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RESUMEN

Introduccién: hoy dia los cientificos recurren con mayor frecuencia a la naturaleza
para desarrollar farmacos contra enfermedades como el cancer. Los productos
naturales son diversos en cuanto a su origen y estructuralmente complejos; pueden
ser capaces a partir de un efecto indirecto de inhibir el desarrollo del tumor por
medio de la estimulaciéon de los mecanismos de defensa del organismo.

Objetivo: evaluar la actividad antitumoral indirecta de extractos de plantas en el
tumor ascitico de Erlich.

Métodos: se seleccionaron 50 ratones de la linea NMRI, a los cuales se les hizo un
pretratamiento por via intraperitoneal con los extractos obtenidos de plantas
durante 5 d; a las 48 h después del tratamiento se trasplantaron las células del
tumor ascitico de Erlich. A otro grupo de animales utilizados como control se les
realizo el pretratamiento con solucién salina fisiologica 0,9 % y a las 48 h se
efectud el trasplante con las mismas células tumorales. La actividad antitumoral se
determiné comparando el grupo control con el tratado mediante los extractos, por
rechazo al implante del tumor. Se consider6 que el producto era activo si provocaba
un valor igual o mayor que 60 % de inhibicién del crecimiento tumoral de los
animales tratados.

Resultados: de los extractos evaluados, 5 mostraron en una de las dosis
ensayadas un valor mayor que 60 % de animales vivos, sin signos de presencia del
tumor a los 30 d de observacion. Esto demuestra que esos extractos son activos.
Conclusiones: los 5 extractos podrian ser probables productos estimuladores de la
respuesta inmune, lo que los hace candidatos a continuar las investigaciones.

Palabras clave: actividad antitumoral indirecta, cancer, extracto de plantas, raton,
tumor ascitico de Erlich.
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ABSTRACT

Introduction: at present, scientists are resorting more frequently to nature in
order to develop drugs against various illnesses such as cancer. The origin of
natural products is diverse and their structure is very complex with the capacity of
inhibiting through indirect effect the development of tumors by stimulating the
defense mechanisms of the body.

Objective: to evaluate the indirect antitumor action of plant extracts in Erlich
ascitic tumor cells.

Methods: a group of 50 NMRI-line mice was interperitoneally pretreated with plant
extracts during 5 days. After 48 hours, Erlich ascitic tumor cells were transplanted
into the mice. Another control group of mice was pretreated with 0.9 %
physiological saline solution; at 48 hours they were also implanted the same tumor
cells. The antitumor activity was determined by comparing the control group with
the group of mice treated with extracts in terms of tumor implant rejection. The
product was considered to be active if it caused 60 % tumor growth inhibition or
more.

Results: of the evaluated extracts, 5 obtained more than 60 percent of survival in
animals at one of the tested doses, with no signs of tumor after observation during
30 days. It proved that these extracts were active.

Conclusions: it was proved that these 5 extracts could be potential products in
stimulating immune response, so they should be further studied in the future.

Key words: indirect antitumor activity, cancer, plant extracts, mice, Erlich ascitic
tumor.

INTRODUCCION

Cada dia toma auge la busqueda de farmacos procedentes de la naturaleza. Se
estima que 40 % de los farmacos modernos provienen de fuentes silvestres.*?

Hacia finales de 1950 se comenzé una intensiva revisién de plantas,
microorganismos y animales marinos respecto a su actividad antitumoral. Los
estudios de tamizaje han dado como resultado la identificacion y el aislamiento de
muchas nuevas sustancias naturales dotadas de actividad antitumoral que se
consideran suficientemente activas como para comenzar estudios clinicos entre
ellos se encuentra el Taxol® y otros, pero aln son insuficientes.®>

Una de las investigaciones que se lleva a cabo es la bisqueda de agentes
antitumorales de origen natural pero de un angulo distinto a los citostaticos ya
conocidos, se introducen pruebas para la deteccidon de actividades antitumorales
indirectas que influyan sobre la proliferaciéon maligna como modificadores de la
respuesta biolédgica.® Entre el primer grupo de reguladores de la respuesta bioldgica
que se usa en oncologia se encuentran los inmunomoduladores, los cuales actian
estimulando el sistema inmune.”®

El interés en tales "reguladores biolégicos" procede en primer lugar, del
reconocimiento de las limitaciones de la quimioterapia clasica, que no ha sido capaz
de modificar cifras de supervivencia en neoplasias tan frecuentes como tumores de
pulmén y del aparato digestivo y, en segundo lugar, la aparicion de datos en la
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literatura que indican la posibilidad real de controlar el crecimiento de tumores por
medio de mecanismos bioldgicos. En la década de los ochenta en el Instituto de
Oncologia y Radiobiologia (INOR) se evalud la induccion del rechazo del tumor
ascitico de Erlich (TAE) en animales de experimentacion, mediante la obtencién de
compuestos a partir de polisacaridos de algas con actividad antitumoral,
probablemente por mecanismos de inmunoestimulacion.’®

También se han encontrado especies de bacidiomicetos, en las cuales se han
aislado polisacaridos con acciéon antitumoral, relacionada esta con la activacién que
provocan esas sustancias en la respuesta inmunolégica del hospedero.'® Por esta
razon continda siendo un objetivo de interés la busqueda de productos naturales
que de una forma u otra impidan el prendimiento y desarrollo del tumor, y es de
interés aquellos productos que inhiban el desarrollo tumoral indirectamente.

En este trabajo se evalla la probable actividad inmunoestimulante de 32 extractos
de plantas de la flora cubana en ratones inoculados con en el TAE, para obtener
nuevos compuestos que estimulen el organismo e inhiban de esta forma el
desarrollo tumoral.

METODOS

Especie animal y linea: se emplearon ratones machos de la linea NMR1 entre
18 y 20 g de peso corporal, procedentes del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB). Todos los animales fueron mantenidos en
condiciones controladas de temperatura (21-25 °C), humedad relativa (50-70 %) y
ciclos de luz de 12 h/d, alimentados a voluntad con pienso en forma de pelotillas
suministrado por CENPALAB y agua acidulada.

Preparacion de los extractos: se evaluaron 32 extractos de las familias
Euphorbiaceae, Malvaceae, Myrsinaceae, Papaveraceae, Polipodeaceae y
Zingiberaceae, los cuales se obtuvieron de las hojas y los frutos de las plantas
recolectadas del Jardin Botanico Nacional y otras zonas de La Habana. Su
identificacion taxondmica se realizé en el Herbario del Jardin Botanico Nacional
(La Habana, Cuba) con la colaboracion de la Dra. C. Cristina Panfet (tabla 1). Los
extractos se codificaron segun las normas regidas por el Laboratorio de
Oncofarmacologia del INOR (tabla 2).

Extractos de bajo peso molecular (BPM)

El material vegetal previamente lavado se secé en una estufa bajo corriente de aire
a una temperatura < 40 °C, se molié en un molino de cuchillas y se pes6. El
material molido se extrajo previamente con éter de petréleo en una relacion
1:2 (p:Vv) a temperatura ambiente con agitaciéon durante 24 h. Se filtré este
extracto etéreo y se procedié a secar a temperatura ambiente el material vegetal.
El material seco se extrajo con etanol 95 % en una relacion 1:10 (p:v) mediante
agitacién en una zaranda. Los extractos previamente filtrados se concentraron a
sequedad bajo presion reducida en un rotoevaporador a temperatura < 40 °C.
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Tabla 1. Identificacidn taxonamica de las plantas

Nombre
Jatropha integerrima Jacq.
Antidestng venosum Tul
Wallenta laurifoliz Jacq. Sw
Euphorbiz tirucalll L,
Gymnanthes lucida Sw,
Croton myricifolius Griseb
Croton ofigostermormr Urb,
Aleurites trisperma Blanco
Euphorbiz lactea Haw
Alpiniz speciosa K. Schum
Pedilanthus tthymaloides Poit
Sida rhombifaliz L
Argermone mexicana L.
Euphorbiz sp.

Naphrolepls cordifoliz L Pres|

Familia
Euphorbiaceas
Euphorhiaceas

Myrsinaceas
Euphorhiaceas
Eupharbiaceas
Euphorbiaceas
Euphorhiaceas
Eupharbiaceas
Euphorbiaceas
Zingiberaceae
Eupharbiaceae

Malvaceae
FPapaveraceae
Euphorbiaceas
Polipodeacease

Tabla 2. Datos de los extractos ensayados

Extracto Familia Zona de | Parte Tipo de Toxicidad Dosis
codificado colecta de la extracto utilizadas
planta Evaluacion
antitumoral
(mg/kg)
QT2B01 Euphorbiaceae Centro hojas APM No téxico 100, 200,
Habana 400
QT2B02 Euphorbiaceae Centro hojas APM No téxico 6,25, 12,5,
Habana 25y 50
QT2B07 Zingiberaceae Plaza hojas BPM Toxico en 50,100y
dosis 200
= 400 mg/kg
QT2B08 Euphorbiaceae Vibora hojas BPM Toxico en 12,5, 25y 50
dosis
= 200 mg/kg
QT2B12 Malvaceae Guanaba- hojas APM téxico en 12,5, 25y 50
coa dosis
= 50 mg/kg
QT2B13 Papaveraceae Plaza hojas APM Ligeramente 6,25, 12,5,
téxico 25y 50
en dosis >
50 mg/kg
QT2B14 Zingiberaceae Plaza hojas APM Toxico en 12,5, 25y 50
dosis
=200 mg/kg
QT2B15 Euphorbiaceae Centro hojas APM No téxico 75,150y
Habana 300
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QT2B16 Euphorbiaceae Vibora hojas APM No téxico 100,200 y
400
QT2B18 Polipodeaceae Vedado hojas APM Toxico en 12,5, 25y 50
dosis
= 100 mg/kg
QT2B21 Polipodeaceae JBN hojas APM Toxico en 12,5,25y 50
dosis
=400 mg/kg
QT2B23 Euphorbiaceae JBN frutos APM Téxicoenla | 12,5,25y 50
dosis
= 200 mg/kg
QT2B27 Euphorbiaceae JBN hojas APM Toxicoenla | 12,5,25y 50
dosis
= 100 mg/kg
QT2B28 Euphorbiaceae JBN hojas APM Ligeramente 200,100 y
téxico en 50
dosis
> 200 mg/kg
QT2B30 Euphorbiaceae JBN hojas BPM Toxico en 25,50y 100
dosis
= 200 mg/kg
QT2B31 Euphorbiaceae JBN hojas APM Toxico en 12,5,25y 50
dosis
=100 mg/kg
QT2B32 Euphorbiaceae JBN hojas BPM Toxico en 25,50y 100
y dosis
frutos = 200 mg/kg
QT2B33 Myrsinaceae JBN hojas APM No téxico 100, 200 y
400
QT2B34 Euphorbiaceae JBN hojas APM No téxico 100, 200 y
400
QT2B35 Euphorbiaceae JBN hojas BPM No téxico 100, 200 y
400

APM: alto peso molecular, BPM: bajo peso molecular, JBN: jardin botanico nacional.
No se indican las especies por posibilidad de patente.

Extractos de alto peso molecular (APM)

El material vegetal se corté finamente y se pesdé. El material se lavé 2 veces,
primero con agua y después con agua destilada. Se procedio a secar antes al aire.
El material seco se extrajo con agua destilada 10 % (p:v) durante 24 h a
temperatura ambiente con agitacién en una zaranda. Esta extraccién se realizd
2 veces. Los extractos se filtraron y se unieron, se concentraron por
rotoevaporacion hasta un volumen de 1 L a temperatura < 40 °C. La eliminacién
del agua restante se realiz6 por liofilizacion.

Seleccién de las dosis

Se realiz6é un estudio previo de toxicidad de cada extracto utilizando las dosis de
400, 200 y 100 mg/kg definidas por el Laboratorio de Oncofarmacologia del INOR;
excepto en los extractos QT2B02, QT2B015 y QT2B38, en los cuales se emplearon
niveles de dosis inferiores por dificultades con la solubilidad del extracto en la
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solucion de cloruro sodio 0,9 % (NaCl). A partir de los resultados obtenidos en los
estudios de toxicidad de cada extracto (tabla 2) se seleccionaron las dosis, las
cuales se usaron en la evaluacién de la actividad antitumoral. Para cada uno de los
extractos se utilizaron 3 dosis y como solvente NaCl 0,9 % (tabla 2).

Disefio experimental

Se tomaron 50 ratones de la linea NMRI machos y se distribuyeron al azar en 4 grupos
de 10 animales, los cuales fueron pretratados con los 3 niveles de dosis de los
extractos por la via intraperitoneal durante 5 dias de tratamiento. Ademas se
trabajé con un grupo control negativo de 20 ratones, en el cual se procedi6 de
forma similar pero se le administré NaCl al 0.9 %. A las 48 h de finalizado el
tratamiento, se inocularon las células tumorales del TAE, donde se le inoculé a cada
animal 2 x 10° células. Los animales se mantuvieron en observacién durante 30 d.
La actividad indirecta se determiné por rechazo al implante del tumor (TAE) de los
animales tratados con los extractos evaluados en presencia de un grupo control
tratado con solucién salina fisiolégica 0,9 % e inoculado con el tumor (TAE) en las
mismas condiciones. Se consider6 que el producto era activo si provocaba un
rechazo a la implantacién del tumor mayor o igual que 50 % de los animales
tratados con el extracto.

RESULTADOS

De los 18 extractos acuosos de alto peso molecular (APM) estudiados manifestaron
actividad antitumoral indirecta 3 de ellos, el QT2B18 (12,5 mg/kg) perteneciente a
una especie de la familia Polipodeaceae y los extractos QT2B35 (25 mg/kg) y
QT2B41 (100 mg/kg) procedentes de especies de la familia Euphorbeaceae. Estos
extractos inhibieron en una de sus dosis ensayadas el desarrollo del TAE. En la
tabla 3 se muestra el valor en porcentaje de animales vivos y sin signos de
presencia del tumor al cabo de los 30 d de observacion, lo cual demuestra que son
activos porque al final del experimento mas de 60 % de los animales tratados con
el extracto no presentaron crecimiento tumoral.

En la tabla 4 se muestra que de los 14 extractos de bajo peso molecular (BPM) en
estudio mostraron un rechazo al prendimiento del TAE 60 % de los animales
tratados con los extractos QT2B07 (200 mg/kg) y QT2B42 (100 mg/kg)
pertenecientes a la familia Zingibericeae y Euphorbeaceae, respectivamente. Por lo
cual pueden considerarse activos en esas dosis ensayadas mientras que en el grupo
control negativo todos los animales presentaron tumor.
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Tabla 3. Actividad antitumoral indirecta de los extractos de alto peso molecular

Eutracto

QTZ2B18

Control

QT2B35

Control

QTZ2B41

Control

Dosis (mg/kg)

50
25
12,5
SSFT
100
50

25

SSFT
200
100

50

SSFT

en el tumor ascitico de Erfich

Mo, de animales
sin tumar al final
de la observacian

]

el

O w| d w| O

Porcentaje de rechazo
en el turmor
ascitico de Ehrlich

40
40
&0
0
40
50

&0

0
30
a0
30

0

Tabla 4. Actividad antitumaoral indirecta de los extractos de bajo peso molecular

Extracto

QT2B07

Control

OT2B42

Control

en el tumor ascitico de Ehriich

Dosis {mg/kg)

200
100
50
SS5FT
200

100

=0
SSFT

Mo, de animales
sin tumor al final
de la observacian

&

£ m

O W [ e

Porcentaje de rechazo
en el tumor
ascitico de Ehrlich

60
20
40
0
30

G0

30
0
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DISCUSION

El analisis de los resultados obtenidos en la actividad antitumoral indirecta de los
extractos procedentes de productos naturales indica que provocan un aumento de
la resistencia al crecimiento del TAE, al ser administrados previamente de la
inoculacion del tumor, resultado similar a lo descrito por Pérez y otros*! y para
otros productos de origen marino como por ejemplo el Coralan y extractos de algas,
los cuales dadas las mismas condiciones inhibieron en 70 % el TAE en
pretratamiento.*?*3

Estos resultados apuntan que la accidon de los extractos estudiados sobre las células
tumorales puede estar relacionada con la estimulacién de los mecanismos de
defensa del organismo, aunque esta hipo6tesis debe ser confirmada con otras
pruebas efectoras del sistema inmune, como se describe para otros productos
inmunomoduladores.**°

El extracto QT2B18 reviste importancia porque mostré una estimulacion del
organismo en pretratamiento y se han obtenido también valores de supervivencia
favorables en otro modelo de tumor de forma ascitica cuando ya se encuentra en
desarrollo.?°

En la literatura revisada no se encuentran muchos extractos procedentes de plantas
que presenten actividad antitumoral indirecta in vivo, pero si se han obtenido de
origen bacteriano o fungoso, principalmente polisacaridos antitumorales obtenidos
de basidiomicetos.?**®* Un ejemplo de ello es cémo en China se han aislado
polisacaridos de un hongo comestible y medicinal, donde se logré una formulacion
(LENTINAN), la cual en estudios biolégicos contra varios tumores experimentales
prolonga la vida y reduce el tamarfio del tumor; y en estudios clinicos, combinado
con otras drogas incrementa la reduccion del tumor y prolonga la vida en pacientes
con céancer gastrico.?42°

De los 32 extractos evaluados procedentes de especies de la flora cubana solo 5 de ellos
manifestaron un efecto sobre la inhibicién del crecimiento tumoral en
pretratamiento, lo que pudiera atribuirse a su posible efecto sobre el sistema
inmune de los animales, aunque esta hipotesis debe ser confirmada con otras
pruebas bioldgicas efectoras del sistema inmune.
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