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1 - INTRODUCCION

El céncer en la humanidad representa una enfermedad _
que ha adquirido gran importancia debido a su frecueﬁcia y alta
mortalidad. Esto ha provocado que un gran nidmero de investiga-
dores dirijan sus estudios hacia su prevencidén y tratamiento.

El cincer es un trastorno de la reproduccidn celular_
que lleva a una multiplicacidén ilimitada de determinados arupos
de células que escapan a los controles normales del organismo._
Esta reproduccidn desenfrenada generalmente se acompafia de una_
insuficiente diferenciacidn celular y resulta en la producidn_
de una masa nueva gue ocupa espacio en el organismo e infiltra__
los tejidos vecinos (6}. Poco se sabe acerca del origen y desa
rrollo del cancer; sin embargo, se han postulado numerosos agen
tes etioldgicos, tanto fisicos, quimicos y bioldgicos, capaces_
de provocar cincer en animales de experimentacidn, muchos de
los cuales son frecuentes en el ambiente ecoldgico del hombre.

La seleccidn del tratamiento adecuado es muy variable
y depende de la extensién que haya alcanzedo el proceso neopli-
sico y de su localizacién. La quimioterapia se enfoca al uso -
de productos de origen animal, vegetal, sintético, de fermenta-
cién o mineral, que han sido identificados como anticancerige--
nos de los gue se han elegido principaimente aquellos con efec-
to inhibidor del crecimiento. De éstos, las lactonas sesquiter
pénicas obtenidas de plantas despertaron el interés de algunos_

investigadores por su demostrada actividad anticancerigena, pro



piciando una gran cantidad de estudios, gue van desde su obten-

cidén hasta experimentos de citotoxicidad "in vitro" e "in vivo'.



II - GENERALIDADES

Los datos mds antiguos que se conocen sobre el cdncer
en humanos son los reportados por Sir Percival Pott, quien ob--
servd la elevada frecuencia del cancer del escroto en los lim--
piadores de chimeneas de Londres y asocid la permanencia del ho
11in en los plieges del escroto de los deshollinadores con la _
aparicidén de la enfermedad. Sin embargo, en cuanto a padeci- -
mientos ocupacionales, ya en el sigle XVI se tenia conocimiento
de una enfermedad progresiva de los pulmones, invariablemente _
mortal, en los trabajadores de las minas de Erz en Sajonia; pe-
ro fué hasta 1879 que se le identificd como un proceso canceri-
geno producido por radiacidn ionizante de Raddn (6,20)

Los primeros trabajos experimentales de importancia _
fueron los realizados por Hanau en 1889 trasplantando un cincer
de una rata a otra, pero estos trabajos fueron despreciados has
1901 cuando Loeb realizd experimentos similares a mayor escala,
siendo éstos concluyentes y demostratives de que el céncer es _
trasplantable,

Un adelanto importante en el campo de la etiologia
fué el descubrimiento de los que hoy son llamados virus oncogé-
nicos., Los primeros datos fueron proporcionados por Sanarelli_
quien en 1898 reconocid la naturaleza viral de la mixomatosis _
del conejo, que es una condicidén similar al cdncer. Posterior-
mente, Ellermann y Bang reportaron causas similares en la leuce

mia de pollos y en 1911 Peyten Rous encontrd que en el pollo un



sarcoma puede ser transmitido a otros animales de la misma espe
cie por medio de un virus filtrable (14).

Después de las observaciones realizadas por Pott, mu-
chos investigadores trataron de producir experimentalmente cin-
cer en animales utilizando materiales similares al hollin de
las chimeneas. En 1916 los investigadores Yamagiwa e Ichikawa_
observaron que cuando las orejas de los conejos se untaban con_
alquitrdn de hulla durante mucho tiempo, se producian papilomas
los cuales terminaban en carcinomas. Esto desencadend una in--
tensa investigacidén a fin de encontrar la naturaleza gquimica de
la substancia carcinbgena; asi, en 1930, Kennaway y Cook identi
ficaron guimicamente el 1,2,5,6-dibenzoantraceno, el primer --
agente carcindgeno descubierto (6).

Los esfuerzos para comprender esta enfermedad no se _
han detenido, y se sabe que el cincer es una alteracién en la _
reproduccidn celular sin control por el individuo, por lo que _
se le clasifica como una enfermedad neopldsica.

Tomando en cuenta el comportamiento bioldgico de las_
neoplasias, éstas se separan en dos grandes grupos: benignas y_
malignas. Un tumor o neoplasia benigna es aquella cuyo crec¢i--
miento es lento y solo compromete la vida del enfermo por su po
sicion, su volumen o por sus secresiones. Un tumor maligno cre
ce rapidamente, invade los tejidos circundantes y desarrolla fo
cos secundarios de crecimiento tumoral (metastasis) en drganos_
distantes, que ocurre despuds de que las células cancerosas pe-

netran a la sangre o vias linfiticas y son transportadas a -



otras partes del cuerpo {1).

Poco se sabe acerca del origen y desarrollo del cin--
cer; sin embargo, se han postulado numeroscs agentes etioldgi--
cos tanto fisicos, quimicos y bioldgicos capaces de provocar
cancer en animales de experimentacidn, como los virus, las ra--
diaciones ionizantes y una gran cantidad de productos quimicos,
muchos de los cuales son frecuentemente encontrados en el am---
biente ecoldgico del hombre (36).

Se ha propuesto que el cincer, en su evolucidn, pre--
senta dos fases principalmente: 1) la fase de iniciacidn, que _
corresponde a alteraciones moleculares permanentes de la célula
y 2) la fase de promocidn, gue se caracteriza por una prolifera
c¢ién celular. Esta teoria fué propuesta por Berenblum en 1941,
quien comprobd que substancias que por ellas mismas no son car-
cindgenas, pueden estimular 1la carcinogénesis {promotores). -
Después de la iniciacidén con un carcinbgeno, la aplicacidn de _
aceite de crotdén (promotor) aumenta el niimero de tumores y abre
via el periodo de latencia; dosis idénticas de iniciador y de _
aceite de crotén, administradas en orden invertido, no propor--
cionaron tumores (1,49).

Estd comprobado gue la célula neopldsica plenamente _
desarrollada difiere en varios aspectos de la célula normal.

En la célula cancerosa los niicleos presentan de manera caracte-
ristica pleomorfismo, esto es, variacidn en el tamafio y forma;_
el niicleo es desproporcionadamente voluminoso para las células,

y la relacién niicleo-citoplasma puede acercarse a 1:1 en lugar_



de la cifra normal 1:4 o 1:6 (42), Otro cardcter importante es
la formacidn de células tumorales gigantes, algunas de las cua-
les poseen exclusivamente un niicleo polimérfico voluminoso, en_
tanto que otras tienen dos o mis niicleos en la misma célula.

Los estudios con el microscopio electrdnico han afadi
do poca informacidén a la caracterizacidén de las células neopli-
sicas, pero se han encontrado algunas alteraciones comec simpli-
ficacidén del reticulo endoplasmico rugoso, donde también se ad-
vierten deficiencias de enzimas del tipo de esterasas y fosfata
sas, y variacién en el volumen y forma de las mitocondrias. -
Frecuentemente las células neopldsicas utilizan ﬁecanismos glu-
coliticos incluso en presencia de aportes adecuados de oxigeno,
fendmeno conocido como "Efecto Warburg"; parece que este efecto
depende de una hisfuncién de las mitocondrias, quizd bajo el es
timulo de las elevadas demandas energéticas de la poblacion ce-
lular en rdpida divisidén (19,35,51).

Los cambios en la membrana celular son de lo mis estu
diados y se han encontrado disminucidn en la adhesividad celu--
lar, disminucién en la inhibicidn por contacto, permeabilidad _
anormal a ciertas enzimas intracelulares, reaparicién de antige
nos embrionarios y desaparicidén de algunos antigenos Srgano-es_
pecificos, asi como anomalias en la biosintesis de &cidos gra--
sos y proteinas (5,19,44,52).

Los tratamientos médico-quiriirgicos estan encaminados
a la destruccidén de los tumores y la seleccidén del mismo depen-

de de la extensidén que haya alcanzado el proceso neoplisico,
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Bisicamente, los tratamientos son de cuatro tipos: quiriirgicos,

radioterdpicos, inmunoterdpicos y guimioteripicos.

** cirugia.

Como tratamiento para tumores lacalizados, la cirugia
puede ser muy efectiva porgue reduce el volumen del tumor y la_
posibilidad de metdstasis. As{, la cirugia es considerada como
tratamienteo primaric cuando la neoplasia es pequefia y la canti-
dad de tejido gque es necesario quitar para tener un adecuado
margen de escisidn no es demasiado. Sin embargo, muchos tumo-~
res son inoperables debido al grado de propagacidn en el momen-
to del diagndstico, o debido a su posicién y a la pérdida de la

funcibn que podria resultar en la muerte del individuo (34).

** Radioterapia.

La.radioterapia tiene la ventaja sobre la cirugia de_
menor mutilacién. EBn radioterapia los resultados Sptimos se ob
tienen cuando el tumor es totalmente erradicado y el tejido nor
mal circundante muestra poca o ninguna evidencia de dafio funcip
nal o estructural. El factor importante en este tratameinto es
la diferencia en radiosensibilidad de las células normales y _
neoplésicas. La diferencia depende de la capacidad de repara--
cidén intracelular de las células normales y noepldsicas y de la

habilidad de los Srganos normales para continvar funcionando si
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estin dafados parcialmente, Cuando el tejido que circunda a un
tumor puede tolerar la dosis de radiacién aplicada al tumor, en
tonces el tumor es radiosensible. Sin embargo, al igual que en
el tejido normal, diferentes tumores poseen diferentes radiosen
sibilidades, existiendo casos en que se requieren dosis tan al-
tas que no es posible utilizar este tratamiento (9},

Algunos de los efectos de la radiacidén pueden apare--
cer durante o al finalizar el tratamiento, como son: néﬁseas, _
vémito v baja de la presidén sanguinea, que generalmente son re-
versibles. Sin embargo,ba largo plazo, la radiacidén altera el
sistema de informacién de las células siendo mis sensibles las_
de rdpida divisidén o las de tejidos en crecimiento. Esta alte-
racidén se atribuye a modificaciones del ADN teniendo como conse
cuencia enfermeaades como cataratas y cancer en la piel, entre_

otras (12,2%,31,45,48}.

** Inmunoterapia.

Dado que el sistema inmunoldgico del huésped puede es
tar involucrado en el control del proceso maligno, se estan ha-
ciendo investigaciones en el campo de la inmunologia. Algunos_
tumores animales han sido tratados con éxito con inmunoterapia__
actiya y pasiva, y se han establecido ciertos principios basa--
dos en estos‘experimentos qgue podrian ser aplicados a estudios_
en humanos. Para una reduccidén maxima del tumor se debe apli--

car primeramente un tratamiento quirQrgico, radioterdpico o qui
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mioterdpico, y el hudsped debe ser inmunocompetente. La mayo--
ria de los agentes anticancerigenos son inmunopresivos, y des--
pués de que el paciente se recobra de estos efectos, su activi-
dad inmuncldgica puede estar temporalmente elevada, hecho que _
podria resultar en un tiempo éptimo para la inmunoterapia.

La aplicacidn de la inmunoterapia al control de tumo-
res malignos en humanos aparece como prometedora. $in embargo,
en este momento las aproximaciones no han producido respuesta _
comparable a otras modalidadés terapéuticas. Es necesaria mis_
investigacidn adicional antes de que el papel de la inmunotera-~
pia en el manejo de pacientes con cincer pueda ser definida,

Su mayor utilidad estd probablemente como complemento de la ci-

rugla, radioterapia y quimioterapia {9).

** Quimioterapia.

La quimioterapia es la inica esperanza para las vict;
mas de leucemia y tumores sblidos inalcanzables por la cirugiaﬂ
y radioterapia, aln cuando no exista una sola substancia efecti
va para todos los caéos. El primer intento afortunado de qui--
mioterapia del clncer se cree que fué el uso del liguido de --
Fowler en 1865 para el tratamiento de las leucemias; pero no
fué hasta la introduccidén de mostazas nitrogenadas, hormonas y_
antagonistas de Acido fdlico, durante los afios 40, que inicid _
el desarrollo de la quimioterapia del céncer.,

La adquisicién de nuevos agentes con valor quimiotera



péutico resulta una tarea difici; dado que los agentes antican-
cerigenos deben ser letales o bien incapacitar a las células tu
morales sin provocar un dafio excesive a las células normales, _
Para consequir nuevos agentes anticancerigenos mis especificos_
se han explorado una gran variedad de fugntes que incluyen la _
sintesis quimiéa y microbiana, extractos de plantas y muchas mo
dificaciones andlogas. De acuerdo con Montgomery y colaborado-

res (33), los agentes quimioterdpicos pueden clasificarse en:

a) agentes alguilantes d) productos de plantas
b} antimetabolitos e) hormonas
c) antibidticos f) agentes varies

Las plantas han sido particularmente valiosas en la
biisqueda empirica de nuevos firmacos, ya que existe un legado
histdrico enorme’ de variados usos de preparacicnes de plantas _
en medicina. Muchas clases de substancias quimicas activas bio
légicamente tienen su origen en el reino vegetal, como la morfi
na que did lugar a todos los analgésicos narcdticos y la cocaf-
na gue condujo a cientos de anestésicos locales. Un punto de _
gran importancia a favor de las plantas es la estructura quimi-
ca del principio activo, que tiende a ser compleja y podria ser
dificil de ser sintetizada; también la estereoquimica de los
productos vegetales es en general compleja y de los compuestos_
relacionados que han sido preparados y probados, los isémeros _
naturales tienden a tener la mayor actividad (17,37).

De ios principios activos derivados de las plantas, _

los que han presentado mayores posibilidades como agentes anti-
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cancerigenos son los alcaloides y los terpenos {8). Los sesqui
terpenos se caracterizan por tener un esqueleto basico de quin-
ce Atomos de carbono formado por una repeticidén regular de upi-
dades de isopreno. Los sesguiterpenos son substancias cataloga
das como metabolitos secundarics y son casi inodoras debido a _
su baja volatilidad; pere la mayoria presentan sabor amargo,
siendo particularmente intenso en las lactonas sesquiterpénicas
que se han encontrado principalmente en extractos de flores o _
partes aereas de las plantas compuestas (18). Las lactonas son
substancias de farmacologia poco estudiada, pero las sesquiter~
pénicas despertaron gran interés (especialmente aquellas susti-
tuidas con muchas funciones oxigeno} ya que se demostrd que al-
gunas de ellas como la elefantina y la elefantopina, presentan_
actividad citotdxica contra la leucemia linfocitica P-388 en ra
tones y contra el carcinoma de Walker (256-WM} en ratones (10,_
28},

Por lo tanto, se inicid una gran bilsqueda de lactonas
sesquiterpénicas con posible actividad citotdxica (26,29,30). _
Kupchan y colaboradores, al trabajar con este tipo de compues--
tos, encontraron que la mayoria de las lactonas bioldgicamente_
activas eran o¢ -metilen-# -lactonas gue tenian otros grupos fun
cionales tales como epdxido, éster insaturado, lactona insatura
da y grupos cetona insaturados. De sus estudios posteriores
concluyeron que una de las estructuras bisicas requeridas para_
la actividad citotdxica de las lactonas era el grupo = ~metilen

-7 -lactona, ya gue la hidrogenacién de este sistema producia _
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compuestos inactiQos. Asi mismo, encontraron una gran reactivi
dad de este grupo funcional con tioles y enzimas como la fosfo-
fructocinasa (16,22,23,27).

En México ya se han realizado estudios utilizando lag
tonas sesquiterpénicas (15,38,47). En el desarrollo del presen
te trabajo se utilizaron substancias con esta estructura, aisla

das en el Instituto de Quimica de la UNAM.
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III - OBJETIVO

Determinar en dos lineas celulares, una de origen nor
mal y otra de origen canceroso, la concentracién de las lacto--
nas sesquiterpénicas dencminadas Vo5 y Dilactona I, que inhiba_’
el 50§ del crecimiento celular y, por otra parte, hacer estu---
dios morfoldgicos de las células tratadas con ambas lactonas co
mo parte inicial de una serie de estudios que permitan saber si

es posible su aplicacién en estudios "in vivo".
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1V - MATERIAL Y METODOS

{.- Material Biolédgico.

En el presente trabajo se utilizaron dos lineas celu-

lares diferentes, Hep-2C y L929, las cuales poseen las siguien-

tes caracteristicas:

a) Hep-2C, carcinoma epidérmico laringeo humano.

b

Fué establecida en 1952 y proviene de tumores que fueron pro
ducidos en ratas destetadas, radiadas y tratadas con cortiso
na, después de una inoculacidn con un carcinoma epidérmico _
proveniente de la laringe de un hombre de 56 afios. Ha sido_
utilizada para estudios experimentales de produccidn de tumo
res en ratas, hamsters, ratones y pacientes voluntarios con_
cancer terminal. Se cultiva en medio basal de Fagle {apéndi
ce 1). La morfologia es del tipo de las células epiteliales
y su cariologia presenta un nimero modal de cromosomas de 76
con un rango entre 73-79; se han encontrado varios cromoso--
mas marcadores, siendo los mas frecuentes 2 cromosomas lar--

gos con centrdmeros subterminales [41).

Lg29, fib;oblastos derivados de tejido conectivo murino LM _
proveniente de una clona NCTC 929 L de raténm,

La cepa L original fué derivada de tejido areolar subcutaneo
y adiposo normal de un ratdn macho C3H/An de 100 dias. La _
cepa L fuélempleada inicialmente en estudios de carcinogéne-

sis "in vitro". La clona 929 ha sido utilizada en el desa--
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rrollo de estudios nutricionales, metabdlicos, enziméticos,_
virales, inmunoldgicos, toxicoldgicos, etc. Se cultivan en_
medio basal de Eagle (apéndice 1). Su morfologia es del ti-
po de los fibroblastos y su cariologia presenta un niimero mo
dal de cromosomas de 66 con un rango entre 56-241. Un cromo
soma largo metacéntrico con una constriccidn secundaria se _

observa en el 77% de las células {41).

En el momento de iniciar los experimentos, las lineas
celulares Hep-2C y 1929 se encontraban en los subcultivos niime-
ro 184 y 85 respectivamente en el Laboratorio de Biologia Celu-
lar, después de ser obtenidas del American Type Tissue Collec--

tion,

2.- Substancias Quimicas.

En el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional
Autdnoma de México se realizé un estudio de la Zinnia flavicoma
para establecer si su composicidn quimica era semejante a la en
contrada en otras especies de Zinnia, las cuales se han caracte
rizado principalmente por su contenido de elemendlidas.

Del extracto de raiz y parte aérea de esta planta, se
aislaron 8 nuevos compuestos, 6 de los cuales poseen estructu--
ra de elemendidlidas y las 2 restantes son elemendlidas. La _
estructura y gstereoquimica de estas lactonas fué elucidada me-
diante técnicas espectroscépicas.

De las substancias extrafdas, en el presente trabajo_
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se utilizo una de ellas, a la gue se denomind como Dilactona I.
Esta substancia tiene un punto de fusidén entre 221-224% y po--

see la estructura que se presenta en la figura 1 (39).

[}
[}

Figura 1.- Estructura de la

Pilactona I

La otra substancia que fué utilizada es una lactona _
denominada VO5 obtenida de plantas de la familia de los Glaucd-
lidos, cuyo punto de fusidn se encuentra entre 176-178°C y po--

see probablemente la estructura representada en la figura 2
(46).

Figura 2.- Estructura probable

de la lactona VO5
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3.- Metodologia de Trabajo.

En el desarrollo del proyecto se tomd en considera---
cidn los compuestos a probar, gue en este caso fueron dos lactpo
nas proporcionadas por el Instituto de Quimica de la UNAM ya
cristalizadas y purificadas, asi como las lineas celulares gue_
fueron una de origen normal (L%29) y otra de origen neopldsico_
(Hep-2C}.

Se sembraron para cada dosis y controles ocho tubos _
Leighton sin laminilla y tres tubos con laminilla. La selec---
cibén del niimnero de tubos estuvo basada en experimentos previos_
reallzados en el Laboratorio de Biologia Celular con los que se
determind que este nimero ofrecia validez estadistica. Los tu-
bes sin laminilla se utilizaron para conteo celular y los tubos
con laminilla para test de exclusifn y anilisis morfoldgico.

Se sembraron aproximadamente 60,000 células por mili-~
litro en medio basal de Fagle suplementado con 10% de suero fe-
tal bovino, 100 UI de penicilina por mililitro y 100 ug de es--
treptomicina por mililitro (apéndice 1}. Los tubos se incuba-~
ron durante 24 hrs. a 37°C en atmésfera de 95% de aire y 5% de_

co Al término de este tiempo se prepararon las diferentes dg

2
sis de los compuestos a experimentar de la siguiente manera:

a) pesar 1 mg del compuesto.

b) disolver el compuesto en 50 ul de propilenglicol con ligero_
calentamiento.

c) agregar 10 ml de medio basal de EBagle.

d) de esta solucidn preparar las diluciones a las concentracio-
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nes deseadas.

Se cambid el medio de cultivo original por el medio _
conteniendo los compuestos en estudio a las dosis de 50 a 0.1 _
ug/ml, as{ como el control por medio fresco para cada linea ce-
lular y compuesto. Los tubos se incubaron nuevamente bajo las_
mismas condiciones durante 72 hrs, Al final de la incubacién _

se realizaron las siguiente pruebas:

1.~ Test de exclusidn o % de viabilidad celular.
El procedimiento fué el siguiente:

a) de un tubo con laminilla desechar el medio de cultivo.

b} afladir 1 ml de azul de tripén (apéndice 2).

¢) dejar actuar el colorante durante 5 min.

d) sacar la laminilla del tubc Leighton y colocarla sobre un
portaobjetos de manera que las células queden en contacto
con el cristal.

e) llevar a cabo 4 conteos de 100 células cada uno en diferen--

tes zonas utilizando micrescopio de luz.

2.- Conteo celular.
Se realizd de la siguiente manera:
a) de un tubo sin laminilla decantar el medio de cultivo en un_
frasco de 20 ml etiquetadc en forma adecuada.
b) lavar el tubo ccn 2 ml de solucidn salina al 0.9%
c) eliminar la solucidn salina en el frasco etiquetado.

d) agregar al tubo 1 ml de tripsina al 0.25% y dejarla actuar _
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-hasta que se despeguen las células (apéndice 3).
e} agitar el tubo y vaciar la tripsina en el frasco etiguetado.
£) lavar el tubo 2 veces con 8 ml de solucibén salina y vaciar _
al frasco obteniendo un volumen total de 20 ml.
g) contar las células en un contador electrénico Ge particulas_

{Coulter Counter model B. Hialeah, Fla. USA).

3.- Andlisis morfoldgico.
Se realizd mediante el siguiente procedimiento:
a} eliminar el medio de cultive de un tubo con laminilla.
b} lavar 3 veces con 3 ml de solucidn salina al 0.9%
c) agregar 5 ml de metanol para fijar las células.
d) tapar el tubq y dejar el metanol por un minimo de 20 min. y_
un méximo de 15 dias.
e) tefiir por el método de Jacobson {apéndice 4).
£) llevar a cabo 3 conteos de 1000 células cada uno en diferen-

tes zonas utilizando microscopio de luz.

para determinar si existia relacién entre las dosis y
los resultados obtenidos, asi como para localizar la dosis efec
tiva media exacta de cada compuesto, se llevd a cabo el estudio
estadistico denominado Probitas (Probits) que es una de las va-
riantes de correlacién lineal. Las férmulas utilizadas en este

estudio se encuentran en el apéndice 5 (7,11},
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V - RESULTADOS

Los experimentos iniciales realizados para el estudio
citotdxico de cualquier férmaco requieren un anilisis prelimi--
nar. En este proyecto se realizaron pruebas con cada una de
las lactonas a dosis de 100, 10 y 1 ug/ml, con el fin de locali
zar la dosis que inhibiera el 50% de crecimiento en relacidn al
control (4).

Los presentes resultados muestran el estudio mis deta
llado con dosis mds cercanas al valor obtenido en el estudio
preliminar, con el propésito de precisar la Dosis Efectiva me--
dia (DESO)'

Los valores obtenidos de la evaluacidn citotdxica de_
las dos lactonas con dos diferentes lineas celulares estdn ano-
tados en las tablas 1 y 2.

Como puede observarse en la tabla 2, con la Dilactona
I el 50% de inhibicibn del crecimiento en la linea Hep-2C en re
lacién al control se localizd en la dosis de lug/ml, mientras _
que en la dosis de 0.1ug/ml no hubo inhibicién celular. Con la
linea fibrobldstica 1929 no se trabajd con la dosis de 50ug/ml_
ya que no se observd crecimiento celular con esta dosis en la _
1inea epitelial Hep-2C (ver tabla 1). En la linea fibrobldsti-

ca la DE_., experimental se localizd entre las dosis de 1 y --

50

0.1ug/ml.
La DE, calculada fué de 1.51ug/ml y 0.26ug/ml con la
linea Hep-2C y L929 respectivamente (ver tabla 3). Las diferen
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cias observadas en la DBSO fueron estadisticamente significati-
vas cuando se efectud la comparacidn de promedios por medio de_
la "t de student" para muestras independientes. Aparentemente_
existe una relacidén dosis-respuesta en ambas lineas celulares,_
sin embargo, el coeficiente de correlacidén fué de 0.58 para la_
1inea Hep-2C y 0.81 para L929 los cuales no mostraron signifi-=-
cancia estadistica para regresién lineal,

En cuanto al andlisis morfolégico, en la tabla 4 se _
puede observar que la linea Hep-2C sufrid una elevada iphibi---
cibén que no permitid que se llevaran a cabo lecturas que fueran
significativas a las dosis de 50 y 10ug/ml; pero a la dosis de_
5ug/ml se observé un elevado porcentaje de células multinuclea-
das en relacidn al control gue disminuyd junto con la dosis lle
gando hasta un 84% en la dosgis de 0.lug/ml. Por lo que respec-
ta al nfimerc de mitosis no se observd relacidn con la dosis -
siendo estos datos similares o por arriba del control como se _
ve en la dosis de 0.lug/ml. En la linea fibrobldstica L929 se_
presentd también una elevada inhibicién que no permitid obtener
lecturas a las dosis de 10 y 5ug/ml. A la dosis de lug/ml se _
observé una elevacidn tanto en el porcentaje de células multinu
cleadas como en el porcentaje de mitosis en relacidn al control

que disminuyd en ambos casos a la dosis de 0.lug/ml.
Por lo que respecta al compuesto VO5 se estudiaron

las dosis de 50, 10, 5 y lug/ml, Con la dosis de 50ug/ml se ob

servd un mayor porcentaje de inhibicidn del crecimiento celular
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en la linea L929 que en la linea Hep-2C; sin embargo la DEgy ex
perimental se localizd en la dosis de 10ug/ml aproximadamente _
para ambas lineas celulares (ver tabla 2).

Por medio del andlisis estadistico se obtuvieron las_
DE, de 7.24ug/ml para la linea epitelial Hep-2C y de 9,24ug/ml
para la linea fibrobldstica L929, mismas que se muestran en la_
tabla 3, A diferencia de la lactona anterior, en las células _
L929 y Hep-2C al aumentar la dosis la inhibicidn fué mayor en _
una correlacidn lineal de tipo dosis-respuesta (r = 0.98 para _
L929 y r = 0.85 para Hep-2C).

De los datos del andlisis morfoldgico, en la linea
epitelial Hep-2C se observd una elevacién en el porcentaje de _
células multinucleadas en relacién al control que decrecid jun-
to con la dosis, pero aiin a la dosis de lug/ml este porcentaje_
se mantuvo por arriba del control (ver tabla 5). En las mito--
sis se presentd una elevacidn sobre el 100% con respecto al con
trol solo en la dosis de 50ug/ml, mientras que en las dosis reg
tantes los porcentajes se encontraron por debajo del control en
una proporcidén muy similar entre si. En la linea L929 no se ob
tuvieron lecturas a la dosis de 50ug/ml por las razones expues-
tas en el caso de la Dilactona I. Esta linea presentd un marca
do aumento en el porcentaje de células multinucleadas con rela-
cioén al control siendo el mayor de éstos 3 veces més\g la dosis
de 10ug/ml. Los porcentajes de mitosis con respecto al contrel
mostraron uni disminucidn importante ya que todos ellos fueron_

aproximadamente el 50% del control,
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Tabla 1

Compuesto (587;2) % crsg;T;gnto* % creg;g;ento*
50 0 ———
10 2.82 + 4,04 0.31 &+ 0.08
Dilactona I 5 21,35 + 0,74 0.89 + 0.7
1 53.50 + 5.72 31.33 + 4.10
0.1 117.99 + 11.8 72.42 + 5,25
50 20.27 + 0.82 0.77 &+ 0.10
10 40.11 + 17.3 51.07 + 7.88
Vo,
5 75.87 + 9.80 659.45 + B8.13
1 82,04 + 6,83 77.79 + 11.4

* E1 % de crecimiento y la desviacidn estindar se obtuvieron a par
tir del promedio de los experimentos, considerando al control co
mo el 100% de crecimiento en cada linea celular.
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Tabla 2
Linea Dosis % inhibicidn %
Compuesto celular (ug/ml} crecimiento viabilidad
50 100 0
Dilactona I 10 97.18 :]
Hep-2C ] 78.65 53
1 46.50 82
*

0.1 0 94
10 99.69 3
5 99,11 3

1929
1 68.67 80
0.1 27.58 83
50 70.73 50

Vg
10 59.89 60
° Rep-2C

1 5 24,13 84
1 17.96 90
50 99,23 4
10 48,93 53

1929
5 40,55 87
1 22,21 77

* Se considera valor 0 ya que el crecimiento celular fué similar o_
ligeramente superior al control.
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Tabla 3

Linea Limites de confianza
Compuesto celular DESO inferior superior
Hep-2C 1.51ug/ml 1.0tug/ml 2.23vug/ml
Pilactona 1
L929 0.26ug/m} | 0.00012ug/ml 1.06ug/ml
Hep-2C 7.24ug/ml 2.62ug/ml | 31.55ug/ml
vo
> 1929 9. 24ug/mi ——x -t

* debido a que la relacidn entre la pendiente y el error estindar
es muy grande, los valores para los limites de confianza no son
significativos.

Tabla 4., Andlisis morfoldgico de células tratadas con el compues
to Dilactona I
Linea Dosis Células células Mitosis
celular {ug/ml) mononucleadas | multinucleadas
# g ¥ %
Control 924 50 100 26 100
50 —-— -- ——— - -
10 —— ~- - = -—-
Hep-2C 5 871 102 200 {27 104
1 886 91 182 23 88
0.1 920 42 84 38 146
Control 971 15 100 14 100
10 _— - — - -
L929 5 - -~ -—- -~ .-
1 912 72 180 16 114
4.1 983 12 80 5 36
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Tabla 5. Andlisis morfoldgico de células tratadas con el compues

to VO,
Linea Dosis Células células Mitosis
celular fug/ml) mononucleadas | multinucleadas
¥ ¥ % ¥ $

Control 937 44 100 19 100
50 889 88 200 23 121
Hep-2C 10 915 70 159 15 79
5 915 70 159 15 79
1 921 65 147 14 74
Control 958 22 100 20 100
50 . . --- -- —--
L929 10 920 70 318 10 50
S 953 34 155 13 65
1 951 40 182 9 45
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VI - DISCUSION

De los datos experimentales obtenidos se puede hacer _
notar que la Dilactona I fué la mis efectiva de los dos compues-
tos analizados puesto que las DEsO para ambas lineas celulares _
fueron mucho menores gue las correspondientes para la lactona
VOS' De acuerdo a los protocolos para el anidlisis de agentes
quimicos y productos naturales en contra de tumores animales y _
otros sistemas bioldgicos, establecidos por el Cancer Chemothe--
rapy National Service Center (CCNSC, Drug Evaluation Branch, -
National Cancer Institute, National Institute of Health, -———
Mafyland) (4), en el protocolo §1-1.901 para cultivo de tejidos

. el criterio secuencial para extractos de plantas dice que la Do-
sis Efectiva meéia (DESO) debera ser menor o igual a 30ug/ml pa-
ra la fase 1 y menor o igual a 20ug/ml para la fase 2, pudiendo_
llevarse a cabo ambas fases de estudio en el mismo laboratorio.

Asi, de acuerdo a este criterio, las dos substancias _
analizadas cumplieron con el requisito de tener una dosis menor_
o igual a 20ug/ml en la segunda fase en las dos lineas celulares
ya gue la dosis efectiva media mds alta encontrada corresponde a
9.24ug/ml para la lactona VO5 y la mis pequefia a 0.26ug/ml para_
la bilactona I.

La Dilactona I mostrd ser mis téxica a dosis de 50 y _
10ug/ml con la linea epitelial Hep-2C y aiin a Sug/ml con la 1i--
nea L929, como se muestra en el anilisis de viabilidad celular _

(ver tabla 2), en donde los porcentajes de muerte celular estdn_
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por arriba del 90%. Estos valores corresponden a porcentajes de
crecimiento sumamente bajos (menores al 5%) lo que puede indicar
que la muerte celular provocada por la alta toxicidad del com---
puesto impidid el crecimiento celular (ver tabla 1). Asi mismo,
se pudo observar que la citotoxicidad disminuyd conforme la do--
sis fué menor obteniéndose, por lo tanto, porcentajes de creci--
miento mayores.

Con la lactona VO5 lnicamente en la linea L929 y a do-
sis de S0ug/ml se presentd el mismo efecto de muerte celular -
dristica. Con las dosis restantes y en ambas lineas célulares _
el efecto fué inversamente proporcional a la dosis administrada.

En relacidén al andlisis morfoldgico se encontrd, para_
la linea Hep-2C tratada con la Dilactona I, el doble de células_
multinucleadas respecto al control a las dosis de 5 y lug/ml, y_
un nimero menor al control para la dosis de 0.1ug/ml. Estos da-
tos pueden sugerir que a las dosis de 5 y lug/ml el proceso de _
divisidén celular sufrié alteracién (43), de acuerdo a lo reporta
do por Sisken. Sin embargo, a la dosis mis baja las células mul
tinucleadas volvieron casi a la normalidad con relacién al con--
trol, pero hubo un incremento en el nimero de mitosis, mismo que
podria explicarse con el crecimiento celular ligeramente por --
arriba del control (ver tabla 1). En la linea L929 se observd _
una variacidn de las células multinucleadas similar al mostrado_
por la linea Hep-2C, siendo importante sefialar la disminucidn en
el nimero de mitosis con respecto al control en la dosis menor,_

cuya posible explicacién estd en el crecimiento celular por aba-
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jo del control y en relacién directa con el efecto citotdxico _
del compuesto.

Analizando los resultados obtenidos con la lactona
VO, se encontrd aumento en el nimero de células multinucleadas
en todas las dosis probadas en la linea Hep-2C, con ligeras va-
riaciones en el nimero de mitosis gue indicaron posibles altera
ciones del procesc de divisidén celular (43), sin que se tuviera
una dosis en la que el compuesto no causara este efecto. En la
linea L929 se observd un aumento de mds del 100% con respcto al
control de células multinucleadas que fué acompaiiado de una im-
portante disminucidén en el nimero de mitosis que podria indicar
un efecto tanto en la divisién celular (43) como en el creci---
miento celular,

La estructura quimica de los compuestos fué deducida_
mediante anilisis realizados en el Instituto de Quimica de la _
UNAM, y muestra diversos grupos funcionales diferentes para ca-
da uno de los compuestos. La Dilactona I posee dos grupos -
o -metilen- @ -lactona, un grupo epdxido y un acetato lateral, _
La lactona VO5 presenta un grupo # -lactona-a¢,B-insaturado,
dos grupos epdxido y dos acetilos.

Kupchan y colaboradores, al trabajar con este tipo de
compuestos, realizaron estudios tratando de encontrar cual o
cuales de los grupos funcionales de las lactonas contribuyen a_
la citotoxicidad de los compuestos (27)., De sus estudios preli
minares enconkraron que la mayoria de las lactonas biolégicameg

te activas eran o« ~metilen- # -lactonas que tenian otros grupos_
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funcionales tales como epbéxido, éster insaturado, lactona insa-
turada y grupos cetona insaturados. La demostrada actividad de
estos grupos funcionales con tioles los llevé a pensar en una _
alquilacidn de centros nucleofilicos bioldgicos, que comproba--
ron haciendo reaccionar los compuestos con cisteina observando_
que el enlace se llevaba a cabo entre el grupo sulfhidrilo y el
metileno exociclico de la 7 -lactona (22).

Al continuar los estudios tanto Kupchan y colaborado-
res (23) como Lee y colaboradores (29) concluyeron que una de _
las estructuras basicas requeridas para la actividad citotdxica
de las lactonas era este grupo o -metilen- #-lactona y que la _
hidrogenacidn de este sistema producia compuestos inactivos.

De los compuestos utilizados en el presente estudio,_
la Dilactona I es la que posee dos grupos funcionales de este _
tipo, por lo que se puede pensar en una doble adicidn de grupos
tiol (provenientes de cistefna, por ejemplo) por molécula de
compuesto, siendo posiblemente por este medio el modo de accién
del compuesto. El producto probable de adicidén se muestra en

la figura 3 (22).

Figura 3.- Producto probable de adicidn

de la Dilactona I con cisteina
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La otra lactona, V05, no presenta el grupo ot -metilen
- #-lactona, y el {nico sitio posible de reaccién, de acuerdo a
la literatura, es el grupo # -lactona-ex,B8-insaturado. De ---
acuerdo con Kupchan y colaboradores (24) los productos de adi--
cibdn de cisteina a este tipo de lactonas son mucho menos esta--
bles que los productos de exociclicos andlogos, asi como tam---
bién los compuestos endociclicos presentan una menor reactivi--
dad. Este razonamiento va de acuerdo a los resultados experi--
mentales del presente estudio en los gue se observd una menor _
citotoxicidad por parte de este compuesto (VOS) en comparacidn_
con una citotoxicidad muy significativa {(de acuerdo a lo esta--
blecido por Kupchan gue habla de una DE50 menor o igual a ———
4ug/ml para considerar un compuesto significativamente citotdxi
co) (27) del cohpuesto Dilactona I que presenta el ya menciona-

do ‘'grupo o -metilen-Z -lactona.

@
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Vil

-~ CONCLUSIONES

Ambas substancias estudiadas presentaron un efecto citotdxi
co directo con respecto a la dosis en las dos lineas celula

res.

Para la Dilactona I se obtuvo una DESO de 1.5tug/ml para la
1inea Hep~2C y de 0.26ug/ml para la linea L929. Para la
lactona VO, las DEg, fueron de 7.24ug/ml para la linea -~

Hep-2C y de 9.24ug/ml para la linea L929.

Las dosis efectiva media encontradas cumplieron con los re-
gquerimientos establecidos por el CCNSC para productos natu-
rales extraidos de plantas para continuar su estudio como _

agente potencial anticancerigeno.

La Dilactona I fué la substancia mis efectiva, porgue a do-

sis mids hajas se obtuvo el efecto deseado.
La estructura quimica de los compuestos puede ser determi--
nante en la citotoxicidad de éstos, de acuerdo a los estu--

dios de Kupchan, Lee y otros investigadores (22,23,27,29).

Es factible continuar los estudios con ambos compuestos con

un modelo tumoral en ratones.
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VIII - RESUMEN

Se probaron dos compuestos extraidos de plantas deno-
minados V05 y Dilactona I en dos lineas celulares, Hep-2C y =~--
L929. Por lo tanto, se llevaron a cabo andlisis morfoldgicos,_

de viabilidad celular y conteos celulares.

Se determind la Dosis Efectiva media de cada compues-
to y se observd,su efecto sobre las células. De las dos lacto-
nas, la Dilactona I presentd la mayor actividad citotdxica. Es

posible continuar los estudios "in vivo" con ambos compuestos.
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IX - APENDICES

Apéndice .1
Medio Basal de Eagle

Medio en polvo suministrado por: Grand Island Biological Co.
3175 stanley Road P.D. Box 68
Grand Island, N.Y. 14072

Cat §F-15 MEM

Para 5 litros: Medioc basal de Eagle en polvo 49.0 g

Bicarbonato de sodio 11.0 g
Piruvato de sodio 0.01M 50,0 ml
Suero fetal bovino - 500 ml
Estreptomicina 100 ug/ml
Penicilina 100 UI/ml

Preparacidn:

Disolver el medio en polvo y el bicarhonato de sodio_
por separado en 1 litro de agqua destilada. Mezclarles, agregar
el piruvato de sodic y aforar a 5 litros., Agitar bien y guitar
500 ml de la solucidn; agregar el suero fetal bovino, la estrep

tomicina y la penicilina. Filtrar el medio lo arntes posible.
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Apénd; 2
Azul de Tripin

Colorante en polvo suministrado por: Roboz Surgical Instrument
Co. Inc.

810, 18th street, New York

Washington, D.C. 20006

Preparacién: Solucidn amortiguadora de fosfatos 0.2M 100 ml
a pH 7.2
Azul de tripan en polvo 0.1 g

Preparacidn solucidn amortiguadora 0.2M

Sol, A: Fosfato de sodio monobdsico 27.58 g

Agua destilada 1000 ml
Sol. B: Fosfato de sodio dibisico 28.38 g
Agua destilada 1000 ml

.

Para obtener pH 7.2 mezclar 28 ml de la solucidn A, _

72 ml de la solucidén B y llevar a 200 ml.
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MA : ! ]

Solucidn de Tripsina 0.25%

Preparacibn:

Agregar 2.5 g de tripsina en polvo a 1 litro de solu-
¢idén PD (IX) conc. Agregar la tripsina y la solucidn PD en un_
frasco grande y colocarlo sobre la plancha magnética durante --
1 hr. Dejar reposar la solucidn de 30 min a | hr a 4%, Este-

rilizar por filtracidn.

Preparacidn solucién PD (IX) conc.

NaCl 8.0 g
KC1 0.2 g
NazHPO4 1.15 g
KH,PO, 0.2 g
Rejo fenol 10.0 mg

Agua destilada 1000 ml

Colocar las sales en un recipiente de 1 litro y lle--
nar con el agua destilada. Conservar a 4°C. Antes de usar, ca
lentar a temperatura ambiente hasta que todas las sales estén _

en solucidn.

- 36 -



Apéndice 4

Tincidén de Jacobson

Técnica:

1.- Tefiir la laminilla previamente fijada con metanol con May _

Grinwald recién filtrado durante 20 min.

2.- Tefiir con Giemsa diluido 1:10 y filtrado durante 15 min.

3.~ Deshidratar en dos cambios de acetona y dos cambios de -

acetona-xilol durante 5 min cada uno.

4.- Pasar a xilol por un minimo de 20 min.

5.- Montar sobre un portaocbjetos con bilsamo de Canada.

Preparacién de colorantes.

May Grunwald: May Grunwald en polvo

Alcohol metilico

Giemsa: Giemsa 0.8 g
Glicerina 50 ml
Alcohol metilico 's0 ml

0.3 g
100 ml

Moler el Giemsa y la glicerina en un mortero.

Pasar_

a un frasco y calentar a bafio maria entre 55 y 60°C hasta que _

el colorante se disuleva. Enfriar y agregar el alcohol.
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dar de 2 a 3 semanas. Filtrar y guardar en botella oscura.

diluye con solucidn amortiguadora stock.

Preparacién solucién amortiguadora stock,

sol. A: Fosfato de sodio dibdsico anhidro

Agua destilada

Sol. B: Fosfato de potasio monobdsico

Agua destilada

Sol. de trabajo: Sol. A 61.1 ml
Sol. B 38.9 ml

Agua destilada 900 ml

9.5 g
1000 ml

9.74¢g
1000 ml

Se

La dilucidén en la solucidn amortiguadora stock se rea

liza mezclando 1 parte de Giemsa por 3 partes de la solucidn

amortiguadora.

- 38 -



| By It
winzico S It'z 0 gy

Férmulas empleadas en el anilisis estadistiwwn'ﬁ’

* Media
7. Ry o+ Xy 4 Xy b e b R
n
* Desviacidn estdndar
n
= (x -0l .
g = i=1
n -1

* Coeficiente de correlacidn

2
(S[’x )

(SSx) (ssy)

donde SP., = XY - B @y

¥ N
2
L2 &x)
SSx = X - N
2 _Ey)?
SSy =y - ——

la significancia de r se estimd por la expresic'm:

r? (N -221

1-r

tomando como nivel de signi-
ficancia un valor de p<£0.05
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* Probits
Este método trabaja con una escala arbitraria de loga
ritmos base 10 para las dosis y una tabla de valores ya calcula

dos que corresponden a los % de crecimiento con respecto al con

trol,
SP
b= — XY
58,
§ .2 = 1 s - b(sp_ )
yx N - 2 [% Y ry ]
Syx = Syxz

me_ Y- - (b) (%)
B

donde y = 5 (Probit 5)

m = valor medio que corresponde a la DE

la logaritmica arbitraria

1
5o ©p 1a esca

Para transformar de la escala logaritmica arbitraria al va
lor real en ug/ml;

DE;, = (m) (log F) - (log I)
donde log F = logaritmo del factor de diferencia de las do
sis
log 1 = logaritmo del punto inicial

* Limites de confianza

2
t(s,,2 donde t corresponde a una _
g = __7___1___.
b° (884) P£0.05
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4

(m_- %)2

. £ (544} -
lim. confianza = ~7—%—§— (m - %) 2 byx \J 1 N g

* t de student para muestras independientes

Ll TR

(Ny = 1) (S42) & (g - 1) (Sp2) 7
Ny + Ny - ¢ ﬁ;*a;

donde 82 = varianza

t con una PL0.05
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‘ADN

U1

ug

mg

ul
ml
1t
min

hrs

Apéndice .6

Lista de abreviaturas

Acido desoxiribonucleico
Unidades Internacionales
microgramos

miligramos

gramos

microlitros

mililitros

litros

minutos

horas
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