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RESU!\IEN 

La busqueda de sistemas capaces de detectar sustancias con 
acción anticanccrígena adquiere alta prioridad en nuestro 
tiempo, por esta razón se decidió validar el cultivo de 
linfocitos como un si~tema para la detección de sustancias 
con potencial antineoplásico, usando como parámetros al 
índice mitótico (IM) y la cinética de proliferación celular 
(CPC). Asimismo se evaluó el efecto de sustancias de 

' . . smlcs1s nueva en este sistema. 

Se estudiaron los efectos de: mitomicina-C, cisplatino, 
b!comicina, me1J~1lan, 6-mcrcaptopurina, 5- lluorouracilo, 
metotrexate y colcemida (nlrmacos utilizados como 
antineoplúsicos en la clínica). 

Se compararon los resultados con los obtenidos para la 
incc)rporación de timidina trititada ( método tradicionalmente 
utilizado para la evaluación citotóxica), tanto para el cultivo 
de linfocitos como para dos lineas celulares (X63 y L5178) 
ampliamente usadas en el cernimiento de sustancias 
antineoplásicas. 

Todos los antineoplásicos utilizados provocaron una 
disminución del IM mitótico comparable a su efecto sobre la 
incorporación de timidina tritiada, y solo aquellas sustancias 
que son capaces de interaccionar directamente con el DNA, 
(cisplatino, mitomicina-c, blcomicina y meln1lan) retrasan la 
CPC de los linfocitos. 
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Los r~sultados apüym! el uso del iM y la CPC en el cultivo de 
linfocitos para la detección de sustancias con posible 
actividad citostática. 

Por lo que respecta a ias moléculas de nueva síntesis se 
probaron tres sustancias pertenecientes a la üunilia de las 
casiopeinas, compuestos de coordinación con centro 
metálico (cobre), observandose que la casiop~ina 1 y la 
casiopeina 2 provocaban una disminución del IM y un 
retraso en la CPC de los linfocitos, mientras que otra la 
IG~.11 no presenta actividad biológica en nuestro sistema. 

' 
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PLANTEAJ\IIENTO DE LA INVESTIGACION 

El cáncer a nivel mundial, esta reconocido como un 
problema impm1ante de salud pública, debido a las 
frecuencias tan elevadas que ha alcanzc1do, a su impacto 
económico y trasccndellcia social (Registro Nacional del 
Cáncer~ R.N .C. 1 987). Por ello se ha dado especial atención 
al problema en Jos programas de atención médica, de 
investigación, prevención y epidemiológicos. 

En muchos países, la mortalidad debida al cáncer oscila entre 
los 5 primeras causas de muerte. Así, por ejemplo, en 
Estados Unidos y Francia para el at1o 1985 el 22% de las 
muertes se debieron a esta enfermedad, y se calcula que la 
incidencia de cáncer anual es de aproximadamente un millón 
de nuevos casos. 

Frente a esto, la ciencia dispone c!ttsicamente de tres armas, 
la cirugía, la radioterapia y la quimioterapia, cabe mencionar 
que en las últimas décadas se ha desarrollado fuertemente el 
área de los moduiadores biológicos. Sin embargo, con 
frecuencia se trata de un "combate ciego" donde las armas 
utilizadas "hieren" indistintamente a las células normales y a 
las células malignas. 

Desde principios de este siglo los investigadores han tratado 
de encontrar sustancias químicas que puedan detener o matar 
a las células tumorales, así ya en los m1os 20s Coley mezcló 
toxinas, compuestos arsenicales, colchicina y otros venenos 
mitóticos, para ver su efecto sobre la dinámica tumoral 
(Zubrod et al, 1977). 

HOJA 3 

-" 1 

1 



,. 

Por una investigación sistcmútica y organizada o por 
serendipia, se han ido encontrando o desarrollando agentes 
Ctuímicos (tanto naturales o sintéticos) que se utilizan en el 

Cada año la industria farmacéutica produce más y más 
sustancias, a pesar de esto, son muy pocas las que tienen 
utilidad en el tratamiento del cáncer (aproximadamente unas 
30 sustancias), por lo cual subsiste la necesidad de encontrar 
agentes con un amplio espectro de actividad antitumoral y 
con menor toxicidad que los agentes usados actualmente. 

En México, la necesidad de importación de estos productos, 
y su costo muy ekvado hace que el desarrollo de productos 
antincoplásicos adquiera alta prioridad. Consciente de esta 
situación en la Universidad Nacional Autónoma de México 
Sl~ planteó un proyecto para el desarrollo de sustancias 
antineoplásicas participando en él investigadores de la 
Facultad de Química, Facultad de Medicina y del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas, los cuales desarrollan y evalúan 
drogas sintéticas con potencial antincoplásico. 

En general la búsqueda sistemática de nuevos 
antincoplásicos consiste en realizar un ccrnimiento en el cual 
de un grupo de sustancias se escogen aquellas que puedan 
tener el mayor potencial como agentes anticancerígenos al 
ser aplicados en la dínica. Este cernimicnto se lleva a cabo 
tanto para moléculas naturales como para sintéticas, cuando 
en estos es tu el ios no hay actividad entonces la investigación 
de la sustancia se suspende, y sirve de retroalimentación para 
modificar la estructura. Si hay confirmación de la actividad , 
entonces se puede continuar con pruebas más específicas. 
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En el Instituto de Investigaciones f3iomédicas, se ha utilizado 
el cultivo de linfocitos de sangre periférica de humanos como 
un método para la evaluación de los efectos genotóxicos, 
encontrandose que diversas sustancias son capaces de alterar 
la proliferación de estas células, por lo que surgió la idea de 
usar este sistema para detectar sustancias capaces de alterar 
la proliferación y su uso como un sistema de cerninimiento 
de actividad citostática. 

El objetivo de este trabajo fue validar al cultivo de linfocitos 
de sangre periférica humana In Vitro como un sistema para 
la detección de sustancias con capacidad antincoplósica, 
usando como parámetros al índice mitótico (IM) y la cinética 
de proliferación celular (CPC), y evaluar sustancias de nueva 
síntesis con posible actividad antineoplásica. 

.... 
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INTRODUCCION 

CÁNL'FR Y QUIMIOTERAPIA 

a) ASPECTOS HISTORICOS 

Aunque el concepto de tratamiento del cáncer con drogas se 
remonta al menos a 500 años, donde preparaciones de plata, 
zinc y mercurio eran usadas, la utilidad de los medicamentos 
en el tratamiento sistémico del célncer está bien 
document1da, hasta 1865 cuando Lissauer usó arsenito 
potásico (solución de Fowler) en un paciente con leucemia y 
notó un efecto positivo (Lissauer, l865).Sin embargo la 
quimioterápia del cúncer no se desarrolló hasta por lo menos 
80 años despues. 

Resulta irónico que la primera droga anticancerígena efectiva 
aparece en el contexto de la guerra y no proviene de la 
medicina. Esta droga fue la mostaza del n itrogeno, cuyo 
precursor, la mostaza del azufre (o gas H), fue usado en el 
campo de batalla en 1917. 

Se sabia que el gas H era extremadamente irritante y que 
podía quemar la piel, el tracto digestivo y hasta los ojos. Fue 
hasta despues de la guerra que se conoció que esta mostaza 
presentaba otros efectos tóxicos, como son~ leucopenia, 
aplasia de la medula ósea y ulceraciones del tracto intestinal 
(Krumbhaar y Krumbhaar, 1919). En 1931 Adair y Bagg 
aplicaron gas I-1 a un paciente con cáncer escamoso, pero fue 
considerado demasiado tóxico para el úso sistémico. 
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En los allos treinta otra mostaza fue desarrollada para su 
posible uso en la guerra, la mostaza del nitrogeno. Aunque 
nunca fue usada en combate durante la Segunda Guerra 
MundiaL Un desafortunado accidente durante ella, hizo que 
personal de la Marina de Estados Unidos y varias personas 
más que habitaban el puerto de nari, se expusieran a esta 
mostaza (Ingfield,G, 1971 ). 

Pocos m1os después Gilman ex(tlllinó su efecto antitumoral 
experimentalmente en ratones con linfosarcoma, encontrando 
un efecto positivo (Gilman, 1963). 

En Noviembre de 1942, Gilman, Goodman, Lindskog y 
Dougherty empezaron el primer tratamiento clínico 
utilizando la mostaza del nitrógeno, en pacientes con 
linfosarcoma, sin embargo su utilidad en el tratamiento del 
cáncer no fue conocida hasta el afio de 1946, cuando aparece 
una revisión de Gilman y Philips. Esa revisión marca el 
inicio de la quimioterápia moderna del cáncer. 

Diversas sustancias fueron evaluadas. La aminopterina fue la 
segunda droga que tuvo éxito en la quimioterapia y pertenece 
a la clase de los llamados antimetabolítos. 

Farber y colaboradores decidieron probar los conjugados y 
antagonistas del ácido fólico en nil1os con leucemia, 
encontrando que los conjugados aceleran el proceso 
leucémico en médula ósea, mientras que ciertos antagonistas 
eran citotóxicos. E!l 1947 cuando se pudieron obtener 
grandes cantidades de esta sustancia, fue introducida aJa 
clínica. 

HOJA 7 



, 

En otro estudio Farber trató con aminoptcrina a 16 ni:1os con 
leucemia aguda (Farbcr el al, 1 94R) logrando 1 O remisiones. 
f::;'C'fO" ,., .. ~,,,Jt"~O" "1C)tl.\''lrnt1 1~1 l)t'!Silll''(h d,, lllll'vn~ L..J•JI.. ...JI'-'rJ'-.ait.\tU ...JIJ \41\..J lt.6l... "'"'J ;.... • .,.,,_._ • .,._,..._,..~ 

antagonistas del ácido fólico menos tóxicos. 

De esta manera Sceger y colaboradores en 1949 sintetizaron 
la droga amenopterina o mejor conocida como metotrexate y 
en muy poco tiempo fue usada clínicamente. Sin embargo la 
busqueda de un medicamento más poderoso y menos tóxico 
(suet1o de Farber) continúa. 

Hasta la fecha no se ha encontrado un antifolato 
significativamente mejor que el metotrexatc y este 
medicamento continúa siendo el miembro de esa clase que es 
usado en la clínica. Es importante resaltar que el uso del 
metrotexate en el tratamíet:to de un coriocmcinoma 
gestacional, cJió el primer ejemplo de cura del c{mcer 
inducida por fármacos (Hertz el al,! 961 ). 

El desarrollo del grupo de las antipurinas como s11stancias 
contra el cáncer, empiezó con el trabajo de Hitchings y 
colabnradores a principios de los años 40's (El ion ct al, 
1952). Entre las primeras antipurinas que presentaban 
efectos sobre tumores experimentales, se encontraban la 8-
azoguanina y la 2-6-diaminopurina, sin embargo estos 
fármacos no fueron usados clínicamente, debido a su alta 
toxicidad. 

• • 
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La primera antipunna clínicamente efectiva fue la 6-
mercaptopurina descrita por Elion y cols en 1952. Cuando se 
estudió el cfcctc de este medicamento en contra de leucemias 
humanas se encontró que tenía una gran actividad 
(Burchcnal el al, 1953 ). 

Este medicamento es utilizado hoy día en el tratamiento de 
leuccmias agudas en riii1os. Recientemente se han 
desarrollado varios nlrmacos de este grupo, como la 6-
Tioguanina. 

Heidclberger y colaboradores en 1965, después de revisar 
los reportes experimentales existentes acerca de que las 
células tumorales utilizaron más el uracilo que el ácido 
orótico para sintetizar los ácidos nucleicos y desarrollaron las 
antipirimidinas con las que pretendían inhibir la utilización 
del uracilo por Jos tumores. 

Este grupo pensó que un antimetabolito parecido al uracilo, 
podría ser incorporado preferentemente por las células 
tumorales. De esta manera se desarrolló el 5-fluorouracilo, 
fármaco anticanccrígeno utilizado hasta la fecha. 

El desarrollo del 5-Jluorouracilo es un ejemplo importante ya 
que fue el primer m~dicamcnto di sellado y sintetizado por un 
grupo interdisciplinario con el único proposito de obtener 

. . ' unn sustancia ant1cancengcna. 

IIOJA 9 



El Dr. Farber introdujo otra clase de medicamentos a la 
clínica, en 1954 usó ~n nit1os que prcsentabnn tumores de 
Wilms, Actinomicina-D, uno de los antibióticos citotóxicos 
aíslados de las especies de Streptomyces (Waksman y 
WoodrufC 1940), 
Los antibióticos Wil.itumomlcs dillcren de !os antibic1ticos 
antibacterianos, en que los primeros son muy citotóxicos 
para las células de mamífero. Dentro de este grupo hay una 
gran cantidad de sustancias, entre las que podemos resaltar, 
la familia de las mitomicinas, de las bleomicinas y otros .. 

El azar también juega un papel importante en el 
descubrimientos de fármacos con capacidad anticancerígena. 
Uno de (~stos casos es la introducción a los esquemas de 
quimicterapia de los alcaloides de la planta Vinca. 

Se decía que estos alcaloides producían hipoglucemia, sin 
embargo cuando Noble y colaboradores en 1958, estudiaron 
estos alcaloides no encontraron los efectos hipoglucémicos 
que se les atribuían, pero sí que causaban granulocitopenia y 
una inhibición de las células de la médula. Posteriormente 
Johnson y colaboradores (1963) demostraron que algunas 
fracciones alcaloides de esta planta presentaban actividad 
antileucémica en ratones. 
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Nuevo:; medicamentos ha11 estado apareciendo, pero la 
mayoría de ellos son sintetizados a partir de compuestos 
desarrollados hace varios a11os. En los últimos mios la única 
aparición relevante ha sido el hallazgo del cis-platino . El 
Cis-diamino-dicloroplatino es un nírmaco descubierto por 
~ .. .. ... .-...., .... . ~............. -
1-<oscmncrg, van t__,amp y K..ngas en IY6). que cuando 
trataban un cultivü de Escherichia cql i con u1~ campo 
magnético producido con unos electrodos de platino, 
notanron que la replicación de las bacterias se detenía. La 
utilización de este medicamento abrió un amplio campo de . . . , 
mvestigacton. 

En relativamente pocos años ( aproximadamente 40) se han 
desarrollado y utilizado diferentes tipos de sustancias para el 
tratamiento de Jos diferentes cánceres (Tabla 1). Estos 
medicamentos se clasifican de acuerdo a Sl.IS mecanismos dt.~ 

acción (Tabla 2). 

TIPOS DE IY1EDICAMENTOS ANTINEOPLASICOS DE 
ACUERDO A SU MECANISMO DE ACCION: 

AGENTES ALQUILANTES. 

Estos agentes forman iones, altamente reactivos, los cuales 
reaccionan con componentes celulares esenciales alterando 
su función biológica normal. Además pueden remplazar los 
átomos de hidrógeno por radicales alquilo que causan 
principalmente ligamientos cruzados, "cross linking", y un 
aparcamiento anormal de las bases en la molécula de DNA. 
También pueden interaccionar con los grupos sulfidrilo, 
fosfato y amino dando como resultado múltiples lesiones, 
tanto en células en división como en reposo. 
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El cisplatino es un complejo mctúlico de coordinación que 
entra a la célula por difusión. Los iones de cloro se pierden 
por hidrólisis dando como result<•do la fonna~,;ión Je dos 
sitios de unión o ligandos activos, por lo que ha sido 
reportado como un agente alquilante bifuncional (Roberts y 
Pascoe, 1972; Mansy el al. 1973; Munchausen y Rahn, 
1975). 

El sitio preferencial de unión es la guanina. y ha sido 
rcpmtado como agente mutagénico, teratogé1~ico y 
clastogénico (Adler y EITarras, 1990, Fram el al. 1986, 
Turnbull et al. 1979). 

El cis-platino ha sido de gran utilidad en el tratamiento de 
diferentes cánceres como: ~í~St ículo ( \Villiams y Einhorn, 
1980), vejiga (Yagoda, l980),y otros. r::ste medicamento ha 
tenido buenos resultados en contra de tumores sólidos 
(tumores muy difíciles til~ tratar y con poca respuesta a los 
tratamientos ya que más del 50 o/o de las personas que lo 
presentan mueren) (StockdaJc, 1987). 

A este mismo grupo patenece el mell~llan el cual es una 
mostaza nitrogenada derivada de la fenilalanina, es también 
conocida como 1-sarcolisina. Es un agente alquilante 
bifuncional que transforma células de mamífero en cultivo 
(Marquardt y Marquardt, 1 977), produc(~ mutaciones génicas 
(13encdict el al. 1977) y ha sido reportado como agente 
genotóxico (Ringborg el al. 1981) y produce aberraciones 
cromosómicas específicas, involucrando principalmente los 
cromosomas 5, 7, 9, 11 y 17 (Mamuris el al. 1989; Parscns y 
Morrison, 1978 ). 
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El m el faJan presenta su máximo efecto sobre células en fase 
G 1 y puede alquilar tanto al DNA como a las proteínas de la 
cromatina (Davydova, 1960; Novikova, 1960, Kurlov et al. 
1968, 1973 ). 

Ha sido utilizado con éxito contra el mieloma múltiple 
(Bergsagel, 1972), melanoma maligno, carcinoma de pecho y 
ovario (Calabresi y Parks, 1980) 

ANTIIvlET ABOL1TOS. 

Incluyen a un variado grupo de compuestos los cuales 
interfieren con diversos procesos del "metabolismo" del 
DNA y de ese modo alteran las funciones celulares 
normales. 

Este tipo de medicamentos puedt~n actuar principalmente por 
dos mecanismos generales : a) Por la incorporación de la 
sustancia, más como un compuesto químico esencial que 
como un constituyente celular non:1al, o bien b) por la 
inhibición de una enzima clave (como la dihidrofólato 
reductasa) para el funcionamiento celular normal (Pratt y 
Ruddon, 1 979). 
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El mctotrexate es un buen inllibidor de la dihidrofolato 
reductasa, la unión entre ambas es muy fuerte, ya que es 
resistente a la acción de las protcasas (Hakala y Soulinna, 
l966).La inhibición de esta cnzimn es claramente el 
mecanismo más importante de acción de este medicamento, 
aunque es muy posible que a grandes concentraciones, esta 
sustancia pueda inhibir a la enzima timidilato sintetasa 
directamente, lo que contribuiría a su efecto citotóxico 
(Rueckert y .Mucllcr, 1960). 

El mctotrexate presenta una gran citotoxicidad al parecer 
debida al efecto "muerte sin ti mina", agotando las purinas 
de la céhlla. Se ha visto que este erecto puede ser reversible 
si se allade a la célula timina o desnxiadenina, por lo cual ha 
sido utilizado para sincronizar cultivos (Borsa y Whitmore, 
1969). 

En pacientes tratados con este medicamento se han 
observado efectos genotóxicos como aberraciones 
cromosómicas e intercambio de cromntidas hermanas, y no 
existen reportes que sea mutagénico en bacterias 
(IARC, 1987), pero sí es un reconocido teratógeno (Calabresi 
y Parks, 1980). 

Elmetotrexate es un buen medicamento para el manejo de la 
psoriasis, artritis reumatoidc y en el campo oncológico para 
las leucemias linfoblústicas agudas en nir1os, sin embargo 
tiene un valor muy limitado en el tratamiento de leuccmias 
en adultos (Kastrup el al. 1985). 
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Otra de los tYmnacos usados dentro de este grupo es la 6-
mcrcaptopurina que es un análogo natural de la base 
hipoxantina, que posee un grupo sultihidrilo en la posición 6 
de la base.Este medicamento es el sustrato para la enzima 
HGPRT (hipoxantina-guanina-fosforibosil··transferasa), y es 
convertido directamente en nuclcótido por vía del ahorro de 
las purinas, dando como resultado el nucleótido 6-
mercaptopurina-ribosa-fosfato, que es la forma más 
abundante de esta sustancia a nivei celular, y de esta 111anera 
inhibe la síntesis de las purinas. 

La citotoxicidad de la 6-mercaptopurina no depende de un 
solo mecanismo de acción ya que este fármaco inhibe 
muchas funciones celulares (Patterson y Tidd, 1975~ El ion y 
Hitchings, 1965). La inhibición de la síntesis de las purinas 
es el principal efecto. Produce aberraciones cromosómicas e 
intercambio de crcmátidas hermanas en linfocitos de 
pacientes tratados, mutaciones y daño al DNA en bacterias 
(IARC, 1987). 

Esta sustancia ha sido utilizada principalmente para el 
tratamiento de leuccmias agudas (leucemia linfoblástica, 
leucemia granulocítica crónica), generalmente responden 
mejor los niños que los adultos que presentan esta 
enfermedad. 
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Dentro del grupo de los análogos de pirimid in a se encuentra 
el 5··fluorouracilo (5FU), el cual debe ser convertido a su 
nuclcótido el 5-fluoro-2-deoxiuridina-5- monofosfato 
(FdUMP), para presentar su efecto citotóxico. Esta 
conversión del 5FU puede llevarse a cabo por tres diferentes 
mecanismos~ 1.- por medio de la pirirnidina fosíoribosil
transferasa acoplada a la ribonucleótido reductasa, 2.- por la 
uridina quinasa y 3- la uridina fosforilasa. La acción áe 
todas ellas da como resultado la formación del nucleótido 
FdUMP (Lagenbach et al. 1972). 

El 5FU inhibe la síntesis de DNApor medio de la inhibición 
de la enzima timidilato sintetasa. Esta enzimn dirige la 
transferencia y reducción de un grupo metileno del ácido 
fólico al ácido desoxiuridílico para dar el ácido timidílico 
(Lagenbach el al. 1972~ Santi el al. 1974). Es méls tóxica en 
células en proliferación que en las que no lo están, y se ha 
sugerido que podría actuar preferentemente sobre células en 
fase G 1 o S (Lozzio, 1969~ Kovacks el al. 1975). 

En pacientes tratados con este medicamento no se 
observaron efectos genotóxicos (Musilova el al. 1979~ Ciare 
et al. 1982), sin embargo en células de criceto chino induce 
aneuploidías, aberraciones cromosómicas e intercambio de 
cromátidas hermanas (Maier y Schmid, 1976~ Yajima el al. 
1981 ). 

El 5FU es efectivo en contra de varios tumores sólido~. 
Frecuentemente se usa junto con la ciclofosfamida y el 
metotrexate en el tratamiento del cáncer de mama ( Pratt y 
Ruddon, 1979). 

• 
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ANTIBIOTICOS. 

Es un grupo de compu~stüs que son capaces de alterar las 
funciones celulares normales de los tejidos de mamíferos. Su 
principal mecanismo de acción es el de inhibir la síntesis de 
DNA, de RNA y de retrasar o inhibir la mitosis. Dentro de 
este grupo tenemos dos familias de compuestos muy 
importantes para el tratamiento del cáncer, las mitomicinas y 
las bleomicinas. 

Las mitomicinas fueron descubiertas por Hata en 1956, y su 
estructura química fue dilucidada hasta el ai1o de 1962 por 
Webb. Estas sustancias presentan un grupo uretano, una 
quinona, asi como un anillo de aziridina, el cual es esencial 
para que presente la actividad antineoplásica (Kersten, 
1975). 

Después de una reducción enzimática de la quinona y la 
pérdida del grupo metóxido, la mitomicina se convierte en un 
agente alquilante bifuncional. De todas las mitomicinas, la 
mitomicina-C aislada de Streptomyces caesnitosus por 
Wakaki en 1958 es la más activa de todas. 

La mitomicina produce entrecruzamicntos uniéndose 
covalentcmente con el DNA (Arora, 1979; Szybalsky et 
a/.1967), al parecer la capacidad que presenta para llevar a 
cabo los entrecruzamientos es proporcional a la cantidad de 
guaninas y citosinas que estén presentes en el DNA (Tomasz 
et al. 1987). Ha sido reportada como mutagénica para 
bacterias (Szybalsky, 1964), como agente clastogénico, 
teratogénico y carcinogénico en células de mamífero (Cohen 
y Shaw, 1964; Nowell, 1964 y Crooke y Bradner, 1976). 

HOJA 17 

( 

• 



.. 

La mitomicina ha sido usada con resultados positivos en el 
adenocarcinoma gástrico y ha producido beneficios 
temporales en carcinomas de colon, cervix, recto, pancrcas y 
mama (Crooke y Bradncr. 1976. Orwool et al. 1978). 

La otra familia importante dentro de este grupo de 
antibióticos antitumorales son las llamadas blcomicinas~ que 
fueron descubiertos por Umczawa et al. (1962) como 
resultado de los productos de fermentación de Streptomyces 
verti<:;.illus. Las evidencias indican que tanto sus efectos 
tóxicos como su espectro antitUJYloral pueden verse 
modi fícados dependiendo de sus grupos terminales 
(Umczawa~ 1973~ Chabner et al. 1975). 

Se reconocen dos tipos principales d~ blcomicinas~ la A y la 
8 ambas utilizadas en la clínica (el producto comercial es 
una mezcla de estos dos tipos de blcomicinas), aunque hoy 
día ya se tiene un derivado que es mús activo llamado 
peplomicina. 

Las bleomicinas presentan interesantes propiedades 
bioquímicas, Al parecer su actividad citotóxica está 
relacionada con su capacidad de cortar la molécula de DNA 
(por esta razón se les consideran comn agentes 
radiomiméticos). 
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Estos cortes se pueden deber a la interacción de la 
blcomicina con los iones ck hierro y oxígeno (Povirk, 1979). 
Se ha postulado que los grupos bitiozolcs de la bleomicina se 
intercalan en el DNA acercando el grupo Fe al azúcar. La 
reacción crucial parece ser la oxidnción del complejo 
bleomicina+Fe2+DNA. 

El complejo oxidado Fc3 + bleomicin.t 'le puede disociar del 
DNA y ser reducido otra vez a Fe2 + blcomicina, para así 
poder unirse otra vez al DNA. Cada ciclo de oxidación 
reducción puede causar la liberación de una base (Sausville 
et al. 1978; Povirk, 1979). 

Existen informes de que la blcomicina es gcnotóxica 
(Bornstein el al. 1971; Hittelman y Rao, 1974; 
Promchninant, 1975), y produce que se sintetice gran 
cantidad de la enzima su peróxido dismutasa,la cual está 
involucrada en la eliminación de los efectos producidos por 
los radicales libres en la célula (13innchi y Lopez-Lazarra, 
1991 ). 

Se considera que a temperaturas 1isiológicas el dm1o al DNA 
debido a la bleomicina es el resultado de tres diferentes 
eventos: 1.- degradación del DNA por medio de radicales 
libres, 2.- inactivación de los radicales libres por medio de 
enzimas antioxidantes y 3.- la reparación enzimútica del 
daño. A bajas temperaturas no se evita la degradación del 
DNJ\ por medio de los radicales libres, pero si se inhiben 
todos los demas eventos (Lopez-Larraza, 1990). 

HOJA 19 



AGENTES INIIIBIDORES DE LAS MITOSIS. 

Son venenos del huso mitótico, dentro de los que tenemos a 
los ya comentados alcaloides de la planta Vinca y a la 
colchicina y sus derivados. Todas estas drogas comparten su 
capacidad de unirse a la tubulina de los microtúbulos 
causando una despolimcrización de la misma, lo cual lleva a 
que la célula presente una mala separación de los 
cromosomas. 

Existe información de que el sitio de unión de la colchicina 
es diferente al de ios alcaloides de Yi!.l~·a, sin embargo 
cuando una célula es tratada con vinblastina y colccmida, 
esta última se une a la tubulina más fuertemente (Wilson, 
1970). La exposición de las cdulas mitóticas a colcemida 
(derivado de la colchicina) da como resultado la rápida 
desaparición del huso y el mantenimiento de los cromosomas 
en un estado condensado (I3orisy et al. 1974 ). 

La colcemida al igual que la vinblastina no actuan 
promoviendo la disociación de los microtúbulos, sino que 
actua bloqueando el proceso de polimerización, rompiendo 
asi el estado de equilibrio que presentan los microtúbulos 
(Margulis y Wilson, 1 977). 

Se ha informado que estas sustancias se utilizan para 
sincronizar cultivos ya que al ser lavados de los medios, las 
células pueden salir de mitosis y entrar en interfase (Pratt y 
Rudclon, 1 979). 1 ,a colccmida es poco usada hoy día en la 
clínica, pero se le utilizó para el tratamiento de la leucemia 
mieloide crónica junto con busulnm y la radioterapia. 
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Calw mencionar que todas las drogas utilizadas clínicamente 
presentan rangos de citotoxiciclad que pueden ir desde un 
leve marco o náuseas o ser altamente tóxicos para el riJ1on o 
d uídu, de. 

Como se puede apreciar tenemos un variado campo ele 
mecanismos de acción dentro de las drogas utilizadas para la 
quimioterapia, hay que mencionar que algunos cánceres son 
tratados con hormonas, o bien con algunos medicamentos 
novedosos como es la h idroxiurea. Si bien es cierto que estos 
medicamentos en algunos casos han tenido cxito para 
erradicar algunos tipos de cáncer, en la mayoría este tipo de 
terapia es paliativa. 

DESCUBRIMIENTO Y DETECCION DE 
MEDICAMENTOS A N TIN EOPLASICOS 

a) ASPECTOS HISTORICOS 

En lo:' af'íos 20s ya se conocian los tumores tra'tsnlantabks 
en ratones, para la búsqueda de sustancias qlle fueran 
capaces de detener el crecimiento tumoral. Entre éstos 
tenemos~ los tumores ascíticos de Ehrlich, sarcoma 180, 
Walkcr 256, y otros. En el af'ío de 1937 se forma en Estados 
Unidos lo que hoy se conoce como el Instituto Nacional del 
Cúncer (Shcar et al. 194 7), rápidamente este lnstiwto 
cmpczú a probar muchas sustancias y a finales de los ~ü1os 50 
se tt~nían probados mús de 3,000 compuestos químkos 
(Zubrocl et al. 1977). 

HOJA 21 

' 



Sin embargo durante mús de dos décadas los programas de 
este Instituto t11vieron que ser cortados muchas veces por 
n1lta de fondos, fue hasta el ar1o 1 C) 55 q tiC se estableció el 
primer programa con apoyo del gobtcrno (Staquct eral. 
1983) y a partir de esa fecha se han llevado a cabo diferentes 
estudios para lograr establecer estrategias que permitieran 
detectar agentes que puedan ser aplicados en la clínica para 
el tratamiento de los diferentes tipos de cáncer. 

En general la búsqueda si~ltemat izada de nuevos agentes 
antineoplásicos consiste en real izar un cernimiento en el 
cual, de un grupo de sustancias se escogen a aquellas con 
mayor potencial terapéutico. Para esto se han utilizado 
diferentes modelos tumorales transplantados en animales de 
experimentación, principalmente en raton~s. 

Se asume que existe una correlación entre la actividad contra 
los tumores transplantados en ratones y la efectividad 
terapéutica en el humano. Si esta correlación existe, entonces 
el uso de sistemas cxp'.~rimentales para la selección de las 
drogas que scrún evalt1adas en la clínica, es mejor que una 
selección al azar. 

En 1975 se introdujo en el Instituto Nacional del Cúncer un 
sistema de ccrnim icnto de sustancias anticancerígcnas que 
implicaba la utili;ación de un sistema de prcccrnimicnto en 
el cual se utilizaba un modelo lcuc,~mico llamado P-388, 
aislado por Pottcr y Brigss en 19ó2 de ratones DBA/ 2 que 
fueron expuestos a mctilcolantrcno (1 Jowe y Davis, 1989). 
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1:1 ensayo consistía ~n implantar células P-JXX 
intrap~riton~almcnk en raton~s el~ la c~pa CDFI o BDFI.. 
utilizando un solo sexo ~n cada ~nsayo. los cuales d~spués d~ 
un día eran tratados con los ~squcmas s~kcciünado5, qu~ 
podian consi~;tir en dosis única~~ o bien en dosis repetidas del 
compuesto de elección. 

El parámetro evaluado al término de la prueba era el tiempo 
de sobrevida. Una sustancia era considerada como positiva si 
los ratones tratados sobreviviann al menos un 25% de tiempo 
más que los ratones no tratados. 

El parámetro de tiempo de sobrevida se ckgió en base a 
estudios en los que se encontró que a medida que disminuía 
el número de células lcucémicas por el tratamiento, el tiempo 
de sobrevicla aumentaba (Shabcl et al. 1977 ). 

La fínalidaJ de un sistema d~ ccrnimicnto inicial es 
seleccionar aquellas sustancias con posible acción 
anticancerígena, para así continuar con el cernimicnto 
secundario y culminar con las pruebas a nivel clínico. 

En la etapa primaria del ccrnimiento. se requiere que los 
modelos utilizados tengan una gran sensibilidad, es decir, 
que detecten un número grande de drogas que tengan el 
potencialmente activas (Ven el itti, 1981 ). 

En la etapa secundaria del cernimiento se requiere que los 
modelos usados sean capaces de detectar el mayor número de 
sustancias con actividad específica, es decir deben descartar 
al mayor número de fl1lsos positivos. 
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Cabe 111encionar que existen casos en los cuales, si las 
sustancias presüttan e~;tructuras químicas relevantes, se 
puede llegar a hacer a un lado el ce mi miento y pasar 
directamente a ias pruebas ümnacológicas y clínicas. 

La búsqueda de agentes curativos para tumores sólidos a 
través del cernimienlo en tumores transplantados ha tenido 
un éxitc limitado, ya que en la mayoría de los casos el 
traiamiento principal es paliativo, de ahí la prelk~upación por 
la busqueda de sistemas de ccrnimicnto más sensibles. 

METODOS DE DETl:CCION DE ANTINEOPI.ASICOS 

Los sistemas que han sido utilizados para el cernimiento 
específico de actividad son principalmente l.
microorganismos donde el efecto que se mide es si la 
sustancia intcractua con el DNA~ 2.- el cultivo de líneas 
celulares en donde el efecto es medido por la cantidad de 
colorantes vitales, o por la incorporación de timidina 
tritiada,( que es el método clasicamente usado), el parámetro 
utilizado para el cernimit~nto es la medición de la 
citotoxicidad de la sustancia probada. 

Hoy día el Instituto Nacional del cáncer de los Estados 
Unidos, estableció el uso de un panel de alrededor de 60 a 
100 líneas tumorales de humano en las cuales se probarían in 
vilro las sustanci~1s. Una de las ventajas que este e~;qucma o 
estrategia puede tener sobre las anteriores es la pusibilidad d~ 
descubrir agentes que sean relativamente específicos para un 
cierto tipo de tumor (Johnson, 1990). 
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En esta nue\·a estrategia se prdcnck que d cernimiento 
inicial de las fármacos con mayor potencial para ser usadas 
~~n la clínica, sea llevado d cabo en el panel de las líneas 
tumorales que están agrupadas en los sicic tipos más 
frecuentes de tumores detectados en humanos, como cáncer 
de pulmón, de riflón. de colon, de ovario, del sistema 
nervioso, melanoma y lcucemias (Skehan et a!. 1 990). 

El parámetro observado es la inhibición del crecimiento 
celular in vitro a través de !a medición de la incorporación de 
un colorante que determina el total de la síntesis proteica. 

Con un estudio inicial se determina que drogas son capaces 
de detener la proliferación celular y en que t.Jpos de células lo 
hacen, para así pasar al cernimiento secundario el cual 
consiste en implantar en ratones desnudos el tipo tumoral 
sobre el cual actuó la droga en particular y así evaluar si esta 
actividad se mantiene ahora en un modelo in vivo. De ser así 
se pasa a las pruebas a nivel clínico (Chabner, 1990). 

Si bien la nueva propucst a hecha por el Instituto Nacional del 
Cáncer puede presentar ventajas de selección de agentes con 
actividad antineoplúsica , el manejo de tantas líneas pueoe 
llegar a ser complicado y su costo elevado, razones que 
pueden ser un obstáculo para implementar esta estrategia en 
muchos laboratorios, es por esto la relevancia de proponer 
sistemas alternativos ele ccrnimiento de fármacos, como sería 
el cultivo de 1 infocitos. 
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METODOS PARA EL ESTUDIO DE LA CINETICA DE 
PROIJFERACION CELULAR 

-INCORPORAC!ON DE TIMJDINA TRITIADA 

La utilízación de precursores marcados radioactivamente 
para la evaluacion de la cinética celular ha sido un parámetro 
ampliamente estudiado para cuantificar los efectos de 
diversos agentes químicos. 

Los primeros estudios de Howard y Pele ( 1951 ), usando 
fósforo 32 y los de Taylor ( 1957) con timidina tritiada 
mostraron que era posible reconocer el punto en el cual se 
encontraba una célula dentro del ciclo celular, con estas 
técnicas Quastler y Sherman ( 1959) realizaron el primer 
análisis in vivo del ciclo celular. 

Rapidamentc se utilizaron estas técnicas para evaluar la 
cinética celular de células neoplásicas (Pilgrim et al. 1963), 
asi como, de los cambios de la cinética durante la 
carcinogéncsis ( Ivcrsen y Bjerknes, 1963 ~ Bresciani, 1965 y 
Marques-Pcriera y Leblond 1965 ). 

El uso de la timidina tritiada es considerado hoy día como la 
técnica clásica para los estudios de cinética de poblaciones 
celulares sintetizando DNA (Simpson-Herren, 1987) asi 
como para estudiar los efectos citotóxicos de algunas 
sustancias, ya que cualquier célula que pase por la fase de 
síntesis en presencia de la timidina radioactiva, dará una 
señal cuando sea evaluada (Freshney, 1987). 

-INCORPORACION DE BROMODESOXlURlDlNA 
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El desarrollo de la técnica de la tinción diferencial (Perry y 
Wolft~ 1974 ), basada en la incorporación de la 
hromodcsoxiuridina (BrdU) en el DNA, utilizando un 
tluorocromo como es el Hoescht y seguida de una tinción 
con Giemsa, ha permitido la identificación de células en 
metafase, que se han duplicado una, dos o más veces, 
haciendo posible el examen de la cinética de poblaciones 
celulares en división. Además este método presenta la 
ventaja de no trabajar con radioactividad. 

EL LINFOCITO COMO SISTEMA DE CERNil\11ENTO 
INICIAL PARA LA DETECCION DE SUSTANCIAS CON 
CAPACIDAD ANTINEOPLASICA. 

El cultivo de linfocitos humanos ha sido ampliamente 
utilizado como sistema de prueba para evaluar la actividad 
genotóxica de sustancias químicas y radiaciones (Obe el al. 
1975; Albertini el al. 1980; Ostrosky el al. 1987). Además se 
puede evaluar los (~fectos de las sustancias sobre la 
proliferación celular (Gebhart el al. 1981; Gcbhart, 1982 y 
Ostrosky el al. 1991 ). Por lo que consideramos que puede 
utilizarse como un método alt<:rnativo para el cernimiento 
primario de sustancias con actividad antineoplásica. 
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En el cultivo de linfocitos ha podido demostrarse la 
presencia de subpoblacioncs y dctcrm inarse el tiempo del 
ciclo celular (Craig-Holmcs y Shaw, 1977), el cual puede 
variar en función de: las condiciones del cultivo, 
(Mutchinick .el al. 1980; Gonscbatt el al. 1990), la edad de 
íos donadon:s (Schneidcr t!l al. 1982), su estado de salud 
(Nazarenko y I3urmakina, 1984; Dutrillaux y fose, 1976; 
Mutchinick et al. 1979; Ortiz y Bctancourt, 1990) y la 
adición de ciertos agentes químicos (Craig-Holmes y Shaw, 
1977; Crossen y Morgan, 1977; Snope y Rary, 1979 y 
Morimoto y Wolft~ 1980). 

Hay informes de algunos investigadores que mencionan que 
algunos antiamibiános, altihclmínticos y antimicóticos 
retardan la cinética de proliferación celular in vilro (Ostrosky 
el al. 1984; Jclju el al, 1983; Kierszenbaum el al. 1990; 
Sztein el al. 1990). 

Algunos investigadores han estudiado la posible influencia 
de un proceso maligno (cáncer), sobre la cinética de 
proliferación de linfocitos de personas que no han recibido 
ningun tipo de terapia. No se encontró ningun cambio en la 
cinética de proliferación de linfocitos, en pacientes con con 
cáncer esofágico (Adhvaryu el al. 1988a), cáncer de mama 
(Adhvaryu el al. 1988b) y en neoplasias multiples endócrinas 
tipo 11 ( Butlcr el al. 1987). Sin embargo Adhvaryu e/ al. 
( 1988c) y Slavutsky el al. ( 1988) encucntraron diferencias 
con respecto a los controles en pacientes con cáncer ovárico 
y cáncer de colon. 
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llay algunos estudios que indican que la cinética de 
proliferación celular, puede también ser alterada por la 
exposición de los linfocitos in vivo o in vitro a nlrmacos 
administrados experiment~l o terapéuticamente. 

Du frain el al. (1979) comunican un ligero alargamiento del 
ciclo celular en linfocitos d-~ conejos tratados con 
ciclofosfamida y Madle ( 1981) mostró un retardo en la 
cinética de proliferación de linfocitos humanos cuando son 
tratados con ciclofosfamida en presencia de la fracción 
metabólica S9. Singh y D'Ambrosio (1984) reportan un 
rPtraso en la proliferación de los linfocitos de pacientes con 
cáncer después de tratamientos con ciclofosfamida, cis
platino y mitomicina-C. 

Gebhart el al.( 1980), encuentran que en cultivos de 
linfocitos de pacientes antes de que reciban terapia con 
agentes citostáticos, hay un 25% de metafases en primera 
división y el 75 %restante, corresponde a segundas o 
subsecuentes generaciones, mientras que después de la 
terapia, se encontró un 60% de metafases en primera 
división. 

Recientemente, se ha observado un retraso en la proliferación 
de linfocitos humanos, tratados con diferentes complejos de 
platino, encontrando que el complejo Squerodicisplatino I 
era más activo que el cis-diaminodícloroplatino (Cis
platino). 
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También hay estudios con agentes esteroides que muestran 
un retraso en la cinética de proliferación de linfocitos, 
observando un mayor número de 1 infocitos que solo se 
dividieron en el cultivo una sola vez (Mourelatos el al, 1987~ 
Tselepi el al. 1989) . 

COMPUESTOS DE NUEVA SINTESIS 

En México la necesidad de importación de medicamentos 
antineoplásicos y su costo muy elevado, hace que el 
desarrollo de estos productos adquiera alta prioridad. 
Consciente de esta situación la Universidad Nacional 
Autónoma de México creó en 1988 el proyecto de 
DESARROLLO DE SUSTANCIAS ANTINEOPLASICAS 
con grupos de investigación de la Facultad de Química, 
Facultad de Medicina y del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas, los cuales en coordinación se propusieron 
desarrollar y evaluar sustancias sjntéticas con potencial 
antineoplásico. 

El grupo de investigadores de !a Facultad de Química 
encabezado por la Doctora Lena Ruiz ha sintetizado y 
caracterizado alrededor de 100 'compuestos de coordinación 
con metales de la primera serie de transición: Mn,Co,Ni y 
Cu, cuyo diseño se inició en 1975 (Ruiz-Ramírez et al. 1980; 
Ruiz-Ramírez y Moran, 1981 ). 
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Desde el desarrollo de técnicas analíticas capaces de detectar 
cantidades por abajo de ug de metales, principalmente de 
transición, los investigadores han puesto mucho énü1sis en la 
importancia de los metales en sistemas vivos en general y el 
organismo humano, tal es nsí que se ha desarrollado la 
llamada bioinorgánica. Así en los últimos años se ha 
informado de compuestos de coordinación con efectos 
biológicos específicos. 

El hecho de disponer de fármacos a base de compuestos de 
coordinación presenta algunas ventajas: las dosis que 
producen efectos biológicos son menores, la molécula 
orgánica sufre menor grado de biotransformación después de 
ser suministrada y la presencia del metal ofrece mayor 
especificidad. 

De los compuestos de coordinación con cobre emerge toda 
una familia, entre las que tenemos la droga llamada 
casiopeina 1, la casiopeina 2, y la denominada IGM l (Ruiz~ 
Ramírez et al. 1987~ RuizMRamírez, l992a~ Ruiz-Ramírez et 
al. 1992b~ Gasque et al. 1992) 
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EL COBRE Y SU INTERACCION CUN EL ORGANISMO 

El cobre es un elemento esencial para el organismo humano, 
posee funciones bioquímicas indispensables en los 
mamíferos. Este elemento junto con el hierro son necesarios 
para el desarrollo de la critropoyesis. Así mismo el cobre es 
un componente de varias enzimas de importancia clave en el 
metabolismo celular como son la ceruloplasmina, la oxidasa 
del citocromo-c , la su peróxido dismutasa, y otras. 

L,a deficiencia de cobre es un trastorno clínico raro en el 
hombre, ya que en la dicta diaria hay suficiente cantidad de 
dicho elemento para suplir las necesidades del organismo. 
Sin embargo existen algunas enfermedades atribuidas 
directamente a este metal como son la enfermedad de Wilson 
y el síndrome de 1v1enkes, enfermedades en las que se 
acumula el cobre en tejidos como hígado, cerebro, rit1ón y 

' cornea. 

La toxicidad inducida por este metal es rara y sobreviene 
con dosis superiores a los 1 O mg produciendo náuseas, 
vómito, diarrea y dolores abdominales principalmente . 

La actividad anticarcinogénica del cobre se encontró por 
primera vez en los años 60s cuando se realizaron estudios 
con sales de este elemento empleadas como complemento 
diario en la dieta o el agua administrada a ratas o ratones 
sujetos a un tratamiento con carcinógenos químicos. Los 
resultados observados sugieren que el cobre es capaz de 
inhibir la acción carcinogénica de una amplia variedad de 
compuestos (Jacobs y Grifl1n, 1981 ). 
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También se ha intentado establecer una relación entre el 
compicjo enzimútico de supcroxido dismutasa constituido 

. . / ' .. .. . .. . .. .. ' .. por vanas enzunas (una de ellas c1cpcncticntc etc cot)re) y el 
proceso carcinogénico (Wcstman y Marklund, 1981; Parsons 
y Morrison~ 1982, Lin el a/.1983 ). Debido a que este 
complejo enzimático t~s el encargado de eliminar los 
radícalcs libres de la célula, un comportamiento anormal de 
este complejo traería como consecuencia una acumulación 
de radicales libres que pueden alterar al DNA (Bianchi y 
Lopez-Lazarra, 1991 ). 

Se ha reportado que los metales de transición entre ellos el 
cobre tienen la capacidad de intercalarse en el DNA con una 
gran afinidad (Jacobs y Grifin, 1981 ~ Sherman y Lippard, 
1987) y que la unión del cobre es selectiva sobre las células 
tumorales (Apelgot el al. 1981; Parsons y Morrison, 1982: 
Snyder el al. 1986). A este metal se le atribuye actividad de 
inmunomodulador tanto en sistemas In Vitro como in vivo 
(Carpenticri el al. 1986~ Martcll el al. 1981 ). 

Se sabe que las concentraciones séricas de los metales de 
transición son susceptibles de ser modiflcadas en algunos 
tipos de cáncer, por ejemplo, las concentraciones sédcas de 
cobre pueden verse incrementadas notablemente en algunas 
leuccmias y linfomas~ aunada a estos cambios de 
concentración de dichos metales se asocia una respuesta 
inmune anormal (Carpenticri el al. 1986). 
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Toda esta información r~::salta la importancia de determinar la 
actividad citotóxica de los compuestos sintetizados con 
centro JIJdálico. De acuerdo a la bibliografía antes citada se 
espera que tales moléculas induzcan una acción 
prefen.~ncialmcntc citotóxica y mayor eficiencia que los 
medicamentos de empleo actual contra el proceso neoplásico 
maligno. 

Las tres sustancias que se estudiaron (Casiopeina 1, 
casiopeina 2 e IGM 1) son compuestos de coordinación del 
cobre cstabil izados con el anión N03- y un grupo 
batofenantrolina. La diferencia entre la casiopeina l y la 
casiopeina 2 es la presencia de dos fenilos en la casiopcina 1 
que están sustituidos por dos metilos en la casiopeina 2, lo 
que hace que ésta última sea mucho más soluble en agua. 
(Uno de los principales problemas de la casiopeina es su 
poca solubilidad). La IGM 1 presenta el centro de cobre y una 
bipiridina en vez de la batofenantrolina. 
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OB.l ETI VOS 

L.os objetivos de este trab,\io fueron: 1.- el de validar el 
cultivo de 1 infocitos humanos in vil ro como un sistema útil 
en el cernimiento de actividad antineopiúsica, usando como 
pmámetros al índice mitótico (IM) y la cinética de 
proliferación celular (CPC), y 2.- el uso de este sistema para 
evaluar la citotoxicidaa y citostaticidad de sustancias de 
nueva síntesis con núcleo de cobre. 
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DISE~O EXPERil\lEr,·rAL 

Se reaiizú un expcrimcn~o para cvn!uar !os diferentes 
solventes para los üírmacos, entre los que se probaron 
DI\1SO, metano!, metilcclulosa, NaOIL acetona, al 0.2 y 2°/o. 

Se llevaron a cabo un estudio longitudinal y uno transversal 
con la mitomicina-C (como control positivo) para determinar 
si el sistema mostraba reproducibilidad, para lo cual en el 
estudio longitudinal se evaluó la CPC y el IM de dos 
donadores a lo largo de un mes (4 veces) y en el transversal 
se evaluó estos dos parámetros en cinco diferentes donadores 
al n~ismo tiempo, en un solo experimento. 

Se hicieron experimentos para comparar el efecto del 
cisplatino y de la mitomicina-C sobre la incorporación de 
timidina tritiada en las lím~as X 63 y L 5178 (utilizadas para 
el cernimiento primario de sustancias) y su efecto sobre el 
índice mitótico de linfocitos en los cultivos. 

Se realizaron los experimentos evaluando la CPC y el IM en 
el cultivo de linfocitos para el cisplatino, mclfalan, 
bleomicina, 6-mercaptopurina, 5-fluorouracilo, metotrexate y 
la colcemida (todos fármacos utilizados clínicamente). 

Para evaluar la citotoxicidad en nuestro sistema se 
compararon las tendencias de los datos de reducción dd IM, 
con la incorporacion de timidina tritiada obtenida en 
linl()citos, por los fúrmacos antes mencionados, 
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A pnrtir de estos e:xpcrimcntus se calcularon las 
concentraciones necesarias para inhibir el 50~/o de cada 
parúmctro (IM, ITT e IR), con el objeto de poder comparar la 
potencia de las sustancias. 

Se representó grafícamcnte h-¡ rdaLion entre el IR y la 
inhibición del IM pr.ra comparar el comportamiento de las 
diferentes sustancias en el sistema. 

Para evaluar el posible efecto biológico de tres nuevas 
sustancias sintetizadas en la facultad de Química, se 
determinaron el IM y la CPC tanto para la casiopeina2 y la 
IGM 1, mientras que para la casiopeina 1 (sustancia que no es 
soluble en agua, se llevaron a cabo varios experimentos con 
diferentes vehículos (agua acidulada, alcohol benzílico y 
DMSO). 

Se calcu!ó tanto para la casiopeina 1 y como para la 
casiopeina2, las concentraciones nect::lárias para causar una 
inhibición del 50% tanto para ellM. como para el IR, para 
poder compararlas con los nínnacos de referencia, asimismo 
se relizó el perfil de la relación entre el IR y la Inhibición del 
IM tanto para la casiopeina 1 como para la casiopeina2. 
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l\IATERIAL Y l\IETODOS 

OBTENCION Y PREPARACION DE ~1UESTRAS 
SANGUINEAS PARA LA MEDICION DEL IM Y LA 
CPC. 

Se obtuvo sangre de donadores sanos, con jeringas 
desechables previm11cntc hcparinizadas bajo condiciones de 
esterilidad, la sangre se cultivó siguiendo la técnica descrita 
por Moorhcad et al (1960) que consiste en lo siguiente: 

CULTIVO DE MUESTRAS 

Alícuotas de 0.5 ml de sangre se le agregan a 6.5 mi de 
medio RPivll 1640 modificado y suple1w~ntado con 1 mi de 
aminoácidos no esenciales y 1 mi de glutamina por cada 100 
mi de medio~ a cada cultivo se agregaron 0.2 mi de 
titohemaglutinina y 0.3 mi de bromodcsoxiuridina 
(concentración final 32 u M), los cultivos se mantuvieron en 
incubación a 3 7 grados centígrados, por 72 horas. 

Los tratamientos fueron aplicados a los cultivos codificados 
por duplicado, obteniendo así dos réplicas del experimento y 
la evaluación posteriormente fue a doble ciego. 
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TRATAMIENTOS 

Todas las sustancias fueron aí1adidas hasta alcanzar un 
volumen final de 50 uL a las 48 horas del cultivo, 
continuando 22 horas más a 3 7 °C, después de ias cuales se 
le agrega colcemida al 0.1 o/o a cada tubo y se cultivan dos 
horas más antes de cosechar los linfocitos. 

Todas las sustancias que no fueron solubles en el medio de 
cultivo se diluyeron en dimetilsulfóxido, excepto el 
metotrexnte que se áiluyó en 500 ul de NaOH, para despues 
ajustar su molaridad con medio de cultivo. 

En general cada sustancia se evaluó con sangre de dos 
donadores y en dos experimentos, excepto para el caso de la 
mitomicina-C en el que se hizo un estudio longitudinal con 
dos individuos muestreados en 4 ocasiones y un estudio 
transversal en el que se evaluó el efecto en 5 donadores. 

COSECHA 

Este procedimiento se efectuó centrifugando los tubos de 
cultivo a 1200 rpm durante 1 O minutos, retirando la mayor 
parte del sobrenadante y aplicando un choque hipotónico a 
las células (resuspcndidas previamente) durante 30 minutos 
con una solución de cloruro de potasio (KCI) 0.075 M a una 
temperatura de 3 7°C. 
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Posteriormente se centrifugaron los tubos nuevamente, 
retirando el exceso el sobrcnandante y se fijaron los núcleos 
con una solución de metanól- ácido acético 3: 1 fría, agregada 
después de resuspender el botón del tubo, se centrifugó y se 
lavó varias veces con fijador. Este procedimiento se realizó 
hasta que el sobrenadante fue transparente. Se guardaron los 
tubos en refrigeración durante 24 horas con muy poco fijador 
(aproximadamente 0.5 mi). 

PREPARACION DE LAMINILLAS 

Después de transcurridas 24 horas de la fijación de los 
núcleos se hicieron preparaciones de cromosomas sobre 
laminillas lavadas y enfriadas previamente con alcohol de 
cat1a. Se resuspendió el botón de núcleos con una pipeta 
Pasteur y se tomaron algunas gotas de la solución, éstas se 
dejaron caer sobre la laminilla desde una altura de 
aproximadamente 1.50 metros y se secaron a la flama de un 
mechero. 

TINCION 

Para ter1ir las laminillas se siguió la técnica de Perry y Wolff 
(1974) donde se utilizó una solución de 1.0 mi de Hoechst al 
0.0 l% en 50 mi de buffer de fosfatos con un pH de 6.8 
(fosfato de sodio al 0.95% y fosfato de potasio al 0.91% en 
proporción 1:1) en la que se sumergieron las laminillas · 
durante 30 minutos en completa oscuridad, una vez 
transcurrido este tiempo se enjuagaron con agua corriente y 
se secaron al aire para exponerlas a luz negra, cubiertas con 
buffer de fosf~ttos y un cubreobjetos para evitar la 
evaporación, durante aproximadamente dos horas. 
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Después de este período, las laminillas se enjuagaron con 
agua corriente y se secaron al aire para inmediatamente ser 
tcüidas con una so , 'Ción de 1.5 mi de Giemsa en 50 mi de 
solución de buffer de fosfatos durante aproximadamente 2 a 
4 minutos, las laminillas se enjuagaron de nuevo con agua 
corriente y se secaron para poder ser analizadas al . . 
mtcroscopw. 

ANALISIS DE LAMINILLAS 

INDICE MITOTICO 

Las laminillas se leyeron al microscopio fotónico a 20 
aumentos recorriéndolas en zig-zag y comenzando de la parte 
central de la laminilla para contar dos mil núcleos totales y 
de ellos determinar cuántos estaban en división (metafase). 
Se registraron como núcleos aquellos que presentaban una 
forma aproximadamente esférica, de tinción clara y de 
tamaño relativamente grande, siempre y cuando pudieran 
identificarse individualmente como un núcleo de linfocito 
que sobrevivía en el cultivo. Como metafasc se cuantificó a 
las agrupaciones de cromosomas bien definidas con un 
número de elementos mayor de 30 cromosomas. 

El valor del índice mitótico se obtiene con la siguiente 
fórmula: 

NUl\1ERO TOTAL DE METAFASES 
l. M.= ---------------------------------------------------

NUMERO TOTAL DE NUCLEOS (2000) 
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CINETICJ\ DE PROLIFERJ\CION CELULAR. 

Se leyeron 1 00 mdaü1scs seguidas con el objetivo de 100 
aumentos y aceite de inmersión, dctcrminandose cada una, 
como de primera (M 1) segunda (M2), tercera división o 
subsecuentes (M3 ), dependiendo de la cantidad de tinción 
clara y obscura que presentaran los cromosomas. 

Si la meta fase presentaba un 1 00 % de tinción oscura se 
clasiflcó como M 1, si en esta se observaba un 50 o/o de 
tinción clara y un 50 °/o de tinción oscura sobre cada 
cromosoma se clasificó como M2 y por último, si la metafase 
presentaba aproximadamente un 25o/o de tinción oscura y un 
75% de tinción clara la metafase se clasificó como I\13. 

Con esta información se calculó el índice de replicación 
utilizando la siguiente fórmula: 

1 (#•M 1 )+ 2(#M2)+ 3(#M3) 
l ·R·-. . - -----------------··----------------------.. -------------

NUMERO DE METAFASES LEIDAS (1 00) 

.... 
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OBTENCION Y PREP/\lzACION DE LINFOCITOS PAR/\ 
LA MEDICION DE LA INCORPORACION DE TIMIDINA 
Tf/ I'I' 1 ¡\ [1 ¡\ a '" Al. .. ./J. a. 

De sangre obtenida por venopunción, se separan los 
linfoeitos por medio de una centrifugación de 30 minutos en 
un gradiente de Ficoli-Hypaque (Boyum, I 968), se aisla el 
anillo de células mononuclcadas, se lava en medio de cultivo 
y se vuelve a r.entrifugar por diez minutos, se tira el 
sobrenadante y se resuspende en 2 mililitros de medio RPMI 
1640, tomando una muestra de 50 uL. Esta se coloca en un 
mililitro del colorante vital azul de tripano, para poder llevar 
a cabo la cuantificación de linfocitos así cümo su viabilidad. 

Se les atladió fítohcmaglutinina (concentración 32uM) y 
20% de suero homólogo, y timidina tritiada (0.2 uCi por 
pozo, con una actividad de 6. 70 Ci/mmol NEN Products), y 
se dejó a 3 7°C y 5% ele C02 durante 48 horas. Después de 
las cuales se realizó una dilución para que en 250 uL se 
tuvieran 250 mil linfocitos, los cuales se colocaron en pozos 
de 300 uL, aftadicndoseles la sustancia (tres pozos por cada . 
concentración) a tratar durante 24 hor;ts más, al término, se 
cosecharon los pozos mediante una cosechadora automática( 
Cell Harvester MH-12), obtenicndosc los núcleos en filtros 
de microfibras de vidrio ( Whatman /19434-AH ). 

Estos filtros son posteriormente llevados a un contador de 
centelleo (I3eckman L,S-180 1) y se determinó la cantidad de 
radioactividad. 
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OBTENCION Y PREPARACION DI: LINFAS 
CELULARES PARA LA MEDICION DE LA 
INCCRPORACION DE TIMIDINA TRillADA 

Se t\:alizaron cultivos de las líneas en el medio RPt\11-1640, 
colocando un total de 3 X 104 células por pozo y se les 
adicionó timidina tritiada (.2 uCi por pozo) y el fármaco a las 
24 horas del cultivo, a las 72 horas se cosecharon de la 
misma forma que se realizó para los linfocitos. 

Las antincoplásicos que se probaron fueron: Cis-platino 
(Bristo], México), M itomicina-C (Sigma, U .S.A.), 
Mctotrcxate (Sigma,U.S.A.), Blcomicina (Mack, Gcrmany), 
5-fluoruracilo (Sigma U.S.A.), 6- rvtercaptopurina (Sigma 
U.S.A.), Mell~1lan (Sigma,U.S.A.) y Colcemid 
(Microlab,México). 
Todas estas f{p·macos fueron escogidas por su conocida 
a(~ción y· su utilización en la clínica ( ver Tablas 1 y 2 ). 

ESTADISTICA: 

Se realizó una prueba de chi cuadrada modificada por Yates 
para estudiar las diferencias entre Jos donadores y una prueba 
de T de Student para examinar las diferencias entre las 
concentraciones de las sustancias con respecto al control 
(Spiegcl. 1970) 
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RESll LTADOS 

EFECTO DE DIVERSOS SOLVENTES SOi3RE LA 
PROI J FERACION DI: LINFOCITOS. 

La necesidad de utilizar solventes, pues no todas las 
sustancias son solubles en agua, lle\'ó a In evaluación de sus 

'-

efectos en el cultivo de linfocitos. Los datos (Gráficas 6 y 7) 
muestran que el DMSO, metanoL metilcelulosa, NaOII, el 
etanol y la acetona al 2o/o, no alteran en las concentraciones 
evaluadas la proliferación de los linl'ocitos. Sin embargo la 
acetona y el etanol al 0.2 o/o sí alteran estos dos parámetros 
(p< 0.05). 
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I:STllDIO LON< iiTUDIN/\1. Y TRANSVLRS;\L L'\·: LOS 
EFECTOS DF L/\ MITOMICIN/\-C. 

Los datos obtenidos del l:studiu longitudinal de los efectos in 

vitro de la mitomicina-C en los linfocitos de do.•; donadoras 
tratados en cuatro ocasiones ditercntes (Tabla 3 y Grú1ica 2) 
y del estudio transversal en los linfocitos de cinco donadores 
(Tabla 4 y Grúlica 3) muc-:.tr¡-muna inhibición de la 
proliferación en función de la concentración, disminuyendo 
el índice mitótico (IM) y la cinética de prolilcración celular 
(CPC) al aumentar la concentración de mitomicina-C. En el 
estudio longitudinal se obse!'va variación intraindividual, 
siendo estadísticamente significativa solo en las primeras 
divisiones de los cultivos tratados con 0.1 u M. Por lo que 
respecta a la variación interindividual en el estudio 
transversal se puede ver que hay di1~rcncias entre los 
donadores sin embargo estas no son estadísticamente 
significativas. 
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COMP/\RACION DU. LFLCTO DI-: 1./\ MITOMICIN/\-C 
Y l~L CISPLATINO SOBRF EL IN DI( T MITOTICO DE 
LINFOCITOS Y LA PROLIFER/\CION DE LINEAS 
CELUI"ARES. 

Se comparó d etccto sobre la inhibición del 1M y de la 
proliferación de las líneas X63 y L5178 (ampliamente 
utilizadas como sistema de cernimiento primario) debidas al 
tratamiento con MMC y CSPT. Se observa en las gráficas 4 
y 5 que la inhibición total de la proliferación en las dos 
líneas y dcllM de los linfócitos estan muy cercanas a una 
concentración de 5 micromolar aproximadamente con la 
MMC, mientra~ que para el CSPT la concentración es de casi 
400 micromolar. Por lo tanto el comportamiento de la 
inhibición de la proliferación y dcllM es ~:imilar. 

EFEC'fOS DE V ARIOS ANTINEOPLASICOS SOBRE LA 
PROLIFERACION DE I.INFOCITOS. 

Se evaluaron 8 medicamentos antineoplúsicos con diferentes 
mecanismos de acción encontrúndose que el cisplatino, el 
mclfalan, y la blcomicina muestran un comportamiento 
semejante al de la mitomicina-C, esto es, disminuye cllM 
(Grúfíca l) y retrasa la CPC en func.:ión de la concentración 
(ver Tablas 5, 6. 7 y Grúlicas 8, 9 y 1 0). 
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1 ,a 6-mcrcaptnpurina al igual qu~ las anteriores reduce d IM 
(CJrúllca 1) confonne aumenta la concentración, sin embargo 
la CPC no se altem en presencia del medicamento (ver Tabla 
8 y Grúllca 11 ). Por lo que respecta al 5 tluorouracilo se 
observó que la respuesta entre donadores fue muy diferente 
(Tabla 9 ) (p< ().05). 

En un donador se observa en fónna repetida la inhibición del 
IM (Grútica 1) y d retraso de la CPC (Grúlica 12), mientras 
que en los otros dos donadores con las mismas 
concentraciones se observa una disminución menos drúst ica 
dcllM y no hay ct\x~to sobre la CPC (Clrálica 13 ). 

Elmctotrexate inhibió a 11M (Gráfica l ), pero esta inhibiciún 
no responde a la concentración ya que a concentraciones 
bi:ljas se observó una gran inhibición que no varía al 
aumentar la concentración. Con respecto a la CPC se vió que 
este medicamento no la altera (Tabla 10 y Gr~lfica 14). 

En la Tabla 11 y Grútica 15 se muestra el dl.'cto producido 
por la colccmida, donde se ve un aumento dd IM, mientras 
que la CPC tiende a retrasarse confbnne aumenta la 
concentración del tratamiento. 
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Para conocer la potencia de los fúrmacos con respecto al IM 
se calculó la dosis que inhibe el 50~';¡ del mismo, lo cual se 
obtuvo a partir de regresiones lineales de los datos 
experimentales, obscrvandose que la sustancia más potente 
iüe la blt:utnicina, siguicndolc la mih.1micina-C, el mclt:1lan, 
el cisplatino, el 5 1luorouracilo y la 6 mereaptopurina 
(Gráfica 16) Se calculó la dosis para el metotrexate que fue 
de O. 9 micromolar, sin embargo la correlación fue muy baja 
debido al compmtamiento. o sea que no responde a una 

. ' curva concetHracton- rL·spucsta. 

De la misma manera que para el 1M 50, se obtuvieron las 
concentraciones capaces de reducir al 50 °/ó el índice de 
replicación calculadas por medio de una regresión lineal a 
partir de una transformación de los datos usando el 
parúmdro el R. En la grútica 17 se observa la citostaticidad 
presentada por las sustancias que interactt:an con el DNA. 

INDICE MITOTICO VS. INCORPORACION DE 
TIMIDINA TRlTIADA 

Para validar el sistema además de evaluar varios 
antineoplúsicos de amplio uso en la clínica, se compararon 
los resultados sobre el indice mitótico, con el efecto de estos 
medicamentos sobre la incorporación de timidina tritiada, 
parámetro ampliamente usado para cuantificar la 
citoto~icidad de una sustancia. 
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En las gráficas 18 a 24 se comparan los erectos de los 
diferentes antineoplúsicos utilizados sobre la inhibición del 
IM y la incorporación de timidina tritiada (ITT). En todas las 
gráficas se ve que los dos parámetros presentan una dinámica 
muy parecida, aunque existen ciertas di fcrencias. 

En la gráfica 24 donde se analiza el efecto del mctrotexate 
s1Jbrc estos dos parámetros, se observa que la inhibición del 
IM no es dependiente de la dosis, mientras que el efecto 
sobre la ITT si depende de ella, sin embargo conforme 
aumenta la concentración la respuesta ele los dos parámetros 
se hace similar. 

Cuando se compara la tendencia de ambos parámetros 
ajustada por medio de un programa de computación 
(Gráficas 25 a 31) se aprecia que en las gráficas 25 a 29 la 
inhibición de la ITT producida por cisplatino, mitomicina-C, 
bleomicina, 6-mercaptopurina, y 5 tluorouracilo 
n:spectivamente, es mayor que para la inhibición del ll'v1, y . 
solo para el m el falan y el mctrotexate (Grúfíca 30 y 31) se 
observa que la inhibición del IM es mayor que la inhibición 
de la ITT. 

Para comparar la potencia de las sustancias sobre la 
inhibición de la ITT y el ll\1 se obtuvieron regresiones 
lineales de la misma manera que para la inhibición del 50 °/o 
del IM y se calculó la dosis necesaria para inhibir el 50%> de 
la ITT, los resultados se muestran en la grúfíca 32. Al 
compararlos con los del 1M (Gráfica 33) se ve que (sin 
contar al metrotexale por su comportamiento antes 
mencionado )todas los demás medicamentos, presentan el 
mismo orden. 
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SUBSTANCIAS DI:: NUEVA SINTESIS 

Se evaluaron 3 compuestos de nueva síntesis con núcleo de 
cobre~ la casiopeina 1, casiopcina 2 y la IGM l. La casiopeina 
l muestra un comportamiento similar a la mitomicina-c 
(Tabla 12, Gráfica 34 ). Los primeros experimentos con 
casiopeina 1 se real izaron diluyendola en agua acidulada 
(Tabla 13) mostrando una inhibición de 11M y un retraso en 
la CPC, sin embargo los investigadores ele la Facultad de 
Química encontraron que la solvatación en agua acidulada 
cambiaba las características químicas ele la molécula. 

Cuando se diluyó en alcohol benzílico se pudo observar un 
ligero efecto sobre el 1M y ningún cambio en la CPC (Tabla 
14), de esta manera se trató de buscar un vehículo adecuado 
en el cual la casiopeina fuera más soluble; después de utilizar 
varios solventes, se probó disuelta en DMSO en donde la 
casiopeina muestra una mayor solubilidad y estabilidad. 

Se realizaron algunos experimentos diluyendo en DMSO, 
observándose que la casiopeina mostraba una gran efecto 
sobre el IM y la CPC (Tabla 12). Posteriormente se llevaron 
a cabu varios experimentos probando un lote nuevo de la 
sustancia, pudiéndose observar que este nueva partida era 
mucho más tóxica que la empleada anteriormente (Gráfica 
35). 
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Uno de los principales problemas de esta sustancia es su 
poca solubilidad, por lo cual se evaluó su anúlogo que es 
soluble en agua, la casiopeina 2. En la tabla 15 y gráfica 36 
se ve que hay una inhibición del IM conforme aumenta !a 
concentración y tiende a retrasar la CPC, aunque su efecto es 
menos marcado que el de la casiopeina 1, mientras que en el 
lote controlado se ve que la sustancia es más potente (Tabla 
16 y Gráfica 37). 

Por lo que respecta a la potencia de estas dos sustancias 
(primeros lotes), en cuanto a su capacidad de inhibición del 
50% del IM, se vé en la gráfica 16 que la casiopcina 1 
muestra una potencia similar a la mitomicina-C y la 
casiopeina 2 al cis1)Iatino. En el lote nuevo ambas sustancias 
presentan la misma potencia, siendo esta mayor al cis
platino. En la gráfica 17 se ve las dosis necesarias para 
inhibir el 50% del IR de las dos sustancias y de sus dos lotes. 

También se probó el efecto de la droga IGM 1 la cual no 
mostró ningún efecto sobre los dos parámetros cuantificados 
(Tabla 17 y Gráfica 40 ). 

HOJA 52 



DISCllSION 

Uno de los objcti vos de eslL: lraln~jo ÜIL: el d~ validar al 
cultivo de linfocitos humanos in vilro como un sistema útil 
en la detección de actividad antincoplúsica, usando como 
parametros al IM y la CPC, los resultados muestran: que el 
índice mitótico y la cinética de proliferación presentan cierta 
variabilidad basal entre los donadores, dicha variabilidad de 
los resultados existe en los sistemas biológicos (Brusick, 
1987), y en el cultivo de linfocitos ha sido reportada por 
varios investigadores ( Giulotto el al. 1 980; A uf der Maur y 
Berlincourt-Bohni, 1 979; Obe y Beck, 1984) 

Al tratar las células con difen·qtes agentes como la 
mitomicina-C (MMC), el ds-platino (CSPT), el melfalan 
(MELF), la Bkomicina (BLEO), el 5-Fiuoruracilo ( 5FU), la 
6-mcrcaptopurina (6MP) y el metotrexate (METO) se 
observó que a pesar de existir diferencias basales entre 
donadores, el comportamiento de los cultivos tratados es 
muy semejante entre los donadores. Esto se hace más 
evidente a medida que la concentración de estas sustancias 
aumenta en el cultivo. Efectos similares han sido reportados 
para el MELF (Mamuris el al. 1988), para el METO 
(Martenet, 1989), para la MMC y el CS-PT (Singh y 
D'Ambrosio, 1984) y para la I3LEO (De Berry et al. 1985). 

Como se puede apreciar en las tablas 3 y 4 eiiM y la CPC 
aunque con algunas variaciones interinclividuales (a bajas 
dosis), responden en forma de dosis-respuesta a la MMC y 
que estos resultados son r~.:producibles tanto en un solo 
individuo a través del tiempo, como entre varios donadores 
en un mismo exp~rimento (ver Gráficas 2 y 3). 
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Otro punto importante para validar un sistema, es el de 
comparar la sensibilidad de este con otros métodos 
utilizados para el cernimiento de sustancias. Uno de los 
métodos más utilizados para evaluar el efecto de sustancias 
ha sido la cuantificación del efecto citotóxico . 

La citotoxicidacl ha sido usacb en la evaluación de nuevas 
sustancias, principalmente aquellas que cstan involucradas 
en la producción de las industrias alimentaria y la 
farmaccútica. Asimismo ha sido utilizada en el cernimicnto 
de sustnnc'ias con potencial anticanccrígeno, debido al hecho 
de que el modo de acción de estos fármacos es mediante la 
detección del crecimiento celular (Shrivastav ct al, 1980). 

Existen varios métodos para la evaluación de la 
citotoxicidad, pero el clasicamente usado es el de la 
incorporación de timidina tritiada. 

Otros métodos se han desarrollado para la cuantificación de 
este parámetro como son incorporación de colorantes vitales, 
evaluación del índice mitótico, colorantes que se unen a las 
proteinas, y otros (Babich y Borenfreund, 1987; Johnson, 
1990). 

El índice mitótico es un parámetro que indica el porcentaje 
de células que estún en mitosis, este índice ha sido 
ampliamente utilizado como un marcador para evaluar y 
comparar la tasa ele proliferación celular (Piscciota et al. 
1967; Scottetal. 1991). 
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Por l:Sta razón se comparó e! etl:cto qu\: tiene la M MC y el 
CSPT, sobre la incorporación de la timidina tritiada ck dos 
lineas cclu!a;·cs ~m1p!iamente usadas en el cernimiento de 
drogas como son la X-63 y la L-·517'8. y dci índice mitótico 
de linfocitos estimulados con fítohemaglutinina (PI-lA). 
Como se puede apreciar en las grúficas 4 y 5, ambos 
parámetros, la inhibición de la incorporacion de la timidina 
tritiada (en las dos líneas) y la inhibición del IM, se 
comportan de una manera similar. siendo la concentración de 
5 mi cromo lar la que aproximadamente inhibe en un 100 o/o 
de proliferación con MMC y 400 con CSPT, lo que muestra 
la coincidencia en la evaluación de la potencia de esos dos 
antincoplúsicos. Lo cual indica que el índice mitótico es un 
buen parámetro para medir citotoxicidad. 

Cuando se evaluó el efecto del CSPT (Gráfica 8), se pudo 
observar que el comportamiento es muy semejante al que 
presenta la MMC en cuanto a la CPC y al índice de 
replicación , aunque su toxicidad es menos marcada (Gráfica 
l ). 

Cuando se analizan los resultados obtenidos con el MELF 
(Gráfica 9) se observó que tiende a retrasar la cinética de 
proliferación y a inhibir el índice de replicación pero de 
manera menos pronunciada que la MMC, por lo que respecta 
al índice mitótico se puede observar en la gráfica 1 que es 
más tóxico que el CS-PT, pero presenta una toxicidad menor 
que la MMC. 

BLEO se comporta de manera similar a las sustancias 
descritas anteriormente (Grúfíca 1 0), y en cuanto a su 
toxicidad, es mayor que la de la MM C. 

• 
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Mientras que el 5FU, 6tv1P y el METO producen una 
inhibición del IM (gráfica 1 y 16), pero no producen efecto 

• • 1 . • ' • l ,. ,, . ' ((' 'fi 1 1 13 alguno so ore 1a cmci 1ca úC proil Ierac:on , ,Jra. 1cas , y 
14 ). 

Los primeros fármacos (CSPT, BLEO, MEL Y MrviC) 
comparten la característica de que interactuan directamente 
con el DNA, aunque sus mecanismos de acción no sean 
iguales, mientras que el SFU, el 6MP y el METO actuan de 
manera indirecta, esto quiere decir que actuan sobre la 
síntesis de nucleótidos ya que lns dos primeros son análogos 
de base y el metotrexate es un anúlogu del ácido ~olico (Pratt 
y Ruddon, 1979) 

Por su forma de actuar y los resultados obtenidos, se podría 
sugerir que las sustancias que interactuan directamente con 
el DN A, adl~más de ser agentes citotóxicos, son agentes 
eitostúticos, es decir que é!dcmás de matar a las células, las 
que no mueren, detienen su división, mientras que las que 
actuan indirectamente no producen este efecto. 

Cuando se probó el efecto de la colcemida se observó un 
aumento del IM y un retraso en la CPC (Tabla 11 y Gráfica 
15), lo cual esta de acuerdo con el mecanismo de acción de 
este fármaco, al ser un veneno del huso mitótico secuestra en 
mitosis a las células, por lo tanto el IM aumenta y la CPC 
tiende a retrasarse (Wilson et a/.1976) . 
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Para estudiar la potencia de las drogas para inhibir cliM, se 
realizó una regresión lineal para ver la potencia de los 
üírmacos, se comparó la concentración necesaria para crear 
una inhibición del 50o/o . Como se puede apreciar en la 
gr::ífic<~ 16. los agenks que iutt;ractuan directamente con el 
DNA son las m;ís potentes, sin embargo hay que resaltar el 
caso del mctotrexate que no presenta un comportamiento de 
dosis respuesta como todos los demús fármacos, dando como 
resuitado una correlacion de la regresión muy b'lia. Esto esta 
de acuerdo con reportes previos en donde se menciona que el 
metotrexate arresta las células en la fase 02, dando como 
resultado que muy pocas células llegarán a la metafase, 
dando así una gran inhibición dellM con una dosis muy baja 
(Prescott 1976). 

Cuando se compararon las concentraciones necesarias para 
inhibir el IM e IR al 50%, por medio dd cociente entre estos 
dos valores (Gráfica 38), se pudó observar que el índice 
mitótico, parámetro que cuantif1ca citotoxicidad; es más 
sensible que el de citostaticidad (el índice de replicación) ya 
que el valor del cociente nunca se acerca a 1, valor esperado 
si los dos panímetros fueran igual de sensibles, o bien esto 
nos podría indicar que la citostaticidad solo se expresa en 
aquellas células que pudeden soportar el "shock" citotóxico 
de la sustancia (Sofuni el al. 1992). 
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Otro punto interesante a discutir de estos experimentos, es 1:1 
diferente respuesta que se observó entre k,s donadores al 
SFU, lo cual sugiere que hay una susceptibilidad individual a 
este fármaco por uno de los donadores. Un gran número de 
factores pueden contribuir a la capacidad de una célula o 
tejido a responder al SFU: a la capacidad celular de convertir 
a la sustancia en sus metabol itos, asi por ejemplo, los 
as trocitos son un tejido que no presentan dicha actividad. 
Esta podría ser una de las razones de la p~~rdida de respuesta 
clínica de este tejido a dicho medicamento (Mukheijee et al.· 
1963). Algunos modelos animales presentan muy poca 
capacidad de catabolizar al SFU y las diferencias en la 
inactivación de la droga o de sus nucleótidos (debidas a 
diferencias en la capacidad de dcfosforilación de cada tejido) 

·afectan la citotoxicidad de la sustancia (Chaudhuri et al. 
1958). 

En las grMicas 41-4 7, se puede observar la relación entre la 
inhibición del índice mitótico y el índice de replicación, 
donde los fármacos que interaccionan directamente con el 
DNA presentan una pronunciada pendiente negativa, 
mientras que los agentes que no interaccionan directamente 
con el DNA presentan una pendiente que tiende a cero. 
Para validar el sistema debemos analizar la credibilidad del 
mismo, para esto tenemos que evaluar tres parómetros 
reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. De los datos 
obtenidos se puede afirmar que en nuestras manos el ~;istema 
es reproducible, sit) embargo hay muy pocos datos en la 
literatura para poder saber si son reproducibles en otros 
laboratorios. 
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Cnnw se pu~:d~ aprcciat en las grúltcas 18 a 24 , aunque los 
dos parúmdros cstún cuantificando dos cosas diferentes 
(uno, las células que entran en fase S y el otro, las células 
que quedan arrestadas en mitosis), la respuesta conforme 
aumenta la dosis es similar, lo cual apoyaría la hipótesis de 
que todas las células que entran en fase S llegan a mitosis. 

Ahora bien cuando analizamos la tendencia de estos 
resultados (ajustada por una computadora, programa Tadpole 
de BiosoH) podemos observar que en conjunto estos dos 
parámetros, nos permiten elucidar la fase del ciclo celular a 
la cual es más sensible la célula, es así como en las gráficas 
24-28 se puede observar que el CSPT, l\1MC, BLEO, 6MP y 
5FU actuan principalmente en fase de S dando como 
resultado una inhibición de la ITT mayor que el del IM, 
mientras que el :tvtELF y el METO (Grúfica 29 y 30) que 
principalmente actuan en fase de G2, presentan una mayor 
inhibición del IM que de allTT. 

Cuando se comparan las dosis requeridas para causar una 
inhibición del 50 %en ambos parámetros, se puede apreciar 
que el IM en general es menos sensible que la ITT aunque 
estan muy cercanas las dosis, la única droga que no presenta 
esta relación es el METO posiblemente debido al 
comportamiento antes mencionado (Gráfica 33). 
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Es importante mencionar que el sistema cvalua 
principalnwntc dos parámetros. El componente citotóxico, el 
cual responde de manera similar al método clásico para 
evaluar citotoxicidadj y el componente de proliferación 
celular que nos da información de las sustancias con posible 

. , . , . 
acc10n c1tostattca. 

Se puede decir que nuestro sistema es sensible, ya que da 
resultados semejantes a los de la incorporación de timidina 
tritiada. 

Por lo que respecta a la especificidad del sistema, con los 
datos no se puede asegurar que el sistema sea específico ya 
que dcbería111os haber probado tambien sustancias que no 
causaran ningún efecto, sin embargo con los reportes en la 
literatura se puede considerar que el sistema no es específico, 
ya que hay muchas condiciones que pueden alterar estos dos 
parámetros (Wen y Liew, 1983~ ~.1aJ.aragno y Smith, 1990; 
Dutrillaux y Fose, 1976; Obe el a/.1975~ Mutchinick et al. 
1979; Ostrosky el al. 1984). Sin embargo esto tambien se 
puede apreciar en otros sistemas que se utilizan para 
cernimiento inicial de sustancias antineoplásicas por ejemplo 
las líneas P-388 y LJ210 (Staquet et al 1983). 
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Uno de los puntos importantes en el disci1o de las sustancias 
de nueva sintesis es su centro metúlico. Desde el reporte de la 
actividad del cis-platino se han desarrollado muchos 
fármacos con los metales de la primera y segunda serie de 
transición. Por ejemplo se han desarrollado compuestos con 
cobre. cobalto, níquel, manganeso, plomo, hierro, rutenio, 
osmio, etc. Una de las ventajas de sintetizar sustancias con 
centro de cobre es la planaridad del cobre que hace recordar 
la presentada por d cis-platino. 

Hay reportes de fármacos que presentan complejos de 
coordinación con cobre (tiosemicarbazonas) en donde se 
plantea que es el mismo cobre, el que actua directamente 
sobre el DNA (Sideris et al. 1988), sin embargo cabe 
mencionar que el cobre por si solo en el cultivo de linfocitos 
no mostró actividad alguna. 

En este trabajo se evaluaron tres sustancias con centro 
metálico, casiopeina 1, casiopeina 2, y la IGM 1 pudiendose 
observar que las dos primeras si presentan actividad, 
mientras que la tercera, IGM 1, no. 

Cuando se evaluó el efecto de la casiopeina 1 (no soluble en 
agua) se observó que dependiendo del vehículo en el que 
viene disuelta, puede variar su actividad,cabe mencionar que 
estos vehículos no presentaron efecto alguno per se, esto se 
puede apreciar muy bien en la tablas 13 y 14 y se puede 
deber a que el complejo de coordinación no sea muy estable, 
lo que podría hacer que la molécula cambie. Cuando el 
vehículo utilizado es DMSO el efecto es reproducible (Tabla 
12 y Gráfica 35) y la molécula es más soluble, teniendo una 
estabilidad de varias horas en anaquel. 
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Es importante mencionar que el sistema fue lo 
suficientemente sensible, como pa;a poder detectar un 
comportamiento diferente entre lote y lote de la sustancia. 
Estas diferencias se pueden deber acambios estructurales de 
esta molécula debidos a una síntesis diferente (Gráfica 35), 
ya que el nuevo lote de casiopeina 1 se comportaba de 
diferente manera. 

Un punto importante que se desprende de la gráfica 3g, en 
donde se compara las concentraciones IMSO y la IRSO de 
todas las sustancias, es que los tres citostáticos que actuan 
alquilando al DNA, aunque presentan diferencias en cuanto a 
potencia, mantienen su relación IM50/IR50 igual~ mientras 
que cuando comparamos los valores obtenidos para las 
casiopeinas de los diferentes lotes se vé que esta relación no 
se mantiene, lo cual podría explicarse si estas tuvieran 
diferencias estructurales. 

También otra diferencia que se puede observar entre lote y 
lote de la casiopeina 1, es que la concentración que inhibe al 
100% en el lote controlado está muy cercana a la 
concentración que no produce ningún efecto, mientras que 
esta distancia es mayor en la casiopeina del primer lote. 

El rango de dosis en el cual la casiopeina 1 (lote controlado) 
mostró efecto va de 2.12 mg/Kg a 1 O mg/kg (dosis a la cual 
hay citotoxicidad del 1 OOo/o), mientras que la casiopeina del 
lote anterior el rango de dosis va de 1.16 mg/Kg a 53 mg/kg 
(Gráfica 39). La casiopeina 1 (lote anterior) ha sido probada 
en ratones Taeonic siendo su dosis letal media de 9.8 mg/Kg 
(Garcia et al. 1991 ). 
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Con respecto a la relación IM/IR, como se puede apreciar en 
las gráficas 48 y 49, los perfiles para las dos casiopeinas son 
muy semtjantes, y cuando se comparan estos con los perfiles 
de los fármacos de referencia, se puede observar que su 
comportamiento es muy similar al de los agentes que 
interaccionan directamente con el DNA, principalmente con 
el de la mitomicina-C, esto nos sugiere que estas sustancias 
podrían tener el mismo mecanismo de acción, o sea 
causando ligamientos cruzados en las moléculas de DNA. 

Cuando comparamos la estructura de las tres drogas (Figura 
1) se puede apreciar que entre ellas hay muy pocas 
diferencias por ejemplo entre la casiopeina 1 y la casiopeina 
2, hay un cambio de los radicales fenilo por metilo, lo que 
nos podría explicar el porque la casiopeina 1 presenta un 
efecto mayor que la casiopeina 2, al ser menos solubles estos 
radicales. 

r 

La planaridad de las dos moléculas nos sugiere que el 
mecanismo de acción podría ser el de intercalación en el 
DNA, sin embargo como se dijo anteriormente la presencia 
de los radicales fenilo' o metilo bien podrían ayudar a un 
mecanismo de ligamientos cruzados en el DNA, (el perfil 
IM/IR apoyaría este último mecanismo). 

( 

• 
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La diferencia entre las casiopeinas y la IGM 1 es una 
sustitución del grupo fcnantrcno por un grupo de bipiridina, 
lo que hace que esta molécula presente un anillo benzénico 
menos que las otros dos fármacos, esto podría explicar el 
porqué esta sustancia no presenta actividad ya que presenta 
una menor energía de resonancia electrónica lo que 
produciría que fuera menos estable que las que presentan el 
grupo fenantreno, o bien que debido a la mayor 
"flexibilidad" estructural la IGM 1 no presente actividad. 

, 
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CONCLUSIONI:S 

Los resultados apoyan el uso de estos dos parámetros (el IM 
y ia CPC) del cultivo de linfocitos para la detección de 
sustancias con posible actividad cilostatica. 

El uso de los dos parámetros en conjunto nos permite 
conocer más acerca del mecanismo de acción de los 
fármacos a probar y hace al sistema más confiable. 

Los fármacos que interaccionan directamente sobre el DNA 
alteran la cinética de proliferación de los linfocitos, mientras 
que los que actuan indirectamente sobre el DNA no alteran 
esta parámetro, en los cultivos de linfocitos de 72 horas. 

Por los resultados presentados considero que el sistema es 
reproducible, sensible y poco específico, por lo cual se puede 
utilizar como un sistema de cernimiento inicial o 
precernimiento, donde no es muy importante la 
especificidad, pero si la reproducibilidad y la sensibilidad. 

Tanto la casiopeina 1 como la casiopeina 2 muestran 
actividad citotóxica y citostática mayores a la del cis-platino 
en el cultivo de linfocitos, lo cual sugiere que estas 
moléculas si presentan actividad biológica y que es 
importante continuar con su estudio como posible~ 
antincoplásicos en un cernimiento secundario. 
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Debido a que se desconc,ce el mecanismo de acción de la 
familia de las casiopcinas, es importante el seguir evaluando 
a esta f~unil ia, examinando si estas moléculas son capaces de 
producir daño al DNA ( aberraciones cromosómicas e 
intercambio de cromátidas hermanas) y viendo si el 
metabolismo tiene algun efecto sobre las mismas. Estos 
estudios se pueden llevar a cabo in vitro en nuestro sistema 
adicionando al cultivo la fracción microsomica de hígado de 
rata llamada S9. 
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TABLA 1.- FARMACOS APROBADOS EN LOS ESTADOS UNIDOS. 
ESTA LISTA NO INCLUYE AGENTES HORMONALES 
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TA!ll..\ 2.- \!FL'ASIS\!OS !>L Al"CI!J~ lll. LOS IJIHclii:STI:S h\H~!ACOS 

Tll'<>S DE 
CO\!I'l :tsTO 

~!OLH.'lii.A 
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Ml ~'L·\CIO:'\ 
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TABLA J. EFECTO DE LA MITOMICINA-C SOBRE LA H\CORI'ORACIOr\ DE TIMIDINA TRillADA, 

INDICE MITOTICO Y CINETJCA DE PROUFERACIOr\ DE LINFOCITOS (4 OCASIONES) 

DOSIS (u M) 11"1' IM MI 

CONTIWL o .0230 '1-.00J 15 

0.1 .¡.¡ o 190 1/-.00-IJ IX 

1 82 ,0082./-.00 19' 25 

5 "IR .00221/-,0012' 50 

IX)NADOR MS 

CONTROL o .034(H · .0035 14 

0.1 45 .0252 ¡ ¡ • . 0068 11 

77 .00~9 '1· .00 15' 19 

5 89 .001.1 ¡,. .0008' 40 

OONAIX)R All 

J'n'" INIIIIIICION DE LA 11\CORPORACION DE LA Tl~fii>INA TRITIADA 

IM ~ 1NDICE MITOTICO 

MI ~MITOSIS EN PRIMERA DIVISION 

M2 ~MITOSIS EN SEGUNDA DIVIS:ON 

\!3 ~MITOSIS EN TERCERA DIVISION 

IR~ IN DICE DE REI'LICACION 

• 1'<0.05 

M2 

20 tí3 

2J 59 

24 51 

33 17 

17 69 

lfl 71 

21 60 

32 28 

IR 

2.51 

2.40 

2.28' 

1.67' 

2JS 
2.57 

2.42 
I.S8' 



... 
/ 

TAJILA 5 • LITCT< i lliJ. t'ISI'I A TI SO se >JIRL I.A 11\CORI'c >ltAC IC ¡;-; lll. Tl~III>IT\A THITIAIM 

IS DICI: M ITOTICO Y < '1 :-.:FTIC.·I 1>1 l'!WI.IIl:IL\CIO\ CLI.l 'L.\H DL LIS 1 C KTI OS 

DOSIS u M liT IM MI M2 M3 

.. ···-· 

CONTROL o 0.02(,2 t -.002 14.2 26 59.8 

4 5.8 0.0210. ·-.003 18.6 21 60.4 

20 60 0.0120 t/-.00 1' 41 21.6 .17.4 

100 73 0.004~ 1 (. 000' 62.5 7 30.5 

DONADOR ER 

CONTROL o O.OJJO t /-.001 1(, 71 Ji. i4 ~2.15 

4 8 0.0380 •1·.003 19 3 373 43.4 

20 37 0.0300 ¡ /-.004 23 36.5 40.5 

100 63 0.01 50¡ /-.000' 37.5 38j 24 

DONAIXJR IJB 

--· • 1'<.0.05 

1 
• 

IR 

1.45 

2.41 

1.96' 

1.68' 

2.35 

2.24 

2.17 

1.86' 



... 

TABLA 4. REI'ROI>t:Cl!lii.IDAD DE LOS EFECTOS DE LA MITOMICINA.(' SOBRE EL 

INP!CE ~!!TOT!CO Y l.i\ CI~'LTICA DL l'lWLIITP.AClO:,; CEJ.t;i.AK (5 Do:\ADOKI·.S) 

DONADO!\)& IX)NAIX>R 4 

lXJSIS uM 1~1 ~~~ M2 ~B IR 1~.! MI M2 w 

o .o 153 + 1-.004 14 23 6) 2.5: .O 19 • :-.002 14 22 64 

0.1 .0107+/ •. 001 28 25 47 2.19 .o 10. ·.005 )U 24 46 

.00·1 1 •i· .00 ¡• 42 26 32 1.91 .004- ·.001 4~ 23 33 

S .0009•1-,(!00· 46 31 23 1.77 .001 +/-.000 45 37 IR 

DONADOR5 JX>NADOR ( 

DOSIS u~l IM ~fl ~!2 M3 IP. l~f \fl M2 ~!3 

o .ül20 ¡ / • .()03 1 ~ 21 64 2.51 .0170•'·.0;!3 20 25 55 

0.1 .0139•1 •. 0()1 14 21 6~ 2.51 .0105·. 001 IR :2 60 

1 .0082 •l-.000 24 26 50 2.25 .O 1 GO • • 000 41 23 3& 

5 .0020 ¡ ¡. 00}' 44 J2 24 1.81 oo 15 •.. ocn 55 27 18 

IXlNAIXJR 7 

IXlSIS u M IM MI M2 M3 IR 

o .0230 + / •• ooo 10 28 62 2.52 

0.1 .02091/-.006 13 21 66 2.53 

1 .o 1061/-.003 23 28 49 2.27 

5 .0014 t/-.000 4~ 22 33 1.88 

& IIOMIIRE 

1 

IR 

2.51 

2.17 

1.~8 

1.74 

IR 

2.36 

239 
1.95 

1.63 



TABLA 6.· EFECTO DEL ME! FAI.:\;'i SOBRE 1.:\ l:\CORI'OR:\l 1U:\ DE Ti~iiDH..:A TRITIADA. 

EL 11\DICE MITOTICO Y LA Cl1\:ETJCA DE i'I<OLIFI'RACIO:-i DE LINFOCITOS 

DOSIS u~l rrr LM. ~11 ~12 l. R. 

CONTROl. o 0.040•1· .0004 7 38 56 2.51 

0.1 44 0.036 + ¡ • . 0004 10 36 54 2.44 

82 0.022 ,¡ • . 0080' 7 43 so 2.43 

10 74 0.009 '¡ . . 0014' 24 31 45 2.21' 

DONADOR 1'0\\' 

CO,NTROL o 0.031 .: . . 0008 14 28 58 2.44 

0.1 65 0.01 'l' ¡ • . 006' ló JO 54 2.38 

1 75 0.01 S +i· .008' 20 33 47 2.27 

lO 76 ü.009+J..OUió' 30 39 31 2.01' 

DONADOR MS 

0 1'<0.05 



T.-\lll ·\ 7.· EFECTO DE LA BLEmfiCI\'A SOBRE LA INCORPORACION DE I.A TIMIDI\'A THITIADA 

EL INDICE MITOTICO \' 1.:\ CINETIC A DE PltOI.lFERACION DE I.INFOCJTOS 

-IX_)_S-IS--u\-1--·---------~~--r-r ______ L.~-~-.--- -------~~-~~--------~-~-2------~~~13~---------IR 

CO:'-JTROL o 0.033 1/ • . 002 1 ~ 35 50 2.35 

0.003 19 0.029 •... 001 1·1 33 53 1.39 

0.03 69 0.029•1· .003 25 31 44 2.19' 

0.3 72 0.013•:·.001' 41 29 30 1.89' 

IX>NM>OR liBA 

CONTROL () 0.06-1' ... ooox 7.5 29.5 63 2.55 

0.003 31 0.057' ¡ • . 0005 11.5 31.5 57 246 
0.03 77 0.056+ .. 008 10 30.5 59.5 249 

0.3 f¡(; O.ll3S+i·.OOJ6' 17 34 49 2.32' 

IX>NATX>R ERC 



TABLA 8.· EFECTO DE LA 6-MERCAPTOPURINA SOBRE LA INCDRPORACION DE TIMIDINA TRITIADA 

IN DICE MITOTICO Y LA CINETICA DE I'ROLIFERACION DE LINFOCITOS 

--------
IXJSIS uM rn l.~f. MI ~17 ~13 

CONTROL o 0.033 1 ;. ,002 17 JU 5U 

4 • 1.8 (),0)0 1/· .0019 30 26 44 

20 4 ().()) 1 1/ •. 002 3.U 16 ·19.5 

100 63 0.017•1· .0012' 34.5 10 45.5 

DONAIJ\JH llllA 

CONTROL o 0.026 ¡ ¡ • . 003 14 26 60 

4 8.8 0.021 ¡¡. ,002 18 !8.~ 6l5 

20 66 0.018•1· .001 14 25 61 

lOO 73 0.0101/ .. O(J.l' 8.5 30 61.5 

IXJNAIX)R ERC 

'1'<0.05 

IR 

2 . .14 

2.14 

2.14 

2.11 

2.45 

2.49 

2.47 

2J 



TABLA 9- EFECTO DEI. S FU iORliHACILO SOBRE !.A 11\CORPORACION DE TJMIJJINA THITIAIM 

IN DICE MITC'TJl'l >Y C'I~ETIC:\ llF PROJ.IFFHACII)N m: 1 .INFCXTfOS 

DOSIS uM rn IM MI M2 M3 

COSTROI. o 0.033 '!- .002 16.7 31.15 52.15 

4 () 0.013 '; •. 01)7 23 4!U 28.5 

20 ~ 0.004•1- .001 69.) 18.3 12.4 

IUO 54 0.003 ;/ .. 003 

IX>NAL>OR liBA 

CONTROL o 0.0261/- .00) J.l.2 26 59.8 

4 40 0.022• i- .00.1 12 27 61 

20 41 0.015 ., •. 001 1.U 17.5 68 

100 72 0.0101 ; •. 002 1ú 24 60 

IX>NAIX>R I:'RC 

IR 

2JS 

2.05 

1.43 

2.45 

2.48 

2J 
2 . .¡.¡ 

------
CONTROL 0.0301/- .002 7 8.5 ~-u 2.77 

4 0.024 1/- .004 6 18 76 2.7 

20 0.0 17•1- .005 12 18 70 2.58 

100 0.0101/ •. !i02 7 10 83 2.76 

DO!\'ADOR AMS 

---------------·· 

' . 



TABLA 10- EFECTO DEL METOTREXATE SOIJRE LA INCORI'ORACION Dl: TIMIUINA TIUTIADA 

IN DICE MITOTJ('O Y C!NFTICA DE l'ROI.IFERACION DE LINFOCITOS 

----· 
DOSIS (u\1) rrr IM MI M2 M3 

CONTIWI. o 0.0291 ¡, .002 19 .16 45 

1 3R 0.0061/-.00)' 25 40 35 

lO 6.1 0.004 1 ¡ • . 00 1' 23 36 41 

100 76 0.007i/·.001' JO 14 Jó 

DONADORMS 

CONTROL o 0.0261/· .001 25 33 42 

1 42 0.005 •1· .00 1' 311 41 29 

10 58 0.006 11- .00.1' 34 .12 34 
100 80 0.0075 ¡f. 0007' JI 3~ 34 

l)ONAI>OR All 

• 1'<0.05 

IR 

2.26 

2.10 

2.18 

2.05 

2.17 

1.99 

2.00 

2.03 



TAili.A 11 • EI·ECTO DELCOI.CEMID SOIIHF El. !N DICE M!TOTICO Y L\ 

CI~'ETICA DE I'ROJ.IFERM.'JON DE J.INF<X'ITOS 

-- - ----·-·-----·· 
lXlSIS uM l. M. ~11 M2 ~IJ 

CONTROL 0.007' 1· .(HJ.I 21 36 43 

0.0.18 0.038 ¡( • • 003' 29.5 36.5 42 

0.076 0.076. '· .00·1' 32.5 32.5 35 

0.1! o. 1 1 '; .. 006' 36 2X.5 J5J 

!XlNADOR LV 

CONTROl. 0.00.5 '¡ .. 002 25 18 57 

0.0)8 0.035 '¡ . . 004' •14J 19.5 36 

0.076 0.07 ¡¡ • . 004' 46 17 37 

0.11 0.16•/-.003' 60.5 JU 28 

f)(INADOR AC 

-· - ---
'1'·-0.05 

IR 

-~---

2.22 

2.28 

2 JO 
l. 9'). 

232 

1.91' 

1.91' 

1.67' 



• 

TABLA 12. EFECTO DE I.A CASIOI'EINA EN DMSO SOBRE El. IN DICE MITOTICO Y 

I.A CINETICA DE PROLIFERACION EN LINFOCITOS 

DOSIS u M IM MI M7. M3 

CONTROL .034+ ,' .. 001 21 26 ~3 

0.22 .034 ¡ ¡ • . 003 25 27 48 

.1.2 .015+/-.004' 32 32 36 

22 .0101/· .006' 42 25 33 

DONADOR 1'0\\' 

CONTROL .045 ,¡ • . 002 1? :>t 57 

0.22 .037•1· .004 18 31 51 

2.2 .014+/ •. 005' 1') 41 30 

22 .o 11 ¡ ¡ • . 003' 32 41 27 

DONAIX)R ANO 

'1'<0.05 

IR 

2.32 

2.23 

2.04' 

1.91' 

2.38 

2.33 

2.01' 

1.95' 



TABLA 13.· El·ECTü m: LA CA::-IllPEI~A E:-: MJl!A ACIDlll.AD:\ SOBRE EL INDICE 

MITOTICO Y LA CINETICA DE I'ROLIFERACION DE l.!~:FOCITOS 

DOSIS uM l.M. MI M2 M3 

CONTROL 0.044 t ; .. 002 6 15 79 

0.017 0.046 1 ¡ • . 004 1 1 27 62 

0.17 0.056tí- .005 l 1 16 7J 

1.7 0.036 t ; •• 003 ~o 2ú 54 

17.9 0.0091 .. 004' 28 23 41 

DONAJXJR LAII 

----
CONTROL 0.051 ti- .002 14 21 65 

0.017 0.054•1- .006 18 23 59 

0.17 0.04 5 '/ •. 0\14 8 20 72 

1.7 0.036•/- .006 13 28 59 
17.9 o.oo¡¡' 1 •. oos• 33 30 37 

IXlNAJX>R RM 

• 1'<:0.05 

IR 

2.73 

2.51 

2.62 

2.34• 

2 13" 

2S l 

2.41 

2.64 

2.46 

2.04• 



TABLA 14.- EITCTO DE LA CASIOI'F.INA EN ALCOHOL llES/,II.ICO SOBRE EL IN DICE 

MITOliCO Y LA CINETICA DE I'ROI.IFERACION DE LINFOCITOS. 

DOSIS u~! LM. MI M2 M3 

CONTROL 0.044 ¡ :- .002 6 15 79 

0.02 0.046•1- .003 15 23 62 

0.2 0.045 ¡ 1- .004 17 20 6.1 

2 0.03 7; 1- .002 10 23 67 

20 0.011 •1- .OON' IR 11 69 

DONADORI.AJI 

·--
CONTROL 0.051; 1- .003 ! .¡ 21 65 

0.02 0.0~6 ¡ 1- .004 14 19 67 

0.2 0.042. ¡ • . 002 14 lN 59 

2 0.041 ¡ 1- .005 1 "2 30 58 

20 o.o25•1 .oos• lt• 29 55 

DONADOH RM 

• 1'<0.05 

IR 

2.73 

2.47 

2.46 

2.57 

2.51 

2.51 

2.43 

1.47 

2.46 

2.39 



IX)SJS uM 

CONTROl. 

on 
2.2 

22 

JX)NADOR PO 

CON'! ROL 

UJ2 

2.2 

22 

DONADORRM 

•1'<0.05 

TABLA 15.- EFECTO DE LA C' ASIOI'EINA 2 SOBRE EJ. IN DICE MITOTICO Y 

!.A Cli~ETIC A DE PROLIFERACIO~ CE! ,t !LAR EN Llt\FOCITOS. 

·--··-
!.M. MI M2 M3 

---· 
0.036+1- .002 14 12 74 

0.020•1- .002 14 31 55 
0.030+1- .001 13 39 48 

o.oo5 • ; •. ooo• 27 40 33 

0.050+ 1- .002 21 14 65 
0.048+1- .003 19 25 56 

0.018+1-.00J• . 22 32 45 

0.017·1- .000' 25 :.2 43 

m 

:7..6 

2.41 

2.35 

2.06• 

2.44 

2.37 

2.21 

2.18* 



IX)SIS (uM) 

CONTROl. 

4 

20 

lOO 

IX):-i AIX)R 1111 

CONTROL 

O.S 

4 

20 

[)()N,\IXlll Cll' 

'· • 1'<0.05 

TABLA 16· EFECTO DE I.A CASIOPEINA 2 SOBRE EL INDICE MITOTICO 

Y I.A CINETICA DE I'ROLIF~··{ACION CELULAR EN l.ll'r <X'ITOS 

(LOTE co:--:TROLAIX)) 

1~! ~11 ~12 

o i)~.j. : • . 002 20 21 

0.010· .. 004' .H 3·1 
0.004 + •• 00 1' o o 

0.0005• ·.001' o o 

0.023. / .. 002 S 22 

0.015•/-.001 S 27.5 

0.011 +i· .003' 12 5 27 

o 004• ! • . 001' 27 5 26.5 

IR 

59 2.39 

32 1.98' 

o o 
o o 

70 2.62 

64.5 2.60 

60.5 ) ·lll 

46 2.18' 



DOSIS (u~l) 

CONTROt 

4 

20 

l\.10 

J)()Nt\J)()J¿ \!Il 

CONTROL 

4 

20 

100 

OONAJ)()R ER 

TABLA 17.· EFECTO DE LA IGM 1 SOBRE EL IN DICE MITOTICO Y 

LA CINETICA DE I'ROI.IFERACION CELULAR EN I.INFOCITOS 

IM MI M2 

0.046' ¡ • . 0003 7 27 

0.038 t : • • 008 10.5 21 

O.Q48 t ; • • 005 1 1 27.5 

o 0~5•1- .006 10 23 

0.035 ¡f • . 0001 9 JI 
0.032+1· .0020 10 28 

0.033 11· .0040 8 32 

0.036 ti- .0010 14 30 

MJ IR 

66 2.~9 

68.5 2.58 

6U 2.50 

67 2.57 

60 2.51 

62 2.52 

60 2.50 

56 2.42 
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GRAFICA 21 ACCION DE BLEOMICINA SOBRE 
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GRAFICA 32 INHIBICION DEL 50°/o DE LA 
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