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RESUMEN

Para establecer la accién anticancerigena se han propuesto numerosas metodologfas, principalmente
enfocadas en la valoracién de la citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares neopldsicas derivadas de di-
ferentes tipos de cincer humano; sin embargo, gran parte de estas lineas celulares presentan el inconve-
niente de ser limitadas metabdlicamente vy, por lo tanto, pueden no resultar apropiadas para establecer la
citotoxicidad de potenciales profirmacos, al mostrar falsos negativos. La linea celular Hep-G2 se emplea
en la deteccién de moléculas que requieran activacién metabdlica para ejercer una actividad bioldgica,
por ser de origen hepético y por exhibir actividad de varias enzimas de la fase I y I, que juegan un im-
portante rol en la activacién y detoxificacién de xenobidticos. Hep-G2 es utilizada como modelo para
encontrar actividad citotéxica producida por 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-b]piridina (PhIP) y
ciclofosfamida, en presencia o ausencia de agentes inductores. Para este andlisis se mide indirectamente
el nimero de células viables mediante los ensayos de reducciéon del MTT y de tincién con resazurina.
Adicionalmente se evalda la posibilidad de emplear sistemas de co-cultivos con otras lineas celulares para
fortalecer la sensibilidad del método. Se observa una limitada citotoxicidad de PhIP y ciclofosfamida, por
lo cual se establece un sistema de cocultivos, en donde las respuestas son similares a las obtenidas con
cada linea celular independiente. Los resultados permiten proponer que Hep-G2, pretratada con algunos
agentes inductores, muestra, aunque limitadamente, una sensibilidad por PhIP, similar a lo propuesto
por diferentes autores.
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ABSTRACT

Several methodologies have been proposed in order to establish anticancer action, mainly focused on
in vitro cytotoxicity valuation on neoplasic cell lines derived from human cancer. However, most of
these cell lines are metabolically incompetent, restricting model sensibility and generating false negative
answers. Hep-G2 cell line is widely used because of its high sensibility reflecting phase I and II activity
of some enzymes of phase I and II, which play an important role in activation and detoxification of
xenobiotics. In this study, Hep-G2 is used as a model to find cytotoxic activity produced by 2-amino-
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1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b]pyridine (PhIP) and Cyclophosphamide, in presence or absence of
inductor agents. This analysis was carried out by measuring indirectly viable number of cells with assays
like MTT and resazurine staining. In addition, the possibility of co-cultures with other cell lines was
evaluated according to strengthen method sensibility. Cytotoxicity of PhIP and cyclophosphamide was
observed with the cellular staining methods. For this reason a co-culture system was established. The
answer was similar to independent cell lines. These results propose that pre-treated Hep-G2 cells with
some inductive agents show sensibility by PhIP as different authors postulate.

Key words: cytochrome, Hep-G2, enzyme inducer, cytotoxicity, MTT, resazurina.

INTRODUCCION

En la exhaustiva bisqueda por entender el
cancer y plantear alternativas en su contra, se han
realizado diferentes estudios de bioprospeccién
entre los que se utilizan ensayos de toxicidad.
Se practican en modelos animales, permitiendo
detectar posibles efectos téxicos; sin embargo,
aunque existe similitud entre los animales y el
hombre en cuanto a la absorcién y distribucién
de los compuestos administrados, hay diferencias
en los procesos de biotransformacién y posterior
eliminacién (1-4). Esto ha conducido a desarrollar
métodos alternativos de estudio, que aceleren la
basqueda de moléculas cabeza de serie, apoyando
el descubrimiento de nuevos principios activos y
permitiendo aproximarse al conocimiento de los
procesos que potenciales firmacos podrian sufrir al
ser administrados en humanos. Es aqui donde el uso
de modelos in vitro, que utilizan cultivos celulares
de origen humano que generan resultados vilidos,
rapidos, sencillos y relativamente econémicos, ha
tomado importancia (5).

En la basqueda de moléculas anticincer, los
ensayos de citotoxicidad empleando lineas celulares
derivadas de neoplasias humanas se han convertido
en una de las principales herramientas de apoyo a
los procesos de bioprospeccién. Uno de los ma-
yores inconvenientes que presentan los modelos
experimentales in vitro estd asociado a que algunos
xenobibticos requieren una previa bioactivacién por
biotransformacién, posiblemente asociada a la via
enzimitica de los citocromos P450 (CYP, ), para
revelar un efecto téxico del compuesto (4,6). Esto
se debe a que los CYP, responsables de la mayoria
de las actividades de la fase I de biotransformacién
de xenobidticos, generalmente estin inactivos en las
lineas celulares cultivadas usadas, lo que conduce a
que con los ensayos tradicionales de citotoxicidad no
es posible detectar efectos tdxicos (5, 7-9). Entre los
xenobidticos que requieren bioactivacién encontra-

mos promutagénicos, tales como 2- amino-1-metil-
6-fenilimidazol [4,5-b]piridina (PhIP) y firmacos
como ciclofosfamida (CP), entre otros (4).

Se proponen alternativas para solucionar los im-
pedimentos de las técnicas convencionales y poder
obtener asf resultados contundentes. Tales metodolo-
gfas se basan en el tratamiento previo de los firmacos
con enzimas microsémicas o preparados hepiticos
(10,11); o usando lineas celulares neoplasicas hepai-
ticas, en donde se hace evidente la activacién de las
sustancias por los citocromos (4, 12-14). Sin embargo,
las lineas celulares, adicionalmente, pueden requerir
tratamientos previos con inductores enzimdticos que
les permiten activar ciertos CYP, proporcionando
un efecto real en los ensayos de toxicidad. Entre
los agentes inductores se encuentran el 3-metilco-
lantreno (3-MC) y omeprazol, los cuales activan la
isoforma CYP1A (15 -18).

En este estudio se utilizé una linea celular deri-
vada de hepatocarcinoma (Hep-G2) como modelo
para encontrar actividad citotéxica producida por
algunos productos xenobidticos que requieren ser
biotransformados, en presencia o ausencia de agen-
tes inductores. Con este fin se realizaron ensayos
convencionales de citotoxicidad empleando parte
del panel de lineas celulares disponibles incluyendo
a Hep-G2y;, adicionalmente se evalué la posibilidad
de emplear sistemas de cocultivos entre Hep-G2 'y
otras lineas celulares, buscando fortalecer la sensi-
bilidad del método como alternativa para, posterior-
mente, emplear la metodologia en el establecimiento
de potenciales acciones anticincer de diferentes
sustancias y sobre lineas celulares provenientes de
diferentes tumores.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos

2- amino-1-metil-6-fenilimidazol [4,5-
b]piridina (PhIP) y 3- metilcolantreno (3-MC),
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obtenidos de MP Biomedicals (Bogotd, Colombia).
Omeprazol (OM) y ciclofosfamida (CP), obtenidos
del Instituto de Cancerologia (Bogotd, Colombia).
Resazurinay MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro) (Sigma).

Cultivos celulares y tratamiento

Se emplearon las lineas celulares neoplisicas de
origen humano: Hep-G2 (carcinoma hepatocelu-
lar); SiHa (carcinoma de cérvix); HT-29 (adeno-
carcinoma colorrectal) y NCI-H460 (carcinoma
de pulmoén), disponibles en el banco de células del
grupo de Farmacogenética del Céncer, de la Uni-
versidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Las
cuatro lineas celulares se mantuvieron en medio
minimo esencial (MEM), suplementado con 10%
de suero fetal bovino (FSB), penicilina 100 U/mL
y estreptomicina 100 ug/mL, en frascos de cultivo
celular de 75 cm?, a 37°C, en atmésfera con 5% de
CO, en aire y 100% de humedad relativa.

Se siguieron los procedimientos sefialados por
Corderoetal. (19) estableciendo las densidades celu-
lares para trabajar, previa evaluacién de 5 diferentes
concentraciones celulares (2.500, 5.000, 10.000,
15.000y 20.000), utilizando los métodos de tincién
celular MTT o resazurina.

Inicialmente, en placas de 96 pozos, se sembra-
ron las lineas celulares, y finalizado el periodo de
preincubacién (24h), se adicionaron los profirmacos
(PhIP y CP) en combinacién o ausencia de agentes
inductores (3-MC u OM). Para los tratamientos
se prepararon soluciones madre (concentracién
1000X) en DMSO (inferior al 0.1%) para PhIP y
3-MC, y en solucién salina tamponada con fos-
fatos (PBS) para ciclofosfamida y omeprazol. Las
células fueron expuestas a los compuestos por 24y
48 horas, excepto para 3-MC (2 uM) y omeprazol
(50 uM), los cuales fueron agregados 6 horas antes
de la adicién de PhIP y ciclofosfamida. Finalizados
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los tiempos de exposicion de las lineas celulares a
los tratamientos, se les adicion resazurina (concen-
tracion final de 10% v/v) o MTT (0.25 mg/ mL),
para continuar con la incubacién por 4h, a 37°C,
en atmosfera con 5% de CO, en aire y 100% hu-
medad. Posteriormente se realizaron las lecturas de
supervivencia celular mediante el equipo TECAN
y BIO-RAD, respectivamente.

Adicionalmente se realizaron co-cultivos entre
Hep-G2 en combinacién con las lineas celulares
SiHa, HT-29 y NCI-H460, empleando las pro-
porciones 50:50, 75:25 y 25:75. Estos co-cultivos
tueron sometidos a los mismos tratamientos que
las lineas por separado.

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplica-
do y al menos dos veces, en semanas diferentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciéon de la densidad celular de
Hep-G2

Para establecer la densidad celular de Hep-G2
(ndmero de células/pozo), que permite realizar
ensayos de citotoxicidad sin que haya despren-
dimiento a causa de la confluencia celular en los
pozos, se estudio la linealidad de la relacién entre
absorbancia o unidades de fluorescencia (MTT y
resazurina, respectivamente) y el niimero de células,
y se estableci6 el rango de densidad celular en que
esto se cumple para los dos métodos. Se encontrd
un comportamiento lineal, tanto en valoraciones
realizadas en un periodo de incubacién de 24 ho-
ras, como en las realizadas tras 48 y 72 horas de
incubacién (r>0.99 a 24h y r>0.98 tras 48 h y 72h),
paralareduccién del MTT, y (r>0.99 a 24h, r>0.92
tras 48 h, r>0.93 tras 72h y r>0.96 tras 96 h) para
el método de tincién con resazurina (Véase figura
1, paneles A y B respectivamente).
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Figura 1. Seleccién de la densidad de trabajo y evaluacién del rango de linealidad con base en la relacién
ntmero de células y absorbancia o unidades relativas de fluorescencia (URF); se muestran los resultados para
Hep-G2, con 24 horas de incubacién (¢); 48 horas de incubacién (); 72 horas de incubacién (A) y 96 horas de
incubacién (X). A: reduccién del MT'T; B: tincién con resazurina.

Para la linea celular Hep-G2, con base en los
resultados obtenidos para ambos métodos, el ran-
go de linealidad se estableci6 entre 5.000 y 15.000
células/pozo. Se observé una diferencia de com-
portamiento entre los dos métodos empleados; asi
con lareducciéon del MTT (véase figura 1A), en los
diferentes tiempos de incubacién (24, 48 y 72 h), a
medida que aumenta el tiempo de incubacién hay
un amplio aumento en las unidades de absorban-
cia, dando la sensacién de que el incremento en la
cantidad de células viables no se manifiesta en una
proporcién equivalente en la absorbancia.

Este comportamiento no fue observado con el
método de resazurina (Véase figura 1B), en donde
se evidencié un incremento de las URF propor-
cional al nimero de células, posiblemente causado
por las diferencias entre los fundamentos de los
dos métodos de tincién, ya que el de MTT es de
punto final, e incluso de caricter acumulativo en
relacién al producto que se mide (20), a diferencia
de la resazurina, que permite un seguimiento con-
tinuo contra el tiempo de lectura, y para lo cual el
producto que se detecta, resofurina, no se acumula
sino que es, a su vez, metabolizado por las células,
transformandose en dihidroresofurina que, ademds
de no ser fluorescente, puede llegar a ser téxica para
las células (21, 22).

Con el objeto de establecer si existe correlacion
entre las respuestas obtenidas con ambos métodos,
se aplico la prueba de correlacién de Pearson para
cada tiempo de incubacién de la linea celular Hep-
G2, mediante el programa de GraphPad Prism
(Versién 5). Los valores de correlacién calculados
mostraron que los coeficientes fueron cercanosa 1,
lo que indica que ambos métodos estaban asociados

en forma positiva y, por ende, cuando aumentan las
unidades de absorbancia obtenidas por un método,
aumentan las unidades relativas de fluorescencia
(URF) detectada en el otro.

A partir de estos resultados se selecciond la den-
sidad celular para los ensayos de citotoxicidad en
lineas celulares separadas y en co-cultivos. Esta fue
de 15.000 células/pozo, que se encuentra dentro del
rango previamente analizado y reduce las variables
en los procedimientos, ya que se emplearfa la misma
densidad celular para todas las lineas, teniendo la
seguridad de que no se presentarin desprendimien-
tos celulares a causa de la confluencia.

Evaluacion de la sensibilidad de las lineas celulares
a agentes xenobidticos.

Se verificé la sensibilidad de las lineas celu-
lares por separado a los agentes xenobiéticos vy,
posteriormente, a la combinacién de cada agente
inductor con los compuestos PhIP y ciclofosfamida,
evaluando la citotoxicidad mediante el cdlculo del
porcentaje de células que permanece viable después
de la exposicién al compuesto.

Se observé que para SiHa y HT-29 (Véase figura
2 Ay B), el porcentaje de supervivencia después del
periodo de tratamiento fue del 80% aproximada-
mente en todos los tratamientos, lo que demuestra
que ninguno de los compuestos en estudio en las
concentraciones ensayadas causé disminucién no-
toria en la supervivencia celular y, por ende, no se
obtuvieron concentraciones letales superiores al 50%.
Estos resultados evidenciaron que los compuestos
no son citotdxicos para estas lineas celulares, o que
su citotoxicidad en las concentraciones empleadas
es minima. Adicionalmente se observé que, en al-
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gunos tratamientos, el porcentaje de supervivencia
fue superior al 100%, considerdndose como un
efecto proliferativo significativo, por ser mayor de
10%, posiblemente por tres razones: problemas en la
inoculacién; a causa de algtin tipo de induccién pro-
liferativa por el compuesto empleado; y por tltimo,
motivos asociados a la hérmesis, como lo observado
por Kinoshita et al. (23) (Véase figura2 Ay B).

% de supervivencia

Por otra parte, al aplicarse el mismo procedi-
miento empleado para las lineas SiHa y HT-29
en la linea celular Hep-G2 (Véase figura 2 C), a
diferencia de lo que se esperaba, tampoco se obtuvo
una citotoxicidad importante, ni cuando se apli-
caron previamente los agentes inductores. Por tal
motivo se procedid a efectuar otros ensayos con el
objetivo de establecer la razén por la cual no hubo
citotoxicidad notoria.

B1

de supervivencia

%

C1

Figura 2. Valoracién de la sensibilidad a 3-MC, Omeprazol, PhIP y Ciclofostamida empleando los métodos
de MTT (1) y resazurina (2). A: HT-29; B: SiHa; C: Hep-G2. Las 72 horas obtenidas a partir del método de

resazurina corresponden al pos-tratamiento.
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Inicialmente se repitié el ensayo para Hep-G2
y NCI-H460, incluyendo esta tltima linea celular
que, segln la literatura, también puede expresar
un alto nimero de isoformas de citocromos por
ser de origen pulmonar. Para estos ensayos se tuvo
en consideracién que las soluciones stock de los
agentes inductores y de los toxicos se prepararan el
mismo dfa. También se incluyeron otras concentra-
ciones mis altas de PhIP y de ciclofosfamida (100 y

VITAE

200 uM), para confirmar que el motivo de esta falta
de citotoxicidad no se debié a la baja concentracién
del xenobidtico colocado. Se empleé como control
positivo la resazurina misma, comprobando asi lo pro-
puesto por O’Brien et al. (22) quienes sefalan el efecto
citotéxico que ejerce este colorante sobre las lineas
celulares, posiblemente a causa de la transformacién de
resorufinaa dihidroresorufina durante una exposicién
superior a 12 horas (Véase figura 3 Ay B).

Figura 3. Valoracién de la sensibilidad a 3-MC, Omeprazol, PhIP y Ciclofosfamida empleando el método de
resazurina durante un periodo de tratamiento de 48 horas. A. Hep-G2. B. NCI-H460

Se observé una disminucion en el porcentaje de
supervivencia cercana al 64% para la linea celular
Hep-G2, empleando omeprazol como agente in-
ductor y a la mayor concentracién de PhIP como
compuesto tdxico (200 uM), por lo cual nuevamen-
te se hizo el ensayo, pero esta vez s6lo con este agen-
te inductor y con los dos téxicos. Cabe mencionar
que en esta ocasion el agente inductor permanecid
seis horas, como anteriormente (24), y veinticuatro
horas, como lo sugieren otros autores (25, 26).

Los resultados mostraron que el efecto citotdxi-
co de PhIP parece incrementarse cuando se le ha
aplicado previamente un agente inductor, como lo
sugiere Guengerich (4), pero que dicho cambio es
reducido, puesto que el porcentaje de supervivencia

fue superior al 70%, lo que hace suponer que este
comportamiento se debid a la falta de actividad bio-
transformadora importante, por lo que la cantidad
de téxico producido es limitada.

Por otra parte, estos resultados corroboran la
sugerencia de que Hep-G2, pretratada con induc-
tores de CYP1A como 3-MC, puede incrementar
su sensibilidad a PhIP (24, 27). Sin embargo, en
este ensayo también se observé que el aumento
del efecto citotéxico al colocar previamente los
inductores, no fue muy relevante para un estudio
de citotoxicidad convencional.

Ademds es importante mencionar que, segin
trabajos realizados por Wilkeninget al. (24), referen-
tes a estudios de moléculas capaces de ser activadas
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como promutagénicos, tales como benzo[a]pirenoy
PhIP, se evidenci6 que la expresién de la isoforma
CYP1A es la mis apropiada para observar dicha
actividad téxica, porque en los ensayos de regula-
cién de expresion génica fue la que mostré mayor
actividad toxica con los tratamientos. Paralelamente
se realizaron estudios genotéxicos con ciertos pro-
mutagénicos, empleando cultivos primarios de he-
patocitos humanos y la linea celular Hep-G2, en los
que se observo que PhIP solo ocasionaba dafos del
DNA en hepatocitos humanos. Sin embargo estos
autores propusieron que la linea celular Hep-G2,
pretratada con 3-MC, mostraria un incrementé de
sensibilidad a PhIPy, por ende, se observarfa efecto
relevante. Dicho efecto no se obtuvo en este estudio
donde la toxicidad detectada fue reducida.

Los resultados también mostraron que para el
compuesto ciclofosfamida no se observa un efecto
en la viabilidad celular, puesto que los porcentajes
de supervivencia para las cuatro lineas celulares
tratadas con este compuesto fueron superiores
al 80%. Esto concuerda con estudios realizados
por otros autores, en donde el firmaco tampoco
mostrd actividad citotéxica in vitro (28-30). Este
comportamiento se debe a que la ciclofostamida
es un profirmaco que requiere para disociarse a
mostaza fosforamida y acroleina, los metabolitos
responsables de su actividad citotéxica, una oxida-
cién catalizada por enzimas CYP,,,. Se considera
que ninguna de las cuatro lineas celulares empleadas
expresa constitutivamente los citocromos, ya que en
condiciones in vitro pueden perder la habilidad de
hacerlo (31), por lo que la ciclofosfamida permanece
inactiva en el cultivo.

Adicionalmente, en este estudio se emplearon dos
agentes inductores que activan algunas isoformas de
CYP, pero posiblemente no son los apropiados para
activar las isoformas necesarias para ver citotoxici-
dad in vitro con ciclofosfamida. Asi, a pesar de que el
omeprazol activa la via CYP1A, segin Masubuchi
et al. (32), y el xenobibtico lansoprazol (LAN) es
recomendado por ser considerado un inductor muy
potente, pueden no estarse activando las isoformas
apropiadas, dado que para la ciclofosfamida las iso-
formas de citocromos encargadas de esta transforma-
cién o metabolizacién en el hombre son CYP3A4,
CYP2B6, CYP2C8y CYP2C9, de las cuales se ha
demostrado que son activadas in vivo por rifampicina,
fenobarbital o dexametasona (33, 34).

Al comparar los dos métodos de conteo celular
empleados en las lineas celulares HT-29, SiHa y
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Hep-G2, se observé una similaridad en el patrén
de las columnas (Véase figura 2). Puede concluirse
pues, que no se evidencian diferencias de sensibi-
lidad notables.

Para los ensayos de recuperacion en los que se
uso el método de tincién con resazurina, finali-
zado el tratamiento con los cuatro compuestos, se
reemplazé el medio de tratamiento y se determiné
la poblacién celular viable para, posteriormente,
continuar la incubacién en medio fresco durante
24 horas mis vy, finalmente, realizar nuevamente la
determinacién de las poblaciones celulares viables,
con el fin de observar si las células eran capaces de
recuperar la capacidad de proliferar eficientemente
después del tratamiento. Los resultados obtenidos
para SiHa, HT-29 y Hep-G2 reflejaron, para todos
los xenobidticos y particularmente con ciclofosfa-
mida, un aumento celular considerable con relacién
alo observado en el tratamiento, lo cual indica que
los efectos de los tratamientos tuvieron mds efecto
como inhibidores de proliferacién celular que como
citotoxicos (23).

Los resultados obtenidos en repeticiones en
semanas diferentes ratificaron los valores de super-
vivencia obtenidos a partir de la citotoxicidad de los
cuatro compuestos. La tendencia de las columnas
con relacién al ensayo anterior, en cada grafica, fue
la misma, pero los valores variaron, estableciendo de
este modo la reproducibilidad de los resultados.

Establecimiento de cocultivos

Como se obtuvo una sensibilidad, aunque re-
ducida, de la linea celular Hep-G2 frente al agente
téxico PhIP, con previa activacién mediante los
inductores, se intenté establecer un sistema de co-
cultivos entre esta linea celular en combinacién con
SiHa, HT-29 y NCI-H460, con el fin de observar
si el efecto también podia ser visualizado mediante
este modelo.

Los resultados mostraron un comportamiento
similar al establecido con lineas celulares separadas,
aunque se emplearon diferentes proporciones de
las lineas celulares en el co-cultivo (50:50; 25:75;
75:25).

Dado que al emplear el sistema de co-cultivos
con otras lineas celulares para fortalecer la sensibi-
lidad del método, no se obtuvo un efecto relevante
de los xenobidticos, similar al obtenido con las lineas
independientes, se puede sugerir que la presencia de
un tipo celular no conduce necesariamente a afectar
la supervivencia o la dindmica del crecimiento de la
otra poblacién celular, garantizando que el efecto
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que se observe en un ensayo se debe al tratamiento
mismo y no a la combinacién de las diferentes lineas
celulares. Sin embargo, es recomendable realizar
nuevos ensayos en los que se pueda diferenciar el
comportamiento de cada linea celular al exponerse
a un tratamiento determinado, mediante algtn
marcador celular particular.

Por otro lado, este tipo de aproximaciones (en las
que se empleen co-cultivos para evaluar potencial
actividad anticincer de diversas sustancias en mez-
clas de lineas celulares provenientes de diferentes
tumores y asi obtener ensayos mas proximos a los in
vivo), podrian resultar interesantes, puesto que uno
de los mayores inconvenientes de los sistemas in vitro
es que cada tipo celular es estudiado por separado,
adiferencia de lo que ocurre en el cuerpo humano,
donde son posibles mdltiples interacciones de los
6rganos, criticas para la toxicidad de un firmaco.
Por ejemplo, un firmaco inicialmente transformado
en el higado, genera metabolitos que pueden causar
toxicidad en un érgano distante, como el corazén
2,3, 35, 36).

A causa de estas limitaciones en los ensayos,
se hace necesario encontrar el modelo celular que
exprese constitutivamente las isoformas CYP,
apropiadas, o disponer de alternativas experimen-
tales que faciliten la induccién de sobreexpresion
de tales isoformas y obtener resultados confiables,
de gran similitud con los que pueden observarse en
el cuerpo humano.
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