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RESUMEN

EL CANCER ES UNA ENFERMEDAD QUE ESTA CLASIFICADA COMO NEOPLASIA MALIS
NA YA QUE CONSISTE EN UN CRECIMIENTO ANORMAL DE LAS CELULAS, CUYA RE-
PRODUCCIGN NO VA DE ACUERDO CON LA HOMEOSTASIS DEL ORGANISMO,

EN LA ACTUALIDAD SE UTILIZAN VARIOS TRATAMIENTOS TERAPEUTICOS CON EL
FIN DE INHIBIR O MATAR SELECTIVAMENTE LAS CELULAS DANADAS, DENTRO DE -
ESTOS TRATAMIENTOS SE INCLUYE LA QUIMIOTERAPIA QUE TIENE EL OBJETIVO -
DE EMPLEAR FARMACOS CAPACES DE DESTRUIR LAS CELULAS CANCEROSAS SIN DA-
FAR A LAS CELULAS NORMALES. DESGRACIADAMENTE AUN NO SE HAN ENCONTRADO
SUSTANCIAS QUE ACTUEN DE ESTA MANERA, SIN EMBARGO EXISTE UN GRUPO NU-
MEROSO DE INVESTIGADORES QUE TRABAJAN PARA ESTE F(N,

DENTRO DE ESTGS TRABAJOS SE ENCUENTRAN EL ESTUDIO DE EXTRACTOS DE PLAN
TAS, YA QUE ALGUNAS DE ESTAS SUSTANCIAS HAN EVIDENCIADO ACTIVIDAD ANT}!
TUMORAL ,

EN PARTICULAR LA CITOTOXICIDAD QUE MUESTRAN ALGUNAS LACTONAS SESQUITER
PENICAS AISLADAS Y PURIFICADAS DE PLANTAS DE LA FAMILIA DE LAS COMPUES
TAS HAN CREADd INTERES EN ESTE CAMPO,

EN EL PRESENTE TRABAJG SE LLEVG A CABO UNA INVESTIGACIGN CON RESPECTO
A CITOTOXICIDAD Y POSIBLE EFECTO ANTITUMORAL DE DOS DILACTONAS SESQUI-
TERPENICAS EXTRA[DAS DE UNA PLANTA DEL GENERO ZINNIA DE LA FAMILIA DE
.AS COMPUESTAS. LAS CUALES FUERON PROPORCIONADAS POR EL INSTITUTO BE
JUIMICA DE LA UNAM uTILIZANDOSE DOS L{NEAS CELULARES, UNA' DE OR[GEN -
NORMAL, LINEA 929 QUE SON CELULAS FIBROBLASTICAS DERIVADAS DE TEJ1DO
CONECTIVO MURINO LM Y OTRA DE ORfGEN NEoPLASICO, LINea HEP 2C, que soN
CELULAS EPITELIALES DERIVADAS DE UN CARCINOMA LAR[NGEO HUMANO.

Los FARMACOS SE PROBARON A DIFERENTES DOSIS "IN VITRO” EN DICHAS L--
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NEAS CELULARES Y EN CONDICIONES PREESTABLECIDAS,

SE OTUVIERON LAS DOSI1S EFECTIVAS MEDIAS (DESO) PARA CADA UNO DE LOS -
COMPUESTOS, REALIZANDOSE ANALISIS MORFOLGOGICOS Y SOMETIENDO LOS RESUL
TADOS A ANALISIS ESTAD{STICOS,

De LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE CONCLUYO QUE AMBAS SUSTANCIAS PRESENTA-
RON UN EFECTO CITOTOX1CO TANTO EN CELULAS DE ORTGEN NORMAL COMO EN CE-
LULAS DE ORFGEN NEOPLASICO,

AMBAS DILACTONAS CUMPLEN CON LOS REQUERIMIENT0S DE LA CAncer CHEMOTERAP}
NationaL, Service CENTER, AL TENER UNA DOSIS EFECTIVA MEDIA, QUE ES AD-
MITIDA POR ESTOS PROTOCOLOS., PESE A ELLO, DEBIDO A SU ALTA CITOTOXiCI--
DAD, EN EL CASO DE CONTINUAR CON ESTA INVESTIGACIGN ES NECESARIO QUE SE
LLEVEN A CABO CIERTAS MODIFICACIONES EN LA ESTRUCTURA MOLECULAR DE CADA
UNA DE LAS SUSTANCIAS,



INTRODUCCTON: .

En 1775 en LonDRes, EL clENTi®Ico Sir PERCIvAL POTT REALIZO LOS PRI-
MEROS ESTUDIOS SOBRE CANCER. AL OBSERVAR UNA FRECUENCLA ELEVADA DE -
CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESCROTO €N LOS MINEROS EXPUESTOS AL CONTAG-
TO COTIDIANO CON EL woiLin (20 €21)

UN $16L0 MAS TARDE FUE CUANDO SE SUGIRID UNA RELACIDN CAUSAL ENTRE =
LA APARICION DE CANCERES DE PIEL EN LOS OBREROS Y LAS SUSTANCIAS ---
QUIMICAS CONTENIDAS EN EL ALQUITRAN, DESPUES DE HABER INDUCIDO CAN--
CER DERMICO EN ANIMALES EXPUESTOS A EXTRACTGS DEL ALQUITRAN, Kook -
DEROSTRG EN 1933 QUE LA SUSTANCIA RESPONSABLE DE TALES CANCERES ERA

3-4 BeNZOPIRENO, SIENDO ESTA LA PRIMERA CONSTATACION DEL PAPEL CAN--
CERIGENO DE UNA SUSTANCIA quiMica (22)

DESDE ENTONCES SE HAN REAL1ZADO NUMEROSOS EXPERIMENTOS IN VIVO E -

IN_VITRO, AST COMO ESTUDIOS ESTADISTICOS ORIENTADDS A LA INVESTIGA-

C1BN DE LA ETI0LOGTA DE 1LOS TuMores (23) (24)

La €T10L06IA DE UNA ENFERMEDAD ES LA CAUSA PRODUCTORA DE ELLA ¥ LA --
PATOGENIA SON LOS MECANISMOS POR LOS CUALES SE PRODUCE Y MANIFIESTA,
L' ORGANISMO SBLO TIENE UN NUMERO LIMITADO DE FORMAS DE REACCIONAR -
ANTE LOS CAS! [NNUMERABLES ESTIMULOS QUE LO ACOSAN, LO QUE DETERMINA
QUE EN MUCHAS QCASIONES LA PATOGENIA DE UN GRUPO DE ENFERMEDADES SEA
SEMEJANTE AUNQUE SU ETIOLDGIA SEA DISTINTA, {25). EN EL CASO DE LAS
NEOPLASIAS EL NUMERO DE AGENTES ETIOLOGICOS ES ENORME POR LO QUE SE
PUEDE CLASIFICAR EN TRES GRUPOS PRINCIPALES:

1.- Asentes QuiMicos,

A ESTE GRUPO PERTENECEN LOS CARCINOGENOS., QUE SON SUSTANCIAS --
QUTMICAS CAPACES DE AUMENTAR DE MODO ESTADISTICAMENTE SIGNIFICA-



11-'

-5-.

TIVO LA PROPORCION DE CANCER EN UNA POBLACION DADA DE SERES VI~
vos (26), ESTAS SUSTANCIAS SE PUEDEN ENCONTRAR EN LOS ALIMENTOS
COMO COMPUESTOS ACTIVOS QUE FORMAM PARTE DE ELLOS, COMO EN EL -
CASO DE DETERMINADAS FRUTAS, HORTALIZAS Y HONGOS COMESTIBLES. -
CoMo ADITIVOS TALES COMO: EDULCORANTES, COLORANTES Y CONSERVADO
RES 0 COMO CONTAMINANTES, INSECTICIDAS, FUNGICIDAS Y HERBICIDAS
TAMBIEN PUEDEN PRESENTARSE COMO RESULTADO DEL PROCESO DE CONSER
VACIGN DE UN ALIMENTO, POR EJEMPLO EL AHUMADO, ASADO, CURADO --
erc, (27) (28) (29) (30)

Acentes Ffsicos.-

COMPRENDE LAS RADIACIONES: ENTRE ELLAS LOS RAYOS X, RAYOS SOLA-
ReS. RAYOS U.V. Y RAYOS GAMMA, '

LA HISTORIA DE LOS CANCERES PROVOCADOS POR RADIACION EN EL SER HUMANO

DATA DESDE LOS PRIMEROS RADIGLOGOS. QUIENES A VECES COLOCABAN LAS MANOS

EN EL HAZ DE RAYOS X PARA COMPROBAR LA FUNCION DE LOS INSTRUMENTOS: MU-

CHOS PRESENTARON CANCERES DE LA PIEL,

LA ENERG(A RADIANTE EN FORMA DE LUz U,V, ES CAUSA IMPORTANTE DE CARCINQ

MA EN LAS IONAS EXPUESTAS DE LA PIEL, A ELLO SE DEBE LA FRECUENCIA DE 6

A 7 VECES MAYOR DE LOS CANCERES CUTANEOS EN LAS POBLACIONES DE CIUDADES

ASOLEADAS COMO DALLAS EN COMPARACIGN CON LOS QUE VIVEN €n DeTrolT (31)

(32)

lllu'

AcenTes Broudeicos. -

A) PREDISPOSICION GENETICA,
LA HERENCIA DESEMPENA UN PAPEL IMPORTANTE EN LA EVOLUCION DEL
CANCER., POR EJEMPLO: LA FRECUENCIA DE CANCER EN LOS DESCEN---
DIENTES DE PADRES GUE TIENEN O QUE ADGUIEREN DESPUES CANCER.

ES APROXIMADAMENTE CUATRO VECES MAYOR QUE EN LOS DESCENDIEN--
TES DE PADRES SIN ESTA ENFERMEDAD, ESTE HECHO €5 DEMOSTRADO
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MUCHO MAS FACILMENTE EN CEPAS PURAS DE ANIMALES DE LABORATO--
RIO QUE EN LOS SERES HUMANOS. (33) (34) (35}
Virus,
DEBIDO A QUE LOS VIRUS EN FORMA NATURAL PRODUCEN NEOPLASIAS --
EN VARIAS ESPECIES ANIMALES, SE PENSG EN LA PQSIBILIDAD DE QUE
ELLOS MISMOS FUESEN AGENTES ETIOLOGICOS EN ALGUNOS TIPOS DE ~--
CANCER HUMANO, HACE 70 ANOS SE PENSS QUE LOS VIRUS PODRTAN DAR
OR{GEN A TUMORES AL DEMoSTRAR Ciurro, en 1907, QUE EL EXTRACTO
DE VERRUGAS LIBRES DE CELULAS ES CAPAZ DE PRODUCIR PAPILOMAS -
CUANDO SE INOCULABA A HUMANOS, ANOS MAS TARDE, SHOPE Y coL, --
AISLARON UN VIRUS, QUE PRODUCIA PAPILOMAS EN LOS CONEJOS DOMES
TICOS, ESTE VIRUS SE PUDO A1SLAR FACILMENTE DE LOS PAPILOMAS -
INDUCIDOS EN FORMA EXPERIMENTAL Y ADEMAS, SE TRANSMITIO A NUE-
V0S ANIMALES, REPRODUCIENDOSE LA ENFERMEDAD, PERO CUANDO ESTE
VIRUS ERA INOCULADO A CONEJOS SALVAJES, LO GUE SE OBTENIA NO -
ERAN PAPILOMAS SINO CARCINOMAS MALIGNOS, DE LOS CUALES NO ERA
POSIBLE AISLAR EL AGENTE VIRAL INFECC10SO.
ESTA FUE LA PRIMERA EVIDENCIA EN QUE UN VIRUS ERA CAPAZ DE -
CAUSAR UNA TRANSFORMACION NEOPLASICA EN AUSENCIA DE PRODUCCION
DE MATERIAL INFECC10SO. (3B) (37)

LA NEOPLASIA ES UNA NEOFORMACIGN CONSTITUIDA POR ACUMULACIGN ANOR-
MAL DE CELULAS, CUYO CRECIMIENTO EXCEDE DE LOS TEJIDOS NORMALES Y ES -
INCOORDINADO CON EL DE LOS MISMOS, SE CLASIFICA EN DOS GRANDES GRUPOS:
NEOPLASIAS BENIGNAS v NEOPLASIAS MALIGNAS, ‘

NOMEMCLATURA:~ LA MAYOR PARTE DE LOS TUMORES BENIGNOS SE DESIGNAN

HISTOLOGICAMENTE AL AGREGAR EL SUF1JO-OMA AL NOMBRE DE LA CELULA DE LA
CUAL PROVIENE EL TUMOR, POR EJEMPLO: CELULAS DEL TEJIDO FIBROSO SE LLA

MAN F IBROMAS,
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L0S TUMORES MALIGNOS SE CLASIFICAN POR EL ORGANO EN EL CUAL SE ~--

PRODUCEN Y POR EL TIPO DE TEJIDO O CELULA QUE LES DA ORIGEN, Y SE SUBD]

VIDEN EN 4 GRUPOS:

1,-

3.~

“A"

LAS NEOPLASIAS MAL'IGNAS ORIGINADAS EN LAS CELULAS EPITELIALES
QUE PROVIENEN DE CUALQUIERA DE LAS TRES CAPAS GERMINATIVAS Y -
SE LES LLAMA CARCINOMAS, POR EJEMPLO ADENOCARCINOMAS,

LAS NEOPLASIAS MAL1GNAS QUE SE ORIGINAN EN EL TEJIDO MESENGUL
MATOSO SE DENOMINAN SARCOMAS: ESTAN COMPUESTAS DE NUMEROSAS -
cELULAS, GENERALMENTE ALARGADAS GUE FORMAN MASAS COMPACTAS IN
FILTRANTES, ASi EL' TUMOR MAL1GNO DE TEJIDO FIBROSO SE DENOMI-
NA FIBROSARCOMA,

TUMORES MALIGNOS DE TEJIDOS Y ORGANOS ESPECIALES COMO LOS GLIQ
MAS DEL CEREBRO.

LEUCEMIAS Y LINFOMAS (25) (38) (39)

CARACTERTSTICAS DE LAS NEOPLASIAS,

A)

B)

NEOPLASIA BENIGNA,

LOS TUMORES BENIGNOS SUELEN ESTAR FORMADOS POR CELULAS SEMEJAN
TES A LAS DE ORIGEN: SON BIEN DIFERENCIADAS AUNQUE SUFRIERON -
ALTERACIONES SUBMICROSCOPICAS CELULARES PARA QUE SE PRODUJERA
LA MASA TUMORAL,

NeopLASIA MAHJGNA.

Las cELULAS Dé TUMORES MALIGNOS EN-GENERAL HAN PERDIDO TODA -
SEMEJANZA CON LAS CELULAS NORMALES, LAS CELULAS Y Sus NOCLEoS
SON PLEOMORF1COS, A MENUDO EL NUCLEQ OCUPA LA MAYOR PARTE DE -
LA CELULA, HAY MAYOR ACUMULACION DE CROMATINA. EN MULTIPLES -
OCAS1ONES LOS NUCLEOLOS SON MUY GRANDES Y A VECES SE RODEAN -
DE UN HALO. A NIVEL DE MEMBRANA CELULAR SE PIERDEN ANTIiGENOS

Y SE ALTERA EL FENOMENO DE LA "INHIBICION POR CONTACTO". SE GA
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NAN NUEVAS MOLECULAS QUE ANTES NO SE SINTETIZABAN EN EL TE-
JIDO NORMAL DEL CUAL DERIVS LA CELULA NEOPLASICA., SE DETEC-
TA DISMINUCION DE LA ADHESIVIDAD ENTRE UNA CELULA Y OTRA, -
DISMINUCION DE UNIONES HERMETICAS Y DESAPARICIGN DE ANT{GE-
NOS ORGANOESPEC{Ficos (25) (40)

ESTAS ALTERACIONES MORFOLOGICAS A MENUDO GUARDAN RELACION. -
AUNQUE NO INVARIABLMENTE, CON ABUNDANTES MITOSIS E [NDICE DE
ACTIVIDAD RAPIDA DE CRECIMIENTO: MUCHAS DE ESTAS MITOSIS SON
ANORMALES, BIPOLARES, TRIPOLARES Y MULTIPOLARES,

Los TUMORES MAL1GNOS CONTRASTAN CON LOS EQUIVALENTES BENIG-
NOS YA QUE SE CARACTERIZAN POR CRECIMIENTO INFILTRATIVO Y -
EROSIVO, EL TUMOR SE EXTIENDE POR LOS PLANOS DE MENOR RESIS
TENCIA CAUSANDO EROSION Y DESTRUYENDO TEJIDOS NORMALES,

LA FACULTAD DE DAR METASTASIS ES CARACTER QUE DISTINGUE A -
LOS TUMORES MALIGNOS DE LOS BENIGNOS., LOS TUMORES BENIGNOS
NO LA PRESENTAN,

LA EVOLUCION DE UNA METASTASIS COMPRENDE VARIOS FENGMENOS:

1,- DEBEN LIBRARSE CELULAS O FRAGMENTOS TUMORALES GUE TENGAN LA
FACULTAD DE SUPERVIVENCIA AUTONOMA,

.2,- DEBEN EXISTIR V(A DE DISEMINACION,
3,- £5 OBLIGADO QUE EN EL SITIO DE IMPLANTACIGN HAYA UN MEDIO -

ADECUADO PARA QUE SE ESTABLEZCA Y CREZCA LA SIEMBRA (25) -~
(39) (4

EX1STE UN MODELO WIPOTETICO DEL PROCESO DE LA CARCINOGENESIS EL -
CUAL SE PUEDE DIVIDIR EN DOS ETAPAS PRINCIPALMENTE.



1.- Intciacion v
2,- ProMoCION

EN LA INICTACION UM AGENTE QUIMICO, CARCINOGENO O SUS PRODUCTOS

DE BIOTRANSFORMACION INTERACCIONAN CON €L ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

(ADN) pE unA CELULA SOMATICA NORMAL, EXISTIENDO UNA ALTERACION MOLECU -
LAR DE LA CELULA LLEGANDO A SER UNA CELULA TRANSFORMADA, LA LESION EN

€L ADN PUEDE SER REPARADA POR LA CELULA PARA RESTITUIR LA NORMALIDAD,
St ELLO NO OCURRE ANTES OUE LA CELULA SE DIViDA, ENTONCES, EN LAS CELU
LAS HIJAS, SE HABRA PERPETUADO LA TRANSFORMACION, LA CELULA TRANSFORMA
DA ES UNA ENTIDAD GUE POTENCIALMENTE PUEDE LLEGAR A EVIDENCIAR QUE - PO
SEE ALTERACIONES IRREVERSIBLES EN PARTES DEL MATERIAL GENETICO QUE CON
TROLAN LOS PROCESOS DE CRECIMIENTO Y DUPLICACION CELULAR Y DAR LUGAR A
UN CANCER. PARA QUE ESA POTENCIALIDAD SE MANIFIESTE LA CELULA TRANSFOR
MADA DEBE SER OBJETO DE UNA pRoMociON, Esa proMocidn PUEDE.HACER QUE -~
SE FORME UNA CLONA DE CELULAS ALTERADAS SUFICIENTES PARA CONSTITUIR UN
TUMOR Y OBTENER UN CANCER (26)

TRATAMIENTOS TERAPEUTICOS CONTRA EL CANCER.

L0S TRATAMIENTOS TERAPEUTICOS ESTAN DIRIGIDOS HACIA LA INHIBICION
DEL CRECIMIENTO TUMORAL., PERMITIENDO QUE EL RESTO DEL ORGANISMO QUEDE
SIN DARO. ESTOS TRATAMIENTOS PUEDEN DIVIDIRSE EN 4 1ipos:

a) Quirireicos,
B) RapioLdeicos.,
c) QuIMIOTERAPICOS,
p) InmunoL [cos,
a) QuirOReIcos,- LA CIRUGTA DEL CANCER SIGUE SIENDD HASTA AHQ
RA EL TRATAMIENTO DE ELECCION DE ESTE TIPO DE NEOPLASIAS.-
EL OBJETIVO DE ESTE PROCEDIMIENTO ES EL DE CONSEGUIR UNA CU
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RA TOTAL O PARCIAL DEL CANCER, ESTO ES DEPENDIENDO DEL ES-
TADTO EN QUE SE ENCUENTRA LA TUMORACION: ESTO SE CONSIGUE
CONTANDO CON EL APOYO DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO, PARA DE
TERMINAR LA EXTENSION DEL PROCESO TUMORAL, POR EJEMPLO: SI
EL TUMOR ES PRIMARIO. LOCALIZADO Y NO HAY METASTASIS, CAE
EN LA POSIBJLIDAD DE SER UNA CURA TOTAL. PORQUE SE EVITA LA
DISEMINACION DE LAS CELULAS CANCEROSAS: PERO SI HAY METASTA
515, ENTONCES SERA UNA CURA PARCIAL O PALIATIVA CON EL FiNn
DE DISMINUIR LA SINTOMATOLOGIA Y PROLONGAR LA ESPERANZA DE
VIDA,

Rap1oL0G1C0S, - LA RADIOTERAPIA ES OTRO TIPO DE TRATAMIENTO
QUE SE LLEVA A CABO EN PACIENTES CON CANCER, SE UTILIZA FRE
CUENTEMENTE DESPUES DE LA CIRUGIA EN UNOS CASOS PARA PODER
REMITIR TOTALMENTE EL PADECIMIENTO Y EN OTROS COMO TRATA---
MIENTO PALIATIVO., DEBEMOS TOMAR EN CUENTA QUE LA TUMORACION
SEA RADIOSENSIBLE Y DEPENDIENDO DE ESTO SE OBTENDRA UN MAX]
MO EFECTO TERAPEUTICO,

QuiMioTERAPIA,~ ES OTRA ALTERNATIVA PARA EL TRATAMIENTO DEL
CANCER E IMPLICA EL EMPLEO DE PRODUCTOS CAPACES DE LOCALIZAR.
IDENTIFICAR Y DESTRUTR CELULAS ¥ TEJIDOS MALIGNOS SIN DANAR
A LOS NORMALES, NORMALMENTE SE APLICA ESTE TRATAMIENTO A PA
CIENTES QUE POR ALGUN MOTIVO NO SE PUEDEN INTERVENIR QUIRUR
GICAMENTE, PERQ TAMBIEN SE APLICA ANTES Y DESPUES DE LA CIRU
GiA PARA EVITAR METASTASIS, AST COMO LA DESTRUCCION DE RESi-
DUOS QUE HAYAN QUEDADD, (25) (42) '

INMUNOTERAPIA .- LA INMUNGTERAPIA EN EL CANCER, ESTA SIENDO
OTRA DE LAS POSIBLES >L"ES%ATIVAS PARA EL TRATAMIENTO DE €5

TA ENFERMEDAD MALIGNA Elv £L HUMANO, ESTO ES EN BASE & ESTU-
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DIOS LLEVADOS A CABO EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. YA QUE
EN EL HUMANO ES TODAVIA UN ASPECTO CIRCUNSTANCIAL. TENEMOS
QUE ALGUNOS ESTUDIOS HAN DEMOSTRADO POCA O NULA CORRELACION
DE LA INMUNOTERAP!A EN LA EVOLUCION DEL TUMOR: DEB!DO A ES-

TO LA MAYOR PARTE DE LOS ENSAYOS DE INMUNOTERAPIA HAN ADOP-

TADO UN MEDIO EMPIRICO: ES DECIR INTENTANDO EL USO DE COAD-
YUVANTES INMUNOLOGIcOs., (43)

BUSQUEDA DE SUSTANCIAS CON ACTIVIDAD ANTITUMORAL

EL PRINCIPIO DE LA QUIMIOTERAPIA MODERNA DEL CANCER SE INICIA CON EL
DESCUBRIMIENTO DE FARBER Y GILMAN EN LA DECADA DE LOS 40's, AL DEMOSTRAR
QUE CON MEDICAMENTOS DERIVADOS DE LA MOSTAZA NITROGENADA SE PODIAN CURAR
NiNos LEUcEmicos (44)

DESDE ENTONCES A EXISTIDO UNA BUSQUEDA INTENSA DE FARMACOS CAPACES -
DE INHIBIR SELECTIVAMENTE EL CRECIMIENTO DE CELULAS TUMORALES SIN HACER -
DARO EXCESIVO A LAS CELULAS NORMALES, .

EXISTE EN LA ACTUALIDAD UNA SERIE DE AGENTES ANTINEOPLASICOS DE DI-
FERENTES ORIGENES ENTRE LOS QUE SE INCLUYEN, EXTRACTOS DE PLANTAS, AGEN-
TES QUiMICOS SINTETICOS Y DE ORIGEN ANIMAL,

EsTos AGENTES DE ACUERDO A RonaLD O Kun v coLaBoraDores (1) SE PUE-
- DEN CLASIFICAR EN!

o

A) AGENTES ALQUILANTES,
B) AnTiMETABOLTTOS,

c) HormoNAS,

D) EXTRACTOS DE PLANTAS,
E) 0TROS AGENTES

1
Es MUY IMPORTANTE ¥ OTIL EL USO DE LAS SUSTANCIAS QUiMICAS BIOLDGICA
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MENTE ACTIVAS QUE TIENEN SU ORIGEN EN EL' REINO VEGETAL.

EXISTE UN GRUPO NUMEROSO DE INVESTIGADORES. DISTRIBUIDO POR TODO EL
MUNDO QUE TRABAJAN CON DERIVADOS DE VEGETALES.

EL PAPIRO MAS ANTIGUO CONOCIDO SOBRE PLANTAS, ORIGINARIO DE EGIPTO
£S EL' PAPIRO DE EBERS, DONSE SE HACE MENCION DE PLANTAS PARA EL TRA-
TAMIENTO DEL CANCER, EL ESFUERZO DESDE ESE ENTONCES Y LA PERSISTEN--
CIA DE CURANDEROS POPULARES Y MAS RECIENTEMENTE DE MEDICOS E INVESTL
GADORES DE LAS DIFERENTES DISCIPLINAS DE LA CIENCIA HA S1DO FINALMEN
TE RECOMPENSADO POR EL DESCUBRIMIENTO DEL PRIMER FARMACO UTIL CLINI-
CAMENTE DE ORIGEN VEGETAL' DESCUBIERTO EN 1958 Y LLAMADO VINCALEUKO -
BLASTINE, (45)

EN UN ESTUDIG EFECTUADO EN 1967 SE INFORMO LA EXISTENCIA APROXIMADA
pE 3,000 ESPECIES DE PLANTAS USADAS EN EL TRATAMIENTO DEL' CANCER (2)

(45)

EN PARTICULAR EL' ESTUDIO DE LA CITOTOXICIDAD QUE MUESTRAN VARIAS DE
LAS LACTONAS SESQUITERPENICAS AISLADAS DE MIEMBROS DE LA FAMILIA =
CoMPOSITAE TRATADA POR KUPCHAN Y POR HERZ SEGUIDA MAS TARDE POR LA
DEMOSTRACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VIVQ, CREARON INTERES -

EN TODO ESTE TIPO DE SUSTANCIAS.

LAS SESQUITERPENLACTONAS SE ENCUENTRAN PRINCIPALMENTE EN EXTRACTO DE
FLORES O PARTES AEREAS DE LAS COMPUESTAS, TAMBIEN SE HAN ENCONTRADO
EN ALGUNAS UMBELIFZRAS., ESTAS SUSTANCIAS SON DE SABOR AMARGO, DE -
FARMACOLOGIA POCO ESTUDIADA. CATALOGADAS COMQ METABOL1TOS SECUNDA---
R10S. POSEEN OLOR LEVE DEBIDO A SU BAJA VOLATILIDAD, INSOLUBLES EN

ETER DE PETROLEO, INSOLUBLES EN AGUA, SOLUBLES EN ETANOL Y METANOL
CALIENTE. SOLUBLES EN CLOROFORMO Y ETER ETILICO, UTILIZANDOSE ESTAS

PROP{EDADES PARA SU EXTRACCION Y SEPARACION, (46)
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EL AMPLIO RANGO DE ACTIVIDAD BIOLOGICA EXHIBIDA POR LAS L'ACTONAS SE
HA ESTUDIADO DURANTE VARIOS AROS: ALGUNAS SE HAN UTILIZADO COMO AME
BICIDAS, ANTIHELMINTICAS, ANALGESICAS Y OTRAS DE ELLAS COMO LA ALAN

TOLACTONA SON FITOTOXICAS. OTRAS COMO LA ELEFANTINA. ELEFANTOPINA Y
HELENALINA TIENEN ACTIVIDAD ANTITUMORAL Y/0 ANTILEUCEMICA. (44) (47)

(48)

EL ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD REVELAN INTE-
RACCIONES GENERALES MUY VAL'TOSAS EN ESTAS LACTONAS SESQUITERPENICAS.

LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS LACTONAS SESQUITERPENICAS MUESTRAN UNA
VARIACION CONSIDERABLE EN SU ESQUELETO DE CARRONO Y CONTIENE UNA VA-
RIEDAD DE COMBINACIONES DE GRUPOS FUNCIONALES: COMO EPOXIDOS, ESTE--
RES NO SATURADOS Y LACTONAS NO SATURADAS, ‘

KUPCHAN Y COLABORADORES ENCONTRARON QUE L'A PRESENCIA LE UNA o&METI--
LEN W LACTONA ES ESENCIAL PARA SU ACTIVIDAD CITOTOXICA Y QUE LA ACTI
VIDAD BIOLOGICA ES INCREMENTADA POR LA PRESENCIA DE CIERTOS GRUPOS -

FUNCIONALES CARBONILO ©¢,/3 INSATURADOS ADICIONALES, (11)

KUPCHAN Y COLABORADORES DEMOSTRARON QUE EL' GRUPO METILEN CONFIERE -
UNA ACCION ALQUILANTE ¥ QUE SU ACTIVIDAD BIOLGGICA PUEDE ENCONTRARSE
EN SU CAPACIDAD DE ALQUILAClaN DEL CENTRO NUCLEOFIL'ICO DEL SISTEMA -
sroLdcico estuptapo (15) (17) (18)
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GENERAL IDADES:

LA ALTA INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD NEOPLASICA, LAS LIMITACIONES -
OBVIAS DE .05 METODOS QUIR(RGICOS Y RADIOLOGICOS Y LOS RESULTADOS

NG SATISFACTORIOS DE LA QUIMIOTERAPIA, HAN [MPULSADO A UNA BUSQUE-
DA INTENSA DE AGENTES CAPACES DE SUPRIMIR SELECTIVAMENTE EL CRECI-
MIENTO DE CELULAS NEOPLASICAS QUE DEBEN SER LETALES O INCAPACITAR

A LAS CELULAS TUMORALES SIN HACER DANO EXCESIVO A LAS CELULAS NOR-
maLes (1) (2),

AUNQUE SE HAN EFECTUADO GRANDES PROGRESOS EN BIOLOGIA DEL CANCER,~-
FARMACOLOGIA MOLECULAR, FARMACOCINETICA Y OTROS CAMPOS RELACIONA--
DOS, EL OBJETIVO DE ENCONTRAR NUEVOS FARMACOS EFECTIVOS ESTA AUN -
LEJOS DE ALCANZAR (3) (4) (5),

LAS PLANTAS HAN SIDO ESTUDIADAS PARTICULARMENTE EN BUSCA DE NUEVOS
FARMACOS, DESDE LOS PRIMEROS INTENTOS PRIMITIVOS EN MEDICINA, BASA
DOS EN LA ESPECULACION Y SUPERSTICION, HASTA LA UTILIDAD DE SUSTAN
ClAS QUIMICAS DERIVADAS DE PLANTAS QUE SEAN BIOLOGICAMENTE ACTIVAS
Y OTILES coMo MEDICAMENTOS (6) (7) (8).

A FINALES DE LA DECADA DE LOS 60's SE INFORMD LA EXISTENCIA APROXI
Mapa DE 3000 €SPECIES DE PLANTAS USADAS EN EL TRATAMIENTO DEL CAN-
CER, LO CUAL MOTIVO A FORMAR GRUPOS DE INVESTIGADORES EN DIVERSOS
PATSES QUIENES HAN ESTABLECIDO VARIOS OBUETIVOS ENTRE LOS QUE SE -
INCLUYEN:

1,- EL DESCUBRIMIENTO DE AGENTES ACTIVOS QUE PUEDAN UTILI1ZARSE --
COMO FARMACOS ANTICANCEROSOS,

2.~ EL DESCUBRIMIENTO DE AGENTES QUE AL MODIFICARSE QUIMICAMENTE
TENGAN ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA.

3.- EL DESCUBRIMIENTO DE AGENTES CON ESTRUCTURA NUEVA Y MECAN]S--
MOS DE ACCION QUE PUEDAN USARSE EN EL ESTUDIO DE LA CELULA TH
moraL (9) (10) (11) (12),

S HAN AISLADO PRINCIP10S ACTIVOS DEL TIPO LACTONAS SESQUITER
PENICAS, SUSTANCIAS PROCEDENTES DE PLANTAS DE LA FAMILIA DE -
LAs compuesTAs (13) (14). DE LAS CUALES SE CONOCE SU AMPLIA =~
- ACTIVIDAD BIOLOGICA DESTACANDO SU PROPIEDAD CITOTOXICA QUE --
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PUEDE SER APROVECHADA PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER (15) -
(16) (17) (18),

EN eL INsTETuTo DE QuiMica DE LA UNIVERSIDAD NactonaL AuTdng
MA DE MEX1CO, SE AISLARON 8 NUEVOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE UNA
PLANTA DEL GENERO ZINNIA DE LA FAMILIA DE LAS COMPUESTAS Y -
EN ESTE TRABAJO SE ESTUDIO EL EFECTO DE 2 DE ESTOS COMPUES--
TOS QUE SON DILACTONAS SESQUITERPENICAS, PARA COMPROBAR SU --
CITOTAXICIDAD IN VITRO Y DETERMINAR SU POSIBLE ACTIVIDAD ANTL
cancericena (19),
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OBJETIVO:

ANALIZAR LA CITOTOXICIDAD DE 2 DILACTONAS SESQUITERPENICAS
EN 2 LINEAS CELULARES. UNA DE ORIGEN NORMAL Y OTRA DE ORIGEN --

NEOPLASICO.

DETERMINAR SU DOSIS EFECTIVA MEDIA IN VITRO Y DEMOSTRAR SI =--

PUEDEN SER ACEPTADAS COMO POSIBLES AGENTES ANTITUMORALES.
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MATERIAL Y METODO

1.- MATERIAL
A) MATERIAL-B10LOGICO.

SE UTILIZARON 2 LINEAS CELULARES. CUYAS CARACTERISTICAS CUMPLEN

CON LOS REQUERIMIENTOS PARA EXPERIMENTOS DE CITOTOXICIDAD,

1.-

LINEA--1-929.-

CéLuLas F1BrOBLASTICAS L 929 DERIVADAS DE TEJIDO CONECTIVO
MURINO LM, PROVENIENTE DE UNA CLONA NCTC 929 pe RATON,

LA CEPA L ORIGINAL FUE DERIVADA DE TEJSIDO AREOLAR SUBCUTA-
NEO Y ADIPOSO NORMAL DE UN RATON MacHo C3H/AN pe 100 pfas,
La cLona L 929 DE LA CEPA ORIGINAL HA SIDO UTIL1ZADA EN ES
TUDIOS NUTRICIONALES METABOL1COS, ENZIMATICOS, VIRALES, IN
MUNOLOG1cos. ETC, LA LiNEa L 929 se cuLtiva EN MeD1o Ba--
saL EacLe. (APENDICE 1)

Su MORFOLOGIA ES DEL TIPO DE LOS FIBROBLASTOS.

La Linea L 929 Se ENCONTRABA EN EL SUBCULTIVO ¥ 85 DEL LA-
BORATORIOD AL INICIO DEL EXPERIMENTO, (UQ)

LINEA-HEP-2.C

CéLuLas EPITELIALES HEP 2C DERIVADAS DE UN CARCINOMA LARIN
GE0 Humano. Linea esTaBLeECIDA Por A,E. Moore., L. ---
SaBachwsky v H. W, TooLAn EN 1952, PROVENIENTES DE TUMO--
RES QUE FUERON PRODUCIDOS EN RATAS DESTETADAS, RADIADAS Y
TRATADAS CON CORTISONA., DESPUES DE UNA INOCULACION CON UN

CARCINOMA EPIDERMICO PROVENIENTE DE LA LARINGE DE UN HOM--
BRE DE 56 afios,

LiNEA QUE HA SIDO UTILIZADA EN ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE
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PRODUCCION DE TUMORES EN RATAS, HAMSTERS. HUEVOS EMBRIONA-
R10S DE AVES DE 8 A 10 DiAS v PACIENTES VOLUNTARIOS CON -~
CANCER TERMINAL,

SE cuLTiva EN Mepio BasaL EAGLE, su MORFOLOGIA ES DE T1PO

EPITELIAL,

La Linea HEP 20 SE ENCONTRABA EN EL SUBCULTIVO # 184 DEL -
LABORATORIO AL INIC1O DEL EXPERIMENTO (49)

B) MATERIAL-QUIMICO-

LAS SUSTANCIAS QUE 56 UTILIZARON EN EL PRESENTE TRABAJO SON DOS
DILACTONAS SESQUITERPENICAS QUE FUERON PROPORCIONADAS POR EL =
InsTituto DE QuiMica DE LA UNAM, EXTRAIDAS DE UNA PLANTA DEL GE
NERO ZINNIA DE LA FAMILIA DE LAS COMPUESTAS, LA CUAL FUE RECO--
LECTADA EN SALINA (Ruz OAXACA Y DEPOSITADA EN EL HERBARIO DEL ~
InsTiTuTO DE BroLocia pe La UNAM (MEXV-359508)

3.5 KG DE DICHA PLANTA FUERON SOMETIDOS A UNA EXTRACCION EN DI~
CLOROMETANO, OBTENIENDO 157 GRS DE EXTRACTO SECO. EL CUAL FUE -
PERCOLADO EN UNA COLUMNA DE TONSIL. Y ELUIDA CON HEXANO, DICLO-
ROMETANQG Y ACETONA OBTENIENDC 44.5. 78.7 v 21,6 GRS DE RESIDUO
RESPECTIVAMENTE, LA FRACCION DE DICLORQMETAND (78,7 GRS) Fuf --
percoLADA EN SiLicA GEL (MERCK 6) CON HEXANO Y ACETATO DE ETILO,
CON LA FRACCION DE ACETATO DE ETiLO {50 GRS) SE LLEVO A CABO -~
UNA CROMATOGRAFTA EN coLuMna soBre 1000 6rs DE sicica geL (70 -
230 MALLAS) USANDD COMO ELUYENTE HEXANO-ACETATO DE ET1LO. DE LA
FRACCION ELUIDA HEXANO-ACETATO DE €TIL0 (7:3) SE OBTUVO UNA MEZ
CLA DE ZINN1A FLAVICOMA A-F LA CUAL FUE SEPARADA Pon‘cnonsroékg,
FIA EN COLUMNA DE STLICA GEL. OBTENIENDO 3,47 GRS DE LA ZINAFLA
vin B o piLactona I v 5,03 6rs pe LA Zinariavin D 0 DILACTONA
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I

EsTRucTURA QuiMmica DE LOS FARMACOS

DiLacrona 111 DiLacTona 11

(ZinarLavin D) (ZINAFLAVIN B)

Divacrona TI1 (ZinaFLavin D)

PRESENTA UN PUNTO DE FUSION.- 180-183°C (ACETATO DE ETILO-HEXANO)
PRESENTA UN MAXIMO DE ABSORCION DE ULTRAVIOLETA X sre DE 214 --
NM. CON UN COEFICIENTE DE ABSORTIVIDAD DE 10983, PRESENTA EN EL PO
carinerro un(]z + 1.77 (c 0.226:CHC13) en el TR v hSM2 e

-3 , . ..
CM " PRESENTANDO UN NUMERO DE ONDA MAXIMO, CON LOS SIGUIENTES ---
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prcos: 1774, 1752, 1665,

Ew £t expecTRO BE Masa (EIMS) 70 €v PRESENTA EN FRAGMENTO M/P: 376
] + 1on MoLECULAR Coq Hpylg. /2 348 por pérDIDA DE (O DEL 16N

MOLECULAR [H-CO] * i /e 352 por PERDIDA DE (0) DEL 16N MOLECULAR
H»Coé] +. w/z 292 PoR PERDIDA DE CgHgD DEL I1ON MOLECULAR  =---
H-Csﬂgﬂ +, W/e 275 POR PERDIDA DE CSHBOZ DEL 10N MOLECULAR ---
M - CsHgla! +. m/x 261, por PERDIDA DEL 16N MoLECULAR DE (5HgOs
[_Tj - 658903 + u/t 85 POR PERDIDA DE ESHQIE} w/2 57 POR PERDI-

DA DE [C;,Hg] +,

La DiLACTONA 11] POSEE UN GRUPO 2 METILBUTIRATO EN EL CARBONO 9 LO

CUAL ES EVIDENTE EN EL ESPECTRO DE RMN v ESPECTRO DE MASAS,

Diracrona 11 (Zinariavin B)

PRESENTA UN PUNTO DE FUSION: 196 - 198°C (ACETATO DE ETILO-HEXANO).,

PRESENTA UN MAXIMO DE ABSORCION AL ULTRAVIOLETA EN ETANOL e

sE 213 MM CON UN COEFICIENTE DE ABSORTIVIDAD DE 29 248, EN EL POLA-
RIMETRO PRESENTA UN [ot] p = +29.569 (c0,183:CHC1Z), en 6L LWR,
SE OBSERVAN LOS SIGUIENTES picos: 1778, 1772, 1726, 1665,1651,

Ex £L eSPECTRO DE Masas (EIMS) 70 Ev PRESENTA UN FRAGMENTO M/2 358

[ﬂ] + 168 MoLEcuLAR  CogHooOp, /2 314 pom PERDIDA DE C0p DEL -
16N MOLECULAR H-C02 + , EL FRAGMENTO M/2 258 POR PERDIDA DE  --

CcHgly pEL 16N MOLECULAR E‘I - CsHaﬂﬂ + , u/e 214 POR PERDIDA DE
Cohgly e 314 Elu-csﬂgozj + /2 83 por pérDIDA DE (gHy0 w/e -

55 POR PERDIDA DE E“ HB + . (49) (50) (51

La Dieacrona 11 Posee un GRUPO TIGLATO (2 METIL.2 BUTENOICO) QUE -

SE PUEDE EVIDENCIAR EN €L ESPECTRO AMN v DE MASAS,
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ESTAS DOS SUSTANCIAS, YA PURIFICADAS EN FORMA DE CRISTALES V ---
PREVIAMENTE IDENTIFICADAS FUERON DISUELTAS EN 50 Ul DE PROPILEN-

6L.icoL v 10 ML DE Mepio BasaL EAGLE, CON UNA MAXIMA CONCENTRA---
cion pe 100 ua/mL.
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I11.- BET0D0

SE REALIZARON DILUCIONES DE CADA UNA DE LAS LINEAS CELULARES EN EL
MeD1o BasaL EAGLE SUPLEMENTADO CON SUERO FETAL DE Bovino AL 10%. -
100 U.1. pe pentciLiNa POR m1 ¥ 100 ug DE ESTREPTOMICINA POR sl ~--
(APENDICE 1) v SE CULTIVARON EN TUBOS LEIGHTON CONTENIENDO APROX!-
MADAMENTE 60,000 cELuLas Por m2,

Por cADA UNA DE LAS DoSIs DE 0.1, 1. 5. 10 v 50 wg/m v EL CONTROL
SE SEMBRARON UNA SERIE DE 11 TUBOS LEIGHTON, 3 DE ELLOS CON LAMIN}
LLA PARA LLEVAR A CABG LA PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR Y ANALISIS
MORFOLOGICO ¥ LDOS 8 RESTANTES SIN LAMINILLA EMPLEADOS PARA EL CON-
TEO CELULAR Y DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DEL CRECI
MIENTO CELULAR,

Los TuBDS LEIGHTON SE INCUBARON A 37°C EN FORMA MORIZONTAL Y ESTA-
T1C0S., EN UNA ATHOSFERA DE 53 DE COp v 951 DE AIRE DURANTE UN PE--
RiODO DE 24 HORAS. LAPSO EN EL CUAL LAS CELULAS CRECEN ADHERIENDO-
SE A LA SUPERFICIE DEL TUBO, _
EL niMERD DE TUBOS SEMBRADOS FUE ESCOGIDO EN BASE AL RESULTADO DE
ESTUDIOS EFECTUADOS EN €L LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR DEL --
IMSS Los CUALES MOSTRARON VALIDEZ ESTADISTICA,

AL TRANSCURRIR LAS 24 HORAS, SE CAMBIO EL MEDIO DEL CULTIVO ORIGI-
NAL POR EL MEDID CONTENIENDG LOS FARMACOS EN ESTUDIO A LAS DOSIS -
DE 0.1 A 50 ug/mi DEPENDIENDO DE LA LACTONA A ESTUDIAR, CON UN GRU
PO CONTROL PARA CADA SUSTANCIA Y PARA CADA LINEA, LOS TUBOS SE IN-
CUBARON 72 HORAS BAJO LAS MISMAS CONDICIONES.

"LA FORMA DE PREPARACION DE LAS DIFERENTES DOSIS SE EFECTUD DE LA -
SIGUIENTE MANERA:

SE PESO 1 MILIGRAMO DEL FARMACO CRISTAL1ZADO COLOCANDOSE EN UM Tu-
BO CENTRIFUGA, SE AGREGARON 50 LAMDAS DE PROPILENGLICOL Y SE CALEN
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TO SUAVEMENTE HASTA DISOLUCION COMPLETA POSTERIORMENTE SE AGREGA--
RoN 10 =1 DEL MeDio BasaL EAGLE. SE FILTRO CON UN SISTEMA MiLLIPO-
RE EN MEMBRANA DE 0,22 U ¥ SE REAL[ZARON LAS DIFERENTES DILUCIONES,

UNA VEZ FINALIZADA LA INCUBACION SE REALIZARON LAS SIGUIENTES DE--
TERMINACIONES

1) CGONTEQ-CELULAR,
SE VACIO EL MEDIO DE CULTIVO DE LOS OCHO TUBOS LEIGHTON SIN LAMIN}

LLA EN VIALES DE 20 1 DE CAPACIDAD, IDENTIFICANDOSE CADA TUBO CON
LA DOSIS, FARMACO Y LINEA CELULAR CORRESPONDIENTE.

LAs CELULAS SE LAVARON POR DECANTACION CON 2 mL DE SOLUCION SALINA
AL 0,92 (APENDICE 2) PASANDOSE POSTERIORMENTE AL VIAL,
LAS CELULAS FUERON DESPRENDIDAS, AGREGANDO 1 ml DE TRIPSINA AL -
0,257 (APENDICE 3) DEJANDO ACTUAR POR UN LAPSO DE L0 MiNuTos.
SE VACIO LA TRIPSINA CONTENIENDO A LAS CELULAS EN EL VIAL, SE LAVA
RON LOS TUBOS LEIGHTON DOS VECES CON 8 mi DE SOLUCION SALINA, PARA
PODER ARRASTRAR TODAS LAS CELULAS, INCORPORANDO AMBOS LAVADOS AL -
VIAL, DE MANERA QUE EL VIAL SE LLEVD A UN VOLUMEN FINAL DE 20ml vy
SE LLEVO A CABO EL CONTEO CELULAR, REALIZANDOSE CUATRO LECTURAS --
POR VIAL EN UN CONTADOR ELECTRONICO DE PARTICULAS®.
Los DATOS OBTENIDOS FUERON ANAL1ZADOS POR MEDIO DE PROBITS QUE ES
UNA VARIANTE DE CORRELACION LInNeaL (APENDICE 4) oBTENIENDO DE ESTA
MANERA LA DO5IS EFECTIVA MEDIA (DEgg) DE CADA UNO DE LOS FARMACOS
EN LAS DOS LINEAS CELULARES.

11,- PORCENTAJE -DE-VIABILIDAD (ANALISIS-DE-EXCLUSION)
SE DECANTO EL MEDIO DE CULTIVO DE UN TUBO CON LAMINILLA POR DOSIS

* Contapor CouLTeR, MobeLo B HiaLeaw FLorine USA,
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Y SE ARNADIO 1 mi DE AZUL DE TRIPAN, DEJANDO ACTUAR EN EL LAPSO DE
S minuTos (APENDICE 5)

POSTERIORMENTE SE SACO LA LAMINILLA DEL TUBO LEIGHTON Y SE COLOCO
EN UN PORTA-OBJETOS DE MANERA QUE ESTEN EN CONTACTO LAS CELULAS -
CON EL CRISTAL.

SE LEYERON 3 SER1ES DE 100 CELULAS EN ZONAS DIFERENTES DE LA LAMI-
NILLA EN EL MICROSCOPIO DE LUZ Y SE DETERMIND EL PORCENTAJE DE VIA
BILIDAD CELULAR.

ANALTSIS MORFOLOGICO

SE DECANTO EL MEDIO DE CULTIVO DE DOS TUBOS LEIGHTON CON LAMINILLA
POR DOS1S Y SE LAVARON LAS CELULAS 3 VECES CON 3 ml DE SOLUCION SA
Lina aL 0,97 DESECHANDOLA, PARA QUITAR LAS PROTEINAS DEL MEDIO DE
CuLTIvO,

SE ANADIO 5 m1 DE METANOL A CADA TUBO, SE TAPARON Y SE DEJO UN Mi-
NiMo DE 20 MINUTOS Y UN MAXIMO DE 15 DiAS CON EL OBJETO DE FIJAR -
LAS CELULAS.

PARA TERIR LAS CELULAS SE LLEVO A CABO EL METODO DE TINCION DE -- .
JacoBson (APENDICE 6)

UNA vEZ TENIDAS LAS CELULAS SE REALIZARON LECTURAS DE 1000 céLuLas
PARA OBTENER EL PORCENTAJE DE CELULAS MONONUCLEADAS, MULTINUCLEA--
DAS ¥ QUE PRESENTEN M1TosIs, (51) (52)
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RESULTADOS
DE ACUERDO A LOS PROTOCOLOS PARA EL ANALISIS DE AGENTES QuiMIicos ¥ PRO-
DUCTOS NATURALES EN CONTRA DE TUMORES ANIMALES Y OTROS SISTEMAS BIOLOGY
€os ESTABLECIDOS POR La CAncER CHEMoTHERAPY NaTionaL SERvICE CENTER DEL
NationaL CENTER INSTITUTE SE LLEVARON A CABO PRUEBAS PRELIMINARES DE -~
ACUERDO AL PROTOCOLO 1,901 DEL MISMO INSTITUTO EN LAS QUE SE PROBARON -
posts 0§ 0.1,1.5.10.50 v 100 ug/ml DE LAS LACTONAS A ESTUDIAR, CON EL -
FIN DE LOCALIZAR LA DOSIS QUE SE ACERCARA A LA DOSIS EFECTIVA MEDIA -~

(DEgp) QUE ES LA DOSIS EFECTIVA QUE INWIBE EL CRECIMIENTO AL 50% EN coM
PARACION AL coNTRoL (53),

Los RESULTADOS DE LAS DOS DILACTONAS FUERON ANAL [ZADOS POR SEPARADO ~
ENCONTRANDO LO SIGUIENTE:

EN LaS TABLAS 1 v 2 SE MUESTRAN LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE LA SEGUNDA
FASE DE ESTUDIO DE LA DILACTONA 11l CON DOSIS MAS CERCANAS A LA DOSIS -
EFECTIva S0 compRENDIDAS ENTRE 0.1,1 ¥ 5 ug/mi

Después DE LLEVAR A CABO LA SERIE DE EXPERIMENTOS DE LA DILACTONA [I] -
EN LA LINEA L 929 , SE CALCULO EL' PROMEDIO DE PORCIENTO DE INHIBICION Y
SUS RESPECTIVAS DESVIACIONES ESTANDAR, COMO SE PUEDE OBSERVAR EN LA Ta-
BLA [, DONDE SE MUESTRA QUE A DOSIS MINIMA EL PROMEDIO DE PORCIENTO DE

INHIBICION FUE DEL 11T MIENTRAS QUE A DOSIS DE 1 ug/ml v 5 ua/mlFUE DE

54% v 88%, RESPECTIVAMENTE, )

A LA MAYOR DOSIS EL PORCIENTO DE INHIBICION FUE DE 100X.. OBSERVANDOSE

UN COMPORTAMIENTO DOSIS-RESPUESTA, A MAYOR DOSIS MAYOR PORCENTAJE DE
INHIBICION,

Los ANALIS1S ESTADESTICOS A QUE FUERON SOMETIDOS ESTOS DATOS MUESTRAN -
UN COEFICIENTE DE CORRELACION DE R = 0,914
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En LA TABLA 2, SE OBSERVA QUE EL PORCIENTO DE VIABILIDAD CELULAR O TEST

DE EXCLUSION DECRECE EN FORMA INVERSA A LA DOSIS,

LA DILACTONA TI1 EJERCIO UNA ACCION SIMILAR EN PRESENCIA DE LA LINEA --
eP1TELIAL HEP 2 C MoSTRANDO EN LA TABLA 1 QUE A DOSIS MINIMA EL PROMEDIO
DE PORCIENTO DE INHIBICION FUE DE soLo EL 18% SIENDO QUE A DosIS DE | -

ug/ml ¥ 5 ug/m fUE DE SUT Y UYL RESPECTIVAMENTE, LLEGANDO A SER DE UN
100% A LA Dosis DE 10 ug/m

EL coericIENTE DE CORRELACION FuE DE R = 0,949 MOSTRANDO UN COMPORTAMIEN
TO DOSIS RESPUESTA,

EN LO QUE CONCIERNE AL PORCIENTC DE VIABILIDAD EN LA TABLA 2, SE OBSER-
VA QUE TAMBIEN DISMINUYE EN RELACION INVERSA A LA DOSIS.

EN CUANTO AL ANALIS1S A NIVEL CELULAR EN EL ESTUDIO MORFOLOGICO SE PUEDE
OBSERVAR QUE EN LA TABLA 2 LA DILACTONA [1] EN LA LINEA FIBROBLASTICA -
L 929 A posis pe 0.1 ug/ml EL NOMERO DE MITOSIS DISMINUYD DRASTICAMENTE

EN RELACION AL CONTROL SIENDO UNICAMENTE DEL 15T v A posispE lv 5 --
ug/ml EL PORCENTAJE FUE DEL 15 v 101 RESPECTIVAMENTE EXISTIENDO TAMBIEN
UNA GRAN DISMINUCION DE PORCIENTO DE CELULAS EN MITOSIS EN RELACION AL -

CONTROL .

EN RELACION A CELULAS MULTINUCLEADAS SE OBSERVO UN PEQUENO AUMENTO CON--
FORME LA DOSIS SIENDO DE 104%, 113% v 133% a posis pe 0.1, 1Y 5 vg/m -
RESPECTIVAMENTE CON RESPECTO AL CONTROL,

A LA D051S DE 10 ug/mi AL EXISTIR UN NUMERO INSUFICIENTE DE CELULAS PARA
REAL1ZAR CONTEO QUE FUERA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVO, A CAUSA DE LA
ELEVADA INHIBICION CELULAR. NO SE PUDO EFECTUAR EL ANALISIS MORFOLOGICO.
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LA Ditactona 111 EN LA LiNEA EPITELIAL HEP 2C NO EJERCI® UNA DISMINUCION
MUY ELEVADA EN EL NUMERO DE CELULAS EN MITOSIS SIENDO EN TODAS LAS DOSIS
MUY SEMILAR OBTENIENDOSE EN (A Dosts DE 0.1, 1,0.v-5.0 ue/mi UN PORCENTA
JE DE 89, 81 v BY RESPECTIVAMENTE EN RELACION AL CONTROL,

EL NOMERO DE CELULAS MULTINUCLEADAS PRESENTES A DosIs DE (.1 ue/ml fpyg -
pe 1172 v a posis pE 1.0 ue/mi Fué DE 155% SIENDO MAYOR A AMBAS DOSIS QUE
EL NOMERO DE CELULAS MULTINUCLEADAS DEL GRUPO CONTROL. EN CAMBIO A DOSIS

pE 5.0 ug/mi PRESENTD UN 96%, ES DECIR HUBO UN LIGERO DECREMENTO,

A posis ot 10,0 ughl LA ELEVADA INHIBICION CELULAR NO PERMITIO REALIZAR
CUENTAS QUE FUERAN ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS,

EN LA TABLA 5 SE MUESTRAN LA DOSIS EFECTIA MEDIA Y LOS LIMITES DE CON---
FIANZA DE LA DILACTONA [I[ EN AMBAS LINEAS CELULARES,

StenDo LA DE(50) pE 0,55 ug/mL EN LA LiNEA FiBROBLASTICA L 929 v'LA  --

DE(gp) EN LA LiNEA EPITELIAL HEP 2C DE 0.473 uve/m

En LA TaBLa 3 v U SE MUESTRAN LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE LA SEGUNDA FA-
SE DE ESTUDIO DE LA DILACTONA 2 4 DosIs DE O.1. 1. 10 v 50 uve/m , OBsER
vANDOSE EN LA TABLA 3 que &N LA LINEA L 929 ExIST!O UNA CORRELACION EN--
TRE LA INHIBICION DEL CRECIMIENTD Y LAS DOSIS CON UN COEFICIENTE DE ---

R = 0,918
MosTrRanDo EN LA Dos1s DE 0,1 ug/ml gL BT DE INHIBICION Y A°DOSIS DE L ¥

10 ug/mL UN 46 v 91% DE INHIBICION RESPECTIVAMENTE,

EN LA TABLA U SE OBSERVA QUE EN LA TEST DE EXCLUSION, EL PORCENTAJE DE -

VIABILIDAD CELULAR VA DECRECIENDO CON RELACION AL AUMENTO DE DOS(S SIEN-
5o 0 318 & 0.1 ugm DE 74% A 1.0 ug/mi DE 50T A 10 ug/ml HASTA UN CERD
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PORCIENTO A DOSIS DE 50 ug/m1.

CoN REFERENCIA A LA LINEA HEP 2C LAS DOSIS TRABAUADAS DE LA DILACTONA
{1 fueron pE 0,1, 1, 10 ¥ 50 ue/m1, OBSERVANDOSE EN LA TABLA 3 QUE EL
PROMED!O DE PORCIENTO DE INHIBICION AUMENTS AL AUMENTAR LA DOSIS EXIS
Tienpo A posis DE 0,1, 1, 10 v 50 ug/ml UN PORCIENTO DE INHIBICION DE
8, 43, 89 v 977 RESPECTIVAMENTE EN RELACIGN AL CONTROL EXISTIENDO -

UNA RELACIGN DOSIS-RESPUESTA CON UN COEFICIENTE DE CORRELACIGN DE -
R =0.774,

En LA PRUEBA DE PORCIENTO DE VIABILIDAD O TEST DE EXCLUS1ON MOSTRADA

CEN LA TaBLA 4 se ENCUENTRA UN 74% A DoSIS DE 0.1 ug/mi . UN 84% A DO--
s1s DE 1.0 ug/m ¥ TAN SOLO UN 16 v 5% A Las posis DE 10 v 50 ugrm -
DANDO COMO RESULTADO TAMBIEN GUE A MAYOR DOSIS MENOR PORCENTAJE DE -
VIABILIDAD, EL ANAL1S1S MORFOLGGICO cON LA DiLAcTona Il EN LA LiNEA
cetuLAR L 929 no SE PuUDO REALIZAR A DOSIS DE 10 v 50 ug/ml POR LA ELE
VADA [NHIBICION CELULAR,

" CON REFERENCIA AL NUMERO DE CELULAS EN MITOSIS A DOS!S DE 0,1 ue/ml SE
0BSERVG UN VALOR DEL 207 v A DOStS DE 1.0 ug/mi DE 253, EN AMBAS EXIS
T10 GRAN'DISMINUCION DE ESTAS CELULAS CON RESPECTO AL GRUPO CONTROL.
EN CAMBIO EXISTIO UN AUMENTO DE CELULAS MULTINUCLEADAS S1ENDO DE 114%
A posis DE 0.1 uvgrmy v DE 2312 A Dosts DE 1.0 . ug/ml.

En La LfnEa epITELIAL HEP 2C NO SE PUDO LLEVAR A CABO ANALISIS A LAS -
posis DE 10 v 50 ug/ml POR EL NUMERO INSUFICIENTE DE CELULAS PARA LLE-

VAR A CABO EL ANALISIS,

EL NUMERO DE CELULAS ENCONTRADAS EN M1TOS1S DISMINUYS A posis D 0.1 -
ug/mt Y 1,0 ug/ml EN RELACION AL GRUPO CONTROL OBTENIENDOSE EL 78 v EL
67% RESPECTIVAMENTE,
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EL NOMERO DE CELULAS MULTINUCLEADAS A DOSIS DE 0.1 ug/ml FUE MUY SIMILAR
AL GRUPO CONTROL., PUESTO QUE SE ENCONTRO &L 99% EN CAMBIO A DOSIS DE --
1.0 ug/m 56 ENCONTRO EL 137% EN COMPARACION AL GRUPO CONTROL.

LA 'DOS!S EFECTIVA MEDIA DE LA DILACTONA [l EN AMBAS LINEAS CELULARES Y =
LOS RESPECTIVOS L{MITES DE CONFIANZA SE MUESTRAN EN LA TABLA 5 DONDE LA
DE('50) eN LA LINEA L 929 rué DE 1,17 wg/ml v LA DE(SO) EN LA LINEA  ---

HEP 2C ruE pe 0.20 ua/m
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TABLA 1

ErecTo DE LA DitacTona [11 soBRe LA
INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR*
pe LAS Lingas HEP 2C v L 929

FARMACO PROMEDIO DE
DILACTONA LINEA DOSIS PORCIENTO DE
1l CELULAR | ue/m: INHIBICION
L 929 0.1 11+ 1,9
. 1,0 54+ 4,42
/\(\ 5.0 88 + 1,67
10,0 100 + 0,00
) >=° 0.1 18+ 3,21
X173 1,0 54+ 4,18
\" é HEP 2 C -
r 5,0 94 + 0,63
10,0 100 + 0.00
DILACTONA 11T

*LAS CIFRAS EXPRESAN PROMEDIOS DE PORCENTAJE CON RESPECTO AL
CONTROL + DESVIACION ESTANDAR DE 3 A U EXPERIMENTOS EFECTUA

DOS POR OCTUPLICADO,



TABLA 2

EFECTO DE LA DILACTONA 111 SOBRE EL NUMERO
DE CELULAS MULTINUCLEADAS Y MITOSIS ENCON--
TRADAS EN LAS LINEAS CELULARES L 929 v HEP 2C

LINEA nosIs CELULAS CELULAS TEST DE
FARMACO CELULAR | wg/m1 MONONUCLEADAS | MULTINUCLEADAS | MITOSIS | EXCLUSION
NUMERQ 2 % [NUMERO 2 X [NUMERO Z* | PORCIENTO
CONTROL | 956 100 24 100 20 | 100 . 94
° 0.1 973 102 25 104 3 15 83
K]
n)v\(\ 1.0 971 | 27 13 31 15 7 o
L 929 5.0 966 101 32 133 2 10 38 4
- 0.0 | - - -- - [ 0
" \—o =
X"“ (/- CONTROL | 889 100 83 100 27 | 100 96
amd HEP 2 0.1 879 99 97 117 24 | 89 96
1.0 848 g5 129 155 22| 81 70
5.0 895 101 80 96 24 89 39
DILACTONA 111 i 10.0%% | - -—- --- - | - 0

x Los PORCENTAJES SON CONSIDERADOS EN RELACION AL CONTROL,

xx NUMERO INSUFICIENTE DE CELULAS PARA EFECTUAR EL ANALISIS Y HACER UN
CONTEN ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVO,
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EFECTO DE LA DILACTONA' 111 SOBRE EL NUMERO
DE CELULAS MULTINUCLEADAS Y MITOSIS ENCON--
TRADAS EN LAS LINEAS CELULARES L 929 v HEP 2C

LINEA | DOSIS, CELULAS CELULAS TEST DE
FARMACO CELULAR | ug/mi MONONUCLEADAS | MULTINUCLEADAS | MITOSIS | EXCLUSION
NUMERO %X INUMERO % X INUMERD XX | PORGIENTO

CONTROL | 956 | 100 24 100 20 | 100 9y

0.1 973 | 102 2 104 3|15 83

L0 971 | 1m 27 113 3| 15 74

L 929 5.0 %6 | 101 32 133 2110 38

10,0 | --- .- e | - 0

CONTROL | 889 | 100 83 100 27 | 100 %

HEP 2C 0.1 879 99 97 117 2| 89 9%

1.0 848 95 129 155 2| 81 70

5.0 895 | 101 80 9% 24 | 89 39

DILACTONA 111 i 10,08 | --- - | - 0

X LOS PORCENTAJES SON CONSIDERADOS EN RELACION AL CONTROL.

XX NOMERO INSUFICIENTE DE CELULAS PARA EFECTUAR EL ANALISIS Y HACER UN
CONTEN ESTANISTICAMENTE SIGNIFICATIVD,
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TABLA 3

EFecTo DE LA DiLACTONA ] SOBRE LA
INHIBICION DEL CRECIMJIENTO CELULAR®
DE LAS Lineas HEP 2C v L 929

FARMACO LINEA N0S1S PROMEDTO DE

DILACTONA CELULAR | yo/m PORCIENTO NE
1 INHIBICION
0.1 6+ 2,28

1.0 46 + 6.36

L 929 10,0 91 + 1,04
‘\<\__ 50,0 100 + 0,00

- 0.1 8 + 3,27
\Xu. 1.0 43 + 5,82
,f’d HEP 2C 10,0 89 + 1,93

50.0 97 +0.21
DILACTONA 11 ) ‘

*LAS CIFRAS EXPRESAN PROMEDIOS DE PORCENTAJE CON RESPECTO AL --
CONTROL *+ DESVIACION ESTANDAR DE 3 AU EXPERIMENTOS EFECTUADOS
POR OCTUPL ICADO,
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EFECTO DE LA DILACTONA 11 SOBRE EL NUMERO
DE CELULAS MULTINUCLEADA Y MITOSIS ENCON-
TRADAS EN LAS LINEAS CELULARES L 929 Y HEP 2C

LINEA D0S1S CELHLAS CELULAS MITOSIS | TEST BE

FARMACO CELULAR ug/ul | MONONUCLEADAS | MULTINUCLEADAS EXCLUSION
NUMERO  ZX  NUMERO  #*  |NUMERO XX|  PORCIENTO

CONTROL | 958 | 100 2 100 20 | 100 9%

0.1 966 | 101 2 114 4| 20 91

1.0 939 98 51 231 54 2 7

L 929 10,0%% | --- - [ 50

50.0%% | e | -- -- -e | ee- 0

CONTROL | 920 | 100 n 100 18 { 100 99

0.1 912 98 70 99 | 78 4

1.0 892 97 97 137 12| & 84

HEP 2C 10,0%% _— . . I R 16

XX - ——_— _— —— _— —
DILAGTONA 11 50.0% | - 5

X LOS PORCENTAJES SON CONSIDERADOS EN RELACION AL CONTROL.

xx  NOMERO
CONTEO

INSUF ICIENTE DE CELULAS PARA EFECTUAR EL ANALISIS Y HACER UN
ESTADISTICAMENTE SIGNIF1CATIVO.
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TABLA 5
Dos1s EFECTIVA MEDIA Y LIMITES DE CONFIANZA

oE LA Dreactona 11T v A DiLactona 11 EN LAS
Lineas L 929 v HEP 2C cALcuLADOS POR PROBITS

LINEA Ik, LIMITES DE CONFIANZA
FARMACO CELULAR ve/nl INFERIOR  SUPERIOR
L 929 0,55 0.00005 | 2.13240
HEP 2¢ 0,473 R
L 929 1.17 R
HEP 2C 0,20 0.12390 | 3,30970
DILACTONA 17

* CUANDO LA RELACION ENTRE LA PENDIENTE Y EL ERROR ESTANDAR SON MUY
GRANDES LOS VALORES QUE SE OBTIENEN PARA LOS LIMITES DE CONFIANZA NO
SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS,
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DISCUSTON

De ACUERDO A LOS RESULTADOS OBTENIDOS DESPUES DE LA INCUBACION DE
LAS DOS DILACTONAS CON LAS DOS LiNEAS CELULARES, SE ENCONTRO QUE LA DO-
SIS EFECTIVA MEDJA CALCULADA ESTADISTICAMENTE (VER TABLA 5) SE ACERCA -
MUCHO A LA DOSIS EFECTIVA MEDIA OBTENIDA EN FORMA EXPERIMENTAL (VER TaA-
BLAS 1 ¥ 3)¥ SIN CORRECCIONES Y LAS DIFERENCIAS SE EXPLICAN POR LAS DES
VIACIONES ESTANDAR OBTENIDAS A PARTIR DE LOS PORCENTAJES DE CRECIMIENTO

CELULAR,

CON RESPECTO A LOS RESULTADOS DESCRITOS EN LAS TABLAS 1. 2. 3 v 4
SE PUEDE HACER NOTAR QUE LOS PORCENTAJES DE MITOSIS DE LAS CELULAS ---
L 929 TRATADAS CON AMBAS DILACTONAS DISMINUYERON EN FORMA DRASTICA CON
RESPECTO AL CONTROL. DE LA MISMA MANERA EL PORCENTAJE DE VIABILIDAD CE-
LULAR NOS INDICA UN MAYOR NUMERO DE CELULAS MUERTAS EN LAS DOSIS MAS AL
TAS. LO QUE SIGNIFICA QUE AMBAS SUSTANCIAS SON ALTAMENTE CITOTOXICAS Y
ESTO SE REFLEJA EN EL ESCASO CRECIMIENTO CELULAR, MIENTRAS QUE EN LA L]
NEA -Hep 20 LOS PORCENTAJES DE MITOSIS MUESTRAN UNA DISMINUCION MENOS -
DRASTICA., ESTO PUEDE INDICAR UNA MEJOR RECUPERACION DE LAS CELULAS QUE
SOBREVIVEN AL CONTACTO CON LAS DILACTONAS Y QUE PUEDEN LLEGAR A DIVIDIR
SE, SIN EMBARGO ESTA RECUPERACI&N ES ESCASA 0 MUY LENTA, POSIBLEMENTE -
SE DEBA A QUE EL CICLO CELULAR EN CELULAS NEOPLASICAS AUN EN CRECIMIEN-
TO IN VITRO ES DIFERENTE AL CICLO CELULAR DE LAS CELULAS DE ORIGEN NOR-

MAL .,

DE ACUERDO CON LOS ESTUDIOS EFECTUADOS POR KUPCHAN Y COLABORADORES
(16). CON RESPECTO A LA ESTRUCTURA DE LOS FARMACOS, SE PUEDE DECIR QUE
EXISTE UNA RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA MOLECULAR Y LA ACTIVIDAD BIOLO
GICA DE ESTOS.,

KUuPCHAN ¥ COLABORADORES ESTUDIARON ESTA RELACION EN LAS LACTONAS -
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SESQUITERPENICAS Y ENCONTRARON QUE LA MAYOR PARTE DE LAS LACTONAS BIOLD
GICAMENTE ACTIVAS ERAN ©& METILEN ¥  LACTONAS Y POSEIAN GRUPOS FUN
CIONALES TALES COMO GRUPOS EPOX1DO. ESTERES INSATURADOS. CETONAS INSATU
RADAS Y LACTONAS INSATURADAS, POSTERIORMENTE DEMOSTRARON QUE LA PRESEN-
C1A DE UNA o4 METILEN ¥ LACTONA, ES ESENCIAL PARA SU ACTIVIDAD CITQ
" TOX1CA, PUESTO QUE SI SE HIDROGENABA ESTE CONJUGADO, EXISTIA UNA INACT}
VACION DEL COMPUESTG, TAMBIEN OBSERVARON QUE ESTE GRUPO FUNCIONAL REAC-
CIONA CON LOS GRUPGS SULFHIDRILO DE LA CISTEiNA (15) ¥ QUE EXISTE UNA -
ALQUILACION DE LOS CENTROS NUCLEOFTLICOS, DICHA ALQUILACION SE LLEVA A
CABO MEDIANTE UNA ADICION T1Po MICHAEL COMD SE MUESTRA EN EL SIGUIENTE

ESQUEMA!

O 4+ AHG-LH;-CH-LOON ——e
Ay

LAS DOS DILACTONAS ESTUDIADAS, TIENEN EN SU CONFIGURACION MOLECULAR
LA PRESENCIA DE GRUPOS REACTIVOS COMO SON EL GRUPO ©& METILEN ¥ LAC-
TONA, EL GRUPO EPBX1D0 (EN EL CASO DE LA DILACTONA I11) v UN ESTER NO -
sATURADD (EN EL cASO DE LA DiLACTONA [D),

De ACUERDO A LO DICHO ANTERIORMENTE, SE PUEDE DECIR QUE EL EFECTO
¢1TOTOX1CO DE LO$ DOS FARMACOS ESTUD1ADOS ES DEBIDO PRINCIPALMENTE A LA
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PRESENCIA DE LOS DOS GRUPOS ¢ METILEN & LAcTONA (51), va oUE PESE
A QUE LA DILACTONA 11 POSEE UN GRUPO EPOXIDO, ESTE SOLO INCREMENTA LIGE
RAMENTE LA ACTIVIDAD CITOTOX1CA COMPARADO CON LA DILACTONA [l qQuUE EN 5U
LUGAR TIENE UN GRUPO ESTER NO SATURADO,

SE HAN REAL1ZADO ESTUDIOS SOBRE LA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE LOS
GRUPQS EPGXIDO Y DE ACUERDO A MonToGoMERY (56) HA ENCONTRADO QUE ESTOS
GRUPOS ACTOAN COMO AGENTES MUTAGENICOS QUE PUEDEN FORMAR ENLACES CRUZA-
DOS CON CADENAS DE DNA POR MED!O DE PROCESOS DE ALQUILACION, DE CUAL---
QUIER FORMA ESTE GRUPO CONTRIBUYE EN PARTE PARA CONFERIRLE A LA MOLECU-

LA EL ALTO GRADO DE CITOTOXICIDAD QUE PRESENTA,

En EL pRoTOCOLO PARA s1sTEMAS EsPeciFicos No, 1-1.901 Cert CuLtuge
(DRuG EvaLuaTion BrancH, NationaL CANCER INSTITUTE, NaTIONAL INSTITUTES
oF HeALTH, NARYLAND) (53) SE ESTABLECE QUE PARA QUE LOS EXTRACTOS DE -
PLANTAS SEAN CONSIDERADOS COMO POSIBLES AGENTES ANTITUMORALES DEBEN CUM
PLIR CON UNA DOS1S EFECTIVA MEDIA (DESO) MENOR O lGUAL A 30 us/ml EN LA
Fase [ DE ESTUDIO Y UNA DESO MENOR O IGUAL A 20 ug/mi EN LA FASE I1 DE

ESTUDIO AMBAS A NIVEL DE CULTIVO "IN VITRO",

LAS DOS DILACTONAS ANALIZADAS EN ESTE ESTUDIO PRESENTAN LAS DESO -
REQUERIDAS POR EL SISTEMA DE PROTOCOLOS ANTES MENCIQNADO. SIN EMBARGO -
ENCONTRAMOS QUE ELLAS NO TIENEN EL EFECTO SELECTIVO QUE SE BUSCABA PARA
INHIBIR O MATAR UNICAMENTE A LAS CELULAS DE ORIGEN NEOPLASICO. YA QUE -
LA ALTA CITOTOXICIDAD QUE PRESENTAN AFECTA DE MANERA SIMILAR A CELULAS
DE ORIGEN NORMAL QUE A CELULAS DE ORIGEN NEOPLASICO., SIENDO LO MISMO --
QUE OCURRE CON ALGUNOS AGENTES ANTINEOPLASICOS UTILI1ZADOS EN LA CLiNI-
CA EN EL TRATAMIENTO DE CANCER COMO LO SON LA VINCRISTINA Y LA VINBLAS-

TINA,

SIENDO ENTONCES RECOMENDABLE DE QUE DE CONTINUAR CON LOS ESTUDIOS
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SE HICIERA COM DOSIS MUY PEQUENAS UNIENDO LA MOLECULA A ACARREADORES --
ESPECIFICOS: PARA APROVECHAR LA CITOTOXICIDAD DE LA MOLECULA Y LA ESPE-
CIFICIDAD DEL ACARREADOR., POR EJEMPLO UNIRLA A UNA HORMONA ESTEROIDE Y

TRATAR CELULAS NEOPLASICAS QUE TENGAN RECEPTORES PARA ESTE TIPO DE MOLE
CULAS, COMO LO SON LAS CELULAS DERIVADAS DE CANCER DE MAMA,
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CONCLUSIONES

LAS LACTONAS SESQUITERPENICAS ESTUDIADAS PRESENTAN UN EFECTO C!TOTO-
XICO TANTO EN CELULAS DE ORTIGEN NORMAL COMO EN CELULAS DE ORIGEN TU-
MORAL ,

De ACUERDO A LGS RESULTADOS OBTENIDOS SE CONCLUYE QUE EL ESTUDIO EN

AMBAS DILACTONAS SESQUITERPENICAS PESE A QUE CUMPLEN CON LOS REQUE-
RIMIENTOS DE LA CANCER CHEMOTERAPY NaTionaAL, SERvicE CENTER, No DE-
BEN CONTINUARSE HASTA NO MODIFICAR LA ESTRUCTURA MOLECULAR Y ESTA --

TENGA MAYOR SELECTIVIDAD A CELULAS NEOPLASICAS, QUE ES EL OBJETIVO -
PRINCIPAL DE ESTA LINEA DE TRABAJO,



D
2)

3)
4)

5)

b)
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APENDICE

MEDIO BASAL EAGLE SUPLEMENTADO
SOLUCION SALINA AL 0.97

SOLUCION DE TRIPSINA AL 0.25%

FORMULAS QUE SE UTILIZARON -
PARA EFECTUAR EL ANALISIS --
ESTADISTICO

SOLUCION DE AZUL DE TRIPAN

TINCION DE JACGBSON

—t
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MEDIO BASAL EAGLE SUPLEMENTADO

PARA 5 LITROS:

Mevto pe EaGLE EN poLve 49,0 gr
BrcarBonaTO DE Sodlo (NAHCO;) 11.0 gr
PiruvaTto DE sonio 0,01 M 50.0 nl
SUERO FETAL DE BOVINO 500.0 ml
ESTREPTOMICINA 100 ug/m1

PENICILINA/mL ' 100 U.L.

MezcLAR €L MEDIO EAGLE EN POLVO EN UN LITRO DE AGUA DESTILADA.

MEZCLAR EL BICARBONATO DE SODIO EN OTRO LITRO DE AGUA DESTILADA,

(No MEZCLAR EL MEDIO EN POLVO Y EL BICARBONATO JUNTOS PUESTO QUE NO SE
DISUELVEN) '

MEZCLAR AMBAS SOLUCIONES Y AGREGAR EL PIRUVATO DE SODIO AFORANDO A 5 -
LITROS. AGITAR HASTA DISOLUCION COMPLETA,

QurTar 500 ml DE LA SOLUCION Y AGREGAR 500 ml1 DE SUERO FETAL DE BOVINO
Y POSTERIORMENTE LOS ANTIBIOTICOS.

FILTRAR v ESTERILIZAR EL MEDIO,



-4 -
SOLUCION SALINA 0.92

NaCL 0.9 er

AGUA DESTILADA 100 ml
Pesar 0.9 'gr DE CLORURO DE SODIO Y DISOLVERLOS EN 100 ml pg
AGUA DESTILADA,

ESTERILIZAR LA SOLUCION POR FILTRACION.
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- SOLUCION DE TRIPSINA 0.25 2

AGREGAR 2.5 & DE TRIPSINA EN POLVQ A UN LITRO DE soLucidn P.D. (IX)

CONCENTRADA,

En un maTRAZ DE 1000 =1, COLOCARLO SOBRE PLACA MAGNETICA DURANTE 1 HORA

A 40°C, ESTERILIZAR POR FILTRACION (FILTRO # 7 MILLIPORE) Y DEJARLA EN

TUBOS ESPECIALES PARA TRIPSINA.

SoLucion P.D, ( 1X ) CONCENTRADA

NaCl
KC1
NAzuPoq

KHqPOy
Hq

Rouo FENOL

8.0
0‘2
1,15

0.2
1000
10,0

ml

mg

COLOCAR LAS SALES EN UN MATRAZ AFORADO DE ! LITRO Y AFORAR CON AGUA DES-

TILADA O DESMINERALIZADA,

ConNSERVAR A 4°C, ANTES DE USARLA. CALENTAR LA SOLUCION A TEMPERATURA AM-

BIENTE HASTA QUE TODAS LAS SALES ESTEN EN SOLUCION,
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FORMULAS QUE SE UTILIZARON PARA
EFECTUAR EL ANALISIS ESTADISTICO

PROMEDIO

X=X 1.+ X2+, ,,-t-XN
N

N = NOMERO DE DATOS

DESVIACION ESTANDAR

£N
s=/i= ..
N-1
S= DESVIACION ESTANDAR

2

COEFICIENTE DE CORRELACION

R = (Sva)2
(SSx) (SSy)

SPxy = £Xy - (£x) (4 v)
N

SSx=£%2 - (&0l
N

Sy = £ Y. (g 12

-_—

N .
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PROBITS
ESTE METODO ES UNA VARIANTE DE CORRELACION LINEAL QUE SE UTILIZA PARA
OBTENER LA DOSIS EFECTIVA MEDIA (DESO)
EN ESTE METODO SE TRABAJA CON UNA TABLA DE VALORES CONSTANTES, YA CAL

CULADOS, QUE CORRESPONDEN A LOS PORCENTAJES DE CRECIMIENTO CON RESPEC
TO AL CONTROL Y UNA ESCALA ARBITRARIA DE LOGARITMOS BASE 10 PARA cADA

DOS1S.
PENDIENTE , -
£X4Y
g s Xy - N
£ x2. (gn?
N
MeDta,-
way-y + X

Y = PROBIT 5

M = VALOR MEDIO CORRESPONDIENTE A LA DES0 EN LA ESCALA LOGARITMICA -
ARBITRARIA,

ECUACIONES PARA EFECTUAR LOS LIMITES DE CONFIANZA.-

¢ = 12 (vaz)
82 (SSx)

DONDE T CORRESPONDE A UN VALOR DE P 0.05
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LIMITES DE CONFIANZA INFERIOR Y SUPERIOR

(wex)y = 1 [j(n-i) 10 e (M—i)zJ
1- 8 B N Sox

0y =_L_ [0 + 1 (Sv0  1-s , (w-0)?
1-6 B N §Sx

L LIH
LINEA CELULAR,- L 929

FArMaco. - DiLactona 111

Dosis TRaBagapas,- 0.1, 1, 5 v 10 wg/mt

PORCENTAJE DE CRECIMIENTO CELULAR EN CADA UNA DE LAS DOSIS RESPECTIVA-
MENTE.- 89, 46, 12 v 0%

CALCULOS. -
X y (ProR1TS) Xy
0.1 6.23 4,87
1 4,87 5.73
5 3.82 4
RN 2 0
x =45 y = 16,92 14.6
% =112 V= 4,23
x2= 7,25

N= NOMERO DE DATOS = 4
gxsy . 19.03 (0% 5.0
N N
PenDIENTE.~ B =_14,6 - 10,03 _ - 4,43 , - 2.02
7.25 - 5.06 2.18
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Mepra,- M 238423 4 195-
- 2,02

0.7438 - 1=0.25
AnTiLoG - 0,256 = 0,55
Dosts EFecTiva Mepia = 0,55 ug/m?

6 = 12 (Sv,x%) §§x = DENOMINADOR DE B = 2,19
82 (S5x) T2 =19,18
Sv.x2 = 0,2875
B¢ = 4,080
6 = 0.61
Svyx = 0,536

DETERMINACION DE LIMITES DE CONFIANZA

'(n-i)L = LIMITE INFERIOR

(W-%)
it T]Tsl [(0 7438-1,125)-4,38 (0,536) /(1-0,61)+(,07438- 1125)ﬂ
22,02V g 2,19

(w-¥)_ = 000052

(n-i)u = LIMITE SUPERIOR

(w-%)y =1 | (D.7438-1,125)44.38 (0,336) JM.*WZ
0.6 2,007 4 2.19

(w-R)y= 2,1320
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SOLUCTON DE AZUL'DE TRIPAN € 0.1 %)

SOLUCION DE AZUL DE TRIPAN
AzuL DE TRIPAN 0,12

Pesar 0.1 gr DE AZUL DE TRIPAN EN POLVO Y DISOLVERLOS EN 100
. 'ml DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS.

CONSERVAR EN REFRIGERACION,
SOLUCTON AMORTIGUADORA DE
) Burrer DE fosFatos 0.2M a eH 7.2
SOLUCION A:

FosraTo DE S0D10 MoNOBASico 0.2 M

NaH, POy 27,58 g

Hy0 1000 m
SOLUCTON B: :

Fosrato pE sopio pisAsico 0.2 M -

NaHPO, 28.38  @r

Ho0 ’ 1000 m

PARA OBTENER UN PH DE 7.2 SE DEBEN TOMAR 28 nl DE LA SOLUCION
Ay 72 pe LA soLucton B v piLuir en 200 M DE AGUA DESTILA

DA.
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TINCION DE JACOBSON %)A ¢

PREPARACTON DE LOS COLORANTES

A)  MaY GRUNWALD

MAY GRUNWALD EN POLVO ) 0,3 g
ALcovoL METILICO 100 ml

DISOLVER EL COLORANTE EN POLVO EN ALCOHOL- METILI1CO HASTA DISOLUCION,
Y CONSERVAR LA SOLUCION EN UN RECIPIENTE AMBAR,

B)  Giensa
GIENSA EN POLVO 0.8 g
GLIERINA 50 aL
ALcoHoL METiLICO 50 m

MEZCLAR EL COLORANTE EN POLVO CON LA GLICERINA, Y CALENTAR EN BARO -

MARTA A 55°C HASTA COMPLETA DISOLUCION,

"ENFRIAR Y AGREGAR EL ALCOHOL METILICO., GUARDAR LA SOLUCION 2 0 3 sE-
MANAS. FILTRAR Y CONSERVARLA EN FRASCO AMBAR,

DILUIR UNA PARTE DE ESTA SOLUCION POR TRES PARTES DE LA SOLUCION --
AMORT IGUADORA QUE SE PREPARA DE LA SIGUIENTE FORMA:

SoLucion A
FosFaTo DIBASICO DE SODIO ANHIDRO 9.5 g
AGUA DESTILADA 1000 mL

SoLucton B
FosFaTto DE PoTASIO MONOBASICO 9.7 gr
AGUA DESTILADA 1000 mL



1y
2
3)
4)
5)

6)
7)
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SOLUCION AMORT1GUADORA

Sorucion A 61,1 =L
SoLucion B 38.9  ml
AGUA DESTILADA 900 .

TINCION DE JacoBsON
LAVAR LOS CULTIVOS EN SOLUCION SALINA DURANTE 3 MINUTOS,

F1JaR LAS CELULAS CON ALCOHOL METILICO.

TeRIR coN MaY GRUNWALD FILTRADO DURANTE 20 MiNuTOS,

TeNiR con Gremsa pituino 1:10 purante 15 MiwuTos.

DESHIDRATAR EN DOS CAMBIOS DE DE ACETONA Y DOS CAMBIOS DE
ACETONA-XILOL A PARTES 1GUALES 5 MINUTOS CADA UNO.

HACER UN PASO CON XILOL UN MiniMo DE 20 MinuTos,

Montar £t BALsamMo DE Canapa
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TABLA DE ABREVIATURAS

ADN ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO
°C GRADOS CENT1GRADOS

(DEgq) DOSIS EFECTIVA MEDIA

g GRAMOS

HR, HORA

N MOLAR *

ng MIL1GRAMOS

ug MICROGRAMOS

L. MILILITROS

u.v, ULTRAVIOLETA
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