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través de la historia se ha descrito el uso
de extractos de plantas para el tratamien-
to de diversas enfermedades. Particular-
mente en la Ultima década se ha incre-
mentado el interés por el estudio del potencial
terpéutico de productos naturales de origen vegetal
y la evaluacion de su posible aplicacion farmacolo-
gica. Dentro de los estudios primordiales para el
manejo adecuado y racional de cualquier substan-
cia con potencial uso terapéutico en el humano, se
encuentra la evaluacion de su farmacodinamia o
mecanismo de accion y de su farmacocinética, la
cual incluye como punto basico el metabolismo. El
conocimiento del metabolismo de un compuesto nos
permite establecer si éste ejerce su accion en el or-
ganismo como tal, o bien a través de metabolitos
activos formados a partir de la molécula original.
El metabolismo es un proceso que se lleva a cabo
principalmente en el higado, el cual contiene altas
concentraciones de sistemas enzimaticos que son
capaces de utilizar a los compuestos exdgenos como
substrato y generalmente transformarlos a compues-
tos mas facilmente excretables. Este proceso se lleva
a cabo en dos fases: la fase | o degradativa que
incluye la oxidacion, la reduccion y la hidrélisis y la
fase Il o sintética que incluye la acilacion, la alquila-
cién y la conjugaciéon con compuestos endégenos
tales como el acido glucurénico.
En términos generales, las reacciones metabdlicas
o de biotransformacion generan metabolitos mas
polares, y mas facilmente excretables23. Sin em-
bargo, en algunos casos la biotransformacion de
un compuesto puede llevar a la produccion de
metabolitos con potente actividad biolégica o con

propiedades toxicas, los cuales en el caso de algu-
nos farmacos son los responsables de la accion far-
macoldgica o de la toxicidad de los mismos. Al
respecto, algunos farmacos utilizados actualmente
en la quimioterapia del cancer como la Adriamicina,
Daunorrubicina, Doxorrubicina y Mitomicina C son
metabolizados en el organismo a metabolitos acti-
vos, los cuales son productos intermediarios respon-
sables de su efecto antitumoral y de algunos de sus
efectos toxicos.

La evaluacion del metabolismo de un compues-
to puede llevarse a cabo in vivo e in vitro. Por su
tiempo, costo y menor complejidad en el analisis de
los resultados, los estudios in vitro generalmente pre-
ceden a los estudios in vivo. Entre los sistemas utiliza-
dos con mayor frecuencia para el estudio del meta-
bolismo in vitro se encuentran los microsomas he-
paticos obtenidos de diversas especies y el cultivo
primario de hepatocitos; la preservacion de la ca-
pacidad metabodlica de ambos sistemas ha sido
ampliamente demostrado*> 57,

Por otro lado, es sabido que los resultados del
estudio del metabolismo de un compuesto in vitro
no son directamente extrapolables al fendmeno de
metabolismo in vivo, por tal motivo dichos estudios
generalmente brindan informacion que precede a
los estudios in vivo.

Para la evaluacion del metabolismo de un com-
puesto in vivo se han utilizado animales de diferen-
tes especies: el raton, la rata, el cobayo, el conejo,
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el perro y el mono, entre otros.

En general, se acepta que entre més cercana sea
la especie al humano, mayor sera la posibilidad de
extrapolar conclusiones del proceso metabolico.

Al género Karwinskia pertenecen plantas que se
encuentran distribuidas practicamente en todo el te-
rritorio mexicano, en el suroeste de los Estados Uni-
dos de Norteaméricay en parte de Centroamérica.
En 1975 se aislaron del endocarpio de la Karwins-
kia humboldtiana cuatro compuestos antracenonicos
diméricos, a los que llamaron por su peso molecular
T-496, T-514, T-516 y T-5448. Posteriormente se
han hecho modificaciones a las técnicas originales
de aislamiento para la obtencion de éstas y otras
antracenonas.® 1

De todos los compuestos aislados a la fecha,
la originalmente descrita como T-514 y renombra-
da como Peroxisomicina A1 (figura 1) ha resulta-
do de particular interés por su actividad citotoxica

OH OH O

Fig. 1. Estructura quimica de la T-514 (Peroxisomicina Al).

selectiva hacia células de origen tumoral. Dicha toxi-
cidad selectiva se estudio inicialmente in vitro en cé-
lulas de higado, pulmdn y colon de origen neopléasico
y benigno. Al comparar los resultados de selectivi-
dad obtenidos con este compuesto y los de otros
agentes antineoplasicos, se observé un mayor indi-
ce terapéutico para la T-514, lo cual hizo suponer

gue esta substancia podria ser un potencial medi-
camento antineoplasico®? y fue motivo de una pa-
tente para su uso.

Por lo anterior, se inici6, en el Departamento
de Farmacologia y Toxicologia de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leén, una linea de investiga-
cién con el proposito de conocer la farmacodinamia
y farmacocinética de este compuesto, asi como la
posible toxicidad selectiva de compuestos estructu-
ralmente semejantes.

Ya que ala fecha no se conoce sila T-514 es
metabolizada por el higado, y considerando que
ésta se relaciona estructuralmente con compuestos
polifendlicos aromaticos con actividad antitumoral
ya conocida®®, los cuales ejercen su accion a través
de metabolitos activos producidos en el organismo,
se disefid el presente estudio con el propdsito de
evaluar el posible metabolismo de la T-514 in vivo
e in vitro, asi como de aislar a los metabolitos de la
T-514 (si los hubiere) e investigar si éstos poseen el
efecto de citotoxicidad selectiva hacia células de ori-
gen tumoral.

Material y métodos

Para la realizacion del estudio se seleccionaron
microsomas hepaticos de ratén, rata, cobayo, perro
y mono y el cultivo primario de hepatocitos de ori-
gen humano y animal (rata) como modelo in vitro y
se utilizd6 plasma de perros y de humano para el
modelo in vivo.

Modelo in vitro

Obtencion de microsomas y hepatocitos. Los
microsomas de rata se obtuvieron de ratas Wistar
macho (150-200 g) y los de mono de un mono
Macaca mulata macho (1.75 Kg), los cuales fueron
sacrificados por dislocacion cervical y por medio de
inyeccion intracardiaca de KCI al 10%, respectiva-
mente. Los microsomas hepaticos se aislaron de
acuerdo a procedimientos previamente descritos“.
Los microsomas de raton, de cobayo, de perro y de
humano se obtuvieron de In Vitro Technologies, Inc.
(Baltimore, MA, EUA ). Los hepatocitos de origen
animal se obtuvieron de ratas de 10 a 12 dias de
nacidas de acuerdo al método descrito por Acosta y
cols.’® y los de origen humano se obtuvieron de In
Vitro technologies Inc. y fueron cultivados en nuestro
laboratorio.

Evaluacion de citotoxicidad selectiva. Las lineas
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celulares hepaticas de origen humano utilizadas para
la evaluacion de la citotoxicidad selectiva fueron las
siguientes: células de higado de Chang (CCL 13),
origen normal y células de Hepatoma, HepG2
(HB8065), origen neoplasico obtenidas de la
American Type Culture Collection ATCC, (Manasssas,
VA, EUA). Los criterios de citotoxicidad fueron la
adhesion a la placa de cultivo, lo cual se evalué por
revisién microscopica y la prueba de reduccion del
metiltiazoltetrazolio, MTT.® La CT50% fue calcula-
da de acuerdo al criterio de Ekwall.*’

Incubacién de microsomas hepaticos con la T-
514. Se utilizaron tres concentraciones de proteinas
microsomales: 12.5, 125y 250 pg/ml en KCI 0.54
M, pH 7.4, las cuales se expusieron a la T-514
(25uM) disuelta en etanol-KCl en una proporcion
1:1. A las muestras control sélo se les agrego el
solvente.Todas las muestras se incubaron a 37 °C
durante los siguientes tiempos: 0. 0.5, 1, 3, 6, 9,12
y 24 horas. Los hepatocitos de origen animal y hu-
mano se cultivaron a una densidad de 1x 10° célu-
las/ml en medio Williams E suplementado con sue-
ro de ternera 10% v/v. Después de 72 horas en cul-
tivo, los hepatocitos fueron expuestos a la T-514 (25
umM) durante 0, 0.5, 1, 3, 6,9, 12y 24 horas a 37
°C. Al llegar al tiempo establecido, las muestras se
sacaron de la incubadora y se sometieron a extrac-
cién liquido-liquido con acetato de etilo para pro-
ceder a su analisis por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR).

Modelo in vivo

Ya que se ha reportado en la literatura para ciertas
substancias, la existencia de una degradacion es-
pontanea en condiciones fisiolégicas, dependiente
tanto del pH como de la temperatura, llamado efec-
to Hoffmann'®22 previo a la administracion de la T-
514 a los perros Beagle (modelo in vivo) se prepa-
raron soluciones amortiguadoras, segun Sorensen?,
de fosfatos a pH 7.3, el cual remeda a las condicio-
nes fisioldgicas extracelulares, de citratos para el pH
3.5 que semeja las condiciones intracelulares y de
fosfatos a pH 5, las cuales se incubaron en presen-
cia de la T-514 a los tiempos ya mencionados.

Obtencién de muestras de plasma. Para el mo-
delo in vivo se utilizaron perros Beagle y plasma de
pacientes del protocolo | /1-5 (pacientes con carci-

noma avanzado sin tratamiento alternativo) inscrito
en la Subdireccion de Investigacion y Estudios de
Posgrado de la Facultad de Medicina de la UANL.

Administracion de la T-514 a los perros. Se utili-
zaron cuatro perros machos, a los cuales se les ad-
ministré la T-514 por via intavenosa a una dosis Unica
de 2 mg/Kg. Se tomaron muestras de sangre
periférica con EDTA como anticoagulante a los si-
guientes tiempos: O ( previo a la administracion de
la T-514),1,15,30y60 min yalas2,3,4,5,6
y 12 horas. Las muestras se sometieron a precipita-
cion de proteinas y se analizaron por CLAR.

Obtencion de muestras de plasma de humano.
Para la evaluacion del metabolismo de la T-514 en
el humano se utilizaron muestras de plasma de dos
pacientes del protocolo | 1/5 a los que se les admi-
nistrd la T-514 en solucién Haemaccel®, a una dosis
de 33 mg/m? por infusién continua durante 4 horas
para el primer paciente y durante 8 horas para el
segundo paciente, el cual tenfa dafio renal. Se to-
maron muestras sanguineas con EDTA a los siguien-
tes tiempos: O (previo a la administracion de la T-
514),0.25,0.50,1, 3,6, 9, 12, 18y 24 horas. Las
muestras se extrajeron por medio de precipitacion
de proteinas y los extractos se analizaron por CLAR.

Para el procedimiento de la extraccion de la T-
514 y de sus posibles metabolitos de las muestras
del modelo in vivo se utilizé6 el método reportado
por Salazar y cols.?* modificado.

Resultados

Evaluacion del metabolismo de la T-514 en mi-
crosomas hepaticos. En microsomas hepaticos in-
cubados con la T-514 se observé que hubo un de-
caimiento en su concentracion, el cual fue propor-
cional a la concentracion de proteinas microsoma-
les utilizada. Se observd que el decaimiento fue
abrupto en los microsomas de todas las especies
evaluadas al incubar a la T-514 con 250 pg/mL de
proteinas microsomales (figura 2). Este decaimiento
ocurrié en una forma mas lenta cuando la T-514
fue incubada con la concentracion de 12.5 pg/mi
de microsomas, en este caso ademas la T-514 pudo
ser detectada aun a las 24 horas (figura 3). Con
esta concentracion de microsomas se observo ade-
mas que el decaimiento mas lento se produjo en los
microsomas de origen humano. Con las concentra-
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Fig. 2. Grafica comparativa de la detecciéon de T-514 en
micrososmas hepaticos de distintas especies expuestos a
25uM de T-514. Cada valor representa la media de tres
determinaciones + DE.
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Fig.3. Grafica comparativa de la deteccion de T-514 en
micrososmas hepaticos de distintas especies expuestos a
25uM de T-514. Cada valor representa la media de tres de-
terminaciones + DE.

ciones de 125y 250 ug/ml de proteinas microso-
males no se detectaron picos cromatograficos dis-
tintos a la T-514 en los microsomas de ninguna de
las especies estudiadas. Por otro lado, en la incuba-
cién de la T-514 con la concentracién de 12.5 pg/
ml de proteinas microsomales se pudieron detectar
a las 24 horas de incubacion, en los microsomas de
rata dos picos cromatograficos a tiempos de reten-
cion (Tr) distintos a los de la T-514 y con espectros de
UV-Vis parecidos al de la misma, los cuales fueron
denominados compuestos M1y M2. El pico cromato-
grafico del compuesto M1 también se detectd en los
microsomas de mono a la concentracion de 12.5 pg/
ml.

Evaluacion del metabolismo de la T-514 en
hepatocitos de origen animal y humano. En las
muestras de monocapas celulares expuestas a la T-
514, inicialmente se observé un incremento progre-
sivo de la T-514 hasta alcanzar su méxima concen-
tracion a las 6 horas (hepatocitos de rata) y 9 horas
(hepatocitos de humano), y a partir de ese momen-
to se observd un decaimiento en su concentracion
para posteriormente entrar en fase de equilibrio. En
el medio en el que se mantuvo el cultivo celular se
observd un decaimiento de la T-514, el cual fue
inversamente proporcional al incremento intracelular
de la misma. No se detectaron picos cromatograficos
distintos a la T-514 en las monocapas de los
hepatocitos de rata ni en los de origen humano. Por
otro lado, en las muestras de medio en el que se man-
tuvieron a los hepatocitos de origen humano se detec-
taron dos picos cromatograficos, los cuales correspon-
dieron a los de los compuestos M1 y M2 detectados
en los microsomas de rata; estos picos también fueron
detectados en el medio de cultivo control.

Resultados de la incubacion de la T-514 en so-
luciéon amortiguadora a pH 7.3, pH 5y pH 3.5.
En el andlisis cromatogréfico de las muestras obte-
nidas de la incubacién de la T-514 en la solucion
de fosfatos a pH 7.3, se detectaron ademas de la
T-514, dos picos cromatograficos, los cuales apa-
recieron a partir de la primera horay se incrementaron
con el tiempo. Estos picos correspondieron a los pi-
cos M1y M2 detectados en los microsomas de rata.
En las muestras de la solucidn de fosfatos a pH 5
incubadas con la T-514, se detect6 a las 24 horas
un pico cromatografico, el cual correspondi6 al com-
puesto M1. El fenébmeno de autodegradacién en
estas soluciones ocurrioé de una manera mucho mas
lenta que la degradacién observada en los micro-
somas.

Monitoreo de la T-514 en plasma de perro. En el
analisis de las muestras de plasma de perro se ob-
servé una rapida disminucién de la concentracion
plasmatica de la T-514, la cual ocurri6 en los pri-
meros minutos. En este sistema no se detectaron pro-
ductos de degradacion de la toxina.

Monitoreo de la T-514 en plasma de pacientes.
En el plasma de los dos pacientes tratados con la T-
514 se observé que hubo un incremento inicial en su
concentracion, el cual ocurrié en el primer caso a
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partir de las primeras tres horas y en el segundo
caso a partir de las siete horas, para posteriormente
tener un decaimiento. No se detectaron productos
de degradacion de la T-514 en ninguno de los dos
€asos.

Debido a que los picos cromatograficos detec-
tados en la solucién amortiguadora de fosfatos co-
rrespondieron cromatograficamente a los detecta-
dos en los microsomas de rata y de mono y consi-
derando que por la rapidez del proceso de degra-
dacion se obtuvo poca muestra, se decidio incubar
la T-514 en mayor concentracion en una solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 7.3, para obtener
los productos a mayor escala y aislarlos a partir de
esa solucion.

Analisis de los productos de degradacion de la
T- 514 obtenidos de la solucién amortiguadora
de fosfatos. Los productos de degradacién de la
T-514 obtenidos a partir de la solucién de fosfatos
a pH 7.3, cuyos picos cromatograficos correspon-
dieron a los compuestos M1 y M2, se analizaron
por cromatografia en capa fina y se utilizaron las
toxinas T-514, T-510 y T-496 como estandares de
referencia. En este sistema se detectaron, por obser-
vacion bajo luz UV (375 nm), dos compuestos ade-
mas de las toxinas utilizadas como estandares. La
placa se revelé con KOH (utilizado para confirmar
la presencia de hidroxiantraquinonas) y el revelado
resultd positivo para el compuesto M2. Este com-
puesto tuvo un Rf comparable al de la toxina T-510
y los resultados del analisis por CLAR mostraron que
su Try su espectro UV-Vis también fueron compa-
rables al de esta toxina. Por otro lado, al analizar el
espectro de *HRMN del compuesto M1 se observo
que sus sefiales espectroscopicas fueron similares a
las encontradas para un compuesto de peso mole-
cular 510, el cual se genera a partir de la toxina T-
496.2° Al analizar ambos compuestos se encontrd
que sus Tr y espectros de UV-Vis fueron practica-
mente los mismos.

Determinacion de la citotoxicidad selectiva de
los productos M1y M2. Se evaluaron 12 concen-
traciones de los compuestos M1 y M2 en tres oca-
siones diferentes, en experimentos separados. Am-
bos compuestos fueron citotoxicos, pero ninguno de
ellos fue selectivo hacia las células tumorales, ya
que no se encontrd diferencia en su citotoxicidad
hacia las células de origen benigno y neoplasico.

Discusion y conclusiones

En relacién a la evaluacion del metabolismo de la T-
514 en los dos modelos utilizados en este estudio,
en el modelo in vitro ( microsomas hepaticos y cultivo
primario de hepatocitos), se observé que solo en los
microsomas de rata y de mono se pudo detectar
ademas del decaimiento en la concentracion de la
T-514, dos picos cromatograficos correspondientes
a productos de degradacion de la misma. La dife-
rencia en los Tr de los dos picos cromatograficos, asi
como la semejanza de sus espectros de UV-Vis con
los de la T-514 y el ligero desplazamiento de estos
espectros, indic6 que los compuestos formados en
este sistema corresponden a intermediarios metabo-
licos de la degradacion de la misma. El origen de
los microsomas (especie) y la concentracion utilizada
fueron dos factores determinantes en la deteccion de
estos productos de degradacion. En relacién al pri-
mer aspecto, se demostré que existe una diferencia
interespecie en el fendmeno de biotransformacion de
la T-514 por el sistema microsomal hepatico, ya que
los picos cromatograficos distintos al compuesto ori-
ginal sélo pudieron ser detectados en los microso-
mas hepéaticos de ratay de mono. Lo anterior indica
gue, probablemente, en el resto de las especies el
fendmeno de biotransformacion de la T-514 se lle-
vO a cabo a una mayor velocidad, lo que impidid
la deteccidn de los productos que se pudiesen haber
formado. En cuanto a la concentracion de enzimas
microsomales, utilizada sélo con la menor (12.5 ug/
ml) en donde la velocidad con la que ocurrio el pro-
ceso de biotransformacién fue menor, permitié la
deteccion ( en el caso de los microsomas de rata y
de mono) de los productos de degradacion de la T-
514. La rapidez con la que ocurrio el fenédmeno de
degradacion de la T-514 corresponde al comporta-
miento descrito para compuestos altamente inesta-
bles. Al respecto, la capacidad de la T-514 para
producir radicales libres ha sido previamente demos-
trada tanto en cultivo primario de hepatocitos, como
en microsomas hepaticos.?%27 Lo anterior hace supo-
ner que los productos de degradacién de este com-
puesto, detectados en los microsomas de rata y de
mono, corresponden a intermediarios reactivos para
los cuales se ha reportado un fenédmeno de degra-
dacion secuencial rapida, el cual es activado por la
presencia de un electrén impar en su molécula.?® Los
picos cromatograficos detectados en los hepatocitos
de origen humano también fueron detectados en el
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medio control, por lo que en este sistema no puede
atribuirse su aparicion a influencias celulares, sino a
una autodegradacion de la T-514 en el medio de
cultivo. En el caso del modelo in vivo, en la cinética
de la T-514, en el plasma de perro y de humano se
observé que hubo un decaimiento abrupto en la
concentracion de la misma, el cual ocurrié después
de haber alcanzado su pico maximo. Lo anterior
demostré que el patrén de degradacion rapida de
este compuesto in vivo es semejante al detectado in
vitro. En este caso se debe considerar, ademas, que
el plasma es un sistema complejo en el que existen
multiples factores (entre ellos enzimas) que pudiesen
haber intervenido y esto pudiera explicar el
decaimeinto en la concentracion sanguinea de la T-
514, sin la aparicién de picos cromatograficos co-
rrespondientes a productos de su degradacion; otro
factor importante que debe ser considerado en este
modelo in vivo es el proceso de distribucion de la
misma y el hecho de que ésta posiblemente tenga
un volumen de distribucion intracelular. Por otro lado,
la desaparicion rapida de la T-514, observada con
las concentraciones mayores de microsomas, indica
gue el proceso de autodegradacion de la misma se
potencia en presencia de este sistema enzimatico.
Lo anterior tambien puede explicar, en el caso del
modelo in vivo, la no deteccidn de los productos de
degradacion de la T-514
El analisis de los compuestos M1 y M2 aislados
a partir de la solucion amortiguadora de fosfatos,
donde la T-514 se autoxida a una velocidad menor
gue en presencia de las enzimas microsomales, per-
mitio establecer que el compuesto M2 obtenido de
la degradacion de la T-514 corresponde con una
muy alta probabilidad a la toxina T-510, obtenida
del fruto de Karwinskia tehuacana. Por otro lado, el
analisis de *HRMN del compuesto M1 indico que
sus sefiales espectroscopicas fueron similares a las
encontradas para un compuesto de peso molecular
510 previamente aislado a partir de la degrada-
cion de la T-496,% y la similitud encontrada en sus
Try espectros UV-Vis indica con una alta probabili-
dad que ambos compuestos corresponden a uno
mismo. Lo anterior pudiera indicar que la formacion
de la T-496 es un paso intermediario en el metabo-
lismo de la T-514 y que ésta no se haya detectado,
debido a la rapidez de su transformacion.
El aislamiento de los compuestos M1 y M2
permitio, ademas, la valoracion de la citotoxicidad
selectiva, ésta se realizo en células hepaticas huma-
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Fig.4. Cromatogramas obtenidos de las muestras de
microsomas hepaticos de rata (12.5ug/mi proteinas) incuba-
dos con 25uM de T-514.

nas, tanto de origen benigno como neoplasico, con
el propdsito de poder comparar la citotoxicidad en
ambos tipos celulares y establecer su selectividad.
Las lineas celulares se seleccionaron por su origen
(humano), por provenir de higado ( que es uno de
los érganos blancos de toxicidad de la T-514 en
ensayos in vivo )?° y por ser estas las lineas celulares
utilizadas para el control de calidad en la obtencion
de la T-514. Al respecto, se establecié que ninguno
de los dos compuestos mostré tener citotoxicidad
selectiva hacia las células de origen tumoral. En este
estudio se demostré que la T-514 se metaboliza y
gue la degradacion de la misma es un proceso que
ocurre en forma muy rapida, tanto in vivo como in
Vitro .
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Resumen

La T-514 es una antracenona dimérica obtenida de
plantas del género Karwinskia. Este compuesto po-
see toxicidad selectiva in vitro hacia células de ori-
gen tumoral y es considerado como un potencial
agente antineoplasico. En este estudio se evaluo el
metabolismo de la T-514 in vivo (plasma de perro y
de humano) e in vitro (microsomas hepaticos y culti-
vo primario de hepatocitos ) Se detectaron dos pro-
ductos de degradacién de la T-514 (M1 y M2) en
los microsomas de rata y uno (M1) en los de mono.
Los compuestos fueron aislados y la evaluacién de
su citotoxicidad en células de origen benigno y
neoplasico mostré que éstos no poseen toxicidad
selectiva hacia células de origen tumoral como el
compuesto original.

Palabras clave: Karwinskia, T-514, Metabolismo,
In vivo, In vitro.

Abstract

T-514 is a dimeric hydroxyantrhacenone with potential
antineoplastic effect. In this study we have evaluated
the metabolism of this compound in vivo (dog and
human blood) and in vitro (liver microsomes and
hepatocytes). Two metabolites (M1,M2) were
produced by rat microsomes and one by monkey
microsomes. The evaluation of their cytotoxic effect
on normal and neoplastic cells showed that the
metabolites do not have the selective cytotoxic effect
on tumoral cells as the original compound.

Keywords: Karwinskia, T-514, Metabolism, In vivo,
In vitro.
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