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I. ABSTRACT

Bursera fagaroides, “copalillo”, is a mexican medicinal plant. The traditional medicine
reported that it have an anticancer effect. It was also studied for its immobilization and
agglutination effects on human and mouse spermatozoa, however the high toxicity
limited in vivo studies. The purpose of this study was to evaluate the citotoxic and
antitumour activity of B. fagareides ethanol extracts in a murine test system L5]178Y
lymphoma. Likewise, we investigated how the antitumour therapeutic dose exert
influence in the immune response of mice with lymphoma. For this purpose we studied
the citotoxic activity of three liophilized ethanol extracts from B, fagaroides stem bark.
The citotoxic activity of the three liophilized was dose-dependent and DE-50 of the
L.5178Y lymphoma cells in culture was 20 pg/ml. The phytochemistry revealed that the
three liophilized was positive for saponins and flavonoids. The thin layer chromatography
(TLC) gave three similar principals compounds in the three liophilized. For the in vivo
assays we used male BALB/c mice. DL-100 was 400 mg/kg and DL-50 was 250 mg/kg.
The antitumour activity measuring survival of BALB/c mice (2 x 10" cells L.5178Y i.p.).
24 h after inoculation mice were treated with sublethal doses of 50 or 100 mg/kg of
extract daily, over 15 days in independent groups of 10, using two administration routes.
Oral administration resulted in 8% of mice being tumour free after 60 day while i.p.
administration showed 26% survived at dose of 100 mg/kg/day for 15 days. To evaluate
the influence of B. fagaroides on immune response of BALB/¢ mice with L5178Y
lymphoma we observed that the phagocytic activity of alveolar macrophages was
increased. Likewise the cellular immune response evaluated by delayed type
hypersensitivity (DTH) to DNFB and by proliferation of splenocytes in response to PHA
was enhanced in immunosuppresser mice. With this results we suggest that the
therapeutic efficacy of the ethanolic extract of this plant is mediated in part by it

immunoregulators effects.



I. RESUMEN

Bursera fagaroides “copalillo”, es una planta medicinal mexicana y la Medicina
Tradicional le atribuye efecto anticancerigeno, ha sido estudiada con fines anticonceptivos,
ya que causo inmovilizacion y aglutinacion de espermatozoides tanto de humano como de
ratén, sin embargo, su alta toxicidad limité los estudios in vivo. El propoésito de este
trabajo fue evaluar la actividad citotoxica y antitumoral de extractos hidroalcohodlicos
obtenidos de B. fagaroides utilizando como modelo in vifro e in vivo el linfoma murino
L5178Y. Asi mismo, se investigd de qué forma influye la dosis terapéutica antitumoral en
la respuesta inmune de ratones portadores de tumor. La actividad citotoxica de tres
liofilizados obtenidos de la corteza de la planta, fue dosis dependiente y la dosis que mato
al 50 % (DE-50) de las células de linfoma L5178Y en cultivos de 24 h correspondi6 a 20
ug/ml. El analisis fitoquimico por técnicas cualitativas fue positivo a saponinas y
flavonoides. El analisis cromatografico (TLC) reveld principalmente tres compuestos en
los liofilizados. Para los ensayos in vivo, se utilizaron ratones machos BALB/c. La DL-
100 fue de 400 mg/kg v la DL.-50 de 250 mg/kg. La actividad antitumoral se determino
mediante sobrevida de ratones previamente inoculados con 2 X 10 células LS178Y ip. v
tratados 24 h después con el extracto de la planta a razon de 50 y 100 mg/kg de peso
corporal, diariamente durante 15 dias en grupos independientes de 10 por grupo utilizando
dos vias de administracion. El extracto a dosis de 100 mg/kg/dia por 15 dias por via oral
mostro actividad antitumoral en el 8 % de los animales y por via intraperitoneal en el 26 %
ya que no desarrollaron tumor en un periodo de observacion de 60 dias. La influencia de
B. fagaroides en la actividad fagocitica de ratones portadores del linfoma mostro
incremento en macrofagos alveolares Asi mismo, la respuesta inmune celular valorada por
la prueba al DNFB, y por proliferacion de los esplenocitos de ratones portadores de tumor
tambien se observo recuperada. Por ello, es posible que la eficacia terapéutica del extracto

hidroalcohdlico de esta planta sea mediada en parte por sus efectos inmunoreguladores.



TABLA DE CONTENIDO

L RESUMEN c....ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e v ea e st sseassiassta st antsnt et et e s asnessessassnnsnssansantones i
"1'abIA dE CONTENIAD oottt aeere st et et esbestsaressenenssnneneasrans it
LAStA de FIZULAS v v
AGIAdECIMUBITOS crvvvaimrieirias et s ses et b b b v
J D TETa FTor-Rva) o U IR R Vi
ADTEVIACIONES wivieirriirisrcrirr ettt irtessssssr e b e sassastasbessassssesrersanssrasseesasissssssesssssnnssrbees Vit
II: ANTECEDENTES CIENTIFICOS ..o ssesnissie 9
1. Cancer (Generalidades) . 9
2, Tratarmiento Qel CanCer e e seese e srests st s tenrentestesressassressesasenmsnan i1
3. Las plantas en el tratamiento del cAncer 12
4. Mecanismos Basicos de la Respuesta Inmune. ..., 18
5. Respuesta Inmune AnttUMOLal .. e 21
6. Plantas Medicinates con Actividad Inmunomoduladora e 24
I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt 28
TV HIPOTESIS. ..ot es s tesses s sss s sss s esssssssmanesasessssssssen 29
V2OBIETIVOS ..o en it ssnsees 30
VI: DISENO EXPERIMENTAL.....o.ooovieoveees s eseesess e eseeseeseseeseeseeseessesiesnae 31
VIEMATERIAL Y METODOS oo veeeeesevese s s ssess s ssesssassssaeressne 32
VIEL RE SUL T A DS ettt se s s s br b s s esbaraens 43
FIGURAS Y T ABLAS oottt rereete st ssssts s sestesstes st s sasessrass sranesssersensessnnsennes 52
IX DISCUSION ..o eeves oo seme s eseeeeseeesbasess e sess s 71
X CONCLUSIONES ... ccettetsesvaresnias e stesssssesrsassssssreor o testesessseassessesnsanss 81
XTI EXPECTATIVAS . ..ottt ersstssaesne st srsssassmssns s ssbarbasesseesaes 83
XIT BIBLIOGRAFTA ..ottt sesconr e asseossesess s sesessasassassenins 84

iii



Niimero

Figura 1
Figura 2
Iigura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16

Tabla 1
Tabla 1
T'abla I11

LISTA DE FIGURAS

Pag

Bursera fagaroides....... i 52
TLC de los liofilizados de Burrera fagaroides ..o 53
Efecto citotoxico de Bursera fagaroifes .o, 55
DE 50 de los lofilizados de Bursera fagaroides..iiiineinins 56
DL 50 y DL 100 del extracto de Bursera fagaroides....niiniannnines 57
Sobrevida de ratones con L51 y tratados con B.fagaroides............... 58
Sobrevida de ratones comparando dos dosis..n, 59
Sobrevida de ratones comparando vias de administracion. .......... 60
Porcentaje de Fagocitosis de Macrotagos Alveolares o 62
Indice fagocitico de MA .. 63
Indice Digestivo de MA i 64
Microfotografia de Fagocitosis s 65
Hipersensibilidad Retardada al DNFDB ..o, 66
Microfotografias de HSR-DNFDB ..., 68
Proliferacion de esplenocitos s 69
Respuesta Inmune Celular valorada por dos pruebas ... 70

LISTA DE TABLAS

Efecto citotoxico de Bursera fagaroides ..., 54
Etecto de B. fagarvides en la actividad fagocitica de MA ... 61
Efecto de B. fagarvides en la RIC i, 67



AGRADECIMIENTOS

Al Dr.en C. Luis Huacuja Ruiz por sus ensefianzas, apoyo y confianza que siempre me ha brindado.

Al Dr. Xavier Lozoya Legorreta por su gran apoyo, estimulo, confianza y sus valiosas orientaciones que
ha tenido a bien dispensarme.

Ala Dra. en C. Galina Zaitseva Petrovna por sus valiosos conocimientos y orientaciones que siempre
recibi incondicionalmente v por su valiosa colaboracion,

Al Dr. en C. Adrian Daneri Navarro, Coordinador del Posgrado en Inmunologia por sus valiosas
ensefianzas, orientaciones e invaluable apoyo.

A todos los Profesores del Posgrado especialmente:
A la Dra. en C. Mary Fafutis Mortis.

A la Dra. en C Anne Santerre

Al Dr. en C. Arturo Qrozco Barocio

Por sus acertadas orientaciones para la culminacion de este trabajo.

Un agradecimiento muy especial a mis compafieras, amigas y colaboradoras

ala Q.F.B. Maria Martha Villasefior Garcia v a 1a M. cn C. Maria de la Luz Miranda Beltran.
Al personal del Bioterio del CIBO-IMSS por su gran apoyo.

A la Universidad de Guadalajara, por darme otra oportunidad en mi superacién académica.

Al invaluable apoyo de la Lic. Laura Margariia Pucbla Pérez.

A todas las personas que de una u otra forma colaboraron ¢n este trabajo.

Muchas Gracias.



DEDICATORIA

Esta Tesis la dedico con mucho carifio a una Gran Sefiora que ha sido una gran amiga y
compaficra de toda la vida, a mi Madre la sefiora Ana Maria Pérez Baez por su gran Amor,
Sacrificio, Educacion, Paciencia y Bendiciones que me ha otorgado, Muchas Gracias y Dios

la bendiga .

A'la Memoria de mi Padre el Sefior Félix Puebla Ordaz quien sigue viviendo en nuestros

corazones y nos siguc acompariado en cada paso por la vida. Dios lo tenga en su Glotia.

A mis Hermanos y a toda la familia por su motivacion, catifio y comprension.



RNA
DNA
BALB/c
L5178Y
mg/kg
DNFB
WA-16
DE-50
DL-50
TLC
IL

g

p/v

L1

v/v
DBA/2

H-2d

ABREVIACIONES

Acido Ribonucleico
Acido desoxiribonucleico
Cepa murina

linea tumoral murina
Unidad de dosificacion
Dinitrofluorobenceno
Carcinoma Walker

Dosis Efectiva 50

Dosis Letal 50
Cromatografia en capa fina
Intetleucina

Gramo

Peso x Volumen™
Liofilizado 1

Volumen x Volumen™
Cepa murina

Haplotipo murino

vil

ug/ml microgramo x mililitro™
RPMI-1640 Medio de Cultivo

TGF Hactor de crecimiento
transformante

TNF Factor de necrosis tumoral
MHC Complejo Mayor de
Histocompatibilidad

IFN Interferén

NK  Células asesinas naturales

CTL Linfocitos T citotoxicos

AAT Antigenos asociados a tumor
CSF Factor estimulador de colonias
LAK Células asesinas activadas

TIL Linfocitos mfiltrantes de tumor
SFT Suero fetal de temera

SSBH Solucion Salina Balanceada de

Hank



ABREVIACIONES

DL-100 Dosis Letal 100

IE Indice de Estimulacion

Rf Velocidad relativa de desplazamiento
ip Intraperitoneal

HSR Hipersensibilidad Retardada

PHA Fitohemaglutinina

LPS Lipopolisacarido

Con A Concanavalina A

DTH Delayed type hypersensitivity

MA  Macréfagos alveolares

RIC  Respuesta Inmune Celular

viit



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

1. CANCER (GENERALIDADES)

En términos generales puede decirse que, una célula neoplasica maligna, proviene de
una célula normal que se transformd como consecuencia de un proceso multifactorial,
en el que pueden participar factores biologicos, fisicos y quimicos que pueden actuar
tanto desde el interior como desde el exterior del huésped. Por ello, podemos definir al
cancer como una enfermedad que puede afectar diferentes partes del organismo. Esta
patologia se caracteriza por una formacion rapida e incontrolada de células alteradas en
los mecanismos de control que regulan su proliferacion y diferenciaciéon y que en
ocaciones producen metastasis y hasta pueden causar la muerte del organismo. Esos
cambios en el fenotipo de la célula maligna ocurren en individuos con ciertos
antecedentes genéticos, en individuos infectados en forma crénica por virus o bacterias,

asi como en individuos expuestos a carcindégenos quimicos y a radiaciones (1-3).

La funcion de los oncogenes y como algunos genes promueven el crecimiento
neoplésico, han jugado un papel muy importante en la etiologia del cancer, sin embargo
para los diferentes tipos de ncoplasias no se conoce una causa definitiva y en la mayoria

de los casos siguen siendo desconocidas (4-7).



Una primera clase de genes, los oncogenes responsables de varios tipos de cancer de las
células de mamifero son homélogos a los genes de transformacion de los retovirus, una
familia de virus de RNA que inducen la transformacion oncogénica. Estos genes
celulares en los mamiferos, codifican para factores de desarrollo especificos y sus
receptores, y pueden ser amplificados o modificados por un solo nucledtido en las
células malignas (4-6).

Otra clase de genes, los genes supresores de tumores, pueden eliminarse o dafarse con
cambios neoplasicos resultantes fales como el gen p>* que ha mutado de un gen
supresor del tumor a un oncogen en un alto porcentaje de casos de tumores humanos,
incluyendo a los de higado, mama, colon, pulmén, cuello uterino, vejiga, prostata y piel.
La forma “silvestre” normal del gen p> parece desempefiar una funcion importante en la
supresion de la transformacion neoplasica; la mutacion de este gen pone en alto riesgo
de transformacion a la célula (8).

Es indudable que los resultados de estas investigaciones ha permitido entender como se
desarrolla el cancer y mejorar estrategias en métodos de prevencion y deteccion, y con
ello un mejor pronostico del paciente; sin embargo, tos resultados que se tienen con las
medidas terapéuticas actuales no ofrecen de forma ideal la solucion definitiva de este

proceso patologico.

10



2. TRATAMIENTO DEL CANCER

La cirugia, la radiacion y los farmacos (agentes quimioterapéuticos) son las principales
formas de tratamiento del cancer, se han utilizado solas o combinadas con resultados
variables, segin su efectividad y en funcion de las caracteristicas y evolucion del tumor,
asi como al estado del huésped, ademas de que no son selectivas y dafian en mayor o
menor grado las células normales del orgamismo. Los agentes quimioterapéuticos
pueden proporcionar una mejoria temporal de los sintomas, la prolongacion de la vida y
ocasionalmente la curacion (7). En los Gltimos afios se ha hecho un gran esfuerzo en la
sintesis de farmacos con actividad potencial antitumoral. De varios tipos quimicos
conocidos, se han sintetizado cientos de agentes quimioterapéuticos contra el cancer
(7). Una gran proporcion de ellos han sido consecuencia del descubrimiento de las
propiedades antileucémicas de las mostazas nitrogenadas en 1940 (Mecloretamina,
Ciclofosfamida, Melfalan y Clorambucilo) (9, 10). La actividad de estos compuestos se
atribuye a su capacidad para la alquilacion biologica, es decir, tienen la propiedad de
intervenir en reacciones fuertemente electrofilicas mediante la formacion de complejos
de transicion con las moléculas blanco o por intermediarios del i6n carbonico. Estas
reacciones llevan a la formacion de enlaces covalentes (alquilacion) con diversas
sustancias nucleofilicas, incluyendo a grupos funcionales de gran importancia biologica
como: fosfato, amino, sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo e imidazol. Los efectos
citotoxicos de los agentes alquilantes tienen relacion directa con los componentes del

DNA (9-11). Sin embargo, frecuentemente la dosis efectiva de estos agentes resulto ser
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practicamente la misma que la dosis toxica (12), hecho atribuido a la falta de
selectividad del producto. Estos sencillos agentes son sumamente dailinos y ello da
lugar a reacciones indiscriminadas con un amplio rango de componentes celulares y
como consecuencia, cuando los pacientes estan en tratamiento sufren severos efectos
colaterales (13). Un producto anticancerigeno eficaz debe destruir o incapacitar las
células malignas sin producir dafio excesivo a las células normales, este ideal es dificil
de lograr. Una estrategia con fines de contrarrestar los efectos colaterales ha sido las
sintesis de nuevos antitumorales o la modificacion de las estructuras de farmacos
conocidos; lo que se ha constituido en una importante linea de investigacion (14). Sin
embargo, un gran volumen de trabajo de sintesis ha aportado relativamente pocas
novedades sobre las moléculas-prototipo. Por lo que, existe la necesidad de disponer de
nuevos patrones (estructuras quimicas) para emplear en el disefio de nuevos agentes
atiles en quimioterapia, Para solventar esta necesidad, los productos naturales de

plantas parecen ser la opcion apropiada.

3. LAS PLANTAS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER

Las plantas han sido utilizadas en el tratamiento de enfermedades malignas durante
siglos, en la literatura cientifica antigua y moderna se describen plantas con propiedades
anttcancerigenas. Los recientes estudios fitoquimicos realizados con mas historia por su

empleo popular para ¢l tratamiento del cancer han dado resultado en muchas ocasiones.



En cuanto al aislamiento de principios con actividad antitumoral asi como su empleo en
la terapia de diferentes enfermedades, son temas sobre los que se han realizado
importantes investigaciones, siguiendo esquemas racionales y meétodos quimicos y

farmacolégicos que en ocasiones son muy sofisticados (15).

En 1955, el Instituto Nacional de Cancerologia de Estados Unidos fundé e impulsé un
gran programa de deteccion selectiva de productos naturales con sensible actividad
antitumoral. El programa fue propuesto en Umversidades, Institutos de Investigacion y
en la Industria Farmacéutica, de esta manera la Umversidad de Wisconsin en 1959 inicio
el estudio de extractos crudos de un mimero limitado de plantas con sensible actividad

antitumoral (16).

Solanum dulcamara tue una de las primeras plantas estudiadas, los antecedentes de
esta especie describen que fue utilizada para el tratamiento de tumores y verrugas desde
el tiempo de Galeno y referencias semejantes aparecen en tratados de fitoterapia (17),
Recientemente ha sido identificado el principio activo inhibidor de tumores: la f-
solamarina, compuesto heterociclico de un alcaloide esteroidal. Agentes de origen
vegetal con estas caracteristicas también se encontraron en los extractos alcohodlicos de
Elephantopus elatus, al presentar una actividad inlibitoria significativa in vifro sobre
células derivadas del carcinoma nasofaringeo humano (18).

En modelos experimentales, los estudios de los efectos de las lactonas sesquiterpénicas

en la sintesis de proteinas han sido comparados con los agentes inhibidores de la sintesis



de proteinas ya conocidos, entre ellos la Helenalina, aislada de Balduina angustifolia,
que ha mostrado ser un potente antineoplasico en el carcinoma intramuscular Walker-
256 (WA 16), en el carcinoma de Erlich y moderadamente activo en filtrados de células

de leucemia linfocitica p-388 (19).

El mayor éxito de plantas superiores utilizadas en quimioterapia del cancer lo
constituyen los alcaloides de Catharantus roseaus. l.as investigaciones sobre esta
planta fueron estimuladas por sus antecedentes en la Medicina Tradicional, pero no
como remedio contra el cancer sino en el tratamiento de la diabetes. No se detectd
actividad hipoglucémica, pero la susceptibilidad para la infeccion bacteriana en los
animales tratados motivo a los investigadores a emprender un extenso trabajo sobre los
posibles principios inmunosupresores causantes de estos efectos. Como consecuencia se
aislaron diversos alcaloides indolicos diméricos, que mostraron actividad antileucémica.
Dos de ellos, vinca-leucoblastina (Vinblastina) y leucocristina (Vincristina), que se
emplean tanto solos como en combinacion con otras formas terapéuticas para el
tratamiento del cancer (20,7).

Hace mas de una década que resurge el interés de la investigacion de productos
naturales de plantas como fuente potencial de nuevos agentes quimioterapéuticos.
Datos obtenidos principalmente en el Annual Reports of Medicinal Chemistry de 1984-
1995 indican que mas del 60% de los agentes anticancerigenos y antimicrobianos son de
origen natural y se encuentran en etapa previa como nueva droga. Asi mismo, se ha

reportado que por lo menos 119 compuestos obtenidos de 90 especies de plantas

14



pueden ser considerados como drogas importantes comuinmente usadas en varios
paises, cabe mencionar que el 77% de ellos fueron obtenidos de plantas usadas en

Medicina Tradicional (21).

De la Medicina Tradicional Japonesa surgio la idea de investigar la actividad
antitumoral de ciertas fracciones relacionadas a ligninas, obtenidas de los extractos de
las “pifias” de los pinos, en ellas se encontrd que los extractos acuosos obtenidos de
Pinus parviflora inhiben el crecimiento de las células de sarcoma 180 en fase ascitica y
en fase solida transplantadas en ratones, asi mismo se realizaron estudios que mostraron
que esta planta también posee actividad antiviral y de esos hallazgos también se

demostré que la planta posee actividad inmunopotenciadora (22).

En la Medicina Tradicional Mexicana se reporta que Bursera fagaroides tiene actividad
contra el cancer, en literatura ctentifica se reporta que esta planta pertenece a la familia
Burceraceae y los estudios experimentales mostraron que tiene actividad antitumoral.
En 1969, se reportaron dos agentes antitumoraies obtenidos de extractos cloroférmicos
de Bursera fagaroides (planta mexicana) y se demostro su actividad biologica en el
carcinoma WA 16, (23), Asi mismo, Bursera microphylla (24-25), Bursera
schlechtendalii (26), Bursera klugii (27) y Bursera morelensis (28), de todas estas
especies se han aislado compuestos relactonados a lignanos con actividad antitumoral,
desconocemos por qué no se continuaron los estudios con estas plantas. Recientemente,

se han reportado cuatro constituyentes citotoxicos aislados de Bursera permollis, dos



de los cuales fueron potencialmente citotoxicos en un panel de lineas cancerosas de

humano (29).

Bursera fagaroides también ha sido estudiada con fines anticonceptivos debido a su
potente efecto aglutinante-inmovilizante de los espermatozoides tanto del humano
como de diferentes mamiferos (30), lo cual indicaba que seria una planta prometedora
como agente inhibidor de Ja fertilidad en ratas macho. Sin embargo, su alta toxicidad

limito los estudios in vivo con propositos de ser utilizada como agente antifertilizante.

Un gran nimero de agentes antitumorales obtenidos de las plantas han sido
recientemente evaluados en la clinica tales como: el taxol (paclitaxel) (31), la
harringtonina (32), la homoharringtonina (33-35) el 10-hidroxy-camptothencina (36), el
teneposido (37) y el indurubin (38) entre otros. Paclitaxel es un producto natural
derivado de la corteza de Taxus brevifolia, es un compuesto nuevo de gran interés

quimico, biologico y clinico (39-42).

Los productos naturales anteriormente sefialados que han mostrado actividad
antitumoral abarcan un amplio campo de tipos estructurales, por lo que todavia no hay

una caracteristica comun (estructura-funcion) para explicar su actividad biologica (36-

38).
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Algunos de los metabolitos secundarios obtenidos de las plantas, tienen efectos
terapéuticos los cuales reciben el nombre de constituyentes activos. De esta manera los
medicamentos herbolarios modernos o fitofarmacos de produccion industrializada son
productos que contienen un extracto estandarizado de una planta medicinal como

ingrediente biologico activo (43).

El mayor éxito de los farmacos anticancerosos se observa en tumores de rapida
proliferacion, en este sentido los tratamientos eficaces se han observado en leucemias
infantiles, tumores testiculares y linfomas no Hodgking, que anteriormente eran fatales.
Sin embargo, aun existen tumores como los de pulmon y colon que entre otros éstos
responden muy poco a la quimioterapia. Cabe menctonar que hay diversidad entre los
tipos de tumores en cuanto a heterogeneidad, accesibilidad, tamafio y aspecto, asi como
en la velocidad de crecimiento. Todo ello proporciona diferencias significativas en
cuanto a sensibilidad a los farmacos (quimiosensibilidad), por lo que se continia en la
busqueda de nuevos fairmacos con sensible actividad antitumoral tratande de encontrar

uno de amplio espectro que por lo menos sea atil para mas de un tipo de tumor (38).

Por otra parte, la Inmunologia es una de las areas de investigacion biomédica de mas
rapido desarrollo y es a través de esta ciencia que se sabe ¢l sistema inmune esta
involucrado tanto en la etiologia, como en los mecanismos fisiopatologicos de diversas
enfermedades. Asi las alteraciones inmunologicas estan involucradas con las

enfermedades inflamatorias de la piel, el tracto respiratorio, las articulaciones, el
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intestino, asi como con las entermedades infecciosas y las enfermedades neoplasicas

asociadas con un estado de inmunosupresion (44).

4. MECANISMOS BASICOS DE LA RESPUESTA INMUNE.

El sistema mmmune (S1) puede ser considerado como un sensor que forma parte de la
red de homeostasis directamente relacionado con otros sistemas. Frente a un agente
extrafio el Sl reacciona inmediatamente de manera no especifica, posteriormente
desarrolla una accion clonal y especifica, la cual con el tiempo le permite tener
memoria, por tal razén en presencia de una nueva agresion del mismo agente reacciona
de manera inmediata y especifica contra el mismo agresor. Para que el sistema realice
su funcion es necesario la fagocitosis, llevada a cabo por células presentadoras del
antigeno (CPA), la proliferacion celular y la cooperacion de los linfocitos Ty B. Es a
través de esta cooperacion que se desarrolia la proliferacion celular, la produccion de
anticuerpos, la diferenciacion a células citotoxicas, el incremento en células asesinas
naturales {NK) y la activacion de las células fagociticas asi como un aumento en la
hematopoyesis. Todo finamente orquestado por las citocinas quienes constituyen la

inmunorregulacion (45).

La respuesta inmune puede ser dividida en innata o natural (inespecifica) y adquirida o

especifica (46,47).
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La inmunidad innata se desarrolla en presencia de microorganismos a través de un
proceso inflamatorio localizado, en el cual participan los siguientes elementos celulares;
macrofagos, polimorfonucleares neutrofitos, eosindfilos, basofilos vy células NK.
También participan citocinas segun se trate si el patdogeno es un virus o una bacteria
(48).

Frente a los virus la respuesta es regulada por interferon o (IFN-a) e interferéon
(IFN-B). La fuente principal del [FN-o son los fagocitos mononucleares, para el INF-
f3 son los fibroblastos. El efecto antiviral del interferdn es paracrino, es decir. las células
infectadas secretan la citocina que crea un estado antiviral en las células vecinas, al
inducir una maquinaria enzimatica que interfiere con la replicacion del virus. Por otra
parte los IFN o y 3 intensifican el potencial asesino de las células NK vy la eficacia de
los hinfocitos T citotoxicos (CTL), al aumentar la expresion de las moléculas de la clase
1 del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-I) en las superficies celulares (48-
50).

Frente a las bacterias, la respuesta inflamatoria es regulada principalmente por el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), la interleucina 1 (1IL-1) y la interleucina 6 (1L-6). El
TNF-t es el principal mediador de la respuesta trente a bacterias gram negativas y su
fuente principal son los fagocitos mononucleares activados por productos de la pared
bactertana como el lipopolisacarido (LPS) (49). Localmente el TNF-« desencadena una
reaccion inflamatoria; induce la expresion de moléculas de adhesion por el endotelio
vascular, lo que facilita la adheston y la migracion de neutrdfitos al foco de mfeccion

desde la circulacion, activa neutrodfilos, estimulando primero la produccion de 1L-1 y
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después de IL-6. Estas tres citocinas (TNF-¢, 11-1 e IL-6) pueden ser liberadas
coordinadamente por macrofagos activados y se les conoce como citocinas
proinflamatorias (50). El proceso inflamatorio debe ser regulado para que no sea
permanente, va que si el proceso continlia este puede establecerse en una respuesta
inflamatoria sistémica no controlada que puede afectar a otros 6rganos provocando en
ellos insuficiencia y finalizar en una coagulacion intravascular generalizada. Para evitar
el establecimiento del proceso inflamatorio, los macrofagos, junto con el sistema
neuroenddcrino, controlan este proceso a través de la interleucina 10 (IL-10), el factor
de crecimiento transformante-§ (TGF-B) y los esteroides. La IL-10 producida por los
macrofagos activados inhibe la sintesis de las citocinas proinflamatorias (51,52).

En la respuesta inmune especifica, los linfocitos B a través de su receptor reconocen
conformaciones de determinantes antigénicos ya sea que estos sean proteinas,
carbohidratos, lipidos o grupos quimicos sencillos. En tanto que los linfocitos T,
mediante su recptor (TCR), principaimente reconocen péptidos de proteinas procesadas
por medio de las células presentadoras del antigeno, unidos a moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase TI. Las células que dirigen y controlan la respuesta
inmune especifica son los linfocitos TCD4' (linfocitos T colaboradores o helper).
Inicialmente tras el contacto con el antigeno producen una serie de citocinas que van a
determinar que el linfocito TCD4', TH virgen o THO pueda diferenciarse en una célula
TH! o bien en una TH2. Ambos procesos son excluyentes. El que se desarrolle una u
otra subpoblacion tras el contacto con el antigeno va a depender de la naturaleza del

estimulo antigénico, la dosis o concentracion y el tipo de célula presentadora de
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antigeno que lo suministra. El inductor de la diferenciacion a TH1 es la 1L.-12 producida
principalmente por los macréfagos vy las células dendriticas estimuladas por productos
microbianos o viricos. La induccién de TH2 es mas complicada y desconocida, va que
requiere de IL-4 y solo se ha podido demostrar que ésta se produce en forma
signtficativa por las propias células TH2 tras su activacion. Las células THI son
productoras de INF-y, IL-2 y TNF[}. Las células TH2 son productoras de 11.-4, 11.-5,
IL-6, IL-10 ¢ 1L-13. Este patron determina el tipo de respuesta que se pone en marcha.

El inicio de la respuesta inmune ya sea natural o especifica es similar. La relacion entre
las dos respuestas es muy importante y se establece a través de la comunicacion entre
las c€lulas inflamatorias (células fagociticas, células presentadoras de antigeno y células
NK) y los linfocitos B y T. La alteracion de este complejo equilibrio por diversas causas
traeria consecuencias patologicas como enfermedades neoplasicas, granulomatosas,

alergias, procesos autoinmunes y linfoproliferativos entre otros. (48-53).

5. RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL.

Una de las funciones del sistema inmune es la inmunovigilancia, la cual controla el
desarrollo de las células tumorales. La inmunologia antitumoral se fundamenta en el
hecho de que las profundas alteraciones genéticas, metabolicas y morfologicas que
presenta una célula tumoral induce o se acompafia de la aparicion de nuevos antigenos
denominados antigenos asociados a tumores (AAT) (54). Es la presencia de estos

antigenos lo que permiten al sistema inmune reconocer como extrafias a las céluas



tumorales y tratar de eliminarlas. Los mecanismos antitumorales son multiples vy
complejos, existe todo un sistema celular que interacciona entre si a través de factores
solubles como las citocinas, los anticuerpos, el sistema del complemento, etc. capaz de
destruir células tumorales, ya sea mediante una actividad espontanea inespecifica
gjercida a través de las células NK o a través de células inflamatorias conocida como
citotoxicidad natural, que como se menciond anteriormente se caracteriza por no
generar memoria inmunologica y no estar restringida por proteinas del complejo mayor
de histocompatibilidad (48). Por otra parte, el sistema mediado por linfocitos T, donde
se requiere la célula presentadora del antigeno, la generacion de linfocitos T citotdxicos
(CTL) produce células de memoria y dicha actividad es especifica inducida y
dependiente del CMH-I (54). De esta manera, el sistema inmune reconoce los antigenos
tumorales y activa una respuesta para la eliminacion de las células que los presentan. Sin
embargo, las células tumorales tienen la propiedad de evadir al sistema inmune de varias
formas: a) a través de una disminucion en la expresion de las moléculas de
histocompatibilidad, por lo tanto habra una menor expresion de los antigenos tumorales
y b) la secrecion de mediadores inmunosupresores, como es el caso de algunos factores
de crecimiento como el TGF-B, una de las principales citocinas inhibidoras de la
respuesta inmune (51). El conocimiento de la accion bioquimico-molecular de citocinas
estimuladoras de la respuesta inmune, de los linfocitos T y de céluas NK, indujo la
generacion de la terapia biologica contra el cancer, mejor conocida como inmunoterapia
del cancer, estrategia que se basa en la estimulacion de los mecanismos de defensa del

huésped contra el tumor (55,56). Entre los procedimientos inmunoterapéuticos se



encuentran la utilizacion de algunas citocinas como:1L-2, IL-7, 11L-12, TNF-a, GM-
CSF (factor estimulador de colonias granulocito macréfago) y los diferentes tipos de
interferon (w,B,y) va sea en forma aislada o en mezcla con linfocitos del mismo
individuo previamente activados in vitro con citocinas. Otro procedimiento lo
constituye la utilizacion de células citotoxicas LAK (células asesinas activadas por
citocinas), generadas a partir de linfocitos sanguineos periféricos tratados con [L-2 (IL-
7 o IL-12); células TIL (linfocitos infiltrantes del tumor), separados y tratados in-vitro
con 1L-2 y las células TIL medificadas genéticamente, células derivadas del propio
paciente y readministradas. En ambos casos (células LAK y TIL) el proposito es aportar
a nivel local la citocina respectiva para reclutar y activar células citotoxicas que actien
especificamente contra el tumor. En tanto que en células modificadas genéticamente el
propdsito es aumentar su inmunogenicidad. Paralelamente, el creciente conocimiento de
los antigenos tumorales estd permitiendo por una parte, utilizarlos como vacuna y
ademas poder obtener /i vitro aquellos clones celulares autdlogos, especialmente
linfocitos T citotoxicos (LTc), para expandirlos y utilizarlos también como una
posibilidad de tratamiento (57). Por todo ello, la inmunoterapia del cancer aun puede
considerarse en etapa experimental, por lo que es necesario la busqueda de nuevas

estratégias contra este padecimiento.



6. PLANTAS MEDICINALES CON ACTIVIDAD INMUNOMODUILADORA.

La funcion y la eficacia del sistema inmune pueden ser modificados tanto por factores
exdgenos como enddgenos, (alimentos, farmacos, agentes nocivos, venenos, estrés
fisico y psicologico, hormonas y citocinas, entre otros) que dan como resultado ya sea
inmunosupresion o inmunoestimulacion.  En este sentido, lo mas probable es que un
estado saludable esté basado en una sofisticada y fina armonizacion de mecanismos
inmunoreguladores (58).

Se define como inmunomodulador o inmunoregulador a una substancia capaz de
producir un efecto o un cambio en los mecanismos basicos de regulacion de la
respuesta inmune. Las terapias biologicas pueden ser diseiiadas para reparar, estimular
o incrementar la funcion del sistema inmune. El empleo de agentes farmacologicos para
modificar la funcion inmune es una de las dreas mas importantes dentro de la
terapéutica. Los llamados modificadores de la respuesta biologica son agentes que
modifican en forma ben¢fica la respuesta biologica del huésped frente a una neoplasia o
a cualquier agente patdgeno. En el caso concreto de una neoplasia, los modificadores
biologicos incluyen agentes que producen un efecto antitumoral en forma indirecta
(aumentando la respuesta inmune contra las células neoplasicas) o directamente sobre

las células tumorales (58,59).



Drews define, que la immunoestimulacion es un recurso profilactico o terapéutico
basado en preparaciones con hierbas, microbios, y productos sintéticos, capaces de

activar los mecanismos de defensa corporal especificos y no especificos (60).

Por otra parte, se ha reportado que las drogas oncostaticas o citotoxicas obtenidas de
plantas o sintéticas, pueden comprometer de forma secundaria los mecanismos de
defensa del huésped, ejemplo de ello lo constituyen los alcaloides vegetales como
vineristina y vinblastina que tienen actividad citotdxica, pero también tienen
propiedades inmunosupresoras {61).

El cientifico aleman Heidelbert Wagner, utiliza los términos “inmunoestimulante”™ y
“adaptogeno” para describir drogas o substancias (obtenidas princiaimente de plantas)
capaces de aumentar la resistencia de un organismo contra agentes estresores de
diferente origen. Segun Wagner, los inmunoestimulantes actGian de una manera no
antigeno dependiente y pueden influir sobre la respuesta inmune celular y humoral ya
que contrarrestan estados de inmunosupresion principalmente de origen microbiano.

En tanto que los adaptogenos aumentan la resistencia del organismo también por
mecanismos no especificos, pero en estados de estrés por agentes nocivos de tipo fisico,

quimico o biologico donde participan tanto el sistema inmune como el enddcrino.

(59,62).

[
(]



Ademas de ser estimuladores o supresores, ciertos agentes también tienen actividad
para normalizar o modular procesos fisiopatologicos y por ello son llamados agentes
inmunomoduladores (63).

En la literatura cientifica existe un gran numero de plantas que pueden ser referidas
como fuentes de inmunomoduladores, las mas importantes son: Lchinacea purpurea
Ilentherococeus. senticosus, Panax ginsen, Thuja occidentalis, Baptisia tinctoria y
Isupatorivm cannabinum (63,65). En la Medicina China, las méas importantes son:
Astragalus, Codonopsis, Hedyotis, Ligustrum y Rehmannia (66). Como ejemplo de un
inmunomodulador en la terapia del cancer podemos citar al Mistletoe (Viscim album)
(67).

En una investigacion reciente sobre las actividades inmunomoduladoras de extractos
obtenidos de 39 plantas africanas, se demostrd que a través del estudio de extractos
hidroalcohodlicos y de extractos diclorometandlicos de Zanha africana (Sapindaceae),
fue una de las plantas mas efectivas que estimuld la actividad tumoricida de macrofagos
y la produccion de superdxido por macrofagos y granulocitos (68).

En México, a pesar de su diversidad biologica en plantas medicinales, las
investigaciones sobre antitumorales e inmunomoduladores de origen vegetal son
escasas. En nuestro laboratorio estamos interesados en la busqueda de nuevos
productos antitumorales obtenidos de plantas medicinales mexicanas, que ademas del
efecto deseado y tomando en cuenta la funcidén intermediaria que tiene el sistema

inmune en la interaccion de las enfermedades oncologicas y la inmunocompetencia, los
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nuevos productos antitumorales también pudieran modular positivamente la respuesta

mmune,

Por ello, es que este trabajo esta orientado a valorar el efecto antitumoral del extracto
hidroalcoholico obtenido de Bursera fagaroides y a estudiar de qué forma participa en
la respuesta inmune del huésped con tumor. Con ello miciamos la bisqueda de nuevos
antitumorales que ademas pudieran participar de forma menos nociva en el sistema

inmune.



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En investigaciones continuas de plantas con actividad antitumoral la familia
Burceraceae de diferentes partes del mundo ha sido estudiada desde el punto de vista
fitoquimico y de sintesis. Sin embargo, los estudios respecto a su actividad biolégica
son escasos.Tomando en cuenta estos antecedentes retomamos los estudios de la
actividad bioldgica de esta planta con fines antitumorales e inmunoldgicos ya que se
desconoce si el extracto hidroalcohdlico de Bursera fagaroides tiene efecto citotoxico
en celulas de linfoma murino L5178Y en cultivo y efecto antitumoral en ratones
portadores de linfoma. Asi mismo se desconoce su efecto en la respuesta inmune de

ratones portadores de tumor.



1V, HIPOTESLS

El extracto hidroalcoholico de Bursera fagaroides tiene efecto citotdxico en células de
linfoma murino L5178Y en cultivo, efecto antitumoral en ratones portadores de tumor

y modula la respuesta inmune de ratones con linfoma.



V. OBJETIVO GENERAL

Investigar la actividad citotoxica y antitumoral del extracto hidroalcohdlico de Bursera
fagaroides utilizando como modelo el linfoima murino L5178Y, v estudiar si la dosis
terapéutica tiene influencia en la respuesta inmune de ratones BALB/¢ portadores del
tumor,

OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Estudiar mediante analisis cromatografico (TLC) y analisis fitoquimico (cualitativo)
el grado de complejidad y tipo de compuestos del extracto hidroalcohdlico.
2.- Valorar el efecto citotoxico del extracto hidroalcoholico liofilizado de Bursera
fagaroides, mediante la Dosis Efectiva 50 (DE-50), en cultivo de células tumorales a
manera de dosis-respuesta.
3.- Establecer la Dosis Letal 50 (DL-50) del extracto hidroalcohdlico liofilizado en
ratones BALB/c.
4.- Evaluar el efecto antitumoral de diferentes concentraciones del extracto
administrado por via orogastrica o intraperitoneal, mediante la inhibicion del
crecimiento tumoral por sobrevida de ratones portadores de linfoma L5178Y.
5.- Estudiar el efecto del extracto en la actividad fagocitica de los macrofagos
alveolares de los ratones inmunosuprimidos por el linfoma y tratados con la dosis
terapéutica antitumoral que resulte mas prometedora.
6.- Estudiar el efecto del extracto de Bursera fagaroides en la respuesta inmune celular
de ratones inmunosuprimidos por el linfoma y tratados con la dosis terapéutica

antitumoral.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

a) TIPO DE ESTUDIO: Experimental, prospectivo y comparativo
entre grupos independientes.
by UNIVERSO DE ESTUDIQ: ratones de la cepa BALB/c con y sin linfoma murino
L5178Y, tratados y sin tratar con Bursera fagaroides
¢) TAMANO DE LA MUESTRA: Grupos de 10 ratones en cada etapa
experimental,
d) VARIABLE INDEPENDIENTE:
Administracion de extractos de
Bursera fagaroides por via
oral o intraperitoneal.
e) VARIABLES DEPENDIENTES:
1) Citotoxicidad
2) Sobrevida de los animales
3) Porcentaje de fagocitosis
4) Indice fagocitico
5) Indice de digestion
6) Hipersensibilidad Retardada al DNFB

7) Respuesta proliferativa de linfocitos.
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VII. MATERIAL Y METODOS

1) PLANTA - La planta recolectada en Enero de 1995 en el estado de Michoacan, fue
identificada taxonomicamente como Bursera fugaroides por Abigail Aguilar, en el
Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social en México D.F., y por
Jaqueline Reynoso, en el Instituto de Botanica del Centro Universitario de Ciencias

Biolégicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara.

2) PREPARACION DE LOS EXTRACTOS LIOFILIZADOS DE Bursera
Sfagaroides.

PROCEDIMIENTO 1. Se utilizaron 500 g de la corteza de la planta, se extrajo una vez
con hexano en proporcion 1:2.5 (p/v) en Soxhlet durante 5 horas a 60 °C | el solvente
hexanico se eliminé totalmente. El residuo de la planta se reextrajo dos veces con etanol
al 70% en proporcion 1:2.5 (p/v) por reflujo a 60 °C/5 h. Después de eliminar el alcohol
se liofilizo y se almacend como Liofilizado 1 (L1).

PROCEDIMIENTO II. A.- Se utilizaron 500 g de la corteza de la planta y se hizo una
extraccion hexanica al igual que el procedimineto I. B.- En la reextraccion por
duplicado se utilizo acetato de etilo, se mezclaron con un volumen igual de etanol al 70
%, se agito vigorosamente durante 30 minutos. Se dejo reposar hasta la separacion de
dos fases transparentes. La fase inferior hidroalcoholica se separo, se elimind el alcohol
y se ahnaceno como Liofilizado 2 (1.2). C.- Al residuo de la planta se le reextrajo por

tercera ocasion con etanol al 70 %, se elimind totalmente el alcohol como se describid



en el procedimiento | y se almacend como Liofilizado 3 (1.3). Los tres liofilizados se

almacenaron en porciones de 250 mg en ampolletas ambar previamente etiquetadas

(30).

3) ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO. En virtud de que los extractos
fueron hidroalcohdlicos, la identificacion de las categorias de los compuestos se realizo
mediante pruebas cualitativas especificas para saponinas, flavonoides y alcaloides
(30,69).

Identificacion de Saponinas.

Prueba de Lieberman Buchard: consiste en mezclar 1 ml de anhidrido acético -+ 1 ml de
cloroformo, a 0 °C, se adiciona una gota de acido sulfirico concentrado y una porcion
del extracto problema. La prueba se considera positiva cuando hay formacién de
colores ya sea azul, verde, rojo o naranja los cuales aparecen en un lapso de 15 a 30
minutos.

Prueba de Salkowski: se mezcla 1 ml de cloroformo + | ml de la muestra + Iml de
acido sulflrico concentrado. La prueba es positiva por la presencia de colores amarillo
0 10jo.

Prueba de Molish: Se hizo una reaccion con dos gotas de solucion al 5 % de alfa naftol
en etanol con una parte de la muestra y por la pared del tubo se adicionaron una parte
igual de acido sultUrico concentrado. La prueba es positiva si se forma un anillo de

color violeta,



Identificacion de Flavonoides.

Los extractos ( L1, L2 y L3) en solucién acuosa, fueron tratados con un alcali, la
presencia de flavonoides hace variar la muestra de color café a color amarillo.

Otra prueba para identificar flavonoides consistio en adicionar acido sulfurico

concentrado, el cambio a color amarillo confiring la presencia de flavonoides.

Identificacion de Alcaloides

Reactivo de Mayer.

Se prepar¢ una solucion de cloruro de mercurio (HgCly 1.36 g en 60 ml de agua), y una
solucion de yoduro de potasio (KI 5g en 10 mi de agua). Se mezclaron las dos
soluciones y se afor6 a 100 ml. Las muestras (1 mg) se prepararon en agua acidulada
con HCl o con H,SOy en proporcion de acido y agua 1:1 (v/v). La solucion de Mayer se
agregd a las muestras gota a gota (no mas de cinco) la formacion de un precipitado
manifiesta la presencia de alcaloides.

Reactivo Acido Silicotangstico.

Se prepararon 5 g de acido silicotiingstico en 100 ml de acido sulfirico 6 N

Reactivo Dragendorff.

Consistio en disolver 8 g de nitrato de bismuto en 20 ml de acido nitrico al 30 % y 27.2
g KI en 50 ml de agua. Se mezclaron las dos soluciones (v/v) y después de 24 h de

reposo, se aforo con agua a 100 ml.
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Los extractos que contienen alcaloides forman precipitados con las soluciones antes
mencionadas. Los resultados se registraron como abundantes (+++) moderado (+1)

escaso (+) dudoso ( + ) y negativo (-} (70).

4) ANALISIS CROMATOGRAFICO. Se realizé un analisis cromatografico en capa
fina de silica-gel (Merck 5548) con el proposito de distinguir los compuestos que
conformaron los liofilizados. El sistema de elucion para desarrollar el cromatograma

consistié de: Butanol; Acido Acético; Agua (4:1:1: v/v) (69,70).

5) MATERIAL BIOLOGICO.

ANIMALES. Se utilizaron ratones singénicos BALB/c (haplotipo H-2 d) machos de 6 a
8 semanas de edad, formados por grupos de 5 animales, alojados en jaulas de
policarbonato. Los animales fueron proporcionados por el Bioterio de CIBO-1MSS y se
mantuvieron en habitaciones con temperatura controlada de 22 °C y ciclos alternos de
iluminacion-oscuridad de 12 h, alimentados con una dieta balanceada especial para

roedores (PURINA-MEXICO) y agua purificada para consumo voluntario.

CELULAS TUMORALES. Se utilizé como modelo el linfoma murino L5178Y, el cual
es un tumor timico (haplotipo H-2d) de origen espontaneo que en 1958 se obtuvo en el
laboratorio del Dr. Fisher en un raton DBA/2. Fue donado al laboratorio del Dr. Heéctor
Gomez Estrada por el Dr. Stevens de la Universidad de Utah y lo hemos conservado

por mas de 20 ailos por transplante intraperitoneal (i.p.} semanal en ratones BALB/c
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que son compatibles con el locus H-2d con los ratones DBA/2. El tumor es de alta
malignidad ya que 20X 10° células L5178Y por via i.p. mata a los ratones en 15 + 2 dias

(71,72). Recientemente de esta linea tumoral se han reportado factores

inmunosupresores (73).

6) ENSAYOS /N VITRO

ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS LIOFILIZADOS.

Un modelo util en la deteccion selectiva (screening) de extractos de plantas como
probables inhibidores de tumores es mediante ensayos in vitro en células tumorales.
Para evaluar la citotoxicidad de Bursera fagaroides se hicieron cultivos celulares en
ausencia (controles) y presencia de diferentes concentraciones del liofilizado (10,20,40
y 80 pg/ml) a manera de una curva de dosis-respuesta sobre las células del linfoma
L5178Y (2X10%) resuspendidas en 2 mi de medio RPMI pH 7.4 adicionado de 10% de
suero fetal bovino (FBS) previamente inactivado y se incubaron a 37 °C en atmosfera
de CO2 al 5% en aire (95 % humedad) por 24 horas. Al final del periodo de incubacién,
se tomaron alicuotas de cada cultivo y por nucroscopia de luz, se determinaron las
concentraciones celulares por cuenta en hemocitometro, asi como el porcentaje de

viabilidad celular utilizando el método de exclusion con colorante de azul tripano (74,

75).



7Y ENSAYOS IN VIVO |

a) DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 100 Y 50 (DL-100 Y 50)

Se formaron grupos de 5 ratones BALB/c sanos de 20 a 22 g de peso a los que se les
administrd por via oral o i.p. dosis unicas del liofilizado (50, 100, 200, 300 y 400 mg/kg
de peso corporal en 0.1 ml. de agua inyectable) se registro el tiempo de sobrevida de los
animales y no se aumento la dosis, solamente se reportd el estado general de los
animales mediante signos clinicos como son el espasmo abdominal, inactividad, pelo
erizado y tendencia a formacion grupal. De ésta manera, se determino la dosis letal 50 y
100 con el propodsito de utilizar por lo menos dos dosis subletales con fines de

investigacion terapéutica.

b) ESTUDIOS DE ACTIVIDAD ANTITUMORAL. Se utilizaron 100 ratones machos
BALB/c sanos de 20 a 22 g de peso a los que se les implantd por via i.p.. 2 X 10*
celulas de linfoma murino L5178Y. Después de 24 h se inicio el tratamiento en grupos
independientes de 10 ratones cada uno, utilizando por lo menos dos dosis subletales a
unos por via oral y a otros por via intraperitoneal durante 15 dias. Se¢ usaron como
controles un grupo de ratones portadores de tumor sin tratamiento y dos grupos
tratados con placebo a base de solucion salina fisiologica administrada por via oral o i.p.
Se cuantificé para cada grupo el crecimiento tumoral por peso en gramos, comparado
entre si y entre grupos, asi mismo se determind la sobrevida de los animales, la
concentracion del extracto y la via de administracion que nos proporciond el mejor

resultado terapéutico.
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¢) PRUEBAS DE ACTIVIDAD INMUNOLOGICA. Con la dosis terapéutica
antitumoral de Bursera fagaroides previamente establecida en los ensayos in vivo, se
estudio la respuesta inmune a través de pruebas inmunoldgicas tales como: fagocitosis,
hipersensiblidad retardada (HSR) al dinitrofluorobenceno (DNFB) y proliferacion de
linfocitos de bazo en respuesta a fitohemaglutinina (PHA). La prueba de fagocitosis y la
de proliferacion celular, se realizaron un dia después de la Gltima dosis de! tratamiento
en grupos de animales con tumor y se compararon con el grupo control (sin tumor y sin
tratamiento). Esto se debe a que los productos obtenidos de las plantas que tienen
actividad antitumoral o antimicrobiana influyen de manera importante en el sistema

inmune (58).

Fagocitosis.

Se utilizo el método de Stossel (75). Consistio en adherir a un cubreobjetos de 22 X 22
mm cortado en cuatro partes, 2X10° macréfagos alveolares (MA), se agregaron 10°
levaduras de Candida dlbicans previamente incubadas 15 minutos en suero autdlogo.
Las levaduras y los macrofagos fueron incubados 30 min (tiempo de ingestion) a 37° C
en camara humeda y posteriormente lavados con SSBH a 37 °C y nuevamente se
incubaron 30 min con suero (tiempo de digestion). En seguida se lavaron y despues de
secar, se tifieron con colorante de Wrigth. Se contaron 300 células y los resultados se
reportaron como; a) porcentaje de MA que fagocitaron: b) indice de fagocitosis
(promedio de levaduras de Candida albicans ingeridas por cada MA) y ¢) actividad

digestiva (promedio de levaduras digeridas) (76).
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Hipersensiblidad Retardada (HSR) al Dinitrofluorobenceno (DNFB)

La reaccion de HSR valora la inmunidad especifica a través de un proceso secuencial:

1.- Fase cognitiva, en la cual los linfocitos CD4" y algunos CD8' reconocen proteinas
de antigenos extrafios presentados en la superficie de las células presentadoras de
antigeno (CPA).

2.- Fase de activacion, en la cual las células T secretan citocinas y proliferan.

3.- Fase efectora, la cual se realiza en dos eventos: a) inflamacion, en la cual las células
del endotelio-vascular, activadas por citocinas reclutan leucocitos circulantes hacia el
tejido local del reto antigénico, y b) resolucion, en ia cual los macréfagos activados por
citocinas actuan para eliminar el antigeno extrafio. Este proceso puede ser acompafiado
de dafio al tejido. En este trabajo utilizamos Ia prueba al DNFB, en donde los animales
sanos y portadores de linfoma con y sin tratamiento fueron sensibilizados con 20 pl de
DNFB al 0.5 % en una mezcla de acetona y aceite de oliva en proporcion 4:1 (v/v) en el
abdomen de los ratones previamente rasurados, la sensibilizacion se realizo el 9° y 10°
dias del tratamiento y se retaron el dia 13" a través de la aplicacion de 10 il del DNFB
al 0.2% en el pabellon auricular derecho. La inflamacion se midio a las 48 h posteriores
a la adnnnistracion reveladora utilizando un micrémetro de precision vy se calculd como
el incremento en el grosor del pabellon auricular en micrémetros (pm) con respecto a

su lectura basal. (77-79).



Proliferacion de linfocitos de bazo en respuesta a fitohemaglutinina.

Esta prueba valora la respuesta inmune celular in vifro, Se realizdé de la siguiente
manera: al décimo sexto dia del tratamiento se sacrificaron los ratones por dislocacion
cervical, y se les realiz0 esplenectomia. El bazo se coloco en una caja de Petri que
contenia 7 ml de solucion salina balanceada de Hank (SSBH) a 4 °C, se disgrego el
bazo a travez de una bolsa nytex (Malla de microfilamentos de nylon con poros de
diametro de 210 y, Teteco. Inc., Elmsford, N.Y.) en campana de flujo laminar
(ALDER). La suspension celular se coloco en un tubo conico de polipropileno que
contenia 4 m! de Histopaque-1077 (Sigma Chem. Co. H-8889). Los tubos se
centrifugaron por 20 min a 2500 rpm. Se obtuvo la interfase de linfocitos y se lavé dos
veces con SSBH. Las células se resuspendieron en 3 ml de medio de cuitivo RPMI-
1640 suplementado con 10 % de suero fetal de ternera (SKT). Se determind la
viabilidad con azul tripano al 0.1 %. Los linfocitos se contaron en camara Neubauer. La
concetracion final para la suspension celular se ajustd a 2X10° células/0.1 ml. Se
hicieron cultivos de linfocitos en cajas de 96 pozos de la siguiente manera:

0.1 ml de linfocitos + 0.1 ml de RPMI-1640 (para células no estimuladas)

0.1ml de linfocitos + 0.1 de fitohemaglutinina ( PHA ) 10 g/ ml. Esta dosis optima fue
determinada mediante una curva de dosis respuesta utilizando 50, 25 y 10 pg/ m! de
PHA (Sigma Chem. Co. L-9132). Los cultivos se hicieron por triplicado y se incubaron
por 48 h en una incubadora (NAPCO Modelo 302) en atmosfera de humedady 5 % de

CO, a temperatura de 37 °C. Al terminar esta incubacion se pulsé el cultivo con 1 pCi
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de timidina tritiada ['H-timidina] (Methy! H3) (Amersham, 37 Mbg/ml) a cada pozo, el
cultivo se incubo nuevamente por 24 h.

Después de las 72 h de mcubacion se cosecharon los cultivos con pipeta Pasteur,
colocando las muestras en trozos de papel filtro del No.2 de 2 X 3 cm. Se lavaron dos
veces por inmersion en acido tricloroacético (Analityka A 3300) al 7 % y dos veces en
alcohol (etano! ) al 70 % en agitacion constante por 5 min. Después de secar a
temperatura ambiente, se recortaron en pequefios trozos y se colocaron en viales. A
cada vial se le adicionaron 3 ml de liquido de centelleo [PPO2-5difeniloxozol (Sigma
Chem, Co. D-4630), triton X100 (Sigma Chem. Co0.6517), etilenglicol (J.T. Baker
Analyzed 21766}, etanol absoluto (Merck UN 1177WGKO) y Xilol (Sigma Chem. Co.
917)]. La proliferacion de linfocitos en respuesta al mitogeno PHA se realizdé mediante
la sintesis de DNA marcado con timidina tritiada utilizando un contador de centelleo
(Beckman, USA, LS6000 SE). Los resultados de las lecturas se expresan en cuentas

por minuto {cpm). Se determiné el indice de estimulacion (IE) por la siguiente formula:

E cpm de los linfocitos estimulados con el mitdgeno
- cpm de los linfocitos no estimulados

Se hicieron cultivos de linfocitos de ratones sanos (Grupo control), portadores de
linffoma (Grupo 2); portadores de linfoma tratados con el extracto por via ip.
(Grupo3), portadores de linfoma tratados con el extracto por via oral (Grupo 4). De
cada raton se hicieron cultivos de linfocitos estimulados con fitohemaglutinina (PHA),

asi como cultivos de linfocitos no estimutados en un periddo de 72 h a 37°C (80,81).
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Andlisis Estadistico.

Los ensayos de citotoxicidad se expresaron como la concentracion del liofilizado que
mato el 50% de las células de linfoma murino L5178Y respecto al contro! en 24 h de
cultive (DE-50) por el procedimiento de Miller y Tainter. La actividad antitumoral de
los liofilizados se expresaron en sobrevida de los ratones mediante pruebas estimadas de
Kaplan Meier vy la comparacion estadistica de los grupos por la prueba de Log-Rank.
Los resultados de las pruebas inmunoldgicas -fagocitosis, hipersensibilidad al DFB y
proliferacion de linfocitos esplénicos- se expresaron como promedio y desviacion
estandar; la comparacion se realizdé por ANOVA vy la prueba “t” de Student. Los

valores obtenidos se consideraron significativamente diferentes cuando p < 0.05.



VIII. RESULTADOS

PLANTA. Bursera fugaroides (Figura 1), fue colectada en ¢l estado de Michoacan y su
identificacion se realizo en el Herbario Medicinal del Instituo Mexicano del Seguro
Social, por Abigail Aguilar (Registro No. IMSSM-12051) y en el Instituto de Botanica

de la Universidad de Guadalajara por Jaqueline Reynoso (IBUG-140748).

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS LIOFILIZADOS. Los
resultados del analisis cromatrografico en capa fina de gel de silice de los liofilizados 1,
2,3, (L1, L2, L3) se muestran en la Figura 2. En la cromatoplaca se muestra una
separacion de ocho bandas en L1 y por lo menos tres bandas en 1.2 y L3, con
velocidades relativas de desplazamiento (Rf) de 0.0 a 0.276. Las bandas con mayor
concentracion en los tres lioflizados fueronla 1 con Rf=0.0;1a 5 con Rf =0.217 y1a 8
con Rf = 0.276. Por el comportamiento de desplazamiento que presentaron estos
extractos, se infiere la presencia de compuestos polares (localizados en el punto de

origen) y de mediana polaridad.

ANALISIS FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS LIOFILIZADOS. El analisis
fitoquimico realizade a los hofilozados (L1, L2, 1.3) mediante técnicas cualitativas

especificas fue positivo a saponinas (+++) v flavonoides (+++) y negativo a alcaloides.



ENSAYOS IN VITRO

ESTUDIO CITOTOXICO DE LOS LIQFILIZADOS.

Los resultados de la actividad citotéxica de los liofilizados se resumen en la Tabla 1 y
Figuras 3 y 4. En la Figura 3, se observa el efecto citotoxico de tos liofilizados de
Bursera fugaroides valorado por la técnica de exclusion con azul tripano, la evalucion
de la viabilidad en porcentaje se hizo en hematimetro utilizando un microscopio
fotonico de contraste de fases 40X. A Control (93%). B 10 pug/mi (70%) C 20 pg/ml
(50%) D 40 pg/ml {0%) E 80 ng/ml (0%). La viabilidad vario de manera proporcional a
la concentracion del extracto y se analizo estadisticamente por el procedimiento de
Miller y Tainter con intervalo de confianza de 95 %. En la Figura 4 la curva de dosis-
respuesta muestra la dosis que mato al 50 % de las células en cultivo (DE-50), en los
tres liofilizados correspondié a 20 pg/ml, en tanto que las dosis de 40 y 80 ug/ml fueron
100 % citotoxicas. Estos resultados fueron corroborados por reinoculacion en ratones
sanos (n=3 para cada dosis) después del tratamiento in vifro por incremento en
sobrevida (Tabla 1), los animales que recibieron las células en donde se observo la DE-
50 desarrollaron tumor y mostraron sobrevida de 50-60 dias, en tanto que con las dosis
100 % citotoxicas no se observo desarrolio tumoral en por lo menos tres meses de
observacion.

Debido a que tos tres liofilizados produjeron resultados similares en la primera fase del
proyecto (ensayos fitoquimico, cromatografico y citototoxico), en los ensayos i vivo
solo se trabajo con el extracto hidroalcohélico al 70% correspondiente al Liofilizado 1,

va que el rendimiento fue mayor y en menor tiempo.
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ENSAYOS IN-VIVO

DOSISLETAL 100 Y 50 ( DL-100 Y 50).

Para determinar la DL-100 y DL-50 se administraron dosis unicas crecientes del
extracto L1 de 50, 100, 200, 300 y 400 mg/kg por via oral & por via intraperitoneal.
Los ratones sanos que recibieron la dosis mas alta (400 mg/kg) fallecieron en un lapso
de 24 h, los que recibieron 300 mg/kg fallecieron 3 de 5 en 72 h. Los tratados con 200
mg/kg fallecieron 4 de 10 en 72 h. en tanto que los animales tratados con 100 o 50
mg/kg no se registrd ninguna muerte. Todos los animales que fallecieron en un lapso de
72 h presentaron mal estado general como espasmo abdominal, inactividad, pelo
erizado y tendencia grupal. En cambio los que sobrevivieron a la dosis toxica asi como
tos ratones tratados con 100 mg/kg manifestaron pelo erizado y mal estado general en
las primeras 72 h, recuperandose en un lapso de 96 a 120 h. Cabe mencionar que los
grupos de ratones tratados con 50 mg/kg manifestaron un estado clinico general
saludable parecido a los ratones sanos sin ningin tratamiento. Con estos datos se
establecio la DL-100 la cual fue de 400 mg/kg y la DL-50 correspondio a 250 mg/kg

(Figura 5). El potencial antitumoral del extracto se estudio con dosis subletales.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL.
En la figura 6, se observa la sobrevida de ratones portadores del tumor (2 X 10" células)
sin tratamiento o tratados con placebo (controles) y los grupos experimentales tratados

con el extracto de Bursera fagaroides a razon de 50 y 100 mg/kg/dia durante 15 dias,
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utilizando en grupos independientes dos vias de administracién: la via oral o la
intraperitoneal.

La sobrevida promedio de los grupos no tratados o tratados con placebo fue de por lo
menos 30 dias, en tanto que los que recibieron B. fagaroides se incrementd en mas de
33 dias. Sin embargo, el mejor resultado terapéutico se observo con 100 mg/kg/dia
durante 15 dias y por la via de administracion i.p., seguido de la administracion oral. La
sobrevida de los grupos tratados con 100 mg/kg fue mayor (p< 0.001) con respecto a
los grupos control o placebo y con respecto a los grupos tratados con 50 mg/kg (p<
0.05).

La via de administracion intraperitoneal fue mejor (p < 0.05) que la oral, ya que en tres
meses de observacion después del tratamiento no hubo desarrollo tumoral en el 26 % y

el 8 % de los animales respectivamente ( Figuras 6, 7y 8 ).

Una observacion importante en relacion a la toxicidad del tratamiento fue que no hubo

cambios significativos por lo menos en biometrias hematicas realizadas en los grupos

estudiados.

ACTIVIDAD INMUNOLOGICA

Debido a que los extractos de una planta son siempre una mezcla compleja de diferentes

substancias quimicas que reaccionan con estructuras celulares o tisulares, ademas de

mostrar actividad antitumoral pueden también participar de manera importante en el
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sistema inmune. Una vez establecida la actividad antitumoral del extracto
hidroalcoholico de Bursera fagaroides, se estudio el efecto de la dosis terapéutica en la

respuesta inmune de ratones con linfoma L5178Y.

Efecto del extracto hidroalcohélico de Bursera fagaroides en la actividad

fagocitica de los macréfagos alveolares de ratones BALB/c portadores o no de

linfoma,

La respuesta inmune inespecifica estd respresentada principaimente por células
fagociticas (granulocitos, macrotagos/monocitos) y diferentes factores solubles como el
sistema del complemento y citocinas. En este trabajo investigamos la actividad
fagocitica de macrofagos alveolares de ratones portadores de linfoma tratados con la
dosis terapéutica antitumoral (100 mg/kg/dia/i5dias) del extracto de Bursera
fagaroides. En la Tabla 2, puede observarse que en el grupo de ratones sanos (Grupo
1) el 4357 + 15.01 % de los macréfagos fagocitaron por lo menos una levadura de
Candida dalbicans, cada macrofago ingirio en promedio 1.23 = 0.77 y digirio tan solo
0.69 + 0.47 de la levadura. En el grupo de ratones con evolucion tumoral de 16 dias
{Grupo 2), el 29.8 £ 7.05 % de los macrofagos fagocitaron y cada macrofago fagocitd
en promedio 0.59 + 0.12 y digirid 0.40 1 0.07 levaduras. En los animales portadores de
linfoma tratados con el extracto por via 1.p. (Grupo 3) el 28.2 £ 7.04 % de las céluas
fagocitaron, el indice fagocitico fue de 0.57 £ 0.19 y el indice de digestion de 0.32 +
0.31, estos valores fueron muy parecidos a los encontrados en el Grupo 2. Al analisis

estadistico no se encontraron diferencias significativas. En cambio cuando los animales
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portadores de linfoma fueron tratados con Bursera fagaroides por via oral (Grupo 4),
aumento el porcentaje de células que fagocitarona 79.8 £ 3.11 % ; el indice fagocitico
fue de 1.96 £ 0.33 y el indice de digestion de 0.53 + 0.31. Al comparar el porcentaje de
células que fagocitaron en los Grupos 1, 2 y 3 contra el grupo 4 las diferencias fueron
altamente significativas p<0.001 (Figura 9). Con respecto a los indices fagociticos de
los Grupos 2 y 3 contra el Grupo 4 las diferencias fueron significativas p<0.001 (Figura
10). En relacion al indice de digestion (Figura 11) no hubo diferencias significativas en
ninguno de estos grupos. Con el propdsito de estudiar si la actividad fagocitica se
modificaba en ratones sanos, valoramos la dosis terapeutica del extracto por ambas vias.
El Grupo 5 tue tratado por via i.p., los resultados fueron que el 87.8 £ 1.48 % de los
macrofagos alveolares fagocitaron. El indice de fagocitosis fue de 3.29 + 038 y el
indice digestivo fue de 0.76 + 0.19. El Grupo 3 fue tratado por via oral y la actividad
fagocitica de los macrofagos se incrementd a 94.6 + 1.14 % ; el indice fagocitico fue de
488 + 1.29 y el indice digestivo fue de 1.73+ 0.57. En ambos grupos puede observarse
que la actividad fagocitica se incremetd por lo menos p<0.01, al compararia con
cualquiera de los grupos con tumor ya sea que hubiesen recibido tratamiento o no,
inclusive con respecto al Grupo control (Tabla 2 y Figuras 9, 10y 11).

La Figura 12 muestra una micrototografia de la fagocitosis por macrofagos alveolares

obtenidos de raton con linfoma y tratado por via oral con Bursera fugaroides (100

mg/kg/dia durante 15 dias).
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Efecto del extracto hidroalcohdlico de Bursera fagaroides en la respuesta inmune
celular valorada por hipersensibilidad retardada al DNFB en ratones BALB/c
portadores de linfoma.

La respuesta inmune celular esta representada principalmente por linfocitos T, y células
presentadoras de antigeno asi como moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad-I1 en donde también intervienen citocinas que regulan esta
respuesta. Una de las pruebas que se utilizan para valorar esta respuesta es
hieprsensibilidad retardada al dinitrofluorobenceno (DNFB). En la Tabla 3 y Figura 13
se resumen los resultados en los seis grupos estudiados. Puede observarse que el grupo
control presenté un incremento (160.9 £37.11 um) en el grosor del pabellon auricular
con infiltrado celular de (+++). En los ratones portadores de linfoma (2 X 10* células
L5178Y), el incremento en el grosor del pabellon auricular tan sélo fue de 61.2 £ 22.8
rm, estos valores comparados con los encontrados en el grupo control fueron
significativos (p< 0.001). Puede verse claramente que el linfoma suprimid la respuesta
inmune celular de los animales.

El tratamiento con el extracto administrade por via intraperitoneal (Grupo 3),
incremento la respuesta inmune celular de los animales con tumor (141.6 + 3835 um)
este incremento fue significativo (p< 0.01) al compararlo con el grupo portador de
tumor sin tratamiento (Grupo 2) y no mostrd diferencias con el Grupo 1. Por otra parte,
el tratamiento administrado por via oral en ratones con tumor (Grupo 4) también
incremento la respuesta inmune celular (96.6 + 33 .09 um), sin embargo estos valores

no mostraron diferencias al compararlos con el Grupo 2. Aunque no alcanzé valores
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cercanos al grupo control, ya que hubo diferencias entre ellos (p<0.01), los resultados
del Grupo 4 contra el Grupo 3 no mostraron diferencias significativas. Lo cual indico
que el tratamiento oral mejord la respuesta inmune de los ratones, pero el tratamiento
i.p. fue mucho mejor (Figura 13 y Tabla 3). La dosis terapéutica en ratones sanos tanto
por via i.p. como oral, no modifico significativamente la respuesta inmune celular
valorada por la prueba del DNFB.

La figura 14A muestra una microfotogratia de uno de los cortes histologicos del grupo
de ratones portador del linfoma y tratado con el extracto por via oral que en promedio
el valor en micrometros fue de 96.6 + 33.09. Los cortes tefiidos con hematoxilina-
eosina fueron observados por microscopia de luz, con objetivo 10X puede observarse el
infiltrado celuar correspondiente a (+++). En tanto que la Figura 14B corresponde a
uno de los ratones portadores de linfoma sin tratamiento donde se observd escaso
infiltrado celular (+), razén por la que el valor del incremento en el grosor del pabelion
auricular en este grupo inmunosuprimido fue de 61.2 +22.8 um . Mediante el estudio
histologico se confirmé el valor de las pruebas de hipersensibilidad retardada al DNFB,
Con estos resultados se demuestra que los ratones portadores de linfoma se encontraron
inmunosuprimidos y que el tratamiento terapéutico con el extracto de Bursera
Jfagaroides (100 mg/kg/dia durante 15 dias) estimuld la respuesta inmune celular iz
vivo. Estos resultados fueron mas evidentes en los ratones con linfoma y tratados por
via intraperitoneal. Por otra parte, el tratamiento no modifico la respuesta inmune

celular de ratones sanos.
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Efecto del extracto hidroalcoholico de Bursera fagaroides en 1a respuesta inmune
celular valorada por proliferacion de linfocitos de bazo de ratones BALB/c
portadores de linfoma.

La proliferacion de linfocitos esplénicos bajo ¢l estimulo mitogénico de PHA vy valorado
por incorporacion de “H- timidina se resumen en la Tabla 3 y Figura 15. El grupo de
ratones con linfoma mostrd un indice de estimulacion (IE=1.5310.53)
significativamente reducido (p< 0.007), con respecto al grupe de ratones control
(IE=4.48+1.74). En tanto que los ratones con linfoma y tratados con el extracto por via
oral (IE=2.96:0.76) ¢ por via intraperitoneal (1E=2.56£1.25) mostraron un aumento en
la respuesta inmune celular el cual no fué significativo al compararlos con el grupo de
ratones inmunuprimidos por el tumor. Sin embargo la respuesta inmune celular valorada
por esta prueba fue muy parecida a la encontrada en el grupo control, ya que el analisis
estadistico tampoco mostro diferencias significativas lo que indica que la dosis
terapéutica antitumoral de Bursera fagaroides potencializa la respuesta inmune de
ratones inmunosuprimidos por el linfoma.

En la Figura 16 se muestran los resultados de la respuesta inmune celular valorada por
hipersensibilidad retardada al dinitrofluorobenceno y por proliferacion de esplénocitos
en respuesta a PHA. Puede observarse el mismo comportamiento de
inmunoestimulacion valorado por dos pruebas una i# vive y otra in vitro. Con lo que se
confirma que el extracto hidroalcohdlico de Bursera fagaroides potencializa la

respuesta inmune celular de los ratones inmunosuprimidos por el linfoma.



Figura |

Bursera fugaroides



Figura 2

TLC de los liofilizados (L1, £.2, £.3). Se distinguen
ocho compuestos con Rt de 0.0a 0.276 (L1), las
las bandas con mayor concentracion en los tres
liofilizados fueronr la 1 con RE=06.0,1a 5 con
Rf=0217yla8con Rt =0276.
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Tabla 1. Efecto citotéxico de Bursera fagaroides sobre las células del linfoma murino L5178Y
y su corroboracion en ratones BALB/c.

Liofilizado Efecio Citotoxico Corroboracion
L1, L2, L3 Celularidad* Viabilidad* Desarrollo tumoral**
(ng/ml) (X 10% (%) Sobrevida en dias
0 19+04 933 +2 30+3
10 1. 84 £0.56 7047 40t 6
20 1.37+0.35 480+ 14 56+7
40 137 £0.30 0.77+0.81 -
80 0.87 +£0.35 0 -

* Los resultados representan ¢l promedio + DS de nueve cultivos celulares tres para cada

liofilizado.

** La corroboracion citotéxica por desarrollo tumoral representa el promedio = DS en dias
de seis ratones para cada liofilizado.
*Los experimentos por triplicado fueren similares con los tres liofilizados estudiados.
*Los animales se observaron por un periodo de tres meses sin desarrollo tumoral.
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Figura 3

Efecto citotoxico de los liofilizados de Bursera fagaroides valorado por la técnica de
exclusion con azul tripano, la evaluacion de la viabilidad (%) se hizo en hematimetro
utilizando microscopio fotonico de contraste de fases 40X. A. Control (93%) B. 10ug/ml
(70%) C.20pg/ml (56%) D. 40pg/ml (0%) E. 80ug/ml (0%).
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Figura 4. Citotoxicidad evaluada por viabilidad celular (%) de células
L5178Y en presencia de diferentes concentraciones de los 3 liofilizados

obtenidos de Bursera fagaroides.

Los datos representan el promedio +/- DS de 3 experimentos por dosis

de cada liofilizado, comparados con los controles (sin tratamiento).

ED,,= 20 ug/ml.
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% DE MORTALIDAD
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Figura 5. Determinacion de la Dosis Letal 100 y DL 50 del extracto de Bursera

fagaroides en ratones BALB/c utilizando dos vias de administracion (ip y oral)
en dosis unica DL 100 = 400 mg/kg de peso. DL 50 = 250 mg/kg de peso
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Figura 6. Efecto antitumoral de Bursera fagaroides evaluada por sobrevida en relacion
a los ratones con linfoma L5178Y, comparando los grupos control (sin tratamiento o
tratados con placebo n = 10) contra los grupos tratados con 50 mg/kg/dia/15 dias (n =
10) y contra los grupos tratados con 100 mg/kg/dia/15 dias (n = 25). La estimacion de
sobrevida (p< 0.001) se hizo por la prueba de Kaplan Meier y Regresion de Cox.
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Figura 7. Efecto antitumoral de Bursera fagaroides evaluada por sobrevida en relacion
a los ratones con linfoma L5178Y, comparando dos dosis (p< 0.001)
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Figura 8. Actividad antitumoral de Bursera fagaroides evaluada por sobrevida en
ratones con linfoma LS178Y, comparando dos vias de administracion, oral contra
intraperitoneal (p< 0.001)

60



Tabla 2. Efecto del extracto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15 dias) en la actividad
fagocitica de macrofagos alveolares de ratones BALB/c portadores o no de linfomma L5178Y.

o e e ————

% Fagocitosis 1. Fagocitico I. Digestivo

Grupos X1D.S X£DS X£DS
1) Control 4357+ 15.01 1.23 +0.77 0.69 £ 0.47
2) 1.5178Y 29.8+7.05 0.59+0.12 0.40 +0.07
3)L51 + Bfi.p. 28.2+7.04 0.57+0.19 0.32 +0.31
4) 151 + Bf oral 79.8+3.11 1.96 +0.33 0.53 £ 0.31
5)Bfip. 87.8+% 1.48 3.29+0.38 0.76£0.19
6) Bf oral 946+1.14 4.88 +1.29 V.73 £0.57

Prueba t de Studeni:

4vsSy6

1vs4,5y6 p<0.001
2vsd45y6 p<0.001
3vsdSy6 p<0.001
p <0001
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1vsSy6 p=<0.001
2vSy6 p=<0.001
2vsd p<0.01

3vsd,Sy6 p<0.001
4vsSy6 p<0.001
S5vso p < 0.001

1vs6 p<0.01
Svs6,2¥3 p<0.01
6vs2y3 p<0.00%
6vsd p<0.01




PORCIENTO DE FAGOCITOSIS
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60
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Control  L5178Y LS51+Bfip. L51+ Bforal Bfip. Bforal
GRUPOS

Figura 9. Efecto del extracto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15 dias)
en el porcentaje de macréfagos alveolares de ratones sanos y con linfoma
L5178Y que fagocitaron por lo menos una levadura de C. albicans.

Los valores representan el promedio +/- DS de 5 experimentos en cada grupo
Comparacién de grupos por t de Student 1 vs 4,5y 6 p<0.001, 1 vs 2y 3 p = N.S.
2v§4,5y6 p<0.001,3 vs 45y 6 p<0.001;4 vs 5y 6 p <0.001; 5vs 6 p < 0.001
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INDICE FAGOCITICO

0 1 2 3 4 5 6
Control ~ L5178Y L51+Bfip L51+ Bforal Bfip. Bforal

GRUPO
Figura 10. Efecto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15 dias) sobre el indice
fagocitico de macréfagos alveolares de ratones con linfoma L5178Y comparados

con el grupo control. Cada grupo representa el promedio +/- DS deunan =15
Comparacion de grupos por t de Student 1 vs Sy 6 p <0.001; 2 vs 4,5y 6 p < 0.001
3vs45y6p<0.001;4vsSy6p<0.001;5vs6p<0.05.
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I

INDICE DE DIGESTION

0 1 2 3 4 5 6
Control  L5178Y L51+Bfip L51+Bforal Bfip. Bforal

GRUPOS

Figura 11. Efecto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15 dias) sobre el
indice de digestion de macrofagos alveolares de ratones con linfoma

L5178Y comparados con el grupo control. Cada grupo representa el
promedio +/- D.S. deunan=5.1vs 6 p <0.01; 2 vs 5 p<0.01; 2 vs 6 p < 0.001
3vsSp<0.01;3vs6p<0.001;6vs4ySp<0.01.
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Figura 12

Microfotografia de la actividad fagocitica de macrofagos alveolares de raton BALB/c
portador de linfoma L5178Y y tratado con Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15dias).
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Incremento del grosor del pabelién auricular (um)
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Figura 13. Efecto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15 dias) en la respuesta
inmune celular valorada por hipersensibilidad retardada al DNFB. Los valores de

cada grupo representan el promedio +/- D.S. de n = 10.

Al anilisis estadistico por t de Student 1vs 2 p <0.001; 1 vs 4 p 0.01
2vs3Ip<0.01;2vs5y6p<0.001
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Tabla 3. Efecto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15dias) en la respuesta inmune celular
valorada por Hipersensibilidad Retardada al DNFB y mediante Proliferacion de esplenocitos
estimulados con PHA de ratones BALB/¢ portadores o no de linfoma L5178Y.

Incremento del grosor det | Infiltrado Respuesta
pabellon auricula () celular proliferativa a
PHA (IE)
Grupos n X+DS§ n X+tDS
1) Control 10 160.9 4+ 37.11 -+ 6 448+ 1.74
2)L5178Y | 10 6124228 + 6 1.53+0.53
3)L51 +Bf 10 141.6 +38.35 +++ 6 2.96+0.76
ip
4)L51 + Bf 10 96.6 +£33.09 +++ 6 2.56+£1.25
oral
5)Bfi.p 10 132 £33 +4++ N.D.
6)Bf oral 10 13581362 +++ N.D.
Prueba t de Student: Tvs2 p<0.001 1vs2p<0.01
1vs4 p<0,01 2vs3p <001

2vsdy6 p<0.001
2vs3 p<0.01
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Figura 14

Microfotografias de cortes histopatologicos del pabellon auricular observados al microscopio de luz
(10X) A. Raton portador de linfoma L5178Y y tratado con Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15
dias) se observa abundante infiltrado celular B. Ratén inmunosuprimido por el linfoma L5178Y
valorado por HSR al DNFB se observa por escaso infiltrado celular .
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Indice de Estimulacién

1 2 3 4
Control L5178Y L51 +Bfip L51 + Bf oral
GRUPOS

Figura 15, Efecto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15 dias) en Ia respuesta
inmune celular valorada por el Indice de estimulacion de linfocitos de bazo
estimulados con fitohemaglutinina. Los valores representan el promedio +/- D.S

de 6 experimentos por grupos. El analisis estadistico por t de Student
1vs2p<0.002;2vs 3 p<0.003; 2vs 4 p=N.S.; 1vs3y4 p=N.S.
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Incremento del grosor del pabellén auricular (um)
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Figura 16. Resultados del efecto de Bursera fagaroides (100 mg/kg/dia/15dias)

en la respuesta inmune celular valorada por hipersensibilidad retardada al
DNFB y por proliferacion de esplenocitos en respuesta a PHA,

Puede observarse el mismo efecto de inmunosupresion en ratones con linfoma
y estimulacion de la respuesta con el tratamiento
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IX. DISCUSION

Bursera fagaroides es una de las plantas medicinales con mayor distribucion en
Meéxico, no obstante, la informacion de su actividad biologica es escasa. La busqueda de
productos antitumorales de plantas se basa en el empleo de bioensayos dirigidos in vitro
(ensayos de citotoxicidad) como indicadores primarios de dicha actividad, seguido de
modelos in vivo,

En el presente trabajo, se estudid el potencial citotoxico antitumoral e inmunologico del
extracto hidroalcohdlico obtenido de la corteza de Bursera fagaroides, conocida

comunmente en la Medicina Tradicional Mexicana como “copalillo”.

Los procedimientos para la obtencion de compuestos procedentes de plantas con
actividad biolégica prometedora en cancerologia requieren de estudios sistematicos
partiendo de la seleccion de plantas medicinales, conforme a los conocimientos
medicinales y a la actividad biologica deseada. Para ello, diferentes partes de la planta
son separadas y procesadas para extraer los compuestos con los solventes previamente
seleccionados, de esta manera los extractos crudos son ensayados bioldgicamente antes
de ser aislados y caracterizados (82). Este trabajo se realizd utilizando la corteza de la
planta y se hizo una primera extraccion con hexano para eliminar principalmente ceras y
las siguientes extraciones con alcohol al 70 %, este solvente extrae principalmente
compuestos polares y de mediana polaridad, es decir compuestos que son solubles o

parcialmente solubles en agua. Es la forma mas parecida a la que Medicina Tradicional
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lo utiliza. En seguida el estudio fitoquimico cualitativo donde se identifico la presencia
en gran proporcion de flavonoides y saponinas. No se identificaron alcaloides. El
analisis cromatografico en capa fina de gel de silice, en general reveld mucha semejanza
en la complejidad de la composicion de los tres liofilizados, pero sélo en el L1 se
distinguieron ocho componentes, sin embargo sélo tres fueron compartidos en L1, 2 y
L3 (Figura 2). Con los métodos empleados estudiamos el grado de complejidad de los
extractos y se logré mostrar que los extractos hidroalcoholicos de esta planta tienen
compuestos con la actividad biologica planteada: citotoxica, antitumoral e
inmunoldgica.

La actividad citotoxica del extracto hidroaicohdlico de Bursera fagaroides fue
evaluada en cultivo de células de linfoma murino L5178Y, y se encontré que 20 pg/ml
fué la dosis que mato al 50 % de las células en cultivo. La DE-50 fue calculada por
sobrevida de células valoradas con azul tripano. Para corroborar la citotoxicidad de
Bursera  fagaroides, las céluas cosechadas fueron lavadas tres veces con solucion
salina fisiologica y se reimplantaron i.p. en ratones sanos en donde se observod
desarrolio tumoral por sobrevida (Tabla 1).

Los resultados de los ensayos de citotoxicidad se encontraron en los limites aceptados
en los protocolos del Instituto Nacional de Cancerologia de los Estados Unidos de
América (NCI), donde se menciona que para considerar a una planta prometedora con
fines antitumorales en los ensayos biodirigidos de citotoxicidad, Ia dosis que mate al 50

% de las celulas tumorales en cultivo debe ser menor o igual a 20 ug/ml (74,75), Con



estos resultados se demostro el efecto citotoxico del extracto hidroalecoholico de esta
planta, que fue uno de los objetivos generales y particulares del trabajo.

En virtud de que los extractos hidroalcohdlicos mostraron actividad citotoxica en los
limites antes mencionados, se procedié a los ensayos in vivo. El ensayo de
citotoxicidad, fue el bioensayo dirigido en el que nos basamos para solo trabajar con el
liotilizado 1, ya que se obtuvo en menor tiempo, con mayor rendimiento y a menor
costo en relacion conel L2 y el 3.

Aun cuando solo se tienen pruebas experimentales de la presencia de saponinas y
flavonotdes en los extractos, no es posible con los datos hasta ahora obtenidos atribuir
el efecto citotoxico a las sapeninas o a los flavonoides o a ambos. Sin embargo, estos
datos son motivo de otras investiganciones ya que por una parte los flavonoides son
pigmentos vegetales con un esqueleto carbonado los cuales se encuentran tanto libres
como unidos a un glicésido, estas substancias contribuyen de manera importante al
sabor y color de muchos de los frutos de consumo humano. Aproximadamente se
conocen unos 200 flavonoides naturales y existen varios reportes donde se les atribuye
efectos antinflamatorios, antialérgicos, antioxidantes, antitumorales y antivirales
(70,83). Por otra parte, las saponinas son glicésidos con un esqueleto esteroidal muy
polares y una de sus caracteristicas fisicogquimicas es que disminuyen la tension
superficial del agua, por lo que al agitar las soluciones que contienen estos compuestos
se forma una espuma abundante y relativamente estable (70). En general, las saponinas
debido a la base esteroidal que presentan se cree que reaccionan con el colesterol de las

membranas celulares por lo que aumenta la permeabilidad celular y por ello se les
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atribuye efecto antiinflamatorio, adyuvante y hemolitico entre otros efectos bioldgicos
(70, 84, 85, 80).

Por todo lo anterior, se continué la investigacion de la actividad biologica del extracto
crudo de esta planta. Asi, después de determinar la DL-50 la cual correspondio
aproximadamente a 250 mg/kg de peso corporal, se procedid a evaluar la actividad
antitumoral. Los ratones BALB/c inoculados i.p. con 2 X 10" células de linfoma murino
L5178Y murieron aproximadamente en 30 dias cuando no recibieron ningun
tratamiento o fueron tratados con placebo. Sin embargo, cuando fueron tratados con el
extracto hidroalcoholico liofilizado obtenido de la corteza de la planta (50 o 100
mg/kg/dia durante 15 dias) se observé que los animales sobrevivieron mas tiempo en
dias (p< 0.001) comparados con el grupo placebo o con el grupo control (Figura 6).
De esta manera, Bursera fagaroides a razon de 100 mg/kg i.p./dia durante 15 dias
inhibié totalmente e! desarrolio tumoral en el 26 % de los ratones, mientras la misma
dosis, administrada por via oral inhibi6 el desarrollo tumoral en el 8 % de los animales
(87). Es importante sefialar que tanto el grupo tratado por via oral como el tratado por
via intraperitoneal se realizé en experimentos independientes con grupos de cinco
animales y los experimentos fueron repetidos 5 veces por lo que el nimero total de
animales fue de 25 para cada via de administracion. En este estudio se trabajo con dos
vias de administracion debido a que por una parte la via oral es la mas usual en
Medicina Tradicional, y a que es mas facil de administrar; por otra parte la absorcion,
biotransformacion, distribucion y excrecion de los compuestos son diferentes ya que el

efecto puede ser sistémico. En tanto que la via intraperitoneal puede tener un efecto
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directo con las células tumorales -al menos en este modelo que crece en fase ascitica- y
no tener un efecto sistémico o tenerlo en menor proporcion que la via oral.

Ahora bien, los estudios de Bursera fagaroides se iniciaron a finales de la década de los
sesentas en la Universidad de Arizona, por Bianchi er a/ (23), como parte de una
continua busqueda seleccionada (screening) de plantas por su potencial actividad
antitumoral; nuestros resultados en relacion a la actividad antitumoral del extracto
hidroalcohélico de Bursera fugaroides, apoyan la actividad biolodgica reportada por
Bianchi, en su estudio observaron incremento en el porcentaje de la sobrevida de los
animales, en tanto que nuestros resultados ademas del incremeto en la sobrevida, se
inhibid el desarrollo tumoral en algunos de los animales. Tal vez se deba en parte al
sistema de extraccion, ya que ellos utilizaron cloroformo en lugar de etanol al 70 %. Si
tomamos en cuenta que ¢! cloroformo extrae compuestos no polares, ademas de que se
trabajo con compuestos puros del tipo de las peltaltinas. Por ello, lo mas probable es
que se trate de compuestos diferentes, ya que en ¢! ensayo fitoquimico nosotros
detectamos la presencia de saponinas y flavonoides y en la cromatografia se observan
por lo menos ocho compuestos diferentes; tal vez alguno de estos compuestos o la
mezcla de ellos sean los responsables del efecto antitumoral en ratones con linfoma
L5178Y. Por otra parte, también el sistema tumoral fue diferente, ellos utilizaron el
carcinoma intramuscular Walker 256 (WA16) en ratas y por otra parte la referencia no
menciona via nit tiempo de administracion (23). Por todo lo anterior, consideramos que
nuestros ensayos de extraccion de los compuestos que conforman el extracto

hidroalcohodlico de Bursera fagaroides v el modelo para valorar actividad citotdxica y
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antitumoral fueron los adecuados e inclusive mejor que lo reportado por Bianchi. En
este sentido, los datos sobre la actividad bioldgica que esta planta medicinal mexicana
mostrd, resultaron ser prometedores y fueron motivo para continuar con estas
investigaciones.

Si tomamos en cuenta que los extractos de una planta son siempre una mezcla compleja
de diferentes substancias quimicas que reaccionan con estructuras celulares de una
forma no selectiva (43), el daio en células sanas del huésped sobre todo las células que
participan en la regulacion de la respuesta inmune puede ocurrir, tal como ocurre en el
tratamiento de enfermedades malignas por drogas o productos citotoxicos donde con
frecuencia se observan serios efectos colaterales, tales como infecciones oportunistas vy
enfermedades malignas secundarias (31,44,89). Por otra parte, se ha demostrado que
los ratones con linfoma L5178Y después de un tiempo de evolucion del tumor, se
manifiesta en ellos un estado de inmunosupresion (73,88). Por lo anterior, consideramos
importante evaluar la eficacia del tratamiento terapéutico en la respuesta inmune de los
animales con linfoma L5178Y.

La respuesta inmune no especifica, fue evaluada a través de la fagocitosis de Candida
albicans por los macréfagos alveolares de los diferentes grupos estudiados. Se eligio
macrofagos alveolares debido a que el linfoma murino L5178Y fue implantado en
cavidad peritoneal y no tuvimos el éxito en los animales donde la masa tumoral
interferia para hacer una buena evaluacion de la actividad fagocitica y poder
compararlos con los otros grupos. La dosis terapéutica antitumoral del extracto

administrado por via oral, increment¢ significativamente (p< 0.001) la actividad
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fagocitica de los macrofagos alveolares de ratones portadores de tumor comparado
contra los macrofagos de los ratones inmunosuprimidos por el linfoma (Figura 9). El
extracto admimstrado por via i.p. no mostré cambios significativos con respecto a los
macrofagos obtenidos de ratones inmunoprimidos por el linfoma (Figuras 10, 11 y 12).
Con respecto a 1a actividad fagocitica de los macrofagos alveolares de ratones sanos, se
encontrd que la dosis terapéutica administrada por via oral mejoro la respuesta de los
animales inmunsuprimidos por el tumor sin embargo, administrado por via i.p. no
produjo el mismo efecto. Cabe mencionar que este incremento solo se observo en el
porcentaje de fagocitosis y en el indice de ingestion (Figuras 9 y 10} pero no en el
indice de digestion (Figura 11), tal vez esto se deba a que le faltdé tiempo a los
macrogafos para digerir las levaduras fagocitadas, o a que los compuestos que
conforman el extracto, no activen la produccion de éxido nitrico (ON) o de alguna de
las citocinas que participan en la actividad antitumoral, y/o los mecanismos fungicidas
de los macrofagos (45,47,50). Por otra parte, la razén por la que el extracto
administrado por via i.p. no produjo efecto en los macrofagos alveolares de los
animales, tal vez se deba a que el extracto no es absorbido y por lo tanto no se
encuentra biodisponible en forma sistémica como en el caso de la administracion por via
oral, por esta via pudiera ser que el metabolito activo responsable del efecto pudiera
surgir de un proceso de biotransformacion digestiva del extracto; y que este no esté
presente en cavidad peritoneal puesto que no se lleva a cabo una biotransformacion.
Otra probable causa es que si bien, el extracto administrado i.p. aumenta la sobrevida de

ratones con linfoma, esto pudiera deberse a que 1) actia directamente sobre la célula
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tumoral y que debido a esto, no queda disponible mas extracto o quede en pequeias
cantidades para hacer su efecto sobre los macrofagos alveolares; 6 2) que el efecto
antitumoral suceda a traves de la activacion de los macréfagos peritoneales datos que
estamos por confirmar en estudios subsecuentes.

La respuesta inmune especifica valorada tanto por hipersensibilidad retardada al DNFB
como por la proliferacion de esplenocitos al mitdgeno PHA en ratones con linfoma y
tratados con ¢l extracto tendid a mejorar, sin embargo, al analisis estadistico las
diferencias no fueron significativas con respecto al grupo de ratones portadores del
tumor sin ningtin tratamiento, tampoco hubo diferencias significativas con respecto a los
valores obtenidos en el grupo sano sin tumor y sin tratamiento {Figuras 13 y 15), lo cual
indica que el tratamiento antitumoral con el extracto de Bursera fagaroides, ya sea
administrado por via oral o 1.p., estimula la respuesta inmune celular de los ratones
portadores de linfoma L5178Y porque no lo mantiene en la inmunosupresion sino que
incrementa la repuesta inmune de los animales portadores de tumor y tratados por
cualquiera de las dos vias. Este efecto es muy umportante, ya que muestra la eficacia
terapéutica antitumoral sin comprometer ¢l sistema de defensa del hospedero, que es lo
que ocurre casi siempre con un compuesto o la mezcla de compuestos que tiene

actividad citotoOxica y antitumoral, estos tienen efecto inmunosupresor (89,90).
En este trabajo lo que podemos observar es que el extracto ademés de su efecto

antitumoral tiende a rescatar de la inmunosupresion a los ratones portadores del tumor

y tal vez los responsables de esta actividad sean los glicésidos tipo flavonoides y/o las
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saponinas o algin otro compuesto presente en el extracto, que pudieran estar actuando
directamente con las células tumorales o bien a través de la activacion de los
macrofagos, que como se menciond son componentes de la inmunidad innata y cuando
son activados son capaces de fagocitar y destruir células tumorales mediante el factor
de necrosis tumoral-alfa (I'NF-a), la produccién de Oxido nitrico (NO), a través de la
formacion de radicales libres oxidantes, interleucina -1 beta (IL-1B), enzimas
proteoliticas y probablemente el mecanismo sea mediante la induccion de apoptosis
(91). Por otra parte, como células presentadoras de antigeno los macréfagos
desempeifian un papel central en la inmunidad mediada por células donde los principales
protagonistas son los linfocitos T, sus subpoblaciones y las citocinas. El estudio de la
inmunidad celular puede realizarse mediante pruebas in vivo, como es la
hiepersensibilidad retardada al DNFB, o pruebas iz vitro como la proliferacion de
linfocitos T en respuesta a un mitdégeno inespecifico como la fitohemaglutinina. Ambas
pruebas, entre otras, son de utilidad para detectar efectos de agentes inmunosupresores
o inmunoestimulantes. Tomando en cuenta el estado de inmunosupresion en ratones
con linfoma L5178Y el cual fue evaluado por pruebas de hipersensibilidad al DNFB
(73, 88), los datos obtenidos mediante el tratamiento con el extracto de Bursera
fagaroides muestran claramente la tendencia de rescatar del estado de inmunsupresion a
los animales con tumor, valorado el efecto inmunoestimulante mediante una prueba in

vivo y otra in vifro (Figura 16).



Aln cuando los efectos son claros, es dificil explicar los mecanismos por los cuales los
compuestos presentes en el extracto tienen efecto antitumoral e inmunoestimulante. Lo
que st podemos mencionar es que tanto las saponinas como los flavonoides, son
glicosidos a los cuales se les atribuye diferentes actividades biologicas. Asi, a las
saponinas se les atribuye propiedades antimicrobianas y antifiingicas, inclusive muchas
de ellas son utilizadas como moléculas de partida para la sintesis de nuevos compuestos
(82,84,85). En tanto que a los flavonoides se les atribuye un amplio espectro de
actividades farmacologicas tales como: actividad antitumoral, antimicrobiana, antiviral,
antioxidante y algunos son inhibidores enzimaticos (83).

Debido a la presencia de estos compuestos en el extracto y a los resultados en los
estudios de tipo inmune encontrados, podemos mencionar que es otra actividad de
Bursera fagaroides v solo falta dilucidar si los efectos descritos los ejercen los
flavonoides o las saponinas o aun mas pudiera tratarse de un efecto sinérgico o bien se
deba a otro compuesto. Por todo lo anterior seguimos investigando en el laboratorio
fracciones obtenidas de esta planta medicinal mexicana que parece ser prometedora, y

tal vez nos encontremos en la frontera de nuevos agentes inmunomoduladores.
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X. CONCLUSIONES

1.- El extracto hidroalcohdlico de Bursera fagaroides es una mezcla de por lo menos
ocho compuestos. Desde el punto de vista fitoquimico son glicésidos tipo flavonoides y
saponinas de alta y mediana polaridad.

2.- El extracto hidroalcoholico de Bursera fagaroides posee actividad citotoxica en
células de linfoma murino 1.5178Y, la dosis efectiva 50 (DE 50) fue de 20 pg/ml. Es
una planta prometedora ya que cumple los requenimientos del INC para extractos
crudos.

3.- La dosis letal 50 (DL-50) correspondid a 250 mg/kg de peso en dosis Unica en tanto
que la dosis letal 100 (DL-100) fue 400 mg/kg de peso en dosis unica.

4.- La dosis terapéutica antitumoral fue de 100 mg/kg/dia durantel5 dias ya que en el
8% de los animales, administrada por via oral y en el 26% por via intraperitoneal,
inhib16 totalmente el desarrollo tumoral. La dosis de 50 mg/kg/dia/ 15 dias increment6
la sobrevida de los animales tanto por via oral como por via i.p.

5.- La dosis terapéutica (100 mg/kg/dia/15 dias) del extracto hidroalcohodlico de
Bursera fagaroides por via oral estimula la respuesta inmune inespecifica, de ratones

portadores de tumor y de ratones sanos, valorada por fagocitosis de macréfagos

alveolares.
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6.- La dosis terapéutica (100 mg/kg/dia/15 dias) del extracto hidroalcohdlico de
Bursera fagaroides estimula la respuesta inmune celular valorada por hipersensibilidad
retardada al DNFB y por proliferacion de esplenocitos en respuesta a PHA, de ratones
inmunuprimidos por el linfoma L5178Y. Y no modifica la respuesta inmune celular en

ratones sanos

7.- El extracto hidroalcohodlico de Bursera fagaroides tiene actividad citotoxica,
antitumoral € inmunomoduladora en ratones BALB/c portadores de linfoma L5178Y.
Probablemente los efectos biologicos encontrados se deban a la presencia de

flavonoides, saponinas u otro compuesto o a la mezcla de ellos.
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XI EXPECTATIVAS

Continuamos con los procedimientos correspondientes para obtener y caracterizar los
principios activos del extracto estudiado.

Actualmente hemos realizado la separacion de fracciones por filtracion en columna de
Sephadex LH-20 del extracto hidroalcoholico de Bursera fagaroides con el propoésito
de repetir los bioensayos de citotoxicidad y determinar cual de ellas posee la actividad
antitumoral. Seguido de la determinacién en cada una de las fracciones de la presencia
de glicdsidos tipo saponinas y flavaonoides.

Estudiaremos cual de las fracciones es capaz de activar macrofagos in vitro y disefiar un
protocolo para investigar la eficacia de los macréfagos frente a las células tumorales.

Asi mismo, estudiaremos si estimula in vifro la proliferacion de los linfocitos T, de
manera semejante a la que causan algunos antigenos especificos o mitogenos
inespecificos como Con-A, PHA, y si es selectivo para linfocitos T o tiene efecto en los
linfocitos B como el LPS.

En caso de no encontrar efecto prometedor con alguna de las fracciones se mezclaran
de nuevo las fracciones y se obtendréa un extracto estandarizado de Bursera fagaroide,
que estamos seguros sera de utilidad en el tratamiento del cancer, y en estados

patologicos y de inmunosupresion.
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