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RESUMEN.

En el presente trabajo se probaron tres lactonas-
sesquiterpénicas: la 8 & - hidroxi dehidrocostus (CHE + P)
la 8 - tigloil dehidrocostus (CHE - P} y la 17-18 dihi-~
droviguiepinina. Las cuales fueron extrafdas de plantas-
de la familia de las compuestas, y que por sus caracteris
ticas quimicas y bioquimicas se les atribuye una probable
actividas anticancerigena; para determinarlo se probaron-
dichos férmacos a diferentes dosis en un sis€ema "in vi--
tro" y en condiciones previamente establecidas, en dos 11
neas celulares, una de origen "normal” (L 929) que es una
linea de fibroblastos derivados de tejido conectivo muri-~
no y otra de origen neoplisico (HEP 2C) proveniente de un
carcinoma epidérmico laringeo humano; todo esto con el --
fin de determinar sus Dosis Efectivas Medias, que es aque
lla qué inhibe el 50% del crecimiento celular. También -~
se realizaron comparaciones de los efectos en ambas 1f---—
neas.

Los datos obtenidos experimentalmente se sometie-
ron a pruebas estadisticas para calcular su significancia
estadistica. De aqui se determin6 que la lactona CHE - P
afect6 de manera significativa a la linea "normal” y re--
quirib de dosis mayores para provocar su efecto sobre la-

1fnea neopldsica. La lactona CHE + P causb el efecto de-



seado a dosis menores pero afectando mds a las células de
la linea L 929. Por Gltimo el compuesto mis efectivo en-
nuestro sistema "in vitro", fué la 17-18 dihidroviguiepi-
nina, aunque sin una marcada especificidad hacia las célu
las tumorales. Estos estudios iniciales marcan pautas pa
ra que en experimentos posteriores en sistemas "in vivo"-
se corroboren tales hallazgos, asi como para que Se prue-

ben otros firmacos estructuralmente semejantes.



I. INTRODUCCION.

Las investigaciones relacionadas con el cincer se
remontan hasta 1775, cuando Sir Percival Pott publich es-
tudios sobre un carcinoma de escroto en los deshollinado-
res de chimeneas en Londres. La exposicifén prolongada al
hollin y su permanencia en los pliegues des escroto produ
cfan una forma parﬁicular de enfermedad; este tumor podia
ser detectado en semanas, meses o afios, lo que demostr6 -
que el cincer podia ser resultado o bien de una serie de-
factores extrinsecos, contra la idea, que también se mane

jaba, de que fuera defecto congénito (39).

Durante el.siglo XVIII no se avanzé considerable~
mente en el campo etiol6gico; predomind durante mucho ===
tiempo la teoria de Conheim, segfin la cual, el céncer se-
debia a la reactivacib6n de grupos celulares de origen em-—
brionario, que habfian permanecido est&ticos por mucho =--
tiempo (4). En aquél siglo también se iniciaron estudios
orientados a la investigacibn etiolfgica de los tumores.
En Paris Tanchou y en Viena Rigoni Stern, analizaron los-
datos estadisticos de sus respectivas ciudades y formula-
ron una serie de teorias etiolbgicas para explicar las di
ferencias encontradas. La observacifn hecha por Stern ~--
(46) y que afin es vilida, afirma que el c&ncer uterino es

m8s frecuente que el de gldndula mamaria en mujeres casa-



das que en solteras.

En el aiio de 1918, los investigadores japoneses -
Yamagiwa e Itchikawa lograron demostrar que éra posible -
producir cé&ncer experimental en animales, aplicando por -
varias semanas en dosis diarias en la oreja de los cone--
jos, extractos de alquitrdn de hulla (3). Un poco antes-
de la publicacién de Yamagiwa, que di6 base a la Teoria -
quimica del céncer, el investigador Peyton Rous de N.Y. -
(45) publicaba en 1911 sus observaciones que dieron el a-
poyo a la teoria de que el céncer era producido bor virus
filtrables. Rous encontrd que en el pollo, un sarcoma --
puede ser transmitido a otros animales de la misma espe--

cie por medio de filtrados libres de células (4).

Actualmente el cSncer es una de las principales =~
causas de sufrimeinto humano, con un elevado Indice de --
mortalidad. Esto ha favorecido que innumerables investi-
gadores dirijan su atencibdn hacia el conocimiento de los-
factores involucrados en el desarrollo del céncer, enfo--
cando principalmente sus esfuerzos a la cusa prevencién y
tratamiento del mismo (36).

Las investigaciones en materia de c&ncer han sido
incrementadas notablemente en las fltimas d&cadas y aun--
que afin quedan muchas inc6gnitas por despejar los avances
han‘sido relevantes en cuanto a que se han ido definiendo

la naturaleza y caracteristicas particulares de este pade



cimiento. Algunas conclusiones a las que se han llegado-
indican que el cédncer es una alteracibn que afecta a to--
dos los organismos pluricelulares, dando como resultado - .
la reproduccién celular de un tejido sin control por el -
individuo, por lo que se le clasifica como enfermedad neo

pl&sica (2).

Como problema biolb6gico la neoplasia es una forma
aberranﬁe especifica del comportamiento de un tejido vivo
y la expresifn biol6gica del proceso, y los factores invo
lucrados, difieren segfin el tejido afectado. La explica-
cibn para ésta diversidad, es que la neoplasia no es una-
enfermedad, sino que representa un amplio rango de enfer-
medades independientes.

Clinicamente, un tumor o neoplasia estd caracteri
zado por la presencia de un "crecimiento masivo progresi-
vo de un tejido normal", y que en su forma maligna (c&n--
cer), es acompafiado de un amplio rango de signos y sinto-
mas de acuerdo con el sitio afectado (3).

Por lo tanto, la neoplasia, es un grupo heterogé-
neo de enfermedades y las difereﬁcias entre ellas se ba--
san en el tipo de células de origen del tumor en particu-
las, el 6rgano afectado, la determinacién de que sea ma--
iigno o benigno, de acuerdo a los criterios ya estableci-
dos, y en caso dq malignidad, el grado de la misma y la -

presencia o no de metéstasis (3).



Esta alteracidn en el hombre se puede dividir b&-
sicamente en dos clases:
a) Formacibn de tumores s6lidos, cuya nomenglatura no si-
gue un sistema constante y Gnico. La mayor parte de los-
tumores benignos se designan histolSgicamente agregando -
el sufijo- oma al tipo celular que forma la neoplasia; ==
asi por ejemplo los tumores que consisten en fibroblastos
se llaman fibromas y se les llama lipomas a los tumores -
de tejido adiposo. ILa npmenglatura para tumores malignos
sigue, en esencia, el sistema de las benignas, con algu--
nas afladiduras. Los c8nceres que nacen en tejido mesen--
quimatoso se llaman sarcomas (sarco=carnoso)~ las neopla-
sias malignas originadas en células epiteliales se llaman
carcinomas. Existen algunos casos en los que los tumores
se denominan en forma inadecuada, como son los casos de -~
los hepatomas y'melanomas, que deberfian llamarse hepato--~
carcinomas y melanocarcinomas por ser tumores malignos de
células hepiticas y melanocitos respectivamente (44).
b) Leucemias, enfermedades de los 6rganos hematopoyé&ticos
caracterizados principalmente por la aparici6n de leucoci
tos apormales 6 inmaduros, conocidos como formas juveni--
les, en sangre periférica. Por otro lado un aumento exa-
gerado en el nfimero de glébulos blancos, gue normalmente-
se presentan en cigrés de 5 a 8000 por mm3, Y que en es--
tos padecimientos superan los 100 000 por mm3 de sangre -

(44) . La enfermedad de Hodgkin o linfogranulomatosis se-



representa como un agrandamiento de los ganglios linfgtje

cos de cuello, axila, ingle y bazo (42).

A través de la historia de la medicina, el empleo
de productos naturales ha sido un comGn denominador en to
dos los tiempos, es por eso que en materia de tratamiento
del céncer se le d& tanta importacia. Actualmente en ---
nuestro pafis, impulsados por esta ola de investigaciones-
que ha arrojado resultados muy valiosos, se han incremen-
tado los estudios a este respecto especialmenta para en--
contrar -principios activos en plantas, minerales, etc., -

nacionales, con una probable actividad anticancerigena.

El laboratorio de Biologfa Celular de la Unidad -
de Investigacién Biomé&dica del Centro Mé&dico Nacional, se
ha abocado al estudic de una accibn especifiéa de produc-
tos naturales, gue el Instituto de Quimica de la UNAM ha-
extraido y purificado hasta presentarlos en forma de cris
tales,para los estudios "in vitro", mismos que se conside
ran pruebas iniciales de citotoxicidad y con esto marcar-

pautas para estudios subsecuentes "in vivo".



II. GENERALIDADES.

. 1. ORIGEN Y MECANISMOS DE CARCINOGENESIS.

Uno de los espectos que m&s ha ocupado la aten-
cidn de los investigadores va encaminado a descibrir los-
origenes y mecanismos dé esta enfermedad para que, basa--
dos en esto, se le pueda atacar en forma especifica y efi
ciente {3). Asf la carcinogénesis se refiere a los factg
res 1nvoluérados en la induccifn de tumores y sus modos -~
de accidn { etiologfa y patogénésis).De esta serie de es-
tudios se desprende la idea de que la carcinogénesis es--
un proceso de naturaleza multif&sica en el que generalmen
te se presentan dos estadfos bdsicos:
ler. Estadfio o de iniciacién cuyo producto es lo gue se -
se ha denominado "célula iniciadora® que no parece =—=—--
ser una célula tumoral y no puede ser reconocida directa-
mente sino con alteraciones moleculares permamentes en =--
ella.
20.Estadio 0 de promoc¢ifn, que es en realidad una secuen~
cia de estadfos gque causan el desarrocllo de cé&lulas tumo-

rales gue se replican y se convierten en tumores s8lidos.



El apoyo a la teorfa del sistema cl&sico de i--
niciacifn y promocién se encuentra en los experimentos ~-
de induccién de tumores en la piel de ratén efectuados- ~-
por Rous y Kidd, Motram y Beremblum (36), Otras investi-
gaciones importantes demuestran que los tumores no se de-
sarrollan s6lo con el iniciador o el promotor, tampoco si
se aplica primero el promotor. La naturaleza irreversi--
ble del proceso se comprueba si afadimos el promotor des-
pués de mucho tiempo.de haber administrado el iniciador y
ain asf hay desarrollo de tumores.

La iniciaci6n de los tumores, segfn investiga--
ciones en el campo de la genética ocurre primero a tra--
vés de eventos de &sta Indole; esto es sugerido por la na
turaleza irreversible y por los estudios que se han reali
zado en algunos cancerigenos quimicos electrofilicos con-
ADN, donde provocan mutaciones que se continfian con trang
formaciones por traslocaciones de ADN normal y maligno --
para producir células malignas. Por lo tanto muchos tumo-
res son iniciados por une o mis cambios de la informacién
del ADN (19). En este éentido, existe la hipStesis de -«
que las cé&lulas normales contienen genes que son capaces-
de inducir transformacifn de células normales a malignas,
si se expresan a niveles anormalmente elevados.

Reforzando estos conceptos con los de transfor
macibn y traslocacién del ADN se d4 origen a lo que se --

ha denominado como la Teorfa del Oncogene(8), misma que -




presupone factores de herencia en la propensién al céncer
y de la finica intervensifn del promotor para el desarrot-
llo de la enfermedad .- Asi pues, supone la presencia del-
iniciador dentro del mismo organismo y ek el promotor el-
que provoca que el gene que se encontraba "dormido)} ahora
genere una respuesta que se traduce en la aparicibn del -
padecimiento.

Otro aspecto es la carcinogénesis hormonal y es
to se refiere a hormonas carcinogénicas activas constitu-
yentes normales del cuerpo y que son relacionadas con un=-
desequilibrio hormonal intrfnseco o bien con algunos tumo
res que son hormona-dependientes, como es el caso de los
estrbégenos en tumores mamarios. Existen ciertos tumores-
de ovario que producen cantidades anormales de estrfgenos
y €stos a su vez pueden producir carcinomas del endome--
trio como resultado de la prolongada estimulacifn de sus-
células epiteliales (9).

Cuandb se trata un animal por perfodos prolonga
dos con tiouracilo, se produce como resultado una hiperse
crecifn de hormonas tiroestimulantes de la hip8fisis; és-
ta a su vez estimula la reproduccifén de las cé&lulas del -
epitelio folicular de la tiroides y puede conducir a la -

produccifn de tumores de esta gldndula (9).
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2. DIFERENCIAS CELULARES.

Al hablar de un procesé neoplésico y de los cam
bios que &éste implica a nivel celular se derivan una serie
de estudios en lo que a las células como entidades se re-
fiere. '

La célula aislada lleva a caho numerosas funcio
nes englobadas bajo té€rminos generales de respiracibn y -
metabolismo, mismos que se realizan gracias a una serie -
de complicados mecanismos enzim&ticos; sin embargo,ademéds
de mantenerse en ese complejo mecanismo dinfmico, para so
brevivir como especie, la cflula debe reproducirse a sf -
misﬁa. Asi,cuando la capacidad de reproduccién de una cé
lula o de un grupo de células viola en exceso e irreversi
blemente las leyes generales de organizaci6n del indivi--
duo, se produce la neoplasia (42).

Por todo lo anteriormente mencionado,resulta de
gran importancia establecer las diferencias a nivel celu-
lar, asf como de fracciones subcelulares, gue se encuen--
tran entre una célula considerada como normal y una del -
tipo neoplésico (38), Por esto,se han recurrido a estu--
dios en el microscopio electr6nico que han revelado que -
existen diferencias cuantitativas con respecto a l§<pro--
porcién de varios organelos en los tumores y estos orga--
nelos a su vez pueden mostrar caracteristicas anormales;-
aunque las células neoplésicas contengan los mismos compo
nentes subcelulares gque est&n presentes en un tejido nor-

mal. Todas estas diferencias han sido base para estable-



cer caracteristicas generales presentes en lag células --
neopldsicas y con las que se han formulado algunas teo---
rfas de los transtornos producidos por estos padecimien--
tos. A continuacibn presentamos algunos ejemplos de las-

diferencias mds claramente establecidas.

2.1, MITOCONDRIA.

La mitocondria juega un papel central en la —---
Hip6tesis de Warburg, en la que un desarreglo respirato--
rio es caracteristica fundamental de las neoplasias. Tam

bién se ha detectado gue a este nivel existe una lesibn -~

primgria que afecta especificamente a enzimas de la cade-
na respiratoria en lo que se ha denominado como "efecto ~
DPN", caracterizado por un descenso en la capcidad respir
ratoria. Por otro lado, se encuentra elevada la activi--

dad ATPasa de la mitocondria (38).

2.2: NUCLEO,

El nfcleo asume mayor importancia si se involu~
cra un evento genético primario en la iniciacibn de la -
neoplasia, ya que en este organelo es donde se encuentra~
depositada eén su mayor parte la informacién genética de -
las células. Adem&s, se ve alterado en su tamafio pues Es~
te se incrementa y la proporcibn con respecto al resto de

la célula disminuye al aumentar el radio del nfcleo (38).
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2.3. RETICULO ENDOPLASMICO

Nuemrosos trabajos han demostrado que los cam--
bios estructurales tempranos, seguidos de la administra--
cién de varios cancerfgenos, ocurren en el retfculo endo-
plismico. Las alteraciones estructurales de estos organe

los pueden jugar un papel importante en los disturbios de

la regulacibn enzimitica provocados por muchos tumores. -

A este nivel se han realizado estudios de aislamiento y -
de observacibn en microsc6pio electrénico, encontréndose-
diferencias en la composicifén enzimitica. Las alteracio<
nes microsomales examinadas en hepatomas han reveladoi un
descenso en los fosfolipidos, descenso en el contenido ef
zimdtico relacionado con reacciones de 6xido-reduccidn, -
un incremento en la actividad ribonucleasa, asf como én -~
la ATPdsa y por Giltimo pérdida en la inhibicién en la re-

troalimentacibén de la sintesis del colesterol (38).

2.4. MEMBRANAS.

De todos los estudios realizados a niveles sub-
celulares, los que han aportado mis informacibn se han en
focado a las alteraciones en las membranas celulares. -~
ILas caracteristicas de crecimiento de las cé&lulas tumora-

les se pueden atribuir a las anormalidades encontradas en

la membrana plasm&tica de estas cé&lulas, que en compara-=-

cién con las células normales, presenta las siguientes ca
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racterfsticas (22):

2.4.1. DISMINUCION DE LA COHESION,

Estargaraet@ristica ayuda a explicar la forma---
¢ifn tumoral, la siembra a cavidades corporales naturales
¥+ la tendencia de los tumores a propagarse y a introdu--
cirse eh tejidos normales adyacentes al foco primario., -
La menor cohesifn también explica la descamaciSn de célu-
las cancerosas por vfas naturales como son: las secrecio-
nes vaginales, bronquiales, por orina, etc. dependiendo -
del sitio donde se encuentre localizado el tumor., Parti-
cipan en la disminucibén de la cohesibn varios factores --—
(7) uno de 1los cualés es que el tejido canceroso posee me
nos calcio que el tejido normal. Los iones calcio brin--
dan un enlace ifnico entre las cargas negativas descubier
‘tas de membranas celulares adyacentes. Se han advertido-
un aumento de las cargas de repulsibn entre las células~-=
que no permite que se conserve la integridad de las super

ficies epiteliales y la adherencia de las c&lulas(38)

2.4.2. PERDIDA DE INHIBICION AL CONTACTO.

En cultivos celulares cuande las cé€lulas crecen
a partir de una pequefia siembra, las células entran en =--
contacto con sus vecinas y dejan de proliferar. Las cé--
lulas cancerosas no presentan inhibicifn al contacto "in-

vitro", fenSmeno que aungue diffcil de observar se extra-
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pola a la situacién "in vivo". Con esto, las células can
cerosas seguirdn proliferando sin restricciones de pre---
316n invadiendo progresivamente y en conseciencia destru-

yendo tejidos normales vecinos (1).

4.4.3. MOVILIDAD "IN VITRO",

La movilidad de las células cancerosas es mayor
que la de la mayorfia de las cé&lulas normales. Se despla-
zan alejindose del centro de un explante mds r8pidamente-
que sus predecesoras normales. Aungue tal movilizaci6n -
podria explicar la extensibn de los tumores por tejidos -
vecinos y su capacidad de invasién, las cé&lulas tumorales

no son tan mSviles como los macr6fagos y neutré6filos(3sg).

2.4.4. GUIA DE CONTACTO.

Esto se refiere a la propiedad del crecimiento-
de las cé&lulas siguiendo una red estructural o arquitect§
nica, lo cual explica la capacidad invasora de los tumo--
res entre las c8lulas a lo largo de redes de sostén de te

jidos normales (22).

2.4.5. ELABORACION DE ENZIMAS Y OTROS PRODUCTOS.

Tratando de explicar la indole destructora e in

vasora del c&ncer, pero afdn con pocos datos firmes, se ha

15



encontrado una hialuronidasa en algunos tipos de c&ncer.-
Las enzimas elaboradas por cfilulas cancerosas por lo gene
ral sdn paralelas a las producidas por sus predecesoras -
normales. Aunque las células cancerosas invaden a las --
normales no las destruyen por contacto; esto mds bien se-
explica por la competencia por los elementos nutritivos y
la elaboracidn de productos de desecho resultantes de su-
actividad metab8lica aumentada, y que pudiera explicar la
accibn citotbxica que poseen. Sin embargo a veces el cén
cer no destruye, sino qgue estimula el crecimientoc de célu
las normales vecinas como sucede en los casos de hiperac-

tividad osteoblastica y angioblastica (38). En los que -

el angioblasto es el tejido embrionario del gue derivan -

los vasos y el osteoblasto es la célula productora del -~
tejido 6seo0; en consecuencia la actividad normal de é&stas
se ve incrementada por influencia de un proceso maligno -
provocando la proIiferacién de vasos y de tejido 6seo por

arriba de sus niveles normales.

2.4,6. CAPACIDAD DE TRANSPLANTE.

Casi todos los cénceres son f4ciles de explantar.
En general, las suspensiones obtenidas de tumores de se--
res humanos pueden inocularse a los animales donde crece-

rédn produciendo tumores que pueden a veces ser rechazados

a consecuencia de respuestas inmunes del mismo organismo.

Afin asi, las c8lulas tumorales tienen una meyor capacidad

16



de supervivencia que las células normales.

Finalmente, de todos estos estudios también se ha
concluido que la alteracifn aislada de un solo organelo -
no es el factor desencadenante, sino méds bien la conjun--
ci6n de alteraciones bioquimicas y morfolbgicas que son -
las que provocan que las células se desaroollen anormale-

mente y produzcan las neoplasias (38).
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3. TRATAMIENTO DEL CANCER.

Abarcada en forma global la problemdtica del o-
rigen y algunas de las alteraciones que el céncer provoca,
el paso obligado es la bfisqueda de diferentes vfas de solu
cidn a &ste; por lo que paralelamente a las investigacio-
nes antes mencionadas, se han realizado otras igualmente-
exhaustivas para el tratamiento de estos padecimientps;

En general,la Eerapia del céncer esti orientada
hacia la inhibici6n de la nueva formacién anormal, tratan
" do de que el resto del organismo no se dafe. En la actua
lidad se recurre a varias formas de tratamiento que pue--
den’ ser utilizadas solas o combinadas (52).

La eleccién del m&todo ideal de tratamiento, -~
tanto en forma como en intensidad, depende de una serie -
de‘factores como gon: la situacifn del Eumor.o del Srgano
danado, el tiempo de evolueifn, la determinacién de la ma
lignidad del mismo y en consecuencia los posibles focos -
de metdstasis, el tipo de tumor de que se traté si Bste -
es sBlido, o bien es un céncer de 6rganos hematopoy&ticos.
Por parte del paciente influyen aspectos de raza, sexo, -
de herencia, asf como su estado de salud general. Cada -
una de las técnicas terapfuticas presenta sus ventajas y

desventajas, y analizando esto, en la actualidad se tra--
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baja con cuatro tipos de tratamiento. A saber:

3.1. CIRUGIA.

Es considerado como el tratamiento primario pa-
ra muchos cé&nceres tempranos. Como sea, en muchos pgcieg
tes esta eﬁfermedad no fesponde a una cirugfa curativa --
(13). Muchos tumores son operables si la cantidad de te-
jido que es necesario remover no afecta de manera signifi
cativa al resto del organismo, si se encuantra en un si--
tio accesible para el cirujano y si no se dafian nervios -
ni 6rganos vitales (37). En 1894, Halsted practicé la -~
mastectomfa radical, pero lo hizo sin conocer la posible-
aparicién de focos de metdstasis; sin embargo en la actua
lidad se sigue empleando como una de las técnicas quirGr=-
glcas (13). La curacién, después de remover el foco pri- '
mario ﬁnicameﬁte, no siempre es completa y puede volver a
aparecer el tumor. Esto se &xplica por experimentos que-
han demostrado que solo una fraccién de células, en la.mg
sa tumoral, retienen su capacidad de producir metSstasis-
(células clonpgénicas);:de otra manera no continfia el cre
cimiento, y por otro lado, el huésped tiene la capacidad-
de destruir un pequefio nfmerc de células propagadoras aun -
que el tumor tiene por s mismo tendencia a la metasfasis.
La cirugfa radical no siémpre es el tratamiento empleado,

ain cuando en la actualidad exista la cirugfa reconstruc-
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‘tiva como apoyo.

3,2. RADIOTERAPIA.

Se le considera como térapia de forma regional,
principalmente para el control de un céncer localizado. -
El ideal de ésta es loérar la erradicacién completa del ~
tumor, de tal manera gue el tejido adyacente muestre una-

pequeﬁé o ninguna alteraci6én estructural ni funcional (13)

Con este objeto, debe encontrarse previamente la magnitud
de la resbuesta de los'tejidos a la radiacibn, para elabo
rar todo el programa de tratamiento y'favorecer la posibi
1idad de control del tumor y disminuir la probabilidad de

_necrosis de un tejido normal (49).

El factor mis importante en este tipo de tratamien
to es la diferencia de radiosensibilidad entre células --
" normales y neoplisicas, misma que depende de la capacidad
para reparacién intracelular de ambas células y la habi-.
lidad de &rganos normales para continuar funcionando a pe
.sar de tener un segmento dafiado o extirpado. Asi, como -
los tejidos normales, diferentes tumores tienen uﬁ alto =
rango de sensibilidad que va desde unos cientos de rads -
hasﬁa tumores gue son incurables a dbsis mayore; Ge ~---
10,000 rads., Ias radiaciones utilizadas son del tipo e--
lectromagnético no particuladas e ilonizantes,donde l1as ==
parficulas gamma pueden ser emitidas en forma natural co-

mo sucede en los rayos X o bién en forma artificial .como-



los elementos radiactivos (Ra y éo 60). Las radiaciones-
de muy corta longitud de onda tienen un alto poder de pe-
netracibn en el tejido (34). Segln algunos estudios, los
efectos de esta terapia recaen directamente sobre mol&cu-
las de ADN provocando alteraciones en la secuencia de los
nucléotidos, cambios en la transcripcién y defectos en la
reparacifén, produciendo en consecuencia la muerte celular
{13, 34). Cuando los efectos sobre la célula no son inme
diatos, se atribuye a la formacién de lo que se ha llama-
do "daifio potencialmenée letal”, el cual incluso sin la ne
cesidad de una segunda radiacién, puede convertirse en le
tal, o bien, por otro lado, puede ser reparado y no cau--
sar ningfn .efecto. Esto explica un poco las diferencias

en las respuestas del organismc al tratamiento (41).

‘3,3, INMUNOTERAPIA.

Desde el advenimiento dé la idea de Que bl siste-
ma inmunolfgico del huésped puede estar involucrado en el
control de un proceso maligno, la inmunoiogia se enfoct -
‘al tratamiento del c&ncer. .Asf, tumores provenientes de-
animales han sido tratados con in@ﬂnotérapia activa y pa-
siva, y es probable que puedan ser aplicadas a humanos. -
Para lograr una mixima reduccién del fumor, éste debe sér
tratado con cirugia, radioterapia o quimioterapia y des--
pués con inmunoterapia; para esto el huésped debe ser in-

munocompetente y dejar pasar un tiempo Optimo entre los -
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tratamientos anteriores y la aplicaci6n de la inmunotera-
pia. La mayo;ia de los agentes antitumorales son inmunosu
presores, pero tan pronto se recobra el paciente de estos
efectos, viene un incremento en la reactividad.inmunolégi.
ca y este puede ser el tiempo ideal para la inmunoterapia.
La aplicacifn de &sta al control de los tumores malignos-
en humanoé es prometedora. Como sea, los resultados no han
producido respuaestas comgarables con otros tratamientos;-

por lo que es probable que se use como complemento (19).

3.4.. QUIMIOTERAPIA.

' . Lé bGsqueda de sustancias con actividad antitu-
moral se inicia con la identificaci6n accidental del efec
to de las mostazas nitrogenadas, un derivado de los gases
de mostaza, empleados en la la. y 2a. Guerré Mundial, ==
Los primeros intentos se hicieron al tratar la enfermedad
de Hodgkin y en linfomas, pero sin éxito, pues hubo mu-~-
chaé recafdag No fué sino hasta que Gilman y Philips --
utilizaron ei antimetabolitb Metrotexate contra la leuce~
mia aguda en nifios (31), y en el tratamiento de coriocar-
‘cinoma de mujeres, cuando en 1950 se estandarizf el estu
dio organizado de drogas con actividad antitumoral. Dés-
de entonces, muchos productos de origen animal, vegetai,-
sintético, de fragmentacién o minerales, han sido idéntif
ficados como anticancerfgenos, de los cuales se han éle-

gido a aquellos con un efecto inhibddor del crecimiento -



aunque la mayorfa de estas sustancias no discriminan en--
tre células sanas y neoplésicas causando dafio a los teji-
dos sanos, principalmente a aquellos de renovacién conti-
nua como son m&dula 6sea y epitelios de recubrimiento, =~
Sin embargo,actualmente se calculan de estos agentes, --
mids de 40 no hormonales con efectos en pacientes con me--
tistasis y que permiten una sobrevida de una a tres veces.
m&s, e incluso la recuperacién total, si después de cinéo
afios de efectuado el tratamiento, no hay recafdas ni nue-

vos focos tumorales (25). Se han encontrado seis clases -

principales de agentes antitumorales y algunas &rogas suel

tas '(12): a)agentes alguilantes, b)antimetabolitos, cfal-
caldides de plantaé,‘d)antibiéticos antitumorales, é)ageg
tes endbcrinos y f)estimulantes inmunol&8icos. La <=
accibn citotbxica de los>agentes es definida por una cing'
tica de primer orden; &stos matan a una fraccibn constan-
te de células en vez de un n@mero consgtante (13). La ma-
yorfa de las drogas simples o combinadas, usadas para tu-

mores sélidos, tienen un potencial limitado y pueden no ~

esperarse efectos curativos totales cuando el tumor es --

~grande, tanto en su tamafio como en su cinética.

Antes se reservaba la quimiotergpia para des~-~
pies de las cirugias o radioterapias, obteniéndose muy =~
buenos resultados.

Para explicar la acci6én especifica de los anti-

cancerigenos se puede dividir a un tumor en tres distin--
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tos compartimentos, cada uno con su importancia particu--

las en relacién con la efectividad del agente:

lo. La fraccifn en crecimiento del tumor, que es la m&s -
vulnerable.

20. Es una fraccién de células que temporalmente no est§-
en divisibn, pero gue tienen la capacidad de regresar
al estado replicativo y son considerablemente menos -
sensibles,

. 3o. E1 grupo de las que permanentemente han perdido su ca

pacidad de proliferacién y hasta gque mueren y son ab-

sorbidas, siguen contribuyendo a la masa tumoral.

Con el incremento del tamafio de un tumor, el --
porcentaje de cé&lulas én la fraccién de crecimiento sensi
ble a la dfoga, decrece por el aumento del porcentaje de-
las células en el tercer estado, que son las menos sensi-

bles (44).
4, PLANTAS CON EFECTOS ANTITUMORALES,

En la actualidad se estd tratando de recurrir ---
Ipr1nc1pa1mente al empleo de productos de extraccibn natu-
ral, procurando que el efecto mortal de los agentes qui~--
mioterapeuticbs tenga selectividad por las células ‘cance-

rosas sobre las norxmales, por lo gue.reciéntemente se —-
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han hecho estudios sobre muchas sustancias de origen vege
tal encontr&ndose que varias de ellas son prometedoras en
el tratamiento del céncer (20).

El empleo de extractos de plantas comc medica~-
mentos se remonta al principio de la historia del hombre-
que se bas6 en experimentos empiricos con grandes errores,
pero también con grandes aciertos, para ir abriendo la in
vestigacifn en este campo cientffico. Al organizarse el-
estudio de estos recursos naturales en México, en el tiem
po de la Colonia, fué que se publicS la "Historia de las-
Plantas de la Nueva Espafia", escrita por Francisco Hernéﬂ
dez, como un testimonio de los recursos empleados por los
indfgenas, mismos qgue més tarde fueron adoptados por los-
espafioles y que afin son utilizados.

Las sustancias que ocupan al presente trabajo -
son principios activos del tipo de las lactonas sesguiter
pénicas, aisladas principalmente de plantas de la familia
de las compuestas (32), que por sus caracteristicas quimi
cas y bioguimicas se han identificado como probables agen

‘tes antitumorales. Este concepto lo trataremos adelante.

4.1. SESQUITERPENLACTONAS.
Las sesquiterpenlactonas poseen un ésﬁueleto fun-
damental de quince &tomos de carbono, que teSricamente de
riva de la unibn de tres fragmentos de isopréno (2-metil-

butadieno-1,3), cabeza, cola-y algunos productos de trans
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posacion (v.gr, pseudoguaianolldds); parte del esqueleto-
es un anillo metilbuten&lido. Por deshidrogenaci8n #ue--
den formar derivédos del naftaleno, como ocurre con los.-
del tipo eudesmanélido o selenblido (a), germacrélido (b)
erenofilan6lido (c) y driman6lido (d) y los del tipo gua-~
ian6lido (e) y pseudoguaiandlido (f), que forman deriva-~-

dos del azuleno.
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Las sesquiterpenlactonas se han encontrado princi

palmente en extractos de flores o partes aéreas de las --

compuestas, siendo lo suficientemente tfipicos para tener-

cierto valof quimiotaxonfmico. En algunas de ellas el ~-
oxfgeno de la lactona se halla en el carbono 8, con gru--
pos epbxido, acetoxi o carbonilo, como parte de la molécu
cula, contribuyendo a incrementar los miembros de este --
grupo, conociéndose actualmente m&s de doscientos. Algu-

nas poseen accibn citotbxica, otras analgésica, amebici--

das, etc. (14). Las lactonas sesquiterpénicas son sustan

cias amargas de farmacologfa poco estudiada, pero prove--

nientes de plantas usualmente reportadas como medicinales
por lo gue es probable que sean agentes con algfin valor -~

terapButico. Se ha shgerido que la actividad citot6xica-

estd relacionada con el grupo exometilbuten6lido y tam-=—-

bién que este grupo modifica el crecimiento de vegetales.

Por lo general,las sesquiterpenlactonas son lo su
ficientemente polares para ser insolubles en &ter de pe--
trbleo, aunqué también son insolubles en agua; el etanol-
o metanol caliente las disuelven, pero son afin mis solu--
bles en cloroformo o &ter etflico; estas propiedades son-
utilizadas para extraerlas y separarlas de otros compues-
tos.

Para la identificacibn especifica de una lactona-
determinada se usan pruebas de colorimetria, cromotogra--

fia en capa delgada o espectros de absorcifn, etc.
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Los.espedtros de masas.han sido Poco utilizados para acla
rar estructuras; por otro lado analizando la forma en que
rgacdionan los diferentes grupos, se han gsclarecido sus-
correspondientes reacciones de acetilaci6bn, hidrogenaci®n,
epoxidacibn, oxidacién, etc. (6)

Bioguimicamente @ las lactonas sesquiterpéni--
cas se les considera como metabolitos secundarios, LOS tes
tudios de Kupchan, Lee y otros investigadores, demostfaron
que las lactonas biolégicamente activas, eran las alfa-me
tilen-gamma-lactonas, laé cuales tenfan otros grupos fun-
cionales como ep8xidos, clorhidrinas, &steres insaturados,

lactonas insaturadas y cetonas insaturadas (47). Experi-

mentos realizados "in vitro” con cisteina, demostraron --

que la estructura bdsica requerida para la actividad cito
téxica de una lactona sesquiterpénica, era el grupo alfa-

netilen-gamma-lactona (33).
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III. OBJETIVO.

En el presente trabajo se probaron tres diferen
tes compuestos pertenecientes al grupo de las lactonas --
sesquiterpénicas: la 8 of ~ hidroxidehidrocostus (CHE + P)
la 8 o{-tigloildehidrocostus (CHE - P) y la 17-18 dihidro
viguiepinina, gue por sus caracteristicas moleculares pu-
dieran presentar una probable actividad anticancerigena.-
pPara esto se analizé su efecto citotbxico "in vitro" so~-
bre dos lineas celulares: una de origen neopldsico(HEP -~
2C) y otra proveniehte de células de origen normal (L 929)
Todo esto con el fin de localizar sus cor;espondientes Do
sis Efectivas Medias (DE 50), o sea aQuelia dosis que in-
hibe el 50% del crecimiento celular y valorar su efecto -
en los cultivos celulares para su posible estudio "in vi-

.vo" en animales experimentales de laboratorio, con el pro

pbsito de explorar su posible uso terapfutico en el trata

miento de c&ncer en humanos.
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IV. MATERIAL 'Y METODOS,
1. MATERIAL BIOLOGICO.

Para los estudios "in vitro" realizados en el -
presente trabajo se seleccionaron dos diferntes lineas ce
lulares, cuyas caracterfsticas cumplen con los requeri---

mientos para experimentos de citotoxicidad.

1.1. LINEA HEP 2C. .

La linea HEP 2C (Carcinoma epidérmico laringeof
humano), fué establecida en 1952, - Proviene de tﬁmores -
que fueron producidos en ratas destetadas, radiadas y Erg
gadas con cortisona, despu€s de una inoculacién con un --
carcinoma epidérmico proveniente de la laringe de un hom-
bre de 56 afios. Esta linea celular ha sido empleada en -
estudios experimentales de produccién de tumores -en ratas,
hamsters, huevos embrionarios de aves de 8 a 10 dfas y pa

cientes voluntarios con cincer terminal. Se.cultiva en-=

siempre en- Medio Basal de Eagle (APENDICE 1l,)y su mor-
fologla es del tipo epitelial; su carilotipo presenta un -

nmero modal de 76 cromosomas con un rango entre 73 y 79;

presenta poliploidfas o ccionalmente. Al inicio del expe

rimento se encontraba en el subcultivo n@mero 184 del la-

boratorio (43).
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1.2, LINEA L 929,

Es una linea de fibroblastos derivados de teji-
do conectivo murino IM, proveniente de una clona NCTC 929
L de ratén. La cepa L original fué derivada de tejido -~
areolar subcut&neo y.adiposo normal de un ratbn macho ~--
C3H/An de 100 dfas.

La clona L 929 de la cepa original ha sido uti-
lizada en estudios nutricionales, metabSlicos, enéim&ti--
pos,'virales, inmmol8gicos, toxicolégicos, etc. Se cul-

.tivan en Medio Basal de Eagle; su morfologfa es del tipé-
de los fibroblastos; su cariotipo presénta un ndmero mo--
dal‘de 66 cromosomas Con un rango entre 56Ay 241. Se en-
:contraba en el paso nﬁmero 85, del. Laboratorio, al ini-—-
ciar el trabajo (43) .

2. SUSTANCIAS .QUIMICAS.

Las sustancias a probar‘como posibies agentes -

anticancerlgenos, fueron proporcionadas por el Instituto-
de Qufmica de la UNAM, ya purificadna en forma de crista—
lesze identificados con equctroa de absorcién, espectro
de infrarojo, etc. ‘ '

2.1. 8 X -HIDROXIDEHIDROCOSTUS ' {(CHE + P)

Aislada del género de 1ag Gdchnatla, 86lo nan s

sido analizadas quimicamente cinco espec;es, aunque todas

ellas contienen trlterpenos, se han encontrado solamente-
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lactonas sesquiterpénicas en G. discoidea. G. rusbyana y

G. paniculata.
Se ha reportado el aislamiento de dos guaian®li

dos provenientes de Gochnatia smithii, ambos compuestos -

cercamente relacionados con los derivados dehidrocostus -
de la lactona de la tribu. Vernoniae.

El mayor componente, denominado Compueéto A cu-~
ya f6rmula es: C;7H,500, Presenta un punto de fusitbn de -~
120-121°C. Es una lactona sesquiterpénica del tipo de —-~
los guaianélidos. »

Este compuesto por bandas de absocién de masas,
Ultraﬁioleta, etc. muestra una gamma~lactona, alfa-beta,-
‘no saturada, un éster saturado y dobles enlaces. El1 eg~-
pectro revela la presencia de tres metilenos terminales, -
uno de los cuales corresponde al conjugado con la gamma-
1act6na. La molécula de diacetilo fué& eliminada por sapo
nificacifn de este compuesto, para producir otro en peque
fla proporcién. En el espectro de Infrarojo la banda car-
bonil de la funcibn &ster no apareci-é, y en su lugar se-

observé la absorcién de un hidroxilo. Las constantes f£i-

gicas de este compuesto son idénticas a las que muestra -

la lactona 8 & -hidroxi dehidrocostus. Los hechos mencio
nados permitieron establecer la estructura del Compuesto-
A como una iactona 8§ & ~acetoxi dehidrocostus.

‘ Lé f6rmula estructural de este gompuesto es la

' siguiente (41):
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2. 2' 8 d-TIGLOILOXI DEHIDROCOSTUS (CHE - P)
El segundo guaiantS.'Lido aislado de la Gochnatia—

smithii, considerado como el menor»componente, ha sido de
' nominado Compuesfola y su formula es N O (EM) -
" con un punto de fusién de 96-98°C, Este es obtenido de .-
la fraccién menos polar de la cromatograffa; thmbién es -
una alfa,beta~ no saturada- gamma lactona. El1 espectro de

absorcién de masas indica una gran s:.mil:.tud- con A,

El Compuesto B es esterificado con un residuo -~
". de tigloil ‘en lugar del acetil del Compuesto A, de aqul -

que se le asigne la estructura de una 8 alfa-tqgloiloxi -

déhidrocostus, que esg idéntica a la lactona ferréyanthus.'
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Los experimentos mencionados han permitido esta
blecer la estructura quimica de este compuesto de la si--

guiente manera:

2.3,  17-18 DIHIDROVIGUIEPININA.
El genero Viguiera es rico en lactonas sesqui--
terpénicas (heliangb8lidos y.germacr&lidos). La Vigulepi-

nina se encuentra en la especie V. pinnatilobata .

Deé la extraccifn con cloroformo de !;_EEEEEEEEE
‘8e obtuvieron tres lactonas, la tercera de &stas v la mis
polar fué la 17-18 dihidro&iguiepinina; cuya férmula es:
C19H2007, con un punto de fusién de 163-164;C, con carac-
teristicas tipicas de heliang8lidos aislados de Viguiera.



En particular se determiné la presencia de un -
alcohol alflico primario del metileno, al cual, el hidro-
xilo es agregado después de la formacibn de un 8ster. ‘La
estructura de la 17-18 Dihidroviguiepinina se asigna a -~

una de las dos lactonas de Calea racatechichi, que no pue

de ser inducida a cristalizacidn, por lo que son idénti--
cas en estructura, m&s no es propiedades fisicas.

Su estructura se propone asf: (11) .
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3. METODOLOGIA.

Para la elaboraci@delesquemdelproyectose tamaron en
cuenta, tanto el nﬁnerodecmpuéstos a probar, el G + P, el CIE -
P y la 17-18 Dihidroviguiepinina, que como ya se ha menciocnado fue—
ron extraidas por 'el Instituto dé Quimica de la UNAM; también se con—
sider§ a las lfneas oeluia.res, L 929 y HEP 2C escogidas para este es
‘tudio. .

. Se sembrarcn series de 11 tubos Leyghton, con aproximada—
mente 60,000 célu.'las/ml en cada tubo, en Medio Basal de Eagle, suple
mentado con ‘suero fetal de bovino (108) , 100 UL de Penicilina/ml Y-
100 ug de Estreptamicina/ml, camo antibi6ticos. ILas series se prepa
Yaron para cada una de las dosis y para los cmtmlesencada;Inea.
De estos tubos tre contenfan laminilla y ocho no contenfan laminilla,
estos ﬁltinos ‘fueron enpleados para conteo celular y determinacién -
del porcentaje de inhibicifn del crecimiento celular que cada dosis-
provoc. Con respecto a log tre tubos restantes, seé utilizaron para
las pruebas de viabilidad celular, usando el Azil de Tripin (APENDI-
CE 1.) y andlisis morfol6gico, previa fijaciﬁn con alcohol nat"[lico—
y tefiidas con el método de la T:’mci§n de Jacobson (APENDICE 2.); las
pruebas se llevaron a cabo al fimalizar cada experimento.

El nfimero de tubos usados para conteo celular fué escogido
.oon base en éxperimentos prev:.os que mostraron validez estadfstica -
(50). v '

Todos los ‘tubos de la serie se inicubaron en forma horizon-



talyestétieosenumestufaoonunasit:rﬁsferade%%deaimyS%-
demzduranteunperiédode 24}E5.;enestetiaqulascélulasse-
adhieren a la superficie del tubo y empiezan a confluir. Después de
cunplido este primer paso se prepararon las dosis de los campuestos-
a probar de la siguiente manera: |

3.1. PREPARACION DE DOSIS.

Se pes$ 1 miligramo del compuesto cristalizado y se colocS en un =
‘tubo de centrifuga. '
- Se afiadieron 50 Lamdas de Propilen Glicol.

Se calents ligeramente hasta la disoluciﬁn del oompuesto.

Se agregarcn 10 ml. de Medio Basal de Eagle.

Se filtrS ocon sistema Millipore en membrana de 0.22 u.
~ Se realizaran las diluciones coxrespondientes a cada sustancia.

Se cambi6 el madio de ‘cultivo original por el medio conte-
niendo los f&macos en estudio a las dosis de 0.1 a 50 ug/ml, depen-
diendo de la lactona estudiada, con un grupo control para cada sus—
tancia y cada 1fnea en estudio. Todos los tubos, tanto ¥os experi—
mentales, cam los controles se valvieron a incubar durante 72 hrs.-

" en las mismas condicimes, permitiendo que los campuestos actuaran -

en la linea celular durante su fase de crecimineto., Al finalizar la
incubacitn se realizaron las siguientes pruebas:
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3.2. ANALISIS DE EXCLUSION O % DE VIABILIDAD.
j
~ Se desech6 el medio de cultivo de un tubo con laminilla por dosis.
- Se afiadi6 1 ml. de colorante Azul de Tripin y se dej6 actuar duran
te 5 min. apraximadamente.
- Se sact la laminilla del tubo Leyghton y se colocS en un portacbje
tos de manera que las cflulas quedaron en contacto con el cristal.
- Se realizaron tres lecturas contando 100 célulasmcadamn,en-
diferentes zonas de la laminilla con el microscopio de luz.
-Sedetemﬁ:ﬁelporcentajedecélulas vivas y maertas presentes, -
prorediando las tres lecturas de la laminilla,

3.3. CONIBO CELULAR.

- Se vaci6 el medio de ‘cultivo de los ocho tubos sin laminilla en —
viales de 20 ml. (wno para cada tubo), previamente etiquetados con
la dosis, el farmmaco y la l_inea celular correspondientes.

= Se enjuagaron las cSlulas por decantacién con 2 ml. de sclucitn sa
lina al 0.9% y se pas6 al vial.

- Se agrg6 1 ml. de Tripsina al 0.25% (APENDICE 1.) y se dej6 actuar
aproximadamente durante 10 min., tiempo en el que las c&lulas se ~
desprenden

- Se vaci6 la Tripsina conteniendo a las cflulas en el vial.

- Se lavaron los tubos dos veces con 8 ml. de sclucién salina, para-
arrastrar las cflulas que se hubieran podido quedar en el tubo, e-
inmrpormsanboslavadosalirial, demnera‘queseobuﬁ:dunvo-
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lumen final, de 20 ml. ,
- Se contaron las cflulas en un contados de partfculas*, realizando-

cuatro cuantas por vial.

3.4. ANALISIS MORFOLOGICO.

= Se elimind el medio de cultivo de dos tubos con laminilla por dosis -

- Se lavaran las cSlulas con 3 nl. de solucifn salina al 0.9% para -
eliminarelnediodecult_ivoyse&mch_bla solucifn,

= Se agregaran 5 ml. de metanol y se taparon los tubos. El metanol-
eedej6achmr»unm_ﬁﬁmde20min.y\'nnx§§xinode15d'iaepara1a
fijacién adecusda de las oflulas.

- Se tifieron las laminillas con la '1§micadeJapobem {(APENDICE 2.)

< Se cuantifict en porcentajes contando 1 000 cflulas en cada lectu-
ra y realizands un minino e tres conteos por laminilla.

3.5, ANALISIS ESTADISTICO.

El anflisis de los resultados se 1levé a cabo utilizando -

"una de ias variantes de correlacién lineal dencminado PROBITS (PO~

BITAS), con los datos encontrados de 1os experimentos, para localie

zar 1a DE 50 (Dosis Efectiva Media) y las diferncias entres &stas'pa

ra cada férmaco, por lo que fuercn analizadas por medio de la prueba

de t de Student para muestras independientes usandd un nivel de 8ig-
nificancia de 0.05 (APENDICE 3.)

* Contador Coultes. Modelo B Hialeah, Fla. USA.
'Y
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V. RESULTADOS.

Los experimentos realizados para el estudio ci- .

totbxico de cualguier droga, requieren un anilisis preli-
minar, en este proyecto re realizaron piuebas con cada -~
una de las lactonas a dosis de 1, 10 y 100 ug/ml, con el-
fin de localizar la dosis que incluyera o inhibiera el --

50% del crecimiento celular en realaci®n al control.

Los presentes resultados muestran el estudio -~
con dosis m&s cercanas al valor obtenido en el estudio =--
preliminar, con el prop6sito de precisar la Dosis Efecti-
va Media (DE 50). Esta es aquella que al calcularse inhi
be el crecimiento al 50% en comparaciéh éon el control(6).

Después de que se realizaron las series de expe

rimentos con cada uno de los compuestos en ambas lfineas -

celulares, se calcul§ el promedio de los porcentajes de
inhibici6bn y sus respectivas desviaciones estindar, asfi =~

‘como los porcentajes de crecimientos: (TABLA 1 y 2).

Con el compuesto CHE # P en la linea HEP 2C, la

dosis minima no parece tener ningfin efecto sobre el creci
miento; sin embérgo cuando se aumenta la dosis se aprecia
mayor inhibicibén como se puede observar en la TABLA 2, --
Asi la dosis de 1 ug/ml produjo una inhibicifn del 44% -~

mientras que la de 50 ug/ml lo produjo del 98% y ademSs -
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se observ6 que no existe una relacién directa entre lado
sis y la respuesta, con un coeficiente de correlacifn r= 0.70. Esta
misma lactona no ejerci_é una acciﬁn gimilar en presencia de oélul}is-
fibrobl4sticas L 929, donde el efecto observado ft:é del tipo dogis~~
respuesta, provocando una inhibicién del 11% a dosis de 1. ug/ml, —
mientras que con la dosis de 10 ug/ml la inhibiciCn fué del 99% (TA-
HA 2), con un coeficiente de cor:velaciﬁn r= 0.94.

Las DE 50 encontradas para esta lactona en HEP 2C y L 929~

fueron de 2.40 y 1.86 respectivamente (TABIA 3), sin que se aprecia-

ram diferencias estad{sticamente significativas al hacer la campara~ .

cifn de promedios por medio de la prueba t de Student para muestras-~
independientes ( t= 0.28 para una p 0.05).

En cuanto al andlisis a nivel celular, en el estudio morfo
16gico, 1a lactona CHE + P en la lfnea epitelial HEP 2C, la elevada-
inhibicifn no permiti6 realizar cuentas que fueran estadfsticamente-
significativas a dosis de 10 y 50 vg/ml (TABLA 4). A partir de 5 ug/
ml se encontrs una i.nhibicifSn an el nﬁme.ro de mitosis quefué Gesde-

- 64% hasta 43% en relacifn a las encontradas en las laminillas con---
trol. las cflulas miltinucleadas tampoco se pudieron localizar en -
las dosis elevadas; sin enbargo en las dosis de 0.1, 1y 5 ug/ml au-
ment el nfmero en relacién directa a la dosis, siendo de un 82, 98-
y 1638 respectivamente:

En la 1fnea fibrabldstica se encontrt en tfrminos genera—
les un ‘aumento en las mitosis, que fuf decreciendo junto con la do—
]
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sis, los datos encontrados fueron de 96, 125 y 150% para las dosis -
de 1, 3 y 5 ug/ml respectivamente. En las cflulas multinucleadas se
observS algo similar con valores de 142, 342 y 535% en las dosis men

cionadas respectivemente.

Ia 17-18 Dihidroviguiepinina se estudi6 a dosis de 0.5, 1,
2, 4y 6 ug/ml en la linea epitelial HEP 2C, encontréndose una corrg
lacifn entre la inhibicién del crecimiento y las dosis con un coefi-~
ciente r= 0.96. Ia DE 50 se localiz6 entre 1y 2 ug/ml, mientras —-
queenlalineafibroblésticalasdosisquesepmba.ronfuemnde—
0.1, 0.5, 1y 2 ug/ml y la DE 50 se encontrS entre 1 y 2 ug/ml (TA—
BIA 1 y 2), con un coeficiente de correlacién r= 0.98, implicando un
camportamiento dos:.s—resptmm

El andlisis estadistico de los datos que se obtuvieron de~
la exposici6n a esta lactona, que también tiené un comportamiento —
del tipo dosis-respuesta, resultS en la localizaciSn de la DE 50 pa-

ra la linea HEP 2C Ge 0.88 ug/nl y para la linea L 929 de 0.79 ug/ml,
sin que se apreciarfn diferencias estadisticamente 51gn1flcat.1vas al .
cmpamrlaspormdmdelapmebatdeSt\ﬁentparanmetras mdepen
dientes (t= 3.32 x 10 para p 0.05).

El andlisis morfolSgico con la 17-18 Dihidroviguiepinina -
en la linea HEP 2C (TABLA 5)no se pudo realizar a dosis altas‘por la
elevada inhibici6n. En dosis de 0.5 ug/ml se cbservS un valor de —
158% en relacifn al control para las mitosis, mientras que en las cf
lulas miltinucleadas el awmento fus de 200% para la dosis de 0.5 ug/
ml y de 230 para 1 ug/ml con respecto al control. En la lfinea fibro
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bldstica el ntimero de mitosis ful iguai o menor al control con valo-
res de 6, 6, 13y 20% para las dosis de 0.1, 0.5, 1 y 2 ug/ml respec
tivamente. Las c&lulas miltinucleadas se encontraron con valores de
106 y 93% en relacidn al control para 1a§ dosis de 0.1 y 0.5 ug/ml y
se elevaron junto con la dosis llegando hasta un 3668 en relacitn al
control a dosis de 2 ug/ml.

Ia filtima de las lactonas a probar fué la CHE - P, la cual
en la 1inea HEP 2C se probS con dosis de 1, 3 y 5 ug/mi. El creci~—
miento con estas tres dosis siempre se encontrd por arriba del 70% ~
" en relacifn al mn&ol, aumentando en pmpoxci&l inversa a la dosis,

‘por lo que la DE 50 fuf uma dosis extrapolada de los datos anterio—
res., Sin embargo, en la l_inea I 929 se probaron dosis desde 1 hasta
10 ug/ml y la DE 50 se localizb entre 1 y 5 ug/ml. Con Gosis de 1 -
" ug/ml hubd un crecimiento celular similar o ligeramente por arriba =
dsl control, en cambio a dosis de 10 ug/ml hubo 100% de muerte celu=
lar (TAETA 1y 2).

De la tabulacién de los datos se obseniﬁ un comportamiento
del tipo dosis-respuesta, similar a las otras lactonas en la linea -
L 929 con un coeficiente r= 0.88, mientras gue en la 1inea HEP 2C no
hubo esta relaci6n al encontrarse una r= 0.60. Del anflisis con la-
prueba t de Student para muestras independientes seb encontraron- difé
rencias estadfsticamente significativas entre las DE 50 calculadas -
que correspondiercn a 6.70 para HEP 2C y a 2.56 ug/ml para L 929 —--
(t= 2.26 para 0 0.05)- (TRBIA 3).
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Con la lactona CHE - P en la linea epitelial se encontx§ -
disminuci6n en el porcentaje de mitosis con respecto al control en -
todas las dosis y cuyos valores van de 23 a 20% para las dosis .de' 1~
y 5 ug/ml respectivamente. En las c€lulas miltinucleadas se chsevs~
un ligero aumento sobre el control en todas las dosis, gue flucttia -
entre 115 y 119%. En la linea L 929 se observS un aumento en las mi
tosis que fud de 119% para la dosis de 1 ug/ml y de 142% para la de-
5 ug/ml; en cuanto a las células miltimicleadas el aumento fué de —
152% para la dosis de 1 ug/ml y de 552% para la de 5 ug/ml (TABLA 6).
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TABLA 1. EFECTQ DE CHE + P, CHE - P Y 17-18 DIHIDROVIGUIE-
PININA SOBRE EL CRECIMIENTO CELULAR DE LAS LINEAS
HEP 2C Y L 929.*

COMPUESTO LINEA | DOSIS |PROMEDIO DE PORCENTAJE |
CELULAR | ug/ml | DE CRECIMIENTO.
0.1 100.00 +14.51
1.0 56.24 ¥ 9.75
CHE + P HEP 2C | 5.0 36,94 ¥ 5.65
10.0 26.18 ¥ 1.57
50.0 1.25 ¥ 0.24
1.0 88:92 + 0.80
: 3.0 42.13 ¥ 1.74
CHE + P L 929 5.0 29.03 ¥ 5.18
10.0 0.49 ¥ 0.12
0.5 61.16 + 4.57
1.0 53.74 ¥ 6.33

17-18 x

DYHIDROVI- | mEP 2¢ | 2-J IR T
GUIEPININA 4. 2.33 112.52
6.0 0.00 ¥ 0.00
17-18 0.1 100.00 +20.31
DIHIDROVI- | L 929 o.g ;333 ilg.zs
GUIEPININA L. -02 4 6.83
2.0 13.47 ¥ 2.17
' 1.0 97.67 +12.16
CHE - P HEP 2C. | 3.0 73.47 ¥12.89
5.0 71.02 ¥ 6.73
1.0 100.00 ' + 1.15
3.0 44.75 ¥ 7.45
CHE - P L 929 5.0 20.97 ¥ 0.45
10.0 0.00 ¥ 0.00

* El crecimiento celular se juzgo por conteo celular
y porcentaje de viabilidad, como se indica en el -
texto. Las cifras expresan.promedios de porcenta
jes con respecto al control + desviacibn esténdar
de 3 a 4 experimentos efectuados por octuplicado.
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TABLA 2. EFECTO DE LAS LACTONAS CHE + P, CHE - P Y 17-18
1+ DIHIDROVIGUIEPININA, SOBRE LA INHIBICION DEL =~
CRECIMIENTO CELULAR. *

COMPUESTO - LINEA DOSIS } PROMEDTIO DE PORCIENTO
. "CELULAR | ug/ml DE INHIBICION,

CHE + P 1 0.00
0 43.76
0 63.06 .
0 73.82
0

0
1
HEP 2C 5.
0
0 98.75

(VN 11.02
.0 57.77
0 70.97
0 99.51

L 929

38.84
46.26
68.66
90.67
100.00

17-18 -
DIHIDROVI~ R
GUIEPININA HEP 2C

o BN O
s s e s e
oooowm

0.00
24.61
41.98
86.53

L 929

N OoOO
s e .
=N=R0 B

2.33
26.53
28.98

HEP 2C

Ul Lo =
(= N o]

0.00
55.25
79.03

100.00

L 929

O Ul W
Y

(=N =N o)

* Las cifras. expresan promedios de porcentajes con res-
pecto al control de 3 a 4 experimentos efectuados por
octuplicado. Las desviaciones estindar son las mis-
mas que en la Tabla 1. ‘ :



TABLA 3. DOSIS EFECTIVA MEDIA Y LIMITES
) DE CONFIANZA CALCULADOS POR --

PROBITS.
- COMPUESTO LINEA |DE 50 | LIMITES DE CONFIANZA
' CELULAR | ug/ml | Inferior Superior
CHE + P HEP 2C | 2.40 0.933 6.025
L 929 1.86 1.16 2.6
17-18 DIHIDROVIGUIE- HEP 2C | 0.88 0.014 1.89
PININA
L 929 0.79 0.277 62.36
CHE - P HEP 2C { 6.70 ——— ————k
1929 2.56 0.64 ' 7.11

*  Cuando la relacibn entre la pendiente y el error esténdar es muy gran-
de los valores para los limites de confianza no son significativos.
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TABLA 4.

EFECTO DE LA LACTONA CHE + P SOBRE EL NUMERO DE CELULAS

MULTINUCLEADAS Y MITOSIS ENCONTRADAS EN HEP 2C Y L 929.

DOSIS CELULAS MITOSIS CELULAS TEST DE
ug/ml MONONUCLEADAS MULTINUCLEADAS EXCLUSION
Nfimero §* Nfmero] * NGmero g* Porciento

HEP 2C CONTROL 931 100 28 {100 41 100 95

. 954 102 12 64 34 82 97

1 941 101 18 43 40 98 85

5 915 98 18 43 67 163 58

10 * %k * % * %k * % * % * % - 80

50 *%k ** k% * & * %k * % 6

L. 929 CONTROL 958 100 28 1100 14 100 95

1 953 99 27 96 20 142 89

3 917 96. 35 1125 48 342 84

5 883 92 42 150 75 535 76

10 * % *k * %k %% * % * 3t 5

* Los porcentajes son considerados en relaci6n al control

** Dosis a las que no se pudo efectuar el anilisis por la elevada

inhibicién.
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TAELA 5. EFECTO DE LA LACTONA 17-18 DIHIDROVIGUIEPININA SOBRE EL NUMERO
: DE CELULAS MULTINUCLEADAS Y MITOSIS ENCONTRADAS EN HEP 2C Y L 929

DOSIS ] CELULAS MITOSIS CELULAS TEST DE
-ug/ml MONONUCLEADAS MULTINUCLEADAS EXCLUSION
Ndmero g Nimerol %* NGimero ¥ Porciento

HEP 2C CONTROL | 960 100 17 (100 26 100 95

0.5 932 97 27 {158 - 46 200 76

1 929 98 18 {105 53 230 79

2 *k *k *k *% *% * ok 46

4 *x *k *k *% *k *k 15

6 *k % *% *k K kk 0

L 929 CONTROL | 985 100 20 1100 15 100 95

0.1 978 99 6 30 16 106 72

0.5 979 99 6 30 14 93 94

1 940 95 13 65 47 313 88

2 925 94 20 (100 55 366 92

* Los porcentajes son considerados en relacién al control.

-~ ** Dosis a las que no se pudo realizar el andlisis por la elevada
inhibici6n. -
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TABLA 6. EFECTO DE LA LACTONA CHE -~ P SOBRE EL NUMERO DE CELULAS MULTI-
NUCLEADAS Y MITOSIS ENCONTRADAS EN HEP .2C Y L 929.

DOSIS CELULAS MITOSIS CELULAS TEST DE
ug/ml MONONUCLEADAS MULTINUCLEADAS | EXCLUSION
NGmero g* Nfimero| $* NGmero * Porciento
HEP 2C CONTROL 943 100 31 (100 14 100 85
’ 1 947 100 | 23 74 30 115 80
3 945 100 25 |81 30 .| 115 80
5 ) 949 101 20 65 31 ) 119 93
L 929 CONTROL| 962 |100 21 |100 17 100 86
1 949 99 25 (119 26 152 89
3 942 98 22 [104 36 211 8l
5 875 91 30 [142 94 552 74
1 0 . * % ** * % * % * % * % 0

* Los porcentajes son considerados en relacién al control

** Dosis a las que no se pudo realizar el andlisis por la elevada inhi-
bicibn. .
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LINEA L 929

FOTO 1. VISTA MICROSCOPICA
DE CRECIMIENTO NORMAL EN -
MONOCAPA.

FOTO 2.
a) CELULA MULTINUCLEADA
b) CELULA EN MITOSIS

FOTO 3. EFECTO INHIBITORIO DE
LA LACTONA 17-18 DIHIDROVIGUIE
PININA A DOSIS DE 2 ug/ml.

a) CELULA MULTINUCLEADA

b) CELULA EN MITOSIS
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LINEA HEP 2C

FOTO 4. VISTA MICROSCOPICA DE
CRECIMIENTO NORMAL EN PLACAS.

FOTO 5.
a) CELULA MULTINUCLEADA
B) CELULA EN MITOSIS

FOTO 6. EFECTO INHIBITORIO DE
LA LACTONA 17-18 DIHIDROVIGUIE
PININA A DOSIS DE 2 ug/ml.
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VI. DISCUSION.

El conpuesto CHE + P, en la linea HEP 2C a dosis nuyelévg
das de 50 ug/ml tuvo un fuerte efecto citotfwico, que provocs la -—
merte celular; al disminuir las dosis el efecto se wolvi6 citostiti
oo, lo que indica que el efecto fug prchablemente schre el crecimien
to celular, sin afectar en forma considerable la viabilidad. La —
accibn de esta lactona tambifn se observd sobre el nfmero de células
miltinucleadas, que aumentaron a dosis altas en relacifn al control,
no observéndose dicho efecto a dosis bajas del farmaco (47).

En la linea fibrobldstica el efecto fué similar al cbserba
do en la linea de origen neoplSsico en cuanto a viabilidad se refie—
re, pues se cbservd una acci§n citostética apareciendo asimismo las-
ctlulas nultinucl.eadas aumentadas en relacién al cantrol. Sin embar
go no se observ variacién en las mitosis, lo que indicS que las c&-
lulas se siguieron reproduciendo en forma activa a dosis altas y en-
forma similar al control a dosis menores. Asi mismo el campuesto e~
jerci® vna accién directa sobre las cflulas, pues el porcentaje de -
crecimiento en relacién al control fué bajo. Esto sugiere que la —
1fnea epitelial pudJ.era ser menos sensible que la fibrobléstica a la
lactona, como se puede apreciar en el promedio de los 'porcentajes de

crecimiento celular en la TARIA 1.

El anflisis de CHE -P indic$ un efecto citotfxico scbre el
crecimiento celular, camo se ve al comparar las columas de creci—-

miento y porciento de viabilidad. ILa diferencia entre ambas lineas-
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celulares se encontrS en las células multinucleadas, que fueron con-
siderablemente en mayor cantidad en la linea I 929 que en al HEP 2C;
por otro lado, hubo una minima variaci6n en lo que a las mitosis se-
refiere, 10 que podia deberse a un ciclo de reproduccién celular al-
terado (47). En este caso resultS también mis sensible la linea ——
L 929, lo que se confimmS con la diferencia en las DE 50 de ambas, -
pues mientras ‘que para la linea epitelial se necesitd de una dosis -
aproximeda de 6.7 ug/ml para producir el efecto deseado, para la li-
nea fibrobl&stica se requiri6 tan solo de 2 ug/ml.

De las tres lactonas estudiadas, la 17-18 Dihidroviguiepi-
nina resultS ser la mis efectiva, pues utilizd dosis menores de 1 ug/
ml para alcanzar la DE 50. Por otyo lado el estudio morfolSgico in-
dich que la linea HEP 2C resultS mis afectada, encontrindose un au—
mento en las cflulas miltinucleadas al mismo tiempo que aumentaron -
las mitosis. Esto sugiere que el ciclo celular estd fuertenente a-—
fectado (47). Asf misw la viabilidad celular es baja, probablemen-
te cam consecuencia de un efecto citot&xico elevado. la lfnea L 929
también fué afectada, en cuanto a que produjo a dosis altas del cam-
puesto una elevacién en el nfmero de cédlulas multinicleadas, pero —
conforme la dosis disminuy$, éstas se normalizaron en relacién al —
control; por lo que a las mitosis se refiere éstas decreciercn al —
disminuir la dosis, lo que supone un efecto del campuesto sobre la -
linea considerada "neopl&sica”. De todo esto se dedujo que con esta

lactona pudieran efectuarse experimentos posteriores " in vivo ".
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Basados en los reportes de Sisken (47) » 5e puede decir que
el efecto ejercido por las lactonas estudiadas en nuestro trabajo, -
gobre las c8lulas, fud en general a nivel de divisién celular, por -
lo que es conveniente hacer notar que con los tres férmacos en la 1f
nea L 929 el nfmero de cdlulas miltinucleadas auments de 3 a 5 veces
en comparacifn con el control, mientras gue no ocurrié lo mismo con-
la ljxxea HEP 2C. 2Analizando las variaciones en el nfmero de células
multinucleadas, podemos cbservar que ambas 1_imas oelula£e5, tanto ~-
la considerada camo "normal", como la "neoplésica", presentan un de~
terminado nﬁnero de este tipo de c_élulas en el control, afn sin la -
acci_én de un férmaco. Esto se explica porque las oélulas en cultivo,
incluso las de origen normal, presentan de hecho esta caracteristica,
misma que se puede ir incrementando con el nﬁnero de subcultivos que
de ella se relicen. Experimentos realizados en pollos y ratones al-
ser inoculados con células de este tipo no han producido tumores e -
incluso al dividirse una cflula multinucleada ds origen a cflulas mo
nonucleadas (47). Esto podria significar que el aumento de estas c&
lulas por accién del fimaco no significa necesariamente una trans——
formacién neoplésica. Es un hecho que las c€lulas en ‘cultivo presen
tan algunas transformaciones, son c€lulas que se vuelvm aneploides-
{que presentan un nfmero variable de cramosomas). La accifn del far
maco podria en un momento dado producir alguna alteracifn a nivel de
la citocinesis o de la formacién del zurco de divisifn celular, pues
to que este fenfmenc se ha observado con ‘sustancias que actualmente-
se emplean en la quimioterapia (Vincristina, Vinplastina, etc.). En

el caso de las lactonas que se estudiaron en este trabajo, para po—
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der determinar las causas especificas del aumento de las células mul
tinucleadas y loe efectos a nivel de organelos y de ciclo celular, -
tendriamos que realizar pruebas especificas a nivel de membranas, de
cuantificacibn de protrinas estructurales e incluso de ADN, para po-
der establecer si existen o no algunas trasnformaciones neoplésicas

por efecto de los férmacos.

Como se ve en la TABIA 1. el promedio de crecimiento celu-
lar en presencia de las lactonas mostrd variaciones en los valores -
de las Dosis Efectivas Medias de cadé una. Al compararlas, se cbser
v6 que las obtenidas con la 17-18 Dihidroviguiepinina son menores a-
1 ug/nd, ndmtrasqueenelotxoa{tremseubicd la CHE - P con una
DE 50 de 6.7 ug/ml; de acuerdo con los estudios de Kupchan (30}, a——
quellos campuestos que presenten una dosis menor o igual a 4 ug/ml -
se pueden cpnsiderar con una citotoxiciéad significativa. Por otro-
lado todas ellas se encuantran dentro de los requerimientos indica—
dos para este tipo de estudios en los Protocolos de Andlisis de Agen
tes Quimicos y Productos Naturales en Contra de Tumores y Otros Sis—
temas Biolbgicos, elaborados por el Cancer Chemotherapy National --—
Service Center (CCNSC). Este dato se localiza en el protocolo para-
sistemas especificos No. 1-1.901 Cell Culture (Drug evaluation branch
National Cancer Institute, National Institutes of Health, Maryland)-
(6); en donde menciona que los campuestos extraidos de plantas en la
fase 1. de estudios deben cumplir.con una DE 50 menor o igual a 30 ~

" ug/ml y en la fase 2. la DE 50 debe ser menor o igual a 20 ug/ml. -

Estos datos ge obtuvieron con las dosis experimentales y vinieron a-
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ser confirmados por el endlisis estadfstico, donde se abservs que —
las DE 50 cbtenidas al realizar correccién de rectas después de una-
regresién lineal tanbién se encontraron dentro de estos limites y —
miy cercanas a las dosis experimentales. Las diferencias entre am——
bas se explic_ﬁ por las desviacianes est&ndar en los porcentajes de -
crecimiento { TAHIA 1,)

la lactona CHE + P fué ligeramente mis t&xica sobre la 11-
nea L 929 y completando con el anéllsls mrfol§gico (TAELA 4), se po
drfa coﬁsidera.r can probabilidades de continuar tanbién sus estudios
"in vivo", par analizar si esta se.néibilidad se exacerva o se mantig

ne similar.

'LalactonaCHE—PafectQalal_ineaL%Qenfomamta—--

ble, tanto por las dosis requeridas para la DE 50, que son muy dis—
tantes a las necesarias para HEP 2C, asi ocomo a nivel celular, de lo
‘que podemos suponer que el farmaco results muy t§xico para la linea-
cansiderada camo "no " en nuestro sistema.

Se puede atribuir parte de la censibilidad de la linea fi-
broblistica L 929 en canpazaciﬁn con la epitelial HEP 2C, al hecho -
de que los fibroblastos tienen un ciclo celular m&s corto, es decir-
‘que se reproducen mis répidamente; esto sumado a la circunstacia de-
© que la cflulas en reproducci6n son nds sensibles al efecto de un oam
puesto antitumoral (44) , nos explica que en un mamento determonado -
un mayor nfimero de cflulas se estf'm reproduciendo y resultan mis sen
sibles, aﬁnque se necesitan mis experimentos para poder probar las -

aseveracianes anteriores.
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Con respecto a la estructura quimica de las lac
tonas estudiadas, misma que fu# proporcionada por estu—--
dios realizados en el Instituto de Quimica de la UNAM, la
CHE + P es una lactona sesquiterpénica que presenta un --
grupo X-lactona—a&p-insaturado yo(-metilen-atlactona; la~
diferencia con el compuesto CHE - P, que también posee —
estos grupos esti en el grupo tigloil presence en éste y-
que vino a sustituir al acetato lateral de la CHE + P, --
La 17-18 Dihidroviguiepinina presenta un:l-metilen-’tlac-
tona, un grupo cetonaqd,ﬂ-insaturado y un éster insatura-
do lateral.

S. Morris Kupchan y otros investigadores (30),-
en una serie de experimentos con &ste tipo de compuestos-

buscaron la relacifn entre los grupos funcionales presen-

tes en la estructura y la citotoxicidad. De sus estudios

preliminares dedujeron que muchas de las lactonas biolégi
camente activas, erana<-metilen-)tlactonas, las cuales te
nian otros grupos funcionales como : epbxidos, clorhidri
nas, &steres insaturados, lactonas insaturadas y cetonas-
insaturadas. La demostrada actividad de estos grupos fun
cionales con tioles (SH), hizo suponer una alquilacibn de
centros nucleofflicos de un sistema biol&Sgico, misma que-
fué probada y comprobada al hacer reaccionar estos com—--
puestos con cisteIna} donde dedujeron que el enlace se e-

fectfia entre el grupo sulfhidrilo de la cistefna y el ~--
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ot-metileno exociclico de la )-lactona priorotariamente --
(26) .

Estudios posteriores de Kupchan y colaboradores
demostraron que la estructura bfsica requerida para la ac
tividad citotdxica de una lactona sesquiterpénica, era el
grupoa‘-metilen-x-lactona, ya que la hidrogenacién dél -—
conjugado redundaba en la inactividad del compuesto (33,-
27). Similar a &sto la presencia de una cetona.g,@-insa—
turada, en la que el grupo metileno era exociclico, po---
drfa actuar de la misma manera que unn‘-metilen-xllactona

(33).

En los compuestos que competen a nuestro traba-
jo, las tres lactonas presentan un grupoc<—metilen-y-lac~
tona, que les confirid actividad citot6xica. Las diferen
cias entre las lactonas CHE + P y CHE - P, en cuanto a su
efectividad se pueden atribuir a un impedimento estérico-
provocado por la molécula de tigloil presente en el CHE -~
P muy cercana al grupoe{-metileno de la x-lactona.

En el caso de la 17-18 Dihidroviguiepinina, a&g

m&s del enlace con ele{~metileno de la x;lactona, podrfa~-

existir otro mds con el metileno del éster lateral, ya --

que Lee y colaboradores demostraron que la presencia del-
conjugado 0=C-C=CH,, sin necesidad de que provenga de una

lactona resulta también active (33), aungque el producto -~
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de este enlace se ha obtenido en forma experimental con -
un exceso de grupos tioles (26), reaccionando, ademis la-
presencia de la cetonapﬁ@-insaturada también le confieren
mayor actividad citotbxica al compuesto de acuerdo con -~

los reportes de Kupchan (30).
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VII. CONCLUSIONES.

El objetivo del proyecto se cumplib, pues se localizaron -
las Dosis Efectivas Medias de las tres lactonas. Segfin lo éstablecj._
do para este tipo de estudios en los protocolos de Cancer Chenothera
py National Service Center, donde se indica que las dosis efectivas~
50 deben ser menores o iguales a 20 ug/ml en la fese 2. de estudios,
en cultivos celulares; las lactonas analizadas cumplieron lo estable
cido.

En términos generales la linea L 929, considerada de ori-—
gen "normal”, resultS ser mis sensible a la accifn de los farmacos -
en nuestro sistema "in vitro", lo que nos habla de una probable fal-

ta de especificidad de los campuestos por las cflulas nedplésicas.

De los campuestos probados se @@&6 que solo la 17-18-—
Di.hidmiriguiepinina tenia una probable accifn especifica, dado que,
aunque las DE 50 fueron myy parecidas, los limites de confianza se -
encontraron de 20 a 30 veces menos en la 1§nea considerara camo neo-

plésica en relacifn a la "normal®.

De acuerdo con los estudios de Kupchan, lee y otros inves-
tigadores, la estructura quimica de las lactonas es determinante en
la citotoxicidad de las mismas, por la presencia del grupoei-metilen
gamma lactona. Para comprobar este hecho y especificar la abcién de
los campuestos es necesario realizar mis pruebas, aundque &éstos nos -

dan parfmetros para estudios posteriores en sistemas "in vivo".
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APRNDICE I
MEDIOS Y REFCTIVCS
1. MEDIC BASAL DE EAGLE,

Powdered media of: Grand Island Biological Co. 3175 —-
' stanley road P.O. Box 68.
Grand Island, New York 14072
Cal. # F~15 MEM with Earles calts, ——-
with I~Glutamine, with 11 on esential-

amino .acids with out Na HCO3.

Para 5 litros:

49.0 gr. : Medio de Eagle en polvo

1.0 gr. Bicarbonato de Sodio (Na HCO,)
50.0 ml. Piruvato de Sodio 0.01 M

500 ml. Svaro fetal de bovino

100 ug/ml Estreptomicina

100 Uz Penicilina/ml.

Manera de hacerse:

Mezclar el medio en polvo en un -litro de agua destilada
y el bicarbonato en otro litro, mezclarlos; agregar el piruvato de —
sodio y afarar a 5 litros, .No mezclar el bicarbonato de sodio y el -
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. medio en polvc; juntos, parque de lo éont:ra.rio  quedan disueltos.

Después de que se tiene el medio en polvo, el SicarMnato
de sodio y el piruvato en un wolumen total de 5 litros, agitar bien y
quitar 500 ml. de la solucitn, entonces agregar 500 ml. de suero fe--
tal y al final los antibibticos. Filtrar el medio lo antes posible -
para esterilizarlo,

" 2. PROPIIEN GLICOL : CH3 CH CH2 H

T, ebullicifn : 87.4°C
Densidad : 0,038 ya
HARLECO

3. AZUL DE TRIPAN (0.1 %)
Trypanhlan, Distributed by: Foboz Surgical Instruvent Co.,
Inc. 810, 18th street, N.Y. Washington D.C.
20006.. |

Pesar 0,1 gr, de Azul de Tripin en polvo y disolver en —

100 ml. de la solucitn amrtiguadora. Conservar en refrigeracifn.
"3.1. SOICIN AMORTIGUADCRA DE FOSFATOS 0.2 M a pH 7.2.
SOLUCION A : Fosfato de sodio morobsico 0.2 M

Na H,PO, 27.58 gr. -
H,0 1000 mi.



SCQLCION B : Fosfato de sodio dibdsico 0.2 M
Na HPO, 28.38 gr.

- Hy0 1000 ml.

Para el g de 7.2 tamar 28 ml. de la Solucién Ay 72 mlo—

. de la Solweifn B, diluir en 200 ml. de agua.
4, SOLUCION DE TRIPSINA 0.25 %.

Mgregar 2.5 gr. de tripsina en polvd a un litro de solu—-
cifn P.D. (X)) core. en un recipiente grande, colocarlo sohre la plan
" cha magn&tica durante una hora. Dejar reposar la solucién 30 minutos

© wma hora a 4°C. Esterilizar por filtracifn.

4.1, SOXCIN P.D. (1X) CONC.

Na C1 8.0 ¢r.
K ©0.2 gr
Na HPO, 1.15 gr.
K H2PO4 0.2 gr.
1,0 1000 ml.
Rojo de. fenol 10.0 mg. -

(oblocar las sales en un recipiente de wn litro de capaci-
dad y llenar con agua destilada o demineralizada. Comservar a 4°C.
Antes de usarla, calentarla a temperatura ambiente, hasta
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que todas las sales estén en solucibn.
5. SOLUCION SALINA 0.9%.

Na Cl ‘ 0.9 gr;
Agua destilada o100 ml.

Pesar 0.9 gr. de cloruro de sodib y disolverlos en 100 —
ml. de agua destilada. Esterilizar par filtracién.



AP@I;E I
 TINCICN DE  JACCBSQN
1. émAnACIm DE COLORANTES.
1.1. MAY GRUNWALD.

May Grumwald en palve 0.3 gr.
Alcohol metflico 100 ml.

Disolver el colorante en polvo en-el aledwl metflico a~—

gitando hasta que se disuelva y conservarlo en un frasco ambar.

1.2. GIEMSA. ‘
Giemsa en palva 0.8 gr.
Glicerina . S0 mL.
Alcchol metflico 50 ml.

Moler la glicerina y el Giemsa en un mortero, mezclar y. -
pasar a un envase, Calentar a bafio Marfa a 55°C y 60°C hasta qw o~
do el cdlorante se diswelva. Enfriar y agregar el alcowl. Guardar-
2 o 3 semanas, filtrar y conservarlo en uma hotella anmbar. Sed:.luye
con la solucibn :: .. mue se prepara de la siguiente manera:

 SOLUCION A :
' Fogfato dib&.;;ico de sodio anhi@ro 9.5 .gr.

qua destilada 1000 ml.
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SOLUCION B
Fosfato de potasio monob&sico S 907 gr
Agua destilada Co0 1000 ml.

SOLUCICN DE TRABAIO :

Solucién A 6Ll ml.

Solwitn B ’ 8.9 m,
Agua destilada 900 ml.

Se toma wa parte de Giemsa por tres partes de la solu—-
cifn amortiguadora .

1.3. TINCION DE JACCBS(N.

~ lavar los cultivos en solucifn salina durante 3 minutos

- Fijar las oflulas con alcohol metflico.

- Tefiir con May Gruwald filtrado durante 20 minutos.

- Tefiir con Giemsa dilufdo 1:10 durante 15 minutos.

~ Deshidratar en dos cambios de acetona y dos canbios de-
acetona-xilol a partes iguales 5 minutos cada wo.

- Hacer un paso en Xilol wn minino de 20 minutos. -

-~ Montar en B&lsamo de Canadi.
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APENDICE III

FORMULARIO ESTADISTICO.

X1+X2 +X3+ reseeas +XN

N

Dmde N = Nfmero de datos.

2. DESVIACIN ESTANDAR,

= =
= (x-%)
S = L=}

3. CCEFICIENTE DE CORRELACICN.

(sp )
> A
r

(850 (ss).

n

N

<
Ni

" 8s
Y



Ia significancia de r se estim§ par la expresifn:

!
2 (N—-2)

1-12

tomando camo nivel de significancia un valor de p  0.05

4. PROBITS.
Este método trabaja con una escala arbitraria de logarit-
mos base 10 para las dosis y una tabla de valores constantes, ya cal-

culados, que carresponden a los porcentajes de crecimiento con respec

to al cantrol
SP,
b= —X
88,
1 ss. -b (&, )
S 2= Yy Xy
Y.X N-2

wn
Ei
1
‘.<U)
%

Dorde:
¥ = PROBIT 5
m = Valor madio carrespondiente a la [E 50 en la escala
logarftmica arbitraria. '
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5. LIMITES DE CONFIANZA,

G = tz(szx_z) ) . |

b (55, )

Daﬂetéozresporﬂeamvalordep 0.05

LIMITES DE CONFIAIZA =

6. t DE STUDENT PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES,

2-%

t =
2 _ 2 '
1 1
+
L MmNy -2 NN,
Donde:

s2 = Varianza

para wa t con un valor de p  0.05



ATPasa

S ¥ &

IPENDICE IV
TABIA DE ABREVIATURAS

mi.crogranos
mililitros

~ granos
miligramos
litro

" horas
acido desoxiribonucléico
Dosis Efectiva Media
minutos’
adenosintrifosfatasa
Posibilidad de control del tumor
Posibilidad de necrosis
Radio
Cobalto
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