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RESUMEN:

Usando el modelo de micronlcleos con bloqueo de la
citocinesis, se evalud las propiedades citostaticas y
genotodxicas en células MCF-7 en proliferacién de la
Argentatina B, cicloartano aislado de Parthenium
argentatum.

Para determinar los posibles efectos citostaticos de un
compuesto de prueba es importante que la
supervivencia sea alta, por lo que se inici6 con la
determinacion del efecto de la Argentatina B en la
viabilidad en células MCF-7, obteniendo las dosis
subtdxicas a probar en los ensayos de micronucleos. El
ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinésis
nos permiti6 evaluar la actividad citostatica del
compuesto, en donde se observo que la Argentatina B,
a las concentraciones probadas, no mostré efecto
citostatico estadisticamente significativo.

Al evaluar la genotoxicidad, se observd que existe una
respuesta dosis-dependiente, puesto que conforme
aumenta la concentracion de Argentatina B se
incrementa el nimero de MN; pero, ninguna de las
concentraciones de prueba indujo un incremento en la
frecuencia de Microndcleos en las células MCF-7
estadisticamente significativo. Esto indica que la
Argentatina B no presenta efectos genotdxicos a
ninguna de las concentraciones probadas.
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ABSTRACT

We evaluated the cytostatic and genotoxic properties of
argentatin B isolated from Parthenium argentatum, in
MCF-7 cells on proliferation using the Cytokinesis-block
micronucleus.

In order to determine the possible cytostatic effects of a
testing compound is important to have a high survival.
Therefore, we started with the determination of the
effect of Argentatin B on the viability of MCF-7 cells,
getting subtoxics doses tested. The nuclear proliferation
index allowed us to evaluate the cytostatic activity of the
compound, where we observed that the concentrations
tested of Argentatin B showed no statistically significant
cytostatic effect.

When we tested genotoxicity, we observed that there
was a dose-depend effect, but none of the tested
concentrations induced a statistically significant
increasing at the micronuclei frequency. This indicates
that the Argentatin B have not genotoxic effects with
any of the concentrations tested.

Xl



1. INTRODUCCION
1.1. CANCER
1.1.1. Definicién

Cancer es un término genérico para un grupo de mas
de 100 enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo, que se caracterizan por un
crecimiento descontrolado de las células debido a
cambios en los mecanismos de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular (OMS, 2008).

1.1.2. Incidencia del cancer

Segun la Sociedad Americana del Cancer, alrededor de
12.3 millones de personas desarrollaron algun tipo de
cancer durante el 2007, cifra que estd en ascenso
respecto a la de otros afios (10.9 millones en 2002).
Ademas, el cancer es la segunda causa de muerte a
nivel mundial; es asi que cerca de 7.6 millones de
personas fallecieron por cancer en todo el mundo
(20.000 muertes por dia), de los cuales 2,9 millones en
paises desarrollados y 4,7 millones en paises
subdesarrollados. Los canceres que con mayor
frecuencia se presentan son los de pulmoén, préstata y
colon en los hombres y el de pulmén, mama y colon en
mujeres (American Cancer Society, 2007).

En América Latina el cancer es una de las tres primeras
causas de muerte, al igual que en el Ecuador de
acuerdo a los datos del INEC (Garrido et al., 2003).

En Ecuador, con una poblacién de 13.1 millones de
habitantes, alrededor de 12000 personas desarrollaron
cancer en el 2006. Cada afio se producen alrededor de
55 mil muertes por distintas causas (Yépez, 2006) de la
cuales el 14.9% son debidas al cancer, siendo el cancer
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de estdbmago el mas frecuente tanto en hombres como
en mujeres (OMS, 2006).

Segun el estudio “Incidencia del Cancer en Loja’,
Registro de Tumores de Loja, entre 1997 y 2003, en la
ciudad de Loja se registran 1615 casos (647 hombres y
968 mujeres). El nimero de muertes por cada 100
enfermos de cancer, es de 43,12 para hombres y 33.26
para mujeres, por lo que estas enfermedades
ocasionan la muerte a 46 hombres y 40 mujeres, por
afno en Loja (Garrido et al., 2003).

1.1.3. Tratamiento del cancer

Hasta hoy, las estrategias principales para el
tratamiento curativo o paliativo del cancer son los
procedimientos quirdrgicos, la radioterapia y la
quimioterapia (Parra, 2005).

En contraste con la cirugia y la radioterapia, la
guimioterapia (uso de farmacos antineoplésicos) es la
forma de terapia sistémica méas efectiva (Lindholm,
2005). Actualmente, el uso de antineoplasicos
especialmente en pacientes con enfermedad en estadio
avanzado (metastasica), constituye el método mas
usado en todo el mundo como tratamiento adyuvante.
La gran mayoria de los farmacos antineoplasicos
interactan en gran medida con el ADN o sus
precursores e inhiben la sintesis del nuevo material
genético o causan dafios irreparables sobre este
(Rodriguez et al., 2004). En base a ello se ha
clasificado a los antineoplasicos atendiendo al punto de
accion:

e Antineoplasicos que actuan sobre el ADN:
afectan a la integridad de las cadenas de
acidos nucleicos, fundamentalmente al ADN,
impidiendo la replicacion celular normal, como
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ciclofosfamida, cloranbucil, bleomicina,
etoposidos, etc (Pradrillo, 2002)

e Antineoplasicos que actlan sobre la mitosis
celular: acttan interfiriendo en el proceso de la
mitosis y, por tanto, impiden la reproduccion
celular. No afectan directamente al ADN vy
tienen poco efecto sobre las células que no se
dividen. Afectan a los microtibulos, necesarios
para formar el huso cromatico en la mitosis,
impidiendo su formacién o promoviendo la
formacion de estructuras  microtubulares
alteradas que no pueden participar en la
mitosis. Entre estos tenemos: la vincristina,
vindesina, vinblastina, docetaxel, entre otros
(Padrillo 2002).

e Antineoplasicos que actlan sobre el
sistema inmunitario: los farmacos de este
grupo potencian la acciéon del sistema
inmunitario, ya que éste es capaz de reconocer
y destruir las células cancerosas. Tal es el caso
de el Rituxan y la Herceptina (Padrillo 2002).

La gran desventaja de los antineoplasicos, radica
principalmente en su elevada toxicidad, es decir, estos
medicamentos no actlan Unicamente sobre las células
tumorales, sino también sobre las sanas, especialmente
sobre las células con mayor velocidad de proliferacion,
como las de la mucosa digestiva, las de la médula 6sea
y de los foliculos pilosos; como consecuencia de ello se
producen alteraciones gastrointestinales, anemia,
trombocitopenia, leucopenia y alopecia (Pradillo, 2002).
Por tal motivo y debido a sus caracteristicas especiales
como un estrecho margen terapéutico, elevada
toxicidad y capacidad de inducir resistencia en células
cancerosas, son de uso muy delicado (Pradillo, 2002).
Hoy en dia, para contrarrestar la resistencia celular
cancerosa se han adoptado técnicas de politerapia con

XVI



farmacos antineoplasicos que cuenten con mecanismos
de accion sinérgico o complementario.

Otro tipo de estrategias para el tratamiento del cancer,
tales como: terapia génica, manipu

laciones del sistema inmunitario y de los sistemas
hematopoyéticos normales, asi como la induccién de la
diferenciacion en tejidos tumorales y la inhibicion de la
angiogénesis, se estan desarrollando (Garcia, 2007).

A pesar de las inversiones multimillonarias en la
investigacién  sobre el cancer, los métodos
convencionales de tratamiento del cancer no han sido
del todo exitosas, de ahi el hecho de que las
enfermedades antineoplasicas hoy en dia sean un
problema de salud mundial (Rath, 2007). De ahi la
importancia de desarrollar nuevos farmacos con mayor
efectividad y selectividad. Una de las principales
fuentes de obtencién de farmacos han sido las especies
vegetales, puesto que estas poseen una gran cantidad
de metabolitos secundarios, que podrian tener actividad
antineoplasica.

1.1.4. Principios Activos de Origen Vegetal

Desde la antigiedad los hombres han utilizado las
plantas medicinales en el tratamiento de diferentes
enfermedades humanas (Marquez, P. et al., 2002).
Una proporcién grande de la poblacion de los paises en
desarrollo usa la medicina tradicional como un recurso
en salud primaria (Verschaev L. et al.,, 2004). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial ha
utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de
salud (Laza y Rodriguez, 2003). En vista del poder
curativo que proporcionaron las plantas en diferentes
clases de enfermedades, asi como el hecho de que la
gran mayoria de los farmacos méas importantes fueron
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aislados por primera vez de fuentes naturales, ademas
de que estén en uso hoy en dia, los productos naturales
y sus derivados representan ahora mas del 50% de
todas las drogas de uso clinico en todo el mundo
(Gurib-Fakim, A. et al., 2006).

En el reino vegetal han sido catalogadas
aproximadamente 250.000 especies de plantas, de las
cuales un 10% se consideran plantas medicinales.

En 1982, Hartwell informé de aproximadamente 3000
especies de plantas que ethomédicamente se habian
referido como anticancerosas (Hartwell, 1982). Dichos
agentes anticancerigenos son clasificados en cinco
grupos principales: alcaloides vinca (o alcaloides
Catharanthus), epipodofilotoxinas, taxanos,
camptotecinas y combretastatinas (Astudillo, 2006); los
mismos que cumplen las funciones que se resumen en
la Tabla 1.

Tabla 1. Farmacos citotoéxicos derivados de plantas.
Fuente: Astudillo 2006

GRUPQ MECANISMO DE PLANTA DE
FARMACOLOGICO ACCION ORIGEN
Inhibicion de la
Alcaloides vinca polimerizacion de Catharanthus
. roseus
la tubulina
. ) . Inhibicion de la Podophyllum
Epipodofilotoxinas topoisomerasa Il peltatum
Promocion de la
S Taxus
Taxanos estabilizacion de brevifolia
la tubulina
. Inhibicion de la Camptotheca
Camptotecinas - -
topoisomerasa | acuminata
Inhibicion de la
Combretastatinas polimerizacién de Combretum
: caffrum
la tubulina
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Aungue los compuestos antes mencionados son los de
mayor importancia clinica, existe una gran cantidad de
metabolitos estructuralmente diversos, con probada
actividad contra lineas celulares de cancer. Es posible
encontrar en cada grupo de metabolitos secundarios
algun representante con propiedades anticancerosas.
Algunos de estos grupos de compuestos son las
cumarinas, los flavonoides , los sesquiterpenos, los
diterpenos y los triterpenos (Parra, 2006).

1.1.5. Triterpenos

Los triterpenos constituyen un grupo importante y
estructuralmente diverso de metabolitos secundarios
derivados del escualeno o de precursores aciclicos de
30 atomos de carbono (Parra, 2006). Mas de 200.000
triterpenos son conocidos en la naturaleza; los mas
estudiados son el acido oleanolico (AO) y el acido
ursolico (AU).

El estudio sistematico de plantas con antecedentes
etnomédicos, ha conducido frecuentemente al
aislamiento de diversos triterpenos biodindmicos. Asi,
se conocen que los triterpenos pueden actuar como:
antioxidantes,antiinflamatorios,hepatoprotectores,
cardioprotectores, antagonistas de los receptores de
estrogeno, antiproliferativos, citotéxicos en lineas
celulares de cancer humano, antiangiogénicos y
proapoptoticos (Parra, 2006).

Se han descrito mas de 100 triterpenos con actividad
citotoxica. Algunos de éstos son los del tipo ursano,
oleanano, cicloartano, lupano, asi como las quinonas
metildricas (Setzer y Setzer, 2003). Los compuestos
referidos més frecuentemente en la literatura
pertenecen a los dos primeros tipos los cuales poseen
una débil actividad antiinflamatoria y antitumoral (Liby et
al., 2007).
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Actualmente se conocen 300 nuevos derivados del AO
y AU que fueron sintetizados en la Universidad de
Dartmouth (USA) (Liby et al., 2007). De ellos, una gran
cantidad de compuestos antiinflamatorios y citotéxicos
derivados del acido ursélico (AU).

La actividad biolégica del acido ursdlico se atribuye a su
accion sobre diferentes blancos moleculares. Asi, el
acido ursdlico es un inhibidor de algunas de las
enzimas involucradas en la duplicacién celular, como
son la ligasa | y las polimerasas del ADN. En células del
cancer, el acido ursoélico incrementa la concentracion de
calcio intracelular, induce arresto celular en Go/G1
mediado por p21P"¥" liberacion de citocromo ¢ y
finalmente apoptosis mediada por activacion de la
caspasa 3 (Parra, 2006). Ademas el acido ursoélico
inhibe la activacion del factor nuclear-xB (NF-kB)
inducida por diversos carcindgenos, como son el factor
de necrosis tumoral, el acido okadaico, entre otros
(Shishodia et al., 2003). Es conocido que el factor de
transcripcion NF-xB regula diversos genes que median
procesos de proliferacion, angiogénesis y metastasis,
por lo que, los efectos inhibitorios que posee el &cido
ursélico explican en parte los efectos anticancerosos y
quimiopreventivos de dicho triterpeno (Parra, 2006).
Los ursanos poseen efectos farmacol6gicos que los
hacen compuestos potenciales para el desarrollo de
agentes antineoplasicos.

Por otro lado los triterpenos de tipo oleanano también
poseen actividad anticancerosa. El &cido oleandlico
posee actividad citotoxica sobre diferentes lineas
celulares de cancer. Ademas, este compuesto induce la
diferenciacion en lineas celulares de leucemia murina y
humana. EIl &cido oleandlico inhibe las reacciones de
adenilacion vy ligacién catalizadas por la ligasa | del
ADN humano. También, se conoce que este compuesto
inhibe la actividad de la polimerasa 3 del ADN de rata.
Ademas, el acido oleandlico estimula la liberacion de
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oxido nitrico (ON) y TNF-a, a través de la regulacién de
la expresion de la enzima Oxido nitrico sintetasa y el
factor de necrosis tumoral, por el factor nuclear kB (NF-
kB) (Parra, 2006).

Sin embargo, el &cido oleandlico no es el Unico
oleanano con actividad anticancerosa importante. Se
conoce que algunos triterpenos del tipo oleanano son
inhibidores cataliticos de las topoisomerasas humanas;
sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la
actividad citotéxica o antiproliferativa de dichos
compuestos. Entre esos compuestos se pueden
mencionar al acido acetil-a-boswélico, al olean-12- en-
3B,150-diol y al olean-12-en-3B,15a,24-triol (Parra,
2006). Asi mismo, se sabe que los 3-p-cumaratos (cis
y trans) del acido oleandlico son capaces de inhibir la
polimerasa del ADN.

Al igual que el acido ursdlico, el &cido oleandlico fué
sometido a transformaciones quimicas para diversos
fines. Las primeras transformaciones realizadas en los
afios sesenta, se efectuaron con el fin de obtener
agentes antiinflamatorios novedosos. En 1984, Han y
colaboradores, informaron de la sintesis de 11-oxo
derivados del &cido oleandlico. Dichos derivados fueron
concebidos como antiinflamatorios corticomiméticos.
Finlay y colaboradores (1997) informaron de la
obtencién de algunos derivados del acido oleandlico
con apertura en el anillo A. De dicha serie de
compuestos, el mas activo fue el acido 5B-(1-metil-2-
etil)-10a-(3-aminopropil)-des- A olean-12-en-28-oico, el
cual presentdé una concentracion inhibitoria media de
0.7 uM contra células NRP.152 de cancer préstata.
Posteriormente, el grupo de investigacion bioorganica
encabezada por el binomio Gribble y Sport lograron la
sintesis y evaluacion de diversos compuestos
antiinflamatorios y anticancerosos a partir del &cido
oleandlico. Como resultado de tales investigaciones se
obtuvo el &cido 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,19-dien-28-

XXI



oico, conocido como CDDO. ElI CDDO es un agente
multifuncional. Dicho compuesto inhibe la proliferacion
de una gran cantidad de lineas celulares de cancer
humano, induce diferenciacién en células de leucemia
humana y en fibroblastos murinos, es proapoptético y
ademas, suprime la formacion de novo de las enzimas
oxido  nitrico  sintetasa  inducible  (INOS) vy
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Wang et al, (2000)
demostraron que CDDO es un agonista parcial del
receptor PPAR-y, un miembro de la superfamilia de
receptores hormonales. Ademas, el éster metilico del
CDDO es un antagonista de dicho receptor. En el
mismo afio, Ito y colaboradores demostraron que
CDDO induce la sintesis de citocromo ¢ mitocondrial,
activacion de la caspasa 3, y la fragmentacion del DNA
internucleosomal (apoptosis) y diferenciacion de células
de osteosarcoma humano por un mecanismo
dependiente de caspasa 8 (Ito et al., 2000). En un
estudio diferencial efectuado en las lineas MCF-7 y
MDA-MB-435, con el apoyo de microarreglos, se
encontré que el CDDO regulé la expresion de genes
relacionados con la regulacién del ciclo celular, la
apoptosis y la carcinogénesis en la mama. Por lo que
se postulé que esta molécula podria ser empleada para
la terapia del cancer de mama. Con el fin de mejorar la
biodisponibilidad del CDDO se generaron algunos
derivados, de los cuales destaca el derivado imidazol
(CDDO-Im). Dicho derivado inhibe la proliferacion de
lineas celulares de leucemia y mama en el orden de 10-
30 nM (Parra, 2006).

Place y colaboradores (2003) demostraron que este
compuesto tambien es un ligando de PPAR-y, aunque
también encontraron que este compuesto induce
diferenciacion en células de leucemia que es
independiente de la activacion de PPAR-y, lo cual
sugiere su accidn sobre otro blanco molecular diferente
(Place et al., 2003).

XXII



Otros grupos de triterpenos, especialmente
importantes, son las cucurbitacinas y las quinonas
metildricas. Las cucurbitacinas son los triterpenos
citotéxicos mas potentes aislados de la naturaleza. Los
efectos antiproliferativos de este tipo de compuestos se
correlacionan con la desestabilizacién del citoesqueleto
de las células de cancer. Por su parte, las quinonas
metildricas (nor-friedelanos) son potentes triterpenos
cuya estructura presenta un elevado grado de
insaturacién. Sin embargo, no todas las familias de
triterpenos han sido tan estudiadas como las anteriores.
Asi, se han informado que algunos representantes de
los fernanos, lupanos, limonoides Yy cicloartanos
también poseen actividad citotéxica en lineas celulares
de cancer (Parra, 2006).

En base a lo mencionado anteriormente se puede
considerar a los triterpenos junto a otros metabolitos
secundarios como promisorios para el desarrollo de
nuevos agentes antineoplésicos.

Ademas, el interés terapéutico y el empleo industrial de
triterpenos, que se mencionan a continuacion, hacen de
este un grupo de metabolitos secundarios de gran
importancia (Bruneton, 2001).

e Interés de los heterdsidos cardiotonicos, a los
que ningun producto sintético ha podido todavia
sustituir completamente.

e Interés en las sapogeninas espirostanicas, del
sitosterol o del estigmasterol que son materias
primas muy (tiles en procesos biotecnoldgicos.
Siguen siendo indispensables para cubrir las
necesidad de la industria farmacéutica en
medicamentos esteroideos (anticonceptivos,
anabolizantes, antiinflamatorios).

e Interés terapéutico de numerosas drogas con
saponosidos utilizadas para la extraccion de
moléculas activas (escina, glicirricina), para la
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obtencién de formas galénicas simples o
preparados de fitoterapia.

e Importancia econémica de regaliz, edulcorante
poco calorigeno, muy utilizado en las industrias
agroalimentarias.

e Importancia econémica de los sapondsidos en
la medida en que su presencia puede disminuir
de forma importante el valor nutritivo de forrajes
o conferir a las plantas de nuestro entorno
cotidiano una toxicidad digna de tener en
cuenta (Bruneton 2001).

1.1.6. ArgentatinaB

El género Parthenium es nativo del hemisferio
occidental y la mayoria de sus especies crecen
silvestres en suelo mexicano. Para facilitar su estudio
se ha dividido en las cuatro secciones siguientes:
Argyrochaeta, Bolobhytum, Parthenistrum y
Parhenichaeta. Se puede considerar que los
metabolitos secundarios tipicos de este género son las
ambrosandlidas, es decir lactonas sesquiterpénicas en
las que el metilo de C-10 tiene oritentacion 13, sin
embargo, en la seccién Parthenichaeta, compuesta por
especies arbustivas, los metabolitos secundarios mas
caracteristicos son los triterpenos tetraciclicos asi el P.
argentatum contiene argentatina A, argentatina B y
argentatina C, el P. incanum contiene incanilina y el P.
fruticosum incanilina y fruticinas A y B de estructura ain
no establecida (Navarrette 1991).

P. argentatum es un arbusto conocido con el nombre de
“‘guayule”, que significa “planta que contiene hule”
(Parra, 2006).
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Fotografia No. 1 Parthenium argentatum

En México en el afio de 1977 a partir de la resina,
subproducto del proceso de industrializacion de la
especie Parthenium argentatum, se aislaron las
argentatinas A, B e isoargentatina A por medio de
técnicas cromatogréficas convencionales con un
rendimiento del 2.7, 5.5 y 0.13% respectivamente. La
caracterizacion de los tres triterpenos se efectud por
medio de la comparacién de los datos espectroscépicos
previamente informados en la literatura. El estudio
sistematico de la resina del guayule revel6 la presencia
de compuestos aromaticos, terpenos y acidos grasos.
Ademas, se encontré que la resina estaba constituida
por una gran cantidad de compuestos triterpénicos, de
tipo cicloartano y lanostano. Estos compuestos
constituian cerca del 55% de los componentes totales;
de los cuales, el 27% lo representaban las argentatinas
A, By C (Parra, 2006).

Los ésteres cinamato y p-anisato de un alcohol
derivado del germacrano, denominados guayulinas A y
B, respectivamente, la argentatina B presenta fusiones
trans-cis-trans para los anillos A/B, B/C y C/D. El anillo
B se encuentra distorsionado debido a la presencia del
anillo de ciclopropano. En la estructura cristalina, la
argentatina B presenta uniones de H entre el alcohol
ubicado en posicién 25 y el oxigeno del anillo etéreo E
(Parra, 2006).
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argentatina C

Figura 1. Estructura de la Argentatina A, By C.

En el Instituto de Quimica de la UNAM en 1995, se
demostr6 que la argentatina B es un inhibidor no-
competitivo de la unién de H-estradiol a su receptor en
tumores de mama humanos dependientes de hormonas
(Parra, 2006). En el mismo Instituto en 2006 se
realizaron pruebas citotdxicas en varias lineas celulares
de céancer humano entre ellas las MCF-7 (mama),
obteniendo como resultado que la Argentatina B es
citotdxica, mientras que en los Ensayos de Citostacidad
y Genotoxicidad (Mn) se demostré que es citostatica y
gue no es genotdéxica en linfocitos humanos (Parra,
2006).

En vista de que las células MCF-7 fueron unas de las
mas sensibles (CI50: 36.06uM) a la Argentatina B en el
estudio de citotoxidad mencionado anteriormente, en el
presente trabajo se escogié este modelo biolégico para
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determinar si la argentatina B produce el mismo efecto
en las células tumorales.

1.2. GENOTOXICIDAD

Los distintos ensayos en Genética Toxicologica son
utilizados para identificar agentes inductores del dafio al
material genético en células germinales y somaticas.
Estos ensayos son capaces de detectar distintos tipos
de alteraciones incluyendo micro y macromutaciones,
asi como carcindgenos potenciales. Entre ellos, si
consideramos los niveles de complejidad creciente de
la naturaleza, desde bacterias hasta mamiferos
incluyendo al hombre, se relnen varios cientos de
ensayos. Sin embargo los que integran las baterias de
andlisis mas frecuentes aceptados en la actualidad son:
toxicidad general (eficiencia en placa, test de viabilidad
por exclusion del colorante, retraso en el ciclo celular),
dafio primario en el ADN (intercambio de cromatidas
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hermanas, cometa), reparacion (en células de
mamiferos, bacterias normales/deficientes en
reparacién), microlesion génica (test de Ames,
mutacién de genes y levaduras, en células en cultivo
CHO/HGPRT), microlesién (micronucleos (MN) in vivo e
in vitro, aberraciones cromosémicas), transformacion in
Vitro de lineas celulares, activacion metabdlica y
regulacion sistémica y organismica (Mudry M. et al.,
2006).

Algunos agentes antineoplasicos como la doxorubicina,
cisplatina o la mitomicina ¢ ademas de sus efectos
citotéxicos, tienen importantes efectos adversos como
la genotoxicidad. Por esta razén, resulta importante
evaluar la genotoxicidad de cualquier compuesto con
potencial antineoplasico. Estos efectos pueden ser
evaluados en sistemas in vitro como en el ensayo de
Micronucleos con bloqueo de citocinesis (Parra et al.,
2005).

1.2.1. Micronucleos con bloqueo de citocinesis
(CBMN)

Los MN son pequefios cuerpos celulares que son
formados durante la mitosis de cromosomas acéntricos
o fragmentos de cromatina y cromosomas/cromatina
entero que no son incluidos en las células hijas (Fenech
M et al., 2000). Los MN provenientes de fragmentos
cromosoémicos son el resultado de: rotura directa del
ADN, replicacion del ADN dafiado o inhibicién de la
sintesis del ADN. Los procedentes de cromosomas
enteros son principalmente formados por alteraciones
del huso mitético, cinetocoro u otras partes del aparato
mitdtico asi como también dafio en subestructuras
cromosémicas y alteraciones en la fisiologia celular
(Albertini R et al., 2000). En 1985 Fenech y Morley
introdujeron el uso de la citocalacina B (Cyt B), que
inhibe la polimerizaiéon de la actina requerida para la
formacion del anillo de microfilamentos que participa en
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la division del citoplasma entre los nucleos hijos durante
la citocinesis (Fenech M et al., 2003).

1.2.2. Utilidades del ensayo de CBMN

Por alrededor de 17 afios el ensayo de CBMN ha sido
conocido como un método eficaz para la medida de
rotura cromosémica, pérdida cromosémica, no
disyuncién, necrosis, apoptosis y citostacidad, por lo
cual es usado para conocer in vitro el efecto genotédxico
de nuevos agentes quimicos tanto a nivel ambiental con
nuevos plaguicidas y pesticidas, como en el ambito
sanitari
0 con la
utilizaci
on de
nuevas
drogas
citostati

@ cas en
@ los

e i j ‘\\ Y
o) . / \\\ \-1“
v \, v tratamie
& ntos
CHROM. NECROSIS antitum

APOPTOSIS BREAKAGE
DICENTRIC &L0SS GENE orales
CHROM. AMPLIFICATION
(Fenec

h M. et al., 2003).

Figura 2. Se muestran las posibles rutas de las células cultivadas con
blogueo de citocinesis expuestas a agentes citotéxicos/genotoxicos.
Usando estos biomarcadores dentro del ensayo CBMN es posible la
medida de la frecuencia de rotura cromosémica (MN), pérdida
cromosémica  (MN), rearreglo cromosémico, por ejemplo:
cromosomas dicéntricos (NPB), aplificacion de genes (nuclear buds),
necrosis y apoptosis. En adicién, el efecto citostatico es medido por
el radio de células mono, bi y polinucleadas. La pérdida cromosémica
puede ser distinguida de roturas cromosomicas usando pruebas
pancentroméricas y anticuerposanti-cinetocoro y no disyuncién
(malsegregacion de cromosomas) puede ser medida en células BN
usando pruebas centroméricas de cromosoma especifica. Fuente:
Fenech M et al., 2003
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El ensayo de CBMN es efectivo para identificar células
que solo se han dividido una vez en el tiempo de
cultivo, porque permite observarlas con una apariencia
binucleada debido al efecto inhibidor de Cyt B sobre la
citocinesis sin alterar la cariocinesis. De esta manera
es posible observar células mononucleadas (CMN) que
representan a las células que no se han divido en el
cultivo, las células binucleadas (CBN) y células tri, tetra
o polinucleadas que son aquellas que se han dividido
mas de una vez en el tiempo de cultivo, permitiendo
establecer un indice de proliferacion, denominado como
indice de division nuclear (IDN). Este parametro
permite establecer si el agente en estudio es capaz de
inducir un efecto citostatico. (Garcia, 2000).

El IDN se calcula con la siguiente férmula:

IDN = {CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)} / N

Donde: CMN; CBN y CPN es la frecuencia de células
mono, bi, y polinucleadas en un total de 200 células y N
representa el nimero total de células contadas.

La poblacion de cada poblacion de células sera
determinada por un analisis microscépico, en el cual se
observan caracteristicas propias de cada poblacion.
(Garcia, 2000)

1.2.3. Criterios de selecciébn para recuento de
células y MN

La determinacion de la frecuencia de MN requiere la
observaciébn microscépica de CBN en la placa
preparada a partir de los cultivos de células tratadas
con el compuesto de interés. La evaluacion de la
frecuencia de MN se realiza analizando 100 CBN, para
lo cual se han descrito criterios de seleccion para
reconocer tanto las células en las que se va a efectuar
el recuento, como criterios para seleccionar los MN
gue presenten las caracteristicas necesarias para ser
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reconocidos como tales y que el recuento realizado sea
fiable y objetivo.

1.2.3.1. Criterios de identificacion de Células
Binucleadas

e La célula debe ser binucleada, es decir
presentar dos nulcleos redondos u ovales,
mantener su membrana casi intacta y
distinguible de células adyacentes.

e Los nlcleos deben estar separados, ser de
tamafio similar y presentar un patrén de tincién

similar.

e Los ndcleos pueden tocarse pero no
solaparse, la membrana nuclear debe
distinguirse.

e Ambos nuicleos pueden encontrarse unidos por
puentes nucleoplasmicos

(a) (b) (©)

Figura 3. Microfotografia de una célula binucleada tipica (a, b) y una
célula
binucleada que presentan un puente nucleoplasmico (c). Fuente:
Fenech M, Chang W.P, Bonassi S., et al., 2003

1.2.3.2. Criterios de identificacion de
micronUcleos

e Son cuerpos de forma redonda u oval.

e Su diametro varia entre 1/16 a 1/3 del nucleo
principal.
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e Deben estar separados de los nucleos
principales sin traslapamiento.
No debe ser refringente
Debe presentar las mismas caracteristicas
tintoriales del nucleo principal.

e Presentar la misma condensaciéon de cromatina
que los nucleos principales.

Figura 4. Microfotografia de una células binucleadas con
micronucleos (a, b, ¢)
Fuente: Fenech M, Chang W.P, Bonassi S., et al.,2003.

Para el andlisis de la frecuencia de microntcleos no se
toma en cuenta:
e Células trinucleadas, tetranucleadas, 0
polinucleadas.
e Células donde el (los) nucleo (s) principal(es)
se observen en apoptosis.

(@) (b) - ©)
-~
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Figura 5. Microfotografia de una células polinucleadas (a, b) y
células en proceso de apoptosis (c ,d). Fuente: Fenech M, Chang

W.P, Bonassi S., et al., 2003.

2. OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto genotéxico de la
Argentatina B mediante el ensayo
de CBMN en células MCF-7
(cancer de mama).
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ESPECIFICOS

e Establecer las dosis subtoxicas a probar en el
ensayo de microndcleos con bloqueo de
citoquinesis mediante en ensayo de viabilidad
(FDA).

e Determinar los efectos genotéxicos de la
Argentatina B mediante la evaluacion de
Micronucleos en células MCF-7.

e Determinar los efectos citostaticos de la
Argentatina B mediante la determinacion del
Indice de Divisién Nuclear en células MCF-7.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. COMPUESTO DE PRUEBA

La Argentatina B se la obtuvo gracias a la donacion del
Dr. Mariano Martinez Vazquez (Instituto de Quimica de
la UNAM).

A partir del compuesto proporcionado se prepararon
dos diluciones con DMSO al 0.5% para obtener 2
soluciones con concentraciones de 1 y 5 mM; las
mismas que se utilizaron para llevar a cabo el
tratamiento correspondiente.

3.2 MODELO BIOLOGICO
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El modelo biolégico usado fue células MCF-7, una
estirpe desarrollada en 1973 a partir de un derrame
pleural de un carcinoma de mama humano. (Lanari et
al., 2003)

Las células presentan forma epitelial y su carga
cromosOmica es de 82. Su mantenimiento se realiza
con medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado con
suero fetal bovino 10%, L-glutamina 1%, antibiético y
antimicotico 2%, y piruvato de sodio (Gibco). El medio
se esterilizé por filtracién al vacio.

Las condiciones a las cuales se mantuvieron los
cultivos fue a 37°C de temperatura, atmosfera humeda,
5% de CO, Yy en frascos Roux de 25 cm?.

Para su adecuada conservacion se realizaron
revisiones y cambios de medio diarios; para la
obtencién de subcultivos se utilizé tripsina al 0,25%
(Gibco).

3.3. VIABILIDAD

Para poder determinar el porcentaje de células vivas en
los experimentos, se procedio a realizar la técnica de
doble tincion con una solucion de Diacetato de
Fluoresceina (FDA) — Bromuro de Etidio (EtBr).

e Enuna caja de lcc se colocaron 900 ul de
medio RPMI 1640 suplementado, 50 ul de
células (15 x 10° células) y suero fetal bovino
10%.

e Seincubd durante 48 horas a 37°Cy 5 % de
CO,,
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Transcurrido este periodo se realiz6 el
tratamiento correspondiente (Tabla 2), durante
24 horas.

Tabla 2. Esquema de tratamiento

Sustancias Concentraciones
Control negativo DMSO 0,5%
Sustancia a probar | Argentatina B 5,15y 25 uM
Control positivo Doxorubicina 0,1uM

Finalizado el tiempo de incubacion se retird el
medio de las cajas, se lo coloc6 en tubos
eppendorf de 2cc, inmediatamente se adiciond
1 cc de PBS a las cajas, se lavo y se colocé
PBS en los tubos eppendorf que contenian el
medio.

Se centrifugaron los tubos durante 7 min a
1600 rpm, para inmediatamente desechar el
sobrenadante, vortex, y se resuspendié con 1
cc de RPMI. Los tubos se centrifugaron
nuevamente durante 7 min a 1600 rpm, se
deseché el sobrenadante y se resuspendi6 el
pellet.

Paralelamente, se prepar6 en un tubo
eppendorf la solucion FDA de trabajo, para lo
cual se colocaron 600 ul de PBS, 25 ul de EtBr
y 3.75 ul de FDA.

En un tubo se mezclaron 20 ul de pellet de
células con 20 ul de la solucién de trabajo, de
ésta se tomo 20 ul y se coloco en un
portaobjetos, luego se observd al microscopio
de fluorescencia con el objetivo de 40x,
evaluando 200 células por placa y por
duplicado. Pudiéndose diferenciar por colores
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a las células vivas (verdes) de la muertas
(anaranjadas).

3.4. ENSAYO DE MICRONUCLEOS CON
BLOQUEO DE CITOCALASINA B (CBMN)

3.4.1. Control positivo

Como control positivo se usé Doxorubicina (DOX) que
es un antibidtico perteneciente al grupo de las
antraciclinas, las cuales son conocidas por sus
mecanismos citotéxicos complejos. La DOX es eficaz
en linfomas malignos y en ciertos casos sobre tumores
sélidos como céancer de mama (Brunton et al. 2007).
La DOX previamente ha sido examinada por su efecto
de inducir micronucleos en linfocitos humanos. Ademas
se ha reportado que la DOX es citotéxica y mutagénica
en bacterias y en varios tipos de células mamiferas
(Dhawan et al. 2003).

La dosis escogida para los ensayos como control
positivo fue de 0,1 uM, la cual se estableci6 mediante
una curva dosis dependiente, luego de ensayar con
varias concentraciones.

3.4.2. Evaluacién del efecto citostéatico en células
MCF-7

Para determinar el posible efecto citostatico de la
Argentatina B se emple6 la técnica de indice de
proliferacion celular, se utilizaron células MCF-7 (cancer
de mama) realizando tres experimentos independientes
por duplicado mediante el siguiente proceso:
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Previo a la siembra se colocé un cubre objetos
en cajas de 1 cc.

Se sembraron 3x10° células en cajas de 1 cc
con medio RPMI suplementado.

Se incubaron los cultivos a 37°C y 5% de CO.,.
A las 24 horas se lavaron los cultivos con 1000
uL de PBS, se le afiadi6 1000 uL de RPMI
suplementado, seguidamente se agregé 33 uL
de Citocalasina B (4.5mg/ml) y se trataron con
DMSO, Argentatina B y DOX; 0,5%; 5, 15y 25
uM; y 0,1 uM respectivamente. (Tabla 2)

Se incubaron durante 24 horas méas a 37°C y
5% de CO,.

Transcurrido el tiempo de tratamiento se
desechd el medio.

Inmediatamente se adicion6 lentamente 1000 ul
de fijador de carnoy 3:1 (metanol: &cido
acético), luego de 1 min de desecho el fijador
de carnoy. Se repiti6 3 veces este proceso.

Se colocd en porta objetos los cubre objetos
que contenian las cajas y se dej6é secar a
temperatura ambiente.

Se procedi6 a realizar la tinciéon que consistio
en colocar eosina a los porta objetos durante
20 min, luego giemsa por 10 min, se los
enjuag6 con agua destilada y se dej6 secar
para luego evaluar al microscopio.

En la evaluacion del efecto citostatico se
determiné la frecuencia de células mono-, bi- y
polinucleadas analizando 200 células por placa;
y con estos datos se calculd el indice de
division Nuclear usando la siguiente férmula
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IDN = {CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)} / N

3.4.3. Evaluacion del efecto genotéxico en células
MCF-7

El efecto genotdxico de la Argentatina B se evalué en el
microscopio empleando las mismas preparaciones con
las que se evalud el efecto citostatico. Se analiz6 las

frecuencia de CBN con Micronlcleos en un total de
1000 células binucleadas por placa.

4. RESULTADOS

4.1, DOXORRUBICINA (DOX)
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4.1.1. Actividad citotéxica de la Doxorrubicina
(DOX)

En la grafica No. 1 podemos observar el efecto en la
viabilidad celular producido por la exposicién a DOX; la
viabilidad disminuye al incrementar las dosis de DOX,
pero en ninguno de los casos es menor al 70%. De
acuerdo con la prueba bilateral de Dunett se concluy6
que hay diferencia significativa entre el control y las
dosis de 0.075y 0.1 uM.

DOXORRUBICINA

100 - -
50 *N

DMSO 0,05uM 0,075 0,1uM
uM

% de Viabilidad

Concentraciones

Grafica No. 1 Porcentaje de viabilidad (FDA) de MCF-7 tratados con
Doxorubicina. Cada barra representa la media + EE de tres
experimentos independientes que se realizaron por duplicado. P <
0.001

4.1.2. Efecto citostatico de la Doxorrubicina

Para evaluar la citostaticidad de la DOX se realizaron
tres experimentos independientes por duplicado, para lo
cual se utilizo un control negativo (DMSO 0.1%).

Al analizar los resultados mediante la prueba bilateral
de Dunett se puede observar en la Grafica No. 2 que la
DOX (0.2uM) si tuvo efectos citostaticos
estadisticamente significativos.
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EFECTO CITOSTATICO DE DOX
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1,60 :‘—x— .
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DMSO 0.05uM 0.075 0.1uM
uM

CONCENTRACIONES

Grafica No. 2 indice de divisién nuclear calculado para la
Doxorubicina. Cada barra representa la media + EE de tres
experimentos independientes por duplicado. P<0,05.

4.1.3. Efecto genotéxico de la Doxorubicina

Se determind el efecto genotdxico de la DOX en funcion de
la frecuencia de microntcleos en CBN.

Se puede observar en la grafica 3 que la Doxorrubicina
(0.1uM) mostro efectos genotoxicos estadisticamente
significativos, conclusion obtenida mediante la prueba
bilateral de Dunett.
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Gréfica
No. 3 Efecto de la Doxorubicina en relacion al control negativo
(DMSO 0.1%) sobre la frecuencia de CBN con MN. Las barras

representan la media + EE de tres experimentos independientes por

duplicado. P >0,001

4.2. ARGENTATINA B (ARG B)

Como se menciond anteriormente, se sabe que la
Argentatina B ha presentado actividad citotoxica
dependiente de la concentracién en linfocitos humanos;
basados en ello, en el presente trabajo para determinar
los posibles efectos citostaticos y genotoxicos de este
triterpeno se determiné el efecto de la argentatina B en
la viabilidad de células MCF-7. Lo cual nos llevd a
establecer las dosis subtoxicas.

4.2.1. Actividad citotoxica de la Argentatina B

En la Grafica No. 4 se puede observar que conforme
aumenta la dosis de la Argentatina B, la viabilidad
disminuye gradualmente. Igual que en el caso de la
DOX la viabilidad de todas las dosis evaluadas es
mayor al 70% como lo muestra la grafica No. 4. Una
vez realizado el andlisis estadistico mediante la prueba
bilateral de Dunett se observa una diferencia
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significativa entre las dosis de la Argentatina (15 y 25

uM) y la de DOX (0.1 uM) frente al control negativo
(DMSO0).

ARGENTATINA B

= 100

3 * a

= 50 -

o

o

> 0 T

35

* DMSO 5uM 15uM 25uM DOX

Concentraciones

Gréfica No. 4 Porcentaje de viabilidad de MCF-7 tratadas con
Argentatina B y DOX (0.1uM). Cada barra representa la media de
tres experimentos independientes con su respectivo error estandar

cada uno por duplicado. p < 0,001

4.2.2. Efecto citostético de la Argentatina B

Para evaluar la citostacidad de la Argentatina B se
realizaron tres experimentos independientes por
duplicado, para lo cual se utilizo un control negativo
(DMSO 0.1%) y un control positivo (DOX 0.1uM).

Al realizar el analisis estadistico de los resultados
mediante el mediante la prueba bilateral de Dunett se
llego a la conclusién de que la Argentatina B no tuvo
efectos citostaticos estadisticamente significativos, lo
cual, podemos observar en la grafica No. 5
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EFECTO CITOSTATICO DE ARG B

1,7
1,6 -
1,5 -

1,4 T i

DMSO 5uM 15uM 25uM DOX

IDN

CONCETRACIONES

Gréfica No. 5 indice de division nuclear calculado para las células
MCF-7 tratados con Argentatina B. La doxorubicina se emple6 como
control (DOX) a 1 uM. Cada barra representa la media + EE de tres

experimentos independientes por duplicado. P<0.001.

4.2.3. Efecto genotéxico de la Argentatina B

Se determiné el efecto genotéxico de la Argentatina B
en funcién de la frecuencia de micronlcleos en CBN.
Para ello se analizaron los resultados mediante la
prueba bilateral de Dunett.

Como se observa en la Gréfica No. 6 la Argentatina B a
ninguna de las concentraciones probadas mostré
efectos genotbxicos estadisticamente significativos,
aunque existe una tendencia a incrementar el nimero
de MN conforme aumenta la concentracion.
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CONCENTRACIONES

Gréfica No. 6 Efecto de la Argentatina B (5, 15, y 25 uM) y DOX (0.1
Um) sobre la frecuencia de CBN con MN. Las barras representan la
media + EE de tres experimentos independientes por duplicado.

P >0,001

5. DISCUSION:

Como ya se menciond anteriormente los triterpenos
mas estudiados son: el &cido ursdlico y el &cido
oleandlico. En cuanto al acido ursoélico se sabe que es
inductor de apoptosis por activacidon de la caspasa 3,
inhibe la expresion de la ciclooxigenasa Il, inactiva la
proteincinas C, citostatico entre otras caracteristicas
(Falkiewicz, 2006). Por otro lado se sabe también que
el acido oleandlico posee actividad citotoxica sobre
varias lineas celulares cancerosas entre ellas las
células MCF-7 (cancer de mama), lo que hace que los
triterpenos de este tipo sean muy Uutiles en el desarrollo
de antineoplasicos (Falkiewicz, 2006, Parra, 2006).

Por alrededor de 17 afios el ensayo de CBMN ha sido
conocido como un método eficaz para la medida de
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rotura cromosOmica, pérdida cromosémica, no
disyuncién, necrosis, apoptosis y citostacidad (Fenech
M et al., 2002) por lo cual es usado como una prueba
de genotoxicidad y para biomonitoreo de exposicion a
genotoxicos y sus efectos en humanos. (Norppa H et
al., 2003). En 1985 Fenech y Morley introdujeron el uso
de la citocalasina B (Cyt B), que inhibe la polimerizacién
de la actina requerida para la formacion del anillo de
microfilamentos que participa en la division del
citoplasma entre los ndcleos hijos durante la citocinesis.
(Fenech M et al.,, 2006). Afios mas tarde Fenech
(2000) propuso la determinacion del indice de divisién
nuclear (IDN) en linfocitos en proliferacion cuya
citocinesis ha sido inhibida con citocalasina B, como
parametro de citostaticidad. Ademas, durante la
determinacion del IDN, es posible determinar los
efectos genotdxicos de una sustancia de prueba por
medio de la cuantificacién de los linfocitos binucleados
gue presentan microndcleos (Fenech, 2000).

En el presente trabajo se evalué el efecto genotoxico de
la Argentatina B en células MCF-7, conocido como un
triterperno tipo cicloartano, aislada a partir de la resina,
subproducto del proceso de industrializacion de la
especie Parthenium argentatum. La linea celular
MCF-7 es una de las mas sensibles al efecto citotoxico
de la Argentatina B (CI50 = 33.06 uM) (Parra, 2006).
Ademas la Argentatina B no incrementa el nimero de
MN en linfocitos humanos, razén por lo cual se escogi6é
a las células MCF-7, linea celular con el objetivo de
determinar si la Argentatina B, induce o no el aumento
de MN .

Dentro de nuestros objetivos nos planteamos
establecer las dosis subtéxicas a probar, puesto que
para determinar los posibles efectos citostaticos de un
compuesto de prueba, en el modelo biolégico a probar
debe existir una viabilidad mayor al 70%. En nuestro
caso, como se puede observar en la gréfica 4,
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conforme aumenta la dosis de la Argentatina B la
viabilidad disminuye gradualmente, en donde a 15 uM y
25 uM se observa una disminucién de viabilidad
estadisticamente significativa frente al control negativo
(DMSO 0.1%). Pero en ninguna de las dosis se
comprometi6 la viabilidad de las células MCF-7, puesto
gue se observé una supervivencia mayor al 70%.

Una vez que se determind que las dosis a probar eran
subtdxicas se procedio a evaluar el efecto citostético de
la Argentatina B, como podemos observar en la Gréfica
No. 5 ninguna de la tres dosis probadas de Argentatina
B (6, 15 y 25 uM) presentd efecto citostatico
estadisticamente significativo en las células MCF-7.
Comparando nuestros resultados con los de Parra et.
al, encontramos diferencia en la  actividad citostéatica
de la Argentatina B en donde encontraron que el IDN
disminuyo de 1,8 (DMSO) a 1.4 (Mitomicina C) mientras
que en nuestro caso el IDN disminuy6 de 1,6 (DMSO) a
1,4 (DOX), probablemente dichas diferencias se debe
principalmente al modelo bioldgico empleado; puesto
que como ya se sabe las lineas celulares tumorales se
caracterizan por una serie de mutaciones en los
mecanismos de control que regulan la proliferacion,
diferenciacion y muerte de las células, probablemente
estos cambios hacen que en las MCF-7, la Argentatina
B no actué como citostatico a las concentraciones
probadas, demostrando que las vias que se activan por
efecto de la Argentatina B son diferentes en la linea
tumoral y los linfocitos humanos en proliferacion.

Ademas, empleando el ensayo de CBMN la Argentatina
B no produce un aumento en el numero de
Micronucleos en linfocitos humanos (Parra, 2006). Por
otro lado la Argentatina B puede incrementar el dafio
genotoxico medido segln el ensayo cometa, Ramirez
et. al. (2008), probablemente debido a dafio de tipo
oxidativo, ya que generalmente los triterpenos producen
este tipo de dafio.
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Por lo mencionado anteriormente podemos suponer
que la Argentatina B no provoca dafio al ADN como
resultados de eventos clastogénicos o aneugénicos
medidos por el Ensayo de CBMN, pero si puede causar
un efecto directo al ADN los mismos que pueden ser
detectados por el Ensayo cometa en linfocitos
humanos.

En nuestra evaluacion del efecto clastogénico y
anaugénico de la Argentatina B, calculado en funcién
de la frecuencia de micronucleos, se observa en la
Grafica No. 6 que aunque no existen diferencias
estaditicamente significativas en ninguna de las dosis
probadas, existe una tendencia de tipo dosis-respuesta
, puesto que conforme aumenta la concentraciéon de
Argentatina B incrementa el nimero de MN.

Nuestros resultados corroboran los expuestos por Parra
2006 en el que de igual manera encontraron que
ninguna de las argentatinas (A y B) son genotoxicas en
linfocitos humanos calculada en funcion de la
frecuencia de MN.

Sin embargo, cabe mencionar que los resultados
obtenidos de la DOX no fueron los esperados, es
decir, no se escogio el control positivo adecuado, le
atribuimos ello a que posiblemente el reactivo no
fue manipulado adecuadamente de tal forma que
alter6 su mecanismo de accion, por ello no produjo
los efectos citostaticos, citotdxicos y genotéxicos
esperados.

Para finalizar, la conclusién mas importante en nuestro
proyecto de tesis es que nuestros resultados
demuestran que la argentatina B no fué capaz de
inducir dafio genotdxico como resultado de un evento
clastogénico o aneugénico (grafica No. 3).
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Tomando en consideracion los antecedentes bioldgicos
de la Argentatina B (cicloartano), asi como la naturaleza
quimica y los resultados expuestos anteriormente
podemos sugerir extender el estudio de la Argentatina
B. Es ampliamente conocido que la mayoria de los
agentes antineoplasicos existentes en la clinica posee
entre sus efectos adversos, efectos genotoxicos, los
mismos que no poseen la Argentatina B, constituyendo
un buen candidato para en un futuro desarrollar
medicamentos contra el cancer.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
6.1. CONCLUSIONES

e Las concentraciones probadas de
Argentatina B no afectan la viabilidad
de las células MCF-7, puesto que
presentd una supervivencia mayor al
70%.

XLIX



La Argentatina B no tiene actividad
citostatica en la linea celular MCF-7
evaluado mediante el IDN,.

La Argentatina B no produce dafio
genotdxico in vitro a concentraciones
de 5, 15 y 25 uM en células MCF-7
evaluado mediante MN.
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