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RESUMEN

Los cultivos celulares son considerados valiosos como herramienta en distintos
campos de investigacién biomédica y en la produccion de biologicos como vacunas
virales, productos inmunolégicos, entre otros. También permiten realizar estudios de
toxicidad in vifro de muevas moléculas de origen natural o sintético. Por lo que es
importante la validacidn de nuevos medios de cultivo que tengan. un buen
rendimiento y que a un menor costo faciliten la experimentacion, El objetivo de este
trabajo fue evaluar la citotoxicidad del exiracto etandlico de las hojas de Agave
lechuguilla Torrey, sobre células CHANG cultivadas en dos medios de cultivo
MEM (medio control) y MCR (medio formulado). Se realizaron ensayos de
citotoxicidad en placas de 96 pozos probando diferentes concentraciones del extracto
(50, 100,150 y 300 pg/ml) y ademas se tifieron las células con colorante Giemsa
para estudiar su morfologia y evidenciar cualquier anormalidad celular. También se
realizaron cinéticas de crecimiento para observar el comportamiento de la linea
celular en ambos medios. Las pruébas de citotoxicidad revelaron que el extracto
etandlico de las hojas de A. lechuguilla es téxico a las concentraciones de 100, 150
vy 300 ng/mil comparado con el presentado por el contrel positivo (Triton X-100). La
morfologia de las células CHANG cultivadas en ambos medios va cambiando
conforme se incrementa la concentracién del extracto ya que la forma del nucleo se
vuelve irregular, la proporcion entre nucleo y célula se va perdiendo, ademas de
presentar la formacion de un mayor mimero de vacuclas. Con respecto al
crecimiento celular, a pesar de que la linea celular CHANG presentd tiempos de
generacion que caen dentro del rango normal de 12 a 24 h para células de mamifero,
las células crecidas en MEM presentan un tiempo de generacion de 22 h, mientras
que para las células cultivadas en MCR el tiempo de generacion es de 24 h. Como
conclusion se puede sugerir la utilizacién del medio MCR para ia realizacion de
estudios generales, tales como la seleccion primaria de un grupo de plantas que se
les quiera determinar su efecto citotdéxico, o en la practica académica puede ser

utilizado para iniciarse en el manejo de los cultivos celulares.
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1. INTRODUCCION

El cultivo celular surgié a principio del siglo XIX como un método para el estudio
sistemdtico de las células animales, en un ambiente controlado, libre de factores fisico-
quimicos a los cuales se encuentran sometidas normalmente en los organismos
multicelulares (Karp, 1996). Con las técnicas de cultivo celular se ha logrado un gran
avance en la comprension de los mecanismos implicados en los procesos intracelulares €
intercelulares que ocurren a nivel molecular, bioquimico y fisioloégico (Freshney, 2000).

El uso de cultivos celulares ha favorecido el avance en diversas arcas de la
investigacion biomédica y en la industria. Por ejemplo la comprension actual sobre las
células cancerosas, aunque limitada en lcontraparte con la células normales, se debe en
gran medida a los estudios en cultivos celulares (Karp, 1996). También permiten realizar
estudios de toxicidad in vifro, de las nuevas moléculas de origen natural, s;intéticas o
semisintéticas, durante las primeras etapas de desarrollo de un farmaco. En el area de
productos naturales, los ensayos de citotoxicidad in vitro han permitido estudiar la

actividad biologica de distintas plantas.
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Con respecto a esto Gltimo, investigadores y compaiiias farmacéuticas muestran
un interés cada vez mayor en los productos naturales y sus principios activos, debido a
que representan una fuente muy importante para la obtencién de nuevos medicamentos.
En el 2001 y 2002, aproximadamente una cuarta parte de las drogas més vendidas en el
mundo eran productos naturales o derivados de ellos (Balunas, 2003).

Una consideracion importante que se debe tener en cuenta para logi-ar cultivar
células in vitro es el “medio ambiente celular™, el cual debe ser lo mas parecido posible
al que existe in vivo. Respecto a lo anterior, el medio de cultivo e¢s uno de los factores
mas importantes, por lo que se han desarrollado diversos medios de cultivo que cumplan
con este propdsito. Entre los mds utilizados se encuentran el medio basal de Eagle
(BME), que es uno de los primeros medios definidos (Eagle, 1955), el medio de Eagle
medificado por Dulbecco (DMEM) y el medio minimo esencial de Eagle (MEM) de uso
mas generalizado (Sigma 2003-2004). Aunque estos medios se. encuentran disponibles
comercialmente en el mercado, los costos y tiempo de importacién representa una
limitante para el avance en investigaciéon que emplea cultivos celulares en paises en vias

de desarrollo.
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El desarrollo de medios de cultivo (Eagle, 1955), el uso de antibidticos, las
técnicas de separacion celular (Moscona, 1952), instalaciones asépticas, dispositivos de
cultivo, y la suplementaciéon del medio con suero fetal bovino, han sido innovaciones
que han permitido el desarrollo y aplicabilidad de los cultivos celulares in vifro,
contribuyendo asi a que el cultivo celular sea una tecnologia con alta reproducibilidad.

En este mismo orden de ideas, la formulacion de nuevos mcdioé de cultivo
celular que permitan el crecimiento celular de manera similar a como ocurre en los
medios disponibles comercialmente vy que sean econdmicamente mas accesibles,

representa una alternativa interesante en la investigacidon que emplea cultivos celulares.
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2. ANTECEDENTES

2.1 CULTIVO CELULAR

El cultivo de células animales es sumamente complejo, con muchas variables que
pueden influir en la respuesta de las células (Duran, 2004). Siendo su mayor ventaja el
que las células pueden subcultivarse indefinidamente, ademas son de gran valor para el

estudio en distintas areas de investigacion.

El cultive de células in vitro tuvo su origen en el siglo XIX, con la utilizacion de
bloques de agar con plasma coagulado en la que se analizaba la teoria neuronal, la cual
afirmaba que cada fibra nerviosa es una prolongacién de una sqla célula nerviosa y no el
producto de la fusion de varias células (Freshney, 1987); con lo anterior Ross Harrison
logro por primera vez cultivar células vivas de vertebrados fuera del cuerpo humano en
1907. Por otra parte, Alexis Carrel cultivo c€lulas en diferentes condiciones y encontrd
que si se proporcionaba ¢l medio ambiente adecuado para las células y si el medio de
cultivo se cambiaba regularmente, las células podrian permanecer viébles durante un
largo periodo, de hecho, aislé un trozo de corazon de pollo yr lo conservé vivo en

cultivos de 1913 a 1946, cuando finalizé el experimento sin que hubiera muerto el

tejido (Karp, 1996).



MAGUADALUPE SANTIAGO MAVRICIO VANL

Las células del hombre, al igual que las de pollo, crecen rapidamente y se
multiplican indefinidamente si disponen de alimentos, condiciones adecuadas y si se
eliminan los productos de desecho (Karp, 1996). Gey en 1952, establecié una linea
continua de células derivadas de carcinoma cervical humano, que mas tarde se convirtié

en la linea celular Hel.a.

La técnica de cultivo de células, hasta hace pocos afios, era utilizada solamente
para el estudio de la estructura y funcion celular; y por los virdlogos para el aislamiento,
caracterizacion, estudio del ciclo replicativo ¥ patogenia de distintos agentes virales, asi
como también en el desarrollo de vacunas contra los mismos. Actualmente, ha pasado a
ser una herramienta indispensable para los toxicologos y farmacéuticos para el ensayo
de nuevas drogas reemplazando parcialmente a Jos animales de laboratorio. Se utilizan
lineas celulares continuas en pruebas de citotoxicidad como una medicidn de calidad, de
aguas de uso industrial, agua potabilizada para ser distribuida por red, efluentes
industrizles y desagiies hospitalarios, en busca de agentes contaminantes bioldgicos y
quimicos. Se utiliza en medicina el cultivo de epitelio humano, injertade en pacientes
con quemaduras, v en la produccién y utilizacion de anticuerpos monoclonales,

linfoquinas, enzimas, hormonas, entre otros (Bu'Lock, 1987; Junqueira, 1998).
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2.2 MEDIOS DE CULTIVO

Los primeros intentos para hacer crecer diferentes tipos de células, en particular
las normales, tuvieron que superar gran namero de dificultades. Por lo que la atencion
se enfocd en la naturaleza de los medios de cultivo y en los ingredientes que podian
promover mejor la proliferacion de los diversos tipos celulares. En estudios iniciales, a
los medios de cultivo se les adicionaban liquides obtenidos de sistemas vivos, como la

linfa, suero sanguineo u homogenizados embrionarios (Karp, 1996).

Eagle en 1955, realizd la primera investigacion sistematica acerca de los

requerimientos nutritivos de las células en cultivo.

De acuerdo a distintas investigaciones se ha encontrado que tanto las células
normales como Ias lineas celulares propagadas necesitan para crecer una considerable
variedad de nutrientes como vitaminas, aminoacidos, cofactores, carbohidratos, sales,
factores de crecimiento, hormonas, lipidos, entre otros, estos Gltimos nutrientes las
lineas celulares los adquieren al complementar los medios de cultivo con suero (Eagle,

1955; Karp, 1996).
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Para la mayoria de los objetivos en experimentos que utilizan cultivos celulares
que crecen en monocapas adherentes, resulta adecuado el empleo de un medio de
cultivo de uso general. El medio esencial minimo de Eagle (MEM) se desarrollé para
células de mamifero que crecen en monocapa y es el ejemplo de un medio de uso
rutinario el cual esta constituido por 30 diferentes componentes (ver tabla 1 para
observar la composicién de un medio bdsico para €l cultivo de células de mamifero),
entre Ios gue se encuentran, aminoAicidos, vitaminas, azicares y otros factores
metabolicos que son indispensables para la supervivencia de las células que se¢ propagan

en ellos.
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Tabla 1. Composicidon de un medio basico para el cultivo de células de mamifero.

Aminodcidos  Vitaminas Sales Otros Proteinas (necesarias en
Componentes medios quimicamente
definidos, libres de
Suero)
Arginina Biotina NaCl Glucosa Insulina
Cisteina Colina KCl Penicilina Transferrina
Glutamina Folato NaH,P0O, Estreptomicina Factores de crecimiento
especificos

Histidina Nicotinamida NaHCO; Rojo fenol

Isoleucina Pantotenato CaCl, Suero total
Leucina Piridoxal MgCl,
Lisina Tiamina

Metionina Riboflavina
Fenilalanina

Treonina

Triptofano

Tirosina

Valina
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2.2.1 UTILIZACION DE NUEVOS MEDIOS DE CULTIVO

Actualmente el cultivo celular se realiza en medios artificiales preparados
mediante la mezcla de componentes purificados o de soluciones orgédnicas complejas, en
el interior de incubadoras que mantienen las condiciones fisico-quimicas adecuadas y

sobre soportes o recipientes que los contienen y los afslan del medio exterior.

Para la formulacién de nuevos medios de cultivo se puede utilizar como base la
composicion de uno ya definido quimicamente que permite el crecimiento de la linea
celular que se quiera adaptar al nuevo medio, posteriormente de acuerdo a resultados
de estudios experimentales se logra establecer las concentraciones idoneas de cada uno
de sus componentes individuales, para lograr su optimizaciéon y principalmente para que
puedan brindar las condiciones nc;:esarias para mantener la supervivencia de la linea

celular que se propagara en el nuevo medio (Espinosa, 2005).

En el presente trabajo se utilizd el medio de cultivo MCR, el cual fue disefiado
en la Facultad de Ciencias Biolégicas en colaboracion con el Centro de Investigacion

Biomédica del Noreste.

Este medio consta de 10 ingredientes, entre los cuales se encuentran sales,
glucosa, fuente de nitrOgeno a base de peptona de colagena y fuente de vitaminas en
forma de extracto de levadura para la propagacion ir vitro de las lineas celulares de
mamifero OK (rifién de zarigiieya), CHANG (higado humano) y LLC-PK; (rifién de

cerdo}.
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De acuerdo con los primeros ensayos de adaptacién celular, en la cinética de
crecimiento de las células propagadas tanto en MEM como en MCR se obtuvo un patron
de crecimiento similar y no se encontraron diferencias significativas entre las lineas
celulares cultivadas en ambos medios. En cuanto a la morfologfa observada al
microscopio de luz, no se observaron diferencias en los tres tipos celulares empleados
que se cultivaron en MCR con respecto a las células cultivadas en MEM, Los ensayos de
citotoxicidad con cloruro mercurico mostraron que las tres lineas celulares cultivadas en
MCR no presentan diferencias significativas comparadas con los cultivos crecidos en
MEM. Igualmente, la viabilidad después de un proceso de criopreservacién no se vié

afectada (Espinosa, 2005).

Este medio se utilizé para llevar a cabo estudios de citotoxicidad de extractos
metanélico de las plantas Hedeoma drummondii, Eysenhardtia polystachya y Acacia
rigidula sobre la linea celular OK y CHANG, en el que se encontré que el extracto
metanolico de Hedeoma drummondii fue el que presenté mayor citotoxicidad sobre
ambas lineas celulares, menciondandose también que se observd un buen desarrollo de
las células en el medio de cultive MCR comparada con su crecimiento en el medio

MEM (Leos, 2005).

Por lo anterior, se sugiere que el medio MCR puede representar una alternativa mas
economica para la realizacion de trabajos de investigacidn en los que se utilicen cultivo

de células de mamifero (Espinosa, 2005; Leos, 2005).

10
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2.3 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Los resultados de las prucbas de citotoxicidad in vitro pueden no correlacionarse
directamente con los obtenidos in vive. Sin embargo, si un material de prueba induce
una reaccion citotoxica en las pruebas de cultivo celular, es muy probable que también
ejerza toxicidad en ¢l tejido vivo (Duran, 2004), No obstante, aunque el cultivo celular
no puede reemplazar a los ensayos in vivo, es una alternativa valida en muchas

situaciones.

2.4 TECNICA WST-1

Una prueba de viabilidad/citotoxicidad ampliamente utilizada es la reducciéon de
WST-1, la cual es un ensayo colorimétrico, de cuantificacién espectrofotométrica que
ayuda a medir la viabilidad celular, por la conversién de una sal de tetrazolio a formazan
realizada por las mitocondrias de células vivas. Esta valoracion es importante ya que la
mitocondria es un organelo clave en el equilibrio celular, lo que le permite ser un
indicador adecuado de dafio celular. Es una técnica sensible, rapida y sencilla
comparada con otras técnicas de citotoxicidad como el MTT, y sus variantes el XTT o el

MTS (Leos, 2005).
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2.5 LINEA CELULAR CHANG (CCL-13)

La linea celular CHANG, fue establecida a partir de tejido normal de higado
(Chang, 1954) y se emplea para estudiar funcién hepética, esta linea crece formando
monocapas (Figura 1), proporcionada por el laboratorio de la Divisiéon de Biologia

Celular y Molecular del Centro de Investigacién Biomédica del Noreste.

Figura 1. Linea celular CHANG creciendo en monocapa en medio MEM. Tincioén de

Giemsa.
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2.6 PLANTAS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA

2.6.1 GENERALIDADES

La familia Agavaceae incluye especies caracteristicas de zonas desérticas, las
cuales tienen la particularidad de absorber el agua con rapidez y almacenarla en sus
tejidos esponjosos, en donde queda protegida de la evaporacion m;adiante una gruesa
cuticula y por una capa de cera. Incluye unas 300 especies con 9 géneros; dentro de esta
familia se encuentra Agave lechuguilla Torrey (Lechuguilla), la cual es una planta de

zonas aridas y semidridas, que crece en terrenos calizos y rocosos (Figura 2).

Figura 2. Agave lechuguilla Torrey. A) Habitat, B y C) Comunidad de A. lechuguilla,

D) Disposicién de las hojas en roseta.

13



MA. GUADALUPE SANTIAGO MAURICIO UVANL
]

Esta planta se utiliza para la obtencion de la fibra desde hace unos 8000 aiios, la
cual es conocida en México como ixtle, debido a sus caracteristicas abrasivas y alto
indice de retencion de agua (65 %). La fibra se obtiene por tallado de la hoja constituida

por un 15 por ciento de fibra y un 85 por ciento de pulpa (Hernandez, 2006).

2.6.2 CLASIFICACION BOTANICA
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Liliales
Familia: Agavaceae
" Género: Agave

Especie: lechuguilla Torrey

Nombres comunes: Lechuguilla, maguey del cerro, pita, guishe.
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2.6.3 DESCRIPCION BOTANICA

Planta que forma rosetas pequefias, muy suculenta, de color verde amarillento, de
50 a 70 cm de alto; sus hojas alcanzan una longitud que varia de 20 a 50 cm de acuerdo
a la region y 3 cm de ancho. Nacen del centro del tronco, lo que da a la planta un aspecto
de roseta. Son lanceoladas, encorvadas, sus bordes estan protegidos por una serie de
espinas ganchudas de color gris o café vueltas hacia la base de la hoja que va de 8-12
espinas que son de ficil desprendimiento; espina terminal fuerte, de 2-3.5 cm de largo,
pardo-grisaceo (Figura 2); florece solo una vez entre los 6-15 afios y entre los meses de
Mayo a Agosto, a partir de un escapo floral al que denominan quiote o garrocha el cual
llega a alcanzar alturas de 3 metros, las flores son producidas de dos en dos y son
protegidas por vigorosas bricteas, son de color verde amarillo con matiz rojizo; su fruto
es una cépsula café o negra; y sus semillas son numerosas, planas y brillantes y aunque

son viables, la planta se reproduce de manera asexual (Martinez, 1979).
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2.6.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es una planta de las zonas aridas y semidridas, se pude encontrar desde el sur de
Nuevo México y oeste de Texas ademds de muchas dreas de México, incluidos los
estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas, Nuevo Léén, Tamaulipas, San

Luis Potosi, Estado de México ¢ Hidalgo (Martinez, 1979).

2.6.5 HABITAT

La Lechuguilla prospera en suelos calizos, rocosos y arcillosos, es integrante del
matorral desértico rosetdfilo, con temperatura propia de clima seco de zonas dridas y
semidridas y precipitacion I;luvial entre 200-250 mm anuales, con una temperatura
media anual de 19 a 25 °C; crecen a una altitud comprendida entre los 500 a 2500
metros sobre el nivel del mar. Se asocia con otras plantas como Euphorbia
antisyphilitica, Hechtia glomerata, Bouteloua breviseta, Larrea tridentata, Bouteloua
curtipendula, Heteropogon contortus, Acacia constricta, Fouguieria splendens,

Parthenium incanum, Opuntia sp. y Dasylirion sp.

16



MA. GUADALUEE SANTIAGO MAUVRICIO UANL

2.6.6 USOS TRADICIONALES

En los estados de Ledn, Tamaulipas y Zacatecas, se fabrican costales para maiz y
café, mecates, cepillos, cordeles, tendederos y otros productos agricolas; los
desperdicios se aprovechan como abrasivos en la industria del vidrio, ¥ en la elaboracién
de filtros para automoéviles, tapetes v alfombras. También se halpreparado shampoo a
partir de A. lechuguilla, de la que se aprovecha su propiedad para deshacer la grasa del
cuero cabelludo. En el aspecto terapéutico se ha encontrado que se ha utilizado para
golpes, heridas, diabetes, como diurético, mordeduras de serpiente, y el jugo de las hojas
para espasmo del estdmago, éste mismo se ha utilizado en papel de pared contra las

termitas (Verastegui, 2000).
2.6.7 COMPOSICION QUIMICA

Aunque la composicidn quimica total del Agave no se conoce, en distintos
trabajos se han reportado la presencia de esteroles, taninos, flavonas, cumarinas,
azucares, insaturaciones y saponinas en sus hojas. Sin embargo, cabe mencionar que esta
composicién es variable de acuerdo con la edad de la planfa, €época de recoleccion y

ubicacion geografica, entre otros factores (Verastegui, 2000).
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La pulpa contiene compuestos bioactivos entre los que destacan las saponinas,

con varias propiedades farmacolégicas, las cuales se mencionan a continuacidn:

Las saponinas producen hemolisis en pequefias concentraciones y estan
constituidas por grandes moléculas organicas, como esteroides o triterpenos, unidas a
una o varios azicares, por Io que contienen los elementos necesarios para emulsionar la

grasa (Dominguez, 1988).

Verastegui en el 2000, investigé la actividad antimicrobiana de 4 plantas de la
familia Agavaceae, incluida 4. lechuguilla, sobre 9 especies bacterianas y 6 especies de
hongos. Lo que mostré que A. lechuguilla presenté mayor actividad al inhibirlos con
menor concentracion sobre_ los dermatofitos probados, presentado las siguientes CMI:
Microsporum canis (3.0 mg/dl), Microsporum gypseum (3.0 mg/dl) y Trichophyton

tonsurans (3.5 mg/dl).

También encontré que una saponina esteroidal espirostanica era la responsable
de la actividad antimicrobiana de las cuatro especies de Agave, principalmente en A.

picta, 1a cual presentd mayor actividad antibacteriana.
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A. lechuguilla es considerada una planta téxica para animales como las cabras y
ovejas que ingieren sus hojas, esta toxicidad es resultado de la accién de dos agentes
uno fotosensibilizador de la piel y el otro con efectos sobre ¢l higado y los rifiones
(Aguilar, 1982). Los efectos téxicos son atribuidos a las saponinas y a los pequefios
cristales de oxalato de calcio que se encuentra en muchas especies (De la Torre, 2003).
En el caso del hombre las intoxicaciones mas frecuentes son por contacto con el vegetal

aunque no se ha precisado el mecanismo de accion,

Ademis de su conocido efecto antimicrobiano y antifiingico, también se han
realizados ensayos de citotoxicidad en Artemia salina, presentando el extracto etandlico
de A. lechuguilla una dosis letal media (LD50) de 46.3 pg/mL, por lo cual puede ser

considerado como un agente activo de acuerdo a Meyer (Saenz, 2000 y Ramos, 2006).

A. lechuguilla posee un gran potencial antifilngico, ade_més de anticancerigeno,
lo que puede ser una alternativa en el campo terapéutico (Verastegui, 2000). Debido a
su conocida toxicidad, fue seleccionada para realizar los ensayos de citotoxicidad en este
trabajo de investigacion, con el objetivo de conocer si las células cultivadas en el medio
control MEM y las cultivadas en el medio MCR muestran una respuesta citotéxica igual

frente al extracto de prueba.
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3. HIPOTESIS

Las células CHANG cultivadas en dos medios de cultivo MCR y MEM, presentan las
mismas caracteristicas morfologicas y respuesta citotdxica al ser expuestas al extracto

etandlico de las hojas de Agave lechuguilla Torrey.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Agave lechuguilla Torrey,

sobre cé€lulas CHANG cultivadas en dos medios de cultivo: MEM y MCR.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Obtener el extracto etanohco de Agave lechuguilla Torrey.

2.- Establecer la cinética de crecimiento celular en ambos medios.

3.-Evaluar la citotoxicidad del extracto sobre células CHANG c;lltivadas en MEM y
MCR.

4.-Estudiar la morfologia de las células CHANG cultivadas en MEM y MCR en

presencia y ausencia del extracto etanolico de A. lechuguilia.
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6. IMPORTANCIA

El disefio de nuevos medios de cultivo tales como el MCR, que ofrecen mantener
las caracteristicas fisiologicas de las células con respecto a las cultivadas en un medio
comercial (MEM), al mismo tiempo que disminuyen el costo, es un tema de
investigacion actual. Por lo anterior, en este trabajo se estudié la citotoxicidad del
extracto etandlico de las hojas de Agave lechuguilla Torrey, sobre células CHANG
cultivadas en los medios de culiivo MEM y MCR, con la finalidad de contribuir a la

caracterizacion del nuevo medio de cultivo MCR.
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7. ORIGINALIDAD

La utilizacion de modelos celulares in vitro permite el estudio de diversos
mecanismos gue ocurren en procesos intracelulares e intercelulares que pasan a nivel
molecular, bioquimico y fisiolégico. Lo cual resulta dificil de estudiar en modelos mas
complejos. Tomando en cuenta que el medio de‘cultivo es un componente fundamental
en el cultivo celular, la caracterizacion de un nuevo medio (MCR) que promueva el
crecimiento celular de manera similar a como ocurre en un medio comercial (MEM), y
que ademads sea mas accesible por su costo, representa una alternativa en la investigacion

donde se emplea cultivos celulares.
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8. MiLERTIAL Y METODOS

DIAGRAMA GENERAL
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8.1 MATERIAL VEGETAL
8.1.1 PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

El material investigado fue colectado en el mes de Enero, en la Sierra Madre

a nivel del municipio de Santa Catarina.
La planta fue identificada en el Departamento de Botéanica de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la UANL y se le asigné un nimero de herbario.

Figura 3.- Sierra Madre a nivel del municipio de Santa Catarina, lugar de colecta de

A. lechuguiila.
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8.1.2 EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL

Después de secar a la sombra durante 8 dias a temperatura ambiente, se realizo la
trituracion del material vegetal, en un molino, para facilitar la extraccion. Se realizd una
extraccion etanolica, por la técnica de maceracion a temperatura ambiente con agitacion
constante. Se colocaron en un matraz Erlenmeyer 30 g del material vegetal en 250 mL
de etanol, el cual se selld con un tapdn de hule envuelto con aluminio y se coloco en un
agitador Dual Action Shaker Lab Line, durante siete dias, posteriormente se filtré y se
retird el solvente del extracto con ayuda de un rotavapor. El extracto obtenido se utilizd
para la realizacién del ensayo de citotoxicidad y andlisis morfologico sobre células

CHANG crecidas en MEM y MCR.

8.2 MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS

8.2.1 CULTIVO DE LINEA CELULAR CHANG

Las células se cultivaron en el Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM) y en el Medio
MCR , ambos suplementados con 10% de suero fetal de bovino, se sembraron las células
en cajas Petri para cultivo celular de poliestireno de 35 mm X 10 mm (Corning). Se
prepararon inéculos de 150,000 células/ml.. Los cuhivos se incubarona 37 °C con 5%
de CO, y atmésfera himeda hasta que las célulés formaron una monocapa confluente.
Ambos medios fueron suplementados con 1 mlL de antibidtico (Penicilina

200,000UL/Estreptomicina 0.5UT).
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8.2.2 RESIEMBRA Y MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS

En condiciones estériles se retiré €l medio de cultivo por medio de vacio de las
cajas de cultivo que ya tenian formada la monocapa confluente, a la cual se le realizaron
dos lavados con buffer de fosfatos (PBS). Posteriormente se agregaron 0.2 ml de
tripsina al 0. 25 % vy incubo por 8 min. a 37 °C con 5% de CO; y atmodsfera htimeda.
Después de este tiempo se agregaron 2 ml de medio con suero al 10%, se resuspendio y
se centrifugd a 25 °C, 1000 rpm por 10 min. Utilizando wvacio, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla celular con 1 ml de medio completo.
Enseguida se tomo una alicuota y se confé en una camara de Neubauer. Se sembraron
150, 000 células/mli en la caja de cultivo, a la cual se adicionaron 2 mi de] medio MEM
0 MCR seglin correspondia, posteriormente se incubd a 37°C con 5% de CO, en

atmosfera hiimeda.

8.3 CINETICAS DE CRECIMIENTO

La cinética de crecimiento de la linea celular CHANG en ambos medios MCR v
MEM se llevo cabo durante 9 dias con tres repeticiones por dia, iniciando con indculos
de 5000 células/m] depositadas en cajas Petri de 35 X 10 mm, las cuales se incubaron a
37°C con 5% de CO; y en atmésfera hiimeda. Cada 24 h se adiciond tripsina para
despegar las células de tres cajas petri de cada linea celular crecida tanto en MEM como

MCR y se contd el nimero de células, utilizando un hemocitoémetro.

27



MA. GUADALUPE SANIIAGO MAURICIO UANL.

8.4 DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Agave lechuguilla Torrey se
evalué mediante el método cuantitativo del WST-1. La determinacién de la citotoxicidad
se realizo en placas de 96 pozos. Por separado, se sembraron 5000 células por pozo en
su medio de cultivo respectivo y s¢ incubaron durante 24 h a 37 °C en atmdsfera de 5 %
de CO», posteriormente se adicionaron concentraciones crecientes del extracto (50,
100,150 y 300 pg/ml). Los cultivos fueron incubados nuevamente a 37 °C en atmosfera
de 5 % de CO,. Después de 48 h se les afiadié 10 pL del reactivo WST- 1 a cada uno de
los pozos y se incubaron nuevamente por 1 h, bajo las mismas condiciones. Una vez
transcurrida la mcubacion, se realizo la lectura en un lector de microplacas a 450 nm con
un filtro diferencial dé 600nm. La citotoxicidad se determind calculando la media vy
desviacion estandar de siete experimentos independientes, donde cada concentracion se
realizd por triplicado, se obtuvo el porcentaje de viabilidad con respecto al control
negativo. El experimento se realizd por triplicado, empleando los controles respectivos:
A) Células en medio MCR o MEM sin extracto, B) Medio mas extracto, C) Medios sin
c€lulas o extracto, D) Medios mids WST-1 y E) Células en medio MCR ¢ MEM mas

Tritén X-100 0.1 %.

28




MA. GUADALUVPE SANTIAGO MAVRICIO UVANL.

8.5 MORFOLOGIA DE LAS CELULAS CULTIVADAS EN MEM Y MCR

Se cultivaron células CHANG en los medios de cultivo MEM y MCR sobre un
cubreobjetos de vidrio en una microplaca de 6 pozos (CORNING) a 37°C con 5% de
CO,; y atmoésfera himeda. Después de que se forméd la monocapa confluente se
adicionaron los extractos a las distintas concentraciones de 50, 100,150 y 300 pg/ml y
se dejo incubar otras 24 h bajo las mismas condiciones. Posteriormente, se lavaron las
células con PBS y s¢ fijaron con metanol durante 10 min. Se dcjaron secar y después se
tifiecron durante 17 min con colorante Giemsa (SIGMA), después se retird el colorante.
Por Gltimo se montaron los cubreobjetos con las células tefiidas en un portaobjetos con

resina y se analizaron en el microscopio de luz utilizando el ocular de 40X.
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9. RESULTADOS
9.1 NUMERO DE HERBARIO
El niimero de folio 024761 le fue asignado al ejemplar de Agave lechuguilla,

por el Herbario de la Facultad de Ciencias Biolégicas, UANL, donde se guard6 un

ejemplar para archivarlo (Ver figura 4).

Figura 4.- A) Montaje de las hojas de Agave lechuguilla y B) forma de almacenamiento

en el herbario.
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9.2 RENDIMIENTO DE LA PLANTA

Extracto Etandlico

El calculo del porcentaje de rendimiento obtenido de la planta se realizd de la siguiente

mancra:

% de rendimiento = (Peso del extracto obtenido /Peso de Ia planta seca) X 100

Tabla 2.- Rendimiento de las hojas de A. lechuguilla.

Planta Parte utilizada Extracto % de Rendimiento

Agave lechuguilla Hoja Etandlico 7.8

9.3 CINETICA DE CRECIMIENTO

En la figura 5 se presenta el niimero de células en escala logarftmica (Base 10)
frente al tiempo en que durd la cinética (9 dias) de las c€lulas CHANG cultivadas en
los medios de cultivo MEM y MCR. Las c€lulas crecidas en MEM presentan un tiempo
de generacion de 22 h, mientras que para las células cultivadas en MCR el tiempo de
generacién es de 24 h. El comportamiento de las células en ambos medios de acuerdo a

datos estadisticos es diferente (p>0.03).
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Figura 5.- Curva de crecimiento de la linea celular CHANG en dos medios de cultivo

MEM y MCR. Relacién entre el tiempo y log del numero de células /ml
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94 EFECTO CITOTOXICO DE A. lechuguilla SOBRE LA LINEA CELULAR
CHANG CULTIVADRA EN MEDIO ME#.. ¥y MCR

En las figuras 6 y 7 se puede observar el efecto citotéxico de A. lechuguilla. Ahi
se muestra que 2 i ~ida que aumenta la dos {50, 100,150 y 300 pg/ml,) el niimero de
células disminuye comparada con el control negativo, este; efecto s¢ puede observar mas

notablemente a pa~ - de la dosis de 150 y 30U up/ml en ambos medios.

Figura No. 6.- Efecto citotoxico del extracto etandlico de A. lechuguilla sobre células
CHANG cultivadas en el medio MEM; A) Control negativo (medio de cultivo), B) 50
pg/ml, C) 100 peinl, D) 150 pg/ml, E) 300 pg/mii.
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Figura No. 7.- Efecto citotdxice del extracto etandlico de A. Jechuguilla sobre la linea

CHANG crecida en el medio MCR; A) Control negativo (medio de cultivo), B) 50

pg/ml, C) 100 pg/ml, D) 150 pg/ml, E) 300 pg/ml.
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9.4.1 EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE A. lechuguilla SOBRE LA

VIABILIDAD DE LAS CELULAS CULTIVADAS EN MEM Y MCR

Se present6 un bajo efecto citotéxico sobre las células CHANG al incubarias en
presencia del extracto etandlico de las hojas de A. lechuguilla, ya que se observé una
disminucién de la viabilidad a medida que aumentaban las concentraciones probadas
(50, 100, 150 y 300 pg/ml) en ambos medios como se muestra en la tabla 3 y en la
figura 8. Los resultados se analizaron mediante las pruebas Analisis de Varianza Las

diferencias entre ambos medios resultaron estadisticamente significativas (P<0.05).

Tabla 3.- Porcentajes de viabilidad mostradas por las células CHANG luego de ser

incubadas con las diferentes concentraciones del extracto de A. lechuguilla

MEM MCR

0* 100 100
50 100 96

100 *83 - *68

150 *68 *54
300 43 *18
Tritén X-100° *9 *0

&) ControT megative; B) Control positive

Con un asterisco se indican los tratamientos en los cuales se encontraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las células control negativo en

medio de cultivo respectivo (sin extractos).
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Figura 8.- Citotoxicidad del extracto etandlico de 4. lechuguilla sobre la inea CHANG

crecida en dos medios MEM y MCR en funcién de la absorbancia (A) y viabilidad (B).
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9.5 MORFOLOGIA DE LA LINEA CHANG CRECIDA EN LOS MEDIOS MEM Y

MCR.

La linea celular CHANG cultivada en los medios MEM y MCR en presencia del
extracto etandlico de 4. lechuguilla presenta una morfdlogia que va sufriendo cambios
con respecto a las células control en las cuales se observa que su nicleo es el organelo
mds sobresaliente, con una forma regular, presenta dos nucleolos, con un tamaiio
variable pero en general relacionado con el tamafio de la célula misma, el aspecto del
citoplasma es normal en los cultivos control. En presencia de las concentraciones
mayores del extracto, se observa que la forma del micleo se vuelve irregular v la
proporcion entre micleo y cé€lula se va perdiendo, ademas de aumentar el niimero de
vacuolas. En general, conforme aumenta la concentracion del extracto etanélico de A.
lechuguilla, las alteraciones morfoldgicas se vuelven maés notorias y se presentan mas
tempranamente en el medio MCR (Figura No. 10) que en el medio MEM (Figura No.

9).
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Figura No. 9.- Morfologia de las células CHANG cultivadas en medio MEM con y sin

extracto etandlico de 4. lechuguilla: A) Control negativo (medio de cultivo), B) 50

pg/ml, C) 100 pg/ml, D) 150 pg/ml, E) 300 pg/ml.

28



MA GUADALUPE SANTIAGO MAVRICIO VANL.

Figura No. 10.- Morfologia de las células CHANG cultivadas en medio MCR cor ¥ sin
extracto etandlico de A. lechuguilla: A) Control negativo (medio de cultivo), B) 50

pg/ml, C) 100 pg/mlL D) 150 pg/ml, E) 300 pg/ml.
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10. DISCUSION

El cultivo celular es una herramienta muy importante en trabajos de
investigacién, en los que se pretende estudiar el funcionamiento de las células y
organclos de manera integral, va que se trabaja con poblaciones genética y

fisiologicamente homogéneas (Mounolou, 2000).

En este trabajo utilizamos cultivos de células CHANG para estudiar el efecto
citotdxico del extracto etandlico de Agave lechuguilla con el fin de validar la utilidad del
nuevo medio de cultivo MCR en comparacién con ¢l medio tradicional MEM para
determinar si favorece el crecimiento y conserva las caracteristicas distintivas de las
células CHANG cultivadas in vitra. Con respecto al crecimiento celular, a pesar de que
la linea celular CHANG presenté tiempos de generaciéln que caen dentro del rango
normal de 12 a 24 h para células de mamifero (Karp, 1996), en este trabajo se encontré
que el comportamiento de las cinéticas de crecimiento en los dos medios fue diferente en
cuanto al rendimiento celular (ver figura 5). Las células cultivadas en el medio control
(MEM) presentan un tiempo de generacion de 22 h, mientras que en las células las

crecidas en MCR el tiempo de generacién es de 24 h (p>0.05).
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Entre los factores que pudicron influir en esta diferencia son la falta de
nutrientes, anmento de pH y temperatura. (Giese, 1975). En este trabajo, posiblemente el
primer factor fue el que tuvo un papel importante en los resultados observados ya que si
la concentracion de nutrientes basicos es reducida, la velocidad de crecimiento se reduce
también, probablemente por que el nutriente no estd disponible o no puede transportarse
dentro de la c€lula con la suficiente velocidad como la necesaria para un metabolismo
activo, mientras que a concentraciones moderadas o altas de nutrientes, las velocidades
de crecimiento no se ven afectadas (Madigan, 2000). Las células normales y las lineas
celulares propagadas necesitan para crecer una considerable variedad de nutrientes como
vitaminas, aminodcidos, cofactores, carbohidratos, sales, factores de crecimiento,
hormonas, lipidos, entre otros (Eagle, 1955; Karp, 1996). Las células utilizan esios
nutrientes para genefar energia para llevar a cabo todas sus funciones o metabolitos
Precursores.

Por ello la preparacion de un medio de cultivo es un proceso laborioso sin embargo, los
componentes empleados en €l deben de facilitar €l crecimiento y la generacion de las
células, ademas de estar libres de organismos contaminantes exdégenos que pueden
influenciar la proliferacion, morfologia y fisiologia de las cé€lulas que se propaguen en

ellos ( Bu’lock, 1987).
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Aungue se ha reportado que 4. lechuguilla es considerada una planta toxica para
animales como las cabras y ovejas que ingieren sus hojas, la prueba de citotoxicidad
reveld que el extracto etandlico de las hojas de A. lechuguilla presenta una baja
citotoxidad comparado con el presentado por el control positivo (Triton X-100) que
presenté un 0% de viabilidad en MCR y un 9 % en MEM, sobre la linea celular
CHANG crecida en ambos medios y es hasta la dosis de 300 pg/mL en la que se
observa una reduccion de células viables (ver figura 6 ¥ 7) presentando viabilidades
menores al 50% (MEM-48%; MCR-18%) (ver tabla 3).

Con respecto al estudio de morfologia se encontré que la linea celular CHANG
crecida en los medios MEM y MCR presenta una morfologia que va sufriendo cambios
con respecto a las células control ya que se observa que la forma del ntcleo se vuele
irregular y la propofci(m entre nucleo y citoplasma se va perdiendo, ademés de
presentar la formacién de vacuolas conforme aumentan las concentraciones del extracto
etanolico de A. lechuguilia (50, 100, 150 y 300 pg/ml), dicﬁa diferencia se presenta mas
tempranamente en el medio MCR (Figura No. 10) que en ¢l medio MEM (Figura Ne.
9). Estas alteraciones pueden ser atribuidas principalmente a las saponinas que se han
encontrado en muchas especies de Agavaceas (De la Torre, 2003), las cuales tienen
varias propicdades farmacolégicas como el producir hemodlisis en pequefias

concentraciones (Dominguez, 1988).
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Se han encontrado trabajos en los que las saponinas son las responsables de la
actividad probada, por ejemplo Verastegui en el 2000, encontré que una saponina era
la responsable de la actividad antimicrobiana de cuatro 4 plantas de la familia

Agavaceae.
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11. CONCLUSIONES

» Se obtuvo el extracto etanolico de las hojas de Agave lechuguilla con un

rendimiento de 7.8 %.

» Las cé€lulas crecidas en MEM presentan un tiempo de generacion de 22 h,
mientras que para las células cultivadas en MCR el tiempo de generacion es de

24 h

» El extracto etandlico de Agave lechuguilla presentod un efecto citotdxico desde la
concentracién de 100 pg/ml sobre la linea celular CHANG crecida en ambos

medios.
» El extracto de las hojas de A. lechuguilla ocasiona cambios morfologicos
dependientes de la dosis en las células de la linea CHANG propagada en ambos

medios. Estos cambios se presentan mas tempranamente en medio MCR.

» La linea celular CHANG crecida en MCR. es mas sensible al efecto del extracto

de A. lechuguilla, que las propagadas en el medio contro] MEM.
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» De acuerdo a los resultados obtenidos, ¢l medio de cultivo MCR utilizado en este
trabajo de investigacion cubre las necesidades minimas de la linea celular
CHANG, lo cual también contribuye a que sean mas sensibles al efecto del
extracto etandlico de 4. lechuguilla. En términos geﬁerales, el comportamiento
observado del extracto sobre la linea celular propagada en €l medio MCR, es
semejante al presentado en el medio MEM. Sin embargo, se requieren mds
estudios para validar su utilidad real. De los resultados obtenidos en este trabajo
se deduce que el medio MCR se puede utilizar para la realizacion de estudios
generales como en la seleccion primaria de un grupo de plantas que les quicra
determinar su efecto citotoxico, o en la practica académica puede ser utilizado
para iniciarse en el manejo de los cultivos celulares, ya que desde su preparaciéon
permitird a los nuevos estudiantes conocer la composicion de un medio bdsico
para el cultivo de células de mamifero, lo cual puede ser a un menor costo, en

comparacion con empleo del MEM,
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