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Resumen

En la actualidad, las plantas constituyen la principal fuente de obtencion de la mayoria de los farmacos que
pueden ser Utiles para el tratamiento del cancer. Se realizé la extraccion de una mezcla de polisacaridos a
partir de hojas de la planta Argemone mexicana L., conocida como Cardo Santo, colectada en el periodo de
floracion. Se emple6 el método de incorporacion de Timidina tritiada para determinar el efecto de la mezcla
sobre la proliferacion celular en lineas celulares humanas (H125 y U1906). La actividad antitumoral de este
crudo de polisacéaridos, administrado solo o combinado con 2 citostaticos conocidos, se evalué en ratones
inoculados con células tumorales de Leucemia Linfocitica P-388 y Sarcoma 37 y su actividad antitumoral
indirecta se valoré en el tumor ascitico de Ehrlich. En todos los casos se calcul6 el aumento del tiempo de
sobrevida respecto al patron de comparacién positivo o negativo. La mezcla de polisacéaridos provocé
rechazo a la implantacion del tumor de Ehrlich y su administracion conjunta con el citostatico 5 Fluoracilo
produjo un incremento moderado de la actividad antitumoral en los ratones portadores del tumor Sarcoma
37. Estos resultados pudieran estar relacionados con el posible efecto estimulador de esta mezcla sobre el
sistema inmune de los animales con tumor. Es necesario estudiar el efecto sobre el sistema inmune de la
mezcla de polisacéaridos obtenidos de la especie A. mexicana y la efectividad de su combinacién con otros
citostaticos, para determinar su posible uso como adyuvante de la quimioterapia para el tratamiento del
cancer.
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La mayoria de los agentes quimioterapéuticos clinicamente efectivos en el tratamiento del cancer tienen una
mayor actividad frente a los tumores que proliferan rapidamente como son las leucemias y los linfomas, pero
su accidn es menos efectiva en los tumores solidos. Esto aparejado a la resistencia de muchos tumores al
tratamiento con citostaticos conocidos, hace necesario continuar la busqueda de nuevos productos que
puedan ser utilizados en el tratamiento del cancer.

En el periodo comprendido entre los afios 1985 a 1990 el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos desarrollé un estudio donde se emplearon diversas lineas tumorales humanas con el objetivo de
incrementar el nUmero de farmacos utilizables en la terapia contra el cancer, con una mayor eficacia en los
tumores solidos.! De este estudio surge el Paclitaxel aislado de la corteza del Taxus brevifolia,2 el que
muestra una potente actividad frente a los tumores sélidos.

En la actualidad , las plantas continlan representando el recurso natural mas explorado en la basqueda de
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anticancerigenos, en estudio se encuentra una amplia variedad de familias como fuentes de estos productos,
un ejemplo de esto son las familias Umbelliferae, Euphobeaceae Papaveraceae y Annonaceae.3-6

El cancer en Cuba representa la segunda causa de muerte, de ahi la importancia de las investigaciones
encaminadas a ampliar el conocimiento sobre esta enfermedad o en la busqueda de nuevos tratamientos
para combatirla. Dentro de esta tematica se encuentran las investigaciones relacionadas con la obtencién de
nuevos medicamentos ya sea para el tratamiento o para mejorar la calidad de vida de los pacientes con
cancer. Con este objetivo se realizé el aislamiento de polisacéridos de la especie Argemone mexicana L.
perteneciente a la familia Papaveraceae, conocida comiunmente como Cardo Santo, y la evaluacion de su
posible actividad antitumoral. De esta especie se informa la presencia de derivados de alcaloides, a los
cuales se les atribuye actividad antitumoral.”

Métodos
Extraccion del crudo de polisacaridos y procedimiento analitico

Se tomaron 265g de hojas de la planta A. mexicana, colectada en el periodo de floracion en una zona del
municipio Plaza de La Revolucion, en horas de la mafana e identificada por la DraC. Cristina Panfet.

A las hojas cortadas finamente se le afiadié agua destilada en una relacién 1:10 (p/v). La extraccion fue
realizada mediante agitacion en zaranda a temperatura ambiente durante 24 h. El extracto obtenido se filtr6 a
vacio por un embudo Biichner y se centrifugé a 3 000 rpm durante 30 min. Al filtrado se le afiadié etanol al 95
%, en una relacion 3:1 (v/v). El precipitado obtenido se redisolvio y se liofiliz6. Se determiné el contenido de
proteinas,8 de carbohidratos © y de &cidos urénicos.10

El extracto liofilizado (25 mg) se disolvié en 1 mL de solucion de NaCl 0,1 M y se aplicé en una columna de
Sephacryl S-300 (filtracion en gel), previamente calibrada con Azul dextrana y Rojo fenol, para su
fraccionamiento. Se colectaron fracciones de 1 mL con una velocidad de flujo de 10 mL/h, después de eluir la
columna con NaCl 0,1M. El perfil cromatografico fue realizado mediante el andlisis de las fracciones por el
método de Dubois.®

Determinacion de la inhibicién de la proliferacion celular

Esta determinacion fue realizada por el método de incorporacion de Timidina tritiada (3H-Timidina). Se
utilizaron las lineas celulares humanas de pulmén H125 y la U1906, provenientes de un adenocarcinoma de
células no pequefias de pulmén y de otro de células pequefias de pulmdn, respectivamente.

El crudo de polisacérido se diluyé en medio RPMI con 8 % de suero fetal bovino en concentraciones de
500, 250, 125, 62,5 pug /mL.

Se sembraron 1x10 4 células por pozo en placas de 96 pozos Yy se incubé toda la noche en atmésfera de CO,

(9) 5% a 370 C. Se lavé con PBS. En la placa se afiadieron alicuotas de 100 pL de cada una de las
concentraciones. Se incubé nuevamente en atmoésfera de CO, (g) a 379 C durante 48 h, antes de adicionar

1uCi de 3H- Timidina. Al cabo de 7 h de incubacion a 370 C se congeld la placa a -200 C. Como (ltimo paso
experimental, se cosecharon las células y se procedié a contar la radioactividad en un contador 3.
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Evaluacion de la actividad antitumoral en lineas tumorales de ratén

Se emplearon en todos los ensayos ratones de ambos sexos, con peso corporal en un rango entre 18y 22 gy
de las lineas BDF; o NMRI, procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio

(CENPALAB). Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura entre 21y 25° C.
La humedad, entre un 50 y 70 % con 10 cambios de aire por h. Los ciclos de luz fueron de 12 h/dia

Para evaluar la actividad antitumoral del extracto en animales portadores de tumores, se seleccionaron 3
lineas de tumores murinos, mantenidas en el banco de células de tumores trasplantables del Laboratorio de
Oncofarmacologia. Se utilizaron las lineas de células tumorales: Leucemia Llinfocitica P-388, Sarcoma 37 en
forma ascitica y el carcinoma ascitico de Ehrlich (TAE).

El tumor Leucemia P-388 se inocul6 en animales BDF; a razén de 1 x 106 células tumorales por ratén , por

via intraperitoneal . El tumor Sarcoma 37 fue inoculado en ratones NMRI a razén de 2 x 106 células por
raton.

A las 24 h de inoculadas las células tumorales se conformaron, de forma aleatoria, los grupos experimentales.
Cada grupo quedo constituido por 10 animales, los cuales fueron tratados por via intraperitoneal durante 9
dias con los 2 niveles de dosis (50 y 100 mg de extracto/kg de peso del ratén). Se empled 5 Fluoracilo (5FU)
como patron de comparacion positivo administrado por via intraperitoneal a la dosis de 20 mg/kg. Como
patron negativo se empled solucion salina fisiolégica 0,9 % a un grupo de 20 animales. Los animales se
mantuvieron en observacion durante 30 dias, se control6 el estado de salud y la mortalidad. La evaluacion
estadistica de los resultados se realizd por el método estadistico de Kaplan-Meier con un de intervalo de
confianza (p<0,05).

Se determind la supervivencia promedio (S) para cada grupo en estudio. La evaluacion de la actividad
antitumoral, se calcul6 mediante la expresion AS %= (S-S./ S;) X100, donde S; es el promedio de la

supervivencia de los animales tratados con el producto, S; es el promedio de la supervivencia de los animales

tratados con solucion salina y (AS %) es el aumento de la supervivencia expresado en porcentaje.11

Se consideré ausencia de actividad antitumoral cuando el valor de AS fue menor de 25 %, segun el sistema
de evaluacién de productos antitumorales del INOR.12

Para la evaluacién de la actividad antitumoral (actividad indirecta) del extracto estudiado en los animales
portadores del tumor ascitico de Ehrlich , se tomaron 50 ratones de la linea NMRI y se dividieron de forma
aleatoria en 4 grupos de 10 animales. Todos los animales se trataron con el crudo de polisacaridos en las
dosis de 25, 12,5y 6,25 mg/ kg de peso del ratdon, durante 5 dias. A las 48 h se inocularon en cada animal 2
x 106 células tumorales utilizando la via intraperitoneal.

Con el grupo control de 20 animales se procedié de forma similar pero tratando los animales previo a la
inoculacién del tumor con solucion salina fisioldgica 0,9 %. Los animales se mantuvieron en observacion
durante 30 dias.

La actividad indirecta se determind por rechazo al implante del tumor (TAE) de los animales tratados con el
producto a evaluar en presencia de un grupo control tratado con solucién salina fisiol6gica 0,9 % e inoculado
con el tumor (TAE) en las mismas condiciones.13 Se consider6 que el producto es activo si provoca un
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rechazo a la implantacion del tumor mayor o igual al 50 % de los animales tratados con el producto.
Influencia del tratamiento combinado con los citéstaticos: Ciclofosfamiday 5-FU

Se evaluo la influencia del tratamiento combinado del extracto y los citostéaticos Ciclofosfamida y 5-FU, por
comparacién de la actividad antitumoral (AS %) obtenida para el grupo que recibi6 el tratamiento combinado y
el grupo que recibié como tratamiento el citostatico solo.

Se disefié un experimento con 2 grupos de ratones BDF; inoculados a razén de 1 x 106 células tumorales

de la Leucemia P-388 por ratdn, por via intraperitoneal. A cada animal se le administré, también por via
intraperitoneal, una dosis Unica de Ciclofosfamida 50m/kg; en el otro grupo se realiz6 también una
administracién unica por la misma via, combinando el producto a la dosis de 100 mg/kg conjuntamente con la
Ciclofosfamida a la dosis de 50m/kg .

El tumor Sarcoma 37 fue inoculado en ratones NMRI a razon de 2 x 106 células por raton, el citostatico
utilizado fue el 5-FU en una dosis de 20 mg/kg, el esquema de tratamiento consistié en 5 administraciones
sucesivas por via intraperitoneal del citostatico, y después la inoculacion del producto por la misma via en
una dosis de 100 mg/kg también por 5 dias.

En ambos experimentos se utilizé un grupo control con animales tratados con solucion salina fisiolégica 0,9%
(control negativo). El periodo de observaciéon en ambos casos fue de 30 dias.

La evaluacion de la actividad antitumoral se realizd6 mediante el célculo de (AS%) como se describid
anteriormente.

Resultados

A partir de la planta A. mexicana se obtuvo por precipitacion con etanol un crudo de polisacaridos (CS) en
forma de un polvo fino de color carmelita claro, insoluble en éter etilico, acetona y cloroformo que contiene el
69 % de carbohidratos y el 2,5 % de proteinas. Se determind la presencia del 3 % de &cidos urdnicos.

En el perfil cromatogréafico obtenido en la separacion utilizando la matriz de Sephacryl S-300 (figura 1), se
aprecia que 2 tipos de fracciones polisacaridicas estan presentes en el crudo en estudio.

3.0
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Fig.1. Cromatografia de gel filtracion del crudo de polisacaridos CS Sephacryl S-300, eluido con NaCl 0,1
M . Carbohidratos 490nm.
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En la figura 2 se observa que el crudo de polisacaridos inhibié de forma dosis dependiente la proliferacion
celular (citotoxicidad) en la linea celular H125. La dosis efectiva media se encuentra entre 12,5y 25 g del
crudo. La linea celular U1906 no mostro ser muy sensible al crudo (figura 3), sélo se observé un incremento
en la dosis de 25 pg. Fue imposible determinar la dosis efectiva media pues los resultados obtenidos para la
dosis mayor, 50 pg y menor, 6,25 g son perfectamente comparables.
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Fig. 2. Influenciadel crudo de polisacaridos sobre la proliferacion de las células H125.
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Fig. 3. Influenciadel crudo de polisacaridos sobre la proliferacion de las células U1906.

Al determinar el efecto antitumoral in vivo en los ratones trasplantados con el tumor Leucemia Linfocitica P-
388 (tabla 1) se observo que la administracion del producto a las dosis estudiadas no produjo un incremento
de la supervivencia promedio respecto al control negativo. El producto probado tampoco produjo en los
ratones portadores del tumor Sarcoma 37 a las dosis estudiadas, incremento de la supervivencia promedio
respecto al control negativo (tabla 2).

Tabla 1. Efecto en la supervivencia promedio del tratamiento del extracto CS en ratones
BDF1 inoculados con el tumor Leucemia P388.

IProducto || Dosis-dia del producto (mg/kg) || n || Supervivencia promedio |
CS I 50 | 10 || 8,2+0,2 |
ICS I 100 | 10 || 11,13 + 0,66 |
B-FU I 20 [ 10 || 30 |
[Control I SSFT 20 | 12,88 0,68 |

CS: crudo de polisacaridos.
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Tabla 2. Efecto de la supervivencia promedio del tratamiento del extracto CS en ratones NMRI inoculados
con el tumos Sarcoma 37

IProducto || Dosis-dia del producto (mg/kg) || n || Supervivencia promedio |
CS I 50 || 10 || 18.7+1.41 |
Cs I 100 [ 10 | 18.8+0.66 |
5FU I 20 [ 10 || 27.9+1.6 |
Control I SSFT [ 20 || 21.7+0.72 |

CS: crudo de polisacaridos.

El extracto en las dosis ensayadas no presento actividad antitumoral en los tumores experimentales
Leucemia Linfocitica P-388 y Sarcoma-37, en su forma ascitica.

En la evaluacién antitumoral indirecta (tabla 3), se ve que la administracion del crudo de polisacéaridos, previa
a la inoculacion con el tumor ascitico de Ehrlich, en la dosis de 6,25 mg/kg produjo en 5 animales la no
aparicion de tumores al final del periodo de observacion o sea, un rechazo a la implantacion o prendimiento
del tumor de un 50 % de los animales tratados con el producto, por lo cual puede considerarse el producto
activo a esa dosis, mientras que los animales del grupo control todos presentaron tumor.

Tabla 3. Actividad antitumoral de CS en el tumor ascitico de Ehrlich (TAE)

P Dosis-dia del producto No. de animales sin tumor ||Porcentaje de prendimiento
roducto n , .,
(mg/kg) al final de la observacion
ICS I 25 | 10 | 3 I 30
cs I 12,5 10 || 3 | 30
ICS I 6,25 | 10 || 5 I 50
Control SSFT 10 0 0

CS: crudo de polisacaridos.

El tratamiento combinado con Ciclofosfamida en las dosis de 50 mg/kg con el crudo de polisacaridos, en
dosis de 100 mg/kg, no provocé aumento en la sobrevida con respecto al tratamiento Ciclofosfamida en los
ratones inoculados con la Leucemia Linfocitica P-388.

La combinacion del citostatico 5-FU en la dosis de 20 mg/kg y el crudo que se evalla, en la dosis de 100mg/
kg, en ratones portadores del Sarcoma 37 (tabla 4) produjo, al concluir el periodo de observacion, un
incremento de la supervivencia promedio en los animales tratados con el crudo y el citostatico 5-FU respecto
a los animales tratados con el citostatico solo. Estos resultados indican un aumento de la actividad
antitumoral de esta combinacion, dada por un incremento de la supervivencia del 8 %.



Actividad antitumoral de una mezcla de polisacéridos obtenida de la especie Argemone mexicanal .

Tabla 4. Incremento de la actividad antitumoral del tratamiento combinado del extracto CS y el 5-FU en
ratones NMRI portadores del Sarcoma 37

Actividad antitumoral
Producto Dosis- mg/kg n Supervivencia promedio
(AS %)
CS +5FU I 100 | 10 | 29,6 0,29 I 36,4
5FU I 20 | 10 | 27,9+ 1,6 I 28,5
Control I SSFT [ 20 || 21,7 £0,72 | -

CS: crudo de polisacaridos.
DiscusiOn

En la literatura revisada, no se encontraron resultados que muestren la presencia de polisacaridos en esta
especie. La amplitud de los maximos de absorcion que se observan en el perfil cromatografico, indica la
polidispersion de los pesos moleculares, por lo que se puede afirmar que el crudo estudiado esta constituido
por una mezcla de polisacaridos, donde estan presente polisacaridos acidos dada la presencia de acidos
uronicos.

El andlisis de los resultados obtenidos de la evaluacion biolégica del extracto del crudo de polisacaridos,
indican que tiene actividad citotoxica en las 3 dosis evaluadas, en la linea H125 de adenocarcinoma de
pulmon, de lento crecimiento y muy resistente al tratamiento con citostaticos. El no encontrar una
citotoxicidad notable en las células de la linea U1906, linea de crecimiento rapido, tratadas con el crudo,
concuerda con los resultados obtenidos de no encontrar actividad antitumoral en los tumores murinos de
crecimiento rapido, Leucemia Linfocitica P-388 y Sarcoma 37, en su forma ascitica.

El discreto aumento de la actividad antitumoral que se observa en el tratamiento combinado de este crudo
y el citostatico 5 FU en los ratones portadores del tumor Sarcoma 37 resulté similar a lo descrito para otros

L . - .14 : - .
polisacaridos que incrementan la respuesta a la quimioterapia,” ~ esto unido a que la actividad antitumoral
indirecta de este crudo expresada como rechazo a la implantacion del tumor de Ehrlich en los ratones
tratados con el crudo, previo a la inoculacion del tumor, pudiera atribuirse a un posible efecto del mismo
sobre el sistema inmune de los animales, aunque esta hipotesis debe ser confirmada.

Finalmente puede concluirse gue es necesario estudiar el efecto sobre el sistema inmune de la mezcla de
polisacaridos obtenidos de la especie A. mexicana Yy la efectividad de su combinacion con otros citostaticos
para determinar su posible uso como adyuvante de la quimioterapia para el tratamiento del cancer
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Summary
Antitumoral activity of a mixture of polysaccharides obtained from Argemone mexicana L. species

At present, plants are the main source of obtention of most of the drugs that may be useful for treating
cancer. A mixture of polysaccharides was extracted from the leaves of Argemone mexicana L. plant, also
known as Cardo Santo, collected in the flowering period. The method of incorporation of tritiated
Thymidine was used to determine the effect of the mixture on the cellular proliferation in human cellular
lines (H125 and U1906). The antitumoral activity of this crude of polysaccharides administered alone or
combined with 2 known cytostatic agents was evaluated in mice inoculated with tumoral cells of
lymphocytic leukemia P-388 and sarcoma 37 and their indirect antitumoral activity was assessed in Ehrlich's
ascitic tumor. In all the cases, it was calculated the increase of survival timein relation to the positive or
negative pattern of comparison. The mixture of polysaccharides caused arejection to Elrich's tumor
implantation, and its administration together with 5-Fluoracyl produced a moderate increase of the
antitumoral activity in the mice carriers of the Sarcoma 37 tumor. These results may be related to the
possible stimulating effect of this mixture on the immune system of the animals with tumor. It is necessary
to study the effect of the mixture of polysaccharides obtained from A. Mexicana species on the immune
system, and the effectivity of its mixture with other cytostatic agents to determine its possible use as a
chemotherapy adjuvant for the treatment of cancer.

Key words: Argemone mexicana L. polysaccharides, cellular proliferation, antitumoral activity.
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