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RESUMEN

Ma. de¢l Roble Velazco Campos Fecha de graduacion: Enera 1999
Universidad Auténoma de Nueva Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: EFECTO GENQOTOXICO DE LA T-514
OBTENIDA DE Karwinskia humboldtiano
SOBRE LINFOCITOS HUMANOS ir vitra

Nimero de pédginas: 91 Candidato para ¢l grado de
Doctor  en Clencias  con
Especialidad en Farmnacologia y
Toxicologia

Area de Estudio: Toxicalogia Genética

Proposito y Métado del Eatudio: La toxicldad de la Karwinskia
humboldtiona, planta perteneclente a la familia Ramnaceae. se ha
evaluado en numerosos estudlos. De esta planta se han aislado cuatro
antracenonas dimericas, nombradas T-496, T- 514, T-516 y T-544 de
acuerdo a su peso molecular. La T-514 en particular ha mostrado ser
toxica en higado y pulmén asi como en lineas celulares tumorales, en
especial para las células de hepatoma. Por esta razén, se ha sugerido
que la toxina pudiera ser ufllizada como un agente antineopldsico, El
prescnte estudio se reallzd cvan el fin de caracterizar la actividad
biologica de la T-914 como un potencial agente citostatico y genotdxico.
Linfocitos de sangre periférica en cultive se utilizaran como un sistema
de prueba, donde se evaluaron Jos siguientes pardmetros de
genotoxicidad: aberraclones cromosdmicas € Intercambios de
cromiatidas hermanas; y como parametros de gapackdad citotdxica y
citostatica, se evalud el indice mitdtico y la cinética de proliferacion
celular. Con el fin de evaluar mutaciones génicas, se utilizaron las
cepas TASS, TA10Q y TA1537 de Salmonetia typhimurium,

Contribuciones y Conclusiones: Los resultados para genotoxicidad
fueron negativos, sin embargo, la proliferacidn fue afectada por la
taxlna, demostrando una actividad citostatica independlente del dano
genotoxico. En Salmonelta typhimurium la T-514 no indujo mutaciones
génicas.

Firma del Asesor:




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Generalidades

El campo de la Toxicologia aborda los efectos de los agentes
quimicos y fisicos sobre slstemas vivos, con el propdsito de definir los
efectos sobre la salud, para lo cual se apoya especialmente en datos y
metodologia de varias ciencias basicas, tales como la fisiologia.
farmacologia, genética, embriologia, quimica y bioestadistica.

Desde hace 3Q afos, la Toxicologia ha proparcionadao la fuente
primaria de datos acerca de los efectos sobre la salud de productos
quimicgs existentes o nuevos. Sin esta informacion, muchos
compuestos quimicos potencialmente peligrosos solo podrian haberse
identificado mediante la exposicién humana. De hecho esto ha ocurrido
con algunos agentes, como el accidente con el metilisocianato en
Bhopal, India en 1984, y ¢l uso de armas quimicas.

La Toxicologia Genética identifica y analiza la accion de agentes
potencialmente tdéxicos hacia los componentes hereditarios de los
sistemas vivus. Algunos toxicos danan al complejo genético a
concentraciones que también producen citotoxicidad aguda no
especifica y muerte; €l objetivo principal de la Toxicologia Genética, sin



embargo, es el de detectar y analizar €l dafo potencial de aquéllos
agentes gue interaccionan directa o indirectamente con los acidos
nucléicos y que producen alteraciones en elementos genéticos a
concentraclones subtdxicas modificando las caracteristicas hereditarias

o inactivando al DNA, agentes a los que se les denomina genotéxicos.

El surgimiento de esta disciplina se remonta a 1927 cuando se
demostré que la radiacién aumentaba [a frecuencia de mutaciones
espontaneas (Muller, 1927); veinte anos después se demostrd el mismo
hallazgo con agentes quimicos utilizando especies ne mamiferas.
Cattanach (1966) sugirié por primera vez que algunas enfermedades
hereditarias podrian tener un origen ambiental.

Con el descubrimiento de la estructura del acido
desoxtrribonucléica (DNA) en los anos 50 por Watson y Crick se
abrierun nuevos horizontes para el estudio de la mutagénesis. En 1969
la Toxicologia Genética fue reconocida como disclplina al fundarse la
Sociedad de Mutagénesis Ambiental bajo el liderazgo del Dr. Alexander
Hollaender en Estados Unidos. El concepto de carcinogenos
mutagénicos fue revitalizado seguido de la introduccién de la activacién
de procarcindgenos empleando la mediaciéon de hospederos o de las
sistemas de activacién mediante microsomas in vitro.

Asi, la Toxicologia Genética ha desempenado un papel dual en la
evolucién de programas de seguridad. Su primera funcion es la de
lmplementar pruebas y métodos de asesoramiento de riesgo para definir
el impacto de agentes genotéxicos que se encuentran en €l ambiente y
cuya presencia pudlera alterar la integridad dc la reserva génica
humana. La segunda funcién es la de aplicar las metodologias genéticas
para la deteccién de agentes quimicos carcinogénicos.



Los cambiocs en la composicién de los pares de bases de un codén
de un gen pueden dar como resultado un producto génico que no
funcionara. Esto puede eventualmente expresarse como muerte celular
o muerte del organismo, o en una faorma alterada de la cé€lula u
organismo. Estos cambios son Llamados mutaciones. Tanto la
duplicacion como la reparacién del DNA no son perfectas, de manera
que ocurren alteraciones espontdneas las cuales conforman la
frecuencia basal de mutaciones. Los camblos espontaneos en el DNA
ocurren a nivel nucledtido y cromosomico. Algunas mutaciones pueden
ser neutrales o aun benéficas. sin embargo, la mayoria de las
mutaciones son daininas para las ¢élulas y normalmente se pierden con
rapidez de la poblacion celular, bajo presiones de seleccién ambientales
apropladas, Algunas c€lulas mutantes sobreviven., y en caso de ser
células somaticas se pueden duplicar y formar clonas que
eventualmente pueden originar tumores: sl son células germinales,
éstas pueden ocasianar abortos o el nacimiento de un producto con
malformaciones.

El dafio al DNA se agrupa en dos amplias categarias: los efectos
visibles detectables mediante el analisis citolégico de los cromosomas
(mmacrolesiones) y los cambios no visibles, los cuales ocurren a nlvel de
nucledtido y se denominan microlesiones (Brusick.1987) {Figura 1).

Para detectar agentes genotoxicos, la Environmental Protection
Agency y otras agencias recomiendan que se usen varias pruebas inr
vitro e in vivo como la prueba de dominantes letales, el andalisis
citogenético, los intercambios de cromatidas hermanas (ICH),
mutaciones génicas y micronucleos, y se evalue el compuesto de manera
simultanea en cada una de ellas las cuales tienen su propio margen de
deteccion. Las categorias para cada ensayo se clasifican como:
alteraciones en la secuencia de bases y en la integridad del DNA,



induccion de rearreglos o intercambios en el DNA, alteraclones en la

segregacion y en la integridad de los cromosomas (Brusick, 1987).

L Microlesiones LMacrolesiones/J
v U J Iy

Mutaciones por Mutaciones por Cambnos Camhas estnicturales

substitucion de corrimiento de numénicos ¢o en los cramosomas:

pares de bases bases log cromosomas -deleciones
-rearreglos

-rompumenias

Figura 1. Clasificacidén de los cambios moleculares en €l DNA que apatecen
como resultado de ia mutacion. {Brusick, 1987]).

1.2. Carcinogénesis quimica

La produccion experimental de cancer con substancias quimicas
data de 1915, cuando los investigadores japoneses provocaron cancer de
piel por medio de alquitran de hulla en conejos. Desde entonces, la lista
de carcindgenos organicos e inorganicos ha crecido en forma
exponencial.

Aun asi, por muchos afios existi6 una paradoja: varios
compuestos de potencia carcinogénica conocida eran relativamente
inertes en cuanto a su reactividad quimica. La solucion de este enigma
se puso en evidencla a comienzos de 1960, cuando se comprobd que la



mayoria de los carcindgenos quimicos requerian actlvacion metabodlica

para que pudieran reaccionar con los constituyentes celulares.

De acuerdo con estas observaclones y tenlendo en cuenta la
intima relacién entre mutagenicidad y carcinogenicidad. una década
después se desarrollé una prueba in vitro para identificar substancias
cancerigenas, la prueba de Ames, llarnada asi por el bacteridlogo
genetista que la desarral!é (Rubin y Farber, 1990).

Los carcindgenos se clasifican en dos amplias categorias: los de
accion directa y las de accion Indirecta; estos ultimos requieren
activacion metabdlica. Los carcinogenos de accion dlrecta, de los cuales
hay unoes cuantos, son compuestos electrufilicos reactivos (seleccionan y
reaccionan con centros cargados negativamente de otras moléculas). La
activacién metabdlica de los carcindgenos se lieva a cabo por enzimas
que cstan presentes en el organismo. Los mamiferos poseen estas
enzimas en sus tejidos, especialmente en el higado y forman parte del
sistema de destoxificacion.

La activacion se inicia con una serle de oxidaciones catalizadas
por un grupo de proteinas llamadas cltocromo P-450. Estas enzimas, las
cuales estan unidas a la membrana dej reticulo endoplasmico, pueden
oxidar compuestos altamente no reactivos como los hidrocarburos
aromaticas policiclicos. La oxidaciéon de estas suhstancias produce un
epoxido., un grupo electrofilico muy reactivo, el cual se hidroliza
lentamente por la epoxido hidratasa. Una vez adentro de la célula, los
grupos electrofilicos pueden reaccionar con centros con carga negativa
como las proteinas, el acido ribonucléico (RNA) y principalmente con el
DNA. produciendo mutaciones (Damell y cols. 1990].



1.9. Productos Naturales en ¢l Tratamiento del Cincer

Desde la antiguedad, la farmacopea del México indigena fincaba
la mayor parte de su experiencia en la herbolaria. Se han escrito varios
tratados sobre las hierbas medicinales empleadas por los indios del
siglo XVI, en donde se mencionan varias plantas y arbustos cuyas hojas
se usaban para detener los "creclmientos anormales".

Bhakunl en 1972, realizd6 Investigaciones para encontrar
principios activus vegetales con actividad antitumoral, y obtuvo
resultados positivos con 14 extractos, entre los que figuran los de
Cassla obtusa, que inhibieron significativamente la leucemia linfocitica
P-388 en ratones; y el de Digitalis purpurea var. alba que posee
glucésidos que mostraron citotoxicidad tumoral en ratones (Bhakuni,
1974).

Actualmente entre las plantas empleadas como antitumorales
esta la mandragora (Podophyllum peltatum), de la cual se extrajo la
podofilotoxina, utilizada por los indios del Perit como remedio popular
por sus efectos eméticos, catarticos y antihelminticos. Los derivados del
Podophyllum son el etopésido y tenipdsido. glucdsidos semisintéticos
que actian princlpalmente en las fases S y G, del ciclo celular. A
diferencla de la podofilotoxina, no detienen las células en mitosls, slno
que forman un complejo ternario con una topoisomerasa [ y el DNA
(Goodman y Gilman, 1996).

Uno de los descubrimientos mas lmportantes ha sido el de los
dlcaloldes de Catharunthus roseus u Vinca rosea. En tanto Noble y cals.
en 1958 estudiaban las afirmaciones de que los extractos de la vinca
tenian efectos benéficos en lJa diabetes mellitus, observaron



granulocitopenia y depreslon de la médula dsea en ratas, datos que los
condujeron a purificar un alcaloide activo. [nvestigaciones ulteriores de
Johnson y cols. [1963) demostraron la actlvidad de algunas fracciones
alcaloides contra una neoplasia linfocitica aguda en ratones. Los efectos
de la vinblastina y vincristina son especificos de cada fase del ciclo
celular, blogquean a las células que estan en mitosis; son capaces de
ligarse especificamente a la tubulina y bloquear la facultad de dicha
proteina para polimerizarse en microtabulos (Goodman y Gilman,
1996).

La actinomicina A fue ¢l primer antibiédtico cristalino aislado del
medio de cultivo de una especic de Streptomyces (Waksman y
Woodruff, 1940). Mas tarde se obtuvieron muchos antibidticos stmilares,
incluida la actinomicina D (dactinomicina). La dactinomicina posee
beneficios en el tratamiento de diversos tumores, en particular algunas
neoplasias de nifios, y el coriocarcinoma. La capacidad de las
actinomicinas para ligarse con el DNA de doble hélice es €l punto de
partida de su actividad biolégica y su citotoxicidad (Sobell, 1973)

Los antibidticos antraciclinicos, daunorrubicina, doxorrubicina e
idarrubicina y sus derivados, se cuentan entre los agentes
antitumorales mas umportantes. Son producidos por el hongo
Streptococcus peucetlus var. caesitus. La idarrubicina es un derivado
sintético. La utilidad clinica de estos agentes queda limitada por la rara
apariclon de cardiomiopatia.

En la bisqueda de sustancias con gran actividad antitumoral
pcro poca toxicidad en corazén, se han preparado y estudlado cientos
de derivados antraciclinicos y compuestos similares. Varios de ellos han
sido promilsorios en estudios clinicos, como la idarrubicina, epirrubicina
y el compuesto sintético mitoxantrona, que es una



aminoantracenodiona (Arlin y cols, 1990; Feldman y cols., 1993). Estos
compuestos se intercalan en €l DNA y por consigulente inhiben la
sintesis de DNA y RNA. Se producen roturas en fllamentos solos o
dobles, como ocurre en €l intercambio de cromatidas hijas. Por tanto,
las antraciclinas son mutagénicas y carcinogénas. Se cree que el
rompimiento del DNA es mediado por la accidn de la topoisomerasa il o
por la generacion de radicales libres (Tewey y cols., 1984),

Las bleomicinas fueron descubiertas como producto de la
fermentacién de Streptomyces verticillus (Umezawa. 1973). El
medicamento utilizado en seres humanos es una mezcla de dos
péptidos quelantes de cobre, bleomicinas A, y B,. Su accién citotéxica
es consecuencia de su facultad de fragmentar el DNA. Los estudios in
vitro indican que causan acumulacién de células en la fase G, del ciclo,
y muchas de éstas muestran aberraciones cromosdmicas que incluyen
rompimientos cromatidicos, brechas y fragmentos, asi como
translocaciones (Twentyman, 1983).

Las mitomicinas fueron descubiertas por Hata en 1956 y su
estructura quimica fue dilucidada hasta el anc de 1962, Estas
substancias presentan un grupo uretano, una quinona y un anillo
azididina, el cual es escencial para que presente la actividad
antineoplasica (Kersten, 1975). En 1958, Wakaki y cols. aislaron a la
Mitomicina C. la mas activa de todas. de Streptomyces caespitosus. Este
antibidtico sufre reduccién quimica o enzimatica en el interior de la
célula y se vuelve un agente de alquilacién bituncional o trifuncional
(Verwel] y cols., 1988]. Este compuesto inhibe la sintesis de DNA. Se ha
reportado como mutagénica para bacterias (Szybalsky., 1964), como
agente clastogénico, teratégeno y carcindgeno en roedores (Cohen y
Shaw, 1964; Nowell, 1964; Crooke y Bradner, 1976),



En 1992 se aprobé el uso del taxol (Placlitaxel) para el
tratamiento del cancer ovarico refractario a cisplatino. Este compuesto
se alslé originalmente de la corteza del fresno (Taxus brevifolic) en 1971.
El mecanismo de accion del taxol es ¢l de estimular la formacion de
micotibulos, los estabiliza € impilde su despolimerizacidn con la
subsecuente interrupcion del ciclo celular en mitosls (Schiff y Horwitz.,
1979).

Las nuevas generaciones de estructuras diversas del taxol, han
sido descubiertas a partir de los metabolitos secundarios de especies
del coral Eleutherobia,. La eleuterobina y la sarcodictina A son
compuestos que promueven la formacidn y establlizacién de
microtibules y asi inhiben la divisién celular. Actualmente estan
probandose en ensayos clinicos en humanos (Holmes, 1997).



CAPITULO 2

DERIVADOS ANTRAQUINONICOS Y ANTRACENONICOS

2.1. Generalidades

Las antraquincnas (AQ's) forman un grupo de compuestos
quimicos funcionalmente diversos usados en el campo industrial y
médico. Las AQ’s naturales asi como las sintéticas son utilizadas como
colorantes en la industria de los alimentos, medicamentos, cosméticos,
tinles para €l cabello y de textiles. El departamento de la Defensa de
E.U. utiliza estos agentes en cortinas de humo en el campo de batalla.
En el area clinica, las AQ's son utilizadas como preparaciones
purgantes y como agente antimicrobial y antitumoral (Traganos, 1983;
Sendelbach. 1989). Las hidroxiantraquinonas (HAQ's) son los principios
activos de muchos farmacos fitoterapéuticos, entre cllos, los laxantes
derivados de plantas como aloe, senna, frangula y rheum.
Adicionalmente, algunos extractos de plantas son usados para el
tratamlento de cdlculos en el rindn y vejiga (Rubia tinctetorium) y como
sedante moderado (H{ypericum ) (Westendorf 1990).

Los derivados antraquindnicos y antracenénicos estan

ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Varias familias de

dicotileddneas son ricas en derivados antracenénicos, tales como
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Hypericaceae (Hypericum), Poligonaceae (Rehum, Rumex, Polygonum),
Rhamnaceae (Rhamnus) y Rubicaceae (Rubia, Morinda, Gallum). En las
mariocotiledéneas, solo la familia Liliaceae (Aloe) contiene esta cClase de
compuestos. Cerca del 90% de éstos compuestos aparecen como
derivados del compuesto 9,l10-antracenodiona con algunos grupos
funcionales hidroxilo, como los grupos metilo, hidroximetilo y carboxilo
(Westendorf y cols.,1990) .

2.1.1. Nomenclatura y estructura quimica

La figura 2 llustra la nomenclatura y las estructuras quimicas de
les derlvados antraquindnicos. El nombre “Antraquinona” fue propuesto
inicialmente por Graebe y Lieberman en 1868, quienes demostraron la
misma relacion estructural del antraceno y la AQ en la cual el grupo
benceno es sustituido por una benzoquinona (Phillips M. citado en
Sendelbach. 1989). Las posiciones 1. 4, 5 y 8 son referidas

frecuentemente como «; las posiciones 2, 3, 6 y 7 son referidas como §.

Las AQ's naturales son compuestos glucuronizados en la molécula de

glucosa por un enlace o-glucasidico 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 ¢stdan presentes en las plantas
como glucésldos (glucdsido antraquindnico), despaes de la
administracién oral. el glucdsido antraquinénico pasa por la parte
superior del tracto gastrointestinal sin madificacion quimica.
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Figura 2. Diferentes estructuras quimicas de los derivados antraquindnicos
(Sendelbuch, 1989).

La porcién del azucar le confiere caracteristicas hlidrofilicas al
glucésido antraquindnico lo que le impide ser absorbido por las células

epiteliales del intestino (Figura 3). El enlace o-glucosidico no es
hidrolizado por el Acido del estémago o por ias a- glucosidasas del

intestino delgado. Por lo tanto, €l metabolismo de los glucdsidos

antraquindnicos toma lugar en el colon e€n donde el enlace a-glucosidico

se hidroliza por la flota intestinal liberando a la glucosa y dejando la AQ
libre (aglicona antraquinénica).
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Flgura 3. Diagramma esquemsitico del wmetabolismo de los glucdsidos y agliconas
antraquindnicas. (Sende!bach, 1989).

Una vez separada, el metabolismo de la adlicona antraquindnica
no es claro. Se ha demostrado la reduccion bacterial de las agliconas lo
que ha llevado a pensar que la actividad catartica puede no ser por la
AQ sino por las antronas ¢ antranoles formados. Por lo que a los
glucosidos antraquinonicos se les ha considerado como pro-farnmacos,

en los que el grupo azacar tiene una funcidn de transportador.

En contraste con [os glucdsidos antraquindnicos, las AQ's libres
(aghicona antraquinéuica) siguen un destino metabdlico diferente
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después de la administracién oral. La lpcfilicidad de las agliconas
antraquindnicas facilita la absorclon a través del intestino delgado,
donde son transportadas al higado y glucuronizadas. Los campuestos
glucuronizados son excretados parcialmente en la orina y retornan al

intestine a través de la bilis.

Asi como la ruta del glucdsido antraquindnico, la AQ
glucuronizada que es soluble en agua . es transportada haci« el colon
donde las enzimas bacterianas de la flora separan a la AQ libre (Brown,
1980 y Brugeman 1984). Por lo que la habilidad de las AQ's libres para
scr absorbidas a través del intestino delgado parece determinar el
potencial toxico de estos compuestos, en contraste con los glucosidos
antraquindnicos los cuales pasan lbremente a la recirculacién
enterohepatica (Sendelbach 1989).

2.2. Mutagenicidad

Los compuestos antracenénicos se han reconocido como téxicos y
se sospecha que los derivados antraquindnicos tambien lo sean debido
a su similiud estructural. Swanbeck (1966) reporto la interaccion entre
el DNA y algunos derivados antracendnicos y antraquindnicos. En su
trabajo senalé que los compuestos con grupos hidroxilo en las
posiciones 1 y 8 y con un oxigeno o un grupo hidroxilo en la posicion 9,
formaron complejos con el DNA, detectados por espectroscopia en el
rango visible.

Estudios realizados por Brown en 1980 demostraron el
comportamiento mutagénico (n vitro de clertas AQ's y compuestos
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relacionados en sistemas procaridonticos. Brown y Dietrich (1979)
reportaron que numerosos derlvados antracénicos son mutagénicos en
la prueba de Salmonella typhimurium con activacidn metabdlica, con
una particular sensibilidad a la cepa TA1537. En la misma prueba,
Liberman y cols. (1982), reportaron que lus derivados antraquinénicos
probados fueron mutagénicos para la cepa TA1537 y ninguno de los
compuestos antacendnicos exhlbieran actividad mutagénica.

Con base en sus experimentos, Tikkanen y Matsushima (1983),
sugirieron que las HAQ's que tienen de uno a tres grupos hidroxilo son
mutagénicas, mientras que los compuestos con mas de tres grupos
hidroxilo carecen de esta actividad.

Krivobok y cols. (1992) estudiaron la mutagenicidad de las HAQ's
y metilantraquinionas, asi como los compuestos diméricos skirina,
rugulosina y rugulina en varias cepas de S. typhimurtum, y sus
resultados sabre las relaciones actividad mutagénica-estructura
sugieren que ¢l grupo 6-metilo juega un papel importante en dicha
actividad después de la activacion metabdlica.

Se han realizado numerosas investigaciones sobre la emodina
(1,6,8-trihidroxi-3-metilantraquinona), hidroxiantraquinona presente en
plantas de la familia Polygonaceae y Rhamnaceae, de las cuales algunas
especies son comestibles para ¢l hombre en algunas paises y utilizadas
como laxantes (Figura 4). Estos estudios reportan que la emodina se
metaboliza por el citocromo P-450 a 2-hidroxi-emodina, mutageno de
accion directa. Ademas, la emaodina es producida por algunas especies
de hongos de Cladosporium, Peniciltium y Aspergtilus (Masuda y Ueno,
1984; Masuda y cols., 1985; Tanaka y cols., 1487]. En las cepas TAY0,
TA97, TA102, TA1537 y TA2637 de S. typhtmurium la emodina fue
mutagénica después de su activacién metabdlica (Brown. 1976. 1980
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Bruggeman y van der Hoeven, 1984), y requiere de la transformacion
microsomal para produclr su metabolito activo, la 2-hidroxiemodina
(Masuda y cols.,1984: Masuda y cols.,1985). Se demostré que no tenia
Interaccion covalente con €l DNA de Salmonella, nl en higado de rata
(Bosch y cols., 1987). Sin embargo. anteriormente se habia demostrado
por medicidbn espectroscépica que la emodina y el ditranol, 1.8,9-
trihidroxiantraceno, forman complejos con el DNA (Swanbeck, 1966).

La emodina ha mostrado resultados negativos en el ensayo de
mutagenicidad con la prueba del locus hprt (hipoxantina-fosforribosil-
transferasa) en células de cobayo V79. asi como también para inducir
ICH (Bruggeman y van der Hoeven, 1984). Sin embargo. se demostro
que este compuesto fué¢ mutagénico en células de carcinoma mamario
de ratén y la 1,4-hidroxiantraquinona mostré una débil Induccidon de
ICH en células V79 (Bruggeman y van der Hoeven. 1984). Finalmente,
no indujo reparacion no programada (UDS) en hepatacitos primarios de
rata (Westendorf y cols., 1990)

La luteoskirina. una hidroxiantraquinona dimérica tumorigénica
y hepatotéxica, producida por el género Penriclilium spp, mostrd un
efecto citostatico a bajas concentraciones sobre las células turmorales de
ascitis de Ehrlich en cultivo (Figura 4). Ademas encontraron los autores
un incremento en la frecuencia de c€lulas multinucleadas. En células
resistentes a la luteoskirina alsladas como una sublinea, se observaron
aberraclones cromosdmicas y cromosomas de mayor longitud
(Schachtschabel y cols., 1969). Por otro lado, Akuzawa y cois.(1992)
demostraron que la luteoskirina incremento el nivel de residuos 8-
hidroxidesoxiguastina en el DNA de células de hepatoma H4-1I-E. y
favorecid la degradacién de la desoxirribosa en productos reactivos del
acido tiobarbitdrico en presencia de acido ascérbico, ensayos que
evallian la generacion de radicales oxigeno.
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2.3. Carcinogenicidad

El dantron, l.8-dihidroxiantraquinona, actiia como promotor
tumoral en fibroblastcs de ratén C3H y estimula la sintesis de DNA en
hepatocitos de rata de cultivo primario, y sugleren que las
hidroxiantraquinonas con grupos hidroxi en posiciones 1.8 pueden
tener actividad promotora (Wolfle y cols., 1990). La lucidina, 1.3-
dihidroxi-2- hidroximetilantraquinona, fue capaz de formar aductas en
el DNA en hepatocitos primarios de rata con activacion metabolica in
vitro, por lo que los autores sugicren que los efectos genotdxicos de este
compuesto observados en pruebas (n vitro son el resultado de una
interacciéon covalente con el DNA celular, indicando una potencial
actividad carcinogénica de estos compuestos (Poginsky y cols., 199 ().

2.4. Actividad Citostatica

Algunas aminoantraquinonas y dihidroxiantraquinonas
substituidas han mostrado actividad clstostatica in vivo. [onhiben el
crecimiento de células que se dividen répidamente por lo que se asume
que la hidroxilacién en el sistema de anillos incrementa la potencia de
estos compuestos (Traganos, 1983). Varias hidroxantraquinonas
estimularon, en difereates grados, la produccion de la anion superdxido
a través del mecanismo de reduccién de un electrén catallzadc por la
NADPH-citocromo- P450 reductasa (Mian y cols., 1991). Compuestos
llamados flegmacinas y anhidroflegmacinas obtenidas de Cassla torosa
(Figura 4) semejantes estructualmente a la T-514 de Karwinskia
humboldtiena, han sido patentados como agentes antineoplasicos
(Takahashi y cols, 1977).
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Figura 4. Estructuras quimicas de algunus compuestos antracendmicos y
antraquinanicos.

2.5. Rarwinskia humboldtiana

La familia Ramnaceae agrupa al género Karwinskla conocido en
nuestro pais como tullidora, coyotlilio, capulincillo o cacatsi. Esta planta
se encuentra en habitats scrai desérticos y crece ampliamente en
M¢éxico, suroeste de Estados Unidos y algunas localidades de América
Central. Durante los meses de Febrero a Noviembre. el arbusto produce
drupas obscuras las cuales son dulces, debido a la presencia de glucosa
en el mesocarpo. El principio téxico se ha encontrado en las semillas
del fruto del cual se han identificado y aislado cuatro antracenonas
diméricas denominadas por su peso molecular como T-496. T-514.
T-516 y T-544 (Dreyer y cols, 1975).
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Cuando accidentalmente se ingieren los frutos se produce una
Intoxicaciéon caracterizada por una paralisis similar al sindrome de
Guillian-Barre. El cuadro clinico se desarrolla a los 15 dias
aproximadamente después de la ingestién, con una neuropatia
progresiva, con una paralisjs ascendente, la cual puede terminar en
muerte pur pdre respiratorio; sl los pacientes sobreviven, la
recuperacion es lenta, pero campleta (Escobar y Nieto, 1965; Dewan y
cols., 1965).

Desde 1981 en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de
la Facultad de Mediclna de la U.ANL. se Inici6 una linea de
investigaclon con el fin de estudlar las propledades quimicas y
biolégicas de esta planta. Se iniclé con el aislamiento de los productos
biologicamente activos del fruto de K. humboldtiana (Guerrcro y cols.,
1987)., posteriormente se realizaron estudios scbre la intoxicacién
aguda experimental en animales., con fruto maduro o con las toxinas
purificadas. Los resultados revelaron que la T-544 causaba €l dafio
neurolégico y la T-514 (Figura 5) era capaz de afectar el pulmén y el
higado (Bermudez y cols., 1986): ademas la ingestion del fruto maduro
(0.70% de T-544 y 0.29% de T-514] producia lesiones en higado y
pulmones, las cuales causaban la muerte de los animales (Bermudez y
cols. 1992).

Esta toxicidad se¢ ha correlacionado con los hallazgos en cultivos
primarios de higado y picl de rata, en los cuales se observd que los
hepatucitos mostraron mayor sensiblidad a ainbas toxinas T-514 y T-
544 que los queratinocltos, siendo la T-514 mas hepatotdxica in vitro
que la T-544 (Garza Ocanas y cols.. 1992).
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Figura 5. Estructura qulmica de la T-514.

El efecto in vitro de la toxina T-514 se analizé en lineas celulares
benignas y neopiasicas de higado, pulmon y coloa. de origen humana, y
se compard con medicamentos anti-neoplasicos conocidas; la ‘Toxina
mostrd toxicidad selectiva hacia las células tumorales, de manera
slmilar al 5-Fluoruracilo, la Epidoxorrubicina y la Mitomicina-C; por lo
que con base en estos resultados, se propuso que la T-514 podria tener
actividad anti-neoplasica (Pirieyro y cols., 1994).

En 1998, la T-514 fue aceptada en ¢l Programa de Desarrollo de
Medicamentos del Instituto Nacional del Cancer en E.U. Inicialmente
fue incluida en las pruebas de seleccion in vitro en lineas celulares y
reclentemente mostrd actividad antitumoral ir vivo en €] modelo "Hollow
Fiber”, el cual consiste en introducir fibras delgadas que contienen
células tumorales en ratones, estos son tratados posteriormente con la
T-514, y se extraen las fibras para que crezcan en cultivo y se
determina su viabilidad. Posteriormente se evalug en el programa de
tumaores in vivo ("Xenografts”), el cual cansiste en implantar células
tumorales en ratones inmunodeficientes, se administt6é la T-514 (4,6 vy
9 mg/kg) via intraperitoneal y se monitored el peso del animal y su

mortalidad en un tiempo deflnido. Actualmente se esta reevaluando en
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los modelos de tumor de colon y de sistema nervioso central en los
cuales mostrd moderada actividad antitumoral.

Estudios bloquimicos y de ultraestructura han sefialado que la
toxina T-514 produce a dosis subletales (0.5, 1 y 2 ug/ml} . un dano

selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de levadura in vive.
(Sepilveda y cols., 1992). Por lo que recientemente se le ha denominado
“peroxisomicina A" (Moreno-Sepulveda y cols. (1995). Los mismos
autares reportaren el efecto inhibitorio de la T-514 y otras antracenonas
relaclonadas sobre la actividad de la catalasa hepatica in vitro, enzima
de origen exclusivamente peroxisomal. En contraste con este reporte, se
demostrd que la T-514 no inhibe la actividad de la catalasa tisular por
lo que concluyeron que la catalasa in situ ¢ in vivo pudiera estar
protegida por algun factor desconocido contra el efecto lnhibitorio de la
peroxisomicina A, (Moreno-Sepiilveda y cals. 1997). También se observé
un incremento en la actividad especifica de la NADPH-cltocromo-P-450
reductasa en higados de ratas tratadas con una dosis aguda de T-514,
resultados que indican que la T-514 puede actuar como un inductor
enzimatico microsomal (Guerrero-Olazaran y Viader-Salvado, 1996).

Se han aislado tres anitracenonas diméricas de otras especies del
género Kanvinskia: la T-516, €l isémero de Ja T-514 (peroxisomicina A,),
el iIsdmero de posicion de l1a toxina 514 (peroxisomicina B,) (Rivas y
cols.. 1990) y el diasterolsémero denominado peroxisomicina A2
obtenido de K. parvifolia (Waksman y Ramirez. 1992).

Martinez y cols. (1997) estudlaron el dano producido par €t
diasterolsomero de la T-514 en ratones CD1 y observaron un grado

menor de dafno en higado y pulmones, en comparacién con las extensas
lesiones observadas con la T-514,



CAPITULO 3

EL CULTIVQO DE LINFOCITOS HUMANOS

3.1 Generalidades

La sangre es uno de los tejidos mas accesibles del humano y el
crecimiento potencial es excelente después de la estimulacion por un
mitégeno. También es uno de los mas faclles de estudiar debido a que
las c€lulas tienen un ciclo celular bien caracterizado. La sangre contiene
diferentes tipos celulares. Las células blancas (leucocitos) son células
nucleadas, de manera que poseen DNA y si se inducen a dividirse,
proporcionan figuras mitéticas. Los tipos de células blancas presentes
en la sangre periférica son: granulocitos, monocitos y linfocitos; existen
subtipos de linfocitos. Estos tipos diferentes no pueden identificarse
morfologicamente, pero con €l uso de marcadores de superficie se
pueden reconacer.

Los linfocitos T participan en la inmunidad mediada por células,
los lnfocitos B en la inmunidad humoral y las células NK tienen
actividad citotoxica . Existen varivs subtipos de linfocitos T como los T
ayudadores, los T supresores y los T citotdxicos. En un adulto normal,
alrededor del 70 % de los linfocitos circulantes (1.5- 4 x10° por litro) son
c¢lulas T, el resto son linfocitos B (Gosden y cols., 1992).

28]
(28]



La proliferacién linfocitaria inducida por los antigenos tiene lugar
normalmente fuera de la sangre y del conducto toracico, y puede
visualizarse [n vitre al cultivar células linfoides juntc con antigenos
especificos. Las lectinas mitogenas (proteinas que se une formando
enlaces cruzados €n los resjduos hidrocarbonados especificos de la
superficie celular) estimulan policlonalmente a las c€lulas linfoides.
Estas lectinas mitégenas (mitdgenos) se derivan de varias plantas y
bacterias. Su empleo in vitro ha demostrado que la activacion de las
células T y B da lugar a la produccion de citocinas, como interleucinas,
asi como a la expresidn de receptores para citocinas; cllo conduce a las
cé€lulas hacia el ciclo celular (proliferacion) y. finalmente, hacia la
funcién efectora (maduracién).

La activaclon linfacitaria, ya sea por antigenos o mitdgenos, da
lugar a modificaciones intracelulares y al desartollo ulterior en el
sentido de un linfoblasto. Se cree que la estimulacidn por mitégenos de
los linfocitos in vitro imijta la serie de hechos que tienen lugar in vive

{ras su estimulacidn por los antigenos especificos.

Las células T y B se activan por mitdégenos diferentes. Asi, la
fitohemaglutinina (PHA] y la concavalina A (Con-A) estimulan a las
células T humanas y murinas. Los lipopolisacaridos (LPS) estimulan las
células B murinas. El mitégeno de fitolaca americana estimula tanto las
células T como las B humanas (Roitt y cols., 1991).

El cultivo de linfocltos humanos ha sido ampliamente utilizado
como sistema de prueba para evaluar Ja actividad mutagénica de
sustancias quunicas y radlaciones (Obe y cols., 1975; Ostrosky-Wegman
y cols., 1988), ademas se pueden evaluar los efectos de las sustancias
sobre la proliferacion celular ( Gebhart. 1981 ; Ostrosky-Wegman y cols.,
1991). En el cultivo de linfocitos se ha demostrado la presencia de
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subpoblaciones y se ha determinado el tiempo del ciclo celular el cual
puede variar en funcién de las condiciones de cultivo (Mutchinick vy
culs,,1980: Gonsebatt y Mutchilnick.,1990), la edad de los donadores
(Schneider y cols.. 1982), el estado de salud (Ortiz y Betancourt,1990) y
cuando se agregan ciertos agentes quimicos (Morimoto y Wolff, 1980).

3.2. El Ciclo Celular

El proceso de la formacién de nuevas células depende del paso de
cada una de ellas a través de tres procesos: crecimiento, duplicacion del
DNA y divisién celular, los cuales integran lo que cominmente se define
como ciclo celular. Las fases del ciclo celular fueron propuestas
originalmente por Howard y Pelc en 1953, estos autores consideraron
que un ciclo comienza cuando una célula termina la mitosis y finaliza
con la sigulente division: asi al tiempo entre la divislon celular y el
comienzo de la sintesis del DNA se le llamé G, (del inglés gap). Al
periodo de duplicacién del DNA se le llamé fase S (de sintesis), al lapso
comprendido entre la sintesis y la mitosis subsecuente se le denomind

G, y por Gltimo al periodo de division celular tase M.

G, S y G, son estadios de continua creclmiento celular y
comprenden la interfase. La fase G, existe como una parte del ciclo de
vida de las células eucaridnticas, en el cual ellas permanecen en un
estado de “inactividad” con relacion a la fase S (Figura 6). En las células
de mamiferos, el contral del crecimiento celular se ejerce principalmente
en la fase G,.Son criticos los factores que modulan la salida de G, y la
progresion hacla G, para determinar la velocidad del crecimiento en
general. Los puntos de restriccion son pausas en €l ciclo celular durante
los cuales sc revisa la fidelicdad de la duplcacién del DNA y la precision



de la segregacién de los cromosomas. Las pausas en los puntos de
restriccion permiten corregir y reparar la informacion genética con el fin
de que cada célula hija reciba un complemento completo de infortnacion
genética idéntica de la célula madre (Murakami y cols., 1995).

NN

A 7 Profase
Melafase
Anafase
Telofase

——> GO

Figura 6. Diagrama del ciclo celular que muestra las proporciones ocupadas para cada
fase. (Dean y Danford, 1984].

Se han descrito varias clases de ciclinas en G, y sus cinasas
dependientes de ciclinas (cdks), las cuales son consideradas
integradores de las seiiales que median a los factores de crecimiento del
ciclo celular. Los factores de crecimiento actuan en la fase G, del ciclo
celular al unirse a receptores especificos de la superficie de la célula, los
cuales inician la cascada de sefiales que finalmente gobiernan la
transcripcion de genes de respuesta temprana inmediata y retardada.

Las decisiones de las células para entrar a la fase de sintesis del
DNA (S) o para detenerse en G, y diferenciarse son determinadas muy
probablemente por genes los cuales retrasan temporalmente su
induccién y que dependen de factores de crecimiento. En la fase G,
tardia, las senales que son inducidas por los factores de crecimiento,
deben converger en ¢l reloj del ciclo celular, una maguina compuesta de
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ciclinas, cdks, sus cinasas reguladoras y foslatasas, con lo cual se
asegura el compromiso de las células para entrar a la fase S. Una vez
que se ha tomado la decisidn para replicar el DNA cromosémico, sin
embargo, las células se vuelven refractarias a las sefiales que lnducen
los factores de creclmiento y en cambio. dependen del funcionamiento
Intrinseco del reloj del ciclo celular para regular la progresién hacia la
mitosis o fase M (Sherr, 1993).

Los cromosomas son descondensados durante G, S y G, y
posteriormente emplezan a condensarse durante la profase. Salo
durante la metafase se vuelven visibles como cuerpos discretos. Bajo
condiciones favorables, el tiempo del ciclo celular es casi constante. Sin
embargo, la presencia de agentes tdéxicos pueden prolongar
importantemente G, o provecar que las c¢élulas enttren a G,
temporalmente y por lo tanto, extender la duracion del ciclo celular
(Dean y Danford, 1984).

3.3, Aberraciones Cromosomicas

Las Aberraciones Cromosdémicas (AC] inducidas por agentes
quimlcos o fisicos pueden estudlarse en cualquier poblacion celular en
ciclo 0. sl no esta en ciclo, que pueda ser estimulada por un agente
mitogeénico. Para estudijos de AC en humanos sélo se dispone de dos
tipos de células a las que sc puede tener acceso de una manera practica.
Estas son las célujas de médula gsea, las cuales son una poblacién en
ciclo; y los linfocitos de sangre periférica, los cuales normalmente no se
estan dividiendo pero cuya division puede ser estimulada in vitro
cultivandolos con un mitdgeno como la PHA.
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Desde la observacion de Moorhead de que los linfocitos podian
estimularse con un mitégenuv como la PHA y poder observarlos en
metafase (Moorhead y cols.,1960) se ha obtenido una gran cantidad de
datos sobre la induccion de alteraclones por radiaciones y agentes
quimicos utilizando este sistema {Preston y cols.. 1981).

El dano al DNA Inducido por agentes quimicos en linfocltos no
ciclantes no se convertira en aberraciones hasta que las células sean
estimuladas para entrar en ciclo y empezar la duplicacion del DNA,
Dado que el dano al DNA puede ser reparado en las c€lulas en la fase
Gy, asi como en G, la frecuencia de aberraclones no sera
necesariamente proporcional a la cantidad del dano inducido al DNA
sino mas bien a la cantidad de dafic que se mantiene en el momento de
la duplicacion (WHQO. 1985). Ademas el gradc de reparacién del DNA
estd influenciado por la fase del ciclo celular durante el tiempo de
exposicion al agente quimico (Parshad y cal., 1982}, ya que ¢l dafio
puede ocurrir en cualquier fase y dependera de que se repare o no, €l
quc permanezca.

3.4. Intercambijos de Cromatidas Hermanas

Los Intercammbios de Cromatidas Hermanas (ICH) ocurren durante
la duplicaclén semiconservadora del material genético cuyo proceso
probablemente involucre rompimientos, recombinacion y reunion de
DNA, aunque las bases moleculares no se han dilucidado en forma
precisa (Carrano y cols,, 1978). En el laboratorio los ICH se pueden
observar en cualquier c€lula que haya completado dos ciclos
duplicativos en presencia de un marcador analogo de algun nucleétido.



Estos fueron observados por primera vez utllizando timidina tritiada
(Taylor y cols., 1957)

Los estudios realizados por numerosos grupos mostraron que
varios clastogenos fuertes eran capaces de inducir un incremento en la
frecuencia de ICH, por lo que esta técnica sc cmpezé a utilizar en la
deteccién de mutagenos tanto in vivo como in vitro. El Sindrome de
Bluom, entidad autosdmica recesiva. con predisposicion al cancer y con
fragilidad cromosdmica, presenta una frecuencia de intercambios de 15
a 20 veces mayor que la considerada normal, lo cual constituye un nexo
particular entre las mutaciones génicas, el fendmeno de transformacion

neoplasica y el comportamiento cromosomico (Salamanca, 1990).

Perry y Wolf (1974) mejoraron esta metodologia con €l uso de
bromodcsoxiuridina (BrdU), un analogo no radiactivo de la timina. El
mecanismo de formacidn més aceptado hasta el momento esta explicado
en la hipétesis propuesta por Painter (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 duplicacién o replicones
adyacentes durante la duplicacion, Este principioc se apoya en la
evidencia de que clertas enzimas. las topoisomerasas. en células de
mamiferos, inducen y redanen los rompimientos. Ocasionalmemte, en
lugar de una reunidén normal, el rompimiento es sellado por la reunion
de hebras hijas de una moulécula duplicada a la molécula no duplicada.

En la Figura 7A se muestra la duplicacion normal del DNA.
Primero ocurre la separacién de las hebras de la doble hélice con la
sintesis 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 replicacién.
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Figura 7. Representacién esquemética de un modelo para el mecanismo de ICH
espontaneo (A) e inducido por mutagenos (B). (Holden y cols., 1989)

La topoisomerasa rompe la doble hélice en la superhélice, y
permite que las hebras se desenrollen y se elimine la tensiéon por la



torsion. La segunda funcion de la topoisomerasa es la de reunir las dos
hebras paternas del DNA, por e€jemplo, hebra cbscura con obscura y
hebra clara con clara. Ocaslonalmente, puede la topoisomerasa
c¢quivocdarse y entonces unir una hebra obscura con una clara, y una
hebra clara con una obscura y dar coma resultado un ICH que puede
observarse en la subsecuente mitosis (se asume que las hebras han sido

marcadas con BrdU).

En la presencia de un mutageno, ocurriran un namero de
perturbaciones a lo largo del DNA. Estas perturbaciones pueden ser
productos de alquilacién, uniones covalentes, dimeros de timidina o
eutrecruzamicntos. La sintesis de DNA se lleva a cabo normalmente
hasta el punto en que la topoisomerasa reune los extremos libres. Aqui
se pierde la precision del reconocimiento de la hebra paterna y se
incrementa la frecuencia de uniones erréneas. Se observara entonces un
elevado numero de ICH en la subsecuente mitosis (Figura 7B) (Holden y
cols., 1989).

3.5. Cinetica de Proliferacién Celular e Indice Mitético.

En muchos casos la capacidad para interferir can la praliferacion
celular se ha estudiado de manera paralela a la busqueda de actividad

genotoxica. Los medicamentos antineoplasicos que afectan la estructura
del DNA, tamblén son capaces de retrasar la Cinética de Proliferacion

Celular (CPC).
Se han reportado inhibiciones que aumentan con la dosis en

cultivos de lintocitos tratados con una amplia variedad de substancias,
en particular, los medicamentos antineoplasicos, Para producir este
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efecto, no tienen necesariamente que Interactuar con €l DNA, sino que

también pueden afectar proteinas asociadas con la regulacién del ciclo

celular, o bien, con el aparato mitético.

Si las celulas se cultivan en presencia de BrdU durante €] primer
ciclo celular, cada cadena de la doble hélice del DNA sintetiza su cadena
complementaria incorporando esta base. Durante la mitosis, las
cromatidas hermanas no se distinguen entre si por tener la misma
composicién quimica, es decir, un filamento original y otro que contlene
BrdU.

Después del segundo ciclo celular, y por lo tanto de una segunda
sintesls de DNA. cada cadena del DNA de un cromosoma servird a su
vez de molde a copiar con Io que se obtendran dos tipos de cromatidas,
en una existiran dos cadenas quimicamente distintas, mientras que en
la otra ambas cadenas tendran BrdU en lugar de timina. En esta
metafase, las cromatidas del cromosoma seréan quimicamente diferentes,
lo que se puede poner de manifiesto por [a tincion que dan cuando se
agrega el colorante 33258 de Hoechst, compuesto derivado del
benzimidazol que tifie al DNA normal pero no aquel cuyas dos cadenas
han sido sustituidas por BrdU. Los c¢romosomas muestran una

cromatida con fluorescencia mas intensa y otra opaca (Figura 8.

Una ventaja de usar €l métado de fluorescencia més Glemsa en
los estudios de genotoxicidad es que es posible analizar en paraieio el

dafo en la estructura del DNA y sus efectos en la progresion de la
division celular. Esto ha llevado a algunas correlaclones entre amboas

fenomenos como es €l hechoe que aquellos agentes que inducen dano
cromosdmico severo producen también una reduccidn en la velocidad de

proliferacion celular,
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Figura 8. Incorporacién de BrdU para el analisis de la Cinética de Proliferacién

Celular (CPC). Metafases en primera (M1), segunda (M2) y tercera (M3)
divisiones.

El Indice Mitético (IM) es un parametro que determina el
porcentaje de células que estan en mitosis. El indice mitético ha sido
utilizado para la evaluacion del crecimiento de cultivos y vacunas desde
los afnos 60, pero recientemente de nuevo se ha utilizado en la

investigaciéon de mecanismos de toxicidad, sobre todo de farmacos con
actividad citotéxica (Rojas y cols., 1992).



3.6 Activacion metabdlica

Muchos compuestos quimicos adquieren la capacidad de ser
mutagénicos solamente después de que irn viwo  son activados
metabolicamente en el higado y en algunos casos durante el paso por
el tracto digestivo. Con el fin de relacionar los efectos in vitro e in vivo,
Frantz y Malling en 1975 desarrollaron una forma de activacién
metabolica in vitro utilizando extracto de microsomas del higado de
rata junto con un sistema generador de fosfato dinucledtido adenin
nicatinamida reducido (NADPH]. Bruce Ames adoptd este método en sus
pruebas con bacterias, especificamente con S. typhimurtium a lo que
debe el nombre de Prucba de Ames, y desde entonces los sistemas de
activacion basades en micrasomas se han Incorporado en muchas
pruebas de mutagenicidad in vitre (Ames y cols.,1975).

Aunque han sido exitosos los estudios in vivo de mutigenos
directos e indirectos y los estudios in vifro de mutagenos directos
realizados en linfocitos humanos, los ensayos in vitro de mutagenos que
requieren actlvacion se han restringido debido a los efectus tdxicos de la
preparacién microsomal sobre los linfocitos (White y Hesket, 1980).
Las cepas de S. typhimurium empleadas para el ensayo general de
mutagénesis contienen mutaciones en el operdn de la histidina. Ademas
de esta mutacion contienen mutaciones que incrementan
importantemente su capacidad para detectar mutagenos, como es el
aumento en la permeabilidad y en el sistema de reparacién por escision.
La cepa TA 1537 se usa para detectar varios tipos de mutagenos que se
intercalan en el DNA corriendo €] apareamiento de las bases. En la
TA98 y en la TA100 ambas ocurre corrimiento en la lectura de bases
por formacion de aductos y por inserciones o deleciones de bases
respectivamente (Maron y Ames, 1983).
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CAPITULO 4

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los esfuerzos mas importantes del tratamiento contra el
cancer es ¢l desarrollar nuevos agentes con actividad antineoplasica. El
Instituto Naclonal del Cancer de E.U. (NCI) reporta que entre 1990 y
1992, se probaron cerca de 27,000 compuestos quimicos definidos y
miles de extractos crudos de productos naturales. mas importantes,
con base en los resultados {n vitro, aproximadamente cerca del 4 % de
estas substancias se han referido para su posterior ensayo. De estos,
cerca de 1000 continuaron la segunda evaluacion in vitro e [n viva.
(Greever y cols. 1992)

En el Departamentc de Farmacologéla y Toxicologia de 1la
Facultad de Medicina de la U.AN.L., estan en desarrollo una serie de
pruebas dirigidas a Investigar la potencial accion antineoplasica de la T-
514. Ya que en México es necesario importar productos Gtiles en el
tratamiento contra el cancer y €l costo de los mismaos es muy elevado, el
desarrollo de compuestos antineoplasicos a bajo costo ha adquirido alta
pricridad en nuestro pais.

La mayoria de los agentes antincoplasicas empleados en la

terapéutica actdaan mediante mecanismos de Ccitotoxicidad y
genotoxicidad. Algunos de ellos, interacttan con el DNA, de esta forma
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impiden la duplicacién de las células cancerosas.

Se ha planteado que la T-514 pudlera emplearse como un agente
antineoplasico con base en los antecedentes que se han descrito en
relacién a su accién sobre lineas celulares, sin embargo es de
particular importancia el analizar su genotoxicidad asi como sus
efectos sobre la proliferacion celular que puedan revelar si la actividad
citostatica de dicho compuesto sigue €l mismo patrén de los agentes
quimicterapéuticos que interactiian con el DNA.

Por otra parte, los datos en la literatura acerca de la
mutagenicidad y genotoxicidad de los derivados antracenénicos y
antraquinonicos, se reportan principalmente en bacterias; los datos en
sistemas de mamiferos son escasos. La investigacién que se realizd en
linfocitos humanos in vitro sobre este derivado antracendnico, la T-514,
conforma ya uno de los documentos ploneros para este grupo de
compuestos naturales.

4.1 Hipétesis de Trabajo

La T-514 es capaz de dafar €l DNA, lo cual s¢ puede detectar
como mutaciones génicas {microlesiones) en microorganismos y como

macrolesiones en células eucariénticas.
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4.2. Objetivo General de Trabajo

Evaluar el potencial genotdxico de la T-514 sobre linfocitos
humanos in vitro y en ¢l sistema de Ames.

4.2.1. Objetivos Especificos

1) Analizar los efectos de la toxina T-514 en cultivos de linfocitos
humanos evaluando los siguientes parametros:

-E] DNA, determinando la frecuencia de aberraciones cromosdmicas

estructurales y de intercambios de cromatidas hermanas

-La proliferacion celular, evaluanda la capacidad de proliferacién con
base en la cinética de proliferacidén celular, la proporcion de céiulas en
metafase (indice mitdtico) y sobre las otras fases del ciclo celular
mediante la clitometria de flujo.

2) Investigar la capacidad de la toxina para producir mutaciones
en Salmonella typhimurium .

3) Investigar si la T-514 requiere de una activacion metabdlica
para actuar como genotdxico en linfocitos y Salmonella medlante la
evaluacién de las mismos pardametros arriba mencionades en presencia
de enzimas microsomales.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1. Linfocitos Humanos

5.1.1. Donadores

Se obtuvo sangre periférica heparinizada por venopuncion de ocho
donadores sanos, con una edad promedio de 30.7 anos con los
sigulentes criterios de lnclusion: sujetos mayores de 18 anos. de ambos
stxos y de condicion saludable. Los criterios de exclusién fuerun:
antecedentes de exposicidn reciente y directa a plaguicidas, substancias
quitnicas u hormonas; estar bajo tratamiento meédico; ser fumador y
haber estado expuesto a rayos X en el mes anterior a la toma de la

muestra.

5.1.2. Cultivo de linfocitos

Los cultivas se realizaron por duplicado para cada tratamiento. A
cada cultivu se le agregd 0.5 ml de sangre completa en medio de cultivo
RPMI 1640 (Flowlab) complementado con O.1lmM de aminoacidos no
esenciales (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco) y 32 M de BrdU:
Sigma) y se estimularon con PHA (Microlab). El volumen final fue de 7
ml. No se adiclonaron antibidticos (Montero y cols., 1993). Los
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tratamientos fueon agregados a los cultivos a las 48 hrs de incubacion.
Las concentraclones se €ligieron de acuerdo a lo establecido por Dean y
Danford (1984): 1) que la concentracién mas alta demostrara evidencia
de inhibicién mitdtica y 2) que los intervalos de las concentraciones
fueran la mitad del logaritmo de las mismas.

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmésfera de 5% de
CO,. A las 70 hrs de incubacién se¢ agregd a cada cultivo 0.2 ml de

colcemida (10pg/ml; Microlab) y la incubacién continué por 2 hrs mas.

Los cultivos se centrifugaron a 1,200 rpm por 10 min, se elimind el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 10 ml de KCL 0.076 M
y se mantuvieron a 37°C durante 20 min , enseguida se centrifugaron a
1,200 rpm durante 10 min, se elimind el sobrenadante y las células
fueron fijadas resuspendiendo con solucién de Carnoy (metanol-acido
acético 3:1). El lavado con solucién fljadora se repiti6 hasta que se
obtuvo un paquete celular blanco, €l cual se resuspendié en solucion

fijadora y se guardd a 4°C.

5.1.3. Preparacion de laminillas

Los paquetes celulares se centrifugaron después de 24 hrs, se
elimind el sobrenadante y se resuspendid con 0.5 ml de la misma
salucién fijadora. Con una pipeta Pasteur se homogeneizé la suspension
y se goted sobre partaobjetos limpios previamente sumergidos en alcohol
elilico absoluto a 4°C los cuales se secaron a ja {lama y posteriormente
se observaron €n un microscopio dptico con un sistema de contraste de
fases para asegurarse de obtener una buena dispersion de los

cromosomas (Figura 9J.
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Figura 9. Esquema del cultivo de linfocitos.

5.1.4. Tincién

Las laminillas se sumergieron en una solucién 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
solucién amortiguadora de fosfatos (Na,HPO, 66 mM, KH,PO, 66 mM,
pH 6.8) y se expusieron a luz negra por 1:30 hrs. Las laminillas fueron
lavadas en la misma solucién amortiguadora y se sumergieron en una
solucion de Giemsa (Merck) al 4% en solucion amortiguadora de fosfatos
por 3 min, se lavaron en agua corriente y se secaron (Perry y
Wollff, 1974).

5.1.5. Andlisis microscépico

Las preparaciones se observaron en un microscopio optico de
campo claro (Olympus CH/CHK) a 200 y 1000 aumentos. Todas las
preparaciones se codificaron, de manera que fueron analizadas en ciego.
Los parametros para evaluar la capacidad de proliferacién fueron:
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Indice Mitético y Cinética de Proliferacion Celular. Los parametros para
evaluar el efecto genotoxico fueron: Intercambios de Cromatidas

Hermanas y Aberractones Cromasdmicas.

5.1.6.1. Indice Mitdtico. Las preparaciones se observaron al
microscopio o6ptico a 20 aumentos recorriéndolas en zig-zag.
comenzando de la parte central de la laminilla para contar un total de
dos mil micleos y de ellos determinar cuantos estaban en divisién
(metafase). Se registraron como ntucleos aquéllos que podian ser
reconocidos por su morfologia. de forma aproximadamente esférica, de
tncidén clara y de tamaio relativamente grande. Como metafase se
senalaron a las agrupaciones de cromosomas bien definidas con un
numero mayor de 30 cromaosomas:

Numeso total de metafases
IM = Nuamero total de células evajuadas

La inhibicion del indice mitdtico (IIM) producido par la toxina se
calculd como:

IM del tratamiento x 100
IIM = 100 - {M del control

5.1.6.2. Cinética de Proliferacion Celular. Cien metafases
consccutivas con 44-46 cromosomas se observaron al microscopio de
campo claro, clasificandolas como primera division (M1) aquéllias cuyos
cromosomas se encontraron tenidos de oscuro, segunda division (M2)
aquéllas metafases en las cuales todos sus cromosomas estaban
conformados por una cromatida oscura y una clara, y tercera division
(M3} a las que contenian metafases con los dos patrones anteriormente
mencionados. La proporcién obtenida se usé para calcular el indice de

replicacion de acuerdo con Ia formula:



1H{#MI1) + 2(#M2) + 3(# M3)
IR = Numero de metafases observadas

5.1.5.3. Intercambios de Cromatidas Hermanas. Estos fueron
establecidos por el analisis de 25 metafases en segunda divisién. La
frecuencia por célula se obtuvo por la suma 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, situados en la zona intermedia, con valor de 2 debido a
que su formacién requiere el doble de eventos que los terminales (Figura
10) (Latt, 1981).

2¢>
=>

Figura 10. Esquema de los intercambios y su valor,

5.1.5.4. Aberraciones Cromosomicas.

El analisis de aberraciones cromosémicas se realizé en 100
metafases consecutivas de primera divisiéon (M1). Todas con 45 o mas
centrémeros. El dano cromosémico (Ostrosky, 1991) se clasificé como:
brechas (discontinuidades de DNA cuya distancia es menor al ancho de
la cromatida.) cromatidicas o cromosémicas.
rompimientos: (discontinuidades del DNA cuya distancia es mas ancha

que la cromatida) cromatidicos o cromosémicos.
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intercambios (rearreglos anormales entre los brazos de uno o mas
cromosomas) cromatidicos: como cuadrirradiales o trirradiales o
cromosémicos (dicéntricos, anillos, translocaciones).

5.1.6. Activacién metabélica

El homogenado hepatico que contiene las enzimas microsomales o
fraccion “SY” (sobrenadante producto de la centrifugacion a 9 000 g) se
obtuvo de la casa Moltox Inc. (USA} y cumplia con las siguientes
caracteristicas: especie: rata; cepa: Sprague-Dawley; sexo: macho;
buffer;: KCl1 0.15 M volumen: 2.1 ml, pH 7.4; agente inductor: Acoclor
1254. Cuando la fraccién "S9" se cornbina con los sigulentes cofactores
y soluciones sc forma la mezcla 89, la cual se prepard inmcdiatamente
antes de cada experimento: 20% de la fraccion S9, MgCl, 8 mM, nicotin-
adenina-difosfato (NADP) 4 mM. glucosa-6-fosfato (G-6-P) 5§ mM y de
soluclon amortiguadora de fosfato de sodio 100 mM, pH 7.4 . La
solucién de los cofactores se filtrd utiizando una unidad swinex
(Millipore Corp.) equipada con una membrana de 0.2 mp de poro y por

ultimo se¢ le agregd la fraccion SY {White y Hesketh, 1980).

5.1.7. Tratamientos

Sin activacion metabdlica . La T-514 se disolvid en etanal 80% y
s¢ agregd a los cultivos (50 uL) después de 48 hrs de incubacion cuando
una gran proporcién de células estdn en la fase de sintesis del ciclo
celular y pueden ser mas sensibles al dano quimico. Se utjlizaron las

sigulentes concentraciones: 1 yM, 5 pM y 10 pM; incubando por 24 hrs



mas, hasta completar ¢l tlempo de incubacion de 72 hrs (Esquerna 1).
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Esquema l. Disefio experimental sin activacién metabdlica

Comeo control positivo se empled la Mitomicina-C (MM-C), en un
volumen de 50 ulL. a la concentracidén final en el cultivo de 1 yM. La

MM-C es un agente alquilante bifuncional cl cual produce aberraciones
cromosomicas ¢ inhibicion mitética. Este compuesto fue seleccionado
porque ha demostrado su accion genutdxica y citostatica tanto en
animales como en humanos (Crooke y Bradner, 1976; Ostrosky y cols.,
1988; Rojas y cols., 1992]. El control negativo contenia solvente, etanol

a) 80% (50 pL). Al cultivo testigo no se le adiciond algun compuesto. El

volumen final en cada tubo fué de 7 ml.

Con activacion metabdlica . Después de 48 hrs de incubacion.
se agregd a los cultivos 0.5 ml de la mezcla SY junto con la mismas
concentraciones de T-014 usadas en los tratamientos sin activacion
metabdlica, en un volumen final de 5 ml. La incubacién continud por 2
hrs y las muestras se lavaron dos veces con medio dc cultivo.
Posteriormente al sobrenadante se agregd medio fresco conteniendo PHA
y BrdU, y las células se valvieron a incubar por 24 hrs (Esquema 2).

Se utilizd Ciclofosfamlda (CP)] como cantrol positivo a la

concentracion de 40 pM, diluida en agua estéril. La CP es una mostaza

nitrogenada que tué sintetizada para ser especificamente activada por
las c€lulas tumorales que ceontenian una enzima capaz de romper la



union Nitrégeno-Fdsforo en la molécula. Por 1o tante el compuesto es
relativamente inerte hasta que se activa por €l sistema P-450 en el
higado, asi como en los tumores (Smith y Reynard, 1993). El primer
metabolito es la 4-hidroxi-ciclofosfamida. responsable de la acclén
mutagénica. A los controles negativos sc les agregé mezcla S9 (0.5 ml) y
etanol 80% como solvente (50 pL).

0 lus 24 hrs 43 hry
L { 1
| | |
TInicio del Tratamicnto T Lavades
cultivo con T-514 [
+ mezcla S9
24 hrs
Incubac i i
2 hrs J

Procesamiento
+BrdU Colcemida
+PHA 2 hrs

Esquema 2. Diseno experimental con activacion metabalica

5.1.8. Andlisis Estadistico

La prueba estadistica de Xg se utilizé para el analisis de
aberraciones cromosomicas (Richardson y cols., 1989).

La prueba de t de Student se empled para comparar las
difercncias de cada tratamiento con respecto al control, para el indice
mitatico, el indice de replicacion y para las frecuencias de intercambios
de cromatidas hermanas (Mehnert y cols., 1984; Richardson y cols.,
1989:; Hartman y Speit. 1994|.



5.1.9. Citometria de Flujo

Para la medicién del contenido del DNA por citometria de flujo, las
poblaciones celulares se dispersan en una suspension celular y se tinen
con un colorante fluorescente, p.e. loduro de Propidio, el cual se une al
DNA en todas las fases del ciclo celular. Las células luego pasan de una
en una (a través de una region sensora por el frente de un detector)
donde su fluorescencia se mide y se asume que es proporcional al
contenido de DNA celular (Dean y cols., 1982).

Cuando las células normales son tenidas y evaluadas por
citometria de flujo, la mayoria de ellas estaran en la fase G,/G,, y
emitiran luz en una frecuencia uniforme. Las células que tienen casi el
doble de su DNA estan en la fase G,+M, emitiran luz con el doble de
intensidad de las células G;/G,. Si el nimero de células se grafica
contra la intensidad de luz emitida, y si se usa una escala lineal, se
obtiene €l histograma de la Figura 11A. Las células que entran al ciclo
celular y pasan por la fase S sintetizaran DNA. La cantidad de DNA
durante la fase S variara entre Ix y 2x (donde x es la cantidad normal
de DNA de una célula diploide). Entonces, emitiran luz que estara en su
rango de intensidad entre los picos de G,/G, y G,+M (Figura 11B).
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Figura 11. Intensidad de fluorescencia relativa. A. En células sométicas que no estan
dividiéndose. B. En células que estin dividiéndose.
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5.1.9.1. Obtencidn de células mononucleadas. Las muestras de
sangre venosa se obtuvicron de dos donadores sanos de sexo masculino
(donador 11 y donador 12] siguiendo los mismos criterics de exclusion.
Se separaron las células mononucleadas de 60 ml de sangre, mediante
centrifugacion con gradlente de Fycoll-Hypaque (Sigma,Co.), durante 30
min a 1600 rpm. Se recuper6 ¢l plasma en tubos estériles; luego se
recuperd la capa de c€lulas blancas, la cual se resuspendid ¢n medio de
cultivo RPMI 1640 complementado con aminoacidos na esenciales 10
mM y L-glutamina 200mM, y se centrifugé a 1200 rpm para lavar los
restos del Fycoll-Hypaque.

Se elimin® el sobrenadante y las células se resuspendieron en 2

ml de medio RPMI-1640 complementado. Se tomd una muestra de 50 pl

de esta suspension y se diluyd en una proporcion 1:250 con diluyente
(Abbot Company) del contador de células (Cell-Dyn-900) para

posteriormente realjzar €l conteo en este aparato.

La densldad celular se ajusté a 5 x 10° células en 5 ml de volumen
total. Se distribuyeron las células cn tubos 12 x 75 mm estériles, por

duplicado de la siguiente manera:

-medio de cultiva y células mononucleadas (testigo)
-medio de cultivo. células mononucleadas, PHA (control negativo)
-medio de cultivo, células mononucleadas, PHA y toxina (problemal)
-medio de cultivo, células mononucleadas, PHA y MM-C (cantrol
posttivo)

La poblacidn celular se expuso a la toxina a la concentracién de
8 M vy ala MM-C (1 (M) por 24 h hasta completar 72 h de cultivo

{(Esquema 1),



5.1.9.2. Tincidn.

Las ce¢lulas se¢ fijaron con solucidn amortiguadora de sacarosa y
citrato de sodic en DMSQO. Las suspensiones celulares se Uevaron a
centrifugacion a 1600 rpm por 5 min a tcmperatura ambiente. Se
decantd cuidadosamente. Se agregd un volumen de 250 pl de solucién
amortiguadora de tripsina a cada tubo y suavemente se mezclo, y se
mantuvieron en reposo por 10 min para que se llevara a cabo la
reaccion de digestion de membranas celulares y citoesqueleto. Se agregd
un volumen de 200 pl de una solucién amortiguadora que contiene
inhibidor de tripsina y ribonucleasa A (para digerir el RNA), se mezcld
suavemente y por 10 min se incubd, No se removieron ambas
soluciones. Posteriormente, se adiciond un volumen de 200 pl de la
solucién de loduro de Propidio (2°-8°C), se mezcl6 suavemente y se
incubd por 10 min en la oscuridad y en €l refrigerador. Las muestras se

filtraron a través de una malla de nylon de 50 ym a tubos 12 x 76 mm.

Los tubws se mantuvieron almacenados a 2°-8° C en la ebscuridad
hasta su analisis citométrico. Las muestras se analizaron en el
citdmetro de flujo FACSort (Beckton Dickinson) equipado con el sottware
CellFIT, del Departamento de Inmunclogia de la Facultad de Medicina,
U.AN.L.. Se emple6 el modelo SOBR (Suma de la Amplitud de los
Rectangulos) para estimar el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular.
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5.2. Cultivos de Salmanella typhimurium
{(Prueba de Ames)

Se emplearon tres cepas de Salmonella typhimurium, la TA98,
TA100 y TA1537. Se siguid el meétodo de incorporacion en agar descrito
por Maron y Ames (1983) de la siguiente manera: a un tubo que
contenia 2 ml de agar de superficie (liquido a 45°C) se le agregé 0.1 ml
de cultive de bacterias, mantenidas la noche anterior €n agitacion y en
medlo nutriente, y 0.1 ml de T-514 a varias concentracianes, disuelta en
dimetilsulféxido (DMSO). Después de agitar la mezcla, se vertié sobre las
cajas de Petri que contenian agar minimo Vogel-Bonner. Se dispersd el

materlal de forma homogénea y se llevaron a incubar por 48 h a 37 °C
(Figura 10).

.
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Figura 1Q. Esquetna del procedimiento para la deteccién de mutigenos en Salmonela
{yphimurium

Los controles positivos empleados fueron 9-aminoacridina (9-AAC)
y acido Pricolénico (Ac.PC] disueltos en DMSO. Los testigos contenian

medio de cultlvo y bacterias. a los controles negativos se les adicioné el
solvente DMSO.



Para los ensayos con activacién metabolica, se siguié el método de
preincubacién por 20 minutos (Yahagi y cols. 1975). Se agregé 0.5 ml de
la mezcla S9 (30% de la fraccién S9, MgCl, 8 mM, KCI1 33 mM, NADP 4
mM, G-6-P 5 mM y de solucién amortiguadora de fosfato de sodio 100
mM, pH 7.4), la toxina y el cultivo de la cepa en el agar de superficie. E1
control positivo fue 2-aminoantraceno (2-AA) disuelto en DMSO, los
controles negativos contenian solvente (DMSO) y mezcla S9.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Cultivo de Linfocitos Humanos

6.1.1. Aberraciones cromosémicas

6.1.1.1. Sin Activacion Metabdlica. En la Tabla 1 se muestran
las observaciones para cada concentracion de la T-514 y para cada uno
de los tipos de aberraciones evaluadas. En el extremo derecho se indica

Ia suma de las aberraciones sin considerar las brechas (B). Se considera
que la identiflcacion de¢ las brechas es subjetiva y que no constituyen
aberraciones reales. Se ha sugerido que las brechas sean contabilizadas
y reportadas, pero no se usan en la evaluacidn del estudio.

Se observa que para los donadores 1, 2 y 4 la concentracion de T-

514 de 10 pM resultd toxica ya que el nimero de metafases en primera

division (100) no fue suficiente para este analisis. No se encontraron
diferencias con respecto a las aberraciones complejas (RC). Se analizé

una concentracion de MM-C (10 uM), a la cual produjo aberraciones

estructurales, principalmente rompimientas cromatidicos.



TABLA 1. FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS
ESTRUCTURALES EN LINFOCITOS

Aberraciones /100 c élulas

Conc. B’ B” R’ R" RC D Total
uM sin brechas
] 0 0 0 0 0 (0] 0
donador 1 1 0 0 1 O 0 0 1
5 0 0 o 0 (0] 0 Q
10 nm Ium EMn - nm nm nm nm
a 2 0 0 0 0 0 4]
donador 2 1 0 0 0 0 0 Q Q
5 5 1 0 0 0 0 0
10 nm nm nm nm nm nm nm
a 0 4] 1 0 [0 (4] 1
donador 3 l 0 2 o 0 o 0 0
5 3 0 1 0 0 0 1
10 0 Q 1 Q 0 0 1
(4] 2 1 0 0 0 0 0
danador 4 1 0 a 1 1 1 0 3
5 Q 0 1 Q 0 2 3
10 0 0 am __ am _nm o nm nm
MM-C* 10 Q0 2 8 6 0 1 15
B: brecha. ‘cromatidico, “'cromosdmico
Raompimlento i 00 se encontraron metafases
RC: rearreglo complejo D: dicéntricos

* ; valor de un seclo donador
Dunadores | y 3 sexo femsiiing
Danadores 2 y 4 sexo masculing

Con respecto a los rompimientos totales (R y R”), sin considerar
las brechas (B) no fueron evidentes diferencias significativas (p < 0.05]

para cada concentracion (Figura 13).

El donador 4 mostré €l mismo numere de rompimientos totales,

en las concentraciones de 1 y 5 pM, sin embargo, es importante sefnalar

que a la concentracion de 5 pM, presenté dos cromosomas dicéntricos

en |00 metafases analizadas, frecuencla alta, ya que la frecuencia
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espontanea de este tipo de aberraciones es del orden de 1 en 1000
metafases observadas.
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Figura 13. Efecto de la T-514 sobre el nimero de rompimientos totales .

El namero de células aberrantes, es decir, ¢l nimero de metafases

que tuvieron por lo menos una aberraciébn por donador, no se

incrementé significativamente. La MM-C, en cambio, incrementé

significativamente el namero de células con aberraciones (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la T-514 sobre el ntmero de células con aberraciones.

6.1.1.2. Con_Activacién Metabélica. De manera similar a los
resultados sin activacion metabdélica, el andlisis de aberraciones no
mostré diferencias significativas para cada concentracién con respecto
al cultivo control. Es importante senalar que en general, la ocurrencia
de aberraciones fue menor en presencia de enzimas microsomales

Se observé de nuevo la susceptibilidad individual de los
donadores, a la concentracién de 10 uM. de T-514, el donador 5 y el

donador 8 no presentaron suficientes metafases para el analisis. (Tabla
2).



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

Aberraciones /100 c élulas

Conc. B’ B~ R’ R" RC D Total
uM sin brechas
0 0 0 0 0 ¢) Q 0
donador 5 1 4] Q 0 0 0 o 0
5 4) 0 Q o 0 0 Q
10 nm nm nm nm nm nm nm
0 Q 0 1 0 0 0 | |
donador 6 1 Q Q 0 0 0 Q 0
5 1 1 0 0 4] (0] 0
10 0 0 2 8] 0 Q 2
0 ¢ (8} 0 0 0 0 0
donador 7 1 0 2 0 0 0 Q 0
5 0 0 1 Q 0 Q 1
10 0 2 Q 0 0 9] O
a 0 | 0 0 0 Q 0
donador 8 1 0 1 0 0 0 (0] 0
5 0 0 0 0 0 g 0
10 [m nm nm nm nm nm nm
CP* 40 0 3 5 3 0 Q 8
B: brecha ‘cromatidico. “cromos§aiico
Rirompitmiento numl: no se encontraron metafases.
RC: rearreglo complejo D: dicéntricas,

# < valor de un solo donador
Donadores 5 y 7 sexe Femenino
Daonadores 6 y 8 sexo Masculina.

Los rompiientos totales se graficaron contra las concentraclones
empleadas y no se observo algun efecto dependiente de la dosis. Los
donadores 6 y 7 elevaron la frecuencia de rompimlentos en las

concentraciones de 1 pM y 5 UM respectivamente, sin embargo este

aumento no fue significativo (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la T-514 sobre el nimero de rompimientos totales en presencia de
activacién metabdlica.

La T-514 no modifico la frecuencia de células aberrantes a las
concentraciones usadas, el donador 6 present6 una célula con

aberraciones en el cultivo control y de igual manera para la

concentracién de 10 uM.El donador 6 present6 una célula aberrante con

5 uM, en cambio, la CP elevé la frecuencia a 8 c€lulas que presentaron

aberraciones (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la T-514 sobre el nfimero de células con aberraciones en
presencia de activacién metabélica.

6.1.2. Intercambios de Cromatidas Hermanas

6.1.2.1. Sin Activaciéon Metabdlica. El promedio de Intercambios
de Cromatidas Hermanas en los cultivos controles fué de 4.8 + 0.5. La
induccién de ICH no se incrementé significativamente en los linfocitos
expuestos a las tres concentraciones de toxina T-514 . La MM-C fue un

potente inductor a la concentracién de 1 pM, el promedio de ICH por
célula fue de 23 (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la T-514 sobre la frecuencia de Intercambios de Cromatidas
Hermanas

6.1.2.2. Con__Activacién Metabélica. No se encontraron
diferencias significativas cuando se agregé a los cultivos la mezcla S9
por 2 hrs y se expusieron a la T-514 por el mismo intervalo, El valor
promedio de ICH para la Ciclofosfamida fue casi tres 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 Croméatidas
Hermanas en presencia de activacién metabélica.

6.1.3. Cinética de Proliferacion Celular e Indice Mitético.

6.1.3.1. Sin Activacion Metabélica. En la Tabla 3 se muestran
las proporciones de metafases en cada division. La T-514 produjo un
aumento en la proporcion de células que se dividieron una vez durante
el tiempo de cultivo (72 hrs), cerca de un 35 %, a partir de la

concentracion de 5 puyM y este efecto se incrementé mas con la
concentracion de 10 uM, el 50% de las metafases observadas estaban en

primera divisiébn, con la consecuente disminucién de segundas y
terceras divisiones. La MM-C aumenté la proporcion de primeras



divisiones a la concentracion de 5 uM, 45% y sdlo el 20% correspondian

a terceras dlvisiones (Figura 19).

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

PROLIFERACION CELULAR

T-514 M1 M2 M3 iR
LMI
Donadour 1

0 11 26 63 2.54

1 16 30 54 2.98

5 45 24 31 1.86
10 53 20 27 1.74°
Donador 2

0 11l 24 65 2.54

1 25 33 45 2.20
5 40 29 31 1.91
10 61 24 15 1.54*
Donador 3

0 20 25 55 2.31

1 26 29 45 2.19

5 40 23 37 1.97
10 42 26 32 1.87*
Donador 4

0 14 21 65 2

1 16 19 65 2.46

5 28 27 64 2.16
10 47 19 34 1.87*
* p< 0.05
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Figura 19..Comparac16n del efecto de la T-514 y la MM-C sobre la Cinética de
Proliferacién Celular. Valores promedio de todos los donadores.

El Indice de Replicacién (IR), es un parametro que combina en un
solo namero las proporciones de primera, segunda y tercera division en
este tlempo de cultivo (72 hrs), como se aprecié en la figura anterior. La
Figura 20 muestra la disminucién del IR conforme aumenta la
concentracién, lo cual puede indicar una inhibicién o un retraso en la
proliferacién celular. Con 5 pmoles la MM-C tuvo un efecto sobre la

proliferacién celular, comparable al efecto de la T-514 a las
concentracion de 10 uM.
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Figura 20. Comparacién del efecto de la T-514 y la MM-C sobre el Indice de
Replicacion

La exposicion a la toxina por 24 h afecto la capacidad proliferativa
de los linfocitos, medida como la Inhibicién del Indice Mitético. En la

Figura 21 se compara este parametro para la T-514 y la MM-C, el
control positivo.

Ambos compuestos muestran respuestas similares, aunque la
MM-C es mas potente para inhibirlo, puesto que la curva alcanza casi la
inhibici6én maxima a la concentracién de 5 yM, en tanto la T-514 llega a

este punto con 10 uM. Aunque los dos agentes producen inhibicién del
IM que aumenta con la dosis, €l tipo de curva de la T-514 es diferente,

no lineal, en tanto que la MM-C presenta una curva lineal, con menor
dispersién entre los donadores.
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Figura 21. Comparacién del efecto de la T-514 y la MM-C sobre el % de Inhibicién del
Indice Mitético.

6.1.3.2. Con Activacién Metabélica. Cuando se agregé el sistema
microsomal a los cultivos, el tratamiento fue de 2 h debido a que la
mezcla S9 es toxica por periodos mayores.

El efecto sobre las proporciones de células en primera, segunda, o
tercera divisién fue menor con la activacién metabélica, aunque atan se
registr6 un incremento de células en primera divisién relacionado con la

concentracion, siendo significativo en las concentraciones de 5 y 10 uM
(Tabla 4).

La Ciclofosfamida (CP) no alter6 la proliferacién de las células en
cultivo, a la concentracién usada (Figura 22).
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TABLA 4. EFECTO DE LA T-514 SOBRE LA CINETICA DE
PROLIFERACION CELULAR CON ACTIVACION METABOLICA

T-514 Ml M2 M3 IR
(mM)
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 2.58
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 2.66
5 25 26 55 2.42
10 30 17 53 2.23*
*p < 0.085
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Figura 22. Efecto de la T-514 sobre la Cinética de Proliferacién Celular en presencia de
activacién metabélica. (CP: Ciclofosfamida).



Con respecto al IR, no disminuye significativamente con una
p<0.05 del valor control (Figura 23 B). La [IM se calculé para cada
concentracion, y con 10 umoles se obtuvo la méaxima inhibicién (70%)

(Figura 23 A).

Inhibioién de) Indice Mitdtico (%)

Figura 23. Efecto de la T-514 sobre la Inhibicién del Indice Mitético y ¢l Indice de
Replicacion en presencia de activacion metabdlica.

Para establecer las diferencias de los tiempos de tratamiento que
pudieron afectar los resultados se mantuvieron cultivos sin activacion
metabélica en presencia de T-514 por 2 h;

Las proporciones de primeras, segundas y terceras divisiones, no
difieren importantemente de las obtenidas con activacién metabélica de
la Figura 19. Es constante el efecto de la toxina a la concentracién de 10
uM 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 Ml M2 M3 IR
M)
Donador 9
0 11 18 71 2.60
1 11 14 75 2.64
5 14 18 68 2.54
10 27 20 53 2.26
Donador 10
0 11 14 75 2.64
1 12 15 73 2.61
5 17 21 62 2.45
10 27 25 48 2.21°
*p < 0.05
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Figura 24. Efecto de la T-514 sobre la Cinética de Proliferacién Celular por 2 hrs.

La inhibicién del Indice Mit6tico presenté una marcada relacién
dosis respuesta (Figura 22). La proliferacién celular, medida como IR,
fué muy similar a la observada en el tratamiento con activacion
metabélica (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la T-514 sobre la Inhibicién del Indice Mit6tico y sobre el Indice de
Replicacién por 2 hr de exposicién.

6.1.4. Citometria de Flujo

Los resultados son presentados como el porcentaje de células en
cada una de las fases del ciclo celular, G,, S y G,/M, de tres
experimentos realizados (Figura 25). Se realizaron lecturas basales, sin
tratamiento, desde el inicio, a las 24 h , 48 h y 72 h de cultivo para
corroborar que las células estaban proliferando después del estimulo

con la PHA.



Experimento | Experimento 2 Experimento 3
Control Control Control
61
Gam
com > - ? G
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Figura 26. Pocentajes de las fases del ciclo celular en cultivos de 48 hrs tratados con
T-514 (5 uM) y MM-C (1 M) por 24 hrs. Donador 11: experimentos 1 y 2 . Donador 12:
experimento 3. i

No se observaron cambios de las proporciones de las fases
producidos por la T-514 a la concentracién de 5 pM por 24 h de

exposicién en los experimentos 1 y 2. Sin embargo en el experimento 3
se observa un incremento dos veces del control, en el porcentaje de
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células en la fase G, y como consecuencla también estan disminuldos
los porcentajes de S y G,/ M.

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

6.2. Salmonella typhimurium

Los resultados de la prueba de mutagenicidad con las cepas de
Salmonella typhimurium fueron negativos y confirmaron lo observado en
las pruebas de genotoxicidad en linfocitos (Tabla 6). No se observé
Induccién de mutaciones en ninguna de cllas en presencia o ausencia
de activacion metabdlica. La T-514 mostré 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 substancial cuando se
agregd la mezcla S9 en la cepa TA1537; aquelia disminuyé aun en las
concentraciones mas altas probadas, mientras que en las pruebas sin
activacion metabélica, 2500 veces mas pequefias, fue tdxica.

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 positives, con y sin actlvacion metabolica. A estas
concentraciones la T-514 tampoco fue téxica para estas cepas (Tabla 7).



TABLA 6. EFECTO DE LA T-514 SOBRE LA CEPA TA1537 DE
Salmonelia typhimurium

Concentracidn
pM

N° de revertantes/caja

- 58

N° de revertantes/caja

+ 59

TA 1537

0
46
92

Ac.PC
130

16
18
57

1+

H

2.5
2.51
2.08

8.08

0
92
232
464
9-AAC
735

38
23.5

210

I+ |+ 1+ |+

[} 4

3.5
0.5
4.2
3.5

119

0

]

23

46
2-AAC

735

1O

234

I+

2.7

264

0
46
92

185
232
464
9-AAC
735
2-AA
24

et e I e

323

I+

I+

0.3 10

20
11

112
123

I+ [+ |+ |+ |+ |+

2

=0~
N en -
BaNg

35

t: toxicidad; Ac.PC: Acido plcrolonico; 9-AAC: 9.Aminoacridina;
resultados san el valor promedio + la desviacion estandar

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

Concetitracién N° de revertantes/caja N° de revertantes/caja
UM -89 + S9
TA 98
0 16 + 1.52 -
46 20 + 057 =
92 18 + 07
Ac. PC
180 57 % 16.3 -
0 35 + 26 31 + 2.82
92 355 + 3.6 305 + 07
232 38 ¢ 05 325 &+ 07
464 235 + 4.2 26
Ac. PC
180 68 1+ 119 =
2-AA
24 . 401 + 81.75
TA 100
0 144 + 7 170 + 45
46 170 + 8.1 193 + 187
92 165 =+ 10 182 =+ 11
185 129 + 10 160 + 586
Ac.PC
180 340 + 31
2-AA
24 - 395 + 22

Ac.PC: Acldo picroldnico; 2-AA: 2-Aminoantraceno. Lus resultados son el valor promedio +
la desviacion estandar de tres cajas de Petti por concentracion.
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CAPITULO 7

DISCUSION

7.1 Cultivo de Linfocitos

7-1.1. Aberraciones cromasémicas

La toxina T-514 extraida de Karwinskia humbeoldtiana no produjo
aberraclones cromosdmicas en cultivos de linfocitos de sangre periférica
de donadores sanos. Los resultados indicaron que a las diferentes
concentraciones empleadas y al tiempo de exposicion de 24 h, no
aumento la incidencla de estos eventos en les linfocitos estimulados con
fitohemaglutinina. La MM-C es un agente alquilante bifuncional que
produjo aberraciones cromasdmicas e inhibicion mitética en todas las
células en las que se¢ ha estudiado; mientras que estos fendmenos
vcurren cuando el compueste se adicivna en cualyuier liempo durante el
ciclo celular, la sintesis y la mitosis son mas afectadas cuando se
administra durante la fase G, tardia o la fase S temprana (Crookec y
Bradner, 1976).

Existen escasos estudios sobre aberraciones cromosémicas
estructurales  inducidas por compuestos  antracenénicos 0
antraquinénicos en sistemas de mamiferos; uno de ellos reportd que la
hidrodantraquinona luteoskirina, molécula dimérica polihldroxilada y
metilada, Indujo aberraciones cromosOmicas estructurales e

71



hiperploidias en células tumorales dc ascitis de Erhlich. Sin embargo,
este dano se indujo en c€lulas resistentes que ya habian sobrevivido al
tratamiento idxico, el cual se prolongd por meses en presencia del
compuesto y aparentemente Ja seleccion con él indujo un proceso mayor
de transformacion: si el dano se produjo por el tratamiento o por la
inestabilidad genomica de las celulas o por las dos causas, fué una
cuestion que no evaluaron adecuadamente los autores ya que no se
realizaron controles de células resistentes mantenidas sin la luteosklrina
{Schachtschabel y cols., 1969),

7.1.2. Intercambios de Crométidas Hermanas

La induccién de ICH es uno de los parametros ampliamente
aceptados para probar el potencial genotdxico de compuestos quimicos
{WHO, 1985|. Los resultados nu mostraroa diferenclas en la frecuencia
de ICH para cada cancentracién, en ausencia o en presencia de
activacion metabolica; estos resultados coinciden con lo que reportan
Brugdeman y Van der Hoeven (1984) en relacién con la antraquinona
monomérica emodina. Este compuesto en cultivo de células de cobayo
chino V79 no indujo incrementos de ICH. Sin embargo. ¢l compuesto
1,4-hidroxiantraquinona mostré ser un inductor débil de ICH en el
mismo sistema utilizado (Westendorf y cols., 1990). De manera similar,
las hidroxiantraquinonas y carboxiantraquinunas estudiadas por Mian y
cols. {1991), incluyendo a la 1.4-hidroxiantraquinona, mastraron una
débil inducccidn de ICH sobre la linea celular V79/AP4, la cual carece de

la actividad monooxigenasa dependiente del citocromo p.450.

La induccion de ICH es un evento genotoxico, pero no
necesarlamente mutagénico, que ha sido utilizado ampliamente como un
indicador de actividad genotdxica de compuestos quimicos. En general,

los compuestos que lnducen mutaciones cromosomicas y/o génicas
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tamblén producen una clevacidn en la frecuencia de ICH (Perry y Evans,
1975; Latt y cols., 1980; Lambert y cols., 1982) por lo que los datos
obtenidos permiten sugeric que la T-514 no es mutagénica a las
concentraciones probadas. No se han reportado estudios de mutaciones
génicas cn linfocitos o lineas celulares por compuestos antraquinénicos a
antracendnicos.

7.1.3. Cinética de Proliferacion Celular e Indice Mitético

Existen varios estudios en los que medicamentos antineoplasicos
han sido evaluados por su capacidad de Interferir con la Cinética de
Proliferacion Celular (CPC) in vifro. En general, antineoplasicos que
afectan la estructura del DNA también son capaces de inhibir la
progresion del ciclo celular. El cis-platino (complejo de coordinacién) y el
Melfalan (mostaza nitrogenada) retrasaron la CPC pero no los
antimetabolitos b-Fluorouracilo, Metotrexate y 6-Mercaptopurina en
cultivos de linfocitos de sangre periférica estimulados con mitégeno
(Rojas v cols,, 1993].

La T-514 modificéd la respuesta de proliferacién en los linfocitos
humanos en ausencia de activacion metabolica. Se observé un retraso en
la CPC, es decir, aummentd la proporcidon de células que sélo efectuaron
un ciclo celular en 72 hrs de cullivo, resultades similares a los de 1a MM-
C cuya accién fue similar en concentraciones menores. La MM-C es un
potente agente alquilante que interficre con la sintesis de DNA. y se ha
demostrado que retrasa 1a CPC de los [infocitos (Ostrosky y cols, 1988)

La CPC se modifico ligeramente, en los linfocltos expuestos a la
toxina por dos horas en presencia y ausencia de la mezcla $9; este efecto
no fué tan evidente como con ¢l tratamiento por 24 horas sin la mezcla
S9. La Ciclofosfamida (CP), mutageno indirecto el cual requiere
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activacion metabdlica para canvertirse en mutageno, no modificé la CPC
en Ja concentracion usada en este estudio. Sin embargo, Madle (1981)
reporté una inhibicién de la CPC relacionada con la concentracion en

cultivos de linfocitos .

No se puede afirmar que el sistema microsomal hepatico afectod la
toxicldad de la T-514, lo cual pudiera explicarse por una posible unién
inespecifica entre aquella y las proteinas presentes en la fraccion S9,
interaccidon que se demostro entre la toxina y la albamina sérica humana
y bovina (n vitre (Caballero,1995). Sin embargo, se ha reportado que
algunas antraquinonas, mismas que dieron resultados positivos en la
prucba de mutagenicidad en Salmonelia, no mostraron ser mutagénicas
tanto en presencla o en ausencia de activacién metabdlica (Westendorf y
cols., 1990). El sistema de monooxigenasa dependiente del citocomo P-
450, presente en varios tejidos hepaticos ¢ extrahepaticos, parece jugar
un papel fundamental en la bioactivacion de antraquinonas a través de
la oxidacidn de la parte benzénica o fendlica. La emodina se reporté que
era activada por el sistema P-450 reconstituido (Tanaka y cols., 1987).
No obstante, podria también ser importante la via de bloactivacion
reductiva, Se conoce que lus cumpuestos yuindnicos como la menadiona
{Chesis y cols., 1984) o las antraciclinas (Gervasi y cols.. 1986) son
activados por flavoproteinas a través de la via reductiva que invalucra la
porcion quinena, la cual forma un radical semiquinona y, en la presencia
de oxigeno, forma anidén superdxido y otras especles reactivas (Kappus
H., 1988).

Mian y cols. (1987]) reportaron que la 1,4 hldroxiantraquinona
mostrd efectos citotdxicos en células V79 en ausencia de activacion
metabolica. toxicidad que tamblén se presenté con otras antraquinonas
probadas en presencia de fraccién microsomal; los autores explican estos
hallazgos como una consecuencia del «estrés oxidativo» Inducido por la
1,4 hidroxiantraquinona a través de la deplecién del glutation y la
formacioén del peréxido de hidrégeno.
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Hipétesis que coincide con lo reportado por Garza Ocafnas y cols
(1997) quienes encontraron que la T-514 producia radicales libres en
cultivo de hepatocitos primarios, los cuales fueron detectados por
fluoresceina desde la primera hora de exposicidn; ellos proponen que el «
estrés celular oxidativo » es uno de los mecanismos mediante el cual Ia
toxina produce su toxicidad. Por otro lado, la toxina a la concentracion
de 9.7 mM. mostré tener un efecto inhibitorio sobre la lipido peroxidacion
microsomal hepatica in vitro, lo cual Indicaba que ese no era el
mecaiismo de accion hepatotdxica (Garza-ocanas y cols., 1990). Sin
embargo, la T-514 sufre autoxidacion con la subsecuente generacton de
radicales libres dosis dependiente a partir de la hora de exposicién in
vitro (Zanatta y cols., 1992).

Los compuestos quimicos, como las quinonas. pueden activarse a
radicales intermedios por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Por
virtud de su estructura quimica, algunos compucstos pueden
autcoxidarse a un Intermediario radicalario. como un radical
semiquinona. Coincidente con este proceso de autooxidacion esta la
generacidén de metabolitos reactivos de oxigeno (Trush y cols.. 1982);
come cs cl caso del agente antincoplasico Adriamicina, del cual esta
demostrado que su actividad antitumoral se debe a la formacién de
radicales de oxigeno durante el ciclo redox de las células tumorales, y
estos radicales danan al DNA, proceso que ocurre cerca del DNA celular
(Kappus, 1986]. Sin embargo, se ha sugerido la existencia de lesiones
primarias al DNA como el dafno a una base y el dano provacado por
radicales libres pero que no necesariaumente involucran rompimientaos del
DNA (Bryant and Slijepcevic, 1993). Esto explicaria el por qué no se
encontraron rompimientos cromosomicos.

El IM de los cultivos de linfocitos es un indicador de la capacidad
proliferativa dc las células. Fue en este caso el parametro mas sensible
para cvaluar ¢l dano celular de la T-514 en tratamientos cortos. Los
resultados sobre la inhibicién de la proliferacion por la T-514 coinciden
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con los de Garza-Ocafias y cols.(1992) quienes probaron la T-514 en
cultivos primarios de hepatocitos de rata para cvaluar la capacidad de
afectar la integridad de la membrana, la funcién lisosomal y la actividad

metabdlica mitocondrial; estos aulures encontraron que a las 2 hrs de

cultivo a las concentraciones de 6-50 uM (3-25 pug/ml) no se observd

darno en la membrana celular; sin embargo, este se presentd en todas las
concentraciones probadas a las 6 y 24 hrs de tratamiento. Ademas, en
los hepatocitos se inhibid la funcién mitocondrial y la funcion lisosomal
en todas las concentraclones probadas después de 4 h de exposicion a la
toxina.

En el presente estudio se pudo detectar una inhibicidn casi
completa del IM, con sOlo 2 hrs de tratamiento con y sin activacion
metabolica, el S9 no produjo ninguna diferencla. El efecto citotéxico
producido por la T-514 se presenta por la autoxidacién y producir
radicales libres tempranamente y de este modo lmpedir que los linfocitos
estimulados sigan proliferando.

El DNA se dafia permanentemente por agentes genotdxicos
ambientales y por productos endogenos de reacclones celulares. Los
rompimientos del DNA activan a la poli(ADP-ribosalpalimerasa. la
activacién de esta enzima causa disminuciéon del NAD (dinucledtido
nicotin amida). una enzima que cataliza las modificaciones covalentes de
las proteinas con la polilADP-ribosa). Entre las proleinas aceptoras estan
las histonas y posiblemente otras proteinas de la cromatina. Los
polimercs modifican a las proteinas al inhibir su actividad y asi evitan un
dano mayor antes de que se liberen las endonucleasas.

La ribosilacion del ADP estéd involucrada en la disminucién de la
actividad enzimética total lo cual pudlera causar una detencidn temporal
de la replicacion semi-conservativa mientras que €l DNA se repara, y se

ha sugerido que este evento de control sucede en la fase G, del ciclo
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celular (Caria y cols., 1997). Ademas. se ha demostrado la capacidad de
reparacion de las lesjones tnducidas por compuestos quimicos durante el
primer ciclo celular en linfocitos humanos de sangre periférica
(Ponzanelll y cals., 1995). Por otra parte, Furukawa y cols. (1990)
menclonan que la induccion del gen cdc 2, que produce una proteina
cinasa (p34). controla el pasode G, a S en linfacitos T humanos.

El retraso del ciclu celular producide por la T-514 pudiera
explicarse de dos maneras: si hubiese dano al DNA no visible con los
parametros evaluados cn este estudio, este s€ repararia y modificaria la
velocidad el ciclo celular o, se puede deber a que la T-514 interactaa
directa o indirectamente con las proteinas reguladoras del ciclo celular.

7.1.4. Citometria de flujo

El analisis citométrico de flujo demostrd que la concentracion de 5
mM de T-514 por 24 hr, no incremento las proporcionegs de G, S 0 G,/M.
Cancentracion a la cual no se incremento la frecuencia de aberraciones
cromosémicas ni la de ICH, aunque se presentd inhibicién de la
proliferacion medida por la disminucion en el IR. Morris y cols (1989}
mencionan que la citometria de flujo mide facilmente las alteraciones en
la cinética de proliferacién de poblaciones celulares después de la
exposicion a un téxica, Agregan que la sensibilidad del analisis es
suficiente y las diferencias estadisticas en el efecto pueden ser
detectadas a concentraciones a las cuales la Induccion de otras
respuestas bivlégicas puede medirse.

Los datos no permitieron observar diferencias en las proporciones
de células en cada fase y poder corroborar de esta manera la inhlbicién
de la proliferacion celular; ¢sto posiblemente se debe a que la evaluacion

de los parametros de praliferaciém, se realizé en cultivos de sangre
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completa, con eritrocitos presentes, y se conoce que €l metabolismo de
los eritrocitos tienen influencia sobre lus resultados (Norppa y cols, 1983)
y €l andlisis citométrica se levé a cabo en cultivos de linfocitos
purificados. Mehnert y cols (1984) encontraron induccién de 1CH{ por el
selenito de sodio y el peroxido de hidrégeno en cultivos de sangre
commpleta. mientras que este efecto no se observd en cultlvos de linfocitos
purificados.

7.2. Salmonella typhimurizem

La T-514 mostrd resultados negativos en la prueba de
mutagenicldad en la cepa TAL1537, de Salmonella. typhtmurium. Krivobok
y cals. (1992) no encontraron un efecto mutagénica con antraquinonas
cdiméricas en las cepas TA98 y TAlOO0 y encontraron efecto en
antraquinonas monomeéricas como fisicion, dantréon y emodina en la cepa
TA1537 con activacion metabdlica. Se han reportado evidencias de la
mutagenicidad de los derivados antracendnicos, aunque las diferencias
estructurales parecen ser cruclales para la actividad de cada molécula.
Tikkanen y cols (1983] sugdirieron, con base en sus resultados en
Salrmonella, que las hidroxiantrayuinonas con uno a tres grupos
hidroxilos eran mutagénicas, mientras que compuestos con mas de tres
grupos hidroxilos carecian de esta actividad. Asimismo, Licberman y
cols. (1982) demostraron que la substitucion de grupos hidroxilos o
metilos en la posicidn 1 o en la posicidon 8, juegan un papel en la
mutagenicidad de estos compuestes. La T-514 es una antracenona
dimérica hidroxilada (seis grupos hidroxilo) metilada a la cual no sc le
detecté actividad mutagénica, caracteristicas y resultados que

concuerdan con lo propuesto por los autores antes mencionados.



Se ha demostrado que la T-514 es toxica en humanos, animales y
células. Esto se ha detectado en diferentes sistemas celulares
(levaduras,cultivo de lineas cclulares, cultivo primario de hepatocites,

linfocitos humanos] a concentraciones mayores de 50 pug/ml (100 uM).

Estudios citados anteriormente proponen al peroxisoma como €l organelo

blanco de la toxina en levaduras a la concentracion de 0.5 pg/ml (1 pMJ.

Los efectas de la T-514 scbre la proliferacion celular en los lnfocitos

humanos (2.5-5 uM) pudieran indicar ademas otro mecanismao de accién

al propuesto, en €l cual participen elementos o eventos que intervienen
en los mecanlsmos de divisidn celular, coma estructuras mitédticas,
proteinas reguladoras del ciclo celular o apoptosis.

Estos resultados senalan que la T-514 no Uiene actividad
genotdxica que afecte la estructura de los cromosomas © causeé mutacion
a nivel génico directa o indirectamente. AUn faltaria analizar estos
efectos in vive. La Informacién obtenida de este trabajo ayuda a integrar
los posibles mecanismos de accion de la toxina y subraya la lmportancia
de analizar los parametros de genotoxicidad y citotoxicidad de un

compuesto novel para una completa informaciéon toxicoldgica.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES
Y CONTRIBUCIONES

CONCLUSIONES

Se rechaza la hipotesis de trabajo. La T-514 no muestra actividad
clastogénica al evaluar las Aberraciones Cromosomicas Estructurales y
na produce daflo especifico en €l DNA (sintesis) al analizar los
Intercambios de Cromatidas Hermanas.

Se ve afectada la proliferacion celular, medida como la Inhibicién
del Indice de Replicacién y la Inhibicién del Indice Mitético en linfocitos
expuestas a la toxina T-514 en presencia y ausencia de activacion
metabdlica.

Se demostrd la utilidad de estos parametros de citotoxicidad para
detectar los efectos tempranos en linfocitos estimulados en cuitivo.

La T-514 no presentd actividad mutagénica., pero si mostrd
toxicidad en la cepa TA1537 del sistema de Ames en Sulmonellu
typhimurium .



RECOMENDACIONES

Los datos obtenidos en el presente trabajo determinaron la
toxicidad aguda in vitro de la T-514 en cultivos de linfocitas estimulados
con PHA, investigacion que podria continuarse con disefos in vivo y de
exposicion crdnica.

Investigar a nivel malecular y biaquimico si [a T-514 puede alterar

la regulacion génica en linfocitos humanos.

Analizar los parametros de genotoxicidad y citotoxicidad de otros
compuestos antraquinonicos y antracendnicos ¢n linfacitos humanos in
vitro.

CONTRIBUCIONES
Parte de este trabajo se publico en:

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

"GENOTOXIC EFFECTS OF Karwinskia humboldtiana TOXIN T-514 IN
PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES"

Ma. del Roble Velazco, Regina Montero, Emilio Rojas, Ma. Eugcnia
Gonsebatt, Montserrat Sordo, Alfredo Pifeyro and Patricia Ostrosky-
Wegman.
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