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INTRODUCCIORM

La utilizacion de 1la técnica de cultiva de cé€lulas me inicidé a

principioe de este Siglo con Harrigon (1907) y A. Carrel (1912)

{1,
el

los

2) y hasta hace 20 afios existian solo 50 laboratorios en todo
mmdo que ta uptilizaban; sin embargo su usa en taxicologia en

dltimos aflos se ha incrementado debido a varics motivos,

entre los cuales estan:

Ll.—

4’--

La cantidad de substanciasa quimicas que aparecen en el mercada
es muy grande y cada vez es de mayor importancia complementar
las pruebas de toxicidad in vivo con pruebas in vitro para
que estas substancias reiman los requerimientos establecidos
para poder ser usadas por la industris manufacturera.

El éxito que se ha obtenido con los ensayos para determinar
mutagenicidad en cultivo de células que han resultado ser
extrapolables a los ensayos hechog in vivg,

El hecho de ser una técnica que permite realizar pruebas de
toxicidad con un nimero de muestras grande en un periodo corto
{(lo cual no se puede hacer en animales de experimentacidn),
adewmds de ser econdmica.

El aumento del nimero de grupos de campafias en contra de la
experimentacidén animal [antiviviseccionistas), que ha llevado
al desarrollo de los llamados métodos de pruebas altemativas

giendo el cultivo de células unc de ellos.



Hasta ahara el campo de cultivo de células en el drea de la Toxi-
cologia es aln pequefio debido a que la mayoria de los estudios
toxicolégicos han gido realizadog desde hace wucho tiempo con
preparaciones de &rganos © animalea totalea; ain embargo dada la
importancia que han adquirido actualmente log sistemas in vitro em
las distintas dreas de investigacidn, el establecimiento de 1la
técnica de cultivo de células es a la fecha una necesidad
indispensable para el desarrolle de pruebas de  toxicidad
in vitro que permitan evaluar el potencial téxico de substancias
nuevas y/o conocidas y que complementen los resultados de toxici-
dad evaluada in vivo.

Algunos autores han realizado amplics estudios de revision wacerca
de la utilizacidn del cultivo de células en pruebas toxicoldgicas
asf como en relacidén a los métodos existentes para evaluar citg
toxicidad in vitru, sefialando las caracteristicas de cada uno de
ellaos asi como guw posibleas ventajas y/o inconvenientea (3-11).
Los sistemas celulares utilizados por la mayoria de estoas métodos
pueden ser agrupados basicamente en dos: cultivos celulares pri-
marios y lineas celulares,

Referente a la utilizacidn de cultivos celulares primarios en
pruebas toxicoldgicas, €stos son preferidos por algunos autores de
bido a que en ellos las células conservan aumqgue sea por corto
tiempo (2-5 dias) las funciones del drgano del cual provienen.
Sin embargo con excepcion del cultiva primario de hepatocitos en

el cual se puede evaluar el potencial tixico de una substancia



en relacidén a la actividad metabélica celular (172-18) el resto
de gistemas organoespecificos {cultivoe priwarioe de rifién, co—
razdn, pulmdn) resultan caros e ineficientes psra ser utiliza-
dos como prucbas toxicoldgicas de rutina.

Las lineas celulares en camblioc han sido aspliamente utilizadas en
los dltimos afios para la realizacidn de pruebas de toxicidad
in vitro ya que estas resultan mis econdmicas y de wmas féacil
mane jo que 108 cultivos celulares primariocs.

Exigste a la fecha una gran cantidad de lineas celulares obtenidas
de diferentes drganoa y especies las cuales han sido propuesatas
para valorar toxicidad celular in vitro (9, 19).

El tipo, origem y nimero de lineas celulares empleadas por cada
investigador son muy variablexs y existe la tendencia a la reali-
zacign de las pruebas de toxicidad en varias linsas celulares.
Una pregunta que surge cuandg se pretende establecer un sistema
celular para el rastreo de toxicidad in vitro es ;Qué linea o 1i
neas celulares se deben elegir? y 8i se deben utilizar las mismas
lineas celulares para valorar la citotoxicidad de cualquier com—
puesto o éstas se dehen seleccionar en relacifén al probable &r-
gano blanco de toxicidad del mismo.

Ya que una de las desventajas de las lineas celulares en relacién
a los cultives celulares primarjios es que en éatas hay uma
pérdida de la mayoria de las funciones organvespecificas (20) y
8olo conservam funciones bisicaa para su subsistencia las cuales

BOn comunes a todas ellas se planted la posibilidad de que
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las lineas celulareg provenientes de diferemtes Srgancs pudieran
tenerr una respuesta semejante de sensibilidad gemeral In vitro
en relacidon a la citotoxicidad de un compuesto, independientesen-
te del drgano del cual provienen.

Al respecto existen reportes en la literatura de diferentes estu-
dios que han sido realizados utilizando dos o mas lineas celula-
res (21-36). Estoa estudios sin emhargo presentan el inconve-
niente de haber sido efectuados mezclando el tipo (neopldsicas,
benignas), origen (mesenquimatoso, epitelial) y especie (huma-
no, rata, raton) en cuantc a las lineas celulares utilizadas; ya
que mientras que algunos autores han comparade lineas celulares
benignas o neopldsicas humanas con lineas neoplasicas de ratdn
otros, han comparado lineas neoplésicas humanas con lineas benig-
nas de rata o lineas benignas de rata con lineas neoplisicas de
ratdn; ésto ha ocasionado que o se pueda generalizar en cuan—
to a 108 resultadoa obtenidos ya 8sea de sesecjanza o de dife-
rencia en la sensibilidad de las distintas lineas celulares utili
zadas. La existencia de eate tipo de reportes en la literatura
habla sin embargo de la controversia en cuanto a la sensibilidad
¥ uso de diferentes lineas celulares en las pruebas de
toxicidad in vitroa.

El presente trabajo fué realizado con el propdsitoc de contar con
un estudio sistematico efectuado con diferentes lineas celulares
de una misma especie y un mismo origen (bemigno] que nos permita

establecer la diferencia o semejanza en cuantg ma 1a susceptl-



bilidad general de las lineas celulares provenientes de dias-
tintos 6rgancs y de esta forma valorar la necesidad del estableci=-
mienta de baterias de lineas celulares representativas de
cada &rgano pars la realizacidn de pruecbas de toxicidad general
inn vitro o bien establecer Bi una 0 dos lineas celulares pueden
ser suficientes para' representar el potencial citotdéxico de uma

substancia hacia otras lineag celulares de la misma especle.

Para el desrrullo de eate trabajo se utilizaron 6 lineas ce-
lulares benignaas de rata provenientes de higado, rifidn, intes-
tino, corazdn y piel eu las cuales se deterwminaron los valores de
citotoxicidad de 18 compuestos clasificados en 6 grupos (meta-
les, simpaticomiméticos, xantinas, hipndtices, anticolinérgicos ¥
alcohales).

Ya que uno de los objetivos fundamentalea de los estudios
in vitro es contribuir en wn futuro a la disminucidn del mi-
mero de animales utilizados en las pruebas de toxicidad in vivo,
las lineas celulares elegidas en este estudio fueron de rata para
que 108 resultados obtenidos sirvan de base para la reali-

zacién de comparaciones posteriores de toxicidad in vitro-in vivo

(D!.so en rata) y de esta forma valarar el potencial de las
prucbas de toxicidad in vitro en 1la predictividad de toxicidad
in vivo,

Las suhatancias utilisadas este estudio forman parte de una

lista propuesta por un programa de evaluacién wmulticéntrica



de citotoxicidad in vitro (NEIC) (37-39}, con 1lo cual se pretende
ademis que los resultados obtenidos contribuyan para la va-—
loracion de la variabilidad de las pruebas de citotoxicidad rea-

lizadas en diferentes labhoratorios.



HIPOTESIS

Las 1lineas celulares benignas provenientes de diferentes
érganos de una misma especie presentan una susceptibilidad
semejante in vitro independientemente del o4rgano del cual

provienen.
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NATERIAL Y METODAOQS

Reactivos;

Bitartrato de adrepalina, bitartrato de noradrenalina, clor-
hidrato de isoproterencl, bromhidrato de escopolamina, metil-
bromuro de homatrupina, sulfate de atroping, cafeina, pentoxi-
filina, teofilina, pentobarbital sddico e insulina de péncreas
bovino fueron obtenidos de Sigma Chemical Company, Saint Louis
M., E.U.A.; trioxido de arsénico, hidrato de cloral, barbital
sodico (dcido S5, 5, dietilbarbitiriceo), metancl, etanol, pro—
panol, cloruro de potasio, hidrdoxido de sodic y bicarbonato de
sodio de Merck de México §.A.; cloruro de mercurio II, fosfato
dibésico da sodio y fosfato wmonobidsico de potasio de J.T. Ba—
ker Chemical Company, N.J., E.U.A. y sulfato de talio de Bayer

de Néxico §.A.

Soluciones:

A) Las soluciones con las substancias a ensayar fueron prepa—
radas cada vez que 8e realizaron las pruebas de toxicidad.
El solvente utilizado fue agua libre de iones en todos los
casos. El pH fue medido en un potenciémetro digital modelo
3500 (Beckman Instruments Inc. Irvine, CA., E.U.A.). Las 80
luciones fueron esterilizadas por filtracion antes de ser
analizadas (filtros Milipore 0.22 =micras de didmetro de

paro).



B) La scluciin amartiguadora de foafatos fue preparada disol-
viendo 0.24 g de ECL, 10 g de NaCl, 0.25 g de m2P04 ¥y
1,44 g de Naziﬂ’o4 er un litro de agua libre de iones; el pi
fue ajustado a 7.4 con hidrdxido de msodio 1 Ne HC1 1 N.
La solucidn se esterilizd por filtracién (filtros Mili-
pore 0.22 micras de didmetro de poro) y se almacend a tew—
peratura ambiente).

C) La solucidn de tripsina 0.25% fue preparada disalviendo
0.100 g de tripsina de pancreas bovino (Sigma Chemical Co.,
Saint Louis MO., E.U.A.) en 40 al. de 8olucidn amorti-
guadora de foafatos pH 7.4; se esterilizd por filtracidn
(filtros Milipore .22 micras de diametro de poro) y 8e

almaceng a 0°C.

J.— Medio Nutritivos:

Medio Dulbecco wmodificado Bagle (DME), medio Basal Eagle
(BME), medio Ham F=17K (HF-17K), suerqa fetal bovino {(SFB) ¥
suero de termera (ST) fueron obtenidoa de Sigma Chemical Co-.,
Saint Louis MO., E.U.A.

los wmedio de cultivo fueran preparados disolviendo 13.4 g
de DME, 10.7 g de HF-12K ¢ 9.7 g de BNE en um litro de agua
libre de iones y posteriormente se agregd bicarbonato de sodio
3.7 g, 1.176 g y 0.35 g para el DNE, HF-1ZK y BME respectiva-
mente. El pH fue ajustado a 7.4 con hidrdxido de gadio 1 ¥ ©

HCl 1 N; se les esterilizé por filtracidn (filtrom Milipore
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0.22 micras de didmetro de poro) y fueron mantenidos en refri-
geracidn (4-6°C) en frascos estérilea.

Los sueros fueron almacenados entre O y —4°C y una ver que
fueron descongelados para su utilizacidn se mantuvieron entre

4 - §°C.

Lineas Celulares:

Lag lfneas celulures utilizadas fuerun de origem epitelial be-
nigno y ae obtuvieron de la American Type Culture Collection
{ATCC), Rockville, Waryland, E.U.A,

La tabla 1 muestra el tejido de origen, nowbre y codificacion
de las mismas de acuerdo a el catilogo de la ATCC.

La descongelacion de lag lineas celulares asi como su manejo
durante el desarrvllo de las pruebas de toxicidad se llevd a
cabo dentro de una campana de flujo laminar (Venter de México
S.A.) manteniéndose asi un drea de trabajo egtéril; para admi-
nistrar ¢ retirar medios de cultivo a las células se wutilizd
un pipeteador automftico (American Scientific Products E.U.A.)
Las pipetas, saterial de crigtaleria e instruwental de labora—
torio utilizados fueron esterilizados en autoclave (American

Scientific Products E.U.A.) a 115°C durante yna hara.

Mantenimiento de lag Lineas celulares:

Lag c€lulas fueron sembradas en frascos de cultive (Falcon
T-25) y mantenidas en incubacién a 37°C (Incubadora G.C.A.

Precision Scientific group, Chicago Illinois E.U.A.) mutrién—



LINEAS CELULARES

UTILIZADAS

EN EL

ESTUDIO

TEJIDO DE ORIGEN NOMNBRE CODIGO ATCC®*
RINON DE RATA NRK-S2E CRL 1571
PULMONRN DE RATA L-2 CCL 149
INTESTINCO DELGADO

DE RATA IEC-6 CRL 15892
HIGADO DE RATA c-9 CRL 1439
CORAZON DE RATA H9c 2 CRL ‘14486
PIEL DE RATA FR CRL 1213

®*American Type Culture Collection

11



doseles con medic y sueros especificos para cada una de
ellas: HF-12K suplementado al 10% con SFB para las células de
higado y pulmén, MDE suplementado al 10% con SFB para lam cé-
lulas de corazdin y piel, WDE suplementado al S% con SFB y con
10 ug de insulina/ml para las c€lulas de intestino y MDE su-
plementado al 5% com ST para las células de rifion.

Cuando hubo confluencia celular o formacidn de monocapa en los
frascosa de cultivo se procedid a subcultivar las células (cada
cuatro dias aproximadamente), para lo cuzl el medioc de cultivo
fue retirado y se efectuaron bres lavados celulares utilizando
S ml de asolucidn amartiguadora de fosfatos para cada uno de
ellos; posteriormente se agregd un ml. de tripsina 0.25% y se
les incubd a 37°C durante 10 a 15 minutos para desprender las
c&lulas del substrato {(tripsinizacidén); después de este tieapo
lag c¢€lulas fueron resuspendidas én medio nutritivo suplemen-
tado con SFB o ST segin la linea celular y se les transfirid a
frascoa de cultivo rotulamdo la fecha, tipo y pasaje celular
correspondientes.

En el caso de las células de corazdn el procesc de tripginiza-
cidn se efectud antes de que las células hicieran monocapa
para evitar una posible fusion celular de acuerdo a las indi-

caciones de la ATCC.

Procedimiento para el desarrollo de las Pruebaa de Toxicidad:

El dia de la realizacidn de las pruebas de toxicidad las mono-
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capas celulares fueron resuspendidas de acuerdo a el procedi-
miento de tripsinizacién ya mencionade y se les mantuvo en me-
dio nutritivo especifico suplementado con Suero.

La densidad celular fue determinada en un hewocitimetrg
(Ehartnack R.F.A.) y ajustada a § x 10" células/al.

Las pruebas de toxicidad fueron realizadas en placas de titu-
lacién de 96 celdillas, con fondo plano y tapa (Falcon 3072).
Cada celdilla fue inoculada con 0.1 ml de medio nutritive es-
pecifica para cada linea celular; posteriormente ae agregaraon
0.05 ml de la solucidn con la substancia a ensayar y se proce-
didé a hacer diluciones seriadas 1:3 en las celdillas teniendo
al final 8 seriea de diluciones paralelas para cada subatancia
ensayada en un frea de 5 x 8 celdillas de lag placas de cada
linea celular (Fig. 1).

La tabla 2 muestra los nombres y grupos de loas 18 compuestos
evaluados,

Finalmente todas las celdillas recibieron 0.1 ml de medio
mutritivo suplementado con SFB o ST el cual contenia la sus-
penaién celular previamente preparada con la densidad apro-
piada (5 x 1(II4 células/ml ).

Al final de la prueba cada celdilla contenia Sx 104
células/ml , medio de cultivo especifico suplementado con SFB
o ST y la substancia a ensayar. El volumen total fue de 200}11

para cada celdilla.



Fig. 1 Esquema que representa la técnica de dilucién
utilizada para las pruebas de toxicidad en
una placa de cultivo de 96 celdillas.
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Las placas de cultive fueron cubiertas con su tapa, selladas
con cinta adhesiva y se les rotuld con la hora, fecha de sem—
brado, nombre y pasaje de la linea celular. Posteriormente las
placas fueron incubadas a 37°C.

Se consideraron dos tiempos de incubacidn para la evaluacidn
de la toxicidad de las substancias: 24 h ¥y 7 dias (168 h).

A las 24 h de incubacidén las células sembradss en las placas
de cultive fueron revisadas microscopicamente en un inver-
toscopia IM 35 (Carl Zeiss H.F.A.] con objetivos Ph 1 10x, 20x
y 3I2x.

Los parametros indicativos de citotoxicidad fueron: susencia
de adhesidén celular al substrato y de propagacién celular en
ol mismo, los cuales fueron revisados en relacion a cada
una de las concentraciones emsayadas con cada compuesto.
Ademsés de estos pardanetros bdsicos se reviasd la forma ce—
lular, mteg:-i;:lad de membrana, aspecto del nicelo, presencia
de vacuolas o gramulaciones citoplasmiticas y francs lisis ce—
lular.

Lag placas fueron incubadas nuevamente y ge revisaron loe
pardametros ya mencionados cada 24 h evaluando la evolucidn del
dafio haata el 7°* dia.

El dafio evaluado microscépicamente a las 24 h y al 7° dia Tfue
expresado de la siguiente manera: las celdillas con el total
de la poblacién celular sembrada no adherida a el substrato,

sin propagacidn celular, con aspecto redondeado igual a la
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suspensidén inicialwente dgembrada o bien con franca lisls ce-
lular, fueron consideradas cowo celdillas con concentracidn ci
totéxica total (01100)-

Las celdillas con el total de la poblacidén celular sesbrada
adherida a la placa de cultive con aspecto fusiforme o polié-
drico y propagacidon celular igual a la de los controules fueron
conasideradas como celdillas con concentraciones mo citotdxicas
(CTy).

Las concentraciones citotdxicas cincuenta porciento de cada
uno de los compuestoa fueron calculadas como el promedio geo-
métrico entre lag concentracionses citotdxicas totales y las
concentraciones no citotdéxicas evaluadas a las 24 h y @ los 7
dias de incubacidn (27).

El daflo celular evaluade microscSpicamente en base a adhesidn
y morfologia celular fue corrvborado con la realizacién de la
prucba de captacidén del colorante azul de Tripano (11).

La revisién del pH del medio de cultiveo se utilizé como parime
tro complementario para corroborar citotoxicidad en relacidon
a los cambios de color del medio de cultivo (violeta-alcalino,
amarillo-dcido) los cuales fueron registrados por el indicador
de pH rujo fenoul incluido en el mismo.

Durante el deaarrollo de las pruecbas de toxicidad se tomaron
microfotografias del dafio producido por cada una de las subs
tancias a diferentes concentraciones y tiempos en cada una

de las lineas celulares.
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Las microfotografias fueron tomadas a través de una cimara
Contax 139 Quartz, 35 mm. adaptada al invertoscopio IM-35;

con objetivos Ph 1 20x y 32x; pelicula Kodak Ektachrome ASA

100.

Evaluacidn Estadistica:

Para comparar los valores de citotoxicidad en los dos tiempos
de incubacién en las diferentes lineas celulares se utilizd
la prueba t de Student (40); se eligieron valores de p menor
a 0.05 para indicar un nivel de significancia diferente.

Las pruebas de toxicidad fueron repetidas al menos dos veces

con cada uno de los compuestos en cada linea celular.



1.-

2.-

RESULTADOS

Caracteristicas de las Soluciones

La tabla 3 wuestra las concentraciones y el pH de las
soluciones estiandares preparadas c¢on cada wna de los com—
puestoa.

Las concentraciones de log estfndares fueron cbtenidas em base
a los resultades de varios ensayos preliminares tanto de
solubilidad ¢omo de bilsqueda del rango de toxicidad de
las substancias en las diferentes lineas celulares. Todos los
compuestos fueron solubles en agua libre de iones.

La tabla 4 muestra el rangg de concentracioneg utilizadas con
cada uno de 1los compuestos para la evaluacidn del grado de
citotoxicidad de los mimmos en las diferentes lineas ce—

lulares.

Observaciones Morfoldgicas

Lag figuras 2A - 7A muestran el aspecto celular normal
observado por revisién microscépica en las celdillas con-
trol de las 1lineas celulares de higado, pulwmin, intesti-
no, piel, rifidn y corazén de rata después de 24 h & 7 dias
de incubacidn. En todos loa casos ge observd una buena adhe—
8idn celular la cual se inicié desde las 3 h posteriores
al semhrado de las mismas. El aspecto celular fue polié&drico o
fusiforme con propagacidn celular y tendencia a la forwmacidn

de wonocapa. En la revisién wmicroscopica efectuada a las 24

19



CARACTERISYICAS DE

T A B

COMPUESTQ

L A 3

LAS SOLUCIOKES

ENPLEADAS

CONCENTRACION pH
ng/ml*®.

1 TRIOXIDO DE ARSENICO 1 6

2 CLORURQ DE NERCURIO II 0.2 7

3 SULFATC DE TALIO 4 7

4 CLORHIDRATA DE ISOPROTERENGL 6 3.7

S BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 6 3.5

6 BITARTRATO DE EPINEFRINA 6 3.5

7 TEQFILINA 4.5 4.6

8 PENTOXIFILINA 30 6.4

9 CAFEINA 33 5
10 PENTOBARBITAL SODICO 20 10
11 HIDRATO DE CLORAL 10 G
12 BARBITAL SODICO 40 11.2
13 SULFATO DE ATROPINA ] 4.5
14 BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA 6 5
15 METILBROMURO DE HOMATROPINA 60 4.5
15 PROPANOL 39.5 7
16 ETANOL 39.5
17 METANOL 39.5 8

® Solvente: agua libre de iones.
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h o el 7° dia de incubaciém en las celdillas en las cuales

las concentraciones utilizadas fueron citotéxicas (CT, )}, la

100
adheaion a la placa de cultivo fue nula, no se presentd propa—
gacién celular ni tendencia a la formacién de wmonocapa. Las cé
lulas expuestas a dichas concentraciones estaban desprendidas
del subatrato, con forma redonda, microcitosis o bien con‘frag
ca lisis celular (Figs. 2B — 7B). En estos casos la prueba de
azul de tripano corroborg la wmuerte celular evaluada por
falta de adheaidn al subatrato. Al realigar 1la prueba sae
obgservé captacidn del colorante por todas las células dea-
prendidas {(Fig. 8}.

Dos compuestos produjeron un importante fendmena de vacuoliza—
cidn celular; éstos fueron el sulfato de talio y el bromhidra
to de escopolamina. La vacuolizacidon se presenti en  todas
las lineas celulares expuestas a las comcentraciones citoto-
xicas de dichos compuestos y su extensiém fue directamente pro
porcional al tiempg de exposicidon. Degspués de 24 h de incuba-
¢idn la mayoria de las células habian desarrolladoc una o va—
rias vacuolas centrales, redondas o irregulares las cuales ge-
neralmente se iniciaron en el érea perinuclear y gradualwmente
aumentaron de tamafio desplazando al nilicleo hacia la periferie.
Eato pudo ser claramente cbgervado a las 48 h tiempo en el
cual en algunas células el drea vacuolar excedid una tercera

parte del drea celular total (Fig. 9).



Fig. 2 A: Aspecto normal de la linea celular de piel de
rata FR, (32x).

B: Reaccidén celular después de 24 h de incubacidn
con 3333}:;/-1 ((.‘1'100) de pentobarbital sdédico.




Aspecto normal de la linea celular de pulmén

de rata L-2, (32x).

Reaccidén celular después de 24 h de incubacidn

con 12 ml (CT ) de bitartrato de epinefri-
e/ S ep




Aspecto normal de la linea celular de intestino
de rata IEC, (32x).

Reaccién celular después de 24 h de incubacién
con 5000}»3/-1 (C'rloo) de pentoxifilina.




Aspecto normal de la linea de higado de rata

c-9, (32x).

Reaccidén celular después de 7 dias de incuba-
cién con 74 }.nglnl ((,‘!'100) de sulfato de talio.




Aspecto normal de la linea celular de corazdn
de rata H9c2, (32x).

Reaccidn celular después de 7 dias de incuba-
cién con 3.7 ).g/n.l (crmo) de cloruro de

mercurio.




Aspecto normal de la linea celular de rifion de
rata NRK-52E, (32x).

: Reaccidn celular después de 7 dias de incuba-
cién con 74,ngll (crmo) de sulfato de talio.




Fig. 8 Captacidén del colorante azul de tripano por las
células de la linea de higado de rata C-9 expues—
tags a 74 }.lg/Il de sulfato de talio durante 24 h
(32x).



Fig. 9

Vacuolizacién observada en la linea celular de
baci&!eul24,ulnld.lu1fltodotllio.




3.- Grado de Citotoxicidad de los Compuestos

Lag tablas 5-10 muestran las concentraciones CT,., ¥ C'l'o obte-
nidas para cada una de las lineas celulares después de 24 h y
7 dias de exposicidn a los diferentes compuestos. Las concen-
traciones (,'1'5D para las 24 h y el 7* dia fueron obtenidas _ a
partir de estos datos (C‘l‘loo, CTO) y se utilizaron para compa—
rar el grado de citotoxicidad de los dif‘erentes-calpuestos.
Las concentraciones citotéxicas de cada uno de log compueatos
evaluados fueron muy diferentes entre si; encontrdndose wvalo-
reg de (.'1'50 de wenos de 10)1.;/:1 para algunos compuestos y has
ta de 25 mg/ml para otros. La secuencia encontrada en el grado
de citotoxicidad de los 18 compuestos evaluados fue 1la wisma
en todas las lineas celulares utilizadas {(Tabla 11).

El trioxido de arsénico y el cloruro de mercurio del grupo de
metales y 1los compuestos del grupo de los simpiticomiméticos
(Nrs. 4, 5 y §) fueron los més citotdxicos. Las concentracio-

nes requeridas para producir citotoxicidad (CT con eatose

o
compuestos fueron menores a 10 }xg/ll tanto para lasa 24 h como
para el 7° dia de exposicidn celular a los mismos.

El rango de concentraciones citotdxicas para el sulfato de ta—
lia, sulfato de atropina y el bromhidrato de eacopolamina fue
de 1003300).@/:1 para las 24hyde10&300)1g/-1 para el

7° Qia giguiendo estos compuestos en el orden de secuencia de

toxicidad en todas las lineas celulares.



T A B L & 5

VALORES DE CITOTOXICIDAD (}Jg/ll] EN LA LINEA CELULAR DE

HIGADO DE RATA ¢-9'

24 h 168 h
COMPUESTO B s S cT | €T, 00 cr,
TRIOXIDO DE ARSENICO 2 0.68 0.68 0.22
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 1.2 3.7 1.2
SULFATO DE TALIO 666 24 24 8
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 4 1.3 4 1.3
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 12 4 12 a
BITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4
TEOFILINA 2269 756 756 84
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61
CAFEINA 5553 617 617 205
PENTOBARBITAL SQDICO 3333 123 1111 41
HIDRATO DE CLORAL - 1666 833 833 277
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37
BROMHIDRATO DE ESCOPOLANINA 1000 111 1000 111
METILBROMURQ DE HOMATROPINA 30000 3333 10000 1111
PROPANOL 14630 4876 14630 4876
ETANOL 43890 4876 43890 4876
METANOL 43890 4876 43890 4876

* American Type Culture Collection



T A B L A

VALORES DE CITOTOXICIDAD (pg/ml) EN LA LINEA CELULAR DE

»
PULMON DE RATA L-2

COMPUESTO

TRIOXIDO DE ARSENICOQ
CLORURO DE MERCURIO II
SULFATO DE TALIO
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA
BITARTRATO DE EPINEFRINA
TEQFILINA

PENTOXIFILINA

CAFEINA

PENTOBARBITAL SOD1CC
HIDRATO DE CLORAL

BARBITAL SODICO

SULFATO DE ATROPINA
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA
METILBROMURO DE HOMATROPINA
PROPANOL

ETANOL

METANOL

12

* American Type Culture Collection

——

168 h
“Ta CT500 €Ty
0.68 2 0.68

1.2 3.7 1.2
24 74 8
12 4
12 a
12 4
756 756 84
555 555 61
1851 1851 205
123 370 a1
833 833 277
740 20000 740
37 111 37
11 1000 111
3333 10000 1111
4876 14630 4876
4876 43890 4876
4876 43890 4876



T A B L A

VALORES DE CITOTOXICIDAD (pg/wl) EN LA LINEA CELULAR DE

INTESTINO DE RATA IEC-2%

COMPUESTO

CTIOO

TRIOXIDO DE ARSENICO

CLORURO DE MERCURIO II
SULFATQ DE TALIO

CLOBHIDRATO DE ISOPROTERENOL
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA
BITARTRATCG DE EPINEFRINA
TEOFILINA

PENTOXIFILINA

CAFEINA

PENTOBARBITAL SODICO
HIDRATO DE CLORAL

BARBITAL SODRICO

SULFATO DE ATROPINA
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA
METILBROMURO DE HONATROPINA
PROPANOL

ETANOL

METANOL

2

3.7
666
12
12
12
2269
9000
9553
3333
1666
20000
333
1000
30000
14630
43830
43890

* American Type Culture Collection

CcT

—— e v — —

0.638

1.2
24

4

111
3333
4876

14630
14630

168 h
Tio0o Ty
0.68  0.22

3.7 1.2

74 8

12 4

12 4

12 4

756 84

555 61

617 205

1111 41

833 277

20000 740

111 7

1000 111

10000 1111

14630 4876

43890 14630

43890 14630



VALORES DE CITOTOXICIDAD (}ug/ul) EN LA LINEA CELULAR DE

PIEL DE RATA FR*®

TRIOXIDQ DE ARSENICO
CLORURO DE MERCURICO IL
SULFATO DE TALIO
CLORHIDRATQ DE ISOPROTERENOL
BITARTRATO DE NCREPINEFRINA
BITARTRATO DE EPINEFRINA
TEOFILINA

PENTOXIFILINA

CAFEINA

PENTOBARBITAL SODICO
HIDRATO DE CLORAL

BARBITAL SODICO

SULFATO DE ATROPINA
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA
METILBROMURO DE HOMATROPINA
PROPANOL

ETANOL

METANOL

24 h
CEIUO CTO
2 0.68
3.7 a.4
666 24
4 1.3
12 4
12 )
2269 756
5000 555
9553 617
3333 123
1666 833
20000 740
333 37
1000 111
30000 3333
14630 4876
43990 4876
43890 4876

* American Type Culture Collection

617
1111

111

1000

14630

43890

111

4876

4876



T A B L A

VALURES DE CITOTOXICIDAD gpg/mll EN LA LINEA CELULAR DE

RINON DE RATA HNRE-S52E*

TRIOXIDO DE ARSENICO
CLORURU DE MERCURIO II
SULFATO DE TALIQ
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA
BITARTRATO DE EPINEFRINA
TEOFILINA

PENTOXIFILINA

CAFEINA

PENTOBARBITAL SGDICQ
HIDRATO DE CLORAL

BARBITAL SODICO

SULFATO DE ATROPINA
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA
METILBROMURO DE HOMATROPINA
PROUPANQOL

ETANOL

METANOL

24 168 h
CT109_ ®To  STigg T
2 0.68 0.68 0.22
3.7 0.4 3.7 0.4
666 24 74 8
12 4 12 a
12 4 12 a
12 a 12 4
2269 756 756 84
5000 555 595 61
5553 617 617 205
3333 123 1111 a1
1666 833 833 277
20000 780 = 20000 740
333 37 m 37
1000 111 1000 m
30000 3333 10000 1111
14630 4876 14630 4876
43890 4876 43890 4876
43830 4876 43890 4876

* American Type Culture Collection
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VALCORES DE CITOTOXICIDAD ()Igfll) EN LA LINEA CELULAR DE

CORAZDON DE RATA H9c2*

———— e D e . G e e ) T T e D

- -

24 h 168 h
COMPUESTO s cT, €T, o cT,
TRIOXIDO DE ARSENICO 6 0.68 2 0.68
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 0.4 3.7 0.4
SULFATO DE TALIO 666 24 74 8
CLORHIDRAYO DE ISOPROTERENOCL 12 1.3 12 1.3
BITARTRATO DE NOFEPIMEFRINA 12 a 12 4
BITARTRATO DE EPINEFRIRA 12 . 4 12 4
TEOFILINA 2269 756 756 84
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61
CAFEINA 5593 617 617 205
PENTUBARBITAL SODICO 333 123 1111 123
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 r7
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740
SULFATO OE ATROPINA 333 37 111 37
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA 1000 111 1000 111
METILBROMURO DE HOMATROPINA 30000 3333 10000 1111
PROPANOL 14630 4878 14630 AB76
ETANOL 43890 4876 43890 4876
METAROL 43890 4876 43890 A876

* American Type Culture Colection



Para los compuestog del grupo xantinas (teofilina, pentoxifili
na y cafeina) e hipnoticos (pentobarbital, hidrato de cloral y
barbital) el rango de concentraciones citotéxicas fue de
1000;4000)1;;/-lpm las 24 h y de 180&4000)ugjm1para el
7° dia.

Los compuestos menos citotdxicos en todas las lineas celulares
fueron el wmetilbromurg de howatrupina y los alcoholes (propa
nol, etanol y metancl) para 1os cuales el rango de concentra-
ciones citotdxicas fueron de 10,000 a 25,000 )Jg/ll para las 24

hyde&)OOa25,000).lgfﬁllparael7' dia.

-

Tiempo de Exposicidon Celular y Citotoxicidad de los Compuestos

El camportamiento de citotoxicidad de los compueatos en rela-
cidon al tiempo de exposicidn celular fue el miswmo para todos
los tipos celulares utilizados. Los compuestos 1, 3, 7, 8, 9
10, 11, 13 y 15, mostraron tener un incremento en su cltotoxi-—
cidad en relacidn al tiempo de expopsicion (Tabla 11). Todas
las linear celulares mastraron ser mas sensibles a dichos com—
puestos a .partir de lag 72 h de incubacidn con los mismos. En
este tiempo pudo observarse que las celdillas que tenian cone
centraciones que no habian producido dafio celular a las 24 b
ya presentaban desprendimiento de la poblacidn celular del
substrato a las 72 h.

El amento de toxicidad celular de estos compuestos en rela-
cién al tiempa de expoaicida se manifestd en forma evidente al

comparar las concentraciones requeridas para producir citoto-



G.—

xicidad al 7°® dia las Cuales fueron significativamente menores
que las requeridas a las 24 h,

El resto de los compuestos (Nos. 2, 4, 5, 6, 12, 14, 16, 17 Jy
18) no mostraron incremento en su toxicidad al aumentar el
tiempo de incubacidn con los wmismos. En estos casos no hubo

diferencia significativa entre las concentraciones citotdxicas

de 24 h y del 7° dia.

pH del Medio de Cultivo y Citotoxicidad

Se observé una buena correlacion entre el daflio celular
evaluado microscipicamente y cl daiic evaluado por los cambios
de color del medig de cultivo en relacion al pH del mis=mo al
7° dia.

El pH del medio de cultivo en las placas que tenian de O a 24
h de incubacidn fue alcalino (color violeta) en todas las cel-
dillas (Fig. 10). Al 7° dia de incubacién el pH'fue &icido (co-
lor amarillo) en las celdillas control as{ como en las celdi-
llas expuestas a concenlraciones que permitieron el crecimien—
to celular (no citotdxicas); mientras que en las celdillas ex—
puestas a concentraciones CT].OO’ el pH al 7° dia fue alcalino
corroborando el dafic evaluade micruscipicamente en dichas cel-

dillas (Fig. 11).

Comparacidn de las Concentraciones C'l'sc de los 18 Cowmpuestos

en las Diferentes Lineas Celulares.

Para la mayoria de los compuestos no hubo diferencia signifi-



cativa en los wvalores de citotoxicidad (C‘I'so) cbtenidos en
las diferentes lineas celulares. Once de los 18 compuestos eva
luados (Nos. S, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15 y 16), presen-
taron el miemo valor de CTg,on las seis 1ineas celulares tanto
en las concentraciones cltotdxicas de 24 h como las del 7° dia
(Tabla 11). Para § de los cospuestos (Nos. 1, 2, 3, 17 y 18)
la diferencia en los valores de CTSO fue de un rango de 0.6 a
0.7 veces la dosis citotéxica la cual se considerd wo signifi-
cativa.

Sclamente 2 de los compucstos evaluados presentaron una dife-
rencia en el orden de magnitud de dos veces ®menos la  concen-
tracidon citotdxica, éstos fueron el clorhidrato de isoprote-
renol y el pentobarbital sddice. En el caso del clorhidrato
de isoproterenol &ste fue 2 veces misg tdxico para las lineas
celulares de higado y piel para las cuales se requirid
de . una concentracion 2 veces menor para producir la
suerte celular en relacidén a las otras lineas celulares.

El pentobarbital sddico fue 2 veces mis téxico para la linea
celular de pulmén; en este Caso la diferencia se presentd
80lo en la cuncentracion citotdxica del 7° dia, mientras

que la CT de 24 h fue igual en todas las lineas ce-

50

lulares.
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Fig. 10 Aspecto del color del medio de cultivo
(pH alcalino) en una placa después de
24 h de incubacién.



luado en las lineas 1-5 fue téxico en la concentra-

cién de las celdillas B y el compuesto de las 1i-
neas 8-12 en la concentracién de las celdillas E en
las cuales se observé un color violeta (pH alcalino)

En las celdillas con color amarillo (pH fcido) la

al 7° dia de incubacién en la cual el compuesto
morfologia celular fue normal.

Fig. 11 Aspecto del color del medio de cultivo de una placa



DISCUSION

Los resultados de citotoxicidad mostraron que todas las 1lineas
celulares utilizadas en este estudio presentaron una respuesta de
susceptibilidad semejante hacia la mayoria de los compuestos eva-
luados. Estos compuestos pueden ser clasificados en tres gru-
pos de acuerdo a la actividad cipotéxica encontrada en las
seis lineas celulares:

1.— Compuestos con poca citotoxicidad: CT50 de 1000 a 10,000

Pg/ml o mas.
2.— Compuestos con citotoxicidad media: CT50 de 100 a IOOO‘Pg/ml.

3.— Compuestos altamente citotdxicos: C'l'50 de 1 a loipg/ml.

Es importante sefialar que la clasificacidn de los compuestos en
estos grupos pudo ser obtenida de igual manera con cualquiera
de las lineas utilizadas. Un ejemplo de esto es que el tridxido
de arsénico, el cloruro de mercurio y los simpaticomiméticos fue-
ron los compuestos mas citotéxicos en todas las lineas celulares
mientras que 1los alcoholes fueron los menos citotdxicos en to-
dos los casos.

La comparacion de los valores de CTSO obtenidos en este estudio
mastré que para once compuestos el grado de accién citotoxica
fue el mismo en las diferentes lineas celulares por lo cual los
valores de C‘l'50 de estos compuestos fueron iguales en todas las

lineas.

Para cinco de los compuestos la diferencia encontrada no fue
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importante (rango 0.6-0.7) y solamente 2 compuestos pregentaron
una diferencia en €l orden de magnitud de 2 veces menos la dosis
citotdxica; éstos fueron el clorhidrato de isoproterencl el
cual fue mas tOxico para las lineas celulares de higado y piel
¥y el pentobarbital sddico parm &l cual la linea celular de pulmon
fue dos veces mas sensible. Vale la pena considerar en estos
dos casos 8i en un rastred de toxicidad una diferencili de esa mag-
nitud es o no impourtante ya que permitié de igual manera situvar la
accidn citotdxica de estos dos compuedstos en el rango que lo hicie
ron las otras lineas celulares, 1o cual no hubiera sido pasible
de haber existido una diferencia del orden 10, 20 ¢ ain mayor lo
que nos hubiera orientado a gpensar en una probable toxicidad
selectiva,

Algunos autores han planteado en relacidn a la semejanza en la
suseceptibilidad de diferentes lineas celularea in vitro la posi-
bilidad de que las cflulas despu@s de haber sido cultivadas bajo
condicicnes ambientales y de crecimiento semejantes, sufran modi-
ficaciones que las lleven a convertirase a um tipo celular cowmin
con propiedades bioldgicas similares que las hagan igualwmente
vuluierables {(26).

En relacién a lLa utilizacidén de diferentes periodos de incuba—
cién para la determinacién de citotoxicidad in vitro se cbservd
gque éste es un factor gque puede revelar algunce dates preliminares
referentes a la accidn citotdxica de un compuesto. En este estudio

la valoracién de la citotoxicidad tanto a las 24 h como al 7* dia



de incubacion mostrd que para un grupo de mueve compuestos bubo
un Iincremento en su toxicidad al aumentar el tiempo de exposi-
cidn celular a los wmismos, mientras que para el resto de los cas—
puestos las concentraciones citotoxicas de 24 h y del 7° dia fue-
ron iguales; estos datos podrian sugerir un comportamiento dife—
rente de estos dos grupos de compuestos in vivo.

Al regpecto se ha planteado 1la posibilidad de que los com-
puestog que presentan una mayor toxicidad al mmentar el tiempo de
exposicidn celular im vitro puedan tener una tendencia a 1la
produccion de dafio acumulativo, mientras que los que presentan
la wisma toxicidad en diferentes tiempos de incubacidn pudieran
tener uma penetraciéon celular rdapida o bien una accién celular
directa (41).

La accion citotdxica de los doa grupos de compuestos en relacidn
al tiempo de exposicidn celular fue representada de igual manera
por todag las lineas celulares utilizadas.

La gemejanza en los valores de C'l'so obtenidos en las diferentes
lineas celulares para la mayoria de los compuestos evaluados
en este estudio sugiere la pogibilidad de que todas tengan un po—
tencial wimilar para wsu utilizacidn en el rastreo de toxici-
dad de substancias in vitro independientemente del d&rganc de
origen.

De acuerdo a estos resultados se propone que una o dos lineas
celulares benignas sean suficientes para representar la posi-

ble toxicidad de un compueato hacia otras lineas celulares be-



nighas de la miama especie y que por lo tanto no sea necesaario
el mantenimiento de baterias de lineas celulares provenientes de
diferentes Organcs, lo cual resulte mas costoso.

Se sygiere por otro lado que cuando el interes particular en rela-
<ién a un compuesto gea el canacimiento de su poaible actividad se
lectiva se considere la utilizacién de cultivos celulares prima-
rios.

La utilizacion de este tipo de prucbas de rastreo de toxicidad de
substancias in vitro presenta la ventaja de poder evaluar un nime-
ro de muestras grande en poco tiempo y permite ademfs identificar
y scparar a los compuestos altamente citotoxicos de los compuestos
con baja probabilidad de toxicidad; asi como la posibilidad de dis
minucidn en el mimerao de aninalq;s utilizados en las pruebas de to-
xicidad in vivo (42). Al respecto la comparacién de los valores de
citotoxicidad in vitro (CTE:O ng/l) obtenidos en eate estudio con
los datos de toxicidad in vivo (DLSO mg/Kg rata) reportados en
la literatura (43—-45) mostrd que para algunos compucstos hubo una
buena correlacidén entre éstos dos valores, mientras que para otros
no hubo correlacidn aparente (Tabla 12}.

La valoracién de la posible utilidad de los datos de toxicidad
in vitro en la predictividad de toxicidad in vivo seri motivo de
otro estudic en el que se deberd cousiderar la farmacocinética y

biodisponibilidad de los compuestos evaluados.



TABLA

2

COMPARACION DE CITOTOXICIDAD IN VITRO (CTSO' CON

LOS VALORES DE TOXICIDAD IN VIVO (DLSO)

COMPUESTO T,
ng/L
SULFATO DE ATROPINA 64
SULFATO DE TALIO 14
TEOFILINA 252
BARBITAL SODICO 3847
CAFEINAY 355
METANOL? 14630
ETANOL® 14630
PROPANOL 8446
PENTOBARBITAL SODICO 213
HIDRATO DE CLORAL® 480
BITARTRATO DE ADRENALINA® 7

11
12
249
280

105
233
9540
13000

13700
3216
75
479

S

4 2 2 2

=
<

oral

oral

oral

oral

SC

CORRELACTION
APARENTE

® yalores de CT, . obtenidos al 7°* dia de incubacidn celular

in vitro. o

*# La compardacion se efectud solo para los compuestos con valores
de l'll.50 IV ¢ IP (en rata) reportados en la literatura; sin ew—
bargo para algunos compuestos (a) se observd que hubo mejor co

rrelacion aparente con la lJl.m via oral o subcutinea.
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CONCLUSIONES

Las linecas celulares benignas provenientes de diferentes 6rga-
nos de rata utilizadas en este estudic presentaron una suscep—
Tibilidad sesmejante para la mayoria de los compuestos evalua-

dos independientemente del organo de origen.

Se propone gue el uso de una 0 doa lipneas celulares henignas
provenientes de Srganos blanco de la sayoria de los compuestos
como lo gson el higado y el pulmén sean suficientes para repre—
sentar el potencial téxico de un compuesto bacia otras lineas

celulares benignas de la wisma especie.
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