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RESUMEN 

El c~nccr es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la 

presencia de cblulas maliQnas qua crecen en forma incontrolada, 

invadiendo tejidos adyacentes y diseminandose hacia OrganD!i 

di~t~ntes dando lugar a la formaci6n de metAstasis o tumores 

necundarioG. Actualmente existen varios tratamientos terapéuticos, 

en los que se encuentra la quimioterapia. 

La quimioterapia del cAncer estA dirigid~ a destruir todas las 

cOlulaG malignas por medio de sustancias qulmicas definid•&, 

sin daNar o las cOlulas normales, desafortunadamente, aon no se han 

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

Quimioterapia actual ataca a ambas por igual <14>; sin embargo 

CHiutc un grupo numeroso de investigadores que trabajan para este 

Hn. 

EMi&te una Qran variedad de productos qufmicos usados en la 

quimioterapia del cAncer, algunos con buenos resultado&. Sin 

embargo, subsiste la necesidad da encontrar agentes 

quimioterapduticos con un amplio espectro de actividad antitumoral 

y menor toKicidad que los agentes usados actualmente. 
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En México, ademAs de lo mencionado, la necesidad de importaciOn 

de estos productos, y su costo muy elevado, hace que el desarrollo 

y la investigaciOn de 

prioridad. Conscientes 

productos 

de esta 

antineopl4sicos 

situaciOn, un 

tenga alta 

grupo de 

investigadores del Instituto de Qufmica de la UNAM, en colaboración 

con ol Instituto de Biologfa, han dirigido sus esfuerzoa al estudio 

de extractos de plantas, ya que algunas de eGtas sustancias han 

evidenciado actividad antttumoral. 

El interes en los productos naturales se basa en que de la& 

plantas de la familia Labiatae se han aislado una variedad da bi y 

triciclos diterpenoides que muestran propiedades antitumcralas 

(10,36>, y tomando en cuenta que en México, la familia Labiatae 

est4 representada aproximadamente por ~O géneros y 5~0 especies¡ 

entre ellas el género Salvia del que se conocen caGi 300 especies 

<26). En el Instituto de Oufmica, en .colaboracibn con el ln»tituto 

de Biologta, se ha emprendido un estudio sistemático, tanto 

bot~nico como fito~ufmico, de especies mexicanas de este género. 

Asf. un grupo de investigadores del Instituto de Oulmica ha loorado 

aislar varios productos diterpénicos cuya estructura esta muy 

relacionada con la de la taxodiona, producto aislado por Kupchan y 

colaboradoras da Iª~gg!ym g!fi~!~bym, y que mostro propiedade& 

citotóxicas (17). El objetivo principal del presente trabajo, es 

determinar si alguna de las sustancias obtenidas presenta actividad 

citotbxica. 
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En el presente trabajo se llevo a cabo un• investigaciOn con 

respecto a citoto~icidad y posible efecto antitumoral da B 

metabolitos extraidos de plantas del género Salvia da 1• familia 

Labiatae; los cuales fueron proporcionadoa por el Instituto da 

Culmica de la UNAM, utilizandose dos l!na•s celularesl el mieloma 
d d 

murlno X63 Ag B !H-2 l y el !Infama murlno L~17By !H-2 l. 

Los metabolitos se probaron A diferentes dosis en sistemas lo 

~!tre en dichas c~lulas y en condiciones preeatablecidaaJ ae obtuvo 

la curva dosis-repuesta para cada uno de los compuestoss 

realizAndosc an~lisis de evaluaciOn de la viabilidad. 

De los resultados obtenidos se concluyo qua 3 de astas 

sustancias prosontan un efecto cttotOxico a la célula tumoralf pea• 

a ~lle este no es un resultado definitivo, ea nece&ario qua •• 

lleven a cabo estudios en c6lulas normale& para s•b&r el efecto en 

ellas, ademas de ver el efcto en sistemas ia ~l~g. 



A~TEtEHE~TES 



ANTECEDENTES 

Las investigaciones realizadas sobre el clncer se iniciaron en 

el a~o de 177~, cuando el cientlfico Sir Percival Pctt realizo los 

primores estudios sobre un carcinoma de escroto presentado por los 

mineros expuestos 31 contacto cotidiano con el holltn. C39, 40). 

inve!ltigaciones en materia del cAncer han avanzado 

notablomonte on lüs Oltimas dbcadas, algunas de las conclusiones a 

las quo se han llegado, indican que el cAncer es una alteraciOn que 

afecta a todos los organismos pluricelulares, dando como remultado 

la reprodL•cciOn celular incontrolada de un tejido, por lo que se 

~lasificO como enfermedad neoplAsica <39>. 

Las neoplAsias se clasifican en 2 grandes grupo&I NeoplAsia& 

benignas y Neopl~sias malionas <40>. 

Las necpl~sias benignas son tumores que suelen estar formado& 

por cblules semejantes a las de erigen, se diferencian bien aunque 

hayan sufrido alteraciones por lo que se forma la masa tum~ral 

1401. 

Las necplbsias malignas son tumores constituidos por c~lulas que 

han' perdido totalmente su semejansa con las c~lulas normalos; soH 



(5) 

c61ulas ploomOrficas, se altera la membrana celular y se pierde el 

fcnOmeno de inhibiciein por contacto, etc. <40). Otra caracter!stica 

da las cblulas neopl~sicas malignas, es que tienen la facultad de 

dar metAstasis, cosa que los turnare& benignos no presontan (40>. 

Para que una metAstasis &e pre&ente deben existir Varios 

factores: 

1) LiberaciOn de células o fragmentos tumorales que tenoan la 

capacidad de supervivencia autOnoma. 

2> Vfas de diseminaciOn 

3) Condiciones adecuadas en el sitio de implantaciOn par• qua la 

oicmbrü cozca <40>. 

La ctiologla de las neoplasias es muy grande por lo que se 

clasifican en 3 grupos: 

1. - Agentes Cu! mi cor.1 En este grupo se encuentran los 

carcinOgonos. que son sustancias qutmicas capaces de incrementar 

de modo significativo la proporciOn de cAncer en una poblaciOn dada 

de seres vivos C40>; los carcinOgenos se pueden encontrar en les 

alimentos, como aditivos, por ejemplo edulcorantes, colorante&, 

con!larvadores, etcJ como contaminantes, por ejemplo insecticidas, 

fungicidas y herbicidas; como resultado del proceso de 

c:oncarv.l.ciOn. por ejemplo ahumado, asado, curado, etc. <40>. 
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2.- Ogentcs Flsicosl En este grupo se encuentran las radiaciones 

como son: Rayos X, Rayo& U.V., Rayos solares y Rayos gamma <40>. 

3.- Agentes BiolOgicos: Esto& se subdividen en 2 grupos¡ 

a> PredisposiciOn gen~tica. 

b> Virus. C39,40>. 

TRATAMIENTO DEL CANCER 

En general la terapia del cAncer est~ dirigida hacia la 

inhibicibn del crecimiento tumoral, tratando de que el resto dal 

orQanismo no se dahe. Estos tratamientos pueden ser de 4 tipos& 

1.- Ciru9la 

2.- Radioterapia 

3.- Inmunoterapia 

4.- Cuimiotarapia 

los cualRs pueden ser utilizadoG solos o combinados. (39). 

La elecciOn del mlitodo o m&todos ideales de trat•miento, dependa 

da una serie de factore& como son• La situacibn del tumor o del 

6rgano danado, el tiempo da evoluciOn, la determinaciOn de la 

malignidad del mismo Y. en consecuencia. los posible& foco& da 

met•~tasi~, el tipo de tumor, es decir, si es solido o de brganos 

hematopcyf!ticos, etc. <39>. 



La cirug!a esta concidcrada como el tratamiento de eleccibn do 

muchos cAnceres1 en muchos pacientes la cirugla no es curativa 

totalmente, sino que es parcial o paliativa, con el f!n de 

disminuir la sintomatologfa y prolongar la esperanza de vida 

(39,40>. 

B0U1QI~BBE!B 

E~ utilizada frecuentemente despubs de la cirug!a; debe tomarse 

en cuento la radiosensibilidad del tumor y dependiendo de ésta, 

sorA el qrado do radiaciOn que sed~ <39,40~. 

La aplicaciOn de la inmunoterapia en el control del c~ncer en 

humanos, estA 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~mente se use como complemento (39 1 40>. 

La quimioterapia en el cAncer esta orientada a destruir la& 

c~lulaG maligna& sin dahar a las normales, por medio del umo de 
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sustancias qu!micas. Se utiliza antes y despu~Q de la cirugla para 

evitar mot~stasis y destruir residuos respectivamente; tambi~n SE· 

aplica a pacientes que no pueden ser intervenidos quirurgicamente, 

como as el caso de las leucemias. 
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Los criterioa usados para la clAsificación, de le• •Qent•• 

antinacplAsicos <Tabla 1> (30), incluyen sus mecanismos da acci0n 1 

su estructura qutmica o su acción fisioldQica CFig 2). 

Algunos agentes fueron clasificado& arbitrariamente, debido a 

~uo no se sabia a ciencia cierta su mecanismo de acciOn o su 

funciOn fisiolOgica, y otros no entraron en ninguna da la• 

categorias <agentes miscelanaos> <28>. 

A pesar de ello, esta claaificación es ~til para la elaboración 

do terapias antitumorales, cuando •e tiene suficiente informacidn 

sobre la cinética del tumor, ya que esto nos permite hacer una 

selección mA& razonable, y loa agentes seleccionados se usan en 

forma combinada. 

A continuaciOn se describiran brevement• loa dif•r•ntma ag•nt•• 

antineoplAsicosr 

a>Aoant•• alquilantea 

Los agentes alquilantes son un grupo de diversos compuestos 

qufmicoa, que interaccionan con moléculas como ADN, ARN, protefnas, 
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TABLA 1. - AGENTES ANTINEDPLASICOS 129) 

Agentes alqullante• 

Antlmetabolltos 

!!E!D 

Mostazas nitroQenada• 

Derivado• de etilenimin• 

Ni trosourea 

Sales de metala& 

Tri az inas 

An4logos del Ac.TOlico 

An4logos de pirimidina 

AnAlogoa da purina 
~~~~~~~~~~~~ 

Productos natural•• 

Agant:as hormonalaa 

Inhibidor mitOtlco 

Derivado• de E!g~ggb~llYm 

Antlb!Otlco• 

Enzima• 

Androgenoa 

Corticoasteroidaa 

Estrógeno• 

PrOQast:inas 

Ei!Etl!!bD 

Clorambucil 

Tlotepa 

Carmuatina 

CI a-p l •ti no 

Da.carbazina 

Metotre>eate 

Citarabina 

Mercaptopurina 

Vlnbla•tina 

Etoposido 

Mltomiclna 

Aaparaginaaa. 

Antagoniataa de lo• eatrooenoa 

Agentes miscelaneo• 

Sustituto de la urea 

Derivados da la metil­

hidrazina. 

Inhlbidores de la atnte­

sis de esteroides. 

Supresores de adrenocor­

ti cal ea. 

Hidroxiur•• 

Procarbasi na 

Amlnoglutatlmlda 

Mltotane 



AZARABINA 
InhÍl>t la 
1ial11i1 dt UWP 

Inl11 ldoru de la 
81011t11i1 dal oaillo 
puinico 

Io~ibt ka luocio1.. dll lRM 

YINBLASTINA 
VINCRISTINA 
COlCHICINA 
Inhibtn la tunció1 di 
101 microtubulo1 

MIENTES 
Al.OUILANTES 

!:,,:: :. laADN lllCROTUBULOI 

(T-ICÍ<l,•1.,ajm,ribo-•I) t 
ARN ·;; 

ci~ /'\ :/'\, {f i,~~ROTEINA9 _,. .... •' ,, l 
! 11wi. .. 11 11tni1 } 

ill rot1í111 ENZlllAI 

1 
(1tc.l 

L- ASl'ARAGIMASA 
( 0111al111t1 di la -11t111 ) 

Fig. 2. - Mecanismos y sitios de acción de algunos antineoplásicos. ,,2, 
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V mo16culas da bajo peso molecular1 esta interacciOn es por uniones 

electroftlicas con las moléculas. ya que provocan que sa polaricen 

y puedan unirse con ellas. 

La parta m4a aensible del AON, ea la posiciOn 7 dal nucl•Otido 

de ouanosina donde interactuan los agentes alquilantea, produciendo 

una alteración en el cOdigo del ADN y esto va a provocar la muerte 

celular debido a una inhibiciOn en la replicaciOn del ADN, o an la 

p'roducciOn de una mutante celular, cuando la raplicaciOn del ONA no 

es completamente fiel al orioinal C28>. 

b)Anti,..tabolito• 

Son un orupo de compuestos de bajo peso molacular, que ejerc•n 

au afecto, debido a que su estructura o funcidn ea similar a la d• 

los matabolttos tnvolucradoa con la sfntasia de Acidos nucleico•, 

por lo qua la célula no distinoua entre 4atos y loa matabolitoa 

normales, y los introduce dentro de •lla, provocando ••f una 

inhibicidn importante en las enzimas involucradaa en la sfnteaia de 

Acidos nucleicos, o incorporandolos dentro del mismo •cido 

n1..1cloico. produciendo errorem en el código. Este tipo de mecanismo 

do acción provoca una inhibición de la sfntesi• del ADN Y la 

muerto cel ut ar. 
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Los antimetabolitos sen mis tOwicos para las célula• que estan 

en crecimiento activo ya que tienen un comportamiento aJtamenta 

csp~cifico para 1•• diferentes fases del ciclo celular C14 1 28 1 31>. 

c>Productoa natural•• 

En este grupo se incluyen producto• derivados de una fuente 

natural y no se considera su mecanismo de acción. 

Las drogas de este tipo que se uaan en la clfnica sonJ productos 

de plantas y productos bacterianos. 

Dentro del arupo de productos da plantas aa encuentran la 

vinbl~stina y vlncrlstlna que sen dmrlvadca de ~1tb1c1atbY& cg&9Y9 

y su principal actividad es sobre la protefna microtubular, 

produciendo una inhibtcidn de la mitosis, porque detiene a las 

c~Julas on metafaae <14.22,28 1 31>. 

TambiAn se han evaluado loa derivados obtenido• da l•a plantas 

del g~nerc eQdlK!bYll~m, une de elles el Etcpcaidc que ea un 

derivado a&mlslntétlcc de la toxina da eedeebYllYm 2!lt1tYm actua 

sobre las células deteniendo su ciclo celular en la fase G2. 

también tiene efectos sobre sfntesis de protefnas, de ADN y de ARN. 

<28), 
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Los antibióticos obtenidos de bacterias usados como agente& 

antttumorales, son un grupo de compuestos con relativa actividad 

Dntimicrobiana producidos por varia& especies de ~t~g~tgm~~RA• Su 

efecto citotóxico (lo cual limita su uao como antimicrobiano> h• 

sido do gran valor en el tratamiento de un amplio nOmero d• 

cAncores. Todos los anttbidticos usados en la clfnica <Mitomicina, 

Blcomicina, Oactinomictna>, afectan la funcidn y sfnt&sia da lo• 

~cides nucleicos <Flg 21 <2Bl. 

En ol grupo de las enzimas, la asparaginasa es el ~nico ejemplo 

de agentes de este tipoJ cataliza l• hidrólisis de la asparagina, 

produciendo &cido a&p4rtico y amonto, privando aalactivamanta a la• 

células malignas de un aminoAcido esencial para su aupervivancia 

<14,2B,31>. 

d>Aoantea hormonal•• 

Estos compuestos son muy activos contra al cAncer a nivel 

cllnico~ cada agente tiene diversos efectos, alouno& da los cuale• 

son directamente a nivel celular, por uniOn da la& drogas con 

raceptoros citoplasm~ticos especfficos, otros afactoa son a travd• 

de una accidn indirecta sobre el hipotAlamo y sus hormonas qua 

regulan a la pituitaria C2B,31>. 
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Todos estos agentes tienen en com~n, que en muchos casos surge a 

la larQa una malignidad celular, porque se altera la sanaibilidad a 

la& hormonas que regulan el crecimiento celular, produciendo un 

crecimiento desorde~ado (28). 

Una excepción de esto• mecanismos, es el efecto d• los 

corticoosteroide& sobra las leucemias y linfomas, porque actuan 

directamente sobre las células linfoides anormales, produciendo 

l~ais colular, ya que eatas tienen un Qran n~maro de receptores 

Qlucoco~ticoidas 128>. 
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Desde la antigüedad, la farmacopea dal México indfQena, fincaba 

la mayor parte de su axpariencta en ta herbolaria. 

Se han escrito varios tratados sobre laK hierbas medicinales 

empleadas por los indios del siglo XVI, en donde sa mencionan 

varias plantas y arbustos cuyas hojas ae usaban para ratraar lo• 

crecimientos anormales. 

En los tiempos contemporaneoa entre las planta& usadas como 

antitumorales podemos mencionar a Eggggb~llYm galtatym, que era 

usada por los indios Penobscot oriQinartos del Pero para curar lo• 

crecimientos anormales. Uno de los derivados de Podophyllum qua ha 

sido estudiado es el Etoposido que es un derivado semisintético da 

la toxina de ~~ ~gl~ª~ym, y que actua sobre las células detentando 

•u ciclo celular en la fase G2 y también tiene efectos sobra la 

sfntesia do prctefnas, del ADN y del ARN <2Bl. 

Se han realizado investigaciones para encontrar principios 

activos vegetales con actividad antitumoral, entra la• que se pueda 

mencionar la que llevaron a cabo Bhakuni y col. (3,4,5) mediante la 

rccolcciOn, extraciOn y prueba de 519 especies diferentes da 

VeQetales, contra varias ltneas celulares cancerfgenas, obteniendo 



resultados positivos para 14 extractos con actividad plenamente 

confirmada, entre estos extractos fi9uran el de Ct••11 gbtYBA 1 de 

donde se aislaron varios compuesto• qu• inhibieron 

stQnificativamente la leucemia linfocitica P-398 <PS> en ratonas 

<3lJ Y el de ~igitlllB gycgycge variedad @l~! que elabora 

glucósidos empleados desde 177~ como cardiotónicos y que moatraron 

citotoxicidad tumoral en ratones <4>. 

Otra da las investiQacione• que podemos mencionar es la 

realizada por Kupchan, quien laboró con numeroso• botAnico• y 

bioqufmicos durante los anca de 1969-1974 en varias re~ionea del 

mundo, logrando atalar y probar principios activos de mA• de 100 

plantas, entre las que se cuentan la& SiQuientes; 

antileuéemicos probados lo YiYQ en ratonea e lo y!t~g contra 

c~lulas derivadas del carcinoma nasofarfngoo humano CKB> C1~>. 

2l Cgl,hi,Ym B9R,!9BYm de donde se ewtrajeron la colchicina y la 

desmetilcolchicinal la colchicina fue una de las primeras 

sustancia• &n ser empleadas como citost4tico <16>. 

3l ~1R9hlo~ggyg Rll~YB Y ~RC09m!e h~mgnglgal& de la• cual•• •• 

obtuvieron 4 compuaatos del tipo lactonas seaquiterpdnicas, y 
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que fueron probadas contra la leucemia linfocitica P-388 en 

ratones y contra el carcinima de Walker <2~6-WM> en r•ton•• 

Cl~>J estos compuesto& sonl 

Elefantina y elafantopina obtenido& de ~l•AbªD!QAY• @lª!YBo Y 

Varnolapina y vernomenina obtenidos de ~@CQQOl~ b~m@OQlgal• 

11~1. 

Lee y col. CtB> demostraron l• alta citotoKicidad da la 

helenallna que extrajeron de HL AMtMma•l• y de ijL mik~Q~BRbAlMm, 

probandolas en cultivos de célul•s HEp-2 1 KB y en fibroblastoa 

humanos normales. Tambidn la probaron la ~l~g en ratones con tunaor 

de ascitis de Ehrllch. 

So ha visto que •lgunas de eatas sustancias impiden el 

creci~iento celular al interferir con ciertoa sistema• enzimaticoa. 

como por ejemplo• la helenalin~ y la tenulina impiden la sfnt••i• 

proteica y la del colesterol, 

dDl ADN y la ,ctlvidad d• 

incrementan la concentraciOn 

adem4s de que inhiben la elaboracidn 

la ADN-polimer•••· Ambas lacten•• 

del adenosin 3·~·-monofoafato • 

interfieren con los proceso• energdtJccs (20>. 

Entre los productos naturales uno de los descubrimientos mAa 

Importantes han sido los productos obtenidos de ~A!bAC@O!bYI CQIRYI 
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o YiO~§ ~QIR§ su actividad antileucémica fué descubierta por Noble, 

Becr y Cutts en 19~6 C23) cuando estudiando al empleo popular de 

esta especie como antidiab6tico, &e dieron cuanta de que conajo• 

con esta enfermedad, a los pocos dfas de que •• la& administro un 

extracto de la planta, morian vfcttmaa de un• infeccidn causada por 

la bacteria e&wYdQmQQª§ me. la cual se encuentra normalmente en su 

habitat sin afectarlos; al analizar su sangre observaron un marcado 

descenso en el n~mero de leucocitos, razón por la cual pierden su 

defensa a la infección. Eeta acciOn selectiva de reducciOn del 

n~mero de glObuloa blancos, fue la que SUQiriO su posible empleo 

como antilcuc~mico. 

La& investigaciones de Noble, 

los alcaloides responsables 

Beer y Cutta <23> demoatraron qu• 

de la leucopenia eran la 

vincatcucoblastina <VLB> y la vincristina <VCR>, ambas sustancias 

h•n sido evaluadas arapliamente a nivel precllntco y cllnico y en la 

actualidad son parta de la quimioterapia da 47 tipos de c~ncar, 

capeclficamento ha quedado damoatrada su utilidad •n 

oncohematoloQta padiatrica (22). 
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Nuestra pals cuenta con una amplia variedad d• recursaa 

naturales. en donde deataca la gran cubierta vegetal, con m4• d• 

20 1 000 especies de plantas vasculares (11>. 

El territorio nacional cuenta con una flora m4a vasta que la de 

la Unión SoviAtica y del mismo orden qua la de E.U. y Canada juntas 

1111. 

Entra los elemento• que constituyen la flora mexicana uno da los 

mAs importantes es el formado por la familia Labiada CLabiataa o 

Laminacaae> con 5~0 especies, pertenecientes a 42 géneros. 

Se sabe que la familia de las Labiadas est& formada por 

aproximadamente 180 g~neros y 3~00 aapecies (11). 

Las plantas perteneciente& a asta familia, han sido objeto de 

divarsoa eetudioa 1 tanto biológicos como qufmico& y en el aspecto 

acon0mico 1 por al uso de lo& aceites eaenciales de estas pl•ntaa en 

la industria de la perfumeria. 
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En el üspccto biol0gico 1 su importancia radica en la& diferentes 

actividades farmacológicas que &e han observado en compuestos 

aislados de estas plantas; entre sus actividades farmacolOgicaa se 

cuentan• las bactericidas, las antiviralaa, las sedativa&, y l•• 
espasmolfticas. 

Aaf mismo se han aislado de plantas pertenecientes al Qénaro 

I&g~go <Bbe~~g•ie> una oran cantidad de diterpenoa biolOgicamant• 

activos como antimicrobianos y antitumorales Cll>. 

En el aspecto qufmico estas plantas son importantes por su rica 

variedad de metabolitoa aecundarioa. 

Et' conocimiento sobre la composiciOn qufmica de las Labiadas •• 

incompleto, ya 

pertenacientea • 
alstem4ticamentu, 

que tan sólo algunos da loa 180 

e ata familia, sida 

entre estos eatan los gdnaroal 

Qdnaro• 

estudiado• 

5id•citi•• 

De los 42 gdncros de Labiada& pertenecientes a nuestro paaa, el 

m&a abundante es el gdnero §1l~lA 1 que cuenta con aproMimadamante 

27~ especies. 
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Este g6nero se subdivide en 4 subgénero&, denominadoa1 Leonia 1 

Salvia, Sclarea 1 y Calosphace <11>, el m4s abundante ea el 

Calosphace, al cual pertenecen las 27~ especie• qua hay en nuestro 

pafs ( 11 >, 

Desda la antigOedad, las plantas Labiadas han sido uaadas por el 

pueblo mexicano de diferentes manerasl entre ellas las aiouiente&I 

-Como condimento&• gcggAaYm •g (oregano>, Bg•m•ciaY• gffiGia1li• 

!romero>, HaatbA •g Cyerbabuena> Ib~mY• 1g 

ltoml l lol. 

-Para pruparar aguas fre•ca•I Semillas de SAlYiA b!tgAaiGI Y 

Sll~i• tiliA•fglil !aguad• chfa>. 

-Como planta& medicinales• SAtYCBJA mAGCg•t•m• !té de monte>, 

ega1taGbB mRHiGADA (toronjil>, S•l~i• 

miGCQgb~llA !mirto>, 

HRDtbA RiRBCitl !té 

l~tbcifglit Cpoles>, 

S•l~il fylgBDI !mirto!, 

de menta> Y Cuaill 

-Como pslcotrOplcoa• S•l~i• ~iY!Dllc:Ym 

En los ~ttimos a~os el Dr. T.P. Ramamoorthy del Instituto d• 

Biologfa de la U.N.A.M. <26> ha realizado un estudio sistem4tico, 

tanto botani ce como fitoqufmico, de especies mexicanas 
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pertenecientes al género StlYL•· Hasta la fecha &e tienen datos de 

la composiciOn qufmica de unas 9 especies, y un grupo del Instituto 

de Qufmica de la U.N.A.M. ha logrado atalar algunos productos 

dtterpénicos de 6 de las 9 especies mencionadas, lo& cuales 

constituyen, probablemente, la caracterfstica qufmica mA& relevanta 

de las Salvias mexicana~ y cuya estructura, esta muy relacionada 

con la de la taxidiona, producto aislado por Kupchan y col. da 

IA~QdiYm diati~bym, y que mostrO propledadea cltotOwlca& <17>. 
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CIGl.!l Cli:b!Jl.0B 

La duplicaciOn de todos los constituyentes de la c61ula, seQuida 

de su divi&iOn en do& c~lulas hijas, se conoce como al ciclo 

celular. 

Se ha visto que el tiempo de duraciOn del ciclo, en la mayoria 

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

(fiq 11. 

Flg. 1.- üqulmo del delo celular, rno1lrando la dur'1cl6n 
di CXJdo ""'do lac QjQfn) fa.., en uno ~a típica. (5..:> 

En lo& Organos pluricelulares, las c~lula& sa dividen a 

diferentes velocidades, de acuerdo con el tipo de c6lula. Esta 

diferencia es debida principalmente al tiempo de permanencia en la 
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fase G1, que tiene cada célula, pero en sl, el tiempo de duraciOn 

del ciclo celular desde la faaa S y hasta que termina la fase M, ea 

constante en todas las células. 

En 1953 Howard y Pele descubrieron qua la slntesis del ADN entre 

do& divisiones celulares con&ecutiva&, no es continua, sino qua 

asta separada por periodos, loa cuales ae denominaron fases 61 y 

G2. Tiempo después Lajtha (30) descubriO que existtan células qua 

no se dividian, ~ino que estab•n en reposo, a éste estado ae 1• 

denomino fase Go. Durante eata fase, hay un contenido bajo de ARN, 

el cual se incrementa cuando se induce la proliferaciOn celular 

<30>. La c~lula an fase Go, es cgl~tlYªm~otg inactiva con respacto 

a la slntests de macromol~culas, y es consecuentemente, insensible 

a muchos agentes quimioterap~uticos, particularmente aquellos que 

afectan la stnte6is de macromol~culas (28>. La mayorfa de laa 

c~lula& transformadas, particularmente las infectadas por virus, no 

puedan entrar en esta fase <24). 

Se ha visto qua las c~lulaa que se encuentran en faae Go, 

sintetizan alguna& variantes de hiatonas, ti&nen un bajo contenido 

de ARN y se requiere la protelna pS3 para salir de la fase Ge, (30> 

por lo que se concluye que el estado Ge es fisiolbQicamante 

distinto al estado Gt, y que los genes que regulan el paso de Go a 

G1 pueden ser la clave en el control de la proliferaciOn celular 

<24). 
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Toda c6lula inicia su crecimiento durante un proceso poat­

mitOtico o fase Gl <fig l> durante la cual el nOclao aumenta da 

tamaNo, aumenta el nOmero da ribosomas y la slntesis de ARN 

ribosomal, se incrementa la alnteai& de loa diferentes tipos de ARN 

y RNApolimerasas, hay una gran actividad en la slntasis de 

protelnas <protelna inestable <R>, actina, ornitinadescarboKilaaa, 

protelna p~3, protelnas citoplasmAticas> y se sintetizan en mlnima 

cantidad, las 5 histonas constituyentes de la cromatina <B>. 

Algunos estudios han demostrado que los niveles de calmodulina, 

la principal protelna que capta el calcio en las c~lulas no 

musculare& y que regula varias enzimas intercelulares sensibles •l 

calcio, se incrementan cuando la cAlula entra a fa&e s 

considarandose que esta protelna es importante en la ragulaciOn de 

la slntesis de ADN <30). 

En cuanto a las protelnas involucradas en la duplicactOn del 

ADN, cuataa se sintetizan durante la fase 01 tardia, y en e•ta fase 

se inicia la fosforilaciOn de la histona Ht. 

En la fase S los eventos principales que se llevan a cabo son la 

s!ntesis de ADN y de histonas, las cuales se realizan 

aprowimadamente en un periodo de 6 a 8 hr&. 
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Para la slntesis de ADN cada fibra e&tA dividida en muchas 

unidades de duplicaciOn llamadas duplicones y cada uno de eatos 

tiene un centro, a partir del cual se origina la duplicaciOn en 

ambas direccione& <24). 

Durante el desarrollo embrionario, la activaciOn de dupliconea 

es simultanea y la fase Ses corta, en cambio en un adulto, la 

slntesis de ADN se lleva a cabo en difarentes cromosomas y 

segmentos de un mismo cromoaoma, a diferentes tiempos¡ en general 

se replica primeramente la eucromatina y posteriormente la 

heterocromatina <B>. 

El mecanismo por el cual se mantiene el orden de iniciaciOn, no 

so ha. determinado, ae ha propuesto que la metilaciOn ••tA 

involucrada en el mantenimiento de este ardan, paro esto no h• sido 

confirmado. 

Es muy diverso al grupo de enzimas que sa requieren para la 

af'nt.esis del ADN, algunas de las mAa importantes son las 

sigui entes• 

ADN polimerasas, 1 igasas, timidina cinasa, ribonucleOtido 

raductasa y un complejo protelnico, formado por la mayorla de las 

protetnas requttridas para la slntesis y protelnas aaociadaa. 



Con respecto a la slntesis de histonas se sabe que est~ acoplada 

a la s!ntesis de ADN C30> y que son protelnas de gran importancia 

para al empaquetamiento del ADNr durante la fase S continua la 

fosforilaciOn de la histona Ht, adem~&, aparecen receptores de 

superficie para diferentes factores de crecimiento. 

Cuando la slntesis de ADN se termina, la c•lula entra a un 

periodo pre-mitOtico o fase G2 C28> durante el cual, la c•lula se 

prcpüra para la mitosis, por lo que se producen cambios bioqulmicos 

y h~y una qran condcnsaciOn cromosOmica <28,30>. Durante esta fas• 

se sintetizan protefnas especificas, necesariaa para la division 

celular, unas de ellas, son las requeridas para la formaciOn y 

oparaciOn del aparato mitOtico, y las usadas en la condenaaciOn 

cromosOmica, las cuales se denominan "factores mitOticoa 11 y son dal 

tipo de las no histonas. 

Otro avento importante durante la etapa G2 es la raalizaciOn de 

un proceso de reparaciOn del ADN conocido como repar&ciOn G2, qu• 

ha sido ampliamente estudiado y evidenciado por Kihlman y Hartley 

en 1969 124>. 

La fase G2 es seguida inmediatamente por la mitosis que e& la 

fase con la que culmina el ciclo celular; en ella se llevan a cabo 

dos procesos: la divisibn nuclear o cariocinesiQ y la divisibn 
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citoplasm•tica a citocinesisl tieno un tieinpa de duracibn da 

aproximadamente hr.(30,3~>. Durante esta fase la 5fntesis d• 

protelnas y de RNA son prActicamente nulas. 

Esta fase estA conatituida por varias fases, an laa cualaa •• 

llevan a cabo diferente& eventos importantes para la diviai6n 

celularl ellas son las que siguen& 

a\ PROFASE& en ella la c~lula tiende a •doptar una forma esfOric•, 

aumenta su refringencia y viscosidad; al nOclao se 

hincha, los cromosomas se organizan en filamentos 

largos, loa nucleolos desaparecen, los centriolos se 

van rodeado& por pequeNos filamentos denominado•·6atera 

y emigran hacia los polos celulares, la membrana 

nuclear se desintagra y el material nuclear se mezcla 

con el citoplasma <B,30>. 

b) PROMETAFASEt en esta fase se empieza a formar el huso acrcmAtico 

y las cromosomas, que ya se han dividido 

longitudinalmente en dos cromAtide& hsrman~s, se 

acomodan al azar un la parte media del huso <Bl. 

el HETAFASE:las cromosomas se encuentran ya en la parte ecuatorial 

del huso, y alcanzan aqul su m&Kima conden&acibn C30l, 

o~ta fase es importante para ostudios citolOgicos, ya 
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que hay sustancias CDllO la colchiclna <inhibe la 

formacibn del huso acromltico> que detinnen la mitosis 

en esta fese. y usando mAtodoa de rompi•i.,,to celular, 

•• laoran ax.t1111d11r loa cr090soeas, para poder ser 

observados al microscopio <B>. 

d> ANAFASEI &e produce la separaciOn de loa cantrOmeros, y las 

crom6tides de cada cromosoma emiQran hacia loa polos (30). 

Se desconoce el mecanismo por el cual los cromosoma• •e 

dirioan a los polca, una toorla postula que las fibras 

del huso ae contraen en presencia de ATP y empujan loa 

cramcsomaa hacia los polos <35>. 

e> TELDFASEI loa cromosomaG han llagado a los polos, ae extienden y 

vuelven a posicibn de reposo, se forma la membrana de 

cada nOcleo y &e inicia la separaciOn dal citoplasma 

para formar las do& c~lulas hijas. 

En esta etapa los factores mitOtico& son inactivadoa 

por los ºinhibidores de los fac:toreli mitOticos 11
, los 

cuales permanecen activo& ha~ta ;uf~~~ G1 (24:. 

FACTORES QUE RE13IJl.AN EL CICLO CELULAR 

El ciclo celular puede ser afectado o regulado por varias 

factcraa come por eJ~mplo• Las c~lula• cultivada• iD ~l~CQ 
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disminuyen o detienen su ciclo celular, cuando son colocados en 

ccncontraciones limitadas de nutrientes, de factoras de crecimiento 

o si se le& anade un inhibidor de la slntesis de protetnasJ en el 

caso de la& cblulaa normales, responden a este astado subbptimo 

para su crecimiento, entrando en fase Go, pero despuO& deberan 

elegir entro iniciar la fase Ge o continuar con su ciclo celular, 

Pardee en 1974 definib a este momento como punto de no regreso, y 

si las cblulas lo superan, deberan terminar &U ciclo celular a una 

velocidad normal independientemente de las condiciones o factora& 

externos, o& por Osto que en ocasiones, auque se anadan drogas que 

afectan el ciclo celular, la~ c~lulas que han superado este punto 

de no regreso, no se ven afectadas. Rossow ~1 ~l en 1979 sugieren 

que para superar este punto de no regreso las c6lulas deberan 

acumular protef nas inestables, denominadas protel nas "U" y qua 

estas representan el estimulo que induce la duplicaciOn del ADN 

(24), 

Aparto de este punto de no regreso o punto de reatricciOn, las 

cblulas cuentan con otros dos puntos reguladores del 

cuales se encuentran en la fase G2 temprana y en 

temprana, ambos puntos tambi~n son regulados por 

protefnas especificas (24>. 

ciclo, loa 

la profasa 

aclamulos de 

Pardee g! ªl en 1978 <24> realizaron una revisiOn en cuanto a 

las necesidades y cambios bicqufmicos quec~~esentan las c-l~las 
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cuando son astimuladaa para entrar en crecimiento, entre esto& 

•st•nr 

-Factoras d• cr•cimi1tnto1 Son una mezcla de protelnas, 

vitaminas, hormona& polipeptldicas, amino~cidos, cationes 

divalentea, etc. que son necesarios para el crecimiento celular 

1241. 

-Superficie celular& Se ha observado que existe una relaciOn 

entre la superficie celular y el crecimiento, pues hay 

evidencias de que las glicoprotefnas de la superficie actuan 

como roceptores y son importantes en la tnhibiciOn del 

crocimianto dependiendo de la densidad celular, también se ha 

visto que astan asociadas con el raarreolo de microtObulos y 

microfilamentoa para regular el paso de factores de crecimiento 

a travOs de la membrana <B,24>. 

-Transporte e trav6a de la membrana• Es importante para proveer 

a la c~lula de loa nutrientes necesarios para su crecimiento 

1241. 

-Slntasia y dagradaciOn• Se ha vi&to que cuando las c~lulas son 

estimuladas a crecer, se incrementa la sfntesis proteica y ae 

disminuye la degradaciOn de otras protefnaa1 hay incremento en 

loa nivelo& de ARN ribosomal, de transferencia y mensajero, y 

hay un incremento en las poliaminas y la ornitina 
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descarbcxilasa (enzima que regula la slnte•i• de poliamina•> 

las cuales aon requerimiento para una slntesis Optima del ADN. 

-NucleOtidos clclicos1 Algunos nucleOtidos como el AMPc y GMPc 

estAn involucrados en la regulaciOn del ciclo celularl el AMPc 

a• un inhibidor del crecimiento y el GMPc es un promotor del 

mismo CB,24>. 

-Cambios nuclearas1 Cuando las c~lula& son estimuladas a 

proliferar, se presentan cambios en la estructura y funciOn de 

la cromatina, lo que representa la activaciOn de los genes y/o 

la preparaciOn para la subsecuente slnteais de ADN <8,24>. 

En 1986 d0 acuerdo con la informaciOn acerca de los c•mbio• 

bioqÜlmicoa y las mol~culas que regulan el crecimiento celulAr, 

Pardee considero que son los factores de crecimiento eKOgenoG los 

que regulan la proliferaciOn de las c~lulas normaleal alguno& de 

e&toG factores de crecimiento, son usados a trav~s de la fase Gt, 

donde la célula se prepara para la s!ntesis de ADN, pero después da 

esto la c~lula continua a través de laa fases s, G2 y M sin 

requerir factores de crecimiento, hasta que llega de nuevo a fase 

Gl 124). 

Hasta la fecha no se conoce completamente ninguno de loa 

mecanismos que regulan al tiempo del ciclo celular, se han 
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realizado muchas estudios para analizar v caracterizar tales 

mecanismos, entra los qua se encuentran• 

-El aislamiento de mutantes sensibles a la temperatura qua son 

bloqueadas en puntos especlficoa del ciclo celular <JO>. 

-El an•lisis de las diferencia& entre las c~lula& normales y 

las transformadas (30J 

-El estudio de los factores que estimulan la proliferaci6n de 

las c6lulas en reposo <30> y 

-Lo• estudios d• los efecto& producidos por drogas qua inhiban 

en forma especifica los procesos bioqulmicos <30J 
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Cuando las sustancias han sido obtenidas o diset'fadt11.s 

considerando una actividad especifica, la evaluación inici•l 

incluye pruebas de cernimiento de la actividad especffica, estas 

pruebas deben ser r~pidas, sensibles, baratas y propias para la 

cv~luaciOn de un gran n~mero de sustancias. En el cernimiento de la 

actividad antineoplAsica, las pruebas que &e utilizan incluyen 

desde bacterias hasta mamfferos, a estos ~timo& se les inducen 

tumores experimentalmente C2,27>. 

Los agentes anticancerlgenos usados comOnmente en la cllnic~, 

incluyen drogas de tipo sint6tico y de origen natural. 

Debido a que la mayoria de las sustancias usadas en la cltnica 

como anticancerlgenos, actuan directa o indirectamente produciendo 

daNo en el ADN, los diversos estudios tienen en com~n encontrar 

agentes que sean capaces de interaccionar con el ADN C13). 

EMisten diversos sistemas de prueba para la evaluaciOn de 

sustancias con actividad citostAtica potencial, como sene 

!.- ENSAYO DE LA INDUCCION BIODUIMICA <BIAl 

2.- PRUEBA COLORIMETRlCA PARA "SOS" 

3.- MUTANTES EN EL SISTEMA DE REPARACION DEL ADN 
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4.- PRUEBA DE ADN LIBRE PARA COl'IPUESTOS tllJE INTERACTUAN CON EL 

ADN 

~.- PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD CON CULTIVOS CELULARES 

ENSAYO DE LA INDUCCION BIOQUIMICA IBIAl 

Este ensayo puede ser aplicado en el cernimiento da mutAganaa. 

carcinOganos y carcinostAticos, y se basa en la capacidad que •• 

tiene para inducir la activaciOn de un fago qua eatA en ciclo 

lisogéntco, para entrar a ciclo lftico. 

A principio& de los a~os sesentas lo& laboratorios Bristol 

describieron un ensayo de inducciOn del prof•oo A en ~IGbgciGbiB 

&Qli para el cernimiento de un filtrado de fermentaciOn, en busca 

de antibiOticos antineoplAGicos <Lein et al. 1962, Heinemann and 

Howard 1964, Price et al. 1964 > <13>. La inducciOn del profago fue 

determinada por la cuantificaciOn de las placag de lisis producidas 

por el fago despuOs do haber incubado un cultivo lisog~nico de 

EL ~e!! A con muestras del filtrado de fermentaciOn. 

Con-.~aso de los aNos se genero un nuevo ensayo. mAs rApido y 

sencillo. en el cual la inducciOn se determina cuantificando la 

alntesis de una enzima especifica, en lugar de cuantificar la 

liberaciOn de ~agos. Uno de esto& ensayos, es el de la induccibn 
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bioqulmica <BIA> en el cual se han evaluado productos naturales 

para el cernimiento de compuestos antitumoralesJ en el BIA, el 

profago A lleva adherido el gen lac Z de ~L '2!!, el cu~! ha sido 

la bDcteria, sOlo puede llevar a cabo su ciclo lisogénico, debido a 

qua es deficiente en algunas funciones genéticas que requiere para 

su desarrollo y producir lisis celular, por lo que la inducciOn del 

profago no va provocar la apariciOn de partfculas fAgicas, sino qua 

di cha i nducci On se determina por 1 a produce! On de 1 a enzima /g -
galactosidasa debido a que se realiza la transcripciOn del gen lac 

Z, esto puede ser evaluado por métodos colorimetricos, usando al 

sustrato de la enzima C13>. 

Para aumentar la sensibilidad de esta prueba, la cepa lisogAnica 

liL 1;911 A.. ha sufrido una mutaciOn en los genes uvrB y envA para 

producir, en el primer caso una reparaciOn deficiente del daNo al 

ADN y an el segundo, el aumento de la permeabilidad en la membrana 

externa. 

PRUEBA COLORil1ETRICA PARA •sos• 

La prueba colorimetrica para "SOS", monttorea la e>epresiOn del 

Qcn zfiA. que estA involucra~o en la regulaciOn de la respuesta 

"SOS" on la inhibiciOn de:ta divi.siOn celular, como parametro para 

detectar dat'ro en el'· ADN. . El gen. 1 ac z de i;;.. i;2ll ha si do unido al 
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gen sfiA por medio de un transposon, de modo que la producciOn de 

la p?-9alac~osidasa puede ser cuantificada por un 

colorim~trico como una medida del daNo al ADN, de manera similar al 

BJA. Nuevamente, la cepa ha sufrido una deleciOn en la r~giOn 

normal lac, una mutación en el sistema de reparaciOn y una mutaciOn 

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

MUTANTES EN EL SISTEMA DE REPARACIDN DEL ADN 

Se ha visto que las cepas de mutantes bacterianas con una 

reparaciOn deficiente del ADN, se caracterizan por ser mAa 

sensibles a la destrucciOn por varios tratamientos flsicom y 

qufmicos que daNan al ADN. 

Estas cepas han sido usadas para el cernimiento de productos 

naturales con potencial antitumoral. Los compuestos que daNan al 

ADN pueden ser detectados ospecfficamente por su elevada actividad 

contra las copas mutantes, comparAndola con la actividad contra 

cepas sflvestres. 

El ensayo se realiza en placas de agar que contienen diferent•a 

~uestras de los productos naturalesl ae hacen cultivo& de la 

mutante y de la copa silvestre, y se compara el diAmetro del halo 

do inhibiciOn del crecimiento de ambas cepas <13>. 
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PRUE9A DE ADN LIBRE PARA COMPUESTOS QUE INTERACTUAN CON EL ADN 

Se ha desarrollado un sistema sensible de prueba u~ando ADN 

circular aislado del fago PM-2, para detectar la actividad de los 

antibibticos productores de rompimientos en las cadenas del ADN 

<Monq et al. 1979, Strong and Crooke 1978> <131. 

Una ruptura simple en una de las cadenas del ADN puede ser 

determinada por un cambio en el movimiento electroforAtico del ADN 

en gel de agarosa o por una disminuciOn en la fluorescencia despuOs 

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

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD CON CULTIVOS CELULARES 

Asl como los microorganismos han demoatrado ••r una herrami•nta 

extremadamente Otil en el programa de cernimiento de nuevos 

productos antimicrobianos, de manera anAloga, las pruebas de 

citotowicidad con cultivos celulares, u&ando lfnaaa tumoralaa ya 

establecidas, como aonl el carcinoma nasofarfngeo humano KB, la 

l~ucemia L1210 y la leucemia linfocftica P38B, han sido aplicada& 

por muchos aNos como un sistema sencillo, rApidc y barato, para al 

cernimiento de nuevos antitumorales (13). 

La citotoxicidad de un compuesto o au capacidad da inhibir la 
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proliferactOn celular se mide en sistemas de prueba con cultivos de 

linea& celulares de mamffero, normales y obtenidas de tumores, una 

de estas pruebas utiliza c~lulas pluripotenciales de tumores 

humanos, las cuales son obtenidas a partir de biopsias. Para la 

determinaciOn, se prepara una suspension de P.Stas células y se 

cultivan en un medio somisOlido de agar con nutrientes, durante 3 

semanasJ las c~lulas normales no son capaces de formar colcnias en 

oste medio, mientras que las c~lulas pluripotenciales s! pueden 

hacerlo <Hamburger and Salmen 1977) C13). 

So hacen suspensiones de estas células y se separan &n 

alicuotas, que son expuestas a las diferentes drogaa1 para mucho• 

tipos de tumores humanos, la preparaciOn de la suspenaiOn celul•r 

es dificil, por lo que las c~lulas quedan dahadaa, esto altera su 

viabilidad y su repuesta a la droga, lo que disminuye la capacidad 

de las c&lulas tumorales para formar colonias. 

A pesar de este problema, este sistema da prueba !O ~!~~Q ha 

sido usado por muchos inve&tigadorea para predecir la senaibilid&d 

de un paciente a las drogas usadas (J3). 

Otra prueba en la que se usan 11neas celulares, es el ensayo da 

diforenciaciOn. 
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Aunque se ha demostrado que hay diferencias entre c&lulas 

normales y c6lulas neoplAsicas, ambas células tiene en comOn muchos 

procesos de regulaciOn del crecimiento. 

Para este ensayo se han usado diferentes lineas de c~lulas 

tumorales, tales como1 eritroleucemia murina inducida por virus 

CFriend et al 1971), leucemia mieloide murina 011) <Ichikawa 1969) 1 

y leucemia promielocttica humana CHL-60) CCollin& et al. 1977> 

<13>, todas han sido empleadas como modelos para estudiar la 

posible induccibn de diferenciacibn en c~lulas tumorales. 

Estas cblulas pueden ser inducidas a diferenciarse en c~lulam 

benignas, expresando sus funciones especializadas semejantes a la• 

de su homOlogo normal. Esto se ha viato en un aiatema lo YlYQ 

usando ratones singénicos, los cuales aon inoculados con células de 

leucemia mieloide murina y tratado• con laa drogas, observandose un 

aumento en el tiempo de sobravivencia <13>. 

Las pruebas de cernimiento mAs utilizad•& consisten en 1• 

evaluaciOn de la citotoxicidad de lo& compuestos o &u capacidad da 

inhibir la 

determinando 

prol i feraci bn celular en 1 a& 1 lneas menci onadaa, 

la viabilidad de la& células mediante el uso de 

colorantes vitales o midiendo la incorporactdn de timidtna triti&da 

por las células en cultivo <B,20). Esta& prueba& son la& qua 
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utilizamos en el presente estudio, por lo que se describen en el 

capitulo de Material y Metodos, y se discuten posteriormente. 



HH.IETl\'llS 



a.- Oc5arrollar o identificar el método m46 adecuado para la 

cvalu~ciOn da la citotoxicidad, en cultivos celulares. 

b.- Eval u.t>r E'l efecto citotO>:ico de metabolitos secundario& 

obtenido~ deo planta& Labia.das me>:icanas. 
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1.-Lln••• celular•• 

d 
Se utilizaron el mieloma X63 Ag B <H-2 l y el linfoma LSi7By 

d 
<H-2 >, los cuales se mantuvieron in ~itcg 

~.-Mantenimianto de las lfn••• celulares ~O ~!t~g 

Precauciones• 

Cuando se tiene un cultivo de células e& necesario eKtremar loa 

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

de las solucione• qua se van a utilizarl por lo que1 

a> Todo el material fue lavado, enjuagado con agua bideatil&d• y 

esterilizado antes de iniciar el trabajo. 

b> Todas las manipulaciones del cultivo celular se realizaron an 

un laboratorio exclusivo para al cultivo celular y en 

campanas de flujo laminar. 

e> El material utilizado en el laboratorio de cultivo fue 

ocupado ónica y exclusivamente para el mismo. 
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2.1. CUl..TIVD DE LAS CELUl..AS 

La• células X63 y LS178y se cultivaron en medio RPMI-1640 <Apendlce 

II> 

Las células mantenidas lo Yltcg, se lavaron con el medio d• 

cultivo por centrifugación a 4000 durante 10 mini se resuspendieron 

en 5-10 ml de medio, &e tomo una alfc:uota de 100 ul y se tihb con 

un volumen igual de colorante vital azul tripano¡ las células s• 

contaron en un hematocitómetro y se calc:ulO el n~mero de c:el/ml con 

la siQuiente ecuación <9). 

4 * cel/ml a NC M d M 10 

Donde• NC • n~mero de células contadas 

d •factor dR dtluctOn 
4 

10 = factor obtenido de considerar el 4rea y la altura 

del hematocttómetro. 

s 
Las cólulas dóben mantenerse a una densidad de 1x10 cel/ml, lo 

cual se loqrO diluyendo t:5 diariamente con medio de cultivo. Todas 
o 

las células se mantuvieron a 37 C y en una atmósfera h~meda con 

7 7. de CD • 
2 
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3.-SUSTANClAS DUtMlCAS 

Las sustancias utilizadas son metabolitos secundarios de plantas 

labiadas mexicanas pertenecientes al subgénero Salvias y fuaron 

obtenidas y caracteri%adas por inv•sti;adores del Instituto de 

Dulmlca dirigidos por la Dra. Lydla Rodrlguez-Hahn <Tabla 21. 

3.1. PREPARACION DE DOSIS 

Se prepararon soluciones patrOn de cada uno de los metabolitoa, 

usando como disolvente dimetil sulfOxido <DMSO> <1 mg•lOO 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/ml>, 

toniendo en cada una de ellas una concentraciOn final de 0.25 X de 

DMSD. 

3.2. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS PARA LOS ENSAYOS DE CtTOTOXICIDAD• 

Se ~izo una suspensiOn celular, ajustando la concentraciOn a 
:5 

2>< 10 cel/ml de 95-100 Y. viables y en una placa de 96 pozoa •• 
4 

colocaron 3M10 cel/pozo <1~0 ul de nuspension celul~r>. 

Después de sembrar las células se les adicionaron ~O ul de la 

sustancia problema y se incluyeron vario& pozos con los controles• 



(<;?) 

T A B L A 2.- METABOLITOS OBTENIDOS DE LABIADAS MEXICANAS 

7-acetoxi roileanona 

Fruticul ina-A 

DS0-3 DESCOt~OC 1 DA 

82-Sa Sami.atrina 

DSK-1 Keerlina 

DSC-1 Lasiantina &•l~!! 111!eat1 Benth 

DBLi-1 1,10-dehfdro salviarina &l!~!I !!O~ltl Benth 

DSF Sal vi genOli da 
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cOlutas + RPMI y células + RPMI + DMSO 0.25 xi y se incubaron las 
o 

placas a 37 e en atmOfera hOmeda con 7Y. de ca durante 24 hrs. 
2 

4.-EVALUACION DE LA VIABILIDAD 

Dospu&s de el periodo de incubacibn la viabilidad se evaluO con 

las siquicntes técnicass 

4.1. TINCION CON COLORANTES VITALES 

Par~ la evaluación de la viabilidad celular, ae utilizo la 

eosina. que es un colorante vital de tipo 4cido, impermeable a la 

membrana celular (33>. 

Se tomo una alfcuota de 100 ul de cada pozo y se tiNeron las 

células con un volumen igual de colorante eosina al 0.1 h en PBS 

CApendice III>, quedando te~ido de rojo sólo et citoplasma de las 

cdlutas muertas. 

Las cOlulas se contaron en un hematocitOmetro y se calculb el 

porcontaje de mortalidad con la siguiente ecuaciOn& 

% mortalidad ewp.- Y. mortalidad control 
Y. mortalidad real m ---------------------------------------- x 100 

100 - Y. mortalidad control 

(381 



dondel Y. mortalidad ewp = Y. de células muerta& en pozo experimental 

X mortalidad control ~Y. de c61ulas muertas en pozo control. 

3 
4.2. INCORPORACIDN DE TIMIDINA TRITIADA CH lTdR 

3 
Para avaluar la viabilidad celular por incorporaciOn de CH JTdr, 

se utilizó la lfna• celular X63J cultivos de esta lfnea preparado• 
4 

en placas da 96 pozos, sembrando una concentr•cidn de 3 x 10 

cel /pozo, fuaron expuestoa a diferente• dosis de control•• 

positivo• (mitomicina y cis-platJno> 1 a DMSO (0.2S Y.> sustancia que 

se uso para disolver los metabolitos, y a e diferentes metabalitoa 

secundarios de Labiadas mexicanas. Laa placas ya preparadas •• 
D 

incuban durante lB hrs. a 37 C en una atmOsfera h~meda con 7 Y. da 
3 

CD , después se agrega a cada pozo 1 uCi <10 ul> de CH JTdR Cb.7 
2 

Cl/mmol New England Nuclear> diluida 1110 en medio da cultivo ain 

suplementar se deja incubar durante B hrs m4a y postariormante •• 

cosechan las cdlulas por filtración, utilizando una coaachadora de 

c61ulas <Cell Harveater Brandel MH-12>, con P•P&l filtro Whatman 

Glas• Microfibre filters 934-AH, se cosecha el contenido de cad• 

pozo, se hacan 4 lavados con agua para eliminar el eHcadanta de 

timidina no incorporada y para romper la• células qued~ndo libre el 

ADN marcado, se deja secar el papel filtro y se coloca 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) 

<19,371. 
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Este método de evaluaciOn se .fundamenta en que al adicionar 
:s 

CH JTdR al cultivo celular, laa células que aat•n vivas la utilizan 
:s 

para la replicaciOn de su ADN, por lo qua la CH JTdR queda 

incorporada dentro del ADN C•lular, y asto •• un tndica qua •• 

puada cuantificar por centelleo de la radioactividad incorporada 

c21,:s21. 

4.:S. APREClAClON OPTlCA DE LA ALTERAClON t10RFDLOG1CA Cbl 

En aste caso par-a evaluar la viabilidad celular, se utilizo el 

método de apreciaciOn Optica de la alteraciOn morfoldQica ya que al 

observar las células en el microscopio, se viO que el afecto 

citotOxico producido por la• sustancias era baatante notorio y se 

podian observar diferente Qrados de altaraciOn morfolOgica d• 

acuardo con la dosis y con la sustancia que •• aatuvi11ra 

aMaminando, por esta razdn, se elioiO el mdtodo da apreciacidn 

Optica para avaluar la viabilidad celular. 

La apraciación óptica se realizó da la siguiente man•ra1 S• 

dejaron incubar las placas ya pr•paradas come aa indicó 
o 

anteriormente, durante 3 dfas a 37 e y 7 Y. de co ' deapué• de ••t• 
2 

periodo se sacaron y se observaron con •n microscopio invertido d• 

contraste de fases ~ se evaluO de acuerdo a la siQUienta escalal 
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++++ --------- 100 " da mortalidad 

+++ --------- 7S " da mortalidad 

++ --------- so " da .. ortalidad 

+/- --------- 2S " d• mortalidad 

(-) --------- o " da mortalidad 

es decir• ++++ para al ca•o en que solo •• observaron reates 

c•lular•• 

+++ cuando se observo un poco de c~lulaa viables y m~a 

resto• celulares. 

++ cuando se observo aproximadamente en proporcionas 

igual•• c~lulaa viablas y reatos calularea 

+/- cuando se obaervb mayor cantidad de 

viables que rastoa celular•• 

cltlula• 

<-> cuando •l pozo esta cubi•rto por cOlulaa viabl••· 

Todo• loa pozos fu•ron comparadas con al pazo control d• cOlulaa 

si' n f Ar maco. 
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITDTDXICA 

Para evaluar la actividad citotdHica de lo• 

obtcnidoa de Labiadas en las lineas celulares utilizadas, •• 

datarmind la viabilidad celular •n presencia de los mismo& a travO• 

de los siguientes mdtodo•• 

1.-D•t•rminactbn de viabilidad por tincidn con colorant•• vital•• 

En la tabla 3 y fiQ. 3, sa muestran los datoa obtenidos para ta 

evaluaciOn de la citotoKictdad por tinciOn con eostna al 0.1Y., •n 

la lfnea celular L517By, expuesta a diferentes dosia de loa e 

metabol 1 toa 

metabol i toa 

metabol i to 

de prueba,, loa datos obtenidos indican 

DSQ-1, DBQ-2 y DSQ-3 son citotOxlcos y 

DSQ-2 en las dosis usadas, preaantO un afecto 

respuesta <fiQ 3>. 

que los 

.. 010 el 

dosis-

Con raspacto a los metabolitos restantes, los efectos na •an 

•vident•• y algunos de los matabolitos inclusiv• tienen un lio•ra 

•fecto astimulador <DSF y DBLi-11. 

2.-EvaluaciOn d•l da~o morfolOglco por apreciación óptica 

Se usaron cultivos celulares de las lfneas X63 y L~17By, lq• 
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TABLA 3 

EvaluaciOn de la citotoMicidad eñ la linea celular L517By expuaata 

• diferentes dosis de los B metabolitos da prueba <tinclOn con 

eosina al 0.1 Y.> 

DOSIS 

l'IETABOLITO UQ/ml Cl1J X MORTALIDAD 
l 2.b X 10-b bB.4 

DS0-1 l5 1.3 X l0-l5 40.0 
10 2.b X l0-l5 too.o 
20 l5.3 X l0-l5 87.b 

l 3.0 X 10-b 9.2 
DS0-2 l5 l. l5 X l0-l5 20.0 

10 3.0 X l0-l5 3l5.3 
20 b.O X l0-l5 loo.o 

l 2.b X 10-b !5.!5 
DSC-1 l5 1.3 X IO-l5 +l.l5 

10 2.b X l0-l5 +4.b 
20 l5.3 X l0-l5 +l.l5 

i 2.!! X 10-b 
DSF l5 is.o X l0-l5 4.b 

10 2.l5 X l0-l5 +4.b 
20 l5.0 X l0-l5 +27.b 

l 2.9 X 10-b +4.b 
DBK-1 l5 1.4 X l0-l5 7.b 

10 2.9 X l0-l5 3.0 
20 l5.B X IO-l5 +l.l5 

l 2.9 X 10-b l .l5 
DBLl.-1 l5 1.4 X l0-l5 +7.b 

10 2.9 X l0-l5 +13.B 
20 l5.B X IO-l5 +30.7 

l 2.7 X 10-b +l.l5 
B2Sa l5 1.3 X l0-l5 tb.9 

10 2.7 X l0-l5 4.b 
20 l5.l5 )( 10-l5 1B.l5 

l 2.b )( 10-b 11.0 
DSQ-3 l5 1.3 X 10-l5 11.3 

10 2.b X l0-l5 b. l5 
20 :;,3 X 10-:5 100.0 

La vl.abi lidad •e avaluO por tinciOn con eosina 0.1 "· laa cifras 

indican porcentaje de c6lutas muertas con respecto al control da 

c•lul•• a!n f•rmaco, da un •Olo experimento. 

+ Presentaron mayor viabilidad que el control 
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cuales fueron expuestos a diferentes dosis de loa B metabolitoa de 

prueba, los datos obtenido• se muestran en la tabla 4, an donde se 

observa que en Qeneral la linea L~178y es muy aensible a loa 

efectos citotOxicoa ya que independientemente de la concentracibn 

la sola presencia de los metabolitos produjo cierta mortalidad y 

tan sblo pudo apreciarse un efecto evidente para los metabolito& 

DSQ-2 y OSQ-3 en ambas lineas celularesJ cabe se~alar que tambi~n 

se observa cierto efecto ·del metabolito DSQ-1 en la linea X63. 

3.-CuantificaciOn de stnte•i• de ADN por incorporaciOn da ttmidina 

tritiada 

Para la cuantificacibn de stntesis de ADN se uab la lln•• 

c1tlular Xb:S. 

Lo• resultados obtenidos se muestran en la tabla ~I esto• 

resultados nws indican que a ~O ug/ml <Fio 4> toda• lo• metabolitc• 

avaluados muestran actividad citotbKica. 

También se puede observar que 3 de estos metabolito& <DSQ-1, 
-:5 

DS0-2 y osa-3>, a una concentraciOn de 10 M <~ ug/ml> presentaron 

una citotoxicidad significativa muy cercana a la producida por les 

controles positivos <Tabla 6, Fig. 5). 
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T A B L A 4 

Apreci aci On C>ptica del darle morfol Ooi ce en las 11nea& celulares X63 

y L517By inducido por diferentes dosis de cada matabol ito 

DOSIS 
tlETABOLITO uo/ml Cl1l Xb3 L517By 

1 2.b X 10-b :!: 
osa-1 5 1.3 X 10-5 :!:. 

10 2.b X 10-5 ++ :!: 
20 5.3 X 10-5 ++ + 

l 3.0 X 10-b :!: 
osa-2 5 1. 5 X 10-5 :!: 

10 3.0 X 10-5 ++ ++ 
20 b.O X 10-5 ++++ ++++ 

1 2;6 X 10-b- ·y-
DSC-1 5 1.3 X 10-5 :!: 

10 2.b X 10-5 :!: 
20 5. 3 10-5 ++ 

1 2.5 10-b .:!: 
DSF 5 5.0 X 10-5 :!: 

10 2.5 X 10-5 :!:. 
20 5.0 10-5 ± ++ 

1 2.9 lo 6 :!: 
DSK-1 5 1.4 X 10-5 :!: 

10 2.9 10-5 :!: 
20 5.B 10-5 + 

¡ 2.9 X lo-b ± 
DSLl-1 5 1.4 X 10-5 :!: 

10 2.9 X 10-5 :!: 
20 5.B X 10-5 :!: 

1 2.7 X Io-6 :!: 
828• 5 1.3 X 10-5 :!: 

10 2.7 X 10-5 :!: 
20 5.5 X 10-5 :!: 

l 2.6 X 10-b .:!: 
osa-3 5 1.3 X 10-5 :!: 

10 2.b X 10-5 +++ +++ 
.20.____5.:S X 10-5 ++++ ++++ 

La evaluactOn 5& realizo con reapac:to •1 central d• 

cCtlulas sin fll.rmaco de un sblo e>< peri manto efectuada por 

triplicado. 

• SC>lo se Obi:tervaron resto& celulares 

CLAVEi ++++ -------- 100 Y. mortalidad 
+++ -------- 75 Y. 

++ -------- 50 Y. 
+ -------- 25 Y. 
- -------- o X 
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TA B l. A :5 

Citoroxicidad de a metabolitos obtenidos de labiadas, en la linea 
3 

celular X63, evaluada por incorpor•ciOn de CH JTdR. 

METABOLIT 

DS0-1 

DS0-2 

DSC-1 

DSF 

DSK-1 

DOSIS 
CMJ 

•• 1' MORTALIDAD REAi. 
1& EVAI.. 2a EVAI. 

1• EVAt.UACION¡2• EVAl.UACION 
CPf1 1' Mt CPM 1' Mt 

1013b3 112010 
994¡;9·--- 2.85 ·108b5Ó - 2.99 

4. 9b 1 2 5. 9 2. 1 3 
b1357 37.bB 92430 14.92 3b.O 12.3 
3b331 b3.1 50012 53.9b b2.0 52.5 
32531 bb.9b 73741 32.12 bb.O 30.02 

131105 +33.14 ll9b27 +I0.10 +3b.O +13.15 
12114b +23.02 B430b 22.4 +27.0 20.0 

75b 99.23 3248 97.01 99.2 97.0 
279 99.71 55b 99.48 99.7 99.5 

13Tf02+33.14 TíT141-+2-:-29 -i-3b.ó + 5. 4 
130243 +32.2b 107923 O.b7 +35.0 + 2.4 
105942 + 7.58 790bl 27.23 +11.0 25.0 
713b4 27.:52 b1120 43.74 2:5.0 42.0 

-136b46---+3é~-.77 TIOI9-~+1. 42 ---_¡.43-;o-- -+ 4. :5 
10-b 129714 +31.73 1180bb +8.bb +3:5.b +12.0 

X 10-5 104803 + b.43 109295 +0.59 + 9.5 + 3.7 
X 10-4 b080b 38.24 bb059 39.2 3b.O 37.3 

1.4 X 10-7 1209:52 +22.83 92929 14.4b +2b.O 11.8 
1.4 X 10-6 11b912 +18.72 8817b 18.84 +22.0 1b.3 
1.4 X 10-:5 11421:5 +lb.O 8bb8b 20.21 +19.0 17.7 

~~~~~+----"'-=-~!r:~:~x~x--7:~~-=~;c-r.:~~~;""~~: :1~~5-¡~~;~~ +i~:~~ :~~:~ +i;:~ 
DSl.i-1 1.4 X 10-b 99981 + 1.53 1039b8 4.3 + 4.5 1.3 

1.4 X 10-5 111130 +12.85 91078 lb.17 +lb.I 13.b 
1.4 x 10-4 79950 10.0 20200 01.32 !b.4 00.b 
.3 X 10-7 120bbl +22.:53 l02lb5 5.9b +2b.l 3.06" 

82Sa 1.3 X 10-6 154125 +5b.52 92414 14.92 +bl.l 12.3 
1.3 X 10-5 12bb54 +28.b2 10bb90 1.8 +32.4 + 1.22 
1.3 X 10-4 31003 b8.51 bbbl7 3S.b8 b7.:5 3b.7 
1.3 X 10-7 1!b324 +!8.13 115933 +21.b + 9.9 

DS0-3 1.3 X 10-b 105540 + 7.18 129b14 +10.3 +22.9 
1.3 X 10-5 19765 79.92 :5:5987 79.3 4b.8 

Las cifras expresan promedios de CPM de 2 experimentos efectuados por 

triplicado 

<+> Presentaron CPM mayores que el control CY. Sobravida Fig.5) 

t Lo• porcentajes son considerados con relacibn al control 

** Lo• porcentajes son calculados con la fOrmula de X mortalidad real 
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TABLA 6 

Citotaxicidad de los controles positivo•, an la linea celular X63, 
3 

evaluada por incorporact6n da CH JTdR. 

DOSIS X MORTALIDAD 

• •• METABOLITO uo/ml CMJ CPM X M••p. X 11raal 

RPMI 112010 

RPMI/DMSO 1096:50 2.99 
-6 

o.:s 1.6 M 10 31:547 70.97 70.07 
-:5 

Ci s-pl atina :s.o 1.6 M 10 132:52 87.90 87.:52 
-4 

:so.o 1. 6 M 10 :54:53 9:5.0 94.8~ 
-7 

0.1 2.9 M 10 11391 89.6 89.27 
-6 

Mltamiclna 1.0 2.9 M 10 4469 9:5.89 9:5.76 
-:s 

10.0 2.9 M 10 1147 98.9:5 98.60 

Los porcentajes son ccnsid&rado& con relaciOn al control 

** Los porcentajes son calculados con la fOrmula da Y. mortalidad 

real 
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Los datos obtenidos indican que los metabolitoa DS0-1, DSQ-2 y 

DS0-3 presentan actividad citotOwica a la c61ula tumoral en los 

diferentes sistemas de prueba utilizados. 
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La existencia de producto• natl•ralea usado• en la cllnica como 

aQantes anticancerlganos. ha llevado a la busqueda d• nuevos 

productos de orig&n natural con actividad antineoplAaica (14>. 

De algunas planta& de la familia Labiatae se ha aislado una 

variedad de bi y triciclos diterpenoides que mue&tran propiedadaa 

anti tumoral ea (10 1 36> aal como lactcnas aeaquiterp~nica9 que 

contienen en su mol~cula el sistema O=c-c~cH el cual ha mostrado 
2 

ser indiBpensable en la actividad antineoplAsica de alguno• 

motabolitos (18 1 19 1 20>. 

En estudios realizados con especies mexicanas pertenecientes a 

esta familia, tambi&n ae han obtenido lactona& sesquiterp~nicas y 

triciclos diterpanoides que contienen el sistema O•C-CmCH en su 
2 

mol6cula. En el presente trabajo se propuso la evaluaciOn de la 

actividad citotOxica de 8 metabolito& secundarios obtenidos de 

labiadas mexicanas por la Dra. Lydia Rodriguez-Hahn y Baldomero 

Esquivol en ol Instituto de Qulmica de la U.N.A.M. 

Existen varios m~todos para el cernimiento de BCtividad 

citotOxica (13,18.19.20>. En el presente trabajo y con el objetivo 

de seleccionar el mAs adecuado, se utilizaron los siguientes• 
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Al Apreciacibn bptica da la alteracibn morfolbgica Cbl, DI Tlncibn 

con colorantes vital•• <18 1 191 34> y C> lncorpcraciOn da 

radioisotopo& 119,20>. 

El Oltimo da los me.todos ~•ncionados •• uno da lo• m•• usados, 

ya que puude aplicarse tanto para evaluaciones io ~l~cg como iD 

Yl~g 119,20,34>. 

EFECTO CITDTDXICO DE l'IETABDLITOS OBTENIDOS DE LABIADAS 11EXICANA8 

Loa e matabolitos fueron evaluados •n loa 3 diferentes siat•••• 

da prueba utilizando las lineas celulares X63 y L~l7By. 

En la evaluacibn dal daMo mcrfolbgica por apraciacibn bptica loa 

r•sultadoa obtenido• mostraron que loa metabolttoa OBQ-2 y DSQ-3 

son citotbxicos para ambas lineas celulares <Tabla 4> y el 

metabolito osa-1 tiene un peque~o efecto sobre la linea X63, con 

respecto a los matabolitoa restantes aa observo que en general la 

linea L~17By •• m•s sensible ya que lndependientemante d• la 

concentraciOn loa metabolitos produjeron una cierta mortalidad. 

A pesar da que eata t~cnica ha &ido uaada por diverso& autorea 

C6,7,1B> para la evaluaciOn de citotoKicidad de productos naturales 

en los cuales han obtenido resultados positivos de inhibiciOn d•l 
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crecimiento calularJ los datos obtenido• parmcan indicar que asta 

tipo de evaluaciones as Otil tan sblo en loa casca evidentes •n los 

qua la sustancia ea muy citotOxic•I an al caso de sustancias cuya 

actividad noes muy evidente, pero sin embarQO •• Ottl, la t6cnica 

no es capaz de detectar las diferencia&, poaiblemante d•bido a una 

Qran desventaja intrtnseca ya que la avatuaciOn es cualitativa y no 

cuantitativa, adomAs de qua la apreciactOn individual varta. 

En el m6todo de tinciOn con colorantaa vitales la viabilidad •• 

evaluO tthando las c&lulaa con aosina al O.IX, toa datos revelaron 

que le• metabclitca DSQ-1, DSQ-2 y DSQ-3 sen citctOMiccs <Tabla 3> 

y qua al metaboltto DSC-2 ea citotOxico presentando un •facto 

dosis-respuesta <Fio. 3>, con respecto al reato de loa metabolitos 9 

las diferencias no son evidentes a incluaive los metabolitos DSF y 

DSLi-1 tianan un leva afecto eatimulador. 

Este mttodo as adecuado para medir los af•ctoa a nivel d• 

membrana.. celular, ya que los colorantes son imparmeablea, por lo 

que si las c~lula se tiNan es debido a que exista una alteraciOn •n 

ta membrana celular, por esta razOn si las cOlulas aa observan 

viable• parecerla amr que al metabolito no tuvo efecto, aunque 

tambi•n existe la posibilidad de que laa c6lula& qua se observan 

viables, estan afectadas por los metabolitoa, entrando en un estado 

de reposo y no llevan a cabo su ciclo celular, por lo que para 

confirmar asta posibilidad se usan tbcnicas mas sensibles como as 
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la incorporaciOn de radioiabtopoa. 

Esta t&cnica ha &ido usada para valorar al efecto citotOMico de 

algunas lactonaa aesquiterpenicae <19,20,34> en sistemas in ~l~g e 

1a Yitcg en donde se ha observado que este tipo de sustancias 

inhiben la incorporacibn de radioisOtopofi en el ADN celular y 

puesto que muchas de las drogas de origen natural usadas en la 

cllnica como anticancerlgenos inhiben el crecimiento celular 

inespeclf icamcnte interfiriendo de una u otra manera con la 

&lntcsis o utiliz&ciOn de Acido& nucleicos, en el presente trabajo 

se uso la incorporaciOn de timidina tritiada para evaluar el efecto 

de los metabolitos sobre el ADN celular en un sistema lo Yittgl los 

resultados obtenidos mostraron una citotowicidad positiva para lea 
-4 

metabolitos en la dosis de 10 M <~O ug/mll <Fig. 4! eate efecto 

puad~ deberse a mucha• razonas, entra la• cual•• puada estar un 

efecto ommOtico producto de la elevada concentraci6n, aunque no 

descartamos que puede haber otra cauaa, por lo que suQerimoa que •• 

realizen enuayos mAs sensibles buscando la awplicaciOn de esta 

fenOmeno; los resultados tamoiOn mostraren que los metabolitoa 

DS0-1, DSC-2 y DSQ-3 son citotOwicos a una dosia de 5 ug/ml. 

Este sistema de prueb.a ea mlls sensible que los anteriores, pero 

no to suficiente como para saber a que nivel existe el daNo 

celular, puesto que soto podemos saber si las c61ulas llevan a cabo 

su sfntesis de ADN o no, ya que solamente las c6lulas que la 
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realicen podr~n incorporar la timidina tritiada. 

Varios autores refieren qua las lactona• seaquiterpenicas qu• 

contienen el sistema O=c-c~cH an su mol•cula, sufren una reacciOn 
2 

de adicibn de tipo Mlchael con los grupo• sulfihidrlloa del 

olutation reducido y la L-cisteina, con lo cual se inhibe la 

actividad da la AONpolimerasa y la elntesi& de ADN C1B.19,20,34l, 

por lo que se piensa que este sea el posible mecanismo de acciOn d• 

loa metabolitoa DSQ-1, DSQ-2 y DSQ-3. 

Otros autores refieren los posibles mecanismos de acciOn da lo• 

cttotbxicos, bas~ndose en en&ayos de NMR, Qradien~a• de sacarosa, 

ensayos electrofor~ticoa, etc. <13,14) estudiando &ble la 

formaciOn de aductos de los citotOxico& con el ADN o nucleottdos, 

pero esto no es muy v•ltdo, ya que eato& aductoa los obtianen a 

partir de enfrentar ADN libre con loa agente& qulmicos pero no los 

obtienen de los cultivos con las c&lulaa completas, es dacir, para 

que estos datos tengan validez hay que tomar en cuenta todos loa 

pasos 9ue sufre el metabolito dentro de la cltlula. Una 

tnvestigaciOn mAs a fondo de la sanaibilidad da los dif•rant•s 

m~todca de evaluaciOn permitirA la identificacibn de los mecanismos 

responsable5 de los efectos citotbxicos y en los que &in lugar a 

dudas juega un papel imp'ortante la farmacocinCttica de los 

compuestos en los diferentes sistemas de prueba. 
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Si bien es cierto que tras de estos metabolitos presentan efecto 

citotbxico a la c~lula tumoral, este no es un parAmatro d•finitivo, 

debido a que en un sistema iD Yi~g existe una gran variedad de 

enzimas qua llevan a cabo la biotransformacion de suatanci••• ••l 

como diversos valorea de pH, loa cuales no •• encuentran en un 

sistema lo Yitcg 1 y que afectan en una forma muy diferente el 

comportamiento y efecto del metabolitoJ lo que fundamenta el 

de~arrollo de estudioa adicionales en sistemas io y!yg como sena el 

carcinoma de ascitis Walker 2:56 1 al tumor de aacitia de Ehrlich y 

la teucomia linfocJtica P3BB en ratones CF J as! como la evaluaciOn 
1 

en sistemas !D Yltcg que contengan sistemas de transformaciOn 

mctabblica <fracciOn microsomal sq obtenida de hlgado de rata> con 

el proposito de establecer el potencial antineoplasico de estos 

tres metabolitos. 

Cabe mencionar que es importante considerar que •lguno• 

medicamentos pueden unirse a las protef nas del suero tanto lo ~lyg 

como lo y!~~g, lo que disminuye la cantidad de los medicamentos que 

llegan a las c~lula& <2~), por lo que pudiera considerarse que las 

variaciones en el comportamiento de loa metabolitoa son debidas al 

suero que &e adiciona al medio, sin embarQO no se hicieron los 

eMperimentos comparativos que pudieran confirmar o rechazar esta 

hipbtcsis. 

Aunque de acuerdo con la bibliografla revisada (Jq,20,2~>, en un 
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sistema io ~!yg ewisten una gran variedad de barrera& de protacciOn 

que influyen en el efecto del fArmaco, tambi6n an loa sistemas in 

~!~~g existan factores que afectan al comportamiento de un fArmaco 

como por ejemplo• cambios an el pH, la osmol~ridad del medio, la 

temperatura, el porcentaje de CD , etc. 
2 

Cabe sehalar que los metabolitos no son solubles en agua y Tue 

necesario utilizar DMSO para preparar soluciones homoQ6nea• d• 

ellos, en nuestra experiencia el DMSO solo en la concentraciOn en 

la que se uso <0.25Y.> no produjo citotoxicidadl como se conoce que 

aumenta la permeabilidad celular, poaiblemente favorece la acctOn 

citotOxica de algunos agentes qufmicoa, pero como los metabolttoa 

con los que se trabajO no son hidroaolubles, no se pudieron 

realizar los experimentos comparativos para confirmar o descartar 

esta hipOtesis. 

Por otro lado hay que considerar qua a pesar de la discrepancia 

en lo• reSultadoa la citotoxicidad da loa metabolitoa OSQ-1 1 DSQ-2 

y DSQ-3 en cualquiera da loa trea atatama• da prueba, indica qua 

son los metabolitos con mayor posibilidad de poaeer actividad 

antineoplAaica. 

De acuerdo con nuestro objetivo de seleccionar el m6todo mas 

adecuado para la evaluaciOn de citotoxictdad 1 de los tras 
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diferentes sistemas de prueba utilizado& en el pra•ente trabajo, el 

m~s adecuado es la incorporacibn de radioisotopos 1 aunque cabe 

sef'lalar que no exiate una prueba ·infalible qua por al sola nea 

permita seleccionar a lo• antineopt•stcos, por asto, los grupos de 

eMpertos internacionales recomiendan el uso da una bat•rla d• 

pruebas que evalóen diferentes tipos da daNo en distinta• clase• de 

cOlul as. 

Es importante tener presmnte adem~s que loa resultados obtenidos 

en un sistema io ~itcg 1 aOn en loa cultivos con transfor~aciOn 

matabbltca pueden aer por completo distintos a lo qua •• cbti•n• 

cuando •• administra la suatancia a un organismo tan compleja CQma 

lo es el hombre. 

Un 

solo 

resultado positivo en cualquier prueba de 

nos indica que la sustancia pu•de 

cernimiento, tan 

pcsa•r actividad 

antinaopl•sica, pero •• requiere de un conocimiento int•Qral da au• 

efectos, para qua se cumpla tal ••everaciOn. 

A pesar de que los citotOxicoa fueren evaluados en cultivos d• 

c6lulas tumorales, la ex~rapolaciOn de los datos obtenidos ln ~lt~g 

a la situaciOn lo ~l~Q debe manejarse con mucho cuidado, puaa 

solamente nos sirven como gula de la posible actividad in ~l~g, ya 

que existen algunos fArmacos que muestran aar efectivos an un 
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sistema lo Y!tcg y a la mi&ma ccncentracibn no presentan ninoun 

efecto io YiYQ C25>, y esto se debe principalmente a qua en el 

cultivo laa c~lulas astan expuesta& directamente a la sustancia, 

mientras que en el sistema ia Yi~g existen factor•• qua afectan la 

farmacocin~tica de las sustancias como por ejemplo• &U reactividad 

con protelnas, las diferentes condiciones da pH, la accesibilidad 

al tejido blanco, etc.; por esta razOn los datos obtenido& ln YltCQ 

no pueden tener el mismo valor que los obtenido9 lo YlYg ya que la& 

mOltiplcs barreras disminuirAn la dosis y los afectos, de ahf la 

necesidad de po»eer suficientes herramientas para entandar y 

establecer cuando un afecto ea real. 

Tambibn es importante tomar en cuanta las •facto& indesaabl•• 

del metabolito, ya que eMiaten alQuna• sustancias que 

administrarse se unen a protatna• s&ricas y •• depositan en loa 

tejidos, donde pueden quadarse por muchoG aftoa, y a la l&rQ& 

preaontaraa los &factos de una aobradoaificaciOn. 

Actualmente entra loa aoentea usados en la quimioterapia d•l 

cAncor, eMisten sustancias que son mutagénicaa y carcinogénic~a 1 

por lo qua aa tiene el riesoo de qua a larQD pl~zo produzca 

metAstasiB o tumoros secundario&I el hacho de que una droga aea muy 

citotbKica nos permite inferir que probablemente no sea mutagbnica 

ya qua al inhibir la divisibn celular no se transmiten laa 



(71) 

alteraciones producida&. 

En el presente trabajo •• realizO al cernimianto del af•cto 

citotOwico sobre sistema• la ~lt~g con llna•• celular••• aunque en 

la bibliooraffa &9 reporta que alounos autoras (13> u••n •i•t•mas 

bacterianos para al carnimiento de agente• con posible actividad 

antineopl6sica1 en nuestro caao no usamos estos sistemas de prueba 

ya que la farmacocin~tica de las bacterias difiere mucho da la 

farmacocinOtica de c•lulaa de mamlfero 1 puaa po&iblem•nt• el 

sistema de reparaciOn de da~o al ADN en la& bacterias ea diferente 

a loa sistemas de reparaciOn de laa c61ula• de mamlfero. Otra 

sistema quo se usa en el cernimiento da nuevos 

antineoplastcos, es el an•li&is espectrofotom~trtco del rojo neutro 

el cual consiste en cuantificar espectrcfotcmetricament• la 

cantidad dol color•nto rojo neutra qu• ea incorporado por la• 

cblula& viables, este sistema tiene la ventaja sobre el sistema de 

tinciOn con colorantes vitale• de qua se puede eliminar el 

excadante de colorante no incorporado coaa qua no puede hacer•• •n 

eate Oltimo &i&tema, por lo que el an•Itai• aspectrofotomOtrico ea 

un sistema recomand•bla para •l carnimianto dal efecto citotOKico 

(6,7). 

Con respecto al sistema de tinciOn con colorantes vitales 

consideramos que es demasiado subjetivo ya que dependa de la 

intcrpretaciOn del observador y es mayormente cualitativo que 
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cuantitativo. Por lo que serla conveniente buscar una modificaciOn 

del m•todo que nos permita eliminar el excedente de colorante y asl 

la interpretaciOn sea m•s objetiva. 

Para finalizar, quiero comentar qua no puade ewcluirse qua una 

sustancia qua no mostrO efectos citotOxicoa an los divar•oa 

sistemas, con&tituya un agente anticancerlgeno, ast como tampoco•• 

puede atribuir para 

resultados obtenidos 

organismos <19,20). 

el humano el significado bioJOgico 

en prueba& de citotoxicidad •n 

de los 

otros 
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·Tres de los mctabolitos estudiados presentan un efecto 

citotOxico en las c~lulas tumorales usadas, sin embargo, eate 

estudio no cubre los requerimientos para poder decir que son 

ideales anticancerlgenos, ya que el estudio debe ser completado con 

pruebas en c~lulas normales, como en sistemas lo ylyQ, ademAs de 

hacer mA5 estudios en cblulas tumorales, para ver el afecto 

producido por los metabolitos en los diferentes sistemas y aal 

poder definir si tienen capacidad anticancerf gena o no. 
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APENt>ICE 

SOLUCIONES UTILIZADAS PARA EL l'IANTENil'1IENTO DE LAS LINEAS CELULARES 

l.- Amino4cidca no esencial•• <too x> a1eco1 

L-alanina O.S9 mg/ml 

L-aspar .. oina l. :5 mg/ml 

L-acido aspartico 1. :s:s mg/ml 

L-acldo glutAmlco 1.47 mg/ml 

ollcln• 0.7:5 mg/ml 

L-prol ina 1. 1:5 mg/ml 

L-aartna 1.0:5 mg/ml 

2.- L-Glutamlna 200 mM ClOOx> GIBCO 

3.- RntiblOtlcoat panlclllna/eatreptomlclna ClOOx> <penicilina 

100 mg/ml y aatreptomlclna 100 mo/mll 

-:5 
4.-p-mercaptoatanol 10 H 

~.- Piruvato de sodio 100 mM C lOOx > GIBCO 

6.- Suero• Se utl llzO auero bovino CFloN 

laboratories,Virglnla,USA.I libre d• micoplasma y d• 

inmunoQlobulinas. Antes da utilizara•, el suero •• 
de&complementO calentandolo durante 30 min. en un baNo de 

o 
agua a 56 e • 
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APENDICE II 

l'IEDID DE CULTIVO RPMI 1640 

Para un litro• 

Medio RPMI 1640 <GIBCOl 

Bicarbonato de sodio <NaHCO > 
3 

Aoua daamtnaraltzada 

Manera de prepararael 

1 sobr• 

2.0 g 

1 Lt: 

El medio se preparo disolviendo al contenido de un sobra en un 

litro de agua desionizada, se aQregaron 2Q da NaHCO por litro da 
3 

medio, so ajusto el pH a 7.3 y se esterilizo por filtracidn en 
o 

doble filtro milipora de 0.22 u, finalmente sa almacena a 4 C •n 

altcuotas de 500 ml. 

Al momento de utilizarse, cada 100 ml da medio ae complementaron 

con lo siguiente• 

lml de sol. de antlblOtlcoa 

lml de sol. de glutamina 

10ml de suero fetal bovino 

tml de piruvato de sodio 

lml de amino4cidos no esencialea 

36 ul do -mercaptoetanol <10-5 M> 
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APENDlCE ll I 

SOLUCION DE AZUL TRIPANO 115 

Solucibn da azul tripano• 

Trypan blue stain (GlBCO> 0.4 % 

O. 4 11 / 100 ml Normal sallnro 

Tomar l ml de soluciOn de azul tripano y diluirlo 115 con 4 ml d• 

PBS he 

SOLUClON DE PBS <lXl 

NaCl 

l<Cl 

Na HPO 
2 4 

l<H PO 
2 4 

AQU• dasmineralizada 

e.o 11 

0.2 11 

1.15 11 

0.2 11 

l Lt 

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

desminaralizada. 
O 

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

BOLUCION DE EOBINA O.l X 

Eosina 0.1 o 

BoluciOn d& PBB 100 ml 

Pe•ar 0.1 g de eosina y disolverlos an 100 ml de PBS tx 
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APENDICE V 

LIQUIDO DE CENTELLEO 

PPO 

POPOP 

TOLUENO 

4.0 g 

0.1 !I 

1.0 Lt: 

Se pesan las sustancias y se coloc•n en un frasca con tapa, •• 

agrega el tolueno y sa deja agitando teda una noch• 

rcfrigcraciOn, se mantiene en el cuarto fria. 
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APENDICE VI 

ABREVIATURAS 

ACIDO DESDXIRIBONUCLEICO 

ACIDO RIBONUCLEICO 

ADENOSIN MDNOFOSFATD CICLICO 

GUANOSIN MONOFOSFATO CICLICO 

MILIGRAMOS 

MILILITROS 

CDNCENTRACIDN MOLAR 

MILIMOLAR 

MINUTOS 

MICRAS 

MI CROL I TROB 

MICRDGRAMOS 

DIMETILSULFOXIDO 

GRADOS CENTIGRADOB 

TIMIDINA TRITIADA 

CURIS 

MICROCURIS 

MILIMOLES 

HORAS 

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 
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