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Citotoxicidad de Bixina, Rutina, Pinitol B y acido
ent-16-kauren-19-oico aislados de especies vegetales

colombianas

Claudia Patricia Cordero*, Roberto Pinzén* y Fabio Ancizar Aristizdbal*!

Resumen

Con el d4nimo de contribuir al estudio de la actividad biolégica de los compuestos aislados a partir de espe-
cies vegetales, por el Grupo de Investigacién en Productos Naturales Bioactivos del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, se evalué el efecto citotéxico del 4cido
ent- 16-kauren-19-oico, bixina, rutina y pinitol B, sobre cuatro lineas celulares derivadas de tumores sélidos
humanos (HEp-2, MCE-7, MKN-45 y HT-29), empleando el método colorimétrico de reduccién de MTT.
Palabras clave: Citotoxicidad — Anticdncer — Reduccién de MTT — in vitro

Summary
Citotoxicity of Bixine, Rutin, Pinitol B, and ent-16-kauren-19-oic acid
isolated from Colombian plants

In order to test the biological activity of compounds derived from Colombian plants, isolated by the “Gru-
po de Investigacién en Productos Naturales Bioactivos™ at the Departamento de Farmacia de la Universi-
dad Nacional de Colombia, cytotoxic activity of ent-16-kauren-19-oic acid, bixin, rutin and pinitol B
were tested against four human derived tumor cell lines (HEp-2, MCF-7, MKN-45 y HT-29), using the
MTT reduction assay.
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Introduccién

Los altos indices de mortalidad asociados al
céncer (6,2 millones de muertes en el 2000), las
perspectivas de aumento de la incidencia de
esta patologia enun 50% en los proximos veinte
afios (1), los altos costos en la terapia y los efec-
tos secundarios asociados a esta, hacen que la
busqueda de nuevas alternativas de tratamiento
y de adyuvantes de tratamiento siga siendo un
campo Vigente dentro del quehacer invcstigati—
vo farmacéutico.
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El tamizaje para seleccionar compuestos in-
teresantes con potencial actividad anticincer se
ha desarrollado en los Gltimos veinte afios, en
modelos in vitro sobre lineas celulares derivadas
de tumores humanos, por ser éste un modelo f-
cil de adoptar en diferentes laboratorios de far-
macologia, adaptable al manejo de altos
volimenes de muestras y suficientemente flexi-
ble para evaluar extractos vegetales y compuestos
puros de diferente origen (2,3); esas caracteristi-
cas han impulsado su inclusién en la baterfa de
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pruebas de actividad biolégica usadas para bio-
gufar el estudio fitoquimico de la flora colombia-
na, que realizan diversos grupos de investigacién
en el pais, con el objetivo basico de conocer estos
recursos, explorar sus potenciales usos y promo-
ver asf su aprovechamiento sostenible.

Uno de estos grupos es el de Investigacién
. en Productos Naturales Bioactivos del Departa-
mento de Farmacia de la Universidad Nacional
de Colombia, que tiene una amplia trayectoria
en el estudio fitoquimico y farmacolégico de
plantas medicinales colombianas, la cual ha
llevado al aislamiento e identificacién de com-
puestos de diferentes caracteristicas quimicas
como Bixina, Rutina, Pinitol B y 4cido ent-16-
kauren-19-oico. Para generar informacién so-
bre la actividad biolégica de estos compuestos,
se decidié evaluar su citotoxicidad in vitro sobre
lineas celulares derivadas de tumores humanos,
con el objeto de explorar su potencialidad
como agentes ttiles en tratamiento de cancer.

Metodologia

Cultivos celulares: se emplearon cuatro lineas
celulares derivadas de tumores sélidos humanos
HEp-2 (carcinoma de laringe), MCF-7 (adeno-
carcinoma de mama), HT-29 (adenocarcinoma
colorrectal), y MKN-45 (adenocarcinoma gdstri-
co) obtenidas todas, del banco de células del La-
boratorio de Inmunologfa, del Instituto Nacional
de Cancerologia de Colombia, sede Bogoté. Las
cuatro lineas celulares se mantuvieron en medio
minimo esencial (MEM), suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS), gentamicina 50
Hg/mL, en frascos de cultivo celular de 75 cm?, a
37 °C, en atmésfera de aire con 5% de CO, y
100% de humedad relativa.

Valoraciones de citotoxicidad: se realizaron
empleando el método de reduccién del MTT in-
troducido por Mossman (4) y adaptado en el la-
boratorio (5). Las células con 90% de confluencia
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fueron tripsinizadas, contadas en cdmara de Neu-
bauer y transferidas a placas de microtitulacién de
96 pozos con fondo plano, las densidades celula-
res (células/pozo) fueron 7500 para HEp-2,
10000 para MKN-45, 15000 para MCF-7 vy
20000 para HT-29. Después de un periodo de
preincubacién de 24h las células fueron tratadas
por 48h con el compuesto de prueba, adicionado
en cinco diluciones seriadas (concentracién méxi-
ma 100 uM). El medio que contenia la sustancia
de tratamiento fue retirado, se lavé cada pozo con
100 uL de PBS (buffer de fosfatos — salina) y se
adicionaron 100 wL de solucién de MTT en
MEM fresco sin suplementar (concentracién final
0,25 mg/mL), se incub6 a 37°C por 4h, al cabo de
este tiempo se retir6 el medio y los cristales de
formazén se disolvieron en 100 L de DMSO (di-
metilsulféxido), se agit6 la placa por 5 minutos y
se ley6 la absorbancia a 570nm en el lector de pla-
cas BIORAD 550. Se calcularon los porcentajes
de supervivencia relativos a las células control no
tratadas. Se obtuvieron curvas logaritmo de con-
centracion vs. porcentaje de supervivenciay se cal-
cularon las concentraciones letales 50 (CLs)
empleando una transformacién a Probitos de la
respuesta (porcentaje de supervivencia), emplean-
do el programa POLO PC. La valoraci6én de todos
los compuestos se realizé empleando tres pozos
con cada concentracién evaluada, y se repitié en
semanas diferentes, minimo dos veces, para con-
firmar el resultado.

Tratamientos: los compuestos estudiados fue-
ron: bixina (monometil ester del 4cido 6,6’- Dia-
po-V, Y-carotenodioico, p.m. 394.5), aislada de
frutos maduros de Bixa orellana (6), pinitol B
(lo-metoxi-23, 3@, 4a, 5B, 6B-ciclohexano-
pentol, p.m. 194) obtenido de Gliricidia sepium (7),
rutina . (3-[[6-O-(6-Deoxy-0t-L-manopiranosil-
b-D-glucopiranosil]oxi]-2-(3,4-dihidroxifeil)
-5,7-dihidroxi-4H- 1 -benzopiran-4-ona, p.m.
610) aislada de Struthanthus subtilis K (8); y acido
ent-16-kauren-19-oico (p.m. 313), aislado de
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raices de Smallantus riparius (9). Los compuestos
se evaluaron en concentraciones de 5 a 100 uM,
empleando como patrén positivo de actividad ci-
totéxica una solucién de Doxorubicina HCl
(Pharmacia & Uphjon), en concentraciones 0,1 a
10 uMy se verificé que el vehiculo empleado para
disolver los compuestos DMSO en MEM (con-
centracién méxima 0.5% de DMSO) no presen-
tara efecto citotdxico.

Resultados y Discusién

Sobre las cuatro lineas celulares empleadas, se
observé efecto citotéxico del control positivo,
evidenciado como un descenso en la superviven-
cia celular, proporcional al aumento de la con-
centracién de Doxorubicina HCl, indicativo de
la adecuada sensibilidad a agentes xenobiéticos
que presentaban las células, que permitié calcu-
lar las concentraciones letales 50 (CL;) para este
agente sobre las cuatro lineas celulares (Tabla 1).
Por otro lado, el vehiculo empleado para la diso-
lucién de los compuestos (DMSO en MEM) no
mostré actividad citotéxica, excluyendo la inter-
ferencia de este en los resultados.

Al tratar las células con los compuestos en
estudio no se present6 una reduccién de la su-
perviviencia celular con el aumento de la con-
centracién, por tanto se considera que estos no
presentan actividad citotéxica en concentracio-
nes iguales o menores a 100 uM, sobre las li-
neas celulares empleadas. En las Figuras 1 a4 se
presenta el comportamiento de los cuatro com-
puestos estudiados sobre las cuatro lineas celu-
lares, asi como del control positivo de actividad
(Doxorubicina HCI) y del vehiculo (DMSO).

La seleccién de los compuestos estudiados
no estuvo basada en informacién etnomédica
sobre las especies vegetales de las que fueron
aislados, ni en el fraccionamiento bioguiado de
éstas; la valoracién de su citotoxicidad obede-
cié al interés de generar informacién sobre
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sustancias disponibles, previamente aisladas
por el Grupo de Productos Naturales Bioactivos
del Departamento de Farmacia.

Los resultados obtenidos indican que el
modelo es atil para diferenciar compuestos ci-
totéxicos (como la Doxorubicina HCI), de los
no citotdxicos, representados aqui por los com-
puestos estudiados, mostrando su relevancia
como prueba de tamizaje preliminar.

Tabla 1. Citotoxicidad de Doxorubicina HCI
sobre las cuatro lineas celulares.

Linea celular CL;, (LM)
HT-29 0.709 £ 0.155
HEp-2 0.339 £ 0.097
MCE-7 0.199 = 0.024

MKN-45 0.226 = 0.028

CLy, es el promedio de tres determinaciones * la desviacién

estandar.
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Figura 1. Citotoxicidad sobre linea celular HT-29.
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Figura 2. Citotoxicidad sobre linea celular HEp-2.
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Figura 3. Citotoxicidad sobre linea celular MCF-7.
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Figura 4. Citotoxicidad sobre linca celular MKN-45.
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