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RESUMEN

Uno de los principales problemas que presentan los farmacos obtenidos a partir de
metabolitos secundarios extraidos de plantas es su toxicidad, en especial cuando son
farmacos antineoplasicos en estos casos es necesario evaluar el dafio que causan al
ADN. Sin embargo una manera de mejorar la actividad biolégica y de reducir la
genotoxicidad es realizar cambios estructurales por medios quimicos a las moléculas
de interés. Es asi como en investigaciones anteriores se obtuvieron varios derivados
de la Argentatina B, un triterpeno aislado de la resina de Parthenium argentatum que
demostré una alta actividad anti-proliferativa en varias lineas celulares tumorales
humanas. En el presente trabajo se evalué la actividad citotoxica y genotoxica de 3
derivados de la Argentatina B; la citotoxicidad se determin6 mediante el FMCA
aplicado a un panel de 5 lineas celulares tumorales humanas, mientras que para
cuantificar el dafio al ADN se utilizé el ensayo cometa en linfocitos humanos. Nuestros
resultados demostraron que (16S, 17R, 20S)-dilactona presenta una mayor actividad
citotoxica y genotoxica en comparacion con los derivados la-(carboxietil) y la-

(metoxicarboniletil).
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Assessment of cytotoxic activity in human tumor cell lines and genotoxic activity
by the comet assay to human lymphocytes of (16S, 17R, 20S)-dilactone; la-
(carboxietyl) and l1a-(metoxicarboniletyl), argentatin B derivates

Diego J. Ojeda Herrera®, Maria |. Ramirez Orellana®, Juan C. Romero Benavides”
Natalia C. Bail6on Moscoso?,
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Abstract:

One of the main problems that present the drugs obtained from secondary metabolites
extracted to plants is its toxicity, especially if are antineoplastic drugs, in these cases is
necessary to assess the damage caused to DNA. However, a way to improve
biological activity and reduce the genotoxicity is to make structural changes by
chemical methods to the molecules of interest. This is how, in previous research have
obtained some argentatin B derivatives, a triterpene isolated from Parthenium
argentatum resin, that demonstrated a high anti-proliferative activity in several human
tumor cell lines. In the present study, we evaluated the cytotoxic and genotoxic activity
of three argentatin B derivates; the cytotoxicity was determined by the fluorometric
microculture cytotoxicity assay (FMCA) applied to a panel of human tumor cell lines,
whereas for quantifying DNA damage we used the comet assay in human
lymphocytes. Our results showed that (16S, 17R, 20S)-dilactone has a greater
cytotoxic and genotoxic activity derivatives compared to the la-(carboxietyl) and la-
(methoxicarboniletyl).

Key Words: comet assay, genotoxicity, cytotoxicity, argentatin B derivates. FMCA
INTRODUCTION:

A strategy of search for new anticancer agents is the evaluation of compounds of
natural source. The result of this was the obtaining of clinically effective agents such as
vincristine, vinblastine, paclitaxel, podophyllotoxin derivatives, the combretastatin,
among other. However, there are in literature a lot of secondary metabolites with
potential anticancer activity. For example we can cite the coumarins, flavonoids and the
terpenes; included in this latter group the triterpenos (Balunas et al. 2006; Kinghorn et
al. 2003).
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The triterpenes are an important and structurally diverse group of secondary
metabolites, are compounds of 30 carbons from to squalene (Bruneton 2001; Parra et
al. 2005). To date, more than 100 triterpenes have been described with cytotoxic
activity. Some of these are the type ursane, oleanane, cycloartane, lupane, and the
methilurics quinones (Setzer y Setzer 2003). Also know that the triterpenes can act as
antioxidants, antiinflammatory, hepatoprotective, cardioprotective, antagonists of
estrogen receptors, antiproliferative, cytotoxic in human cancer cell lines,

antiangiogenic and proapoptotic (Parra et al. 2006; Salminen et al. 2008).

Among the triterpenes least studied, we can cite the cicloartanes. Such compounds
have been reported as cytotoxic in screening studies, where showed that have

cytotoxic activity in cancer cell lines (Parra et al. 2006).

The argentatin B is a triterpene of cycloartane-type, isolated from the resin of
Parthenium argentatum Gray, which is cytotoxic in several human cancer cell lines,
whereas in genotoxicity assays (Mn) showed no genotoxic effect (Parra et al. 2005),

and by comet assay showed genotoxic effect in human lymphocytes (Ramirez 2008).

Currently, several derivatives of argentatin B have been obtained, some with greater
cytotoxic activity against human tumor cells (Parra et al. 2006). In this project will
analyze the cytotoxic activity of other 3 derivatives: (16S, 17R, 20S)-dilactone; la-
(carboxietyl) and la-(metoxicarboniletyl), of which is unknown the activity cytotoxic on

human tumor lines and their genotoxic effect.

The methodology that has been widely used by several laboratories to evaluate the
genotoxic potential of chemical agents, industrial compounds and new drugs is the
alkaline comet assay or single cell gel electrophoresis (pH> 13) (Monroy et al., 2005).
This is a sensitive technique that detects double-strand breaks, single-strand breaks,
alkali-labile sites, incomplete repair sites and cross-linkssingle (Tice et al. 2000). In
addition to this technique, we implemented the Fluorometric microculture cytotoxicity
assay (FMCA), a type of culture cell in microplates, which allow the simultaneous

evaluation of several replicates per treatment (Lindhagen et al. 2008).

MATERIALS AND METHODS:

Derivates of Argentatin B: All derivates were donated by Ing. Juan Carlos Romero of

IQA-UTPL. Tested chemicals were freshly prepared by dissolving in ethanol.
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Fluorometric microculture cytotoxicity assay: we used as biological model a panel
of 5 human tumor cell lines: RKO (colon), D-384 (brain), U-251 (Central nervous
sistem), PC-3 (prostate) and MCF-7 (breast). The cell lines were cultured in base
medium RPMI-1640 (GIBCO) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO) and
1% L-glutamine (GIBCO) and were incubated at 37°C, in a 5 % CO, atmosphere with
95% humidity for 24 h.

We placed 4x10° cells/well in a 96-well multiplate, from cultures than 80-90% of
confluence and incubated for 24 h, after this time, we placed new medium with the
concentrations of argentatin B derivatives to prove (15, 25, 50, 75 and 100 pM), in
addition were used as negative control 1% ethanol and as positive control Doxorubicin
(DXO) 1 pM. The cells were incubated for 48 h more. After this, the cells were washed
with phosphate buffer saline (PBS) to remove cell debris. Later, we added 100 pL of
FDA: PBS (0.8 pL:120 pL) solution. The plate was incubated in the dark at ambient
temperature for 5 min and was read in the Fluoroskan Ascent (Thermo Electron

Corporation) at a Aex: 485 nm and Aen: 538 nm.

The viability was quantified in function to the fluorescence intensity proportional to the
number of cells that survive the treatment. The values were normalized with the
fluorescence units of control conditions (100% viability), and from this value was
obtained the percentage of live cells in experimental conditions. Consecutively the
percentages were analyzed using the statistical software GraphPad Prism 5 to obtain
the ICso by a non-linear regression, between the logarithms of the concentration versus

the percentage of viability.

Cell Viability and Comet assay: Experiments were performed using blood from three
healthy, non-smoker donors (blood from three men) who had not taken any drug at
least 15 days prior to sampling. Average age was 25 years (22-27). The effect of drug
on lymphocyte viability was measured by FDA/Ethidium bromide assay. We counted
200 cells between viable (green) and non viable (red). The percentage was > 70% of

viable cells.
The comet assay was performed under alkaline conditions following the method of Tice

et al. 2000. Human lymphocytes treated with each tested chemical at the indicated

doses were incubated at 37°C, in a 5 % CO2 atmosphere with 95% humidity for 3 h.
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Conventional microscope slides were dipped into a solution of 130 pL of 0.5% of
normal melting point agarose (NMP) and allowed to dry on a flat surface at room
temperature. The cell suspension were gently mixed with 75 pl of 0.5% (w/v) of LMP,
and immediately covered with a 24 x 32 mm coverslip. Slides were left for 5 min at 4°C
to solidify the agarose. After removal of the small coverslip, a final layer of 130 pl of low
melting point agarose was added to the slide and covered. After the agarose solidified
the coverslip was removed and the slides immersed into a cooled lysing solution (2.5 M
of NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris , 1% (v/v) of Triton X-100 and 10% DMSO
added just before use at pH 10) at 4°C or 1 hour. The slides were then placed in the
electrophoresis chamber, which was then filled with freshly made alkaline buffer (300
mM NaOH and 1 mM EDTA, pH >13) for 20 minutes. Thereafter, the electrophoresis
(300 mA and 25 V) was conducted for 20 minutes at 4°C. After electrophoresis, the
slides were placed in a horizontal position and washed three times with 0.4 M Tris
buffer, pH 7.5, to neutralize the excess alkali. Slides were dried in methanol for 5 min,
and stored in a low humidity environment before staining with 60 ul of ethidium bromide
(1.5 pg/mL). Images of 50 randomly selected cells (25 cells from each of two replicate

slides) were analyzed from treatment by visual inspection.

The statistical analysis was performed using the software GraphPad Prism 5. One way-
ANOVA and the post test Dunnet was used to test for significant defferences in
viabilities. For the comet assay was used the non-parametric test Kruskal-Wallis to
evaluate the lenght tail of comets. To compare qualitative argentatin B derivatives, they
were normalized with respect to ethanol control; we established linear regressions and

compared the slopes with two-way ANOVA test.

RESULTS AND DISCUSSION:

The initial step in the search of molecules with potential as anticancer agents is a
primary screening, which allows the discrimination of extracts, molecules, metabolites
or any test compound, for know their cytotoxic or inhibitor effect in a biological model.
Then, you should implement genotoxicity testing that can elucidate if the test
compound is able to interact with DNA and may cause damage to this molecule (Piloto
et al., 2000).

Considering the above, we posed this project where we studied the cytotoxic and

genotoxic activity that presents the argentatin B derivatives: (16S, 17R, 20S)-dilactone;
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la-(carboxietyl) and la-(metoxicarboniletyl), in tumor cell lines (RKO, D-384, MCF-7,
PC-3 and U-251) and human lymphocytes.

The primary screening applied to tumor cell lines was quantified by the percentage of
viability, resulting from exposure at 48 hours to the three argentatin B derivatives. For
this, we used the fluorometric microculture cytotoxicity assay (FMCA). In the Table 1
we show the cytotoxic activity of the three derivatives of argentatin B, where was
calculated the ICso for each experiment, the average of three repetitions we can see in
this table. The test used was a nonlinear regression. As you can see, the compounds

have values of ICso of 23.42 uM up to more 100 M.

The most active compound was (16S, 17R, 20S)-dilactone, which presented an ICs of
between 23.42 and 82.38 uM, having a greater effect on cerebral astrocytoma cell line
D-384 and less power in line U-251. On the other hand, the compounds 1la-
(carboxietyl) and la-(metoxicarboniletyl) did not present greater effect on the biological
model used, with similar activity in all cell lines, where its ICs, was greater than 100 uM

for most cell lines.

In previous studies, the argentatin B presented a cytotoxic effect on several human
cancer cell lines, showing an IC50 of 36.4 uM in U-251 cells, 33.41 uM in PC-3 and
33.06 UM in MCF-7. In contrast to the results obtained in this research, since the
cytotoxic activity shown by the derivative (16S, 17R, 20S)-dilactone was two times
lower than the presented by its precursor. On the other hand, the effect shown by la-

(carboxietyl) and la-(metoxicarboniletyl) was 4 times lower than the arg. B.

With the help of botanical, phytochemical, biological and molecular techniques, it is
possible to modify the chemical structure of molecules, allowing to obtain new

structures with a different action mechanism (Parra et al. 2006).

In our case, the three derivates had chemical transformations from its precursor
(argentatin B), these chemical modifications were the addition of two lactone groups in
the rings A and E for (16S, 17R, 20S)-dilactone, the incorporation of two carboxylic
ester in the rings A and E for la-(metoxicarboniletyl) and the addition of two carboxyl

groups in the rings A and E in the case of 1a-(carboxietyl).

Little is known about the action mechanisms by which the triterpenes perform their

effects. Previous research showed that argentatin B can be considered as a cytostatic
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agent; since it is known that the acteina, a triterpene of cicloartano-type similar to
argentatin B, has cytostatic effects associated with the inhibition of cyclin levels: CD1,
CDK4 and pRb in its hyperphosphorylated form; as well as increased of protein
p21cipl that lead to cell cycle inhibition (Saxe et al. 2004). This same behavior could
be applicable in the action mechanism of the derivatives evaluated in this research.

The second part of the research consisted in the execution of the genotoxicity test,
prior to these, is essential to establish the percentage of viable cells, in our study we
used the viability test by FDA-EtBr technique, the demonstration that the cytotoxic

potential isn’t intervening in the genotoxic effect is essential for any study.

In Table 2, we can see the percentage of viable lymphocytes after 3 hours of exposition
with the argentatin B derivates: (16S, 17R, 20S)-dilactone, la-(carboxietyl) and la-
(metoxicarboniletyl), in all the cases the surviving of the lymphocytes was major to the
70%, noticing in all of the derivates a significant difference between the ethanol control
and the concentrations of 15, 25 and 50 pM. In conclusion the viability of the cells

decrease according the dose is increased.

On the other hand, we evaluated the genotoxicity of the three argentatin B derivates
through comet assay (pH >13). In the Graph 1, we can see the tail length of the
derivates, we observed a genotoxic effect at different concentrations (5, 15, 25, 50 uM).
The statistical analysis by Kuskal-Wallis test shows that at doses of 15, 25 and 50 uM
exist a significant difference compared to negative control with ethanol (*** p <0, 0001,
** p <0.001). Since, concentration of the derivates increased the tail long of comet

increased too, with respect to the basal damage.

According to the results obtained in the comet assay, argentatin B derivatives produce
genotoxic damage; however, there are differences between them. In the graph 2 we
can see the comparison of the slopes of the three derivatives. According to statistical
analysis (16S, 17R, 20S)-dilactone, was the derivate with the highest degree of

genotoxicity, while la-(carboxietyl) produced less damage at genetic material.

Through the statistical analysis two-way ANOVA, we observed a significant difference
in the dose of 50 uM among (16S, 17R, 20S)-dilactone vs la-(metoxicarboniletyl)
*P<0.05 and between (16S, 17R, 20S )-dilactone vs la-(carboxietyl) **P <0.01.
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In previous studies, the Argentatin B showed a genotoxic effect through the comet
assay (Ramirez, 2008). Bautista 2010 for her part demonstrated the genotoxicity of four
derivatives of argentatin B, being the derivates: 2-formyl-(163, 24R)-epoxy -16.24-25-
hidroxicicloartan-3-one and 2a-cyano-(16[3, 24R) -16.24-epoxy-25-hidroxicicloartan-3-
one which have showed higher genotoxic effect. Our results were similar to those
obtained by the authors mentioned above.

The damage to genetic material shown by derivatives: (16S, 17R, 20S)-dilactone; la-
(carboxietyl) and la-(metoxicarboniletyl), could possibly have been exercised by direct
damage to DNA or an indirect effect by inducing oxidative stress damage in
lymphocytes, which could mean as in literature has reported the activity of some
triterpenes structurally similar to Argentatin B for example, oleanolic acid derivative
called the 2-cyano-3, 12 dioxodeano dien-28-1.9 oic acid (CDDO), promotes the
activation of reactive species oxygen (ROS) and is associated with oxidative stress by

promoting apoptosis (Hail. et al. 2004).

This work is the first to report the cytotoxic and genotoxic activity of these three
derivatives argentatin B. The results obtained in this study can be compared each
other, since the derivative (16S, 17R, 20S)-dilactone presented a greater cytotoxic and
genotoxic effect with respect to the derivatesla-(metoxicarboniletyl), and la-

(carboxietyl) who had similar responses in their activity.

Finally, is important to note that the generation of new antineoplastic agents is a
necessity, is essential the generation of compounds with antiproliferative capacity in
cancer cells, but with less toxicity effects in the normal cells; for which, we needed
continue with the research about argentatin B derivatives, as the next step would be
important to expand the test battery to help us elucidating how the structural change of

the molecule influences the genetic material.

CONCLUSIONS

The argentatin B derivatives: (16S,17R,20S)-dilactone; 1la-(carboxietyl) y 1la-
(metoxicarboniletyl) induce damage to genetic material measured by the tail length in
human lymphocytes, being (16S, 17R, 20S)-dilactone which presented the higher

genotoxic effect.
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The derivative (16S, 17R, 20S)-dilactone inhibits the growth "in vitro" cell lines RKO, D-
384, U-251, MCF-7 and PC-3. Presenting an ICso between 23,42 to 82,38 uM. On the
other hand the derivatives la-(carboxyethyl) and la-(methoxycarbonylethyl) did not
show greater cytotoxic effect, since their ICs, in most cell lines was above 100 pM.
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ANEXES

Table 1. Effect of argentatin B derivates on the growth of human cancer cell lines.
Concentration causing 50% cell growth inhibition (ICso).

ICs0+ SEM (HM)

Human cancer Compound
celllines (16;"2(7:228)- la-(carboxietyl) | la-(metoxicarboniletyl)
RKO (Colon) 44,95 + 0,04 98,99 + 0,04 84,13 + 0,03
D-384 (Brain) 23,42 + 0,05 >100 >100
U-251 (CNS) 82,38 + 0,04 > 100 > 100
MCF-7 (Breast) 44,04 + 0,07 > 100 90,00 + 0,05
PC-3 (Prostate) 80,01 + 0,02 > 100 > 100

Each data is given as the means = SEM of at least three independent experiments.

Table 2. Percentages of viabilities of human lymphocytes treated with different
concentrations (5, 15, 25, 50 uM) of 3 Argentatin B derivates, and the respective
controls, using test ANOVA-post test Dunnet (** P< 0,001;***P<0,0001).

% of Viability £ SD

Compound (16S,17R 20S)- la-(carboxietyl) la-
dilactone (metoxicarboniletyl)
C 95,72+ 1,01 95,72+ 1,01 95,72+ 1,01
C (Ethanol 0,1%) 95,03 + 0,98 95,03 + 0,98 95,03 + 0,98
5uM 94,86 + 0,82 95,42 + 0,50 95,25+ 0,78
15 uM 92,94 + 1,27 ** 93,28 + 1,18 *** 93,19 £ 0,73 **
25 pM 91,36 + 1,36 *** | 91,89 + 1,35 *** 91,50 + 0,83 ***
50 pM 88,97 + 1,84 ** | 90,36 + 0,99 *** 90,11 + 1,77 ***
EMS 0,1 uM 88,72 + 1,36 *** = 88,72 + 1,36 *** 88,72 + 1,36 ***

Each data is given as the mean and its =+ SD of three duplicated independent
experiments of three donors.
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Derivatives of the Argentatin B : (16S, 17R, 20S)-dilactone; la-(carboxietyl) y 1a-
(metoxicarboniletyl),

la-(carboxietil) (16S,17R,20S)-dilactona
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Graph 1. The genotoxic activity of the 3 derivates of Argentatin B expressed by the tail

length with three different assays each one by duplicated. Test non parametric ANOVA
and post test Kruskal- Wallis (***p<0.0001; ** p<0.001).
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Graph 2. Representation of slopes of the derivatives of the Argentatin B
((16S,17R,20S)-dilactone vs la-(carboxietyl) **P<0.01; (16S,17R,20S)-dilactone vs la-
(metoxicarboniletyl) *P<0,05)
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1. OBJETIVOS

1.1.

1.2.

Objetivo General:

]

Evaluar la actividad citotoxica y genotdxica que presentan los derivados de
Argentatina  B: (16S,17R,20S)-dilactona;  la-(carboxietil) y 1la-

(metoxicarboniletil), en lineas celulares tumorales y linfocitos humanos.

Especificos:

|

Determinar el efecto citotoxico y la ICs, de: (16S, 17R, 20S)-dilactona; la-
(carboxietil) y 1la-(metoxicarboniletil), derivados de Arg. B, tras una
exposicion de 48 horas, mediante el Ensayo de Citotoxicidad Celular por
Fluorometria (FMCA), en las lineas celulares tumorales RKO, U-251, MCF-
7, PC3y D-384.

Determinar la viabilidad de linfocitos humanos luego de exponerlos durante
tres horas a los derivados de Arg. B: (16S,17R,20S)-dilactona; la-
(carboxietil) y 1a-(metoxicarboniletil), para establecer las dosis subtdxicas a

las que se probara la genotoxicidad.

Determinar la genotoxicidad mediante el ensayo cometa de los derivados

de Argentatina B, en linfocitos humanos.

Comparar cualitativamente los resultados para determinar si al modificar la
estructura quimica de la Argentatina B, se altera el grado de citotoxicidad y

genotoxicidad de los derivados.



2.

INTRODUCCION

2.1. Céancer

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. La palabra cancer
abarca todas aquellas neoplasias malignas que tienen en comun una proliferacién

anormal de las células y la capacidad de metastatizar (OMS, 2011).

El cancer se caracteriza por cambios en los mecanismos de control que regulan la
proliferacion y diferenciacion celular (Gibbs, 2000). Estos cambios son el resultado
de anomalias genéticas que pueden aparecer por la mutacién de un grupo
especifico de genes. Muchos de estos genes actlian normalmente suprimiendo o
estimulando la continuidad del ciclo celular, y su pérdida o inactivacion da lugar a

una division celular descontrolada (Burgués et al., 2005).

La OMS y la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC)
destacan al cancer como la principal causa de muerte en el mundo. Se le atribuyen
7,6 millones (aproximadamente el 13%) de defunciones ocurridas en todo el

mundo en 2008. Los tipos de cancer mas agresivos son los siguientes:

e pulmonar (1,4 millones de defunciones)
e gastrico (740 000 defunciones)

e hepético (700 000 defunciones)

e colorrectal (610 000 defunciones)

e mamario (460 000 defunciones).

En Estados Unidos se produjeron alrededor de 569.490 muertes a causa del
cancer durante el 2010, mas de 1.500 personas al dia, siendo la segunda causa
mas comun de muerte. Mas del 70% de las defunciones por cancer se registraron
en paises de ingresos bajos y medianos. Se prevé que el nimero de defunciones
anuales mundiales por cancer seguira aumentando y pasara de 11 millones en
2030 (OMS, 2011).

Segun datos publicados por la IARC (Agencia Internacional para Investigaciones

sobre el Céncer), en toda Latinoamérica y el Caribe se produjeron alrededor de
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542.000 defunciones por cancer en el 2008. De las cuales 386.000 fueron en
Sudamérica. En el Ecuador el panorama no es alentador, en 2008 se produjeron
cerca de 13.300 defunciones por esta enfermedad. En 2009, la ultima cifra del
Registro Nacional de Tumores de SOLCA (Sociedad de Lucha contra el Cancer)
indica que 14 de cada 100 ecuatorianos murieron de cancer.

Al separar la cifra por sexos en el Ecuador, el cancer de estbmago continta siendo
el mayor causante de muertes tanto en hombres y mujeres (Tabla 1). De acuerdo
con la Organizacién Panamericana de la Salud, Ecuador posee una de las tasas

anuales mas altas en Latinoamérica con un 11,6 por ciento.

Tabla 1.Tasa de mortalidad por cada 10 mil habitantes. Fuente: Inec (2009).

Tipos de cancer que mas matan en Ecuador (Hombres y mujeres)

CANCER TASA
Estémago 50,1 7(“
Tejido linfatico 22,7
Prostata 12,4
Utero 10,8
Pulmon 9,9

Entre las ecuatorianas, el cancer de mama ocupa el primer lugar de aparicion, con
una tasa de 35,4 por cada 100 mil mujeres mayores de 40 afios. En los varones, el
cancer de prostata ocupa el primer lugar de prevalencia con un 13 por ciento
(Tabla 2).

Tabla 2.Tasa de incidencia estandarizada por cada 100 mil habitantes (2002-2006).
Fuente: Registros Nacional de Tumores SOLCA.

Tipos de cancer mas frecuentes por sexo en el Ecuador

HOMBRES % MUJERES %
Préstata 50,1 Mama 35,4
Estdbmago 22,7 Piel 32,0
Linfaticos 12,4 Cuello uterino 17,0
Leucemia 10,8 Tiroides 15,5
Colon recto 9,9 Estdmago 14,5



Los indicadores béasicos de salud para el Ecuador, muestran que en la provincia de
Loja el cancer es la segunda causa de mortalidad con un 12,9 %, después de las
enfermedades cardiovasculares, seguido por las enfermedades hipertensivas,
diabetes mellitus e infecciones (MSP, 2009).

2.1.1. Causas

El cancer suele ser el resultado de mutaciones que aparecen en el curso de la
vida durante una exposicion a los carcindgenos (Lodish et al., 2005), entre los
gue estan:

e Carcindgenos fisicos: como las radiaciones ultravioleta e ionizantes.

e Carcindgenos quimicos como el amianto, componentes del humo de
tabaco, aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) y arsénico
(contaminante del agua de bebida).

e Carcindgenos biolégicos como las infecciones causadas por

determinados virus, bacterias o parasitos.

La capacidad de un agente de producir una neoplasia se denomina
carcinogénesis. Se define como un proceso multifase de alta complejidad, que
puede requerir varios afios para su progreso, en la cual se describen una serie
de eventos que transforman una célula normal en cancerigena (Ruddon, 2007).
En el proceso de transformacion progresiva de las células normales en células
malignas, se produce la adquisicién de autonomia por las mismas, lo que es un
reflejo de una regulacion y expresion anormal de su carga génica. Como

consecuencia final se induce una neoplasia (Dominguez, 2004).

Durante la carcinogénesis, se alteran seis propiedades celulares fundamentales
(figura 1), para dar origen al fenotipo completo del cAncer mas destructivo. Los
tumores menos peligrosos surgen cuando sélo se producen algunos de estos
cambios (Lodish et al., 2005).

El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparicion del cancer. La
incidencia de esta enfermedad aumenta con la edad, muy probablemente
porque se van acumulando factores de riesgo de determinados tipos de cancer.
La acumulacién de estos factores se combina con la tendencia de los

mecanismos de reparacion celular a perder eficacia con la edad (OMS, 2011).
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Figura 1. Generalidades de los cambios en las células que causan cancer. Fuente:
Lodish et al, 2005.

2.1.2. Tratamiento

El tratamiento para el cancer es mas facil de llevar y de mejor pronéstico
cuando se detecta tempranamente. Se trata de una serie de medidas e
intervenciones, como el apoyo psicosocial, la cirugia, la radioterapia y la
guimioterapia (Foye et al., 1996), que se llevan a efecto con el fin de curar la
enfermedad o prolongar considerablemente la vida y mejorar la calidad de esta.
Por medio de los cuidados paliativos se puede proporcionar alivio a los
problemas fisicos, psicosociales y espirituales de mas del 90% de los enfermos
de cancer avanzado (OMS, 2011).

En los dltimos afios se ha comenzado a explorar otro tipo de estrategias para el
tratamiento del cancer, tales como: terapia génica, inmunoterapia (Salmonm et
al., 1998) y la fotorradiacion con derivados hematoporfirinicos (HTP) (Machado,
2000). El objetivo de cada uno de estos tratamientos es erradicar el cancer,
generalmente por medio de procedimientos combinados, donde se asocia mas

de un tipo de tratamiento.

La cirugia consiste en un procedimiento quirdrgico por medio del cual se extirpa
el tumor y un poco de tejido de su alrededor para evitar que el tumor vuelva a
crecer. Por lo general, después de la cirugia, el tratamiento se complementa
con quimioterapia, radioterapia y/o terapia de bloqueo de hormonas (Instituto

Nacional del Cancer de los Estados Unidos, 2008).
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La radioterapia es un procedimiento terapéutico que utiliza cantidades altas de
radiacion ionizante para destruir células cancerosas y evitar que se diseminen
(Zomerfio, 2002). La radioterapia destruye o demora el crecimiento de las
células cancerosas, pero afecta también a las células sanas (Instituto Nacional
del Cancer de los Estados Unidos, 2008).

La quimioterapia, por su parte, es un procedimiento terapéutico farmacolégico,
que consiste en la utilizacion de farmacos, denominados antineoplésicos para
el tratamiento curativo o atenuante del cancer. Se emplea en fases tempranas
del tratamiento (a menudo en combinacion con cirugia o radiacién) ya que es
entonces cuando los tumores son mas curables y el paciente tiene mayor
capacidad de tolerar el tratamiento (Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos, 2008).

Los farmacos antineoplasicos se definen como sustancias que impiden el
desarrollo, crecimiento y/o proliferacion de células tumorales; estas sustancias
pueden ser de origen natural, sintético o semisintético (Goodman, 2003). Este
tipo de medicamentos tiene caracteristicas especiales que los hacen diferentes
a otros grupos farmacoldgicos; son farmacos con un estrechisimo margen
terapéutico, una elevada toxicidad y pueden inducir la aparicién de resistencia

en células cancerosas (Pradillo, 2002).

La clasificacion de los farmacos antineoplasicos esta en funcion del punto de
accién que estos ejercen en la célula. La mayoria de estos agentes interactian
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 la Tabla 3 se indican algunos de los agentes antineoplasicos mas

representativos.

Tabla 3. Clasificacion de agentes antineoplasicos. Fuente: Goodman A. 2003

Clase Tipo de farmaco Nombres no comerciales

Mecloretamina, ciclofosfamida,

Mostazas nitrogenadas . . . .
9 ifosfamida, melfafan, clorambucilo

) Etileneiminas altretamina
Farmacos . . :
. Metilmelaminas Tiotepa
alquilantes . — ,
. - . Procarbazina (N-metil-hidrazina,
Derivado de metilhidrazina
MIH)

Alquilsulfonato Busulfan



Antimetabolitos

Productos
naturales

Farmacos
diversos

Hormonas y
antagonistas

Nitrosoureas
Triazenos

Complejos de coordinacion

de platino
Anélogos del acido félico

Anélogos de la pirimidina

Anélogos de la purina e
inhibidores relacionados
Alcaloides de la vinca
Taxanos
Epipodofilotoxinas
Camptotecinas

Antibi6ticos
Antracenediona

Enzimas

Urea sustituida

Agentes de diferenciacion
Inhibidor de la protein-
cinasa de tirosina
Inhibidor de proteosoma
Modificadores de la
respuesta bioldgica
Anticuerpos

Supresores
adrenocorticales
Adrenocortico-esteroides

Progestagenos

Estrégenos
Antiestrégenos
Inhibidores de aromatasa

Andrégenos

Antiandrégenos
Anélogo de la hormona
liberadora de
gonadotropina

Carmustina, estreptozocina
Dacarbazina, temozolomida

Cisplatino, carboplatino, oxaliplatino

Metotrexato, pemetrexed
Fluorouracilo, capecitabina,
citarabina, gemcitabina.
Mercaptopurina, pentostatina,
cladribina, fludarabina.
Vinblastina, vinorelbina, vincristina
Paclitaxel, docetaxel
Etopdsido, teniposido
Topotecan, irinotecan
Dactinomicina, daunorrubicina,
doxorrubicina

Mitoxantrona, bleomicina,
mitomicina

L-asparaginasa

Hidroxiurea

Tretinoina, trioxido de arsénico.

Imatinib, gefitinib, erlotinib
Bortezomib

Interferon-alfa, interleucina 2
Anticuerpos monoclonales, rituximab
Mitotano, aminoglutetimida.

Prednisona

Caproato de hidroxiprogesterona,
acetato de megestrol
Dietiletilbestrol, etinilestradiol.
Tamoxifén, toremifén

Anastrazol, letrozol, exemestano
Propionato de testosterona,
fluoximesterona

Flutamida

Leuprolida

La mayoria de los agentes antineoplasicos que se utilizan actualmente parecen

ejercer su efecto principalmente sobre la multiplicacién celular y sobre el

crecimiento del tumor. Pero uno de los aspectos negativos de estos farmacos

es que ademas de actuar sobre las células cancerosas actllan también sobre

las células normales, particularmente sobre las que tienen un recambio rapido

(células de la medula ésea y las de las mucosas); por lo tanto a la hora de
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seleccionar un farmaco eficaz, el objetivo sera encontrar el que inhiba el
crecimiento celular o controle la célula cancerosa con el minimo efecto téxico

sobre el paciente (Skeel, 2000).

2.2. Citotoxicidad

Desde hace varias décadas el uso de cultivos de células tumorales han permitido
evaluar una gran cantidad de sustancias con propiedades citotoxicas, es asi que
los antineoplasicos que hoy en dia estan disponibles para el tratamiento
farmacologico en la fase inicial de su desarrollo han demostrado un efecto
citotdxico en varias lineas tumorales, para posteriormente pasar a los modelos
animales y finalmente ser evaluados en humanos, de tal manera, que se pueda
predecir las dosis citotoxicas a las cuales apareceran consecuencias adversas

derivadas del tratamiento en estudios con cultivos celulares (Pauwels et al., 2003).

La citotoxicidad celular se ve reflejada en la alteracion o cambio en el metabolismo
de la célula por algun tipo de sustancia, demostrando de esta manera el limite de
toxicidad o la accién citotoxica que ésta induce (Freshney, 2000). Debido a estas
razones se han introducido lineas celulares especializadas, cultivos organotipicos y
el continuo uso de células, tratando de medir la complejidad del dafio. En el caso
especifico de los agentes anticancerigenos los cuales deben inducir citotoxicidad,
se puede evaluar sustancias que requirieran de un andlisis mas complejo, como
pequefios cambios metabolicos, alteracidn de la sefalizacién intercelular o una

respuesta inflamatoria o alérgica (Yanagisawa et al., 1998).

Muchos experimentos “in vitro” son llevados a cabo con el propdsito de determinar
el potencial citotoxico de compuestos que estan siendo usados como farmacos,
aditivos de alimentos o cosméticos que deben ser aptos para el consumo humano;
0, porque se disefian nuevos farmacos como agentes anticancerigenos y

citotéxicos, donde es crucial conocer su mecanismo de accién (Freshney, 2000).

Algunas de las ventajas que presentan los ensayos de citotoxicidad “in vitro” son
las condiciones de ensayo y economia (bajo costo). Un buen sistema de ensayo “in
vitro” tiene que ser capaz de detectar el proceso toxico que induce un agente, y

gue sea reproducible, por lo que una de las ventajas que presentan las lineas



celulares establecidas, es la utilizacion de las poblaciones homogéneas con
potencial para propagaciones continuas (Riva y Lépez, 1994).

Por otro lado los ensayos de citotoxicidad “in vitro” tienen algunas limitaciones

como:

e Es complicado recrear la farmacocinética de un farmaco mediante
exposicién “in vitro”, ya que entre experimentos “in vitro” e “in vivo” existen
diferencias significativas que tienen que ver con en el tiempo de exposicion
y la concentracion de la droga, la tasa de cambio de la concentracion, el

metabolismo, la penetracion en los tejidos y la excrecion.

e Muchas sustancias que no son toxicas se vuelven toxicas después de ser
metabolizadas por el higado y, ademas, muchas sustancias que son téxicas
“in vitro” pueden ser desintoxicadas por las enzimas hepaticas. Por esta
razon muchos estudios de citotoxicidad se hacen con cultivos de

hepatocitos que simulan un ambiente “in vivo” (Frazier, 1992).

e In vitro no se puede medir eficazmente una respuesta de los tejidos (una
reaccion inflamatoria, fibrosis, insuficiencia renal) o una respuesta sistémica
(fiebre, dilatacién vascular). Para que las pruebas “in vitro” sean mas
eficaces, deben construirse modelos como la utilizacion de cultivos
organotipicos convocados desde diferentes tipos de células y mantiene en

el entorno hormonal apropiado.

2.2.1. Tipos de Ensayos de Citotoxicidad

La eleccion de uno u otro ensayo de citotoxicidad dependen del tipo de agente
a estudiar, de la naturaleza de la respuesta y de la célula diana en particular.
Dichos ensayos pueden ser clasificados dentro de los siguientes tipos
(Freshney, 2000):

¢ Viabilidad: miden una respuesta inmediata o0 a corto plazo, como una
alteracion en la permeabilidad de la membrana o una perturbacion de
una via metabdlica en particular relacionada con la proliferacion celular

0 la supervivencia. Los ensayos de viabilidad se utilizan para medir el
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porcentaje de células viables luego de un procedimiento traumatico,

como la desagregacion, la separacion celular o el crio-almacenamiento.

La mayoria de las pruebas de viabilidad se basan en la ruptura de la
integridad de membrana, medida por la absorciéon de un colorante para
el cual la célula normalmente es impermeable (por ejemplo, azul de
tripano o eritrosina) o por la emisién de un colorante que es tomado y
retenido por las células viables (por ejemplo, diacetato de fluoresceina o

rojo neutro).

Supervivencia: ensayos que miden la retencién a largo plazo de la
capacidad de auto-renovacion (5-10 generaciones 0 mas). Por ejemplo

el ensayo de eficiencia en placa.

Metabdlicos: son ensayos de duracion intermedia que puede medir
respuestas metabdlicas (por ejemplo, la actividad deshidrogenasa,
sintesis de DNA, RNA, o proteinas) en el momento de la exposicion o
poco después; o medir el mismo parametro dos o tres duplicaciones
poblacionales después de la exposicion cuando se quiere reflejar mejor

el potencial de crecimiento celular y la supervivencia.

Son ensayos basados en microtitulacion en multiplacas (96 pocillos), los
cuales permiten medir amplios rangos, ademas los efectos toxicos
pueden ser facilmente cuantificables espectrofotométricamente en un

lector de placas y son relativamente automatizados.

Transformacién: miden la supervivencia en un estado alterado (por
ejemplo, una mutacién genética, alteraciones en el crecimiento o una

transformacion maligna).

Irritabilidad: miden respuestas similares a la inflamacion, alergia o
irritacién “in vivo”; aunque son dificiles de efectuar “in vitro”, es posible
hacer mediante la monitorizacién de liberacién de citoquinas en cultivos

organotipicos.
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2.2.2. Ensayo de Citotoxicidad Celular por Fluorometria

El Ensayo de Citotoxicidad Celular por Fluorometria (FMCA, por sus siglas en
inglés) pertenece a un grupo de ensayos no clonogénicos basado en
microcultivo, que mide el total de la densidad celular de las células vivas,
después de un tiempo de incubacion corto (2-4 dias). Las aplicaciones del
FMCA son comparables a las de los ensayos comunmente utilizados como el
MTT, ensayo colorimétrico. Los dos ensayos tienen diferentes criterios de
valoracion: el ensayo de MTT mide el metabolismo celular, mientras que el
FMCA mide la actividad esterasa de células con membranas plasmaticas
intactas mediante la medicion de la fluorescencia generada cuando la sonda no
fluorescente, la fluoresceina diacetato (FDA), es hidrolizada (Csoka et al.,
2002).

Los ensayos han demostrado que dan resultados similares, pero la deteccion
por fluorescencia hace que el FMCA sea un ensayo mas sensible. Ademas, la
preparacion de multiplatos con medicamentos junto con un procedimiento de
tincién, sin disolventes organicos son caracteristicas que hacen al FMCA mas
facil de trabajar (Lindhagen et al., 2008).

El FMCA ha estado en uso desde finales de 1980 y varias publicaciones han
indicado sus beneficios en el desarrollo de medicamentos, utilizando tanto las
lineas celulares cancerosas, como las células recién preparadas de tumores de
pacientes (Larsson et al.,, 1990). Hasta la fecha, el FMCA se ha utilizado
principalmente en células cancerosas, pero también puede utilizarse para el

analisis de células tumorales no malignas.

El protocolo incluye la preparacién de multiplatos experimentales usando
pequefios volimenes de solucién con el agente de prueba en cada pocillo v,
normalmente, por duplicado o triplicado para cada concentracién. Los agentes
o farmacos que contienen las placas se pueden congelar para posteriormente
ser aplicada a las células después de la descongelacién. Los inconvenientes de
este procedimiento son la intolerancia potencial del farmaco a la congelacion y
las precipitaciones de los farmacos con baja solubilidad (Lindhagen et al.,
2008).
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Fotografia 1. Multiplato de 96 pocillos tefiido con FDA, para ser leido en el fuorometro

Fuente. Autor.

2.3. Genotoxicidad

La toxicologia genética estudia los efectos téxicos que ejercen los agentes
guimicos, fisicos y bioldgicos sobre el ADN y los procesos genéticos de las células
y organismos vivos (Klaassen y Watkins, 2005). Un compuesto es considerado
genotoéxico si tiene afinidad para interaccionar con el ADN e inducir dafio genético
a concentraciones que no son téxicas 0 que estan asociadas a un bajo grado de
toxicidad (Martinez et al., 2005).

Los efectos genotéxicos de un mutageno potencial dependen de su blanco celular.
Todas las sustancias genotdxicas no son activas por si mismas, algunas de éstas
deben convertirse en intermediarios reactivos capaces de interactuar con los sitios
nucleofilicos de los constituyentes celulares y otras macromoléculas, valiéndose
para ello de reacciones de activacion, catalizadas por sistemas enzimaticos
celulares; éstos compuestos son denominados genotdxicos indirectos, mientras
gue los genotdxicos directos poseen propiedades intrinsecas necesarias para
interactuar con blancos celulares criticos e iniciar procesos genotéxicos (Mauteca
et al., 2006; Arencibia y Rosario, 2003).

El dafio causado por los agentes genotoxicos pueden oxidar, reducir o fragmentar
a las bases nitrogenadas formando fotoproductos, dimeros, aductos o inducir la
formacion de sitios basicos; romper las cadenas del ADN, formar uniones intra e
intercatenarias de ADN/ADN 6 de ADN/proteinas (Figura 2) (Sancar et al., 2004,
Gillet y Schérer, 2006).
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Figura 2. Espectro del dafio del ADN provocado por agentes quimicos Y fisicos.

Fuente: Klaassen y Watkins, 2005

Los cambios en el ADN inducen diversas respuestas que activan a la célula para

eliminar o soportar el dafio o desencadenan un proceso de muerte celular

programada con el que presumiblemente se eliminan las células con mutaciones

potencialmente catastréficas. Las reacciones de respuesta al dafio en el ADN

incluyen:

a.

restauracién de la continuidad de la cadena doble de ADN por conjuntos de
enzimas que reconocen y anulan el dafio.

activacion de un punto de control del ADN dafiado, con detencién de la
progresion del ciclo celular para permitir la reparacion y prevenir la

transmision de cromosomas dafiados o incompletamente replicados.
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C. respuesta transcripcional, la cual causa cambios en el perfil de la
transcripcion que pueden ser benéficos a la célula.

d. apoptosis, con la que se elimina a las células excesivamente dafiadas o
seriamente desreguladas.

Los mecanismos de reparacion del ADN incluyen inversion directa del dafio,
reparacion por escision de bases, reparacion por escision de nucleétidos,
reparacion por apareamiento desigual (“mismatch”), reparacion de uniones

cruzadas y reparacion de rupturas de cadena doble (Sancar et al., 2004).

El objetivo primordial de realizar estudios de genotoxicidad de diversos agentes es
el andlisis de su posible acciébn como mutageno, mediante pruebas biolégicas que
pongan en evidencia ese modo de actuar. Por medio de éstas se puede comprobar
si una alteracion particular en el ADN se traduce en mutacion. Los estudios de las
modificaciones producidas directamente en esta molécula nos permiten estimar a
corto plazo qué podria ocurrir cuando un compuesto dado llegue a tener acceso a
ella “in vivo” o bien “in vitro”, elucidando asi los mecanismos mas probables

implicados en el proceso mutagénico (Mudry y Carballo, 2006).

Para la deteccién de dafio genético se hace uso de los biomarcadores que son los
cambios bioquimicos, fisiologicos o morfolégicos medibles que se producen en un
sistema bioldgico y se interpretan como reflejo o indicador de la exposicién a un
agente toxico; evaltan la magnitud de respuesta del organismo frente al mismo y
mas o menos cuantifican especificamente la exposicién, el efecto biolégico

temprano y la susceptibilidad (Garte y Bonassi 2005, Moller, 2006).

La importancia del estudio de biomarcadores es su utilidad al indicar el dafio
provocado por algun agente téxico, las probables consecuencias de la exposicion y
el riesgo de adquirir enfermedades producto de la misma, con lo que se generan
elementos para fundamentar decisiones de intervencion a nivel individual e incluso
ambiental y cuyo alcance puede involucrar a distintas esferas de la sociedad. En

este sentido, se clasifican en:

e Biomarcadores de exposicion: miden la concentracion del xenobiético o
de sus metabolitos en los fluidos biolégicos tales como: orina y sangre y
tejidos como pelo, ufias entre otros o el quimico unido a macromoléculas

como el ADN y proteinas (Albertini et al., 2000).

-14 -



e Biomarcadores de efecto: determinan los cambios fisiolégicos,
bioquimicos, genéticos o moleculares que ocurren en las células o en los
tejidos, entre los méas frecuentes encontramos: aberraciones
cromosOmicas, frecuencia de micronucleos, etc.; detectan un estado de
carcinogénesis que es posterior del detectado por los biomarcadores de
exposicion (Moller, 2006).

e Biomarcadores de susceptibilidad: detectan genotipos responsables de
variacion interindividual que determinan las diferencias en la habilidad de
los individuos para activar o desintoxicar agentes genotoxicos (Albertini et
al., 2000, Moller, 2006, Heuser et al. 2007).

Las lesiones en el material genético pueden aumentar el riesgo de padecer cancer,
detener problemas reproductivos y otras afecciones, de ahi que el uso de

biomarcadores es Util para detectar el dafio genotédxico (Castro et al., 2004).

La adecuada determinacion de la actividad genotéxica exige la disponibilidad de
métodos de deteccion especificos. El primer paso para realizar los estudios de
evaluacion genotodxica es la ejecucién de ensayos in vitro que permitan evaluar el
potencial mutagénico de los compuestos quimicos en breve tiempo. Estos ensayos
de genotoxicidad acorto plazo resultan de gran utilidad porque permiten detectar
mutaciones geénicas, aberraciones cromosémicas, dafio primario a la estructura del
ADN, transformaciones celulares u otras afectaciones inducidas por compuestos

guimicos o fisicos que abundan en el ambiente (Arencibia y Rosario, 2003).

Los principales ensayos para valorar el dafio en el material genético son:

a. Pruebas de dafio y reparacién del ADN: deteccion directa y pruebas
bacterianas para el dafio del ADN, pruebas para el dafio reparable del ADN
en células de mamiferos.

b. Pruebas de mutacién de genes en procariotas: pruebas bacterianas de
mutacién inversa y de mutacién anterégrada.

c. Pruebas en eucariotas no mamiferos: pruebas en hongos para
mutaciones de genes, para aneuploidia y de recombinacion inducida en
hongos, pruebas en plantas y en Drosophila.

d. Pruebas de mutaciones de genes en mamiferos: pruebas ‘in vitro” para
las mutaciones anterégradas, pruebas in vivo para las mutaciones de genes

en células sométicas y pruebas transgénicas.
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e. Pruebas citogenéticas en mamiferos: aberraciones cromosomicas,
micronucleos, intercambio de crométidas hermanas y aneuploidia en
células mitoticas.

f. Mutagénesis en células germinales: medicion del dafio del ADN,
mutacion de genes, aberraciones cromosOmicas, mutaciones letales

dominantes y aneuploidia (Klaassen y Watkins, 2005).

2.3.1. Ensayo Cometa Alcalino

El ensayo de electroforesis alcalina en gel de célula Unica o ensayo cometa es
un método para deteccién de dafio genotdxico a partir de la migracion del ADN
alterado por los agentes genotoxicos. Es considerado un biomarcador de
exposicion debido a que el efecto detectado puede ser reparable aunque se
estan haciendo esfuerzos para desarrollarla como una herramienta para medir

riesgo, es decir como biomarcador de efecto (Moller, 2006, Heuser et al., 2007).

Es un método relativamente simple en su desarrollo y econdmico en el uso de
materiales con respecto a otras técnicas (Rojas et al., 1999), se le considera de
alta sensibilidad para detectar dafio al ADN a nivel de células individuales
(Manas et al., 2006).

Su realizacion es rapida, requiere pequefias muestras de células que pueden
ser obtenidas de diversos tejidos por procedimientos no invasivos, es posible
aplicarla a una variedad muy amplia de organismos y de tipos celulares para
estudios “in vivo” o “in vitro”. Las células pueden ser proliferantes 0 no
proliferantes, somaticas o reproductoras (Rojas et al., 1999, Speit et al., 2008).
Se ha aplicado en distintas especies tanto vegetales como animales (Avishai et
al., 2003, Olive y Banéth, 2006).

El ensayo cometa alcalino consiste en obtener una suspension de células que
son embebidas en agarosa sobre un portaobjetos esmerilado y lisadas por
detergentes y una alta concentracién de sales con lo que el contenido celular
es removido originandose “nucleoides”, en los que el ADN liberado permanece
altamente enrollado. Posteriormente los portaobjetos son tratados en
condiciones alcalinas, lo que permite que el ADN se desenrede desde los sitios
de ruptura de las cadenas y en la electroforesis a pH alto los fragmentos de

ADN, inducidos por los agentes genotoxicos, migren al &nodo de la camara.
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Subsecuentemente los portaobjetos son lavados con una solucion neutralizante
y tefiidos con un colorante fluorescente (como el bromuro de etidio) que se une
al ADN. Al visualizar bajo un microscopio de fluorescencia, las células que
presentan dafio en el material genético dan la apariencia de un cometa
(fotografia 2) con una cabeza fluorescente brillante y una cola cuyo largo e
intensidad de fluorescencia esta relacionada con la cantidad de rupturas
inducidas en el ADN por los agentes genotoxicos. Las colas consisten de una
serie de fragmentos retenidos por una estructura altamente ordenada. Estos
probablemente permanecen conectados por regiones de cadena sencilla. Las
células no dafiadas aparecen como nucleos intactos sin colas (Collins et al.,
1993, McKelvey et al., 1993, Rojas et al., 1999, Faust et al., 2004).

l

it SRR

Fotografia 2. Cometa tefiido con Bromuro de etidio, donde se observa su cabezay

cola. Fuente. Autor.

Con este ensayo es posible detectar un amplio espectro de lesiones primarias
al ADN tales como rupturas de cadena sencilla, rupturas de cadena doble,
uniones cruzadas ADN-ADN y ADN/proteina, bases dafiadas por oxidacion,
sitios alcalino labiles y sitios de reparacion de ADN retardada o incompleta. Ha
sido también empleado para visualizar degradacion de ADN debido a necrosis
y apoptosis (Singh, 2000, Hartman et al., 2001, Rundell et al., 2003, Speit et al.,
2008, Collins et al., 2008), la deteccién de diferencias intercelulares en dafio y
reparacion de ADN en virtualmente cualquier poblaciéon de células eucariontes,
asi como también identifica sub-poblaciones resistentes o sensibles a agentes
dafiinos para el ADN cuando se observan resultados diferenciales en una
poblacién homogénea o heterogénea de células del mismo tejido (McKelvey et
al., 1993, Rojas et al., 1999, Albertini et al., 2000).
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La evaluacion del dafio puede hacerse de forma visual o computarizada y hay
muchas formas para reportar efecto en el ADN por el ensayo cometa: nivel de
dafio en frecuencia de células con cometa o categorizado en escala por
gradiente, longitud de la cola, porcentaje de ADN en la cola y momento de la
cola, se encuentran entre los mas utilizados (Ashby et al., 1995, Angelis et al.,
1999, Rojas et al., 1999, Albertini et al., 2000, Faust et al., 2004). Actualmente

se esta proponiendo cuantificar el nGmero de lesiones por célula (Moller, 2006).

Algunos factores pueden afectar la sensibilidad del ensayo, entre ellos estan: la
edad, dieta, ejercicio, sexo, contaminacion ambiental, infecciones (bacterianas,
parasitarias y virales), habito de fumar y la exposicién al sol (Moller, 2006). El
estado del ciclo celular puede ser un nivel adicional de complejidad, ya que la
estructura de la cromatina afecta el rol de ADN durante la formacién de la cola
del cometa y los cambios de estructura de la cromatina dependen de la fase del

ciclo celular (Rojas et al., 1999).

El ensayo cometa ha sido usado en biomonitoreo humano ambiental y
ocupacional, en estudios sobre genotoxicidad por exposicion a agentes
potencialmente mutagénicos, a nivel clinico (en pacientes con cataratas,
canceres, diabetes), efecto del estilo de vida, en la interaccién entre dieta y
consumo de antioxidantes sobre la carcinogénesis, andlisis de alimentos
irradiados en ecotoxicologia, biologia de la radiacidn, genotoxicidad ambiental y
toxicologia genética (McKelvey et al., 1993, Rojas et al., 1999, Avishai et al.,
2003, Wasson et al., 2008). Ademas para la determinacion de la capacidad
genotoxica de productos obtenidos a partir de especies vegetales, el ensayo
cometa es uno de los métodos de mayor eleccion para garantizar la obtencién

de nuevos farmacos seguros para uso humano (Brugés y Reguero, 2007).

Antineoplasicos de Origen Natural

La OMS estima que cerca del 80% de la poblacion mundial depende de la

medicina tradicional para recibir atencion primaria de salud. En muchos paises

desarrollados, del 70% al 80% de la poblacion ha recurrido alguna vez a una u otra

forma de medicina alternativa o complementaria. Los tratamientos herbarios, que

son la forma mas popular de medicina tradicional, resultan muy lucrativos en el

mercado internacional. En 2003-2004 generaron unos ingresos anuales de US$
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5000 millones. En Brasil, los ingresos generados por la medicina herbaria
ascendieron a US$ 160 millones en 2007 (OMS, 2010).

El uso de plantas medicinales es el medio de tratamiento mas comdn en la
medicina tradicional y la medicina complementaria en todo el mundo. Las plantas
medicinales se obtienen mediante la recoleccion de variedades silvestres o el
cultivo de variedades domesticadas. Muchas comunidades dependen de los
productos naturales recolectados en los ecosistemas para fines medicinales y

culturales, ademas de alimentarios.

Muchos principios activos de origen natural han resultado ser compuestos lider a
partir de los cuales se ha logrado desarrollar numerosos farmacos, es por ello que
el estudio de estos se mantiene vigente como una estrategia de busqueda de

nuevos agentes terapéuticos (Gragg, 2005).

El aislamiento de compuestos anticancerosos de origen natural se ha efectuado a
partir de diferentes estrategias: una de ellas es aquélla que toma encuentra los
antecedentes etnomédicos de las especies bajo estudio; otra es el tamizaje;
inclusive por medio de la evaluacién directa de estructuras novedosas. (Parra et
al., 2005).

Entre los agentes anticancerigenos provenientes de plantas estan los alcaloides de
la Vinca, epipodofitoxinas, taxanos y derivados de la campotecina, los cuales
contribuyen en la quimioterapia del cancer (Balunas et al., 2006; Kinghorn et al.,
2003). Otros compuestos con importancia clinica son la camptotecina y sus
derivados, el irinotecano y el topotecano; asi como la homoharringtonina,
laelipticina y su derivado, el eliptinium. Este Gltimo empleado en Francia para el

tratamiento del cancer de mama (Newman et al., 2003).

Sin duda, las plantas proporcionan un amplio espectro de sustancias
farmacoldgicas para el tratamiento del cancer, con mdultiples efectos (Laszczyk,
2009), entre ellas estan los metabolitos secundarios; es posible encontrar en cada
grupo de metabolitos secundarios por o menos un representante con
caracteristicas anticancerosas; destacandose principalmente los triterpenos,
ademés de las cumarinas, los flavonoides, los sesquiterpenos, los diterpenos
(Parra et al., 2006).
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2.4.1. Estudio de triterpenos como agentes anticancerosos

Los triterpenos constituyen un grupo importante y estructuralmente diverso de
metabolitos secundarios, son compuestos de 30 carbonos procedentes del
escualeno (Bruneton, 2001; Parra et al., 2005). Los triterpenos son compuestos
guimicos que atraen mucha atencién debido a sus actividades biologicas. Se
encuentran ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal formando parte de
los diferentes 6rganos de la planta (frutos, raices, latex, semillas, hojas y partes
aéreas en general) (Martin et al., 2009).

Hasta la fecha, se han descrito mas de 100 triterpenos con actividad citotdxica.
Algunos de éstos son los del tipo ursano, oleanano, cicloartano, lupano, asi
como las quinonas metiltricas (Setzer y Setzer, 2003). También se conoce que
los triterpenos pueden actuar como antioxidantes, antiinflamatorios,
hepatoprotectores, cardioprotectores, antagonistas de los receptores de
estrégenos, antiproliferativos, citotoxicos en lineas celulares de cancer humano

antiangiogénicos y proapoptoticos (Parra et al., 2006; Salminen et al., 2008).

Entre los triterpenos menos estudiados, podemos citar a los cicloartanos. Este
tipo de compuestos han sido referidos como citotoxicos en estudios de
cernimiento, donde se demostr6 que también poseen actividad citotoxica en

lineas celulares de cancer (Parra et al., 2006).

Sin duda, los hallazgos anteriormente descritos para algunos triterpenos hacen
que este tipo de compuestos junto con otros metabolitos secundarios, se
consideren como promisorios para el desarrollo de nuevos agentes

antineoplasicos (Parra et al., 2005).

2.4.2. Argentatina B

La Argentatina B es un triterpeno de tipo cicloartano, aislada de la resina de
Parthenium argentatum Gray, (Fotografia 3), un pequefio arbusto productor de
hule natural, nativo del norte de México y del sur de Estados Unidos, que ha
demostrado ser una fuente rica de compuestos biolégicamente activos, entre

los que se encuentran algunos triterpenos (Parra et al., 2005).
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Fotografia 3. Arbusto de Parthenium argentatum Gray. Fuente. Parra. 2006

La Argentatina B (fig. 3), cuyo nhombre IUPAC es (1683, 24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona, demostré ser citotoxica en varias lineas celulares de
cancer humano, mientras que en los ensayos de genotoxicidad (Mn) en
linfocitos humanos mostr6 un efecto no genotdxico (Parra et al., 2005); sin
embargo pruebas hechas en el mismo modelo biolégico mediante el ensayo

cometa mostraron un efecto genotéxico en linfocitos humanos (Ramirez, 2008).

Figura 3. Estructura molecular de la argentatina B.

Estudios adicionales basados en la evaluacion de la Cinética de Proliferacion
Celular (CPC) y el célculo del indice de Divisién Nuclear (IDN), permitieron
determinar que la Argentatina B puede ser considerado como un agente
citostatico. Es posible que la argentatina B impida la proliferacion celular por
medio de la inhibicién de alguna fase del ciclo celular, ya que se sabe que la
acteina, un triterpeno de tipo cicloartano semejante a la argentatina B, posee
efectos citostaticos asociados a la inhibicién de los niveles de ciclina D1, cdk4 y
pRb en su forma hiperfosforilada, asi como al incremento de los niveles de la
proteina p21 cipl que conllevan a una inhibicion del ciclo celular (Saxe et al.,
2004).
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2.4.3. Derivados de Argentatina B: (16S,17R,20S)-dilactona; 1la-
(carboxietil) y 1a-(metoxicarboniletil).

Mediante modificaciones quimicas actualmente se han obtenido varios
derivados de Argentatina B, algunos de ellos con mayor actividad citotdxica
frente a células tumorales humanas. Las transformaciones quimicas que
mejoran la actividad citostatica y/o citotoxica de algunos nucleos triterpénicos
en las lineas celulares de cancer, son la apertura del anillo A o la incorporacion
de grupos nitrilo, formilo, carboxilo; asi como dobles ligaduras en dicho anillo, y
la incorporacion de grupos carbonilos a 8 insaturados en los anillos Ay C
(Parra et al., 2006).

Uno de los principales problemas de los metabolitos secundarios y sus
derivados es la solubilidad; nuevas investigaciones sobre la molécula de
argentatina B han permitido desarrollar derivados més solubles, de los cuales
tres de ellos se estudiaron en el presente proyecto de investigacion (Tabla 4):
(16S, 17R, 20S)-dilactona; 1a-(carboxietil) y la-(metoxicarboniletil), de los que
se desconoce su actividad sobre las lineas tumorales humanas asi como su

efecto genotéxico.

Tabla 4. Derivados de argentatina B estudiados en el presente trabajo.

Nombre
o Nombre IUPAC Clave Estructura
trivial
Dilactona (16S,17R,20S)-25-nor- Dilactona
Arg B cicloartan-3,24 dilactona Arg B
la -(2-metoxicarboniletil) -2-(1-
metil-1-hidroxietil)-4b, 7a - U
Dilactona dimetil-7-(1-metil-3- . - [~
Ap Dilac 0 ol T
apertura metoxicarbonilpropil)- MeOH L. L7
e PR
metanol | 11a2344a4b5,6,7,7a- o [
dodecahidro-9H-ciclopenta[a] / {q.
ciclopropa [e]-naftalen-6-ol.
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Dilactona
apertura

agua

la-(2-carboxiletil)-2-(1-metil-1-
hidroxietil)-4b,7a-dimetil-7-(1-
metil-3-carboxil)-
1,1a,2,3,4,4a,4b,5,6,7,7a,8-
dodecahidro-9H-
ciclopenta[a]ciclopropale]-
naftalen-6-ol

Ap Dilac
H20

Fuente: Romero J.C. 2010
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Compuestos de estudio
3.1.1. Derivados de la Argentatina B
Los derivados de la argentatina B: (16S,17R,20S)-dilactona; la-(carboxietil) y
la-(metoxicarboniletil) fueron donados por el Ing. Juan Carlos Romero del
Instituto de Quimica Aplicada de la UTPL.

3.2. Ensayo de Citotoxicidad Celular por Fluorometria (FMCA)
3.2.1. Modelo Biolégico
En los ensayos se utilizd como modelo biolégico un panel de 5 lineas celulares
tumorales (Fotografia 2), que fueron RKO (cancer de colon), D-384

(astrocitoma cerebral), U-251 (glioblastoma), PC-3 (cancer de prostata) y MCF-

7 (cancer de mama); todas de procedencia humana donadas por la Dra.

Patricia Ostrosky del Instituto de Ciencias Biomédicas de la UNAM.

D-384 (Astrocitoma cerebral) U-251 (Glioblastoma) MCF-7 (Cancer de mama)

PC-3 (Cancer de préstata) RKO (Cancer de colon)

Fotografia 4. Panel de lineas celulares tumorales. Microscopio invertido ZEISS (40X) Fuente.

Autor.
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3.2.2. Condiciones de cultivo.

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio base RPMI-1640 (GIBCO)
suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% (GIBCO), antibiético-antimicético
(100 Unidades/ml de Penicilina G, 100 pg/ml de sulfato de Estreptomicina y 0,25
pg/ml de Amphotericina B como Funfizona) (GIBCO), 2 mM de L-glutamina
(GIBCO), Bicarbonato de sodio al 0,2% (MERCK). Los cultivos celulares se
mantuvieron en incubacion a 37°C de Temperatura en una atmoésfera
humidificada al 5% de CO,,

3.2.3. Conteo celular

La cuantificacion del nimero de células por mililitro se realizé mediante el
método de exclusién con azul de tripano, contando en la camara de NeubaUer
5 campos. Se calculé el nimero de células mediante la aplicacion de la

siguiente formula.

# de células contadas * dilucion

# de cuadrantes contados * 10000 = # de células /ml

3.2.4. Protocolo

Para la realizacion del ensayo FMCA se sembr6 en un multiplato de 96 pocillos
4 x 10° células/pocillo, a partir de cultivos en 80-90% de confluencia y se incub6
durante 24 h, transcurrido este tiempo, se colocé nuevo medio con las
concentraciones de derivados de Arg. B a probar (15, 25, 50, 75 y 100 uM),
ademas se utilizé como control negativo etanol al 1% (EtOH 1%) y como
control positivo Doxorrubicina (DXO) 1 uM. Las células se incubaron por 48 h
mas. Pasado este tiempo se deseché el medio y sin despegar las células se
realizé un lavado con Buffer fosfato salino (PBS) para eliminar restos celulares.
Posteriormente se adicion6 100 pL de la solucion FDA: PBS (0,8uL:120uL). Se
incubd la placa en oscuridad a temperatura ambiente durante 5 min y se ley6
en un fluorébmetro Fluoroskan Ascent (Thermo Electron Corporation) a una Ay
485 nmy Aem: 538 nm.

La viabilidad se cuantificé en funcién a la intensidad de fluorescencia relativa

proporcional a la cantidad de células que sobreviven al tratamiento. Los valores
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3.3.

se normalizaron con las unidades de fluorescencia relativa de las condiciones
control (100% de viabilidad) y a partir de este valor se obtuvo el porcentaje de

células vivas en condiciones experimentales.

Ensayo de Viabilidad Celular y Ensayo Cometa

3.3.1. Modelo Biolégico y Donantes

Se usaron linfocitos extraidos a partir de sangre completa ya que tienen la
ventaja de que, al conservar componentes del plasma, reflejan mas fielmente la
situacion in vivo. Esto se debe a que los eritrocitos y demas componentes del
plasma tienen un papel muy importante en la activacion metabdlica de los
promutagenos y también en la degradacién de potenciales agentes genotoxicos
(Martinez, 2005).

Para la realizacién del ensayo de Viabilidad y Cometa se trabajé con sangre
periférica heparinizada proveniente de tres donantes aparentemente sanos de
edad comprendida entre 21 y 27 afios, de sexo masculino, los mismos que
cumplieron las siguientes condiciones: no se encontraban recibiendo
tratamiento farmacoldgico alguno, ni cursando por algin cuadro sintomatico

durante el muestreo.

3.3.2. Controles

3.3.2.1. Control positivo

Se trabaj6 con etil metanosulfonato (EMS) a una concentracion de 0,1 uM,
ya que es un poderoso agente alquilante monofuncional, el mismo que
tiene afinidad por el ADN, cuyo mecanismo comienza con la donacion de
un grupo etilo que reacciona con los sitios nucleofilicos dentro del ADN. Su
toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad se ha observado en varios
estudios toxicoldgicos y genotdxicos, y es por consiguiente un compuesto
valido para usar en los estudios de esta naturaleza debido a sus efectos

conocidos “in vitro” (Wyatt et al., 2007).
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3.3.2.2.  Control negativo

Los compuestos a probar se disolvieron en etanol, a una concentracion

maxima de 0,1 % (v/v), la misma que fue utilizada como control negativo.

3.3.3. Protocolo del Ensayo de Viabilidad (FDA-EtBr)

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

La siembra se realiz6 en microtubos eppendorf de 1,5 mL, donde se colocaron
930uL de medio RPMI (GIBCO) suplementado con antibiético y antimicético
(GIBCO), L- glutamina (GIBCO) y aminoéacidos no esenciales (GIBCO) al 1%;
71,4 uL de sangre heparinizada y el respectivo tratamiento (Ver tabla # 5),
seguidamente se ajustaron los derivados de arg. B a una concentracion de
0,1% de etanol y finalmente se incub6 a una temperatura de 37°C y humedad

atmosférica del 5 % de CO, durante 3 horas.

Tabla 5. Disefio de Tratamiento para Viabilidad y Ensayo Cometa. Fuente: Autor.

Sustancias Concentraciones

Control Negativo Etanol 0.1 %

_ (16S,17R,20S)-dilactona
Sustancias a

Probar (Derivados la-(carboxietil) 5, 15, 25y 50 uM
de Arg. B)

la-(metoxicarboniletil)

o EMS (Etil metano
Control Positivo 0.1 uM
sulfonato)

Luego de las 3 horas de incubacion se homogenizaron los tubos y fueron
centrifugados dos veces durante 2 min. a 10000 rpm. Del pellet obtenido se
tomo6 20 pL y se los mezclo con 20uL de solucion FDA-EtBr (FDA 5mg/mL;
EtBr 1mg/5mL), se coloco la mezcla en una placa portaobjetos y se la observo

en un microscopio de fluorescencia (ZEISS-Axioskop 2 plus) con el fin de

-27-



determinar el porcentaje de células viables. Se contaron un total de 200 células
entre vivas y muertas (vivas de color verde y muertas de color rojo),

(Fotografia 5).

Fotografia 5. Fotografia del ensayo de viabilidad. Microscopio de fluorescencia (ZEISS-
Axioskop 2 plus) (40X). Fuente. Autor

3.3.4. Protocolo del Ensayo Cometa

La parte de siembra y aplicacion del tratamiento es similar a la descrita para el
protocolo de viabilidad (3.3.3). Pasadas las 3 horas de incubacién se
homogenizaron los tubos y fueron centrifugados dos veces durante 2 min a
10000 rpm. El pellet obtenido se mezclé con 150 L de agarosa de bajo punto
de fusién (LMP 1%) y se colocd 75 uL de esta mezcla en cada laminilla que
contenian previamente agarosa de normal punto de fusion (NMP 1%), se las
cubrié inmediatamente con cubre objetos. Se prepard 2 laminillas por cada
microtubo de siembra. Después de preparar todas las laminillas se llevaron a
refrigeracion durante 5 min para fijar la agarosa. Luego se retir6é el cubreobjetos
de cada laminilla y se coloc6 130 pyL de agarosa LMP, se cubrieron

nuevamente y se refriger6 por 5 min adicionales.

Seguidamente se introdujo las laminillas en solucién de lisis: 10% de DMSO
(SIGMA); 1% de triton X-100 (SIGMA); 2,5 M NaCl (MERCK); 100 mM EDTA
(INVITROGEN); 10 mM Tris (INVITROGEN) y pH 10, por un tiempo minimo de

1 hora y maximo de 15 dias.

Antes de realizar la corrida electroforética se dejoé reposar las laminillas por 20

min en el buffer de electroforesis pH >13 que contiene: 300 mM de Hidroxido
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de Sodio (MERCK) y 1 mM EDTA (INVITROGEN), se tuvo precaucion de que

el buffer cubra completamente las laminillas.

Terminado este tiempo se realizo la corrida electroforética en forma horizontal,

las condiciones usadas fueron: 25V, 300 mAy 20 min.

Una vez terminada la corrida electroforética las laminillas fueron lavadas
sucesivamente con el buffer de neutralizacion pH 7,5 (0, 4 M Tris) para
neutralizar los alcalis presentes. Se deshidrataron con metanol frio para su

posterior analisis.

Para observar el dafio al ADN producido por los compuestos probados, las
laminillas fueron hidratadas con agua desionizada fria y tefiidas con 60 pL de
Bromuro de etidio (1,5 mg/ml). El parametro analizado fue la migracion del
ADN (longitud de cola del cometa), se contabilizaron 25 cometas por cada
laminilla en un microscopio de fluorescencia (ZEISS-Axioskop 2 plus) con un

ocular micrométrico y el objetivo 40x.

3.4. Analisis estadistico

3.4.1. Ensayo Citotoxicidad Celular por Fluorometria (FMCA)

Se realizaron tres ensayos por cuadriplicado por cada linea celular a las
mismas condiciones. Los datos crudos resultantes de la lectura en el
fluorbmetro  fueron  transformados a  porcentajes de  viabilidad.
Consecutivamente se analizaron estos valores utilizando el software estadistico
GraphPad Prism 5, para obtener la ICso mediante una regresion no lineal, entre

el logaritmo de la concentracién versus el porcentaje de viabilidad.
3.4.2. Viabilidad Celular (FDA)
Para el analisis estadistico de los datos obtenidos de viabilidad se utilizé la

prueba de comparacion multiple ANOVA y una prueba posterior de Dunnett,

usando el software estadistico GraphPad Prisma 5.
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3.4.3. Ensayo Cometa

Se realizaron tres repeticiones por cada donante y cada una por duplicado. El
andlisis estadistico se lo realizo con el software GraphPad Prism 5. Utilizando
el test de Kruskal-Wallis y post test de Dunns para evaluar el largo de cola de
los cometas. Para realizar la comparaciéon cualitativa de los derivados de
argentatina B, estos se normalizaron con respecto al control de etanol, se
establecio las regresiones lineales y se comparé las pendientes con el test de

ANOVA de dos vias.
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3.5. Esquemadel Ensayo de Citotoxicidad Celular por Fluorometria

LINEAS CELULARES
TUMORALES HUMANAS

RKO (colon) m -
D-384 (cerebral)

MCF-7 (mama)

PC-3 (prostata)

U-251 (glioblastoma)

Siembra (4 x 10°
células/pocillo)

24 h Incubacion
37 °C, 5% CO2

TR

Analisis de los
datos

Figura 4.Esquema del FMCA. Fuente: Autor
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3.6.

Esquema del Ensayo Cometa

F* .

Extraccion de la
muestra |

} Siembray aplicacion
|

del tratamiento

\ "N\

/7
V4
v vy d
. L 32./

Preparacion de las

Viabilidad (FDA)

placas

Cosecha ﬂ

o

(16S,17R,20S)-dilactona

O

J (¢

: ‘-J\'»Dh

At

HO J T ~ 1a-(metoxicarboniletil)
PAN
o
- i
!J OH
o - OH
J_J
A 1a-(carboxietil)

Tratamiento
5,15, 25, 50 uM

3 h Incubacion 37 °C,
5% CO2

1 Electroforesis (25 V,
J‘ 300 mA, 20 min)

uoloezijeynaN

Analisis de los datos

Medicion del
tamafio de cola

Conteo en el Microscopio
de Fluorescencia

Figura 5.Esquema del Ensayo Cometa y Viabilidad. Fuente: Autor
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4. RESULTADOS

4.1. Actividad citotoxica de (16S,17R,20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil), en lineas celulares tumorales (RKO, D-384, MCF-
7, PC-3y U-251)

El tamizaje primario aplicado en las lineas celulares tumorales, fue cuantificado
mediante el porcentaje de viabilidad resultante de la exposicién por 48 h de los
tres derivados de argentatina B: (16S,17R,20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil). Para ello se utiliz6 el ensayo de Citotoxicidad Celular por
Fluorometria (FMCA).

4.1.1. Determinacion de la ICs

Para conocer la ICsy, se expusieron las lineas tumorales a cinco
concentraciones diferentes de: (16S,17R,20S)-dilactona; 1a-(carboxietil) y l1a-
(metoxicarboniletil) (15, 25, 50, 75y 100 uM); como ejemplo podemos observar
en la grafica 1 la curva de inhibiciébn del crecimiento en la linea celular de

carcinoma de colon (RKO).

% de Viabilidad células RKO

1001+
-8— (16S,17R,20S)-dilactona

901 la-(carboxietil)

804 =& la-(metoxicarboniletil)
704
604
50+

404

% de Viabilidad

304

204

10+

O T T T T T 1
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2

log uM

Gréfica 1. Porcentaje de células vivas de RKO (céancer de colon), expuestas por 48 h a
diferentes concentraciones de (16S, 17R, 20S)-dilactona; la-(carboxietil) y 1la-
(metoxicarboniletil) (15, 25, 50, 75 y 100 uM); en el eje de las X se muestra el logaritmo
de la dosis en pM. Prueba de regresion no lineal. P < 0,0001.
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El efecto que demostraron los tres derivados fue una actividad citotdxica
dependiente de la concentracion. La respuesta fue similar para todas las lineas

celulares, cuyas curvas se muestran en el Anexo 1.

En la tabla 6 se muestra la actividad citotoxica de los tres derivados de
argentatina B, para ello se calculé la ICs, por cada experimento, el promedio de
las tres repeticiones se muestran en la siguiente tabla. Los resultados
demuestran que las moléculas presentan diferentes respuestas sobre las lineas

celulares utilizadas.

Tabla 6. Actividad citotéxica de los derivados de argentatina B, expresada en funcion
de la concentracion Inhibitoria media.
ICso (HM) + EE

Lineas celulares
Compuestos de prueba

de cancer
humano (16;]225)?;8)_ la-(carboxietil) (metoxicla?rl;oniletil)
RKO (Colon) 44,95 + 0,04 98,99 + 0,04 84,13 + 0,03
D-384 (Cerebro) 23,42 £ 0,05 >100 >100
U-251 (Glia) 82,38 £ 0,04 > 100 > 100
MCF-7 (Mama) 44,04 £ 0,07 > 100 90,00 + 0,05
PC-3 (Prostata) 80,01 + 0,02 > 100 > 100

Los resultados se muestran como la media + EE de tres experimentos independientes

por triplicado.

El compuesto mas activo fue (16S,17R,20S)-dilactona, el cual presentd una
ICso que oscilaba entre 23,42 y 82,38 uM, teniendo mayor efecto en la linea
celular de astrocitoma cerebral D-384 y menor potencia en la linea U-251. Por
otro lado, los compuestos la-(carboxietil) y la-(metoxicarboniletil) no
presentaron mayor efecto sobre el modelo bioldgico utilizado, siendo su
actividad similar en todas las lineas celulares, donde su ICsy en la mayoria de

los casos fue mayor a 100 pM.

4.2. Actividad genotoxica de (16S,17R,20S)-dilactona; la-(carboxietil) y 1a-

(metoxicarboniletil), derivados de argentatina B.

Previo a la ejecucion del test de genotoxicidad es indispensable establecer el

porcentaje de células viables, en nuestro estudio se utilizo el test de viabilidad
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mediante el ensayo de doble tincion FDA-BrEt, la demostracion de que el
potencial citotéxico no esta interviniendo en el efecto genotdxico es fundamental

para cualquier estudio.

4.2.1. Viabilidad de:
(metoxicarboniletil)

(16S,17R,20S)-dilactona, la-(carboxietil) y 1la-

En la Tabla 7 se se detalla el porcentaje de viabilidad de los linfocitos
expuestos por 3 horas a las dosis de 5, 15, 25 y 50 uM de los tres derivados de
Arg. B, podemos observar que la viabilidad de todas las dosis probadas es
mayor al 70% en todos los casos y no existen diferencias significativas entre
los derivados. El analisis estadistico demuestra que a dosis de 15, 25y 50 uM
existe diferencia significativa entre los derivados con respecto al control
negativo con etanol. Asi mismo se puede observar que conforme aumenta la

dosis de las sustancias analizadas, la viabilidad disminuye paulatinamente.

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad de los linfocitos humanos tratados con diferentes

concentraciones de los derivados de Arg B.

% de Viabilidad = EE

Compuesto (16S,17R,20S)- . la -
dilactona la-(carboxietil) (metoxicarboniletil)
C 95,72 +1,01 95,72 +1,01 95,72+ 1,01
C (Etanol 0,1%) 95,03 + 0,98 95,03 £ 0,98 95,03 + 0,98
5 uM 94,86 + 0,82 95,42 + 0,50 95,25+ 0,78
15 uM 92,94 + 1,27 ** 93,28 + 1,18 *** 93,19 + 0,73 **
25 uM 91,36 + 1,36 *** 91,89 + 1,35 *** 91,50 + 0,83 ***
50 uM 88,97 + 1,84 *** 90,36 + 0,99 *** 90,11 + 1,77 ***
EMS 0,1 uM 88,72 + 1,36 *** 88,72 + 1,36 *** 88,72 £ 1,36 ***

Los resultados se muestran como la media + EE de tres experimentos independientes
de tres donantes distintos, utilizando el test paramétrico ANOVA y post test de Dunnett.

(** P<0,001, *** P<0,0001) con respecto al control negativo con etanol.

4.2.2. Largo de colacon (16S,17R,20S)-dilactona

En la grafica 2 se observa que el derivado (16S,17R,20S)-dilactona presenta

un efecto genotdxico, ya que a medida que aumentan las dosis analizadas se
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observa un incremento del largo de cola del cometa. El andlisis estadistico
mediante la Prueba de Kuskal-Wallis demuestra que a dosis de 15, 25 y 50 uM
existe diferencia significativa con respecto al control negativo con etanol.

(16S,17R,20S)-dilactona

200+
*kk

= 1504
3.
3] *kk
k)
g
© 100+ *xx
)
=]
o *kk
2
8 504 J_ J_

0 T T T T T T T

C- EtOH 0,1% 5 15 25 50 EMS 0,1

Concentracion pM

Grafica 2. Efecto genotéxico en linfocitos humanos tratados con diferentes
concentraciones del derivado (16S, 17R, 20S)-dilactona. Prueba Kruskal-Wallis (***
P<0,0001).

4.2.3. Largo de cola con la-(carboxietil)

Las concentraciones probadas de la-(carboxietil) inducen dafio genotdxico en
linfocitos humanos como se indica la grafica 3, ello expresado por el largo de
cola de los cometas. El andlisis estadistico demuestra que a dosis de 15, 25y

50 uM existe diferencia significativa con respecto al control negativo con etanol.

la-(carboxietil)

200+
*kk

= 150+
3
[ *kk
)
g
© 1004
% Kkk
o *kk J_
2
©
—

|_

==

0 T T T T T L) L)

C- EtOH 0,1% 5 15 25 50 EMS 0,1

Concentraciéon uM

Grafica 3. Efecto genotdxico en linfocitos humanos tratados con diferentes
concentraciones del derivado 1la-(carboxiletil). Prueba Kruskal-Wallis (***
P<0,0001).
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4.2.4. Largo de cola con la-(metoxicarboniletil)

La gréfica 4 indica la migracion del ADN mostrandose una relacion dosis —
dependiente de la concentracion del derivado la-(metoxicarboniletil). El andlisis
estadistico mediante la Prueba de Kuskal-Wallis demuestra que a partir de la
dosis de 15 pM existe diferencia significativa con respecto al control negativo

con etanol.
la-(metoxicarboniletil)
200"
*kk

= 150+
3.
oo
] *k%
g
© 100+
g *k*k
[e) Kok T
>
" T - .

0 T T T T T L] L]

C- EtOH 0,1% 5 15 25 50 EMS 0,1

Concentracion uM

Grafica 4. Efecto genotoxico en linfocitos humanos tratados con diferentes
concentraciones del derivado 1la-(2-metoxicarboniletil). Prueba Kruskal-Wallis (***
P<0,0001).

4.2.5. Comparacion cualitativa de:(16S,17R,20S)-dilactona; la-

(carboxietil) y 1la-(metoxicarboniletil), derivados de argentatina B.

En la gréfica 5 podemos observar la comparacion de las pendientes de los tres
derivados donde (16S,17R,20S)-dilactona es el mas genotoxico. De acuerdo a
los resultados obtenidos en el ensayo cometa, los 3 derivados de argentatina B
producen dafio genotoéxico, sin embargo existen diferencias entre ellos, siendo
de mayor a menor de la siguiente manera: (16S,17R,20S)-dilactona > 1la-

(metoxicarboniletil) > 1a-(carboxietil).

A través del andlisis estadistico ANOVA de dos vias, se observl que existen

diferencias significativas en la dosis de 50 uM entre (16S,17R,20S)-dilactona vs
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la-(metoxicarboniletil)
(carboxietil) **P<0,01.

Largo del cometa uM
w

*P<0.05 y entre (16S,17R,20S)-dilactona vs

*%

—— (16S,17R,20S)-dilactona
la-(carboxietil)

== la-(metoxicarboniletil)

10 20 30 40 50 60

Concentraciéon uM

Gréfica 5. Representacion de pendientes de los derivados de argentatina B.
ANOVA de dos vias. ((16S,17R,20S)-dilactona vs la-(carboxietil) **P<0.01;
(16S,17R,20S)-dilactona vs l1a-(metoxicarboniletil) *P<0,05)
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5. DISCUSION

Hoy en dia la busqueda de nuevos compuestos con actividad anticancerigena es
indispensable, es asi que la mayoria de investigaciones sobre nuevos farmacos con
potencial antineoplasico tienen como materia prima a la flora. En el reino vegetal han
sido identificadas cerca de 250000 especies de plantas, de las cuales un 10% se
consideran como medicinales (Abruzzo, 2000); en 2005, Cragg inform6 que cerca de
10000 especies de plantas usadas en etnomedicina se han comprobado que tienen

propiedades anticancerigenas (Cragg et al., 2005).

El paso inicial en la busqueda de moléculas con potencial como agentes
anticancerigenos, es un tamizaje primario, que permita la discriminacion de extractos,
moléculas, metabolitos o cualquier compuesto a probar, para conocer su potencial
citotéxico o inhibidor en un modelo bioldgico. Seguidamente se deben implementar
pruebas de genotoxicidad que permitan dilucidar si el compuesto en estudio tiene
capacidad para interactuar con el ADN y pueda causar dafio en esta molécula (Piloto
et al., 2000).

Uno de los principales problemas que presentan los farmacos obtenidos a partir de
metabolitos secundarios extraidos de plantas es su toxicidad, en especial cuando son
farmacos antineoplasicos en estos casos es necesario evaluar el dafio que causan al
ADN. Sin embargo una manera de mejorar la actividad biolégica y de reducir la
genotoxicidad es realizar cambios estructurales por medios quimicos a las moléculas
de interés. Es asi como en investigaciones anteriores se obtuvieron varios derivados
de la Argentatina B, un triterpeno aislado de la resina de Parthenium argentatum que
demostré una alta actividad anti-proliferativa en varias lineas celulares tumorales
humanas (Parra et al., 2006); se sabe gue las transformaciones quimicas que parecen
mejorar la actividad citostatica y/o citotéxica de algunos nucleos triterpénicos en las
lineas celulares de cancer, son la apertura del anillo A o la incorporacién de grupos
nitrilo, formilo, carboxilo; asi como dobles ligaduras en dicho anillo y; carbonilos a3

insaturados en los anillos Ay C (Parra et al., 2006).

Este estudio se enfocé en estudiar la actividad citotoxica y genotdxica que presentan
tres derivados de argentatina B: (16S,17R,20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil), en lineas celulares tumorales (RKO, D-384, MCF-7, PC-3 y U-251)

y linfocitos humanos.
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En nuestro caso los tres derivados sufrieron transformaciones quimicas a partir de su
precursor (argentatina B), estas modificaciones fueron la adicion de dos grupos
lactona en los anillos Ay E en el caso de (16S,17R,20S)-dilactona, la apertura de los
anillos A y E con la incorporacion de dos esteres de acido carboxilico para la-
(metoxicarboniletil) y la adicion de dos grupos carboxilo por medio de aperturas de los
anillos Ay E en el caso de la-(carboxietil).

Por medio del Ensayo de Citotoxicidad Celular por Fluorometria se logro determinar la
actividad citotoxica y la ICso de los tres derivados de argentatina B (Tabla 6). EIl FMCA
es una técnica rapida y de alta sensibilidad farmacoldgica para ensayos ‘in vitro”.
Ademas de ser una herramienta muy util para el desarrollo de nuevas sustancias con
actividad citotoxica (Larsson et al., 1993; Nygren, 1994). Como se observa en la tabla
6 la mayoria de lineas celulares utilizadas fueron sensibles al tratamiento de 48 h con
(16S,17R,20S)-dilactona, cabe mencionar que el derivado tuvo alta sensibilidad por la
linea celular D-384 (astrocitoma cerebral) presentando una ICs, de 23.4 uM. Por otro
lado, el tratamiento con la-(carboxietil) y la-(metoxicarboniletil) no mostré ningdn

efecto considerable comparandolo con el derivado (16S,17R,20S)-dilactona.

La actividad citotoxica de los tres derivados fue similar a la de otros derivados de
argentatina B estudiados por Parra (2006), quien evaludé la citotoxicidad de 14
derivados a través del modelo de SRB en 4 lineas celulares de cancer humano HCT-
15 (colon), K562 (leucemia), PC-3 (prostata) y U251 (SNC), se sabe que los derivados
con mayor potencial fueron 2-Formil y 2a-Ciano, los cuales presentaron valores
promedio de ICso de 1 uM y 10 uM respectivamente. Sin embargo también hubieron
moléculas cuya ICs, fue mayor a 100 uM tales como 2,3-d-Isoxazole-(16b,24R),
(16S,17R,20S)-lactona y 25-O-Acetil-3-oxima que comparandolas con los derivados

la-(carboxietil) y 1a-(metoxicarboniletil) presentaron una respuesta similar.

Poco se conoce acerca de los mecanismos de accién por los que los triterpenos
ejercen sus efectos (Salminen et al., 2008). La mayoria de los estudios farmacoldgicos
se limitan a informar el parAmetro de potencia ICs, (concentraciéon que inhibe el 50%
de la proliferacion celular) y a la comparacion de los datos con aquellos previamente
informados. Sin embargo podemos suponer que los derivados de Arg. B pueden ser
considerados como agentes citostaticos, ya que si bien los resultados muestran un
decremento de la viabilidad celular (grafica 1), no se trata de una muerte celular

debido a que al observar al microscopio las células con tratamiento no existian restos
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celulares ni células flotando en el medio. Mas bien la repuesta fue un efecto citostético
similar a lo que ocurre con la molécula precursora (Parra et al., 2006).

Por otro lado, es muy importante conocer los efectos que pueden producir los posibles
farmacos antineoplasicos en estudio, y més aun si se trata de metabolitos secundarios
extraidos de plantas o compuestos semisintéticos; ya que pueden interaccionar directa
o indirectamente con el ADN, dafiandolo y provocando mutaciones que pueden dar
origen a diferentes tipos de cancer, alteraciones genéticas en la descendencia y
efectos teratogénicos (Monroy et al., 2005). Por esta razén los estudios genotoxicos de
los antineoplasicos son importantes para evaluar el riesgo-beneficio de este tipo de
farmacos (Vizoso et al., 2000).

El enfoque de nuestro estudio a mas de evaluar el potencial citotoxico de las tres
moléculas, fue conocer su accion sobre el material genético, para ello se utilizé el
ensayo cometa alcalino que se caracteriza por ser sensible, confiable, econémico y
rapido para detectar diversos dafios en el ADN como: rupturas de cadena sencilla,
rupturas de cadena doble, uniones cruzadas ADN-ADN y ADN/proteina, bases
dafiadas por oxidacion, sitios alcalino labiles y sitios de reparacién de ADN retardada o
incompleta (Singh, 2000, Hartman et al., 2001, Rundell et al., 2003, Speit et al., 2008,
Collins et al., 2008).

Sin embargo cabe mencionar que previo a realizar cualquier estudio de genotoxicidad
se debe descartar cualquier alteracion en la viabilidad del modelo biolégico a utilizar,
en nuestro caso se utilizd el test de viabilidad celular de doble tincion FDA-BrEt. Los
resultados se describen en la tabla 7 y permitieron concluir que los compuestos en
prueba no alteraron la viabilidad de los linfocitos humanos, de esta manera podemos
estar seguros que el dafio causado al ADN sea por un efecto inducido por los

derivados de argentatina B, mas no por una muerte celular.

Los datos de las graficas 2, 3 y 4 nos evidencian una respuesta genotoxica de los tres
derivados de Arg B. con respecto al control negativo (etanol 0,1%), el control positivo
con etil metano sulfonato (EMS) (0,1 uM) nos permitié corroborar dicha respuesta ya
gue el EMS es un poderoso agente alquilante que tiene afinidad por el ADN. Ademas
gue su toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad han sido observados en varios

estudios toxicoldgicos y genotdxicos (Wyatt et al., 2007).
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Comparando la respuesta de cada uno de los derivados mediante un andlisis de
varianza de dos vias (grafica 5) se pudo deducir que el efecto genotéxico que
producian era diferente entre si, llegando a la conclusion que el derivado
(16S,17R,20S)-dilactona fue el de mayor genotoxicidad, seguido del derivado la-
(metoxicarboniletil) y la-(carboxietil) como el que menos dafio causo al ADN de los
linfocitos humanos, cabe mencionar que entre estos dos ultimos derivados no existio
diferencia significativa. En estudios previos, la argentatina B mostré un efecto
genotoéxico a través del ensayo cometa (Ramirez, 2008). Investigaciones recientes han
demostrado la genotoxicidad de cuatro derivados de argentatina B, resultando los
derivados 2-formil y 2a-ciano los que presentaron mayor efecto genotéxico, mientras
gque los derivados 25-O-Acetil y 3-oxima no presentaron un efecto considerable
(Bautista 2010). Ademas se sabe que los derivados 2a-Bromo y (16S,17R,20S)-

lactona presentaron un efecto genotéxico en linfocitos humanos (Ramirez et al., 2011).

Nuestros resultados van de la mano con los obtenidos por los autores anteriormente
citados ya que los tres derivados estudiados presentaron efecto genotdxico, ademas
se pueden comparar los resultados debido a que las tres investigaciones tienen mucho
en comun como el tipo de ensayo utilizado, el modelo biolégico, las horas de

exposicion y los controles positivo y negativo.

Es muy importante conocer el mecanismo por el cual los derivados (16S,17R,20S)-
dilactona, la-(metoxicarboniletil) y 1a-(carboxietil) producen dafio al ADN, sin embargo
es muy dificil evidenciar el mecanismo de accién cuando se utiliza un solo tipo de
ensayo, lo que se puede elucidar son las posibles causas por las que se produjo el
dafio; si se compara la relacién estructura—actividad biol6gica podemos decir que una
de las causas puede ser que todos los derivados presentan una estructura similar con
respecto a su precursor (argentatina B). En el caso de los tres derivados nuestros, las
modificaciones quimicas fueron hechas en los anillos A y E, que se encuentran en los

extremos de la molécula (figura 3).

El hecho de que el derivado (16S,17R,20S)-dilactona cause mayor dafio al DNA pudo
deberse a que en su estructura quimica tiene dos grupos lactona que de acuerdo a la
literatura estos presentan una mayor estabilidad energética comparandolos con los
grupos carboxilo presentes en el derivado la-(carboxietil), y con los estéres de acido
carboxilico que se afiadieron al derivado la-(metoxicarboniletil). Cabe mencionar que
el derivado (16S,17R,20S)-dilactona presenta una estructura cerrada de la molécula

en tanto que 1a-(metoxicarboniletil) y 1a-(carboxietil) presentan aperturas en los anillos
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Ay E lo que puede hacer que las moléculas sean mas inestables y menos reactivas

sobre el blanco molecular.

En la literatura se han reportado varios estudios de triterpenos y sus derivados como
posibles agentes anticancerigenos, sin embargo pocos son los que determinan el
mecanismo de accion por el cual los compuestos causan dafio al ADN, en nuestro
caso no se puede afirmar con certeza el mecanismo de accion pero podemos suponer
que el dafio causado al ADN por los derivados (16S,17R,20S)-dilactona; la-
(carboxietil) y 1a-(metoxicarboniletil) pudo ser el mismo que tuvo la argentatina B, que
usando como modelo biolégico a linfocitos humanos ésta pudo inducir dafio indirecto
al ADN, posiblemente causado por estrés oxidativo debido a la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Hail et al., 2004).

Este trabajo es el primero en informar la actividad citotoxica y genotodxica de estos 3
derivados de argentatina B. Los resultados obtenidos en el presente estudio se
pueden comparar entre si, ya que el derivado (16S,17R,20S)-dilactona presenté un
mayor efecto citotoxico y genotoxico con respecto a los derivados la-
(metoxicarboniletil) y la-(carboxietil), que presentaron respuestas similares en su

actividad.

Finalmente es importante destacar que la producciébn de nuevos agentes
antineoplasicos es una necesidad; es indispensable la generacion de compuestos con
capacidad antiproliferativa en las células de cancer, pero con menos efectos toxicos a
las células normales; para lo cual se necesita seguir investigando acerca de los
derivados de argentatina B y como siguiente paso seria importante ampliar la bateria
de ensayos que nos ayude a elucidar como el cambio estructural de la molécula

influye sobre el material genético.
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6. CONCLUSIONES

M El derivado de argentatina B: (16S,17R,20S)-dilactona inhibe el crecimiento “in
vitro” de las lineas celulares RKO, D-384, U-251, MCF-7 y PC-3. Presentando
una ICso entre 23,42 y 82,38 uM.

M Los derivados la-(carboxietil) y la-(metoxicarboniletil) no presentaron mayor
efecto citotdéxico ya que su ICs, en la mayoria de lineas celulares estuvo por

encima de 100 pM.

M Las concentraciones probadas de los tres derivados de argentatina B (5, 15, 25
y 50 uM) no afectan la viabilidad de los linfocitos humanos, ya que presentaron

una supervivencia mayor al 70%.

M Los tres derivados de argentatina B inducen dafio genotéxico medido en
funcion del tamafio de cola en linfocitos humanos, resultando el derivado
(16S,17R,20S)-dilactona  como el mas genotoxico seguido de 1la-

(metoxicarboniletil) y 1a-(carboxietil) que causa menos dafio al ADN.

M Los derivados de argentatina B tienen distinto efecto citotdxico y genotdxico
sobre lineas tumorales y linfocitos humanos respectivamente, siendo el
(16S,17R,20S)-dilactona el que presentd mayor potencial citotdéxico vy

genotoxico.

M La estructura quimica de los tres derivados influyen directamente sobre la
respuesta biolégica que producen, resultando mas activa la adicion de dos
grupos lactona en (16S,17R,20S)-dilactona, sobre la apertura de los anillos Ay
E con esteres y grupos carboxilos en la-(metoxicarboniletil) y la-(carboxietil)

respectivamente.
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8. ANEXOS

8.1.

Actividad citotéxica de (16S,17R,20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil), en lineas celulares tumorales (D-384, MCF-7, PC-
3y U-251)

En las gréficas 9, 10, 11 y 12, se observan las diferentes curvas que
presentaron las lineas celulares D-384 (astrocitoma cerebral), U-251
(glioblastoma), PC-3 (cancer de prostata) y MCF-7 (cancer de mama)
respectivamente. El efecto que presentaron los tres derivados fue una
actividad citotoxica dependiente de la concentracion. La respuesta
observada es similar en todas las lineas celulares, siendo el derivado
(16S,17R,20S)-dilactona el que més efecto citotoxico causé. Por otro lado
podemos observar que hubo una afinidad de este derivado por las lineas
celulares, siendo las lineas celulares D-384 y MCF-7 las mas sensibles

para el tratamiento.
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Gréfica 6. Porcentaje de células vivas de D-384 (astrocitoma cerebral), expuestas por
48 h a diferentes concentraciones de (16S, 17R, 20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil) (15, 25, 50, 75 y 100 uM); en el eje de las X se muestra el logaritmo
de la dosis en pM. Prueba de regresion no lineal. P < 0,0001.
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Gréfica 7. Porcentaje de células vivas de U-251 (glioblastoma), expuestas por 48 h a
diferentes concentraciones de (16S, 17R, 20S)-dilactona; la-(carboxietil) y 1la-
(metoxicarboniletil) (15, 25, 50, 75 y 100 uM); en el eje de las X se muestra el logaritmo
de la dosis en uM. Prueba de regresion no lineal. P < 0,0001.
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Gréfica 8. Porcentaje de células vivas de PC-3 (cancer de prostata), expuestas por 48 h
a diferentes concentraciones de (16S, 17R, 20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil) (15, 25, 50, 75 y 100 uM); en el eje de las X se muestra el logaritmo
de la dosis en pM. Prueba de regresion no lineal. P < 0,0001.
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8.2.
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Gréfica 9. Porcentaje de células vivas de MCF-7 (cancer de mama), expuestas por 48 h
a diferentes concentraciones de (16S, 17R, 20S)-dilactona; la-(carboxietil) y la-
(metoxicarboniletil) (15, 25, 50, 75 y 100 uM); en el eje de las X se muestra el logaritmo
de la dosis en uM. Prueba de regresién no lineal. P < 0,0001.
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DISCUSSION:
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