostrado
ser indispensable en 1la actividad antineopllsica de algunos

metabolitos (18,19,20).

En estudios realizados con especies mexicanas pertenecientes a
esta ;amilta, también se han obtenido lactonas sesquiterpénicas vy
triciclos diterpenocides que contienen el sistema O=C-C=CH en su
molécula. En el sresente trabajo se propuso la Evaluaclo: de 1la
actividad citotéxica de 8 metabolitos secundarios obtenidos de
labiadas mexicanas por la Dra. Lydia Rodriguez-Hahn y Baldomero

Esquivel en el Instituto de Quimica de la U.N.A.M.

Existen varios métodos para el cernimiento de actividad
citotaxica (13,18,19,20). En el presente trabajo y con el objetivo

de seleccionar el mAds adecuado, se utilizaron los siguientess
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A) Apraciacibn bptica de la alteracidn morfolbdgica (&), B) Tincitn
con colorantes vitales {18,19,34) y ©O) Incorporacidn de

radioisotopos (19,20).

El altimo de los métodos mencionados es uno de los mhs usados,
ya que puede aplicarse tanto para evaluaciones ip vitre como {0

vive (19,20,34),

EFECTO CITOTOXICO DE METABOLITOS DBTENIDOS DE LABIADAS MEXICANAS

Los 8 metabolitos fueron evaluados en los 3 difersntes sistemas

de prueba utilizando las lineas celulares X663 y L35178y.

EA la evaluacibn del dafio morfolbgico por apreciacidbn bptica los
resultados obtenidos mostraron que los metabolitos D8GR-2 y DSG-3
son citotbxicos para ambas lineas celulares (Tabla 4) y el
metabolito DEQ-1 tiene un pequefio efecto sobre la linea X633, con
respecto a los metabolitos restantes se observd que en general 1la
1inea L3178y es mks sensible ya que independientemsnte de 1a

concentracidbn los metabolitos produjeron una cierta mortalidad.

A pesar de que esta técnica ha sido usada por diversos autores
{6,7.18) para 1a evaluacidn de citotoxicidad de productos naturales

en los cuales han obtenido resultados positivos de inhibicidn del
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crecimiento celular} 1los datos obtenidos parecen indicar que este
tipo de evaluaciones es Gtil tan sdlo en los casos evidentes en los
que 1a sustancia es muy clitotbricaj en el caso de sustancias cuya
actividad noes muy evidente, pero sin embargo es atil, 1a técnica
no es capaz de detectar las diferencias, posiblemente debido a una
qran desventaja intrinseca ya que la evaluacidn es cualitativa y no

cuantitativa, ademds de que la apreciaciéon individual varta.

En el método de tincién con colorantes vitales la viabilidad se
evalud titendo las celulas con ecsina al O0.1%, los datos revelaron
que los metabolitos DSQ-1, DBEQ-2 y DSQ-3 son citotéxicos (Tabla 3)
y que el metabolito DS0-2 es citotoxico presentando un efecto
dosis-respuesta (Fig. 3), con respecto al resto de los metabolitos,
lag difarencias no son evidentes e inclusive los metabolitos DSF y

DSLi-1 tienen un leve efecto estimulador.

Este mb&todo es adecuado para medir los efectos a nivel de
membrana. celular, ya que los colorantes son impermeables, por lo
que si las c&lula se tifen es debido a que existe una alteracién en
la membrana celular, por esta razétn si las células se observan
viables parecerla ser que el metabolito no tuvo efecto, aunque
también existe 1a posibilidad de que las células que s@ observan
viables, estan afectadas por los metabolitos, entrando en un estado
de reposo y no llevan a cabo su ciclo celular, por lo que para

confirmar esta posibilidad se usan técnicas mAs sensibles como es
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la incorporacidn de radioisbtopos.

Esta té&cnica ha sido usada para valorar el efecto citotédrico de
algunas lactonas sesquiterpenicas (19,20,34) en sistemas in vivo e
in vitro en donde se ha observado que este tipo de sustancias
inhiben la 1incorporacitn de radioisdtopos en el ADN celular vy
pucsto que muchas de las drogas de origen natural usadas en la
clinica como anticancerigenos inhiben el! crecimiento celular
inespecificamente interfiriendoe de una u otra manera con 1la
;lntesls o utilizacidn de Acidos nucleicos, en el presente trabajo
sec usdb la incorporacitn de timidina tritiada para evaluar el efecto
de los metabolitos sobre el ADN celular en un sistema {p vitrol los
resultados obtenidos mostraron una citotoxicidad positiva para 1los
metabolitos en la dosis de 10- M (50 ug/ml? (Fig. 4) este efecto
puedg deberse a muchas razones, entre las cusles puede estar un
efecto oasmdbtico producto de 1a elevada concentracién, aunque no
daescartamos que puede haber otra causa, por lo que sugerimos que se
realizen ensayos mAs sensibles buscando l1a explicacion de este
fenbmenos los resultados tampién mostrarcon que los metabolitos —

D5N-1, DSO-2 y DSR-3 son citotéxicos a una dosis de S ug/ml.

Este sistema de prueba es mAds sensible que los anteriores, pero
no 1o suficiente como para saber a que nivel existe el dafo
celular, puesto que s6lo podemos saber 8i las células llevan a cabo

su asintesis de ADN o nds ya gue solamente las células que la
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realicen podran incorporar la timidina tritiada.

Varios autores refieren que las lactonas sesquiterpenicas que
contienen el sistema O=C-C=CH en su molé&cula, sufren una reaccidn
de adicion de tipo chhan? con los grupos sulfihidrilos del
glutation reducido y 1la L-cisteina, con lo cual se inhibe 1la
actividad de la ADNpolimerasa y la sintesis de ADN (1B8.19,20,34),
por 1o que se plensa que este sea el posible mecanismo de acciodn de

los metabolitos DSG-1, DSQ-2 y DSG-3.

Otros autores refieren los posibles mecanismos de acci6tn de los
citotdxicos, basdndose en ensayos de NMR, gradientes de sacarosa,
ensayos electroforéticos, etc. (13,14) estudiando sbdlo la
formacidn de aductos de los citotdxicos con el ADN o nucleotidos,
pero esto no es muy vadlido, vya que estos aductos los obtienen a
partir de enfrentar ADN libre con los agentes quimicos pero no los
obtienen de los cultivos con las células completas, es decir, para
que wwstos datos tengan validez hay que tomar en cuenta todos los
pasos gue sufre el metabolito dentro de 1la célula. Una
investigacion mads a fondo de la sensibilidad de 1los diferentes
meétodos de evaluacidn permitird la identificacibn de los mecanismos
responsables de los efectos citotbxicos y en los que sin lugar a
dudas juega un papel importante 1la farmacocinética de los

compuestos en los diferentes sistemas de prueba.
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Si bien es cierto que tres de estos metabolitos presentan efecto
citotdbrico a la célula tumoral, este no es un parimetro definitivo,
debido a que en un sistema jip vivp existe una gran variedad de
enzimas que llevan a cabo la biotransformacidn de sustancias, asi
como diversos valores de pH, 1o0s cuales no s& encuentran en un
sistema fn vitre, Yy que afectan en una forma muy diferente el
comportamiento y efecto del metabolitol 1o que fundamenta el
desarrollo de estudios adicionales en sistemas {p vivp como sont el
carcinoma de ascitis Walker 234, @l tumor de ascitie de Ehrlich vy
1; leucemia linfocitica P3BB en ratones CF § as! como la evaluacién
en sistemas ipn vitro que contengan siséemas de transformacidn
metabblica (fraccidn microsomal S9 obtenida de higado de rata) con
el proposito de establecer el potencial antineoplasico de estos

tres metabolitos.

Cabe mencionar que es importante considerar que algunos
medicamentos pueden unirse a las protelinas del suero tanto in vivo
como ipn vitro, 1o que disminuye la cantidad de los medicamentos que
llegan a las células (25), por lo que pudiera considerarse gque las
variaciones en 1 comportamiento de los metabolitos son debidas al
suero qgue se adiciona al medio, ®in embargo no se hicieron 1los
experimentos comparativos que pudieran confirmar o rechazar esta

hipbtesis.

Aunque de acuerdo con la bibliografla revisada (19,20,25), en un
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sigtema {p vive existen una gran variedad de barreras de proteccidn
‘que influyen en el efecto del fArmaco, también en los sistemas {n
vitro existen factores que afectan el comportamiento de un farmaco
como por ejemplot cambios en el pH, la osmolaridad del medio, la

temperatura, el porcentaje de CO , etc.
2

Cabe seNalar gue los metabolitos no son solubles en agua y fue
necesarioco utilizar DMSD para preparar soluciones homaogéneas de
ellos, en nuestra experiencia el DMSO solo en la concentracion en
1a que se usd (0.25%) no produjo citotoxicidad} como se conoce que
aumenta la permeabilidad celular, posiblemente favorece la accién
citotoxica de algunos agentes quimicos, pero como los metabolitos
con los que se trabajd no son hidrosolubles, no se pudieron
realizar los experimentos comparativos para confirmar o descartar

esta hipbtesis.

Por otro lado hay que considerar que a pesar de la discrepancia
en los resultados la citotoxicidad de los metabolitos psu-1, DBR-2
Y Dsu-i en cualquiera de los tres sistemas de prueba, indica que
son los metabolitos con mayor posibilidad de poseer actividad

antineoplasica.

De acuerdo ton nuestro objetivo de seleccionar el método mas

adecuado para 1la evaluacidn de citotoxicidad, de los tres
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di ferentes sistemas de prueba utilizados en el presente trabajo, el
mbs adecuado es la incorporacidn de radicisotopos, aunque cabe
sefalar que no existe una prueba infalible que por 8! sola nos
permita seleccionar a los antineoplbsicos, por esto, los grupos de
expertos {nternacionales recomiendan @] uso de una bateria de
pruebas que evalden diferentes tipos de dafio en distintas clases de

c®lulas,

+ Es importante tener presente adembs que los resultados obtenidos
en un sistema jin vitro, adn en los cultivos con transformacidn
matabblica pueden ser por completo distintos a lo que se obtiene
cuando se administra la sustancia a un organismo tan complejo como

lo es el hombre.

Un resultado positivo en cualquier prueba de cernimiento, tan
solo nos indica que 1la sustancia pumrde poseer actividad
antineopldsica, pero se requiere de un conocimiento integral de sus

efectos, para que se cumpla tal asaveraciodn.

A pesar de que los citotbxicos fueron evaluados en cultivos de
c&lulas tumorales, la extrapolacidn de los datos obtenidos in vitro
a la situacidn §{pn vivo debe manejarse con mucho cuidado, pues
solamente nos sirven como guia de la posible actividad o vive, vya

que existen algunos fArmacos que muestran ser efectivos en un
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sistema in vitrg v a 1a misma concentracibn no presentan ningun
efecto jip vivp (25), vy esto se debe principalmente a que en el
cultivo las células estan expuestas directamente a la sustancia,
mientras que en el sistema ip vivp existen factores que afectan la
farmacocinética de las sustancias como por ejemplot su reactividad
con proteinas, las diferentes condiciones de pH, 1la accesibilidad
al tejido blanco, etc.; por esta razdn loa datos obtenidos jn vitro
no pucden tener el mismo valor que los cbtenidos in vivo ya que las
maltiples barreras disminuirdn la dosis y los efectos, de aht 1la
necesjdad de poseer suficientes herramientas para entender vy

establecer cuando un efecto es real.

También es importante tomar en cuenta los efectos indeseables
del metabolito, vya que existen algunas sustancias que al
administrarse se unen a proteinas séricas y se depositan en los
tejidos, donde pueden quedarse por muchos affos, y a la larga

presantarse los efectos de una sobredosificaction.

Actualmente entre 1los agentes usados en la quimicterapia del
cadncer, existen sustancias que son mutagénicas y carcinogénicas,
por lo que se tiene el riesgo de que a largo plazo produzca
metAstasis o tumores secundarios] el hecho de que una droga sea muy
citotdbnica nos permite inferir que probablemente no sea mutaglnica

ya que al inhibir 1la divisi®n celular no se transmiten las
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alteraciones producidas.

En el presente trabajo se realizd® el cernimiento del! efecto
citotérico sobre sistemas in yitro con lineas celulares, aunque &n
la bibliografta s@ reporta que algunos autores (13) usan sistemas
bacteriancs para el cernimiento de agentes con posible actividad
antineoplAsicaj en nuestro caso no usamos estos sistemas de prueba
ya que la farmacocinética de las bacterias difiere mucho de 1la
f’rmn:ncinbtica de celulas de mamifero, pues posiblemente el
sistema de reparacidn de dafio al ADN en las bacterias es diferente
a los sistemas de reparacidn de las células de manmifero. Otro
sistema que e usa en el cernimiento de nuevos agentes
antineoplagsicos, es el andlisis espectrofotométrico del rojo neutro
el cual consiste en cuantificar espectrofotometricamente la
cantidad del colorante rojo neutro que es incorporado por las
celulas viables, este sistema tiene la ventaja sobre el sistema de
tinci&n con colorantes vitales de que se puede eliminar el
excedente de colorante no incorporado cosa que no puede hacerse en
este altimo sistema, por lo que el andlisis nspe:trofctombtrl:o‘a:
un wsistema recomendable para el cernimiento del efecto citotoxico

6,7,

Con respecto al sistema de tincidn con colorantes vitales
consideramos que es demasiado subjetivo ya que depende de la

interpretacion del observador y es mayormente cualitativo que
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cuantitativo. Por lo que serla conveniente buscar una modificacidn
del m@todo que nos permita eliminar el excedente de colorante y asi

la interpretacidn sea mbs objetiva.

Para +finalizar, quigro comentar que no puede excluirse que una
sustancia gue no mostrd efectos citotbixicos en los diversos
sistemas, tonstituya un agente anticancerigeno, asf como tampoco sa
puede atribuir para el humano el significado biolégico de 1los
resul tados obtenidos en pruebas de citotoxicidad on otros

organismos (19,20).
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CONCLUSIONES

-Tres de los metabolitos estudiados presentan un efecto
citotdxico en las c&lulas tumorales usadas, s8in embargo, este
estudio no cubre los requerimientos para poder decir qQue son
idecales anticancerigenos, ya que el estudio debe ser completado con
pruebas en cllulas normales, come en sistemas ip vivo, ademds de
hacer mAs estudios en cflulas tumorales, para ver el efecto
producido por 1los metabplitos en los diferentes sistemas y asi

poder definir si tienen capacidad anticancerigena o no.
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APENDICE I

SOLUCIONES UTILIZADAS PARA EL MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES

1.~ AminoaAcidos no esenciales (100 x) GIBCO!

L—~alanina 0,89 mg/ml
L-asparagina 1.5 mg/ml
L~acido asplrttcd 1.33 mg/ml
. © L-acido glutAmico 1.47 mg/ml
glicina 0.75 mg/ml
L-prolina 1.15 mg/ml
L-sarina 1.05 mg/ml

2.- L-BGlutamina 200 mM (100x) GIBCO

3.~ Antibiodticost penicilina/estreptomicina  (100x) (penicilina

100 mg/ml y estreptomicina 100 mg/ml)

4.—F-morc1ptontannl 10 M
5.~ Piruvato de sodio 100 mM (100x) G1BCO

&6.- Suerot Se utilizo suero fetal bovino (Flow
laboratories,Virginia,USA.) libre de micoplasma y de
inmunoglobulinas. ‘Antes de utilizarse, =] duero e
descomplement®d calentandolo durante 30 min. en un baNo de

o
agua a 56 C .
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APENDICE II

MEDIO DE CULTIVO RPMI 1640

Para un litrot

Medio RPMI 1640 (GIBCO) 1 sobre
Bicarbonato de sodio (NaHCO ) 2,09
Agua desmineralizada 3 1Lt

Manera de prepararset

El medio se prepard disolviendo @l contenido de un sabre en un
12tro de agua desionizada, e agregaron 29 de NaHCO por 1itro de
medio, se ajustd el pH a 7.3 y se esterilizé por 3filtracidn en
dobl? filtro milipore de 0.22 u, finalmente se almacena a 4 Co en

alfcuotas de T00 ml.

Al momento de utilizarse, cada 100 ml de medio se complementaron

con 1o siguientet

iml de mol. de antibidticos

iml de sol. de glutamina

10m! de suero fetal bovino

iml de piruvato de sodio

iml de aminodcidos no esenciales

36 ul de -mercaptoetanol (10-5 M)
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APENDICE 111

SOLUCION DE AZUL TRIPAND 115

Solucidn de azul tripanos
Trypan blue stain (GIBCO) 0.4 %

0.4 g /7100 m1 Normal saline

Tomar 1 ml de soluci®n de azul tripano y dtlu{rIn 115 con’ 4 ml . de

PBS 1x

SOLUCION DE PBS (1X)

NaCl 8.0 g

KC1 0.2 g

Na HPO 1.15 g
2 L

KH PO 0.2 ¢
2 4

Agua desmineralizada 1 Lt

Colocar , las sales en un matraz aforado de 1 Lt. 'y aforar con agua

desmineralizada.

o
Se ajusta el pH a 7.2 y conserva a 4 C.
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APENDICE IV

SOLUCION DE EOSINA 0.1 %

Eosina 0.1 g

Solucion de PBE 100 m}

Pasar 0.1 g de eosina y disolverlos en 100 ml de PBS ix



APENDICE V

LIQUIDO DE CENTELLEOC

PPO 4.0 g
PoPOP 0.1 g
TOLUEND 1.0 Lt

Se pesan 1as sustancias y se colocan en un frasco con tapa,
agraga el tolueno y se deja agitando toda una noche

refrigeracidn, se mantiene en e! cuarto frio.

-n
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APENDICE VI

ABREVIATURAR

ACIDD DESOXIRIBONUCLEICO
ACIDO RIBONUCLEICO
ADENOSIN MONOFOSFATO CICLICO
GUANDSIN MONOFOSFATO CICLICO
MILIGRAMOS
MILILITROS
CONCENTRACION MOLAR
MILIMOLAR
MINUTOS
MICRAS
MICROLITRUOB
MICROGRAMOS
DIMETILSULFOXIDO
GRADOS CENTIGRADOS
TIMIDINA TRITIADA
CURIS
MICROCURIS
MILIMOLES
HORAS
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
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