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RESUMEN: El objetivo dd presentetrabajo fue estudiar € efecto del extracto acuoso de Bur serafagaroides
y Difluorometilornitina (DFM O), aplicados de forma individual y combinados, sobre lostejidos sanos en
el modelo de linfoma murino L5178Y y especificamente sobre € metabolismo de las poliaminas (PAS),
Putresina (Pu), Espermidina (Spd) y Espermina (Spm). M ediante cromatogr afia de inter cambio ionico se
determinaron los niveles de Pu en orina como indicadores de la evolucion del tumor, mientras por
radioinmunoensayo se cuantifico la actividad de la ODC renal. L os resultados obtenidos sugieren que no
se combine la ingestién de algun tipo de té o brebaje preparado con dicha planta cuando se administre
DFMO, dado su efecto estimulador del desarrollo tumoral, contrario al efecto anticancer del extracto
hidroalcohdlico de la misma planta.
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DIFLUOROMETHYLORNITHINE AND Bursera fagaroides AQUEOUS EXTRACT ON
MURINE LYMPHOMA L5178Y MODEL IN BALB/C RATS: COMPARISON OF ITS
EFFECT ON THE METABOLISM OF POLYAMINES

ABSTRACT: The aim of present work was to study Bursera fagaroides watery extract effect and
Difluoromethylornithine (DFMO), applied individually or combined on healthy tissues and specifically
on Polyamines (PAs) Putrecsine (Pu), Spermidine (Spd) and Spermine (Spm) metabolism in murine
lymphoma L5178Y modd. By means of ionic exchange chromatogr aphy, Pu levelsin urine wer e deter mined
as tumor evolution indicators, while renal ODC activity was quantified using radioimmunoassay. The
results obtained suggest that the aqueous extract from Bursera fagaroidesis a tumor stimulator, showing
the opposite effect of the hidroalcoholic extract.
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INTRODUCCION

Las poliaminas (PAs), Putresina (Pu), Espermidina
(Spd) y Espermina (Spm) son moléculas basicas en
condiciones fisiologicas (15) con multiples funciones
para las células sanas y cancerosas. Son considera-
das esenciales para la diferenciacion y multiplicacién
celular por su capacidad para estabilizar a los acidos
nucleicos, entre otras funciones (9). También se utili-
zan como biomarcadores de estrés (17) y del éxito
del tratamiento de enfermedades neoplésicas (6). En

el metabolismo de las PAs la enzima Ornitina
descarboxilasa (ODC) es la primera enzima de la sin-
tesis de estos policationes y es limitante para su
biosintesis (8) y su actividad también permite dar se-
guimiento en los distintos tipos de cancer (5) y (7).
Los niveles de PAs en fluidos y tejidos, asi como la
actividad de la ODC son excelentes bioindicadores
del desarrollo tumoral, pero se ha estudiado poco el
efecto sobre las células sanas, cuando se aplican dis-
tintos tratamientos contra el cancer (14).



El inhibidor sintético difluorometilornitina (DFMO)
es especifico de la ODC, ha mostrado eficiencia en el
tratamiento del cancer a bajas dosis, sin efectos se-
cundarios indeseables (10). Dicho efecto involucra la
inhibicién de la proliferacion celular acelerada, en dis-
tintos modelos (4). Sin embargo, existen resultados
contradictorios en la posible explicacién de los mis-
mos (12).

Tradicionalmente los tratamientos del cancer dis-
minuyen considerablemente la calidad de vida de los
pacientes, lo cual ha provocado el incremento del es-
tudio de estrategias alternativas como el uso de los
mismos productos naturales (13), que utilizaban los
grupos étnicos de antes de la colonia para tratar dis-
tintas enfermedades. Un extracto hidroalcohdlico de
corteza, del arbol de distribucién nor-occidental de
México Bursera fagaroides (familia Burceraceae) pre-
sentd actividad antitumoral e inmunomoduladora en
el modelo de linfoma murino L5178Y (12), por lo que
se propuso como candidato para estudiar los meca-
nismos de accion y una estrategia antitumoral. Se
conoce que diferentes extractos que contienen
saponinas y flavonoides presentan actividad
antitumoral (13), pero hasta el momento apenas se
estan realizando los estudios de caracterizacion
molecular para identificar las sustancias activas de
dicho arbol (Instituto de Botanica, 1998). El objetivo
del presente trabajo fue estudiar el efecto del extrac-
to acuoso de Bursera fagaroides y DFMO, individua-
les y en combinacion, sobre los tejidos sanos en el
modelo de linfoma murino L5178Y y especificamente
sobre el metabolismo de las PAs.

MATERIALESY METODOS

Biomodelo: Linfoma murino L5178Y, tumor de
estirpe timica (haplotipo H) originado por tratamien-
to con metilcolantreno, que se mantiene por
transplante intraperitoneal semanalmente en ratones
BALB/c. El tumor es de alta malignidad ya que 2x107
células L5178Y inoculadas por via i.p. mata a los ra-
tones en 1542 dias.

Animales: Ratones BALB/c (haplotipo H29)
singénicos machos, de 6 a 8 semanas de edad y 20-
24 g de peso, alojados en jaulas de policarbonato,
mantenidos a temperatura controlada de 22°C y ci-
clos alternos de iluminacién-oscuridad de 12 h, ali-
mentados con una dieta balanceada especial para
roedores (PURINA-México) y agua purificada a con-
sumo voluntario.

El extracto acuoso utilizado se obtuvo de la corte-
za del arbol de Bursera fagaroides, fue hervida du-
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rante 30 min, concentrada en rotovapor al vacio y
posteriormente liofilizado (Labconco). El polvo resul-
tante se reconstituyd en solucién salina fisiolgica a
concentracion de 100 mg en 0.1 mL.

Se formaron aleatoriamente 8 grupos de 5 rato-
nes BALB/c/ grupo: Los ratones con tumor se inocu-
laron con 2 x 10* células L5178Y por viai.p. y se sa-
crificaron por dislocacion cervical los dias 10, 17 y
24 de crecimiento tumoral.

Se formaron 8 grupos de 5 ratones BALB/c cada
uno:

Grupo 1. Ratones sin tratamiento.

Grupo 2. Ratones sanos tratados con 1.5 mg/Kg/
dia de DFMO, durante 15 dias por via oral.

Grupo 3. Ratones sanos tratados con 1.5 mg/Kg/
dia de DFMO durante 15 dias por via oral, mas 100
mg/Kg/dia de Bursera fagaroides por via i.p.

Grupo 4. Ratones sanos tratados con 100 mg/Kg/
dia de Bursera fagaroides durante 15 dias por viai.p.

Grupo 5. Ratones inoculados con 2x10* células
del linfoma L5178Y.

Grupo 6. Ratones inoculados con 2x10* células
del linfoma L5178Y y tratados con 1.5 mg/Kg/dia de
DFMO, durante 15 dias por via oral.

Grupo 7. Ratones inoculados con 2x10* células
del linfoma L5178Y y tratados con100 mg/Kg/dia de
Bursera fagaroides durante 15 dias por via i.p.

Grupo 8. Ratones inoculados con 2x10* células
del linfoma L5178Y y tratados con 1.5 mg/Kg/dia de
DFMO durante 15 dias por via oral mas 100 mg/Kg/
dia de Bursera fagaroides durante 15 dias por viai.p.

El analisis de PAs en orina se realiz6 por
cromatografia de intercambio i6nico a base de solu-
cion de citrato de litio pH 6.1, 30 min. pH 8.5, 40 mins.
en la fase movil y LiOH 2M para lavar la columna y
deteccion postcolumna con ortoftalaldehido (OPA). La
resina de intercambio catiénico (BC X-12, marca
Benson, Reno, Nevada, USA), empacada en colum-
na de vidrio 0.4 cms de diametro y 9 cms. de alto. Se
utilizé un analizador automético con dos bombas de
flujo continuo y controlado, detector de fluorescencia
(Shimatzu) 355 nm de longitud de excitacion 455 nm
de emisién y muestreador automatico con bucle de
100 ml de volumen (Spectra physics).

La actividad de ODC renal como indicador del de-
sarrollo neoplasico se realiz6 mediante
radioinmunoensayo, midiendo la liberacion de “CO,
a partir de L-[1-**C] ornitina (Amersham, actividad
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especifica) esencialmente como lo describe Calvo-
Méndez et al 1993 (1), modificada por incubacion de
la muestra de reaccion a 42°C durante 90 min, el
homogenizado de rifiébn se preparé por maceracion
en mortero.

La proteinas totales presentes en el rifibn se cuan-
tificaron por el método de Bradford (Murakami, 1992
(7), con albumina sérica bovina como patrén, los da-
tos se expresaron como mg de proteina/mL de
homogenizado.

Analisis estadistico: Para los niveles de PAs y la
actividad de la ODC se utilizo el paquete SigmasStat,
aplicando ANOVA de unaviay la prueba de Student-
Newman-Keuls para comparacion de las medias. Para
el analisis de sobrepeso de ratones se utilizé Analisis
de una via de Kruskal-Wallis.

RESULTADOSY DISCUSION

La concentracion de PAs en fluidos corporales
como la orina representa un parametro (til para estu-
diar el desarrollo del tumor en el modelo de linfoma
murino L5178Y in vivo. Sin embargo en las condicio-
nes en que se desarroll6 el presente trabajo soélo fue
posible cuantificar la concentracion de Pu, dada la
cantidad de muestra obtenida. En animales sanos,
los valores basales no presentan cambios
estadisticamente significativos después de 10 dias y

no asi a los 17 dias de estudio, donde se duplica el
promedio. En cambio, cuando se inocula por via i.p.
las células tumorales el incremento en la concentra-
cién de Pu se incrementa de 6 a 37 nmoles/mL de
orina al dia 10 de estudio y disminuye a 26 nmoles/
mL al dia 17, lo cual es estadisticamente importante
p<0.05 (Fig. 1).

El desarrollo tumoral se puede identificar
visualmente y considerarlo en relacion directa con el
peso corporal total durante el desarrollo del experi-
mento. En este caso se peso a los individuos al dia
cero, 10 y 14 del estudio. En la Tabla 1 se presentan
los datos de aumento promedio del peso que gana-
ron los ratones al dia 14 y se puede observar un au-
mento considerable en los animales inoculados con
20,000 células del linfoma L5178Y cuadro 1 (P =
0.000172), pero de manera mas importante en el caso
de ratones con tumor y tratados con DFMO mas
Bursera fagaroides (P<0.05).

La actividad de la ODC en el rifién puede medirse
para relacionar el efecto de los distintos tratamiento
aplicados independientes o en combinacién, ademas
de indicador del desarrollo neoplasico. En el presente
trabajo se detecté menor actividad de la ODC renal
en los individuos sin tumor e independientemente del
tratamiento que se aplico. La actividad se exacerbd
en el grupo de individuos que presentan tumor mas el
farmaco DFMO (grupo 8), asi como el extracto acuo-
so de Bursera fagaroides, Figura 2 (P<0.05).
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FIGURA 1. Nivelesde Pu en laorinade ratones con tumor y sin tratamiento alguno. ANOVA de dosvias (p<0.05)./ PAs

levelsin urine of mice with tumor and without any treatment.
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TABLA 1. Sobrepeso de ratones BALB/c, 14 dias
después de ser inoculados con 2x10* células de linfoma
L5178Y por via i.p. Andlisis de una via de Kruskal-
Wallis (p<0.05)./ Overweight of BALB/c mice, 14 days
after being inoculated with 2x10* cells of L5178Y
lymphome by i.p. route. Analysis of a route of Kruskal-
Wallis (p<0.05)

Grupo Aumento

promedio (%)
Sin tratamiento 0.41
Sanos + DFMO -1.07
Sanos + Bursera fagaroides -0.28
DFMO + Bursera fagaroides -0.28
Tumor 8.18
Tumor + DFMO 18.92
Tumor + Bursera fagaroides 8.52
Tumor + DFMO+Bursera 48.53
fagaroides.

El uso de las PAs urinarias como bioindicadores
de desarrollo tumoral se propuso desde los afios 70,
dada la necesidad de estas biomoléculas por parte
de las células tumorales (4). En el modelo de nuestro
interés presentan una correlacion directa con respec-
to a la evolucion del linfoma L5178Y, aunque nuestro
sistema s6lo nos permite determinar el contenido de
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Pu (Fig. 1). Nuestros resultados sugieren que el in-
cremento mas importante del Pu sucede a los 10 dias
y disminuye ligeramente al dia 14 de evolucion del
tumor, sin regresar a los valores basales totalmente.
Esta es la primera ocasion que se utiliza a las PAs
como indicadores del desarrollo neoplasico en el pre-
sente modelo y su aplicacidn al estudio de probabili-
dades de éxito son bastantes en las estrategias de
tratamiento de linfoma.

El extracto hidroalcohdlico de Bursera fagaroides
ha mostrado actividad antitumoral e
inmunomoduladora (12), pero no se habia reportado
cualquier efecto de sus componentes solubles en
agua. Nuestro resultados exponen una asociacion di-
recta entre aumento de peso corporal (Tabla 1), acti-
vidad enzimatica de la ODC renal (Fig. 2) y desarrollo
tumoral. También el uso del inhibidor especifico de la
enzima ODC presenta este comportamiento que se
exacerba en combinacion con el extracto de la planta
de nuestro interés (Fig. 2). Estos resultados estan en
concordancia con otros autores (Puebla-Pérez, 1998),
gue trabajan con dosis pequefias de DFMO y que
muestran su corta vida media en el organismo, lo que
hace una dosis insuficiente para lograr su efecto
antitumoral en los individuos Fabian etal. (2002). En

Efecto sobre la actividad de la ODC renal
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FIGURA 2. Actividad delaODC rena deratonesBAL B/c con tumor y tratados con extracto acuoso deBursera fagaroides
y/o DFMO. ANOVA de una via (p<0.05)/ ODC activity in kidney of BALB/c mice with tumor and treated with Bursera

fagaroidesand/or DFMO.
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el caso del extracto acuoso de Bursera fagaroides
probablemente las sustancias naturales con las acti-
vidades mencionadas aqui requieren ser extraidas con
soluciones hidroalcohdlicas, lo cual propone a sus-
tancias como los polifenoles y a los flavonoides (3),
(13), ademas de las saponinas por su naturaleza al-
tamente detergente, pero es interesante como la com-
binacion del DFMO con las sustancias naturales
incrementa la actividad de la ODC en el rifién de los
ratones con tumor. Este resultado sugiere que no se
combine la ingestion de algun tipo de té o brebaje
preparado con dicha planta cuando se administre
DFMO, dado que este procedimiento podria favore-
cer el desarrollo neoplésico, en lugar de deprimirlo.
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