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Resumen

Los extractos de plantas medicinales han sido utilizados por la humanidad desde
la antigiedad para el tratamiento de diferentes enfermedades. Actualmente, con
los avances en diversas areas de la ciencia, el conocimiento tradicional y popular
sobre las plantas medicinales puede ser constatado y validado. Para ello normal-
mente se busca determinar si estas tienen potencialmente algin efecto deseado
contra alguna patologfa. Dentro de las diversas patologias que afectan al humano
se encuentra el cancer, que representa una de las principales causas de muerte
a nivel mundial. El cancer se define como un conjunto de enfermedades que
se caracterizan por diversas alteraciones a nivel celular que llevan a un exceso
de proliferacion y supervivencia de las células malignas, provocando anorma-
lidades en el funcionamiento del organismo. Este grupo de enfermedades se
ha vuelto un blanco importante de las investigaciones actuales. Por esta razon,
el estudio del efecto de extractos o derivados de plantas que puedan tener un
impacto sobre la viabilidad y supervivencia de células tumorales se ha vuelto de
vital importancia. Esto con el fin de encontrar diferentes y mejores alternativas
antitumorales basadas en derivados de plantas. En este capitulo se presentaran
algunos ejemplos de plantas que han mostrado un efecto citotéxico zz vitro fren-
te a lineas celulares tumorales, ademas se mencionaran moléculas obtenidas de
plantas que son usadas como medicamentos de primera linea contra el cancer,
y finalmente se describiran algunos de los principales métodos que permiten
corroborar la citotoxicidad potencial de extractos u otros derivados de plantas
sobre células tumorales y sanas. Se espera que al final del capitulo el lector tenga
una vision general del interés de estudiar la actividad citotoxica de derivados de
plantas sobre células tumorales.
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9.1. Introduccidon

Desde sus origenes, el ser humano ha utilizado la naturaleza para cubrir sus nece-
sidades elementales, tales como la produccion de alimentos, refugio, ropa, medios
de transporte, fertilizantes, saborizantes y medicinas. Las plantas han formado
la base de la medicina tradicional, por lo que el uso de estas y los métodos de su
aplicacion para el tratamiento de ciertas dolencias especificas se han transmitido a
través de la palabra, de generacion en generacion. Con el tiempo, la informacion
sobre la utilizacion de plantas medicinales se fue registrando en herbarios, lo que
permiti6 tener un mejor registro de las plantas con propiedades de interés para
el hombre (Balunas & Kinghorn, 2005). Histéricamente, los medicamentos a
base de hierbas se utilizaron como tinturas, emplastos, polvos, y tés, seguido de
formulaciones, y compuestos puros.

Los extractos de plantas medicinales han sido utilizados por la humanidad des-
de la antigliedad para tratar diferentes dolencias y, a pesar de que algunas de las
propiedades terapéuticas atribuidas a las plantas han demostrado ser erréneas,
la herbolaria medicinal se basa en los hallazgos empiricos de miles de afios y
ha logrado proporcionar medicamentos valiosos. Entre estos se encuentran los
analgésicos (morfina), antitusigenos (codeina), antihipertensivos (reserpina), car-
diotonicos (digoxina), antipaladicos (quinina y la artemisinina), y antineoplasicos
(vinblastina y taxol) (Gurib-Fakim, 2006; Ramawat, Dass & Mathur, 2009).

Actualmente, con los avances en botanica, fitoquimica, farmacologia, y toxico-
logfa, el conocimiento tradicional y popular sobre las propiedades medicinales
de las plantas debe ser constatado y validado. Para ello normalmente se busca
determinar si estas tienen potencialmente algun efecto deseado contra alguna
patologia. Dentro de las diversas patologias que afectan al humano se encuentra
el cancer, que representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
El cancer se define como un conjunto de enfermedades que se caracterizan por
diversas alteraciones a nivel celular que llevan a un exceso de proliferacion y
supervivencia de las células malignas (Hanahan & Weinberg, 2011), provocando
anormalidades en el funcionamiento del organismo.

Debido a los efectos devastadores del cancer, esta patologia se ha vuelto un blan-
co importante de las investigaciones actuales. Por esta misma razon, investigacio-
nes en todo el mundo se basan en probar el efecto de extractos o derivados de
plantas sobre la viabilidad y supervivencia de células tumorales. Esto con el fin de



272  INVESTIGACION EN PLANTAS DE IMPORTANCIA MEDICA

encontrar diferentes y mejores alternativas antitumorales basadas en derivados de
plantas. Para estos analisis de escaneo, se suelen utilizar lineas celulares tumorales
y se analiza si estos derivados de plantas son capaces de afectar su crecimiento,
y/o viabilidad. Para ello existen una vatiedad de pruebas de citotoxicidad dispo-
nibles, que se utilizan cominmente en laboratorios de investigacion.

En este capitulo se presentaran algunos ejemplos de plantas que han mostrado
un efecto citotdxico 7 vitro frente a lineas celulares tumorales, ejemplos de de-
rivados de plantas que son usados como medicamentos de primera linea contra
el cancer, y finalmente se describiran algunos de los principales métodos que
permiten corroborar la citotoxicidad potencial de extractos u otros derivados de
plantas.

9.2. Extractos de plantas con actividad citotéxica

La selecciéon de especies de plantas utiles en el desarrollo de medicamentos puede
basarse en dos estrategias principales: la seleccion aleatoria y los conocimientos
médicos tradicionales. Este ultimo enfoque incluye plantas usadas en sistemas
organizados de medicina tradicional como la herbolaria, el folclor, y el chama-
nismo, que han demostrado de manera empirica tener un efecto curativo (Pieters
& Vlietinck, 2005).

Los trabajos de Jonathan Hartwell muestran que las plantas han sido empleadas
en el tratamiento de enfermedades malignas desde hace 3500 afios (Graham,
Quinn, Fabricant & Farnsworth, 2000; Hartwell, 1982). Actualmente existen en
el mercado 175 medicamentos utilizados contra el cancer en Estados Unidos de
América, de los cuales aproximadamente el 75% son de origen natural (Newman
& Cragg, 2007). Ademas, hoy en dia aproximadamente el 25% de todas las rece-
tas médicas contienen uno o mas ingredientes activos derivados de plantas (Pan
etal,, 2013). A continuacién resumiremos algunos trabajos en donde se evalua la
actividad citotoxica de los extractos de diversas plantas empleadas en la medicina
tradicional de diferentes paises alrededor del mundo.

Alonso-Castro y su grupo de investigacién, sefialan que se han registrado
300 especies de plantas pertenecientes a 90 familias botanicas que son utilizadas
para el tratamiento del cancer, de los cuales s6lo 181 han sido analizados expe-
rimentalmente en México (Alonso-Castro et al., 2011). Tan s6lo 88 extractos
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han presentado actividad citotoxica 7z vitro, sobre lineas celulares de cancer. Un
total de 187 compuestos se han aislado, de los cuales 77 (41%) han demostrado
citotoxicidad y de los cuales, diecisiete principios activos no se han reportado en
otras especies de plantas, haciéndolos atractivos para su investigacién como po-
sibles moléculas antineoplasicas (Alonso-Castro et al., 2011). Como ejemplo de
estos estudios Mena-Rejon y colaboradores trabajaron con extractos de 9 plantas
obtenidas de la peninsula de Yucatan, y empleadas comunmente por los mayas.
Los extractos que obtuvieron fueron retados contra cuatro lineas celulares de
cancer humano: carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma de laringe (Hep-2),
adenocarcinoma de cérvix (Hel.a), carcinoma escamoso de cérvix (SiHa), y una
linea no tumoral, las células de rifién canino (MCDK). De los 16 extractos, 4
mostraron actividad contra células HEP-2; 5 contra células HelLa, 8 contra cé-
lulas SiHa y 4 mostraron efectos citotoxicos tanto en SiHa y Hel.a. Ninguno de
los extractos ensayados mostrd una citotoxicidad significativa en las células KB

y solo un extracto mostré alta actividad citotoxica sobre las células no tumorales
(MDCK) (Mena-Rejon et al., 2009).

En Sudamérica, un estudio realizado por Laundry de Mesquita y colaboradores
en el 2009, investigd el potencial citotéxico de 412 extractos derivados
de 50 plantas brasilefias utilizadas en la medicina tradicional, dichos extractos
se obtuvieron utilizando etanol, hexano, diclorometano y con una solucién hi-
droetanolica. Estos se probaron contra 4 lineas celulares: carcinoma de colon
humano (HCT-8), carcinoma mamario (MDA-MB-435), cerebro (SF-295), y
leucemia aguda (HL-60). Sus resultados muestran que de los 412 extractos,
28 presentan un efecto antiproliferativo importante a 50 pg/mlL, inhibiendo por
lo menos el 85% de la proliferacion de las cuatro lineas tumorales (de Mesquita
et al,, 2009).

En el sur de Asia, un trabajo muestra la actividad citotoxica de 23 extractos me-
tanodlicos derivados de 19 plantas medicinales de Bangladesh. I.a toxicidad fue
evaluada tanto en lineas celulares no tumorales (fibroblastos de ratén, NIH3T3,
y células de rinén de mono, VERO), como en malignas (Cancer de mama hu-
mano, MCF7 y MDA-MB-231, colon, HT-29, y cancer gastrico, AGS). En este
estudio los extractos de Aegicera corniculatum e Hymenodictyon excelsum mostraron
citotoxicidad no especifica, eliminando tanto a células sanas como cancerosas.
Mientras los extractos de Clitoria ternatea, Jasminum sambac, y Mussaenda glabrata,
entre otras, presentaron citotoxicidad sélo en las lineas malignas (Akter, Uddin,
Grice & Tiralongo, 2014).
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En Europa, Cattaneo y colaboradores, trabajaron en el 2015 con el extracto
hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero), donde observaron su poten-
cial quimioprotector y antiproliferativo en células de melanoma, A375. Ademas,
separaron compuestos puros derivados de dicha planta, pero observaron que
para lograr el efecto antiproliferativo era necesario el extracto completo, debido
a efectos multifactoriales de los componentes (Cattaneo et al., 2015).

También en Sudan, Africa, un pais con una tradicion herbolaria reconocida,
realizaron un estudio a 35 diferentes especies de plantas (65 extractos crudos).
Obteniendo que 3 especies vegetales Lawsonia inermis, Trigonella foenunr-graecum y
Ambrosia maritima tienen un potencial citotdxico sobre diferentes lineas celula-
res incluidas células de leucemia (CEM), cancer de colon (HCT116), células de
glioblastoma (U87) y una linea de rifién de embrién humano (HEK293), por lo
que los componentes activos de estas plantas pueden ser considerados como
candidatos prometedores para el desarrollo de agentes antitumorales (Saeed, Ab-
delgadir, Sugimoto, Khalid & Efferth, 2015).

Como estos, hay muchos otros ejemplos de investigaciones que son realizadas
alrededor del mundo con el fin de encontrar potenciales tratamientos sobre el
cancer, basados también en el estudio de la actividad citotéxica de extractos de
plantas, o derivados de estos, sobre diversas lineas celulares tumorales.

El conocimiento de las plantas medicinales y sus propiedades ha sido de gran im-
portancia para el desarrollo de nuevos medicamentos de una sola molécula que son
usados en el sistema moderno de la medicina (Ramawat et al., 2009). Esto se ha
demostrado por la alta utilizacion de agentes antitumorales como la vinblastina, la
vincristina y el paclitaxel, que son empleados ampliamente como agentes quimiote-
rapéuticos de primera linea frente a diversos tipos de cancer (Ramawat et al., 2009).
A continuacién daremos mas detalles sobre éstos y otros agentes antineoplasicos.

9.3. Derivados de plantas: farmacos con actividad antitumoral

Para obtener medicamentos seguros, utiles y eficaces, es importante estudiar
el efecto citotéxico de plantas con potenciales usos medicinales. A finales del
2013, la FDA habia aprobado el uso de 547 productos naturales, incluyendo
sus derivados, representando mas de un tercio (38%) de todas las nuevas enti-
dades moleculares aprobadas por la FDA (Patridge, Gareiss, Kinch & Hoyer,
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2015). Dichos medicamentos incluyen tratamientos para el cancer, enfermeda-
des neuroldgicas, cardiovasculares, metabdlicas e inmunolégicas, y desérdenes
genéticos (Patridge et al., 2015). Diez derivados de plantas son farmacos ac-
tualmente utilizados clinicamente para varios tipos de canceres: 1) el Paclitaxel
y 2) Docetaxel, obtenidos a partir de especies de Taxus; 3) la vinblastina, 4) la
vincristina, 5) vindesina y 6) vinorrelbina de Catharanthus roseus; 7) el topotecan
y 8) el irinotecan, obtenidos a partir de Camptotheca accuminata; y 9) el etopdsido
y 10) el tenoposido, obtenidos de Podophylium peltatum (Patwardhan, Warude,
Pushpangadan & Bhatt, 2005). A continuacion se daran mas detalles sobre cada
uno de estos farmacos.

El Paclitaxel (Taxol) y Docetaxel (Taxotere) son diterpenos aislados de la
corteza de Taxus brevifolia. A pesar de que el interés por este arbol se dio en
1960, ya se conocian las propiedades medicinales del arbol del tejo desde siglos
atras. A este arbol se le denominaba «arbol de la muerte» por sus caracteristicas
venenosas; las tribus norteamericanas las usaban como desinfectante, para pro-
vocar el aborto, asf como para el tratamiento del cancer de piel (Nicolaou, Guy
& Potier, 1996). En 1964 el Instituto Nacional de Cancer (NCI, por sus siglas
en inglés) encontré que un extracto de la corteza Taxus brevifolia, era toxico para
los cultivos de células de leucemia. Sin embargo, el aislamiento del compuesto
responsable de la citotoxicidad fue realizado en 1967 por Mansuck C. Wani y
Monroe E. Wall y lo nombraron Taxol, ya que comparte similitudes quimicas
con la familia de taxanos, ademas de que se obtuvo de una planta del género
Taxus (Orbelies y Kroll, 2004). El mecanismo de accién del paclitaxel y doce-
taxel, ambos compuestos conocidos como taxanos, consiste en su unién a los
microtubulos, afectando de manera dinamica la division celular e induciendo la
muerte de las células en constante replicacion (Rowinsky & Donehower, 1995;
Tannock & Hill, 1998).

El paclitaxel comenzo a utilizarse en 1993 en el tratamiento del cancer de ovario,
de pulmon, sarcoma de Kaposi, y cancer de mama, mientras que el docetaxel se
aprobo en Estados Unidos en 1996 para su uso en cancer de mama (Shu, 1998).
Estos farmacos atacan preferentemente a las células cancerosas, ya que se dividen
con mayor frecuencia que las no tumorales. Sin embargo, existen células norma-
les con una alta tasa de proliferacién, como los linfocitos y los foliculos pilosos,
que con frecuencia son afectados por el uso de estas terapias. Esta afectacion
tiene como consecuencia la depresion del sistema inmune, el retraso de las san-
ciones nerviosas, nauseas y pérdida de cabello (Tannock & Hill, 1998).
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La Vinblastina (Alkaban-AQ, Velban) y Vincristina (Oncovir, Vincasar)
se aislaron de una planta usada para el tratamiento de la diabetes: Catharanthus
rosens (Vinca de rosada) (Cragg et al., 1994). Posteriormente con modificaciones
quimicas se logré obtener compuestos semisintéticos como la Vinorelbina (Na-
velbine) y Vindesina (Eldisine) (Newman, Cragg & Snader, 2000; Newman,
Cragg & Snader, 2003; Newman & Cragg, 2007).

LLa vincristina junto con otros medicamentos se emplea para tratar leucemia lin-
focitica infantil aguda, cancer de cervicouterino, de colon, de mama, entre otros
carcinomas (de Moura, de Se Silva, de Oliveira, Diniz & Barbosa-Filho, 2002).
La vinblastina se ha empleado para tratar el linfoma de Hodgkin, carioepitelio-
ma y cancer de ovario (Silva, Moura, Oliveira, Diniz & Barbosa-Filho, 2003). La
vinorelbina, se utiliza para el tratamiento de cancer de pulmoén no microcitico y
para las metastasis de cancer de mama (Vega-Avila, Velasco-Lezama & Jiménez-
Estrada, 2006), mientras que la vindesina es empleada para tratar leucemia, lin-
foma, melanoma, cancer de mama y de pulmoén (Ohta et al., 1993).

Estos compuestos son alcaloides que se unen a la tubulina, evitando la polimeri-
zacion de los dimeros de tubulina y por ende la formacién de los microtubulos,
los cuales son de vital importancia para la formaciéon del huso en la célula que
entrara en mitosis. Cuando el complejo tubulina-alcaloide se une a los microtd-

bulos trae como consecuencia que la célula en division, sea arrestada en la fase
M del ciclo celular (Warber, 1999).

LLa Camptotecina fue aislada de la Camptotheca acuminata, arbol de ornato chino,
sus extractos fueron investigados en la década de los 50 como fuente de sapo-
ninas esteroidales para su posterior conversion en cortisona (Cragg et al., 1994),
observandose que el principio activo era la camptotecina (Oberlies & Kroll,
2004). Sin embargo, debido a la alta toxicidad de la sal sédica de la camptotecina,
la evaluacion clinica de este extracto fue suspendida (Newman et al., 2000). Y fue
hasta 1985 que el interés por esta molécula se retomo debido a que su mecanismo
de accién que involucra a la topoisomerasa I, una enzima encargada del relaja-
miento del ADN durante la replicacion (Cragg & Newman, 2004). Esta molécula
fue modificada quimicamente y se obtuvieron distintos compuestos quimicos
como el Topotecan (Hycamtin), aprobado posteriormente para el tratamiento
contra el cancer de ovario en 1996 en Estados Unidos (Shu, 1998), el Irinotecan
(Camptosar), usado en Japon desde 1994 y posteriormente aprobado en EUA
en 1996, para tratar el cancer colorrectal, ovario, y pulmén (Oberlies & Kroll,
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2004; Shu, 1998). Otros compuestos derivados de la camptotecina son el 9-ami-
no camptotecina (9-AC) y 9-nitro-camptotecina (9-NC) los cuales presentaron
un mayor efecto citotoxico que la irinotecan y la topotecan (Shu, 1998), pero los
estudios clinicos de fase dos en los que se emplea la 9-aminocamptotecina no
mostraron actividad en contra de cancer colorectal ni de pulmén (Takimoto &
Thomas, 2000). Por otro lado la 9-nitro-camptotecina ha sido probada en pa-
cientes con sarcoma avanzado y cordoma (fase II), donde se obtuvo que 9-NC
tiene actividad modesta en el retraso de la progresion en pacientes con cordoma
metastasico, y esta asociado con toxicidad moderada y muestra pocos beneficios
en pacientes con sarcoma de tejidos blandos avanzado (STB) y tumor del estro-
ma gastrointestinal (GIST) (Chugh, 2005). Por lo que tan solo el irinotecan y el
topotecan son los tnicos derivados de la camptotecina, que se emplean clinica-
mente (Takimoto & Thomas, 2000).

Estos estudios corroboraron que el bloqueo de la actividad de la topoisomerasa I
puede ser usado como blanco terapéutico, ya que esta enzima se ha encontrado
sobreexpresada en los tumores malignos (Husain, Mohler & Seigler, 1994). La
camptotecina y sus analogos (CPT’s) actian al enlazarse con el ADN-Topo I, lo
que estabiliza dicho complejo divisible, evitando asi la liberacién del ADN y por
lo tanto la replicacion (Fan, Weinstein, Kohn, Shi & Pommier, 1998).

El Etoposido y Tenipdsido son derivados semisintéticos provenientes de un lig-
nano conocido como podofilotoxina 1, extraido de la planta Podophyllum peltatum.
Estos farmacos resultan utiles en el tratamiento de neoplasias como linfomas,
leucemias agudas, sarcoma de Kaposi asociado a al sindrome de la inmunodefi-
ciencia adquirida, y canceres de pulmoén, ovario, testiculo, vejiga, y cerebro (Xiao
et al., 2004). La podofilotoxina 1 es un potente inhibidor de la polimerizacion
de la tubulina y es empleado como tratamiento topico para verrugas genitales
causadas por algunos tipos de virus del papiloma humano (VPH) y otras verru-
gas externas, este compuesto se comercializa bajo el nombre de Condylox (gel)
y Wartec (solucion o crema) (Xu, Lv & Tian, 2009). El etopdsido y tenipdsido
actuan como inhibidores de la topoisomerasa II, una enzima nuclear que resuelve
diversos problemas topolégicos del ADN, los cuales surgen en procesos biolégi-
cos involucrados en la divisioén celular, tales como trascripcion, recombinacion-
replicacion y reparacion cromosomica (Alton y Harris, 1993). Tanto el etoposido
como el tenipdsido han sido sometidos a modificaciones estructurales, esto para
mejorar su eficiencia clinica asi como para superar algunos problemas asociados
a su uso como el desarrollo de resistencias, mielosupresion, y baja biodispo-
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nibilidad por via oral. Algunos productos generados son TOP53, GL.331, y el
etopofos (Abad-Reyes et al., 2008).

Los compuestos anteriormente mencionados son un claro ejemplo de la utilizacion
de derivados de plantas como tratamientos efectivos contra neoplasias. Esto incen-
tiva la busqueda de otros derivados de plantas que permitan la caracterizacion y uti-
lizacion de nuevas moléculas utiles para el tratamiento del cancer. Para el estudio de
estos efectos es importante verificar si estos inducen la muerte de la célula. Antes se
buscaba que estos fueran capaces de inducir apoptosis, sin embargo ahora se sabe
que existen diversos tipos de muerte celular, de formas novedosas y utiles para el
tratamiento de diferentes tipos de cancer resistentes a las terapias convencionales.
A continuacion se detallara como diferenciar una célula muerta de una célula viva
y se presentan los principales tipos de muerte conocidos.

9.4. Muerte celular: Un objetivo clave de extractos de plantas
con actividad antitumoral

La muerte celular es un proceso altamente complejo, mediante el cual la célula
activa su propia maquinaria y se autodestruye. Como se menciona anteriormente,
las células cancerosas tienen defectos a nivel celular que las vuelven resistentes
a este proceso fisiologico y juegan un papel crucial en el crecimiento tumoral.
Por esta razon, el estudio de la muerte celular se ha vuelto de gran interés, con
el fin de poder reactivar este proceso alterado en las células de cancer. A través
de estos ultimos afios se han adquirido conocimientos que permiten una mejor
comprension de los procesos que la célula lleva a cabo para autodestruirse. El
analisis de la muerte celular ha ido mejorando con la adquisiciéon de nuevos y
mejores datos generados a partir de los avances tecnoldgicos en la microscopia,
citologfa, inmunologfa, biologia molecular, bioquimica, entre otras ramas de las
ciencias naturales.

Desde un punto de vista conceptual, la muerte celular, puede ser definida como
la degeneracién permanente de las funciones celulares vitales. Sin embargo, el
limite preciso entre una alteraciéon reversible en la homeostasis y una pérdida
irreversible de las actividades celulares es dificil de identificar. Para ello el Comité
de Nomenclatura de la muerte celular (NCCD) (Galluzzi et al., 2012) propuso
tres criterios para identificar a las células muertas, y cuatro procesos celulares
que son considerados puntos no reversibles de una célula moribunda (Tabla 1).
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La pérdida de la integridad de la membrana plasmatica,

Crlt’en‘os llevando a la destruccion de la identidad celular
morfologicos y
moleculares para La fragmentacion de la célula (incluido su nuicleo)

identificar a una

R La fagocitosis de la célula, por células
célula muerta

dotadas con actividad fagocitica

LLa activacion masiva de proteasas «de muerte»

«Puntos de no (Ej. caspasas)

regreso» que Pérdida del potencial membranal mitocondrial
identifican a una
célula moribunda Permeabilizacién de la membrana mitocondrial

Exposicion extracelular de fosfatidilserina

Tabla 1. Criterios establecidos por el Comité de Nomenclatura de la nerte celular para identificar a

una célula muerta y diferenciarla de una célula moribunda

Se considera que una célula esta comprometida a morir, cuando reune al menos
dos puntos de no regreso al mismo tiempo. Si sélo uno de ellos es detectado, la
célula podria evadir la muerte, por lo que es importante evaluar al menos dos de
estos parametros. Por otro lado, sila célula cumple con al menos uno de los
3 criterios que identifican a una célula muerta, se puede asegurar que la célula ha
perdido sus funciones vitales.

Dependiendo del mecanismo de muerte celular activado por un agente citotoxi-
co, la muerte puede ser clasificada en muerte celular accidental (MCA) y muerte
celular regulada (MCR) (Galluzzi et al., 2014). I.a MCA es un tipo de muerte
practicamente instantanea, causada por agravios severos, fisicos (altas tempe-
raturas o presiones), quimicos (detergentes potentes o variaciones en el pH) o
mecanicos, insensibles a cualquier tipo de intervencion farmacolégica o genética.
Este proceso no involucra la activacién de la maquinaria celular y, aunque puede
ocurtir 7z vivo (por ejemplo en traumatismos severos), no puede ser prevenida ni
modulada. Esto implicaria la falta de selectividad y dafio en tejidos sanos circun-
dantes. Por otro lado, la MCR involucra la activacion de una maquinaria molecu-
lar codificada genéticamente. Ademas, este proceso generalmente culmina en la
eliminacion fisiolégica por fagocitosis de la célula muerta o moribunda, debido a
la exposicion extracelular de fosfatidilserina en la membrana plasmatica, evitando
dafos colaterales causados por la induccion de este proceso. Por estas razones es
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importante discernir si la muerte celular inducida por algun derivado de planta
induce MCA o MCR, ya que las consecuencias fisiologicas de estos dos tipos de
muerte son muy diferentes.

La comprension de ciertas caractetisticas de los procesos de muerte nos ayuda a
entenderlos mejor y por lo tanto a saber cémo explotarlos en situaciones en que
las células sufren de su desregulacion, como en el caso del cancer. A continuacion
se describen brevemente tres de los tipos principales de MCR.

* Apoptosis: Es el tipo de MCR mas estudiado, y se manifiesta morfologica-
mente por la formacién de ampollas en la membrana, la activacion de caspasas
(cistein-proteasas de muerte), la condensacion nuclear y picnosis, la reduccion
del volumen citoplasmatico, y la fragmentacion nuclear y celular (Galluzzi et
al., 2012). La activacién bioquimica de la apoptosis se produce a través de
dos vias generales: la via intrinseca, que lleva a la activacion de la caspasa 9y
la via extrinseca, proveniente de la activacion de los receptores de muerte de
la superficie celular, y que resulta en la activacion de la caspasa 8 o 10. Estas
convergen en la activacion de las caspasas efectoras, 3, 6, y/o 7, que llevan al
corte de sustratos que dan a la célula moribunda sus caracteristicas morfologi-
cas distintivas (Kroemer et al., 2009).

* Autofagia: LLa muerte por autofagia es un proceso en el cual el citoplasma
y los organelos son secuestrados masivamente en vesiculas con doble mem-
brana, que luego son fusionadas con lisosomas, llevando a la degradacion del
contenido dentro de estos autofagolisosomas. Este proceso tiene funciones
homeostaticas y de biosintesis, y ocurre durante el desarrollo pero también
en situaciones de estrés. Se ha demostrado que las proteinas beclin-1, LC3,
y AMBRA1, ATG5, ATG6, y ATG12, son necesarias para la induccion de la
autofagia (Galluzzi et al., 2012; Kroemer et al., 2009).

* Necrosis regulada: La definicién de necrosis hasta hace poco era negativa,
ya que se consideraba como el tipo de muerte celular accidental. Sin embargo,
ahora se sabe que es un tipo de muerte que puede ser regulada y que ademas
tiene una importancia fisiologica. L.a necrosis regulada se caracteriza morfologi-
camente por granulacion citoplasmica e hinchazén de la célula. Muchas formas
de MCR comparten estas caracteristicas morfoldgicas distintivas (necroptosis,
parthanatos, ferroptosis, pyroptosis, entre otras) debido a que sus mecanismos
moleculares pueden estar interconectados y ser activados por una innumerable
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cantidad de estimulos. Los actores que participan en estos mecanismos depen-
den de la naturaleza del estimulo y el tipo celular en donde ocurre, llevando a
diferentes resultados dependiendo del contexto celular particular.

Independientemente del tipo de muerte celular inducida, cuando se quiere eva-
luar el efecto citotéxico de un compuesto dado, es importante saber distinguir
si la célula, después del tratamiento, esta muerta, en proceso de muerte, o €s
viable. Para ello existen diversas pruebas que pueden ayudarnos a determinarlo.
En la Tabla 2 presentamos los principales métodos empleados en los labora-
torios de investigacion para determinar si la célula estd muerta/moribunda, o
es viable.

Basados en la Tabla 2, a continuacién presentaremos los principales métodos
para estudiar la muerte celular 7z vitro. Se presentaran algunos de los métodos
mas empleados que permiten corroborar la citotoxicidad de diferentes extrac-
tos de plantas, asi como de otros farmacos y productos tanto naturales como
artificiales.

9.5. Meétodos para el estudio de la actividad citotéxica in vitro

Existe una gran variedad de modelos biologicos que sirven para estudiar el efecto
citotoxico de un determinado agente. Estos modelos pueden dividirse en dos: 7
vivo e in vitro, dependiendo de si se hacen en un organismo o en células aisladas,
respectivamente. En este capitulo nos enfocamos en estudios z vitro para evaluar
el efecto citotoxico de un determinado agente, debido a las ventajas que este
modelo ofrece.

Las pruebas 7z vivo son aquellas que utilizan animales para probar los efectos
sobre un organismo. Estos modelos, también llamados modelos preclinicos,
son indispensables antes de utilizar algin farmaco en pruebas clinicas que
involucran pacientes. Sin embargo, cuando lo que se quiere es hacer un ana-
lisis general sobre los efectos de extractos de plantas o derivados de estos, el
primer paso, antes del uso de modelos preclinicos, es utilizar los ensayos 7
vitro. Ademas, los modelos 7 vitro son mas apropiados cuando se quiere eva-
luar de manera general el efecto de un agente sobre células con caracteristicas
tumorales o no tumorales. Ya que estos modelos nos permiten observar los
efectos a nivel celular del agente a evaluar sobre una variedad de cultivos celula-
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Caracteristicas de la
célula que se desea

Método a emplear

determinar
— Técnicas de microscopia: Marcaje con
Azul de tripan
La pérdida de la — Técnicas espectrofotométricas: Ensayo de
integridad de la LDH

membrana plasmatica —

Microscopia de Fluorescencia y
Citometrfa de flujo: Marcaje con Yoduro

de propidio

Identificacion
de una célula La fragmentacion de
muerta la célula (incluido su

nucleo)

Técnicas de microscopia: Visualizacion en
microscopio 6ptico, Marcaje fluorescente
Hoechst

La fagocitosis de la
célula

Técnicas de microscopia: Visualizacion en
microscopio 6ptico

— Microscopfa de Fluorescencia y

Citometrfa de flujo: Marcaje de célula
fagocitica y de célula fagocitada

La activacién masiva de
proteasas «de muerte»

(Ej. caspasas)

Técnicas espectrofotométricas: Analisis
de actividad enzimatica

Microscopia de Fluorescencia y
Citometrfa de flujo: Deteccion de caspasa
activa, Andlisis de actividad enzimatica

Pérdida del potencial
membranal mitocondtial

— Técnicas espectrofotométricas: Reduccion

de sales de tetrazolio

Identificacion 0 actividad - ; ' '
de una célula rr(litocon drial) — Citomettfa de flujo: Marcaje con TMRE
moribunda

Permeabilizacién de la
membrana mitocondrial

Microscopia de Fluorescencia y
Citomettfa de flujo: Marcaje con TMRE,
Marcaje de proteinas del espacio
intermembranal de las mitocondrias

Exposicion extracelular
de fosfatidilserina

— Microscopia de Fluorescencia y

Citometrfa de flujo: Marcaja con
Anexina-V

Tabla 2. Principales métodos usados para identificar a una célula nmerta

) diferenciarla de una célula moribunda
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res. Ademas estas pruebas han demostrado correlacionarse a los resultados en
pruebas 7z vivo, siendo mas rapidas, de menor costo, y no implican el cuestio-
namiento bioético por el uso de animales sobre agentes atin desconocidos. Asi,
los ensayos 77 vitro permiten seleccionar sustancias con actividad biolégica, que
posteriormente puedan ser caracterizadas con mayor detalle y sujetas a ensayos
preclinicos que permitan garantizar una mayor seguridad para su utilizacion en
pruebas clinicas.

A continuacion se describiran los métodos mas empleados, para probar la cito-
toxicidad de compuestos frente a lineas celulares, 7 vitro.

9.5.1. Analisis mediante técnicas de microscopia

9.5.1.1. Observacion de las células tratadas con los extractos empleando
el miicroscopio invertido

La morfologia de las diferentes lineas celulares que estan en estudio puede ser
examinada con el microscopio invertido, antes y después de ser tratadas con los
extractos o sustancias a estudiar. Este ensayo es muy sencillo y basico, y sirve
para observar directamente los cambios originados por la sustancia en estudio,
sobre las células tratadas.

El protocolo consiste en sembrar las células a la confluencia deseada, si son cé-
lulas adherentes se deben dejar adherir incubadas en la incubadora a 37°C (pata
permitir la adhesién celular al fondo de la placa) y posteriormente se coloca la
sustancia a probar y de nuevo se incuba. Los cambios pueden ser observados
a las horas subsiguientes de haber colocado la sustancia que se desea probar.
Posteriormente, se observan al microscopio comenzando con el objetivo mas
bajo hasta el de 40X o mas, dependiendo del microscopio y su poder de reso-
lucién. Un ejemplo de como se observan las células al microscopio después de
su tratamiento con un extracto de planta que causa citotoxicidad se muestra en

la Figura 1.

La limitacion principal de este método es que es cualitativo, y su resultado sélo
nos brinda una idea morfolégica de lo que le esta pasando a la célula tratada,
comparada con la célula sin tratamiento.
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Sin tratamiento Tratadas con extracto

MCF7

- -HEPGz

Figura 1. Muestra dos lineas celulares: MCFE7 (adenocarcinoma mamario humano) y HEPG2
(Hepatocarcinoma humano), sin tratar (Control negativo) y tratadas con un extracto de planta.
Se observa una disminucion en el niimero de células y cambios morfoligicos en las diferentes lineas

celulares tratadas, con respecto al control

9.5.1.2. Uso del colorante de exclusion Azul tripan

Se emplea una solucién azul tripan (acido (37,3°Z)-3,3’-[(3,3’-dimetilbifenil-
4,4°-diil)di(1 Z)hidracin-2-il-1-ilideno]bis(5-amino-4-oxo-3,4-dihidronaftale-
no-2,7-disulfénico) al 0.4%, preparada en 0.81% de cloruro de sodio y 0.06%
fosfato de potasio dibasico. Es un colorante vital que no se absorbe por células
viables sanas. Cuando las células son dafiadas o estan muertas y su membrana
esta comprometida, el azul de tripano puede entrar a la célula, permitiendo a la
célula muerta ser contada. Es un método de tincién por exclusion y sus aplica-
ciones son en ensayos de citotoxicidad y proliferacion.

Este ensayo puede realizarse tanto de forma cualitativa o cuantitativa. Para el
analisis cualitativo, se aflade directamente en el cultivo celular el colorante azul
de tripan, y después se observan las células directamente en el microscopio. Las
células con membrana plasmatica permeabilizada (muertas) se observaran azules,
debido a que el colorante habra penetrado, mientras que las células con la mem-
brana plasmatica intacta (vivas) no se veran azules (Figura 2).

Para hacer una evaluacion cuantitativa del porcentaje de células muertas se deben
tener las células en suspension, se toman cierto volumen de dichas células (por
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Células tenidas: muertas

Células no tenidas: vivas

Figura 2. Vista al microscopio de células teitidas con azul tripan, donde se observan células

refringentes (vivas) y células a las cuales el colorante ha penetrado (muertas)

ejemplo 20 uL) y se les adiciona el mismo volumen del colorante azul tripan (en
este ejemplo, 20 pl.), y se homogeniza la mezcla. Se toman 10 ulL. de dicha mezcla
y se colocan en un compartimento de la cimara de conteo (en este ejemplo se
utilizé una camara Neubauer, (Figura 3). Y posteriormente se deja reposar de
1-3 min para que las células se asienten, y a continuacion se procede a observar la
camara de recuento en el microscopio 6ptico (objetivo 10X para enfocar el area de
la cuadricula y posteriormente a 20X o 40X para realizar el conteo de las células).
Las células viables son refringentes y las células muertas se tifien de azul (Figura 2).
Si el nimero de células es muy elevado, se pueden hacer diluciones sin olvidar de
tomar el factor de dilucion, a la hora de hacer el recuento total de células.

Figura 3. Camara de Neubaner. Representacion grafica de la cimara de Nenbauer

Y los cuadrantes en los que se divide
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Para medir el porcentaje de células muertas se obtiene un porcentaje de las cé-
lulas azules, con respecto al total (incluyendo en el conteo las células azules y de
las refringentes), tanto de la muestra sin tratamiento y de la muestra tratada, para
verificar el efecto del agente a evaluar.

Existen muchos tipos de camaras de conteo que permiten evaluar cuantita-
tivamente el nimero de células vivas y muertas. Y, aunque todas las camaras
de recuento se utilizan para determinar el numero de particulas por unidad
de volumen de un liquido, cada tipo de camara tiene una férmula de valo-
racién que permite determinar el nimero de particulas por volumen. Esta
férmula depende de la superficie contada, la profundidad de la camara, de
la dilucién utilizada, y del tipo de célula que se va a evaluar. Ademas ahora
existen contadores automatizados, como el TC20™ de BioRad, el cual, cuenta
las células empleando la tecnologia de enfoque automatico y un algoritmo
de recuento de células. Otro ejemplo de contador celular automatizado es el
Countess 11 FLL de Thermo Fisher Scientific, el cual se basa en la deteccién
por fluorescencia, mediante el uso de cubos de luz LED EVOS™. También
se encuentra en el mercado el NucleoCounter® NC-200™ de Chemometec,
el cual se basa en la tecnologia patentada llamada Vial- Cassette y utiliza
tintes fluorescentes (naranja de acridina y DAPI). Finalmente también esta
disponible el Scepter™ 2.0 Cell Counter de Merck Millipore, un contador
automatizado portatil, cuya tecnologia se basa en detectar las células por
cambios en la impedancia.

9.5.2. Ensayo clonogénico

El ensayo de formacion de colonias o ensayo clonogénico es un ensayo de super-
vivencia de las células 7z vitro basado en la capacidad de una sola célula de crecer
en una colonia, que debe consistir de por lo menos 50 células. Este ensayo es
el método de eleccion para determinar la muerte celular reproductiva después
del tratamiento con radiacién ionizante, pero también se puede utilizar para de-
terminar la eficacia de otros agentes citotoxicos. Sélo una fraccioén de células
sembradas conserva la capacidad de producir colonias.

Para realizar este ensayo se deben sembrar las células en diluciones apropiadas
para formar colonias en 1-3 semanas, se siembran en placas de 6 pozos, y debe
de sembrarse un numero menor para los controles que no recibiran tratamien-
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to, para evitar la fusiéon de colonias y no dificultar el conteo de las mismas. Se
adiciona el tratamiento a diferentes concentraciones y se incuba por el tiempo
deseado (usualmente 24 h), pasado dicho tiempo se retira el medio, se coloca
medio fresco y se deja incubar por 8 d (o mas, dependiendo del crecimiento de
los controles), a 37°C en una atmosfera controlada, revisando el crecimiento
de las células cada 48h. Concluyendo los 8 d se retira el medio y se fijan las
células con 0.5 mL de metanol: acido acético (3:1) y se dejan incubar a -20°C
durante 30 min. Pasado este tiempo se retira el metanol: acido acético y se
lava la placa con PBS (buffer fosfato salino), después de retirar el buffer se
adiciona el colorante cristal violeta y se incuba a 37°C durante 4 h. Finalmente,
se retira el tinte y se realizan lavados con PBS para quitar el exceso de cristal
violeta (Figura 4).

Para realizar un analisis cuantitativo del ensayo, se procede a contar cada colo-
nia (un grupo de mas de 50 células) formada tanto en el control sin tratamien-

| . l .

Sin tratamiento 0.125mg/mL extracto 0.5mg/mL extracto

Figura 4. Ensayo clonogénico o de formacion de colonias. A) Morfologia macroscdpica de las colonias
de la linea de melanoma murino (B16510). Sin tratar y tratadas con un extracto de planta.
B) Morfologia microscipica de las células B16F10 sin tratamiento y tratadas con un extracto de
hierbas. VVistas con aumento de 10X, 20X y 40X respectivamente
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to, como los ensayos tratados. Las ecuaciones para el analisis cuantitativo son
(Franken, Rodermond, Stap, Haveman & van Bree, 2000):

# de colonias contadas en el control

Eficiencia de Plagueo (EP) = @

# de células sembradas
Ecuacion 1. Eficiencia de plagneo
# de colonias formadas después del tratamiento

Fraccion de supervivencia = (2)
H# de células sembradas x EP

Ecuacion 2. Fraccion de Supervivencia

La Eficiencia de Plaqueo (PE) es la relacion entre el nimero de colonias y el
numero de las células sembradas. La PE depende de la linea celular empleada,
es decir diferentes lineas celulares tienen diferentes eficiencias de plaqueo, por
lo que se debe calcular para cada linea a emplear. Ademas, se conoce que cuan-
do células no tratadas son sembradas como una suspension de una sola célula,
es decir a densidades bajas de 2-50 células, estas creceran en forma de colonias
(Franken et al., 2006). La fraccion de supervivencia (FS) es el numero de colonias
que surgen después del tratamiento de las células, expresada en términos de PE.
Siendo la S, el resultado cuantitativo que nos indica la porcion de células que
sobrevive al tratamiento y, por lo tanto, que tan efectiva es la sustancia utilizada
para inhibir la capacidad replicativa de la célula.

9.5.3. Microscopia de fluorescencia

LLa microscopia de fluorescencia es una herramienta utilizada en muchas areas de
la biologfa celular. Existen colorantes fluorescentes proporcionan mucha informa-
cion, dependiendo de los marcadores utilizados. .os marcadores pueden ser de
muchos tipos, como pequefias moléculas, anticuerpos o proteinas recombinantes
unidas a fluorocromo, entre otros. Hay una gran variedad de informacion que se
puede obtener a partir de ensayos utilizando la microscopia de fluorescencia.

Basicamente, casi todos los ensayos que pueden analizarse por citometria de flujo
(ver mas adelante), pueden también observarse en un microscopio de fluores-
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cencia. La diferencia radica en la informacién obtenida. La citometria de flujo
da informacioén cuantitativa de un cierto parametro a observar, mientras que la
microscopia de fluorescencia da sobre todo informacion cualitativa y permite
observar las caracteristicas morfolégicas de las células analizadas.

Entre los diferentes colorantes comunmente utilizados en ensayos de cito-
toxicidad se encuentran la calceina-AM, y el yoduro de propidio. La calceina-
AM es comiunmente utilizada como un indicador fluorescente de color verde
intenso de células viables, mientras que el yoduro de propidio, se usa como
un indicador fluorescente de color rojo de las células con membranas com-
prometidas (debido a que es impermeable a una membrana plasmatica intac-
ta). Finalmente el Hoechst 33342, es un marcador fluorescente azul que tifie
los nicleos de todas las células y permite visualizar anomalias nucleares en
el proceso de muerte celular. A continuacién se describira con mayor detalle
este ultimo.

9.5.4. Determinacioén de Ia condensacion nuclear por medio de Ia
tincion de Hoechst

Los marcadores de Hoechst son parte de una familia de colorantes fluores-
centes azules utilizado para tefir el ADN (Latt, Stetten, Juergens, Willard
& Scher, 1975). Su composiciéon quimica es de bisbenzimidas (Figura 5), las
cuales tienden a unirse a regiones ricas en AT en el ADN y pueden dismi-
nuir su densidad. Fueron desarrollados originalmente por Hoechst AG. Hay
tres colorantes de Hoechst relacionados: Hoechst 33258, Hoechst 33342, y
Hoechst 34580. Siendo las tinturas Hoechst 33258 y Hoechst 33342 los mas

NH
R
NH /
W NH+
HaC—tHs N N 3¢l Hoechst 33258 R= -OH

Hoechst 33342 R=-CH,CH,4
Hoechst 34580 R= -N(CH,),

Figura 5. Esquema de la estructura del colorante Hoechst
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utilizados en biologfa celular. Se emplean a menudo para distinguir nicleos
picnéticos condensados en las células apoptoéticas y para estudios del ciclo
celular en combinacién con BrdU.

Dentro de sus caracteristicas moleculares, se sabe que tanto Hoechst 33258
como Hoechst 33342 son excitados por la luz ultravioleta en alrededor de
350 nm, y ambos emiten luz fluorescente azul/cian alrededor de un maximo
de emisién a 461 nm. Mientras que el tinte no unido tiene su maxima emi-
si6n de fluorescencia en el rango de 510 a 540 nm. Estos colorantes pueden
ser excitados con una lampara xen6én, mercurio o con un laser ultravioleta.
Los colorantes Hoechst son solubles en agua y en disolventes organicos
tales como dimetilformamida o sulféxido de dimetilo. Las concentraciones
pueden ser de hasta 10 mg/mI. Las soluciones acuosas son estables a 2-6 °C
durante al menos seis meses protegidas de la luz. Para el almacenamiento
a largo plazo las soluciones deberan estar en lugar congeladas a -20 °C
(Johnson y Spence, 2011).

Este tipo de tincion es util en experimentos en los que se usan multiples fluoro-
foros, ya que existe una amplia diferencia entre las bandas maximas de excitacion
y sus espectros de emision, en los tintes de Hoechst. Otra ventaja de estos tintes
es que son permeables a la membrana celular y pueden tefir tanto a células vivas
como a fijadas. Se unen al surco menor del ADN de doble cadena con una pre-
ferencia por secuencias ricas en adenina y timina (Chazotte, 2011).

Para realizar la tinciéon nuclear con Hoechst, es necesario utilizar guantes durante
el proceso, debido a que estos tintes se unen al ADN,; interfiriendo con la replica-
ciéon del ADN durante la divisiéon celular. En consecuencia, son potencialmente
mutagénicos y carcinogénicos, por lo que se debe tener cuidado en su manipu-
lacién y eliminacion.

Para llevar a cabo esta tincion para su posterior observacién en un microscopio
de fluorescencia, se requiere que las células sean adherentes o se encuentren fi-
jadas en una superficie de vidrio o plastico adecuado para su observacion en el
microscopio. Las células deben mantenerse humectadas durante el transcurso
del protocolo. En breve, las células se siembran o fijan formando una mono-
capa sobre la superficie, una vez adheridas se adiciona el medio de cultivo a
los controles o el tratamiento. Es preferible conocer la dosis o concentracion
letal media y usar esta concentracion para este protocolo. Posteriormente, se
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incuba durante diferentes periodos de tiempo (de preferencia 24, 48 y 72 h), y
se retira el medio de los pocillos. Posteriormente se lavan con PBS; y se fijan
con Paraformaldehido (PFA) 4% durante 15 min a temperatura ambiente. Se
retira el PFA 4% al finalizar el tiempo de fijacion y se realizan lavados con PBS.
Después, se procede a la tincién con Hoechst, ya sea 33258 o 33342, agregan-
do el colorante Hoechst (0.5 pg/mL en PBS) durante 1-30 min, enseguida se
descarta el exceso de colorante, y se realizan lavados con PBS. Para terminar,
se observan las preparaciones en el microscopio de fluorescencia en la region

UV (350 2 461 nm, (Figura 6).

Otro colorante fluorescente comunmente utilizado, y con caracteristicas similares
al Hoechst es el DAPI. Sin embargo, las principales diferencias entre Hoechst
y DAPI incluyen una menor toxicidad del colorante Hoechst, y una mayor per-
meabilidad celular. Los colorantes Hoechst son menos téxicos que DAPI, man-
teniendo una mayor viabilidad de células tefiidas (a pesar de que en el ejemplo
mostrado se realiza un paso de fijacion celular con PFA, este paso no es necesario
debido a que el marcaje Hoechst es compatible con la viabilidad celular). Ade-
mas, el grupo etilo adicional de los colorantes Hoechst los hace mas permeables
a las células.

Sin
tratamiento

Tratadas con
Extracto

Figura 6. Tincion nuclear con Hoechst 33258. Micrografia fluorescente de las células B16F10
después de 48h. Sin tratar y Tratadas con extracto de hierbas. A) Imdgenes compuestas: lug visible
traslapada con la luz fluorescente. B) Imdgenes con la fluorescencia emitida por el Hoechst 33258
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9.5.5. Métodos colorimétricos: Técnicas espectrofotométricas
9.5.5.1.  Ensayo de la lactato deshidrogenasa (LDH)

Como se menciond anteriormente, la muerte celular normalmente se analiza
mediante la cuantificacién de dafio en la membrana plasmatica. Muchos méto-
dos estandar se basan en la captacion o exclusioén de colorantes vitales, o sobre
la liberacion de isétopos radiactivos, colorantes fluorescentes, o calceina-AM de
las células diana pre-marcadas (Leibold yBridge, 1979; Oldham, Ortaldo, Holden,
y Herberman, 1977). Otros ensayos miden las enzimas citoplasmaticas liberadas
por las células dafiadas, donde la cantidad de actividad de la enzima detectada en
el sobrenadante de cultivo se correlaciona con la proporcion de células lisadas
(Masanet, Gomez-Lechon,y Castell, 1988; Szekeres, Pacsa, y Pejtsik, 1981).

La lactato deshidrogenasa (ILDH) es una enzima citoplasmatica estable que esta
presente en todas las células. Cuando la membrana plasmatica esta dafiada, la
LDH se libera rapidamente en el sobrenadante del cultivo. La deteccion de la
actividad de LDH extracelular puede ser medida por un método colorimétrico
simple y preciso. Este método se basa, en que NAD + se reduce a NADH/H +
por la conversion catalizada de LDH de lactato a piruvato. Posteriormente, un
catalizador incluido en la mezcla de reaccion (diaforasa), transfiere H/H + de
NADH/H a la sal de tratazolio INT, que se reduce a un colorante de formazan

(Figura 7).

Acido Lactico Acido Piravico
NAD+ NADH/H+
Formazan <€ INT
(rojo) Diaforasa (sal de tetrazolio, amarillo)

Figura 7. Reaccion engimatica de dos pasos que cuantifica la lisis y muerte celular. Paso superior:
reduccion de lactato a piruvato por la 1.DH. Paso inferior: reduccion de tertazolio a formazdn por la

diaforasa incluida en el método de deteccion
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Un aumento en el numero de células con la membrana dafiada o muertas con-
duce a una mayor actividad de la LDH en el sobrenadante del cultivo, que se co-
rrelaciona directamente con la cantidad de formazan producidos en un periodo
de tiempo definido. Por lo tanto, la cantidad de colorante producida es propor-
cional al numero de células con una membrana permeable. Los ensayos de LDH
pueden llevarse a cabo mediante la evaluaciéon de LDH liberada en los medios,
como un marcador de células muertas, ademas se pueden medir las células vivas
restantes después de lisarlas y de medir la actividad LDH.

Existen diferentes kits para la deteccion de la actividad de la LDH, y todos se
basan en ensayos colotimétricos para cuantificar citélisis/ citotoxicidad y se basan
en la medicion de la actividad de LDH liberada por las células dafiadas al sobre-
nadante. Para realizar el protocolo para la deteccion de LDH se requiere tener
tres controles en cada experimento:

1. Control de trasfondo. Se debe medir la actividad de LDH presente en el medio,
y la absorbancia del medio debe de ser restada de la absorbancia problema.

2. Control bajo (negativo). Se miden los niveles espontaneos de LDH liberado
en células no tratadas.

3. Control alto (positivo). En este se mide la actividad maxima de LDH liberada
por las células (después de la lisis celular con algin detergente).

La liberacion del LDH varia dependiendo con el tipo celular. Por lo que se tiene
que establecer la concentracion celular 6ptima. Esta concentracion se encuentra,
en la mayoria de las lineas celulares, entre 5x10° y 2x10* células/pozo en 200 pl.
(2.5 X 10*-1 X 10° células/mL).

Para medir la citotoxicidad se preparan los controles, el de trasfondo, el de baja
liberaciéon de LDH (sin tratamiento), el alto para la liberacién maxima de LDH
(afiadiendo algin detergente, como triton 100X), y se agrega la sustancia de
estudio a la concentracién que se quiere evaluar. Se incuba la placa (37°C, 5%
CO,, 90% humedad) por el tiempo planteado (cominmente entre 24-72 h), y
posteriormente se centrifuga la placa a 250 G durante 10min. Se transfieren
100 uL/pocillo de sobrenadante, sin alterar el sedimento celular, a los pocillos
correspondientes de una placa de 96 pocillos de fondo plano, 6pticamente
transparente. Se afladen 100 uL. de mezcla de reacciéon (mezcla del colorante
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INT y la solucién de catalisis) a cada pocillo, y se incuban a temperatura ambiente
durante 30 min, protegidos de la luz. Se mide la absorbancia de las muestras a
490 o 492 nm (la longitud de onda de referencia debe ser mayor que 600 nm).
Para hacer el analisis cuantitativo de citotoxicidad se sigue la siguiente ecuacion:

absorbancia problema — absorbancia control
Yo citotoxicidad = : — %100 (3)
absorbancia de control alto — control bajo

Ecuacién 3. Porcentaje de citotoxicidad

9.5.5.2.  Ensayos basados en la reduccion de sales de Tetrazolio

Una variedad de compuestos de tetrazolio se han utilizado para detectar las célu-
las viables. LLos compuestos mas utilizados son: MTT, MTS, XTT y WST-1. Estos
compuestos se clasifican en dos categorias basicas: 1) MTT que esta cargado
positivamente y penetra facilmente las células eucariotas viables y 2) aquellos ta-
les como MTS, XTT, y WST-1 que estan cargados negativamente y no penetran
facilmente en las células. La dltima clase (MTS, XTT, WST-1) se usan tipicamente
con un aceptor de electrones intermedio que puede transferir electrones desde
el citoplasma o membrana plasmatica para facilitar la reduccion del tetrazolio en
el producto formazan coloreado. Estos ensayos a menudo son usados como un
screening primario para conocer si un extracto o farmaco es toxico, y asi poder
establecer concentraciones medias.

* MTT/MTS

La formacién de sales de formazan, es una técnica empleada por ser econdémica
y facil de realizar. Se basa en la reducciéon metabolica del Bromuro de 3-(4,5- di-
metiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa, en un compuesto coloreado de color azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas

(Figura 8).

Una variante de esta técnica es el MTS, el cual se usa para células en suspension
y a diferencia del MTT, se lee a 4990nm. Este reactivo de tetrazolio, puede ser
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Figura 8. Estructura del MT'T y su producto coloreado, el formazdn

reducido por células viables para generar productos de formazan que son di-
rectamente solubles en medio de cultivo celular. Evitando asi el paso de adicion

de un reactivo, como el DMSQO, para solubilizar las sales de formazan formadas
(Figura 9).
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Figura 9. El aceptor intermediario de electrones sulfato de acetato de fenazina (PES), transfiere
electrones de NADH en el citoplasma para reducir MTS en el medio de cultivo en formazdn soluble
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Este conjunto de reactivos de tetrazolio se usan en combinacién con reactivos
aceptores intermediarios de electrones tales como el sulfato de fenazina de me-
tilo (PMS) o sulfato de acetato de fenazina (PES), que pueden penetrar en las
células viables, y son reducidos en el citoplasma o en la superficie celular y salen
de las células donde que pueden convertir del tetrazolio al producto formazan
soluble. Estos compuestos se utilizan para medir la supervivencia y la prolifera-
cion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de forma-
zan producido, por lo que entre mas células vivas mas se vera la coloracion azul
(Figura 10). Es un método desarrollado por Mosmann en 1983 y modificado en
1986 por Francois Denizot y Rita Lang,

La técnica de MTT, requiere tener las células que se van a estudiar adheridas a
una placa de cultivo (preferentemente de 96 pozos de fondo plano, optimizadas
para espectrofotometria) y dejar células sin tratar como control y poner un grupo
en contacto con el extracto, farmaco, o sustancia que se quiera probar. Una vez
pasado el tiempo de tratamiento, se afade una suspension de MTT para obtener
una concentracion final de 0.5 mg/mlL. (en PBS) por pozo y se incubade 1 ha4h
a 37°C para permitir la formacion de cristales de formazan. Subsiguientemente
se retira el sobrenadante y se afiaden 100 uL. de Dimetil Sulféxido (DMSO) por

"
Tratadascon |5
extracto |

l Células sin tratar ‘

Sustancia problema a
diferentes concentraciones

Figura 10. Ensayo de MTT. Placa de 96 pozos, con y sin extracto de planta, en dos lineas
celnlares B16E10 (Melanoma murino) y MCE7 (adenocarcinoma mamario humano)
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pozo (para disolver los cristales), posteriormente se incuba por 10min a tempe-
ratura ambiente y la placa (Figura 10) se lee al espectrofotémetro a 570 nm.

El porcentaje de Viabilidad se obtiene por la siguiente ecuacion:

DO células tratadas
% de Viabilidad = x 100 “)
# DO células control

Ecuaciin 4. Porcentaje de viabilidad

Para cada ensayo es indispensable realizarlo minimo por triplicado, con controles
negativos (solvente), controles positivos (sustancia que de antemano se conozca
su poder citotoxico) y células no tratadas.

Para células en suspension se emplea el MTS, el cual requiere tener previamente
la solucién de MTS (2 mg/mL en PBS), que se utilizara para disolver el PES a
0.21 mg/ml,, y se ajusta el pH a 6.0-6.5. El procedimiento que se sigue para llevar
a cabo esta técnica es similar al llevado acabo para el MTT. La diferencia es que
al final de los tratamientos se afade la solucion que contiene MTS+PES a cada
pocillo (concentracién final de MTS serd 0.33 mg/mL) y la placa se lee en un
espectrofotémetro a 490 nm de absorbancia.

Actualmente existe una gran variedad de productos comerciales que contienen
las soluciones necesarias para realizar estos protocolos. Algunos ejemplos son:
CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega Corporation
Cat.# G4000), Cell Growth Determination Kit MTT based (Sigma-Aldrich Cat.#
CGD1-1KT), MTT Cell Growth Assay Kit (Millipore Cat.# CT02), Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT Powder) (Sigma-Aldrich Cat.# M2128), Cell-
Titer 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega Corporation
Cat.# G3580), In VVitro Toxicology Assay Kit, XTT based (Sigma-Aldrich Cat.#
TOX2-1KT), MTS Reagent Powder (Promega Corporation Cat.# G1111), XTT
sodium salt (Sigma-Aldrich Cat.# X4620), entre otros.

Estos ensayos de proliferacion tienen dos principales limitaciones, por una parte
pueden dar falsos positivos, cuando aspectos especificos del metabolismo celular
son afectados (Berridge, Herst & Tan, 2005), ademas son incapaces de distinguir
entre la inhibicion del ciclo celular y la muerte celular (Galluzzi & Aaronson,
2009; Kroemer et al., 2009).
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9.5.6. Métodos utilizando la Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que implica medir las ca-
racteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las células, conforme
se les hace pasar a través de un rayo de luz. Para ello las células deben encontrarse
individualmente en suspensioén en un fluido. En este proceso, las células pueden

hacerse pasar a muy altas velocidades (pueden llegar a alcanzarse velocidades
cercanas a las 100,000 cel/s).

Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con este causando su dispersion.
Basandose en la difraccion de la luz en sentido frontal, se puede evaluar el tamafio de
las células que pasan (parametro denominado Formvard Scatter) y al medir la reflexion
de la luz de manera lateral se evalia la granularidad o complejidad de estas (para-
metro denominado Side Scatter). Ademas de la dispersion de la luz, si previamente
a su analisis se coloca a las células en presencia de algun marcador fluorescente, se
pueden evaluar las células que fueron marcadas y distinguir de aquellas que no.

El uso de distintas moléculas fluorescentes (distintos colores de fluorescencia)
permite analizar la presencia de varios marcadores de manera simultanea. La ven-
taja analitica que tiene la citometria de flujo es su capacidad de hacer mediciones
cuantitativas y multiparamétricas en un numero estadisticamente adecuado de
células, para definir las propiedades de una poblacién celular o de las subpobla-
ciones que la componen. Entre esas propiedades esta la de determinar la muerte
de la célula, por caracteristicas morfologicas y bioquimicas, que se pueden detec-
tar mediante la tecnologfa de la citometria de flujo.

9.5.6.1.  Determinacion de muerte celular nsando Anexina-1"y Yoduro de propodio

Como se menciono anteriormente, gracias a los avances tecnoldgicos en la cito-
metria de flujo, el estudio de la muerte celular se ha visto impactado de manera
significativa. La citometria de flujo puede utilizarse para la detectar células en
proceso de MCR a través de la deteccién de anexina-V-(fluorocromo) unida a la
supetficie celular. La anexina-V se une, en presencia de Ca**, preferentemente a
la fosfatidilserina, una sefial cbmeme, expuesta en células moribundas.

Por otro lado, el yoduro de propidio (PI) es ampliamente utilizado en conjuncion
con Anexina V para determinar si las células se encuentran viables, moribundas,
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o muertas, a través de la deteccion de la exposicion de fosfatidilserina y la medi-
cion de la integridad de la membrana plasmatica (Vermes, Haanen & Reutelings-
perger, 2000; Vermes, Haanen, Steffens-Nakken & Reutelingsperger, 1995). El
PI se utiliza con mas frecuencia que otros colorantes nucleares porque es econo-
mico, estable y un buen indicador de la viabilidad celular, basado en su capacidad
para excluir el colorante en las células vivas (Bacso, Everson & Eliason, 2000).
La capacidad de PI para entrar en una célula depende de la permeabilidad de la
membrana; el PI no puede entrar a una célula con una membrana plasmatica
intacta. Como se mencioné anteriormente, en las células muertas la integridad
la membrana plasmatica se pierde (Denecker, Vercammen, Declercq & Vande-
nabeele, 2001; Kroemer, Dallaporta & Resche-Rigon, 1998) permitiendo que
PI pase a través de las membranas, y se intercale en acidos nucleicos, emitiendo
fluorescencia roja (Faleiro & Lazebnik, 2000).

Un compuesto que induce principalmente apoptosis, mostrara un diagrama
como el mostrado en la Figura 11, en donde después del tratamiento las células
se deslizan a la derecha (cuadrantes superior e inferior derecho), y la mayoria
de la poblacién anexina-V positiva es también PI negativa (mostrando células
en proceso de apoptosis, cuadrante inferior derecho). Por otro lado las células
anexina-V positivas y PI positivas (cuadrante superior derecho) pueden ser cé-
lulas en apoptosis tardia, o células que mueren por algun otro tipo de MCR no
apoptotico. Si las células fueran PI positivas y anexina-V negativas (cuadrante
superior izquierdo), corresponderia a células muertas por MCA. Las células vivas

Sin tratamiento Tratada con extracto

Yoduro de Propidio

—
s

Anexina V

Figura 11. Diagramas de citometria de flujo de células B16E10, sin tratamiento (controles)
Y con tratamiento (tratadas con extracto de planta). 1as células fueron teiiidas
con Anexina-1"-APC, y Yoduro de propidio
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son PI negativas y anexina-V negativas, correspondiendo al cuadrante inferior
izquierdo (Figura 11).

La metodologia a seguir para la doble tincién con anexina-V y yoduro de Propi-
dio, requiere de 4x10*- 4x10° cel/mL (dependiendo del tipo celular). Estas seran
incubadas a 37°C, durante diferentes tiempos con los tratamientos a probar, es
conveniente tener un control positivo (una sustancia que se conozca que causa
muerte por apoptosis) y un control negativo (que corresponde a las células sin
tratamiento). Pasando los respectivos tiempos se deben recuperar las células,
seguido de al menos un lavado con PBS. Una vez recuperadas todas las células,
se centrifugan a 300 G por 5-15 min, y se le agrega una mezcla de anexina-V
(0.1 pg/ml) mas Yoduro de propidio (0.5 png/mL) disueltos en Buffer de unién
(HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 140 mM, Ca Cl 2.5 mM) por muestra. Posterior-
mente las células se incuban en la oscuridad a 4°C durante 20-30 min. Por ultimo
se puede o no realizar un lavado, y la muestra se lee en el citébmetro de flujo y se
analiza con un software especializado (como ejemplos se encuentran el FlowJo,
Infinicyt, FCS Express 5, WinMDI, entre otros).

9.5.7. Determinacién de la activacion de caspasas efectoras

Las caspasas son cistein proteasas que presentan un residuo de cisteina que media
la ruptura de otras proteinas al nivel de un residuo de aspartato, de donde deriva su
nombre (cisteinil- aspartato proteasas). Estas proteinas estan involucradas activa-
mente en los procesos inflamatorios y en la apoptosis (Adamiec-Mroczek, Zajac-
Pytrus & Misiuk-Hojlo, 2015). Las caspasas 2,4/12, 8,9 y 10, inician la muerte celu-
lar programada, mientras que las caspasas «ejecutoras» incluyen las caspasa 3, 6y 7.

Debido a la implicaciéon que estas proteinas tienen en la muerte celular, existen
numerosos métodos para determinar su actividad enzimatica. Estos métodos
incluyen ensayos fluorométricos y colorimétricos, los cuales se basan en la capa-
cidad intrinseca de la enzima, y un sustrato indicador disefiado para generar una
sefial fluorescente, de color, o luminiscente, que puede ser leida por espectofoto-
metria, o ser observados por microscopia de fluorescencia o mediante citometria
de flyjo.

Con los ensayos de citometria de flujo, podemos medir la actividad de caspasa
en cada célula. Los kits comerciales se basan en la capacidad enzimatica de las
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caspasas, especialmente de la efectoras, 3 y 7, que cuando ocurre el proceso de la
muerte celular son activadas y son capaces de cortar un péptido formado por 4
aminoacidos, acido aspartico, acido glutamico, valina, y acido aspartico (DEVD).
Dicho péptido esta conjugado con algin fluorocromo que una vez liberado gene-
ra fluorescencia. Cuando las caspasas 3/7 estan activas cortan el DEVD unido al
fluorocromo, dejandolo libre para producir fluorescencia, la cual es medida para
cada célula mediante el citometro de flujo.

Algunos ejemplos comerciales del uso del citometro para medir la actividad de
caspasa tenemos:

* El Kit Muse™ Caspase-3/7 (Merck Millipore). El cual permite medir la acti-
vacion de caspasas 3/7 y la permeabilidad de la membrana celulatr. Este en-
sayo se basa en un colorante que se une al ADN, dicho colorante esta unido
al sustrato péptidico DEVD, de esta forma el colorante es incapaz de unirse
al ADN. La escision llevada a cabo por la caspasa 3/7 activa en las células,
dan lugar a la liberacion del colorante, el cual se transloca al nicleo, se une
al ADN y genera fluorescencia, que puede ser medida. Ademas un marcador
de células muertas el 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) también se incluye
en el ensayo como un indicador de la integridad estructural de la membrana
y la muerte celular.

* CellEvent® Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). Permite la deteccion de la caspasa-3 y -7 activadas en las células
apoptoticas mediante citometria de flujo. Este kit se basa también en un reac-
tivo permeable a la célula que consiste de 4 aminoacidos (DEVD) conjugado
con un colorante de unién a acido nucleico. Durante la apoptosis, la caspasa
3y 7 se activan y son capaces de escindir la secuencia de reconocimiento co-
dificada en el péptido DEVD. El corte de la secuencia de reconocimiento y la
unién al ADN por el reactivo, etiqueta las células apoptéticas con una sefial
fluorogénica.

* Vybrant® FAM™ Caspase Assay Kits. Sitve para detectar caspasas activas en
células vivas. Su tecnologia se basa en el inhibidor fluorescente de las caspasas
(FLICA®™). FLICA se compone de 3 subunidades: 1) un resto de fluorometil
cetona (FMK), que puede reaccionar covalentemente con una cisteina, 2) una
secuencia de amino acidos caspasa especifico, para la caspasa 3 y 7, esta se-
cuencia de reconocimiento es DEVD, 3) un grupo de fluoresceina se adjunta
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como reportero. Se dice que FLICA interactia con las caspasas activas por
medio del DEVD y se une covalentemente a través del residuo FMK. FLICA
es permeable a la célula y no es toxico, el FLICA no unido se lava, y la senal
fluorescente es una medida directa de la cantidad de caspasa activa, que estaba
presente en el momento que se afiadi6 el inhibidor.

¢ Caspase 3 active FITC Staining Kit (ABCAM). Proporciona un medio conve-
niente para la deteccion sensible de la caspasa 3 activa en las células vivas. El
ensayo utiliza el inhibidor de la caspasa 3, DEVD-FMK, conjugado con FITC
(FITC-DEVD-FMK) como marcador. FITC-DEVD-FMK es permeable a
las células, no toxico, y se une de forma irreversible a la caspasa 3 activada en
las células apoptoticas. FITC permite la deteccion de caspasa-3 activa en las
células apoptoticas directamente por microscopia de fluorescencia, citometria
de flujo, o un lector de placas de fluorescencia.

Otra manera de medir la actividad de caspasas por citometria de flujo es mediante
el uso de anticuerpos especificos del sitio de activacion y el uso posterior de un
anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo. Por ejemplo empleando
anticuerpos anti-caspasa 3 activa. La base de estos anticuerpos es que reconocen
el sitio especifico de corte (Asp175), es decir que cuando la caspasa 3 esta activa el
anticuerpo se une posteriormente puede ser detectado por citometria de flujo,
ya sea porque el anticuerpo primario esta unido a fluorocromo, o utilizando un
anticuerpo secundario marcado.

9.5.8. Analisis del potencial de membrana mitocondrial: tincién
con TMRE

El potencial de membrana mitocondrial (A¥m) esta altamente relacionado con
muchos procesos mitocondriales. El AWm controla la sintesis de ATP, la gene-
raciéon de ROS, el secuestro de calcio mitocondprial, el importe de proteinas a la
mitocondria y la dinimica de la membrana mitocondrial. Por lo que cambios en
AWm, son indicadores de dafilo mitocondrial y pueden estar asociados a multi-
ples patologias mitocondriales, que pueden ser medidas independientemente.
Es por ello que existen diferentes métodos y sondas moleculares indicadoras
empleadas para estimar el potencial eléctrico de la membrana mitocondrial
interna (AWm).
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Estas sondas pueden ser clasificadas como cationes liofilicos o «colorantes de
redistribuciény. Estos compuestos se acumulan tanto en la membrana interna
como en el espacio de matriz mitocondrial, debido a su carga y solubilidad.
Ejemplos de este tipo de compuesto son: la safranina, tetrafenilfosfonio (T'TP)
y la rodamina 123 (Scaduto & Grotyohann, 1999). Un derivado de este alti-
mo compuesto es la Tetrametilrodamina etil éster (TMRE), el cual es usado
para cuantificar cambios en el potencial de membrana mitocondrial por fluo-
rescencia, este colorante exhibe una unién baja a las mitocondrias, lo cual lo
hace adecuado para no tener una lectura errénea del dafo mitocondrial. Los
colorantes deben ser inocuos, es decir no causar dafio mitocondrial y deben
ser faciles de detectar.

Actualmente se encuentran el mercado diferentes kits para medir A¥m, ademas
este colorante es manejado por diversas compafifas. El TMRE es un colorante
rojo-naranja cargado positivamente, que es permeable a la célula y que se acu-
mula facilmente en las mitocondprias activas debido a su carga negativa. Las mito-
condrias despolarizadas o inactivas, tienen un potencial de membrana bajo y no
logran secuestrar el TMRE en su interior. Este compuesto es excitado a 488nm
y se emite a 575nm. Por lo tanto, la pérdida del A¥m puede ser medida mediante
la cuantificacién de células con mitocondrias con un bajo marcaje con TMRE,
con respecto a las células control, que secuestraran adecuadamente el TMRE y
por lo tanto seran mas fluorescentes (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis de tincion TMRE por citometria de flujo. Histograma de células Mec-1
(Lencemia linfocitica cronica) tesiidas con 100 nM TMRE, después de ser tratadas con un extracto

de planta (rojo) y sin tratamiento (azul)
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La realizacién de esta prueba requiere de 4 X 10%- 4 X 10° células (depen-
diendo del tipo celular), que se expondran a los tratamientos a estudiar y se
incubarin a 37°C en 5% CO, durante el tiempo deseado. Después del tiem-
po de incubacién con el tratamiento, se recuperaran las células y se lavaran
con PBS, centrifugando los tubos a 300G durante 5 min. A continuacién se
desecha el sobrenadante y las células en el pellet se marcan aplicando una
solucién de TMRE (0.1-0.5uM en PBS), y se incubaran a 37°C (para no al-
terar el metabolismo mitocondrial) por 20-30 minutos. Posteriormente se
lavan las muestras con PBS, se extrae el sobrenadante y se aplican otros 100-
500pL. de PBS para ser leidas por FACS en el filtro FL-3. Las células cuya
fluorescencia se desliza positivamente (con alta fluorescencia) seran aquellas
que mantienen su potencial membranal mitocondrial, mientras que aquellas
con deslizamiento discreto hacia la derecha (baja fluorescencia) son aquellas
que han perdido la capacidad de mantener el TMRE en el interior de sus
mitocondrias (Figura 12).

9.6. Conclusion

Como se menciond a lo largo de este capitulo, existen estudios que prueban la
importancia del uso de plantas y sus derivados para la obtencién de nuevos far-
macos. Mas del 25% de los medicamentos utilizados durante los ultimos 20 afos
se derivan directamente de las plantas, mientras que otro 25% son derivados de
productos naturales, quimicamente modificados (Amin, Gali-Muhtasib, Ocker
& Schneider-Stock, 2009). Cabe mencionar que tan sélo entre el 5% al 15% de
las aproximadamente 250,000 plantas de uso medicinal, han sido investigadas
para compuestos bioactivos. Esto subraya el gran potencial de las plantas en la
busqueda de nuevos medicamentos.

La gran diversidad de plantas que existen en el mundo puede ser estudiada para
descubrir nuevos compuestos que ayuden a generar nuevos y mejores tratamien-
tos contra las diversas enfermedades que afectan al ser humano, incluido el can-
cer. Esto apunta a una gran variedad de extractos y derivados de plantas que
pueden poseer un alto potencial antitumoral, cuya actividad citotéxica puede
ser evaluada sobre células tumorales. Las diferentes metodologias previamente
descritas abren la posibilidad de identificar nuevos compuestos con posibles apli-
caciones terapéuticas contra el cancer.
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