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Actividad antioxidante e inhibicion de las células de cancer
humanas por el producto herbario, ARCOMIG.

YManuel Aregullin, “John P. Berry y *Linson Cadena

Para determinar la eficacia potencial de este producto, investigamos dos
actividades biolégicas relevantes de la preparacion ARCOMIG. Especificamente,
ARCOMIG fue evaluado para la inhibicibn de una representacion de las
variedades de células humanas del cancer, incluyendo colon (HT29), ovérico (SK-
OV-3), mamario (SK-BR-3), renal (A498) y adenocarcinomia del pulmén, asi
como glioblastoma (U251) y leucemia linfocitica (CEM). Ademéas, ARCOMIG fue
evaluado por técnicas spectrofotométricas para actividad antioxidante in vitro,
usando especificamente el radical libre modelo, 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
y para la inhibicion de la especie reactiva intracelular de oxigeno (ROSs), usando
especificamente el indicador fluorecente, 2',7'-dichlorofluorecina (DCFH). Los
resultados de estos andlisis demuestran que ARCOMIG inhibié moderadamente
todas las clases de cancer en las que fue probado y fué particularmente activo con
respecto a una linea de leucemia linfocitica. Por otra parte, en las concentraciones
en las cuales la citotoxicidad fue observada, ARCOMIG rapidamente vy
potentemente redujo el radical libre, DPPH, asi como inhibi6 la produccion
intracelular de ROSs en células humanas del colon. Cuando se le compar6 con el
antioxidante dietético bien-reconocido, resveratrol, los resultados sugieren que la
actividad antioxidante de ARCOMIG puede igualar o ain sobrepasar la actividad
de este compuesto. Tomados en conjunto estos resultados son consistentes con la
eficacia clinica pretendida de ARCOMIG, sin embargo, otros estudios son
claramente necesarios para elucidar los supuestos beneficios de salud de este
producto herbario.
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INTRODUCCION

La preparacion herbaria, ARCOMIG, se
comercializa y se utiliza clinicamente a través de
América Latina como un suplemento y tratamiento
dietético para enfermedades cronicas y degenerativas,
incluyendo el cancer, diabetes, artritis, tension arterial
y colesterol alto. Se incluyen entre ingredientes
boténicos y otros ingredientes naturales la manzanilla,
la angélica, la cola de caballo, la alfalfa y el ajo que se
ha documentado contienen compuestos con una
variedad de actividades farmacol6gicas (O’Hara et al.,
1998; Hernandez-Ceruelos et al., 2002; Kimura, 2005;
Sarkar and Nahar, 2004; Banerjee et al., 2003;
Khanum et al., 2004; Tattelman, 2005). En particular,
un numero de éstos se ha sugerido tienen eficacia
como antioxidantes y potencial en el tratamiento a la
prevencion del cancer.

A la fecha ningun informe publicado ha
detallado la actividad biolégica de ARCOMIG a pesar
de su amplio uso. Aqui reportamos especificamente
sobre la citotoxicidad de ARCOMIG hacia células de
cancer humanas, y su actividad antioxidante
intracelular in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de ARCOMIG: Para la evaluacion de la
actividad biol6gica, ARCOMIG fue preparado como
“té” (extracto del agua) segun lo descrito para la
administracion oral. El té sin diluirse fue pasado por
un filtro de jeringa (0.2 um tamafios del poro) para
esterilizar y para quitar cualquier sedimento de la
preparacion. Alicuotas de la preparacion filtrada
fueron liofilizadas a una concentracién aproximada
(peso/volumen), especificamente de 954 mg de
material extraido por mL de té, fue determinada. Los
datos por lo tanto se expresan como concentracion
(peso/volumen) basada en esta determinacion, o
alternativamente por dilucién (es decir, x-veces) del té
sin diluirse.

Inhibicion de las células de cancer: La citotoxicidad
fue evaluada para las variedades de células humanas
del  cancer, especificamente incluyendo el
glioblastoma (U251), el adenocarcinoma del pulmén
(H460), el adenocarcinoma de colon (HT29), el
adenocarcinoma ovarico (SK-OV-3), el melanoma
(SK-MEL-28), el adenocarcinoma renal (A498), la
leucemia linfocitica (CEM) y el adenocarcinoma
mamario (SKBR3). Todas las variedades de células
fueron obtenidas de la divisién nacional del instituto
del cancer de USA del depoésito del tumores
tratamiento y diagnosis de cancer (Frederick, MD),
excepto SKBR3 que fue proveido por el Dr. Maria
Laux del departamento de ciencias clinicas en el
Colegio de Medicina Veterinaria en la Universidad de
Cornell (Ithaca, NY). Las células fueron cultivadas en
medio de RPMI 1640 con el L-glutamine (Cambrex
Bio Science Walkersville, Inc., Walkersville, MD),
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suplidas con 10% de suero vacuno fetal o de vaquilla
recién nacida y antibi6ticos/antimicéticos (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MES) y sub-cultivadas dos veces
semanalmente por triptinisacion (excepto CEM no-
aderente).

La citotoxicidad fue evaluada hacia células
crecidas en placas de 96-pocitos y tratadas con
diluciones seriadas de ARCOMIG. La inhibicién de la
viabilidad de las cellulas fue determinada
cualitativamente basada en la reduccion el indicador
colorimétrico, alamarBlue, como se ha descrito
previamente (Berry et al., 2002, 2004; Wagner et al.,
1999). Las concentraciones inhibitorias minimas
(MICs) de ARCOMIG, como medida de citotoxicidad
relativa, fueron determinadas para cada variedad de
célula basada en el cambio del color azul a rojo como
resultado de la reduccion del indicador por las células
viables. Como fué debido, el porciento de inhibicion
fue determinado enbase a la fluorescencia (EX 530
nm, EM 590 nm) del indicador reducido en relacion a
un control no tratado, segin lo descrito previamente
(Berry et al., 2002.2004). La fluorescencia fue medida
usando  BioTek®Synergy™Ht Multi  detection
Microplate Reader. La concentracion inhibitoria media
(IC50), cuando se determind, fué calculada por el
"método de minimos cuadrados” para los ajustes
lineares (R® >0.90) entre el porcentaje de inhibicién de
(relativo al control no tratado) y el logaritmo de la
concentracion segln lo descrito previamente (Berry et
al., 2004).

Actividad antioxidante in vitro: La actividad
antioxidante de ARCOMIG fue medida en base a la
capacidad de la preparacion de atrapar el radical libre,
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), como se ha
descrito previamente (Miller et al., 2001; Koleva et
al., 2002; Tarozzi et al., 2004). Brevemente, alicuotas
de 50 pL de diluciones seriadas de ARCOMIG (en
agua), asi como el control negativo de agua sola,
fueron mezcladas con 200 pL de 100 uM DPPH (en
80% MeOH en agua) en una placa de 96-pocitos. La
absorbancia a 515nm fue medida cada minuto durante
30 minutos, usando BioTek®Synergy™HT Multi
detection Microplate Reader (Bio-Tek
instruments,inc., Winooski, VT), como medida de la
reduccion de DPPH. La actividad antioxidante fué
calculada como la reduccion del porcentaje de DPPH
en relacién al control del agua. Un "blanco" de la
preparacion sin DPPH (es decir, el 80% MeOH
solamente) fue utilizado para restar la absorbancia de
fondo debido al color de la preparacion. El
antioxidante extensivamente descrito (Aggarwal et al.,
2004; Bhat et al., 2001) resveratrol (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MES), asi como el control del solvente
apropiado (por ejemplo, metanol) fué probado como
control positivo para la actividad antioxidante. La
concentracion eficaz media (ECs,, es decir la dilucién
en el cual DPPH es reducido el 50%) fué calculada
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para ARCOMIG usando el " método de minimos

Actividad antioxidante intracelular: La capacidad
de ARCOMIG de inhibir la especies reactivas de
oxigeno intracelular (ROSs) fue evaluada usando 2',
diacetate de los 7'-dichlorofluorecina (DCFH-DA)
seglin un método previamente desarrollado (Wang y
Joseph, 1999). DCFH-DA cruza las membranas de la
células y entra las células donde es convertida por
esterasas intracelulares a DCFH. En la presencia de
ROSs, DCFH se oxida al dichlorofluoreceina
fluorecente (DCF). Los ROSs intracelulares se miden
como fluorecencia de células después del tratamiento
con un agente oxidante (Wang y Joseph, 1999).
Especificamente, la inhibicion
intracelular de ROSs fue medida usando las
células de colon (HT29). Las células HT29 fueron
crecidas en una placa de 96-pocitos, segln lo
descrito anteriormente, hasta que estuvieron
totalmente deferenciadas. Las células fueron
tratadas durante 24 h con ARCOMIG diluido en
serie, 0 resveratrol (como control positivo), por
debajo de concentraciones que se encontraron
ser citotdxicas (segun lo discutido anteriormente).
Subsecuentemente, las células fueron lavadas
con una solucién salina en bufer de fosfato (PBS)
e incubadas con 5 M DCFH-DA por 30 minutos.
Posteriormennt seguidas de un lavado con PBS,
las células fueron incubadas durante 1 h con
perdxido de tert-butilo (t-BuOOH) que induce un
stress oxidativo. La fluorecencia de DCF en las
células (EX 485 nm, EM 528 nm) fue medida con
BioTek®Synergy™Ht Multi detection Microplate
Reader. Las células tratadas idénticamente, pero
sin DCFH-DA, fueron utilizadas como blanco para
restar la fluorecencia del fondo. La inhibicién de la
formacion de ROSs fue medida como la
fluorescencia ajustada de las células tratadas (Fx)
en relacion a la de los controles no tratados (Fo),
especificamente con la férmula 1-(Fx/Fo) x 100%.
La concentracion inhibitoria media (ICs) fue
calculada en base a la relacién entre el porcentaje
de la inhibicién y el logaritmo de la concentracion.

RESULTADOS

La inhibicién més alta fue observada para la
linea de leucemia linfocitica (CEM) que fue inhibida
en concentraciones tan bajas como 1.5 mg mL?,
equivalente a una dilucién de 64-veces del té no
diluido (Table 1). La citotoxicidad para otras lineas
probadas fué relativamente modesta. En contraste las
lineas renales (A498) y ovéricas (SK-OV-3) por
ejemplo, fueron inhibidos solamente en las diluciones
tan altas como 4-veces, 0 aproximadamente 23.9 mg
mL™ (Tabla 1).

Por otra parte, ARCOMIG se encontrd ser
un antioxidante relativamente potente. Por ejemplo, el
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cuadrados".

té redujo rapidamente el radical libre, DPPH, como
medida de actividad antioxidante. La ECs de
ARCOMIG después de 30 minutos fué calculada ser
90.8 pg mL™, equivalentes a una dilucién de 1052-
veces del té no diluido (Table.1). El indice de la
reduccion fué dependiente de la concentracion. En una
concentracion de ARCOMIG que se aproxima a su
EC50.

Tabla 1: Citotoxicidad de ARCOMIG contra lineas de
células humanas de cancer. La inhibicién de las
células basadas en viabilidad reducida, fue
determinada colorimétricamente por el método del
alamarBlue. Se dan las concentraciones (MICs) inhibitorias

minimas del “té preparado.”

MIC
Cell Line Cell Type  Histology (mg mL™)
SK-BR-3  Mamario Adenocarcinoma 11.9
SK-OV-3 Ovario Adenocarcinoma 23.9
NCI-H460 Pulmoén Carcinoma célula grande 6.0
U251 CNS Glioblastoma 11.9
HT29 Colon Adenocarcinoma, GllI 11.9
A498 Renal Adenocarcinoma 23.9
SK-MEL-28 Melanoma Melanoma maligno 6.0
CEM Leucemia Linfoblastica aguda 15

= ARCOMG
10 - Resveratrol
0 L L T T T T J 1
0 01 02 03 04 05 06 0.7

Conceatration of ARCOMIG (mg mL™) or Resveratrol (mM)

Fig 1: Por ciento de reduccién del radical libre,
modelo, DPPH, como medida de
actividad antioxidante, en relacion a la
concentracion de ARCOMIG o de resveratrol, después
de 30 min. La concentracion de ARCOMIG se da
como peso seco (mg) del extracto crudo por mL,
mientras que la concentracion del resveratrol puro se
da aqui en mM. La reduccion de DPPH fue medida
colorimétricamente en base a la absorbancia (515nm)
seglin métodos previamente descritos (Materiales y
Métodos).

(es decir, una dilucion de 1/1280-veces, 0 74.5 ug
mL™), DPPH fue reducido aproximadamente 14% en
el plazo de cinco minutos de incubacién alcanzandose
una inhibicion méxima de casi 45% en 30 minutos a la
misma concentracion  (Fig.2). Eso dicho, a
concentraciones mas altas, la actividad antioxidante es
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mucho mas rapida. Por ejemplo, una concentracion de
1.2 mg mL™ (es decir, la dilucién 1/80-veces) que esté
por abajo del MIC maés bajo para la citotoxicidad (es
decir, 1.5mg mL? para CEM, discutido
anteriormente), DPPH se reduce aproximadamente el
63% en 1 minuto y el hasta 94% en 30 minutos (Fig.
2).

-=- 25 mM Resveratrol
-4 1/1280 ACOMING
-+ 1/80 ARCOMING

T T T
0 10 20 30
Time (min)

Fig. 2: Por ciento de reduccion de DPPH, como
medida de actividad antioxidante, en relacién al
tiempo de incubacion. La reduccion fue medida cada
minuto durente 30 minutos; los datos mostrados
corresponden solamente a incrementos de 5 minuntos
para propésito de claridad. Se demuestra el indice de
la reduccién para las concentraciones (es decir,
diluciébn  de  1/1280-dobleces 'y 25 uM,
respectivamente) que mas se aproxima a la ICs
calculada (después de 30 minutos) para ARCOMIG (es
decir, 90.8 mg mL™, 6 dilucion de 1052- dobleces) y
resveratrol (27.3 uM . También se muestra el indice de
reduccion a la concentracion més alta de ARCOMIG
probado por abajo del valor mas bajo de MIC para la
citotoxicidad.

Percent intracellular ROS inhibition
*J
(=]

c T T T T T T 1
0 2 4 6 8 0 12 14
Concentration of ARCOMING (mg mL ™)

Fig. 3: Inhibicién de ROSs intracelulares en colon, en
respuesta al oxidante, t-BuOOH, por el tratamiento
previo con ARCOMIG. Los ROSs intracelulares
fueron medidos especificamente para las células de
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La actividad antioxidante de ARCOMIG fue
comparada al antioxidante ampliamente descrito,
resveratrol (Aggarwal et al., 2004; Bhat et al., 2001).
Se encontrd que resveratrol reduce DPPH después de
30 minutos, con una ECs de aproximadamente

colon (HT29) usando el indicador fluorescente, DCF
(los materiales y los métodos), segun un método
previamente descrito (Wang and Joseph, 1999),
después de 1 hora de exposicién al t-BuOOH.

27.38 uM (Fig.1), o cerca de 6.2 pg mL™ La
actividad de captura de radicales libre in vitro del
resveratrol observada en este estudio es comparable a
la reportada previamente por Wang et el al. (1999)
quién midid, con el mismo método, una reduccion de
aproximadamente el 30% de DPPH en una
concentracion del resveratrol de 20 puM. A una
concentracion (es decir, el 45%) de DPPH fue
observado para el resveratrol y ARCOMIG, probado
igualmente en una concentracion muy cercana a la
ECx (es decir, dilucion 1/1280-veces, 0 74.5 mg mL?;
Fig2).

Ademés de atrapar radicales libres in vitro,
ARCOMIG inhibié la produccion intracelular de
ROSs (Fig.3) en respuesta al oxidante, t-BuOOH. El
efecto de ARCOMIG en ROSs intracelular fue
probado especificamente usando la linea del
adenocarcinoma de colon (HT29) a concentraciones
menores 6 iguales a la MIC determinada (es decir,
11.9 mg mL™) para esta linea. La citotoxicidad (es
decir, porciento de inhibicion de) hacia células a esta
concentracion mas alta fué menor del 20% vy
generalmente insignificante. La inhibicién de ROSs
intracelular fué dependiente a la ddsis con una ICs, de
aproximadamente 1.7 mg mL™, sin embargo, una
inhibicién aproximadamente hasta del 77% fué
observada para la concentracion mas alta probada (es
decir, el 11.9 mg mL?, 6 una dilucion de ocho
dobleces). Esta actividad fue comparada de nuevo con
resveratrol como antioxidante conocido. Sin embargo,
la inhibiciobn de ROSs intracelular solamente se
observd para las concentraciones mas altas del
resveratrol (es decir, 200 y 100 uM) probadas, con una
ICs aproximada de 174 pM.

DISCUSION
El producto herbario, ARCOMIG, se vende y se
utiliza extensamente como suplemento dietético
natural, particularmente en partes de America del
Sury Central en donde se receta clinicamente
para una diversidad de propdsitos preventivos y
curativos. Los beneficios de salud aparentes
incluyen la prevencion e incluso el tratamiento
terapéutico, de enfermedades cronicas y
degenerativas incluyendo varias formas de
cancer, de diabetes y de artritis, asi como
mantenimiento de la salud sistémica y celular
general incluyendo la actividad del
imunoestimulacion, anticolesterolemia y
antioxidante. Preparado de varias hierbas, no hay
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planta o compuesto derivado que haya sido
identificado como el componente activo y los
beneficios de salud del té se consideran
generalmente ser relacionados con la
contribucién acumulativa de varios componentes
en esta mezcla compleja. Dicho esto, en los
estudios quimicos preliminares (datos inéditos) se
han identificado compuestos, incluyendo
bisabolol, zingerona y herniarina, con actividad
farmacoldgica aparente consistente con supuestos
beneficios a la salud.

Especificamente, evaluamos la citotoxicidad
de ARCOMIG en contra de varias lineas de células
humanas del cancer. Segin lo demostrado en la Tabla
1, ARCOMIG fué por lo menos marginalmante
citotéxico a las ocho lineas probadas. Estas lineas
fueron elegidas especificamente, ya que representan
las células-tipo (especificamente 8 de los 9 tipos del
cancer) utilizadas en forma rutinaria por el Instituto
Nécional del Cancer en USA para la evaluacion de
drogas anticancer potenciales (Shoemaker et el al.,
1988). La inhibicién més alta fue observada para la
variedad de células de leucemia linfocitica, CEM. Esto
es particularmente relevante, pues ARCOMIG, ha sido
recomendado de hecho por los médicos como
tratamiento natural para la leucemia (Dr. Carlos Ibarra
de la Toba, comunicacién personal). Por otra parte, la
citotoxicidad a la mayoria de las otras lineas probadas
fué generalmente minima, aunque estos resultados
representan una exposicion aguda, a corto plazo (es
decir, 24-48 h) de las células de céncer al té crudo.
Para entender en forma més completa los efectos
posibles de la administracion de ARCOMIG en
cancer, otros estudios serian requeridos obviamente,
incluyendo estudios in vivo a largo plazo,
particularmente con respecto a la evaluacion de los
metabolitos individuales que se pueden acumular
después de la administracion de la mezcla.

Por otra parte, una actividad antioxidante
considerable fue demostrada para ARCOMIG, in vitro
y en un sistema basado en células (Fig.1-3).
ARCOMIG atrap6 con eficacia el radical libre, DPPH
modelo, a concentraciones tan bajas como 5 pg mL™
(Fig.l) en 30 minutos y en 1 minuto en
concentraciones por abajo de los niveles en los cuales
fué citotoxico a las células (Fig.2). Ademas, fue
demostrado que ARCOMIG inhibe la formacion de
ROSs en células de colon expuestas al oxidante, t-
BuOOH, hasta en un 77% y a concentraciones tan
bajas como 47 pg mL™ (Fig.3). Mientras que estas
concentraciones estan, de hecho, por abajo del MIC
citotdxico determinadas para todas las variedades de
células, se sugiere que estos efectos podrian ocurrir in
vivo sin la presentacion de toxicidad adicional a las
células.

La actividad antioxidante de ARCOMIG fué
comparada al antioxidante conocido, resveratrol, al
que se le considera generalmente ser responsable de
los beneficios a la salud observadas (e.g., anticancer,
cardioprotectivo) asociadas con el consumo del vino
rojo, varios alimentos, y suplementos dietéticos
(Aggarwal et al., 2004; Bhat et el al., 2001). La
comparacion de este compuesto puro a la mezcla
compleja de ARCOMIG no es posible en base "a una
concentracion”, sin embargo, los resultados sugieren
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farmacoldgica conocida (Isaac, 1979; Silvan et al.,
1996; Cavalieri et al., 2004; Kabuto et al., 2005;
Kuo et al., 2005). Hasta la fecha, sin embargo,
ningun estudio de laboratorio publicados ha
descrito alguna actividad bioldgica relacionada
con beneficios de ARCOMIG a la salud. Este
estudio es el primer informe de una evaluacion de
la actividad

que el potencial antioxidante (hasta la fecha) del
principio(s) activo no identificado de ARCOMIG
es/son por lo menos tan potente como el resveratol. En
términos de la concentracion activa, el ECs, para la
reduccion de DPPH de ARCOMIG fué medido ser
90.8 ug mL?, comparados con una ECs, de 27.3 uM, 6
approximadamente 6.2 mg mL™, para el resveratrol
después de 30 minutos (Fig.1). Si se asume que el
componente antioxidante de ARCOMIG representa no
mas el de 7% de la mezcla cruda, la actividad de
captura del radical libre seria por lo menos igual a la
del resveratol. Considerando que un solo compuesto
representa generalmente mucho menos de 1% de
cualquier extracto crudo tal como este, es concebible
que el potencial antioxidante el principio activo puede,
de hecho, ser de uno o mas ordenes de magnitud
mayor que resveratrol. Asi mismo, aunque la
comparacion de la velocidad de atrapamiento del
radical libre por ARCOMIG era inicialmente mas baja
que el resveratrol, especificamente cuando se midi6 a
concentraciones que aproximan a la ECs, el
porcentaje de la reduccion fué casi igual después de 30
minutos (Fig.2). Ademés, en concentraciones por
debajo de la MIC citotoxica para HT29, se observo
una reduccién semejantemente rapida del indicador.
Por ejemplo, a concentraciones de 0.6 mL™ (6 dilucién
de 160-veces) de ARCOMIG, una reduccién de
aproximadamente el 44% fue observada en 1 minuto,
casi el doble de la reduccion (es decir, 22.5% en 1
minuto) a la ECs de resveratol. Una vez mas,
considerando esta una comparacion de una mezcla
cruda con un compuesto puro, es muy probable que el
componente activo de ARCOMIG sea tan activo
como, 0 quizés incluso considerablemente més activo
que resveratrol.

Similarmente, cuando la capacidad de
ARCOMIG de inhibir ROSs intracelulares fué
comparada al resveratrol, el ICsy calculado (w/v) era
significativamente menor para este Ultimo. Sin
embargo, ajustando segun la contribucién presunta del
principio activo a la composicion total del extracto
crudo, es muy probable que la actividad antioxidante
del principio purificado pueda ser por lo menos igual,
0 probablemente mayor que, la de resveratrol.
Especificamente, la 1ICs, de ARCOMIG fué
aproximadamente 43-veces mayor que la calculada
para resveratrol (es decir, 1.7 mg mL? para
ARCOMIG vs 0.04 mg mL™ para el resveratrol). Si el
principio activo es igual o menor del 2.3% del extracto
crudo total, esto se traduciria a, cuando menos, en una
actividad antioxidante equipotente en relacién a
resveratrol. Una vez mas, tipicamente -cualquier
compuesto individualmente contribuye
considerablemente menos del 1% a la mayoria de los
extractos crudos, sugiriendo que la actividad
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antioxidante pueda muy posiblemente sobrepasar a la
del resveratrol.

En conclusién, aunque los niveles de la
citotoxicidad de ARCOMIG a las células de cancer en
este estudio fueron encontrados para ser relativamente
modestos, otros estudios son claramente necesarios
para elucidar cualquier eficacia posible en relacién a
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