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EFECTO GENOTOXICO DE LA T-514 
OBTENIDA DE Karwinskia humboldtlana 
SOBRE LINFOCITOS HUMANOS in uiíro 

Propósito y Método d e l Estudio: La toxicidad de la Karwinskia 
humboldtiana, p lanta perteneciente a la familia Ramnaceae. se ha 
evaluado en numerosos estudios. De es ta plañía se han aislado cuatro 
an t racenonas diméricas, nombradas T-496, T- 514, T-516 y T-544 de 
acuerdo a su peso molecular. La T-514 en particular h a most rado ser 
tóxica en hígado y pulmón así como en líneas celulares tumorales, en 
especial pa ra las células de hepatoma. Por es ta razón, se h a sugerido 
que la toxina pudiera ser utilizada como u n agente antineoplásico. El 
presente estudio se realizó con el fin de caracterizar la actividad 
biológica de la T-514 como u n potencial agente citostàtico y genotóxico. 
Linfocitos de sangre periférica en cultivo se utilizaron como u n sistema 
de prueba , donde se evaluaron los siguientes parámetros de 
genotoxicldad: aberraciones cromosómicas e intercambios de 
cromátidas hermanas ; y como parámetros de capacidad citotóxica y 
citostàtica, se evaluó e\ índice mitótico y la cinética de proliferación 
celular. Con el fin de evaluar mutaciones génicas, se utilizaron las 
cepas TA98, TA 100 y TA1537 de Salmo ne ila typhimurium. 

Contribuciones y Conclusiones: Los resultado» para genotoxicldad 
fueron negativos, sin embargo, la proliferación fue afectada por la 
toxina, demostrando u n a actividad citostàtica independiente del daño 
genotóxico. En S a l m o d i l a typhimurium la T-514 no tndujo mutaciones 
génicas. 



CAPITULO 1 

I N T R O D U C C I O N 

1.1. Generalidades 

El campo de ía Toxicología aborda los efectos de los agentes 
químicos y físicos sobre s is temas vivos, con el propósito de definir los 
efectos sobre la salud, pa ra lo cual se apoya especialmente en datos y 
metodología de varias ciencias básicas, tales como la fisiología, 
farmacología, genética, embriología, química y bioestadística. 

Desde hace 30 años, la Toxicología h a proporcionado la fuente 
primaria de datos acerca de los efectos sobre la sa lud de productos 
químicos existentes o nuevos. Sin es ta información, muchos 
compuestos químicos potencialmente peligrosos solo podrían haberse 
identificado mediante la exposición h u m a n a . De hecho esto ha ocurrido 
con algunos agentes, como el accidente con el metilisocianato en 
Bhopal, India en 1984, y el uso de a r m a s químicas. 

La Toxicología Genética identifica y analiza la acción de agentes 
potencialmente tóxicos hacia los componentes hereditarios de los 
s is temas vivos. Algunos tóxicos d a ñ a n al complejo genético a 
concentraciones que también producen cltotoxlcidad aguda no 
específica y muerte; el objetivo principal de la Toxicología Genética, sin 



embargo, es el de detectar y anal izar el daño potencial de aquéllos 
agentes que interacclonan directa o indirectamente con los ácidos 
nucléicos y que producen alteraciones en elementos genéticos a 
concentraciones subtóxlcas modificando las característ icas heredi tar ias 
o inactivando al DNA, agentes a ios que se les denomina genotóxicos. 

El surgimiento de es ta disciplina se remonta a 1927 cuando se 
demostró que la radiación a u m e n t a b a la frecuencia de mutac iones 
espontáneas (Müller, 1927); veinte años después se demostró el mismo 
hallazgo con agentes químicos utilizando especies no mamíferas . 
Ca t t anach (1966) sugirió por pr imera vez que a lgunas enfermedades 
hereditarias podrían tener un origen ambiental . 

Con el descubrimiento de la es t ruc tu ra del ácido 
desoxtrribonucléico (DNA) en los años 50 por Watson y CricK se 
abrieron nuevos horizontes para el estudio de la mutagénesis . E n 1969 
la Toxicología Genética fue reconocida como disciplina aJ funda r se la 
Sociedad de Mutagénesis Ambiental bajo el liderazgo del Dr. Alexander 
Hollaender en Estados Unidos. El concepto de carcinógenos 
mutagénicos fue revitallzado seguido de la introducción de la activación 
de procarcinógenos empleando la mediación de hospederos o de los 
s is temas de activación mediante microsomas tn uitro. 

Así, la Toxlcología Genética ha desempeñado un papel dual en la 
evolución de programas de seguridad. Su primera función es la de 
implementar pruebas y métodos de asesoramlento de riesgo para definir 
el impacto de agentes genotóxicos que se encuen t ran en el ambiente y 
cuya presencia pudiera alterar la integridad de la reserva génlca 
h u m a n a . La segunda función es la de aplicar las metodologías genéticas 
para la detección de agentes químicos carcinogénlcos. 



Los cambios en la composición de los pares de bases de u n codón 
de un gen pueden da r como resul tado un producto génlco que no 
funcionará . Esto puede eventualmente expresarse como muer te celular 
o muerte del organismo, o en u n a forma a l terada de la célula u 
organismo. Estos cambios son l lamados mutaciones. Tanto la 
duplicación como la reparación del DNA no s o n perfectas, de mane ra 
que ocurren alteraciones espontáneas las cuales conforman la 
frecuencia basal de mutaciones. Los cambios espontáneos en el DNA 
ocurren a nivel nucleótido y cromosómlco. Algunas mutaciones pueden 
ser neutrales o a ú n benéficas, s in embargo, la mayoría de las 
mutaciones son dañinas para las células y normalmente se pierden con 
rapidez de la población celular, bajo presiones de selección ambientales 
apropiadas. Algunas células mu tan t e s sobreviven, y en caso de se r 
células somáticas se pueden duplicar y íórmar clonas que 
eventualmente pueden originar tumores; si son células germinales, 
é s tas pueden ocasionar abortos o el nacimiento de u n producto con 
malformaciones. 

El daño al DNA se agrupa en dos ampl ias categorías: los efectos 
visibles detectables mediante el análisis cltológico de los cromosomas 
(macrolesiones) y los cambios no visibles, los cuales ocurren a nivel de 
nucleótido y se denominan microlesiones (Brusick, 1987) (Figura 1). 

Para detectar agentes genotóxlcos, la Enuironmental Protection 
Agency y otras agencias recomiendan que se usen varias p ruebas in 
uítro e in uíuo como la p rueba de dominantes letales, el análisis 
citogenético, los intercambios de cromátidas he rmanas (ICH), 
mutaciones génicas y micronúcleos, y se evalúe el compuesto de mane ra 
s imul tánea en cada una de ellas las cuales tienen su propio margen de 
detección. Las categorías pa ra cada ensayo se clasifican como: 
alteraciones en la secuencia de bases y en la integridad del DNA. 



inducción de rearreglos o intercambios en el DNA, alteraciones en la 
segregación y en la integridad de los c romosomas (Brusick, 1987). 

Mutaciones por 
substitución de 
pares de bases 

Mutaciones por 
corrimiento de 
bases 

Cambios 
numéricos en 
ios cromosomas 

CMutilaos estructurales 
en los cromosomas: 
-delecioaes 
-rearreglos 
-rompimientos 

Figura 1. Clasificación de los cambios moleculares en el DNA que aparecen 
como resultado de la mutación. (Brusick. 1987). 

1.2. Caxci no génes is química 

La producción experimental de cáncer con subs tanc ias químicas 
da t a de 1915, cuando los investigadores japoneses provocaron cáncer de 
piel por medio de alquitrán de hulla en conejos. Desde entonces, la lista 
de carcinógenos orgánicos e inorgánicos h a crecido en forma 
exponencial. 

Aun así. por muchos años existió u n a paradoja: varios 
compuestos de potencia carcinogénica conocida eran relativamente 
inertes en cuan to a su reactividad química. La solución de este enigma 
se puso en evidencia a comienzos de 1960. cuando se comprobó que la 



mayoría de los carcinógenos químicos requerían activación metabòlica 
para que pudieran reaccionar con los const i tuyentes celulares. 

De acuerdo con es tas observaciones y teniendo en cuen ta la 
ínt ima relación entre mutagenicidad y carcinogenicldad, u n a década 
después se desarrolló u n a p rueba in vitro para identificar subs t anc ia s 
cancerígenas, la p rueba de Ames, l lamada as í por el bacteriólogo 
genetista que la desarrolló (Rubin y Farber, 1990). 

Los carcinógenos se clasifican en dos ampl ias categorías: los de 
acción directa y los de acción indirecta; estos úl t imos requieren 
activación metabòlica. Los carcinógenos de acción directa, de los cuales 
hay unos cuantos, son compuestos electrofíilcos reactivos (seleccionan y 
reaccionan con centros cargados negativamente de otras moléculas). La 
activación metabolica de los carcinógenos se lleva a cabo por enzimas 
que es tán presentes en el organismo. Los mamíferos poseen es tas 
enzimas en s u s tejidos, especialmente en el hígado y forman par te del 
s is tema de destoxificaclón. 

La activación se inicia con u n a serie de oxidaciones catal izadas 
por un grupo de proteínas l lamadas ci tocromo P-450. Es t a s enzimas, las 
cuales es tán unidas a la membrana del retículo endoplásmico, pueden 
oxidar compuestos a l tamente no reactivos como los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos. La oxidación de es tas subs tanc ias produce un 
epóxido, un grupo electroíílico muy reactivo, el cual se hidroliza 
lentamente por la epóxido hldratasa . Una vez adent ro de la célula, los 
grupos electrofíilcos pueden reaccionar con centros con carga negativa 
como las proteínas, el ácido ribonuclèico (RNA) y principalmente con el 
DNA, produciendo mutaciones (Daniel! y cois. I990J. 



1.3. Productos Naturales en el Tratamiento <lel Cáncer 

Desde la ant igüedad, la farmacopea del México indígena f incaba 
la mayor par te de su experiencia en la herbolaria. Se h a n escrito varios 
t ra tados sobre las hierbas medicinales empleadas por los indios del 
siglo XVI, en donde se mencionan varias p lan tas y a rbus tos cuyas hojas 
se u saban pa ra detener los "crecimientos anormales". 

Bhakun l en 1972, realizó Investigaciones para encont rar 
principios activos vegetales con actividad antl tumoral , y obtuvo 
resul tados positivos con 14 extractos, entre los que figuran los de 
Cassia obtusa, que inhibieron significativamente la leucemia Unfocítica 
P-388 en ratones; y el de Digitalis purpurea var. alba que posee 
glucósidos que mostraron cito toxicidad tumoral en ra tones (Bhakuni, 
1974). 

Actualmente entre las p lantas empleadas como ant l tumorales 
es tá la mandràgora (Podophyllum peltatum), de la cua l se extrajo la 
podoñlotoxina, utilizada por los indios del Perú como remedio popular 
por s u s efectos eméticos, catárt icos y antihelmínticos. Los derivados del 
Podophyllum son el etopósido y tenipósldo. glucósidos semlsintétlcos 
que ac túan principalmente en las fases S y G2 del ciclo celular. A 
diferencia de la podoñlotoxina, no det ienen las células en mitosis, sino 
que forman u n complejo ternario con u n a topolsomerasa D y el DNA 
(Goodman y Gilman. 1996). 

Uno de los descubrimientos m á s Importantes ha sido el de los 
alcaloides de CatharanÜius roseua o Vinca rosea. En tan to Noble y cois, 
en 1958 es tud iaban las afirmaciones de que los extractos de la vinca 
tenían efectos benéficos en la diabetes mellltus, observaron 



granulocltopenia y depresión de la médula ósea en ra tas , da tos que los 
condujeron a purificar un alcaloide activo. Investigaciones ulteriores de 
J o h n s o n y cois. (1963) demostraron la actividad de a lgunas fracciones 
alcaloides contra u n a neoplasla linfocítica aguda en ratones. Los efectos 
de la vinblastina y vincristina son específicos de cada fase del ciclo 
celular, bloquean a las células que es tán en mltosis; son capaces de 
ligarse específicamente a la tubul ina y bloquear la facul tad de dicha 
proteína para polimerizarse en microtúbulos (Goodman y Gllman, 
1996). 

La actlnomicina A fue el primer antibiótico cristalino aislado del 
medio de cultivo de u n a especie de Sfcreptomyces (Waksman y 
Woodruff, 1940). Más tarde se obtuvieron muchos antibióticos similares, 
incluida la actlnomicina D (dactlnomicina). La dactinomicina posee 
beneficios en el t ra tamiento de diversos tumores , en part icular a lgunas 
neoplasias de niños, y el coriocarcinoma. La capacidad de las 
actinomicinas para ligarse con el DNA de doble hélice es el pun to de 
part ida de su actividad biológica y su citotoxicidad (Sobell, 1973) 

Los antibióticos antraciclínlcos, daunorrubic ina , doxorrubicina e 
idarrubicina y s u s derivados, se cuentan entre los agentes 
ant l tumorales más importantes. Son producidos por el hongo 
Streptocvccus peucetíus var. caes tus. La idarrubicina es un derivado 
sintético. La utilidad clínica de estos agentes queda limitada por la rara 
aparición de cardiomiopatía. 

En la búsqueda de sus tanc ias con gran actividad ant l tumoral 
pero poca toxicidad en corazón, se han preparado y es tudiado cientos 
de derivados antraclclínicos y compuestos similares. Varios de ellos han 
sido promisorios en estudios clínicos, como la idarrubicina, epirrubiclna 
y el compuesto sintético mltoxantrona, que es u n a 



amlnoantracenodiona (Arlln y cois, 1990; Feldman y cois., 1993). Estos 
compues tos se intercalan en el DNA y por consiguiente inhiben la 
síntesis de DNA y RNA. Se producen ro turas en fi lamentos solos o 
dobles, como ocurre en el intercambio de cromátidas hijas. Por tanto, 
las antracicl inas son mutagénicas y carcinogénas. Se cree que el 
rompimiento del DNA es mediado por la acción de la topoisomerasa II o 
por la generación de radicales libres (Tewey y cois.. 1984). 

Las bleomicinas fueron descubier tas como producto de la 
fermentación de Streptomyces verticillus (Umezawa, 1973J. El 
medicamento utilizado en seres h u m a n o s es u n a mezcla de dos 
péptidos quelantes de cobre, bleomicinas Aj y B2- Su acción citotóxica 
es consecuencia de su facultad de f ragmentar el DNA. Los estudios In 
vitro indican que c a u s a n acumulación de células en la fase G2 del ciclo, 
y m u c h a s de és tas mues t ran aberraciones cromosómicas que Incluyen 
rompimientos cromatídicos, brechas y fragmentos, as í como 
translocaclones (Twentyman. 1983). 

Las mitorrüclnas fueron descubier tas por Hata en 1956 y su 
e s t ruc tu ra química fue dilucidada has ta el año de 1962. Es tas 
subs tanc ias presentan un grupo uretano, u n a qu inona y un anillo 
azidldina, el cua l es escenciai para que presente la actividad 
antineoplásica (Kersten, 1975). En 1958, Wakaki y cois, aislaron a la 
Mitomicina C, la m á s activa de todas, de Streptomyces caespitosus. Eiste 
antibiótico sufre reducción química o enzimàtica en el interior de la 
célula y se vuelve u n agente de alquilación bituncional o tri luncional 
[Verwelj y cois., 1988). Este compuesto inhibe la síntesis de DNA. Se ha 
reportado como mutagénlca para bacterias (Szybalsky. 1964), como 
agente clastogénico, teratógeno y carcinógeno en roedores (Cohen y 
Shaw, 1964; Nowell, 1964; Crooke y Bradner, 1976). 



En 1992 se aprobó el uso del taxol (Placlitaxel) pa ra el 
t ra tamiento del cáncer ovárico refractario a clsplatino. Este compues to 
se aisló originalmente de la corteza del fresno (Taxus brevlfoliu) en 1971. 
El mecanismo de acción del taxol es el de est imular la formación de 
micotúbulos, los estabiliza e impide su despoliraerizaclón con la 
subsecuente interrupción del ciclo celular en mituslB (Schlff y Horwltz., 
1979). 

Las nuevas generaciones de e s t ruc tu ras diversas del taxol, h a n 
sido descubier tas a partir de los metabolitos secundar ios de especies 
del coral Ele uth.e robla,. La eleuterobina y la sarcodictina A son 
compuestos que promueven la formación y estabilización de 
microtúbulos y así inhiben la división celular. Actualmente es tán 
probándose en ensayos clínicos en h u m a n o s (Holmes, 1997). 



CAPITULO 2 

DERIVADOS ANTRAQUINONICOS Y ANTRACENONICOS 

2 .1 . Generalidades 

Las an t raqu inonas (AQ's) forman u n grupo de compuestos 
químicos funcionalmente diversos usados en el campo industr ia l y 
médico. Las AQ's natura les así como las sintéticas son utilizadas como 
colorantes en la industr ia de los alimentos, medicamentos, cosméticos, 
t intes para el cabello y de textiles. El depar tamento de la Defensa de 
E.U. utiliza estos agentes en cort inas de h u m o en el campo de batalla. 
En el área clínica, las AQ's son utilizadas como preparaciones 
purgantes y como agente antimicrobial y ant i tumoral (Traganos, 1983; 
Sendelbach. 19891. Las hidroxiantraquinonas (HAQ's) son los principios 
activos de muchos fármacos fltoterapéuticos, entre ellos, los laxantes 
derivados de plantas como aloe, senna , frángula y rheum. 
Adlcionalmente. algunos extractos de plantéis son usados para el 
t ra tamiento de cálculos en el r iñon y vejiga (Rubia ttnctotorium) y como 
sedante moderado (Hypericum ) (Westendorf 1990). 

Los derivados antraqulnónicos y antracenónlcos es tán 
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Varias familias de 
dicotiledóneas son ricas en derivados antracenónlcos, tales como 



Hyperlcaceae iHypericum), Poligonaceae (Rehum, Rumex, Polygonum), 
Rhamnaceae (¿?harnrms] y Rublcaceae (Rubia, Morlnda, Gaífum). En las 
monocotiledóneas, solo la familia Liliaceae (Aloe) contiene es ta clase de 
compuestos . Cerca del 90% de éstos compues tos aparecen como 
derivados del compuesto 9 ,10-antracenodiona con a lgunos grupos 
funcionales hidroxilo, como los grupos metilo, hldroximetilo y carboxilo 
(Westendorfy cois., 1990) . 

2 .1 .1 . Nomenclatura y estructura química 

La figura 2 Ilustra la nomencla tura y las e s t ruc tu ras químicas de 

los derivados antraquinónicos. El nombre ' Antraqulnona" fue propues to 

inicialmente por Graebe y Lieberman en 1868, quienes demostraron la 

misma relación es t ructura l del an t raceno y la AQ en la cual el g rupo 

benceno es sust i tuido por una benzoquinona (Phillips M. citado en 

Sendelbach. 1989). Las posiciones 1, 4, 5 y 8 son referidas 

frecuentemente como a: las posiciones 2, 3, 6 y 7 son referidas como jj. 

Las AQ's natura les son compuestos glucuronizados en la molécula de 

glucosa por un enlace a.-glucosídíco mientras que las AQ's sintéticas, 

como la alizarina y la lucidina, no contienen glucosa unida . 

2.1 .2 . Metabolismo 

Las AQ's naturales generalmente es tán presentes en las p lantas 
como glucósidos (glucósido antraquinónico], despúes de la 
administración oral, el glucósido antraquinónico pasa por la parte 
superior del tracto gastrointestinal sin modificación química. 



Antraquinona 

Substituidas por gnipo amino 

o NH2 

Substituidas por grupo nitro 
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Substituidas por grupo fenol 
OH O OH 

Figura 2. Diferentes estructuras químicas de los derivados antraquinónicos 
(Sendeltwch, 1969). 

La porción del azúcar le confiere característ icas hldrofílicas al 

glucósido antraquinónico lo que le impide ser absorbido por las células 

epiteliales del intestino (Figura 3). El enlace a-glucosídlco no es 

hidrolizado por el ácido del estómago o por las a - glucosidasas del 

intestino delgado. Por lo tanto, el metabolismo de los glucósidos 

antraquinónicos toma lugar en el colon en donde el enlace a-glucosídico 

se hldroliza por la flora intestinal liberando a la glucosa y de jando la AQ 
libre (aglicona an traquinó nica). 
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Figura 3. Dragraí/ia esquemático del metabolismo de los glucósidos y agliconas 
antraquinónicas. (Sendelhach, 1989). 

Una vez separada, el metabolismo de la aglicona ant raquinónlca 
no es claro. Se h a demostrado la reducción bacterial de las agUconas lo 
que h a llevado a pensar que la actividad catárt ica puede no ser por la 
AQ sino por las an t ronas o ant ranoles formados. Por lo que a los 
glucósidos antraquinónicos se les h a considerado como pro-fármacos, 
en los que el grupo azúcar tiene u n a función de t ransportador . 

En contraste con los glucósidos antraquinónicos. las Ag ' s libres 

(aglicona antraquinónlcaj siguen un dest ino metabòlico diferente 



después de la administración oral. La lípofilicidad de las agliconas 
ant raqulnónlcas facilita la absorción a través del intestino delgado, 
donde son t ranspor tadas al hígado y glu cu ron izadas. Los compues tos 
glucuronizados son excretados parcialmente en la orina y r e t o m a n al 
Intestino a través de la bilis. 

Así como la ru t a del glucósido antraqulnónico, la AQ 
glucuronlzada que es soluble en agua . es t r anspor tada hacia el colon 
donde las enzimas bacter ianas de la flora separan a la AQ libre (Brown. 
1980 y Brugeman 1984). Por lo que la habilidad de las AQ's libres para 
ser absorbidas a través del intest ino delgado parece determinar el 
potencial tóxico de estos compuestos, en contraste con los glucósidos 
antraquinónicos los cuales pasan libremente a la recirculación 
enterohepática [Sendelbach 1989). 

2 .2 . Mutagenicidad 

Los compuestos antracenónicos se han reconocido como tóxicos y 
se sospecha que los derivados ant raquinónicos también lo sean debido 
a su similiud est ructural . Swanbeck (1906) reportó la interacción entre 
el DNA y algunos derivados a n trace nónicos y antraquinónicos. En su 
t rabajo señaló que los compuestos con grupos hldroxllo en las 
posiciones 1 y 8 y con un oxígeno o un grupo hidroxilo en la posición 9, 
formaron complejos con el DNA, detectados por espectroscopia en el 
rango visible. 

Estudios realizados por Brown en 1980 demostraron el 
comportamiento mutagénico in vltro de ciertas AQ's y compues tos 



relacionados en s is temas procariónticos. Brown y Dietrich ( 1979) 
reportaron que numerosos derivados antracénicos son mutagénicos en 
la p rueba de Salmo ríe lia typhimurium con activación metabòlica, con 
u n a part icular sensibilidad a la cepa TA1537. En la mi sma prueba , 
Liberman y cois. (1982), reportaron que los derivados ant raquinónicos 
probados fueron mutagénicos para la cepa TA1537 y n inguno de los 
compuestos antacenónicos exhibieron actividad mutagénica. 

Con base en s u s experimentos, Tikkanen y Matsush ima (1983), 
sugirieron que las HAQ's que t ienen de uno a t res grupos hidroxilo son 
mutagénicas, mientras que los compuestos con m á s de t res grupos 
hidroxilo carecen de esta actividad. 

Krivobok y cois. (1992) es tudiaron la mutagenlcldad de las HAQ's 
y meti iantraquinonas, así como los compuestos diméricos skirina, 
rugulosina y rugul ina en varias cepas de S. typhimurium, y s u s 
resultados sobre las relaciones actividad mutagé n ica-es t ructura 
sugieren que el grupo 6-metilo juega u n papel Importante en dicha 
actividad después de la activación metabòlica. 

Se han realizado numerosas investigaciones sobre la emodina 
(l ,6,8-trihidroxl-3-metllantraquinona), hidroxlantraquinona presente en 
plantas de la familia Polygonaceae y Rhamnaceae, de las cuales a lgunas 
especies son comestibles para el hombre en algunos países y utilizadas 
como laxantes (Figura 4). Estos estudios reportan que la emodina se 
metaboüza por el citocromo P-450 a 2-hidroxi-emodina, mutageno de 
acción directa. Además, la emodina es producida por a lgunas especies 
de hongos de Cfadosporlum, PeniciUium y AspergiUus (Masuda y Ueno, 
1984; Masuda y cois., 1985; Tanaka y cois., 1987]. En las cepas TA90, 
TA97. TA102. TA1537 y TA2637 de S. typhimurium la emodina fue 
mutagénica después de su activación metabòlica (Brown. 1976, 1980; 



Bruggeman y van der Hoeven, 1984), y requiere de la t ransformación 
microsoma] pa ra producir s u me tabuli tu activo, la 2-hidroxlemodina 
(Masuda y cois., 1984: Masuda y cois., 1985). Se demostró que no tenía 
interacción covalente con el DNA de Salmonella, ni en hígado de r a t a 
(Bosch y cois., 1987). Sin embargo, anter iormente se hab ía demost rado 
por medición e spec t ro scop ia que la emodina y el ditranol, 1,8,9-
trlhidroxiantraceno, forman complejos con el DNA (Swanbeck, 1966). 

La emodina ha mostrado resul tados negativos en el ensayo de 
mutagenicidad con la p rueba del locus hprt (hipoxantlna-fosforribosil-
t ransferasa) en células de cobayo V79, así como también para inducir 
ICH (Bruggeman y van der Hoeven, 1984). Sin embargo, se demostró 
que este compuesto fué mutagénico en células de carcinoma mamar io 
de ra tón y la 1,4-hidroxlantraquinona mostró u n a débil inducción de 
ICH en células V79 (Bruggeman y van der Hoeven, 1984). Finalmente, 
no indujo reparación no programada (UDS) en hepatocitos primarios de 
ra ta (Westendorfy cois., 1990) 

La luteoskirina, una hidroxiantraquinona dimérica tumorigénica 
y hepatotóxica, producida por el género Penlclllium spp, mostró u n 
efecto citostàtico a ba jas concentraciones sobre las células tumorales de 
ascitis de Ehrlich en cultivo (Figura 4). Además encontraron los au tores 
un incremento en la frecuencia de células mult inucleadas. En células 
resistentes a la luteoskirina ais ladas como una sublínea, se observaron 
aberraciones cromosómicas y cromosomas de mayor longitud 
(Sehachtschabel y cois., 1969). Por otro lado. Akuzawa y cois.(1992) 
demostraron que la luteoskirina incrementó el nivel de residuos 8-
hidroxidesoxíguanina en el DNA de células de hepatoma H4-11-E. y 
favoreció la degradación de la desoxirrlbosa en productos reactivos del 
ácido tiobarbiturico en presencia de ácido ascòrbico, ensayos que 
evalúan la generación de radicales oxígeno. 



2.3 . Carcinogenicidad 

EL dantron, 1,8-dihidroxiantraquinona, ac túa como promotor 
tumoral en fibroblastos de ra tón C3H y es t imula la síntesis de DNA en 
hepatocitos de ra ta de cultivo primario, y sugieren que las 
hidroxiantraquinonas con grupos hidroxi en posiciones 1,8 pueden 
tener actividad promotora (Wolfle y cois,, 1990). La lucldina, 1,3-
dihidroxi-2-hidroximetllantraquinona, fue capaz de formar aduc tos en 
el DNA en hepatocitos primarios de ra ta con activación metabòlica in 
ultro, por lo que los autores sugieren que los efectos genotóxicos de este 
compuesto observados en pruebas In vitro son el resul tado de u n a 
interacción covalente con el DNA celular, indicando u n a potencial 
actividad carcinogénica de estos compues tos (Poginsky y cois., 1991). 

2.4 . Actividad Citostàtica 

Algunas aminoantraquinonas y dihldroxiantraquinonas 
subs t i tu idas han mostrado actividad clstostática. In vivo. Inhiben el 
crecimiento de células que se dividen rápidamente por lo que se a s u m e 
que la hidroxilación en el s is tema de anillos incrementa la potencia de 
estos compuestos (Traganos, 1983). Varias hidroxiantraquinonas 
estimularon, en diferentes grados, la producción de la anión su peróxido 
a través del mecanismo de reducción de un electrón catalizado por la 
NADPH-citocromo- P450 reductasa (Mian y cois., 1991). Compuestos 
l lamados flegmacinas y anhidroflegmacinas obtenidas de Cassfa torosa 
(Figura 4) semejantes es t ructualmente a la T-514 de Karwinsk(a 
humboldtiana, han sido patentados como agentes antineoplásicos 
(Takahashi y cois. 1977). 
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Figura 4. Estructuras químicas de algunos compuestos autracenóuicos y 
antraqulnónicos. 

2 .5 . K a r m i n s k i a humboldtiana 

La familia Ramnaceae ag rupa al género Karwlnskla conocido en 
nues t ro país como tullldora, coyotillo, capullncillo o cacatsi. Es t a planta 
se encuent ra en hábitats scrai desérticos y crece ampliamente en 
México, suroes te de Estados Unidos y a lgunas localidades de América 
Central. Durante los meses de Febrero a Noviembre, el a rbus to produce 
d rupas obscuras las cuales son dulces, debido a la presencia de glucosa 
en el mesocarpo. El principio tóxico se ha encontrado en las semillas 
del fruto del cual se han identificado y aislado cua t ro an t racenonas 
diméricas denominadas por su peso molecular como T-496, T-5I4 . 
T-516 y T-544 (Dreyer y cois. 1975). 



Cuando accidentalmente se ingieren los frutos se produce u n a 
intoxicación caracterizada por u n a parálisis similar al s índrome de 
Guillian-Barre. El cuadro clínico se desarrolla a los 15 días 
aproximadamente después de la ingestión, con u n a neuropat ía 
progresiva, con u n a parálisis ascendente , la cual puede te rminar en 
muer te por paro respiratorio; si los pacientes sobreviven, la 
recuperación es lenta, pero completa (Escobar y Nieto, 1965; Dewan y 
cois., 1965). 

Desde 1981 en el Depar tamento de Farmacología y Toxicología de 
la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. se inició u n a línea de 
investigación con el fin de es tudiar las propiedades químicas y 
biológicas de es ta planta. Se inició con el aislamiento de los productos 
biológicamente activos del fruto de K. humboldtiana (Guerrero y cois., 
1987), posteriormente se realizaron estudios sobre la intoxicación 
aguda experimental en animales, con f ruto maduro o con las toxinas 
purificadas. Los resul tados revelaron que la T-544 c a u s a b a el daño 
neurológico y la T-514 (Figura 5) era capaz de afectar el pulmón y el 
hígado (Bermúdez y cois., 1986): además la Ingestión del f ruto maduro 
(0.70% de T-544 y 0.29% de T-514) producía lesiones en hígado y 
pulmones, las cuales causaban la muer te de los animales (Bermúdez y 
cois. 1992). 

Esta toxicidad se h a correlacionado con los hallazgos en cultivos 
primarios de hígado y piel de ra ta , en los cuales se observó que los 
hepatocitos mostraron mayor senslblidad a a m b a s toxinas T-514 y T-
544 que los queratinocltos, siendo la T-514 m á s hepatotóxlca In vltro 
que la T-544 (Garza Ocañas y cois., 1992). 
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Figura 5. Estructura química de la T-S14. 

El efecto in vltro de la toxina T-514 se analizó en l íneas celulares 
benignas y neoplásicas de hígado, pulmón y colon, de origen humano , y 
se comparó con medicamentos anti-neoplásicos conocidos; la toxina 
mostró toxicidad selectiva hacia las células tumorales , de mane ra 
similar al 5-Fluoruracilo, la Epidoxorrublclna y la Mitomlclna-C; por lo 
que con base en estos resultados, se propuso que la T-514 podría tener 
actividad anti-neoplásica (Piñeyro y cois., 1994). 

En 1993. la T-514 fue aceptada en el Programa de Desarrollo de 
Medicamentos del Insti tuto Nacional del Cáncer en E.U. Inlcialmente 
fue incluida en las pruebas de selección in vltro en líneas celulares y 
recientemente mostró actividad ant i tumoral in vivo en el modelo "Hollow 
Ftber", el cual consiste en introducir fibras delgadas que contienen 
células tumorales en ratones, estos son t ra tados posteriormente con la 
T-514, y se extraen las fibras para que crezcan en cultivo y se 
de termina su viabilidad. Posteriormente se evaluó en el programa de 
tumores in uiuo ("xenografts'í, el cual consiste en implantar células 
tumorales en ra tones inmunodeficientes, se administró la T-514 (4, 6 y 
9 mg /kg j vía intraperltoneal y se monitoreó el peso del animal y s u 
mortalidad en un tiempo definido. Actualmente se es tá reevaluando en 



los modelos de tumor de colon y de s is tema nervioso central en los 

cuales mostró moderada actividad ant i tumoral . 

Estudios bioquímicos y de u l t raes t ruc tura h a n señalado que la 

toxina T-514 produce a dosis subietales (0,5, 1 y 2 tig/ml) , un d a ñ o 

selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de levadura in vivo. 

(Sepúlveda y cois., 1992). Por lo que recientemente se le h a denominado 

"peroxisomicina At" (Moreno-Sepúlveda y cois. (1995). Los mismos 

autores reportaron el efecto inhibitorio de la T-514 y o t ras an t racenonas 

relacionadas sobre la actividad de la ca ta lasa hepát ica in vitro, enzima 

de origen exclusivamente peroxisomal. En contraste con este reporte, se 

demostró que la T-514 no inhibe la actividad de la catalasa t isular por 

lo que concluyeron que la ca ta lasa in siíu e in vivo pudiera es ta r 

protegida por algún factor desconocido contra el efecto Inhibitorio de la 

peroxisomicina A! (Moreno-Sepúlveda y cois. 1997). También se observó 

un incremento en la actividad específica de la NADPH-citocromo-P-450 

reductasa en hígados de ra tas t r a tadas con u n a dosis aguda de T-514, 

resultados que indican que la T-514 puede ac tuar como un inductor 

enzimàtico microsomal (Guerrero-Olazarán y Viader-Salvadó, 1996). 

Se han aislado tres an t racenonas dlméricas de o t ras especies del 
género Kcmuinsícla: laT-516, el isómero de la T-514 (peroxisomicina A,}), 
el Isómero de posición de la toxina 514 (peroxisomicina D3) (Rivas y 
cois., 1990) y el diasteroisómero denominado peroxisomicina A2 
obtenido de K. parvi/olia (Waksman y Ramírez. 1992). 

Martínez y cois. (1997) es tudiaron el daño producido por el 
dlasterolsómero de la T-514 en ra tones CD1 y observaron un grado 
menor de daño en hígado y pulmones, en comparación con las extensas 
lesiones observadas con la T-514. 



CAPITULO 3 

EL CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS 

3.1 Generalidades 

La sangre es uno de los tejidos m á s accesibles del h u m a n o y el 
crecimiento potencial es excelente después de la estimulación por un 
mitógeno. También es uno de los m á s fáciles de estudiar debido a que 
las células t ienen un ciclo celular bien caracterizado. La sangre contiene 
diferentes tipos celulares. Las células blancas (leucocitos] son células 
nucleadas . de mane ra que poseen DNA y si se inducen a dividirse, 
proporcionan figuras mitóticas. Los tipos de células blancas presentes 
en la sangre periférica son: granulocltos. monocitos y linfocitos; existen 
subt ipos de linfocitos. Estos tipos diferentes no pueden identificarse 
morfológicamente, pero con el u s o de marcadores de superficie se 
pueden reconocer. 

Los linfocitos T participan en la inmunidad mediada por células, 
los linfocitos B en la inmunidad humoral y las células NK tienen 
actividad citotóxica . Existen varios subt ipos de linfocitos T como los T 
ayudadores, los T supreaores y los T citotóxicos. En un adulto normal, 
alrededor del 70 % de los linfocitos circulantes (1.5- 4 xlO9 por litro) son 
células T, el resto son linfocitos B (Gosden y cois., 1992). 



La proliferación llnfocitaria inducida por los ant ígenos t iene lugar 
normalmente fuera de la sangre y del conducto torácico, y puede 
visualizarse (n uitro al cultivar células linfoides j un to con antígenos 
específicos. Las lectinas mitógenas (proteínas que se une formando 
enlaces cruzados en los residuos hldrocarbonados específicos de la 
superficie celular) es t imulan pollclonalmente a las células linfoides. 
Es tas lectinas mitógenas (mitógenos) se derivan de varías p lan tas y 
bacterias. Su empleo In vltro h a demostrado que la activación de las 
células T y B da lugar a la producción de citoclnas, como interleuciñas, 
as í como a la expresión de receptores para citocinas; ello conduce a las 
células hacia el ciclo celular (proliferación) y. finalmente, hacia la 
función efectora (maduración). 

La activación linfocitaria, ya sea por antígenos o mitógenos, da 
lugar a modificaciones intracelulares y al desarrollo ulterior en el 
sentido de un linfoblasto. Se cree que la estimulación por mitógenos de 
los linfocJtos ín vitro imita la serie de hechos que tienen lugar in viuo 
t ras su estimulación por los antígenos específicos. 

Las células T y B se activan por mitógenos diferentes. Así, la 
fitohemaglutlnina (PHA] y la concavallna A (Con-A) es t imulan a las 
células T h u m a n a s y murinas . Los lipopolisacáridos (LPS) es t imulan las 
células B murinas . El mitógeno de fitolaca americana est imula tan to las 
células T como las B h u m a n a s (Roitt y cois., 1991). 

El cultivo de linfocltos humanos h a sido ampliamente utilizado 
como sis tema de p rueba para evaluar la actividad mutagénica de 
sus tanc ias químicas y radiaciones (Obe y cois., 1975; Ostrosky-Wegman 
y cola.. 1988), además se pueden evaluar los efectos de las sus tanc ias 
sobre la proliferación celular ( Gebhart .1981 ; Ostrosky-Wegman y cois., 
1991). En el cultivo de linfocltos se h a demostrado la presencia de 



subpoblacIones y se h a determinado el t iempo del ciclo celular el cua l 
puede variar en función de las condiciones de cultivo (Mutchinick y 
cois., 1980: Gonsebatt y Mutchinick.,1990), la edad de los donadores 
(Schneider y cois.. 1982), el es tado de sa lud (Ortlz y Betancourt , 1990) y 
c u a n d o se agregan ciertos agentes químicos (Morimoto y Wolff, 1980). 

3.2 . El Ciclo Celular 

El proceso de la formación de nuevas células depende del paso de 
cada u n a de ellas a través de tres procesos: crecimiento, duplicación del 
DNA y división celular, los cuales integran lo que comúnmente se define 
como ciclo celular. Las fases del ciclo celular fueron propues tas 
originalmente por Howard y Pele en 1953, estos au tores consideraron 
que un ciclo comienza cuando u n a célula termina la mitosis y finaliza 
con la siguiente división: así al t iempo entre la división celular y el 
comienzo de la síntesis del DNA se le llamó Gj (del inglés gap). Al 
período de duplicación del DNA se le llamó fase S (de síntesis), al lapso 
comprendido entre la síntesis y la mitosis subsecuente se le denominó 
G 2 y por último al periodo de división celular lase M. 

G,, S y G2 son estadios de continuo crecimiento celular y 
comprenden la interfase. La fase G0 existe como u n a parte del ciclo de 
vida de las células eucarlónticas, en el cual ellas permanecen en u n 
estado de "inactividad" con relación a la fase S (Figura 6). En las células 
de mamíferos, el control del crecimiento celular se ejcrce principalmente 
en la fase G t .Son críticos los factores que modulan la salida de U0 y la 
progresión hacia G¡ para determinar la velocidad del crecimiento en 
general. Los puntos de restricción son p a u s a s en el ciclo celular du ran t e 
los cuales se revisa la fidelidad de la duplicación del DNA y la precisión 



de la segregación de los cromosomas. Las p a u s a s en los pun tos de 
restricción permiten corregir y reparar la información genética con el fin 
de que cada célula hija reciba un complemento completo de información 
genética idéntica de la célula madre (Murakami y cois., 1995]. 

Figura 6. Diagrama del ciclo celular que muestra las proporciones ocupadas para cada 
fase. (Dean y Dauford, 19841. 

Se han descrito varias clases de clcllnas en G, y s u s c inasas 
dependientes de ciclinas (cdks), las cuales son consideradas 
lntegradores de las señales que median a los factores de crecimiento del 
ciclo celular. Los factores de crecimiento ac túan en la fase G[ del ciclo 
celular al unirse a receptores específicos de la superficie de la célula, los 
cuales inician la cascada de señales que finalmente gobiernan la 
transcripción de genes de respues ta t emprana inmediata y re tardada . 

Las decisiones de las células para entrar a la fase de síntesis del 
DNA (S) o para detenerse en G, y diferenciarse son determinadas muy 
probablemente por genes los cuales re t rasan temporalmente su 
Inducción y que dependen de factores de crecimiento. En la fase G, 
tardía, las señales que son inducidas por los factores de crecimiento, 
deben converger en el reloj del ciclo celular, una máqu ina compuesta de 



cic linas, cdks, s u s c inasas reguladoras y íosíátasas, con lo cual se 
asegura el compromiso de las células pa ra en t ra r a la fase S. Una vez 
que se h a tomado la decisión p a r a replicar el DNA cromosómico, sin 
embargo, las células se vuelven refractar ias a las señales que Inducen 
los factores de crecimiento y en cambio, dependen del funcionamiento 
Intrínseco del reloj del ciclo celular pa ra regular la progresión hacia la 
mitosIs o fase M (Sherr, 1993). 

Los cromosomas son descondensados du ran t e G,, S y G2 y 
posteriormente empiezan a condensarse du ran te la profese. Solo 
duran te la metafase se vuelven visibles como cuerpos discretos. Bajo 
condiciones favorables, el t iempo del ciclo celular es casi constante . Sin 
embargo, la presencia de agentes tóxicos pueden prolongar 
importantemente G, o provocar que las células ent ren a G 0 

temporalmente y por lo tanto, extender la duración del ciclo celular 
(Dean y Danford, 1984), 

3.3 . Aberraciones Cromosómicas 

Las Aberraciones Cromosómicas (AC) Inducidas por agentes 
químicos o físicos pueden es tudiarse en cualquier población celular en 
ciclo o, si no es tá en ciclo, que p u e d a ser es t imulada por un agente 
mitogénico. Para estudios de AC en h u m a n o s sólo se dispone de dos 
t ipos de células a las que se puede tener acceso de u n a mane ra práctica. 
Es tas son las células de médula ósea, las cuales son u n a población en 
ciclo; y los linfocitos de sangre periférica, los cuales normalmente no se, 
es tán dividiendo pero cuya división puede ser est imulada ín vitro 
cultivándolos con un mitógeno como la PHA. 



Desde la observación de Moorhead de que los llnfocltos podían 
es t imularse con un mltógeno como la PHA y poder observarlos en 
metafase (Moorhead y cois., 1960) se ha obtenido u n a gran cant idad de 
datos sobre la inducción de alteraciones por radiaciones y agentes 
químicos utilizando este sistema (Preston y cois.. 1981). 

El daño al DNA inducido por agentes químicos en llnfocltos no 
ciclantes no se convertirá en aberraciones has ta que las células sean 
es t imuladas para entrar en ciclo y empezar la duplicación del DNA. 
Dado que el daño al DNA puede ser reparado en las células en la fase 
G0, as í como en G¡. la frecuencia de aberraciones no será 
necesar iamente proporcional a la cantidad del daño inducido al DNA 
sino m á s bien a la cantidad de daño que se mant iene en el momento de 
la duplicación (WHO, 1985). Además el grado de reparación del DNA 
es tá influenciado por la fase del ciclo celular du ran te el t iempo de 
exposición al agente químico (Parshad y col., 1982), y a que el daño 
puede ocurrir en cualquier fase y dependerá de que se repare o no, el 
que permanezca. 

3.4. Intercambios de Cromátidas Hermanas 

Los Intercambios de Cromátidas Hermanas (ICH) ocurren duran te 
la duplicación semiconservadora del material genético cuyo proceso 
probablemente involucre rompimientos, recomblnación y reunión de 
DNA, aunque las bases moleculares no se h a n dilucidado en forma 
precisa (Carrano y cois., 1978). En el laboratorio los ICH se pueden 
observar en cualquier célula que haya completado dos ciclos 
duplicativos en presencia de un marcador análogo de algún nucleótldo. 



Estos fueron observados por primera vez utilizando timidina trit iada 
(Taylor y cois.. 1957) 

Los estudios reailzados por numerosos g rupos most ra ron que 
varios clastógenos fuertes e ran capaces de inducir u n incremento en la 
frecuencia de ICH, por lo que esta técnica se empezó a utilizar en la 
detección de mutágenos tan to in vivo como in uitro. El Síndrome de 
Bluom, entidad autosómica recesiva, con predisposición al cáncer y con 
fragilidad cromosómica, presenta u n a frecuencia de intercambios de 15 
a 2 0 veces mayor que la considerada normal, lo cual consti tuye u n nexo 
part icular entre las mutaciones génlcas, el fenómeno de t ransformación 
neoplás icay el comportamiento cromosómico (Salamanca, 1990). 

P e n y y Wolf (1974) mejoraron es ta metodología con el u so de 
bromodesoxiuridina (BrdU), un análogo no radiactivo de la t imina. El 
mecanismo de formación más aceptado h a s t a ei momento está explicado 
en la hipótesis propues ta por Palnter (1980). Este modelo se basa en la 
posibilidad de que los rompimientos de la doble hebra de DNA ocurran 
frecuentemente en la conexiones de zonas de duplicación o replicones 
adyacentes du ran te la duplicación. Este principio se apoya en la 
evidencia de que ciertas enzimas, las topoísomerasas, en células de 
mamíferos, inducen y reúnen los rompimientos. Ocasionalmemte, en 
lugar de u n a reunión normal, el rompimiento es sellado por la reunión 
de hebras hi jas de u n a molécula duplicada a la molécula no duplicada. 

En la Figura 7A se mues t r a la duplicación normal del DNA. 
Primero ocurre la separación de las hebras de la doble hélice con la 
síntesis de nuevo DNA a lo largo de cada hebra paterna. Después se 
forma una superhélice de la doble hélice conforme se alarga la horquilla 
de replicactón. 
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si la topoisomerasa se equivoca 

O 
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Figura 7. Representación esquemática de un modelo para el mecanismo de ICH 
espontáneo (A) e inducido por mutágenos (B). (Holden y cois., 1989) 

La topoisomerasa rompe la doble hélice en la superhélice, y 

permite que las hebras se desenrollen y se elimine la tensión por la 

superhélice 

la topoisomerasa rompe en la superhélice 
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uniones inadecuadas de la topoisomerasa 

inducción de ICH 



torsión. La segunda función de la topoisomerasa es la de reuni r las dos 
hebras paternas del DNA. por ejemplo, hebra obscura con obscura y 
hebra clara con clara. Ocasionalmente, puede la topoisomerasa 
equivocarse y entonces unir u n a hebra obscura con u n a clara, y u n a 
hebra clara con una obscura y dar como resul tado u n ICH que puede 
observarse en la subsecuente mitosis (se a sume que las hebras h a n sido 
marcadas con BrdU), 

En la presencia de un mutágeno, ocurrirán un número de 
perturbaciones a lo largo del DNA. Estas per turbaciones pueden ser 
productos de alquilación, uniones covalentes, dímeros de t imidina o 
eutrecruzamientos. La síntesis de DNA se lleva a cabo normalmente 
has ta el punto en que la topoisomerasa reúne los extremos libres. Aquí 
se pierde la precisión del reconocimiento de la hebra pa te rna y se 
Incrementa la frecuencia de uniones erróneas. Se observará entonces u n 
elevado número de ICH en la subsecuente mitosis (Figura 7B) (Holden y 
cois., 1989). 

3.5. Cinética de Proliferación Celular e Indice Mitótico. 

En muchos casos la capacidad para interferir con la proliferación 
celular se ha estudiado de manera paralela a la búsqueda de actividad 
genotóxica. Los medicamentos antineoplásicos que afectan la e s t ruc tu ra 
del DNA, también son capaces de retrasar la Cinética de Proliferación 
Celular (CPC). 

Se han reportado inhibiciones que aumen tan con la dosis en 
cultivos de liníocitos t ratados con u n a amplia variedad de subs tancias , 
en particular, los medicamentos antineoplásicos. Para producir este 



efecto, rio t ienen necesariamente que in terac tuar con el DNA. sino que 
también pueden afectar proteínas asociadas con la regulación del ciclo 
celular, o bien, con el apara to mitótico. 

Si las células se cultivan en presencia de BrdU du ran t e el primer 
ciclo celular, cada cadena de la doble hélice del DNA sintetiza s u cadena 
complementarla incorporando es ta base. Durante la mltosis, las 
cromát idas h e r m a n a s no se dist inguen entre sí por tener la misma 
composición química, es decir, un filamento original y otro que contiene 
BrdU. 

Después del segundo ciclo celular, y por lo t an to de una segunda 
síntesis de DNA, cada cadena del DNA de u n cromosoma servirá a su 
vez de molde a copiar con lo que se obtendrán dos tipos de cromátidas, 
en u n a existirán dos cadenas químicamente dist intas, mientras que en 
la otra a m b a s cadenas tendrán BrdU en lugar de t imina. En es ta 
metafaae, las cromátidas del cromosoma serán químicamente diferentes, 
lo que se puede poner de manifiesto por la tinción que dan cuando se 
agrega el colorante 33258 de Hoechst, compuesto derivado del 
benzimldazol que tifie al DNA normal pero no aquel cuyas dos cadenas 
h a n sido sus t i tu idas por BrdU. Los cromosomas mues t ran u n a 
cromátida con fluorescencia m á s in tensa y otra opaca (Figura 8). 

Una ventaja de usar el método de fluorescencia más Giemsa en 
los estudios de genotoxicídad es que es posible analizar en paralelo el 
daño en la es t ruc tura del DNA y s u s efectos en la progresión de la 
división celular. Esto h a llevado a a lgunas correlaciones entre ambos 
fenómenos como es el hecho que aquellos agentes que inducen daño 
cromosómico severo producen también u n a reducción en la velocidad de 
proliferación celular. 



Figura 8. Incorporación de BrdU para el análisis de la Cinética de Proliferación 
Celular (CPC). Mctafases en primera (MI), segunda (M2) y tercera (M3) 
divisiones. 

El Indice Mitótico (IM) es un parámetro que determina el 
porcentaje de células que es tán en mitosis. El índice mitótico ha sido 
utilizado para la evaluación del crecimiento de cultivos y v a c u n a s desde 
los años 60. pero recientemente de nuevo se ha utilizado en la 
investigación de mecanismos de toxicidad, sobre todo de fármacos con 
actividad citotóxica (Rojas y cois.. 1992). 



3 .6 Activación metabòl ica 

Muchos compuestos químicos adquieren la capacidad de ser 
mutagénícos solamente después de que in vivo son activados 
metabòlicamente en el hígado y en algunos casos duran te el paso por 
el tracto digestivo. Con el fin de relacionar los efectos in vitro e in uiuo, 
Frantz y Mailing en 1975 desarrollaron u n a forma de activación 
metabòlica in vitro utilizando extracto de mlcrosomas del hígado de 
ra ta j un to con un sis tema generador de fosfato dinucleótido adenin 
nicotinamida reducido (NADPH). Bruce Ames adoptó este método en s u s 
p ruebas con bacterias, específicamente con S, typhlmurlum a lo que 
debe el nombre de Prueba de Ames, y desde entonces los s is temas de 
activación basados en mlcrosomas se han incorporado en m u c h a s 
p ruebas de mutagenicidad in vitro (Ames y cois.,1975), 

Aunque han sido exitosos los estudios in vivo de mutágenos 
directos e indirectos y los estudios in vitro de mutágenos directos 
realizados en linfocltos humanos, ios ensayos in vitro de mutágenos que 
requieren activación se han restringido debido a los efectos tóxicos de la 
preparación mlcrosomal sobre los linfocitos (Whlte y Hesket, 1980). 
Las cepas de S. typhimwium empleadas para el ensayo general de 
mutagénesis contienen mutaciones en el operón de la hlstidina. Además 
de es ta mutación contienen mutaciones que incrementan 
importantemente su capacidad para detectar mutágenos, como es el 
aumento en la permeabilidad y en el s is tema de reparación por escisión. 
La cepa TA 1537 se u s a para detectar varios tipos de mutágenos que se 
intercalan en el DNA corriendo el apareamiento de las bases. En la 
TA98 y en la TA 100 ambas ocurre corrimiento en la lectura de bases 
por formación de aductos y por inserciones o deleclones de bases 
respectivamente (Marón y Ames, 1983). 



CAPITULO 4 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los esfuerzos más importantes del t ra tamiento contra el 
cáncer es el desarrollar nuevos agentes con actividad antineoplásica. El 
Insti tuto Nacional del Cáncer de E.U. (NCI) reporta que entre 1990 y 
1992, se probaron cerca de 27 ,000 compuestos químicos definidos y 
miles de extractos crudos de productos naturales , m á s importantes, 
con base en los resul tados ín uitro, aproximadamente cerca del 4 % de 
es tas subs tanc ias se han referido para su posterior ensayo. De estos, 
cerca de 1000 continuaron la s egunda evaluación ín vltro e In vivo. 
(Greever y cois. 1992) 

« 

En el Departamento de Farmacologóla y Toxicología de la 
Facultad de Medicina de la U.A.N.L., es tán en desarrollo u n a serie de 
pruebas dirigidas a Investigar la potencial acción antineoplásica de la T-
514. Ya que en México es necesario Importar productos útiles en el 
t ra tamiento contra el cáncer y el costo de los mismos es m u y elevado. el 
desarrollo de compuestos antineoplásicos a bajo costo h a adquirido alta 
prioridad en nuest ro país. 

La mayoría de los agentes antineoplásicos empleados en la 
terapéutica ac túan mediante mecanismos de citotoxicldad y 
genotoxlcidad. Algunos de ellos, in teractúan con el DNA, de es ta forma 



Impiden la duplicación de las células cancerosas . 

Se ha planteado que la T-514 pudiera emplearse como u n agente 
antineopláslco con base en los antecedentes que se han descrito en 
relación a su acción sobre líneas celulares, sin embargo es de 
part icular Importancia el analizar su genotoxicidad as í como s u s 
efectos sobre la proliferación celular que puedan revelar si la actividad 
citostàtica de dicho compuesto sigue el mismo patrón de los agentes 
quimlote rapé uticos que interactúan con el DNA. 

Por otra parte, los datos en la l i teratura acerca de la 
mutagenlcldad y genotoxicidad de los derivados antracenónicos y 
antraquinónicos, se reportan principalmente en bacterias; los datos en 
s is temas de mamíferos son escasos. La investigación que se realizó en 
linfocitos humanos in vitro sobre e9te derivado antracenónico, la T-514, 
conforma y a uno de los documentos pioneros para este grupo de 
compuestos naturales . 

4 .1 Hipótesis de Trabajo 

La T-514 es capaz de dañar el DNA, lo cual se puede detectar 
como mutaciones génicas (microlesiones) en microorganismos y como 
macroleslones en células eucariónticas. 



4 .2 . Objetivo General d e Trabajo 

Evaluar el potencial genotóxico de la T-514 sobre linfocitos 

h u m a n o s in vitro y en el s is tema de Ames. 

4 .2 .1 . Objetivos Específ icos 

1) Analizar los efectos de la toxina T-514 en cultivos de linfocitos 
h u m a n o s evaluando los siguientes parámetros: 

-El DNA, determinando la frecuencia de aberraciones cromosómicas 
estructurales y de intercambios de cromátidas h e r m a n a s 

-La proliferación celular, evaluando la capacidad de proliferación con 
base en la cinética de proliferación celular, la proporción de células en 
metafase (índice mitótico) y sobre las o t ras fases del ciclo celular 
mediante la cltometría de flujo. 

2) Investigar la capacidad de La toxina para producir mutaciones 
en Saímoneiia typhlmurium . 

3) Investigar si la T-514 requiere de u n a activación metabòlica 
para ac tuar como genotóxico en linfocitos y Salmonella mediante la 
evaluación de los mismos parámetros arr iba mencionados en presencia 
de enzimas microsomales. 



CAPITULO 5 

MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. Linfocitos Humanos 

5 .1 .1 . Donadores 

Se obtuvo sangre periférica heparinizada por venopunción de ocho 
donadores sanos , con una edad promedio de 30.7 años con los 
siguientes criterios de inclusión: suje tos mayores de 18 años, de ambos 
sexos y de condición saludable. Los criterios de exclusión fueron: 
antecedentes de exposición reciente y directa a plaguicidas, subs tanc ias 
químicas u hormonas; es tar bajo t ra tamiento médico; ser fumador y 
haber estado expuesto a rayos X en el m e s «interior a la toma de la 
mues t ra . 

5.1 .2 . Cultivo de l infocitos 

Los cultivos se realizaron por duplicado para cada t ratamiento. A 

cada cultivo se le agregó 0.5 mi de sangre completa en medio de cultivo 

RPMl 1640 (Flowlab) complementado con O.lmM de aminoácidos no 

esenciales (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco) y 32 |.iM de BrdU: 

Sigma) y se estimularon con PHA (Microlab). El volumen final fue de 7 

mi. No se adicionaron antibióticos (Montero y cois., 1993). Los 



t ra tamientos fueon agregados a los cultivos a las 48 hrs de incubación. 
Las concentraciones se eligieron de acuerdo a lo establecido por Dean y 
Danford (1984): 1) que la concentración m á s alta demos t ra ra evidencia 
de inhibición mitótica y 2) que los intervalos de las concentraciones 
fueran la mitad del logaritmo de las mismas. 

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en u n a a tmósfera de 5% de 

COa. A las 70 hrs de incubación se agregó a cada cultivo 0.2 mi de 

colccmida (I0|ig/ml; Microlab) y la incubación cont inuó por 2 hrs más. 

Los cultivos se centrifugaron a 1,200 rpra por 10 min, se eliminó el 
sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 10 mi de KCL 0.075 M 
y se mantuvieron a 37°C duran te 20 min , enseguida se centrifugaron a 
1,200 rpm duran te 10 min, se eliminó el sobrenadante y las células 
fueron fijadas resuspendiendo con solución de Carnoy (metanol-ácido 
acético 3:1). El lavado con solución fijadora se repitió has ta que se 
obtuvo u n paquete celular blanco, el cual se resuspendió en solución 
fijadora y se guardó a 4°C. 

5 .1 .3 . Preparación de laminillas 

Los paquetes celulares se centr ifugaron después de 24 hrs , se 
eliminó el sobrenadante y se resuspendió con 0.5 mi de la misma 
solución fijadora. Con una pipeta Pas teur se homogeneizó la suspens ión 
y se goteó sobre portaobjetos limpios previamente sumergidos en alcohol 
etílico absoluto a 4°C los cuales se secaron a la fiama y posteriormente 
se observaron en un microscopio óptico con un s is tema de contraste de 
fases para asegurarse de obtener u n a buena dispersión de los 
cromosomas (Figura 9). 
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Figura 9. Esquema del cultivo de llnfocitos. 

5 .1 .4 . T inc ión 

Las laminillas se sumergieron en una solución de Hoechst 33258 
(1 mg/ml) en agua destilada por 30 min en ausencia de luz. se lavaron 
en agua corriente y se secaron. Posteriormente se cubrieron con 
solución amort iguadora de fosfatos (Na^PO* 66 mM. KH2P04 66 mM. 
pH 6.8) y se expusieron a luz negra por 1:30 hrs . Las laminillas fueron 
lavadas en la misma solución amort iguadora y se sumergieron en u n a 
solución de Giemsa (Merck) al 4% en solución amort iguadora de fosfatos 
por 3 min, se lavaron en agua corriente y se secaron (Perry y 
Wolff, 1974). 

5 .1 .5 . Análisis mic roscóp ico 

Las preparaciones se observaron en un microscopio óptico de 
campo claro (Olympus CH/CHK) a 2 0 0 y 1000 aumentos . Todas las 
preparaciones se codificaron, de manera que fueron anal izadas en ciego. 
Los parámetros para evaluar la capacidad de proliferación fueron: 



Indice Mitótico y Cinética de Proliferación Celular. Los parámetros pa ra 
evaluar el efecto genotóxico fueron: Intercambios de Cromát ldas 
Hermanas y Aberraciones Cromosómicas. 

5 .1 .5 .1 . Indice Mitótico. Las preparaciones se observaron al 
microscopio óptico a 20 aumentos recorriéndolas en zlg-zag, 
comenzando de la parte central de la laminilla p a r a contar un total de 
dos mil núcleos y de ellos determinar cuán tos es taban en división 
(metafase). Se registraron como núcleos aquéllos que podían ser 
reconocidos por su morfología, de forma aproximadamente esférica, de 
tinción clara y de tamaño relativamente grande. Como metafase se 
señalaron a las agrupaciones de cromosomas bien definidas con un 
número mayor de 30 cromosomas: 

Número total de metafases 
IM = Número total de células evaluadas 

La inhibición del índice mitótico (IIM) producido por la toxina se 
calculó como: 

1M del t ratamiento x 100 
IIM = 100 - IM del control 

5.1 .5 .2 . Cinética de Proliferación Celular. Cien metafases 
consecutivas con 44-46 cromosomas se observaron al microscopio de 
campo claro, clasificándolas como primera división (MI) aquéllas cuyos 
cromosomas se encontraron teñidos de oscuro, segunda división (M2) 
aquéllas metafases en las cuales todos s u s cromosomas es taban 
conformados por una cromátida oscura y u n a clara, y tercera división 
(M3) a las que contenían metafases con los dos patrones anteriormente 
mencionados. La proporción obtenida se usó para calcular el índice de 
repllcaclón de acuerdo con la fórmula: 



1( # MI ) + 2 ( # M2) + 3 ( # M3) 
IR = Número de metafases observadas 

5 .1 .5 .3 . I n t e r camb ios de C r o m á t i d a s H e r m a n a s . Estos fueron 
establecidos por el análisis de 25 metafases en segunda división. La 
frecuencia por célula se obtuvo por la s u m a de los intercambios 
presentes en cada cromosoma de la metafase con 44-46 cromosomas. 
Para cada cromosoma se sumaron los intercambios terminales, aquellos 
que se localizaron en los extremos con valor de uno. y los intercambios 
intersticiales, s i tuados en la zona intermedia, con valor de 2 debido a 
que su formación requiere el doble de eventos que los terminales (Figura 
10) (Latt. 1981). 

Figura 10. Esquema de los intercambios y su valor. 

5 .1 .5 .4 . Aberrac iones Cromosómicas . 

El análisis de aberraciones cromosómicas se realizó en 100 
metafases consecutivas de primera división (MI). Todas con 45 o más 
centrómeros. El daño cromosómico (Ostrosky. 1991) se clasificó como: 
b r e c h a s (discontinuidades de DNA cuya distancia es menor al ancho de 
la cromátida.) cromatídicas o cromosómicas. 
r o m p i m i e n t o s : (discontinuidades del DNA cuya distancia es m á s a n c h a 
que la cromátida) cromatídicos o cromosómicos. 



intercambios (rearreglos anormales entre los brazos de uno o m á s 
cromosomas) cromatídicos: como cuadrirradiales o trirradiales o 
cromosómicos (diccntricos, anillos, translocaciones). 

5 .1 .6 . Activación metabólica 

El homogenado hepático que contiene las enzimas mlcrosomales o 

fracción "S9" (sobrenadante producto de la centrifugación a 9 000 g) se 

obtuvo de la casa Moltox Inc. (USA) y cumplía con las siguientes 

características: especie: rata; cepa: Sprague-Dawley; sexo: macho; 

buffer: KC1 0.15 M volumen: 2.1 mi, pH 7.4; agente inductor: Aroclor 

1254. Cuando la fracción "S9" se combina con los siguientes cofactorea 

y soluciones se forma la mezc la 89 , la cual se preparó inmediatamente 

an tes de cada experimento: 20% de la fracción S9, MgCl2 8 mM, nicotin-

ndenina-difosfato (NADP) 4 mM, glucosa-6-fosfato (G-6-P) 5 mM y de 

solución amortiguadora de fosfato de sodio 100 mM, pH 7.4 . La 

solución de los cofactores se filtró utilizando u n a unidad swinex 

(Millipore Corp.) equipada con u n a membrana de 0.2 mp de poro y por 

último se le agregó la fracción S9 (White y Hesketh, 1980). 

5.1 .7 . Tratamientos 

Sin activación metabólica . La T-514 se disolvió en etanoJ 80% y 

se agregó a los cultivos [50 nL) después de 48 hrs de incubación cuando 

u n a gran proporción de células es tán en la fase de síntesis del ciclo 

celular y pueden ser m á s sensibles al daño químico. Se utilizaron las 

siguientes concentraciones: 1 nM. 5 jiM y 10 nM; incubando por 24 hrs 



más, has ta completar el tiempo de incubación de 72 h r s (Esquema 1). 

0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 

J 
^Inicio del Tratamiento ^ í , „ „ -r « i < Colcemida 1 Procesamiento 

cultivo con 1-514 

Esquema 1. Diseño experimental sin activación metabòlica 

Como control positivo se empleó la Mitomicina-C (MM-C), en un 

volumen de 50 nL, a la concentración final en el cultivo de 1 ^M. La 

MM-C es un agente alquilante bifuncional el cual produce aberraciones 

cromosómicas e inhibición mitótica. Este compues to fue seleccionado 

porque h a demostrado su acción ge no tóxica y citostàtica tanto en 

animales como en humanos (Crooke y Bradner , 1976; Ostrosky y cois., 

1988; Rojas y cois., 1992], El control negativo contenía solvente, etanol 

al 80% (50 nL). Al cultivo testigo no se le adicionó algún compuesto. El 

volumen final en cada tubo fué de 7 mi. 

Con act ivación metabòlica . Después de 48 h r s de incubación, 
se agregó a los cultivos 0.5 mi de la mezcla S9 jun to con la mismas 
concentraciones de T-514 usadas en los t ra tamientos sin activación 
metabòlica, en un volumen final de 5 mi. La incubación continuó por 2 
hrs y las mues t r a s se lavaron dos vcccs con medio de cultivo. 
Posteriormente al sobrenadante se agregó medio fresco conteniendo PHA 
y BrdU. y las células se volvieron a incubar por 24 hrs (Esquema 2). 

Se utilizó Ciclofosfámlda (CPJ como control positivo a la 

concentración de 40 jiM, diluida en agua estéril. La CP es una mostaza 

nitrogenada que iué sintetizada pa ra ser específicamente activada por 
las células tumorales que contenían una enzima capaz de romper la 



unión Nitrógeno-Fósforo en la molécula. Por lo tanto el compuesto es 

relativamente inerte has ta que se activa por el s is tema P-450 en el 

hígado, así como en los tumores (Smith y Reynard, 1993). El primer 

metabolito es la 4-hldroxl-clclofosfamida, responsable de la acción 

mutagénica. A los controles negativos se les agregó mezcla S9 (0.5 mi) y 

etanol 80% como solvente (50 jiL). 

0 his 24 hrs 48 hrs 

^ Inicio del Trata mienta ^ 

!/ 
J^ Col cernida^ 

Inicio del Tratamiento 1 

cultivo conT-514 
+ mezcla S9 

. T 24 his Incubar 
2 hrs 

t Procesamiento 
+BrdUl Colcemidal 
+PHA 2 hrs 

Esquema 2. Diseño experimental con activación metabòlica 

5.1.8. Análisis Estadíst ico 

2 

La prueba estadística de X se utilizó para el análisis de 
aberraciones cromosómícas (Richardson y cois.. 1989). 

La prueba de t de Student se empleó para comparar las 
diferencias de cada tratamiento con respecto al control, para el índice 
mitótico, el índice de replicación y para las frecuencias de intercambios 
de cromátidas hermanas (Mehnert y cois., 1984; Richardson y cois., 
1989: Hartman y Speit. 1994). 



5.1.9. C i t ome t r í a de F lu jo 

Para la medición del contenido del DNA por citometría de flujo, las 
poblaciones celulares se dispersan en u n a suspens ión celular y se tiñen 
con un colorante fluorescente, p.e. Ioduro de Propldio. el cual se une al 
DNA en todas las fases del ciclo celular. Las células luego pasan de una 
en u n a (a través de una región sensora por el frente de un detector) 
donde su fluorescencia se mide y se a s u m e que es proporcional al 
contenido de DNA celular (Dean y cois., 1982). 

Cuando las células normales son teñidas y evaluadas por 
citometría de flujo, la mayoría de ellas es ta rán en la fase G 0 /G , , y 
emitirán luz en una frecuencia uniforme. Las células que tienen casi el 
doble de su DNA están en la fase G2+M, emitirán luz con el doble de 
intensidad de las células G 0 /G, . Si el número de células se grafica 
contra la intensidad de luz emitida, y si se usa u n a escala lineal, se 
obtiene el histograma de la Figura 11A. Las células que en t ran al ciclo 
celular y pasan por la fase S sintetizarán DNA. La cantidad de DNA 
duran te la fase S variará entre lx y 2x (donde x es la cantidad normal 
de DNA de u n a célula diploide). Entonces, emitirán luz que es tará en su 
rango de intensidad entre los picos de G 0 /G, y G2+M (Figura 1 IB). 

Figura 11. Intensidad de fluorescencia relativa. A. En células somáticas que no están 
dividiéndose. B. En células que están dividiéndose. 



5.1 .9 .1 . Obtención de células mononucleadas. Las m u e s t r a s de 
sangre venosa se obtuvieron de dos donadores 9anos de sexo masculino 
(donador 11 y donador 12J siguiendo los mismos criterios de exclusión. 
Se separaron las células mononucleadas de 60 mi de sangre, mediante 
centrifugación con gradiente de Fycoll-Hypaque (Sigma.Co.), du ran t e 30 
min a 1600 rpm. Se recuperó el p lasma en tubos estériles; luego se 
recuperó la capa de células blancas, la cual se resuspendió en medio de 
cultivo RPMI 1640 complementado con aminoácidos no esenciales 10 
mM y L-giutamina 200mM, y se centrifugó a 1200 rpm para lavar los 
restos del Fycoll-Hypaque. 

Se eliminó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 2 

mi de medio RPMI-1640 complementado. Se tomó u n a mues t ra de 50 ni 

de esta suspensión y se diluyó en u n a proporción 1:250 con diluyente 
(Abbot Company) del contador de células (Cell-Dyn-900) para 
posteriormente realizar el conteo en este apara to . 

La densidad celular se a jus tó a 5 x 10b células en 5 mi de volumen 
total. Se distribuyeron las células en tubos 12 x 75 mm estériles, por 
duplicado de la siguiente manera: 

-medio de cultivo y células mononucleadas (testigo) 
-medio de cultivo, células mononucleadas, PHA (control negativo) 
-medio de cultivo, células mononucleadas, PHA y toxina (problema) 
-medio de cultivo, células mononucleadas, PHA y MM-C (control 
positivo) 

La población celular se expuso a la toxina a la concentración de 

5 nM y a la MM-C (1 ^M) por 24 h has ta completar 72 h de cultivo 

(Esquema 1). 



5 .1 .9 .2 . Tinción. 

Las células se fijaron con solución amort iguadora de sacarosa y 

citrato de sodio en DMSO. Las suspens iones celulares se llevaron a 

centrifugación a 1600 rpm por 5 min a t empera tu ra ambiente. Se 

decantó cuidadosamente. Se agregó u n volumen de 250 jil de solución 

amort iguadora de tripsina a cada tubo y suavemente se mezcló, y se 

mantuvieron en reposo por 10 mln para que se llevara a cabo la 

reacción de digestión de membranas celulares y citoesqueleto. Se agregó 

un volumen de 200 ni de u n a solución amort iguadora que contiene 

inhibidor de tr ipsina y ribonucleasa A (para digerir el RNA), se mezcló 

suavemente y por 10 mln se Incubó. No se removieron a m b a s 

soluciones. Posteriormente, se adicionó u n volumen de 200 ni de la 

solución de loduro de Propidlo (2°-8°C), se mezcló suavemente y se 

incubó por 10 min en la oscuridad y en el refrigerador. Las mues t r a s se 

filtraron a través de una malla de nylon de 50 pm a tubos 12 x 75 mm. 

Los tubos se mantuvieron a lmacenados a 2°-8ü C en la obscuridad 
has ta su análisis citométrlco. Las mues t r a s se analizaron en el 
citómetro de flujo FACSort (Beckton Dickinson) equipado con el software 
CellFIT, del Depar tamento de Inmunología de la Facultad de Medicina. 
U.A.N.L.. Se empleó el modelo SOBR (Suma de la Amplitud de los 
Rectángulos) para est imar el porcentaje de células en cada fase del ciclo 
celular. 



5.2 . Cultivos de Salmonella typhimurium 
(Prueba de Ames] 

Se emplearon tres cepas de Salmonella typhimurium, la TA98, 
TA 100 y TA1537. Se siguió el método de incorporación en agar descrito 
por Marón y Ames (1983) de la siguiente manera : a un tubo que 
contenía 2 mi de agar de superficie (líquido a 45aC) se le agregó 0.1 mi 
de cultivo de bacterias, mantenidas la noche anterloi en agitación y en 
medio nutriente, y 0.1 ml de T-514 a varias concentraciones, disuel ta en 
dlmetilsulfóxido (DMSO), Después de agitar la mezcla, se vertió sobre las 
ca jas de Petri que contenían agar mínimo Vogel-Bonner. Se dispersó el 
material de forma homogénea y se llevaron a incubar por 48 h a 37 °C 
(Figura 10). 

Cultivo 
~ac terianc 
Mezcla 

59 
1-514 

Agar de 
superficie Medio Minimo Colonias revertantes 

Figura 10. Esquema del procedimiento para la detección de mutágenos en Salmoneüa 
typhimurium 

Los controles positivos empleados fueron 9-aminoacridina (9-AAC) 
y ácido Pricolónico (Ac.PC) disueltos en DMSO. Los testigos contenían 
medio de cultivo y bacterias, a los controles negativos se les adicionó el 
solvente DMSO. 



Para los ensayos con activación metabòlica, se siguió el método de 
preincubación por 20 minu tos (Yahagi y cois. 1975). Se agregó 0 .5 mi de 
la mezcla S9 (30% de la fracción S9, MgCl.¿ 8 mM, KC1 3 3 mM, NADP 4 
mM, G-6-P 5 mM y de solución amort iguadora de fosfato de sodio 100 
mM, pH 7.4), la toxina y el cultivo de la cepa en el agar de superfìcie. El 
control positivo fue 2-aminoant raceno (2-AA) disuelto en DMSO, los 
controles negativos contenían solvente (DMSO) y mezcla S9. 



CAPITULO 6 

RESULTADOS 

6.1 Cultivo de Linfocitos Humanos 

6 .1 .1 . Aberraciones cromosómicas 

6 .1 .1 .1 . Sin Activación Metabòlica. En la Tabla 1 se mues t ran 
las observaciones para cada concentración de la T-514 y para cada uno 
de los tipos de aberraciones evaluadas. En el extremo derecho se indica 
la s u m a de las aberraciones sin considerar las brechas (B). Se considera 
que la identificación de las brechas es subjetiva y que no consti tuyen 
aberraciones reales. Se ha sugerido que las brechas sean contabilizadas 
y reportadas, pero no se u san en la evaluación del estudio. 

Se observa que para los donadores 1, 2 y 4 La concentración de T-

514 de 10 pM resultó tóxica ya que el número de metafases en pr imera 

división (100) no fue suficiente para este análisis. No se encontraron 

diferencias con respecto a las aberraciones complejas (RC). Se analizó 

u n a concentración de MM-C (10 nM), a la cual produjo aberraciones 

estructurales , principalmente rompimientos cromatídlcos. 



TABLA 1. FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS 
ESTRUCTURALES EN L1NFOCITOS 

A b e r r a d o n e a / 1 0 0 c é l u L a s 
Conc. B' B" R' R " HC D Total 
uM allí brechas 
0 0 0 0 O O o 0 

donador 1 i 0 0 1 0 0 0 1 
5 0 0 0 0 O 0 0 

10 nm nm nm nm nm nm nm 
0 2 0 0 0 O 0 0 

donador 2 1 0 0 0 0 0 0 0 
5 5 1 0 o 0 0 O 

10 nm nm nm nm nm nm nm 
0 0 0 L O O O 1 

donador 3 1 0 2 0 0 0 0 0 
5 3 0 1 0 0 0 1 

10 0 0 1 0 0 0 1 
0 2 1 0 o 0 0 0 

donador 4 1 0 0 1 1 1 0 3 
5 0 0 1 0 o 2 a 

10 0 0 nm nm nm nm nm 
MM-Ca 10 0 2 8 6 O 1 1S 

B: brecha. 
R: romplmle ato 
RC; rearreglo complejo 

a ; valor de un solo donador 
Donadores L y 3 ¡sexo femenino 
Donadores 2 y 4 sexo masculino 

cromatídico. "cromosomico 
run; no se encontraron metafases 

D: dicéntrtcos 

Con respecto a los rompimientos totales (R* y R"), sin considerar 
las brechas (B) no fueron evidentes diferencias significativas (p < 0.05) 
p a r a cada concentración (Figura 13). 

El donador 4 most ró el mismo n ú m e r o de rompimientos totales, 

en las concentraciones de 1 y 5 nM, s in embargo, es importante seña la r 

que a la concentración de 5 uM, presentó dos c romosomas dicéntricos 

en 100 metafases analizadas, f recuencia alta, ya que la f recuencia 



espontánea de este tipo de aberraciones es del orden de 1 en 1000 

metafases observadas. 

Figura 13. Efecto de la T-514 sobre el número de rompimientos totales . 

El número de células aberrantes, es decir, el número de metafases 
que tuvieron por lo menos u n a aberración por donador, no se 
incrementó significativamente. La MM-C, en cambio, incrementó 
significativamente el número de células con aberraciones (Figura 14). 



Figura 14. Efecto de la T-514 sobre el número de células con aberraciones. 

6 .1 .1 .2 . Con Act ivac ión Metabòl ica . De manera similar a los 
resul tados sin activación metabòlica, el análisis de aberraciones no 
mostró diferencias significativas para cada concentración con respecto 
ai cultivo control. Es importante señalar que en general, la ocurrencia 
de aberraciones fue menor en presencia de enzimas microsomales 

Se observó de nuevo la susceptibilidad individual de los 

donadores, a la concentración de 10 ^M. de T-514. el donador 5 y el 

donador 8 no presentaron suficientes metafases para el análisis . (Tabla 

2). 



TABLA 2. FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS 
ESTRUCTURALES EN LINFOCITOS CON ACTIVACION METABOLICA 

A b e r r a c i o n e s / 1 0 0 c ¿ l u l a s 
Conc. B' B" R' R" RC D Total 

uM sin brechas 
0 0 0 0 0 0 0 o 

donador 5 1 0 0 0 0 0 0 O 
5 0 0 0 0 0 0 0 

10 nm n m nm nm nm nm nm 
0 0 0 1 0 0 0 1 

donador 6 1 0 0 0 0 0 0 0 
5 1 l 0 0 0 0 0 

U) 0 0 2 0 0 0 2 
0 0 0 0 0 0 0 o 

donador 7 1 0 2 0 0 0 0 0 
5 0 0 1 0 0 0 1 

10 0 2 0 0 0 0 0 
0 0 i 0 0 0 0 0 

donador 8 1 0 1 0 0 O 0 0 
5 0 0 0 0 0 0 0 

10 nm n m nm nm nm nm nm 
CP" 40 0 3 5 8 0 0 8 

B: brecha 'cromatídlco. "cromosdmico 

Los rompimientos totales se graficaron contra las concentraciones 
empleadas y no se observó a lgún efecto dependiente de la dosis. Los 
donadores 6 y 7 elevaron la frecuencia de rompimientos en las 
concentraciones de 1 nM y 5 |iM respectivamente, sin embargo e9te 

- : valor de un solo donador 
Donadores 5 y 7 sexo Femenino 
Donadores 6 y 8 sexo Masculino. 

Los rompimientos totales se grafic 

empleadas y no se observó a lgún efecl 

donadores 6 y 7 elevaron la frecue 

concentraciones de 1 nM y 5 ^M res j 

aumen to no fue significativo (Figura 15). 



Figura 15. Efecto de la T-514 sobre el número de rompimientos totales en presencia de 
activación metabòlica. 

La T-514 no modificó la frecuencia de células abe r ran tes a las 

concentraciones usadas , el donador 6 presentó u n a célula con 

aberraciones en el cultivo control y de igual manera para la 

concentración de 10 (iM.El donador 6 presentó una célula aber ran te con 

5 |iM, en cambio, la CP elevó la frecuencia a 8 células que presentaron 

aberraciones (Figura 16). 



Concentración Micromolar 
Figura 16. Efecto de la T-514 sobre el número de células con aberraciones e n 
presencia de activación metabólica. 

6 . 1 . 2 . I n t e r c a m b i o s d e C r o m á t i d a s H e r m a n a s 

6 .1 .2 .1 . S in Ac t ivac ión Metabó l ica . El promedio de Intercambios 

de Cromát idas Hermanas en los cultivos controles fué de 4.8 + 0.5. La 

inducción de ICH no se incrementó significativamente en los linfocitos 

expuestos a las t res concentraciones de toxina T-514 . La MM-C fue u n 

potente inductor a la concentración de 1 ^M, el promedio de ICH por 

célula fue de 2 3 (Figura 17). 
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Figura 17. Efecto de la T-514 sobre la frecuencia de Intercambios de Cromátldas 
Hermanas 

6 .1 .2 .2 . Con Act ivac ión Metabòl ica . No se encont ra ron 
diferencias significativas cuando se agregó a los cultivos la mezcla S 9 
por 2 h r s y se expusieron a la T-514 por el mismo intervalo. El valor 
promedio de 1CH para la Ciclofosfamida fue casi t res veces mayor del 
valor promedio para el cultivo control y los cultivos expuestos a la T-514 
(4-6) (Figura 18). 
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Figura 18. Efecto de la T-514 sobre la frecuencia de Intercambios de Cromátldas 
Hermanas en presencia de activación metabòlica. 

6 .1 .3 . C iné t i ca de Pro l i fe rac ión Celular e Ind i ce Mitó t ico . 

6 .1 .3 .1 . Sin Act ivac ión Metaból ica . En la Tabla 3 se mues t ran 

las proporciones de metafases en cada división. La T-514 produjo un 

aumen to en la proporción de células que se dividieron u n a vez du ran t e 

el t iempo de cultivo (72 hrs). cerca de un 35 %. a partir de la 

concentración de 5 nM y este efecto se incrementó más con la 

concentración de 10 nM, el 50% de las metafases observadas es taban en 

pr imera división, con la consecuente disminución de segundas y 
terceras divisiones. La MM-C aumen tó la proporción de pr imeras 



divisiones a la concentración de 5 nM, 45% y sólo el 20% correspondían 

a terceras divisiones (Figura 19). 

TABLA 3 . EFECTO DE LA T-514 SOBRE LA CINETICA DE 
PROLIFERACION CELULAR 

T-514 MI 
(nMl 
Donadur1 
0 11 
1 16 
5 45 
10 53 

Donador 2 
0 11 
l 25 
5 40 
10 G1 

Donador 3 
0 20 
I 26 
5 40 
10 42 

Donador 4 
0 14 
1 16 
5 28 
10 47 

M2 M3 IR 

26 6 3 2.54 
30 54 2.38 
24 31 1.86 
20 27 1.74* 

24 65 2.54 
30 45 2.20 
29 31 1.91 
24 15 1.54* 

25 55 2.31 
29 45 2.18 
23 37 1.07 
26 32 1.87* 

21 65 2.49 
19 65 2.46 
27 64 2.15 
19 34 1.87* 

* p< 0.05 
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Figura 19. Comparación del efecto de la T-514 y la MM-C sobre la Cinética de 
Proliferación Celular. Valores promedio de todos los donadores. 

El Indice de Replicación (IR), es un parámetro que combina en un 

solo número las proporciones de primera, segunda y tercera división en 

este tiempo de cultivo (72 hrs). como se apreció en la figura anterior. La 

Figura 20 mues t ra la disminución del IR conforme a u m e n t a la 

concentración, lo cual puede indicar una inhibición o un re t raso en la 

proliferación celular. Con 5 pmoles la MM-C tuvo un efecto sobre la 

proliferación celular, comparable al efecto de la T-514 a las 

concentración de 10 nM. 



T-S14 MM-C 

Figura 20. Comparación del efecto de la T-514 y la MM-C sobre el Índice de 
Replicaclón 

La exposición a la toxina por 24 h afectó la capacidad proliferativa 
de los linfocitos, medida como la Inhibición del Indice Mitótico. En la 
Figura 21 se compara este parámetro para la T-514 y la MM-C, el 
control positivo. 

Ambos compuestos mues t ran respues tas similares, a u n q u e la 

MM-C es más potente para inhibirlo, puesto que la curva alcanza casi la 

inhibición máxima a la concentración de 5 nM. en tanto la T-514 llega a 

este punto con 10 nM. Aunque los dos agentes producen inhibición del 

IM que aumenta con la dosis, el tipo de curva de la T-514 es diferente, 

no lineal, en tanto que la MM-C presenta una curva lineal, con menor 

dispersión entre los donadores. 



T-S14 MM-C 

Figura 21. Comparación del efecto de la T-514 y la MM-C sobre el % de Inhibición del 
Indice Mitótico. 

6 .1 .3 .2 . Con Act ivación Metabólica. Cuando se agregó el s is tema 
microsomal a los cultivos, el t ra tamiento fue de 2 h debido a que la 
mezcla S9 es tóxica por períodos mayores. 

El efecto sobre las proporciones de células en primera, segunda, o 

tercera división fue menor con la activación metabólica. aunque a ú n se 

registró un incremento de células en primera división relacionado con la 

concentración, siendo significativo en las concentraciones de 5 y 10 nM 

(Tabla 4). 

La Ciclofosfamida (CP) no alteró la proliferación de las células en 

cultivo, a la concentración usada (Figura 22). 



TABLA 4. EFECTO DE LA T-514 SOBRE LA CINETICA DE 
PROLIFERACION CELULAR CON ACTIVACION METABOLICA 

T-514 
ímM) 

MI M2 M 3 IR 

Donador 5 
0 8 21 71 2.63 
1 9 24 67 2.58 
5 20 27 53 2.33 
10 29 24 47 2 .18 
Donador 6 
0 11 13 76 2.65 
1 10 22 68 2.68 
5 16 22 62 2.46 
10 19 22 59 2.40* 
Donador 7 
0 9 13 78 2.67 
1 11 11 78 2.67 
5 20 19 61 2.41 
10 29 21 50 2.21* 
Donador 8 
0 9 13 78 2.68 
1 11 13 76 2.65 
5 25 26 55 2.42 
10 30 17 53 2.23* 

*p < 0 . 0 5 
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Figura 22, Efecto de la T-514 sobre la Cinética de Proliferación Celular en presencia de 
activación metabòlica. (CP: Ciclofosfamida). 



Con respecto al IR, no disminuye significativamente con u n a 

p<0.05 del valor control (Figura 23 B). La IIM se calculó para cada 

concentración, y con 10 nmoles se obtuvo la máxima inhibición (70%) 

(Figura 23 A). 

3 

1 
Ccncwitreaón 

5 

micron ola 

1 
1 5 

Concentración micromolar 

B 

Figura 23. Efecto de la T-514 sobre la Inhibición del Indice Mitótlco y el Indice de 
Rcplicaeión en presencia de activación metabòlica. 

Para establecer las diferencias de los t iempos de t ra tamiento que 
pudieron afectar los resultados se mantuvieron cultivos sin activación 
metabòlica en presencia de T-514 por 2 h; 

Las proporciones de primeras, s egundas y terceras divisiones, no 
difieren importantemente de las obtenidas con activación metabòlica de 
la Figura 19. Es constante el efecto de la toxina a la concentración de 10 
nM sobre las primeras divisiones (Figura 24). 



TABLA 5. EFECTO DE LA T-514 SOBRE LA CINETICA DE 
PROLIFERACION CELULAR POR 2 Hrs SIN ACTIVACION METABOLICA 

T-514 MI 
íuM) 
Donador 9 
0 11 
1 11 
5 14 
10 27 
Donador 10 
0 11 
1 12 
5 17 
10 27 

M2 M3 IR 

18 71 2.60 
14 75 2.64 
18 6 8 2.54 
20 53 2.26 

14 75 2.64 
15 73 2.61 
21 62 2.45 
25 48 2.21 

• M3 
• M2 
O M1 

*p < 0 . 0 5 

Figura 24. Efecto de la T-514 sobre la Cinética de Proliferación Celular por 2 hrs. 
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La inhibición del Indice Mitótico presentó una marcada relación 
dosis respues ta (Figura 22). La proliferación celular, medida como IR, 
fué muy similar a la observada en el t ra tamiento con activación 
metabòlica (Figura 25). 
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Figura 25. Efecto de la T-514 sobre la Inhibición del Indice Mitótico y sobre el Indice de 
Replicación por 2 hr de exposición. 

6 .1 .4 . C i t ome t r í a de Flujo 

Los resultados son presentados como el porcentaje de células en 
cada u n a de las fases del ciclo celular, G,. S y G 2 /M, de t res 
experimentos realizados (Figura 25). Se realizaron lecturas basales, sin 
t ratamiento, desde el inicio, a las 24 h . 48 h y 72 h de cultivo para 
corroborar que las células estaban proliferando después del est ímulo 
con la PHA. 



Experimento 1 Experimento 2 [Experimento 3 

MM-C 

Control 

T-514 

MM-C 

Control 

T-514 

MM-C 

Control 

T-514 

Figura 26. Pocentajes de las fases del ciclo celular en cultivos de 48 hrs tratados con 
T-514 (5 jiM) y MM-C (1 mMI por 24 hrs. Donador 11: experimentos 1 y 2 . Donador 12: 
experimento 3. 

No se observaron cambios de las proporciones de las fases 

producidas por la T-514 a la concentración de 5 pM por 24 h de 

exposición en los experimentos 1 y 2. Sin embargo en el experimento 3 

se observa un incremento dos veces del control, en el porcentaje de 



células en la fase G, y como consecuencia también es tán disminuidos 
los porcentajes de S y G2 /M. 

En cada experimento se observa la variabilidad de los controles que 
corresponden a las 48 h r s de cultivo en las fases G1 y G 2 /M 
principalmente. La MM-C, un agente alquilante, indujo un incremento 
en la proporción de células en las fases G 2 /M, en los experimentos 2 y 3 
este Incremento fue mayor de 50 veces. 

6.2. Salmonella typhimurium 

Los resul tados de la prueba de mutagenicldad con las cepas de 
Saímoneiia typhimurtum fueron negativos y confirmaron lo observado en 
las pruebas de genotoxicidad en linfocitos (Tabla 6). No se observó 
Inducción de mutaciones en n inguna de ellas en presencia o ausenc ia 
de activación metabòlica. La T-514 mostró toxicidad sobre las colonias 
revertantes. de tal manera que se observaron solo fragmentos de 
colonias o nulo crecimiento 

La toxicidad sin embargo, tuvo un cambio subs tancia l c u a n d o se 
agregó la mezcla S9 en la cepa TA 1537; aquella disminuyó a u n en las 
concentraciones más al tas probadas, mientras que en las p ruebas sin 
activación metabòlica, 2500 veces más pequeñas, fue tóxica. 

Las cepas TA100 y TA98 no fueron sensibles a los efectos de la 
T-514 ni aun en concentraciones mayores que las utilizadas con los 
controles positivos, con y sin activación metabòlica. A es tas 
concentraciones la T-514 tampoco fue tóxica para es tas cepas (Tabla 7). 



TABLA 6 . EFECTO DE LA T-514 SOBRE LA CEPA TA1537 DE 
Saímortelía typhimurtu.ni 

Concentración N° de reyertantes/caja N® de reyertantes/caja 
MM L S 9 + S9 
TA 1537 

0 16 + 2.5 
46 20 + 2.51 
92 18 ± 2.08 

Ac.PC 
180 57 ± 8.08 

0 
92 

232 
464 
9-AAC 
735 

0 10 + 2.75 -

9 t -

23 t -

46 t -

9-AAC 
735 230 26.4 

0 8 ± 0.3 10 + 5.56 
46 t 5 + 3.7 
92 t 4 + 1.5 

185 t 7 + 1.52 
232 t 20 2.2 
464 t 11 + 1.6 
9-AAC 
735 323 + 112 
2-AA 

24 - 123 + 35 

t: toxicidad; Ac.PC: Acido picroióntco; 9-AAC: 9-Aminoacridina: 2-AA: 2-Aminoantraceno. Los 
resultados son el vaJor promedio + la desviación estándar de tres cajas de Petri por 
concentración. 

35.5 + 3.5 
35 ± 0.5 
38 + 4.2 
23.5 ± 3.5 

210 ± 11.9 



TABLA 7. EFECTO DE LA T-514 SOBRE LAS CEPAS TA98 Y TA100 DE 

Salmo ríe/la typhimurium 

Concentración N' de reyertantes/caja N* de revenantes/caja 
jiM 1 S 9 + S9 

TA 99 
0 16 1.52 

46 20 0.57 
92 18 + 0.7 

Ac. PC 
180 57 + 16.3 

0 35 
92 35.5 + 

232 38 + 
464 23.5 i 
Ac. PC 
180 68 + 
2-AA 

24 

2.6 31 + 2.82 
3.5 30.5 + 0.7 
0.5 32.5 + 0.7 
4.2 26 

11.9 

401 í 81.75 

TA 100 
0 144 7 170 + 45 

46 170 ± 8.1 193 ± 18.7 
92 165 + 10 182 + 11 

185 129 + 10 160 + 5.6 
Ac.PC 
180 340 + 31 -

2-AA 
24 - 395 + 22 

Ac.PC: Acido plcrolónlco; 2-AA: 2• Amlnoantraceno. Los resultados son el valor promedio + 
la desviación estándar de tres cajas de Petri por concentración. 



CAPITULO 7 

DISCUSION 

7 .1 Cultivo de Linfocitos 

7 .1 .1 . Aberraciones cromosómicas 

La toxina T-5I4 extraída de Karwinskia humbolcltiana no produjo 
aberraciones cromosómicas en cultivos de linfocitos de sangre periférica 
de donadores sanos. Los resultados indicaron que a las diferentes 
concentraciones empleadas y al t iempo de exposición de 24 h, no 
aumentó la incidencia de estos eventos en los linfocitos es t imulados con 
fltohemaglutinlna. La MM-C es un agente alquilante bifunclonal que 
produjo aberraciones cromosómicas e inhibición mitótica en todas las 
células en las que se h a estudiado; mientras que estos fenómenos 
ocurren cuando ei compuesto se adiciona en cualquier tiempo duran íe el 
ciclo celular, la síntesis y la mitosis son más afectadas cuando se 
adminis t ra du ran te la fase G, tardía o la fase S t emprana (Crookc y 
Bradner , 1976). 

Existen escasos estudios sobre aberraciones cromosómicas 
es t ruc tura les inducidas por compuestos antracenónicos o 
antraquinónicos en s is temas de mamíferos; uno de ellos reportó que la 
hidroxlantraquiiiona Juteoskirina, molécula dimérica polihldroxilada y 
metilada, indujo aberraciones cromosómicas es t ructura les e 



hiperploidías en células tumorales de ascitis de Erhlich. Sin embargo, 
este daño se indujo en células resis tentes que ya habían sobrevivido al 
t ra tamiento tóxico, el cual se prolongó por meses en presencia del 
compuesto y aparentemente la selección con él indujo un proceso mayor 
de transformación; si el daño se produjo por el t ra tamiento o por la 
inestabilidad genómica de las células o por las dos causas , fue u n a 
cuest ión que no evaluaron adecuadamente los autores ya que no se 
realizaron controles de células resistentes man ten idas sin la luteoskirina 
(Schach t schabe ly cois,, 1969). 

7,1 .2 . Intercambios de Cromátidas Hermanas 

La inducción de ICH es uno de los parámetros ampl iamente 
aceptados para probar el potencial genotóxico de compuestos químicos 
ÍWHO, 1985). Los resul tados no mostraron diferencias en la frecuencia 
de ÍCH para cada concentración, en ausencia o en presencia de 
activación metabólica; estos resul tados coinciden con lo que reportan 
Bruggeman y Van der Hoeven (1984) en relación con la an t raqu inona 
monomérica emodina. Este compuesto en cultivo de células de cobayo 
chino V79 no indujo Incrementos de ICH. Sin embargo, el compuesto 
1,4-hidroxiantraquinona mostró ser u n inductor débil de ICH en el 
mismo sis tema utilizado (Westendorf y cois., 1990). De manera similar, 
las hidroxiantraquinonas y carboxiantraquinonas es tud iadas por Mian y 
cois. (1991), incluyendo a la 1.4-hidroxIantraquinona, mostraron u n a 
débil induección de ICII sobre la línea celular V79/AP4, la cual carece de 
la actividad monooxigenasa dependiente del citocromo p 45o. 

La inducción de ICH es un evento genotóxico, pero no 
necesariamente mutagcnico. que ha sido utilizado ampliamente como un 
indicador de actividad genotóxica de compuestos químicos. En general, 
los compuestos que inducen mutaciones cromosómicas y / o génicas 



también producen u n a elevación en la frecuencia de ICH (Perry y Evans, 
1975; Latt y cois., 1980; Lambert y cois., 1982) por lo que los datos 
obtenidos permiten sugerir que la T-514 no es mutagénica a las 
concentraciones probadas. No se han reportado estudios de mutaciones 
génicas en linfocltos o líneas celulares por compuestos ant raquinónicos o 
antracenónicos. 

7.1 .3 . Cinética de Proliferación Celular e Indice Mitótico 

Existen varios estudios en los que medicamentos antineoplásicos 
han sido evaluados por su capacidad de interferir con la Cinética de 
Proliferación Celular (CPC) In uitro. En general, antineoplásicos que 
afectan la es t ruc tu ra del DNA también son capaces de inhibir la 
progresión del ciclo celular. El cls-platino (complejo de coordinación) y el 
Melfalan (mostaza nitrogenada) re t rasaron la CPC pero no los 
antimetabolitos 5-Fluorouracilo, Metotrexate y 6-Mercaptopurina en 
cultivos de linfocitos de sangre periférica est imulados con mitógeno 
(Rojas y cois., 1993). 

La T-514 modificó la respuesta de proliferación en los linfocltos 
h u m a n o s en ausencia de activación metabòlica. Se observó un retraso en 
la CPC, es decir, aumentó la proporción de células que sólo efectuaron 
un ciclo celular en 72 hrs de cultivo, resultados similares a los de la MM-
C cuya acción fue similar en concentraciones menores. La MM-C es un 
potente agente alquilante que interfiere con la síntesis de DNA. y se h a 
demostrado que re t rasa la CPC de ios linfocitos (Ostrosky y cois, 1988) 

La CPC se modificó ligeramente, en los linfocitos expuestos a la 
toxina por dos horas en presencia y ausencia de la mezcla S9; este efecto 
no fué t an evidente como con el t ra tamiento por 24 horas sin la mezcla 
S9. La Clclofosfamida (CP), mutágeno indirecto el cual requiere 



activación metabólica para convertirse en mutágeno, no modificó la CPC 
en la concentración usada en este estudio. Sin embargo, Madle (1961) 
reportó u n a inhibición de la CPC relacionada con la concentración en 
cultivos de linfocitos . 

No se puede af i rmar que el s is tema microsomal hepático afectó la 
toxicidad de la T-514, lo cual pudiera explicarse por u n a posible unión 
inespecíflca entre aquella y las proteínas presentes en la fracción S9, 
interacción que se demostró entre la toxina y la a lbúmina sérica h u m a n a 
y bovina In uitro (Caballera, 1995). Sin embargo, se ha reportado que 
a lgunas ant raquinonas , mismas que dieron resul tados positivos en la 
p rueba de mutagenlcidad en Salmonella, no mostraron ser mutagénicas 
tan to en presencia o en ausencia de activación metabólica (Westendorf y 
cois., 1990). El s is tema de monooxigenasa dependiente del citocomo P-
450, presente en varios tejidos hepáticos o extrahepáticos, parece jugar 
un papel fundamenta l en la bioactivación de an t r aqu inonas a través de 
la oxidación de la parte benzénica o fenólica. La emodina se reportó que 
era activada por el s is tema P-450 reconsti tuido (Tanaka y cois., 1987). 
No obstante, podría también ser importante la vía de bioactivación 
reüuctiva. Se conoce que los compuestos quinónicos como la menadiona 
(Chcsis y cois., 1984) o las antracicl inas (Gervasi y cois.. 1986) son 
activados por flavoproteínas a través de la via reductiva que involucra la 
porción qulnona, la cual forma u n radical semiqulnona y, en la presencia 
de oxígeno, forma anión superóxido y otras especies reactivas (Kappus 

H., 1986). 

Mian y cois. (1987) reportaron que la 1,4 hldroxiantraquinona 
mostró efectos citotóxicos en células V79 en ausencia de activación 
metabólica. toxicidad que también se presentó con otras an t raqu inonas 
probadas en presencia de fracción microsomal; los autores explican estos 
hallazgos como una consecuencia del «estrés oxidativo» inducido por la 

I ,4 hldroxiantraquinona a través de la depleción del glutation y la 
formación del peróxido de hidrógeno. 



Hipótesis que coincide con lo reportado por Garza Ocañas y cois 
(1997) quienes encontraron que la T-514 producía radicales libres en 
cultivo de hepatocitos primarios, los cuales fueron detectados por 
fluoresceína desde la primera hora de exposición; ellos proponen que el « 
estrés celular oxidatlvo » es uno de los mecanismos mediante el cua l la 
toxina produce su toxicidad. Por otro lado, la toxina a la concentración 
de 9.7 mM, mostró tener un efecto inhibitorio sobre la lípido peroxidación 
microsomal hepática ín aitro, lo cual indicaba que ese no era el 
mecanismo de acción hepatotóxica (Garza-ocañas y cois., 1990). Sin 
embargo, la T-514 sufre autoxidación con la subsecuen te generación de 
radicales libres dosis dependiente a partir de la hora de exposición in 
vitro (Zana t t ay cois., 1992). 

Los compuestos químicos, como las qulnonas, pueden activarse a 
radicales intermedios por mecanismos enzimáticos y no enzimáticos. Por 
virtud de su es t ruc tu ra química, a lgunos compuestos pueden 
autooxidarse a un Intermediario radlcalario, como un radical 
semiquinona. Coincidcnte con este proceso de autooxidación está la 
generación de metabolitos reactivos de oxígeno (Trush y cois.. 1982); 
como es el caso del agente antineopláslco Adriamicina, del cual es tá 
demostrado que su actividad ant l tumoral se debe a la formación de 
radicales de oxígeno duran te el ciclo redox de las células tumorales , y 
estos radicales dañan al DNA, proceso que ocurre cerca del DNA celular 
(Kappus, 1986]. Sin embargo, se h a sugerido la existencia de lesiones 
primarias al DNA como el daño a u n a base y el daño provocado por 
radicales libres pero que no necesariamente involucran rompimientos del 
DNA (Bryant and Slijepcevic, 1993). Esto explicaría el por qué no se 
encontraron rompimientos cromosómicos. 

El IM de los cultivos de linfócitos es un indicador de la capacidad 
prolifcrativa de las células. Fue en este caso el parámetro m á s sensible 
para evaluar el daño celular de la T-514 en t ra tamientos cortos. Los 
resul tados sobre la inhibición de la proliferación por la T-514 coinciden 



con los de Garza-Ocanas y cols.(1992) quienes probaron la T-514 en 

cultivos primarios de hepatocitos de ra ta para evaluar la capacidad de 

afectar la integridad de la membrana , la función lisosomal y la actividad 

metabòlica mitocondrial; estos au tores encontraron que a las 2 hrs de 

cultivo a las concentraciones de 6-50 m.M (3-25 |¿g/ml) no se observó 

daño en la membrana celular; sin embargo, este se presentó en todas las 
concentraciones probadas a las 6 y 24 hrs de t ratamiento. Además, en 
los hepatocitos se inhibió la función mitocondrial y la función lisosomal 
en todas las concentraciones probadas después de 4 h de exposición a la 
toxina. 

En el presente estudio se pudo detectar u n a inhibición casi 
completa del IM, con sólo 2 hrs de t ra tamiento con y sin activación 
metabòlica, el S9 no produjo n inguna diferencia. El efecto citotóxlco 
producido por la T-514 se presenta por la autoxidación y producir 
radicales libres tempranamente y de este modo impedir que los linfocitos 
est imulados sigan proliferando. 

El DNA se d a ñ a permanentemente por agentes genotóxicos 
ambientales y por productos endógenos de reacciones celulares. Los 
rompimientos del DNA activan a la poli(ADP-ribosa)polimerasa. la 
activación de es ta enzima causa disminución del NAD (dinuclcótido 
nicotin amida), u n a enzima que cataliza las modificaciones covalentes de 
las proteínas con la poll(ADP-ribosa). Entre las proteínas aceptoras es tán 
las histonas y posiblemente otras proteínas de la cromatina. Los 
polímeros modifican a las proteínas al inhibir su actividad y así evitan u n 
daño mayor antes de que se liberen las endonucleasas . 

La rlbosilación del ADP está involucrada en la disminución de la 
actividad enzimàtica total lo cual pudiera causar u n a detención temporal 
de la replicaclón se mi-conservativa mientras que el DNA se repara, y se 
ha sugerido que este evento de control sucede en la fase Ga del ciclo 



celular [Caria y cois., 1997). Además, se h a demost rado la capacidad de 
reparación de las lesiones inducidas por compues tos químicos du ran t e el 
primer ciclo celular en linfocitos h u m a n o s de sangre periférica 
(Ponzanelll y cois., 1995). Por ot ra parte, Fu rukawa y cois. (1990) 
mencionan que la inducción del gen cdc 2, que produce u n a proteína 
c inasa (p34), controla el paso d e G , a S en linfocitos T humanos . 

El retraso del ciclo celular producido por la T-514 pudiera 
explicarse de dos maneras: si hubiese daño al DNA no visible con los 
parámetros evaluados en este estudio, este se reparar ía y modificaría la 
velocidad el ciclo celular o, se puede deber a que la T-514 in terac túa 
directa o Indirectamente con las proteínas reguladoras del ciclo celular. 

7.1 .4 . Citometría de flujo 

El análisis citométrico de flujo demostró que la concentración de 5 
mM de T-514 por 24 lir, no Incrementó las proporciones de G,, S o G 2 /M. 
Concentración a la cual no se incrementó la frecuencia de aberraciones 
cromosómicas ni la de ICH, aunque se presentó Inhibición de la 
proliferación medida por la disminución en el IR. Morris y cois (1989) 
mencionan que la citometría de flujo mide fácilmente las alteraciones en 
la cinética de proliferación de poblaciones celulares después de la 
exposición a un tóxico. Agregan que la sensibilidad del análisis es 
suficiente y las diferencias estadísticas en el efecto pueden ser 
detectadas a concentraciones a las cuales la Inducción de o t ras 
respues tas biológicas puede medirse. 

Los datos no permitieron observar diferencias en las proporciones 
de células en cada fase y poder corroborar de es ta manera la inhibición 
de la proliferación celular; esto posiblemente se debe a que la evaluación 
de los parámetros de proliferaclóm, se realizó en cultivos de sangre 



completa, con eritrocitos presentes, y se conoce que el metabolismo de 
los eritrocitos tienen influencia sobre los resul tados INorppa y cois, 1983) 
y el análisis cltométrico se llevó a cabo en cultivos de linfocitos 
purificados. Mehnert y cois (1984) encontraron inducción de ICll por el 
selenlto de sodio y el peróxido de hidrógeno en cultivos de sangre 
completa, mientras que este efecto no se observó en cultivos de linfocitos 
purificados. 

7.2. Salmonella typhimurium 

La T-514 mostró resul tados negativos en la p rueba de 
mutagenicldad en la cepa TA1537, de SalmoneUa. typhimurium. Krivobok 
y cois. (1992) no encontraron un efccto mutagcnico con an t raqu lnonas 
diméricas en las cepas TA98 y TA 100 y encontraron efecto en 
an t raqu inonas monoméricas como fisiclón, dan t rón y emodina en la cepa 
TA 1537 con activación metabóllca. Se han reportado evidencias de la 
mutagenicidad de los derivados antracenónicos, aunque las diferencias 
es t ruc tura les parecen ser cruciales pa ra la actividad de cada molécula. 
Tikkanen y cois (1983J sugirieron, con base en s u s resultados en 
Saírnorce/ía, que las hIdroxlantraquinonas con uno a tres grupos 
hidroxilos eran mutagénicas, mientras que compuestos con m á s de t res 
grupos hidroxilos carecían de esta actividad. Asimismo, Lieberman y 
cois. (1982) demostraron que la subst i tución de grupos hidroxilos o 
metilos en la posición 1 o en la posición 8. juegan un papel en la 
mutagenicldad de estos compuestos. La T-514 es una an t racenona 
dimérica hidroxiiada (seis grupos hidroxiio) metilada a la cual no se le 
detectó actividad mutagénlca, características y resul tados que 
concuerdan con lo propuesto por los autores antes mencionados. 



Se ha demostrado que la T-514 es tóxica en humanos , animales y 

células. Esto se ha detectado en diferentes s i s temas celulares 

(levaduras.cultivo de líneas celulares, cultivo primarlo de hepatocítos, 

linfocitos humanos] a concentraciones mayores de 50 Mg/1"1 (100 nM). 

Estudios citados anteriormente proponen al peroxisoma como el organelo 

blanco de la toxina en levaduras a la concentración de 0.5 pg /ml ( 1 |iM]. 

Los efectos de la T-514 sobre la proliferación celular en los linfocitos 

h u m a n o s (2.5-5 |iM) pudieran indicar además otro mecanismo de acción 

al propuesto, en el cual participen elementos o eventos que intervienen 
en los mecanismos de división celular, como es t ruc tu ras mitótlcas, 
proteínas reguladoras del ciclo celular o apoptosis. 

Estos resultados señalan que la T-514 no tiene actividad 
genotóxlca que afecte la es t ruc tura de los cromosomas o cause mutación 
a nivel gènico directa o indirectamente. Aún faltaría analizar estos 
efectos in vivo. La información obtenida de este t rabajo ayuda a integrar 
los posibles mecanismos de acción de la toxina y subraya la Importancia 
de analizar los parámetros de genotoxicidad y citotoxicldad de u n 
compuesto novel para una completa información toxicológica. 



CAPITULO 8 

CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES 
Y CONTRIBUCIONES 

CONCLUSIONES 

Se rechaza la hipótesis de trabajo. La T-514 no mues t r a actividad 
clastogénlca al evaluar las Aberraciones Cromosómlcas Estructurales y 
no produce daño específico en el DNA (síntesis) al analizar los 
Intercambios de Cromátidas Hermanas. 

Se ve afectada la proliferación celular, medida como la Inhibición 
del Indice de Replicaclón y la Inhibición del Indice Mitótico en llnfocltos 
expuestos a la toxina T-514 en presencia y ausencia de activación 
metabólica. 

Se demostró la utilidad de estos parámetros de citotoxicidad para 
detectar los efectos tempranos en linfocitoa est imulados en cultivo. 

La T-514 no presentó actividad mutagénica, pero si mostró 
toxicidad en la cepa TA 1537 del s is tema de Ames en Sulmonefla 
typh.imu.rium . 



RECOMENDACIONES 

Los datos obtenidos en el presente t raba jo determinaron la 
toxicidad aguda in ultro de la T-514 en cultivos de linfocitos es t imulados 
con PHA, investigación que podría cont inuarse con diseños in vivo y de 
exposición crónica. 

Investigar a nivel molecular y bioquímico si la T-514 puede alterar 

la regulación génica en linfocitos humanos . 

Analizar los parámetros de genotoxicidad y citotoxicldad de otros 
compuestos antraqulnónlcos y antracenónicos en linfocitos h u m a n o s in 
uitro. 

CONTRIBUCIONES 

Parte de este t rabajo se publicó en: 

Anti-Cancer Drugs 1996, 7: pp. 710-715. 

"GENOTOXIC EFFECTS OF KaraJinsfcta huinboldtiana TOXIN T-514 IN 
PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES" 
Ma. del Roble Velazco, Regina Montero, Emilio Rojas, Ma. Eugenia 
Gonsebatt , Montserrat Sordo, Alfredo Pineyro and Patricia Ostrosky-
Wegman. 
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