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L RESUMEN

Al céncer se le conoce a nivel mundial como un problema importante de salud pubiica,
debido a las frecuencias tan altas que ha alcanzado, a su impacto econémico y a su trascendencia
social. México no es la excepcion, Y se enfrenta con la necesidad de importar los productos para
¢l tratamiento, y esto hace que el costo del mismo sea muy elevado.

Debido a esto, surge 1a necesidad de buscar nuevos agentes quimicos para el tratamiento
de esta enfermedad, que posean un amplio espectro de actividad antitumoral y con menor
toxicidad que los agentes usados actualmente.

En cuanto a recursos vegetales, México es uno de los paises de mayor riqueza en el
mundo, esta representado practicamente todos los tipos de vegetacién conocidos y su aporte a la
herbolaria se calcula -muy conservadoramente- en mas de 5,000 especies vegetales con uso
meedicinal.

Entre las familias mas importantes de la flora mexicana destaca la familia de las labiadas.
Biolégicamente esta familia es intercsante debido a las diversas propiedades que presentan
algunos compuestos aislados de ciertas ecspecies, propiedades como: antitumorales,

antimicrobianas , espasmoliticas, sedativas, bactericidas, antivirales y repelentes a insectos.

En el suroeste de 1a Repiiblica Mexicana se localiza la especie vegetal Salvia pubescens
Benth. De ¢sta planta se lograron aislar varios compuestos y la Escuela de Farmacia de la
Universidad de Purdue e¢n Estados Unidos, detectd como un agente con posible actividad

antineoplisica a la 7a-acetoxiroyleanona.

El propésito de este trabajo fué determinar la capacidad antineoplasica de la 7a-
acetoxiroyleanona mediante la evaluacién de la citotoxicidad y/o citostaticidad en cultivo de

linfocitos de sangre periférica humana in vitro. Se usaron como parimetros al indice mitdtico



(citotoxicidad), cinética de proliferacion celular (citostaticidad). Finalmente se hizo una
comparacién del comportamiento de la 7a-acetoxiroyleanona en el sistema con antineoplasicos

de referencia.

En base 2 los resultados de IM y CPC para la 7a-acetoxiroyleanona, podemos decir que
éste es un agente tanto citotéxico como citostatico. Se sabe que los firmacos que comparten la
caricteristica de interactuar  directamente con el ADN, independientemente del
mecanismo de accidn, s¢ comportan de esta manera. Esto nos lleva a pensar que la 7a-

acetoxiroyleanona posiblemente actie directamente sobre €] ADN,

En base a los resultados de IM, podemos ver que la 7a-acetoxiroyleanona presenta una
citotoxicidad mayor al 5-fluorouracilo y 6-mercaptopurina; y menor a cisplatino, casiopeina 2,

melfalin, casiopeina 1, mitomicina C y bleomicina.

En cuanto a citostaticidad, observamos que la Ta-acetoxiroyleanona presenta una
citostaticidad ligeramente mayor que el cis-platino y menor a la casiopeina 2, melfalan,

casiopeina 1, mitomicina C y bleomicina.

En base a la semejanza de las pendientes de )a 7a-acetoxiroyleanona con el melfalin en
las grificas de IR vs [IM, podriamos pensar que tal vez sus mecanismos de accién sean parecidos.

Esta podria ser una base para arrancar la biisqueda dei mecanismo de accion de este compuesto.



IL INTRODUCCION

¢ E] cancer

En la mayoria de los paises desarrollados la mortalidad por las principales neoplasias
malignas muestra, durante los ultimos afios, una reduccién en la magnitud de sus tendencias
crecientes. Sin embargo, ¢l perfil de la mortalidad por cancer en las naciones menos desarrolladas
presenta todavia un claro patrén ascendente. México no es la excepeidn v las tasas de mortalidad
por cancer muestran una marcada tendencia creciente en las iltimas décadas, lo cual constituye

un enorme reto para las instituciones de salud (Salmerén et al. 1997).

El cincer puede considerarse como un grupo muy heterogéneo de padecimientos, de
origen multifactorial, relacionados por la manera en que se desarrollan, se diseminan y por su
conducta bioldgica, que puede conducir a la muerte del huésped. Las causas primarias del cincer
ain deben determinarse; sin embargo, resultan de la interrelacion de miltiples factores del medio,

desencadenados por diversas causas, en un huésped genéticamente susceptible (Uribe, 1995).

La enfermedad que denominamos cancer se define por cuatro caracteristicas que describen
la forma en que las células cancerosas actian de un modo distinto a las células normales de las

que proceden:

Estas propiedades pueden ser expresadas por las células normales no malignas durante
&pocas adecuadas, por ejemplo, durante la embriogénesis y la cicatrizacion de las heridas; no
obstante en las células cancerosas estas caracteristicas tienen un grade inapropiado y excesivo,
Los tumores benignos son clonales y tienen un cierto grado de autonomia, pero permanecen
diferenciados y no se metastatizan. El proceso mediante e} que una célula normal se convierte en
una célula maligna que presente estas caracteristicas se denomina transformacion maligna
(Benitez-Bribiesca, 1987).



Neoplasia se define como una multiplicacién celular incontrolada ¢ irreversible, desencadenada

por diversas causas. Las neoplasias manifiestan su biologia en dos formas:

a) Aquéllas con un limite méaximo de crecimiento que sélo en muy contadas excepciones ponen

en peligro la vida de los pacientes.

b) Cuando la multiplicaciéon celular no tiene un limite méiximo de crecimiento e
irremediablemente lleva a estos sujetos a la muerte, como consecuencia de las capacidades de

invasion, destruccién y diseminacion a distancia del crecimiento neoplisico.

A Iz primera situacion se le denomina neoplasia henigna y a la segunda neoplasia maligna
o cincer. Dado que los cambios neoplésicos se pueden originar en las células de la mayor parte de
los tejidos, esto le confiere una gran diversidad tanto en el aspecto clinico como en el

comportamiento biolégico, asi como en el tratamiento (Bishop M., 1987).

¢ Diseminacién de las neoplasias

Los canceres se discminan a través de las zonas de menor resistencia. Hay estructuras que
representan barreras naturales como las capsulas de algunos 6rganos, fascias, periostio, tejido

fibroso, cartilago y paredes arteriales (Killion J.1., Fidler .J, 1989).

En esta primera fase intervienen mecanismos de comprension tisular, pérdida de la
inhibicién por contacto y liberacién de enzimas que dafian las c€lulas no neoplasicas y lisan el
tejido conectivo. Los cambios previamente descritos inician el proceso que corresponderd al
crecimiento a distancia del tumor maligno. Hay una cadena de acontecimientos que se inicia con
una separacion de las células del tumor primario, con invasion de vasos linfaticos, vasos
sanguineos o ambas cosas. El tumor se disemina hacia ganglios linfiticos y otros drganas

cercanos o distantes, para que las células neoplésicas atraviesen las paredes vasculares, penetren y



se multipliquen en estos tejidos diferentes al sitio primario. A este proceso se le conoce como

metdstasis (Harrison, 1994).

Tabla 1. Diferencia entre neoplasias benignas y malignas

Benignas Malignas
Crecimiento expansivo gue comprime los Crecimiento que infiltra y destruye los
tejidos a su alrededor tejidos vecinos
Bajo nfimero de mitosis Alto néimero de mitosis
Tejido bien diferenciado Tejido poco diferenciado
Sin metéstasis Metastasis

* Mecanismo de la transformacién neoplisica y proliferacién tumoral

Las células malignas estin asociadas con la eliminacién de los mecanismos reguladores
normales que controlan €l crecimiento celular, entre ellos ta inhibicién por contacto (inhibicién
del crecimiento celular ante el contacto célula-célula) y la muerte celular programada (apoptosis).
El crecimiento neoplasico est regido por la cinética gompertzeciana (el tiernpo de duplicacién
aumenta y la fraccién de células en divisién disminuye en forma exponencial con el aumento de
la masa tumoral). La mayor fraccién de crecimiento se produce aproximadamente al alcanzar el

37% de la méxima divisién del tumor (Cairns J., 1981).



Debido a que todas las células de un organismo se originan a partir de un inico huevo
fecundado (cigoto), todas ellas poseén una informacién genética idéntica. La proliferacién y
diferenciacién de esta célula hacia la formacién de un embrién, y finalmente hacia el desarrollo
de un organismo maduro, implica la expresion selectiva y coordinada del repertorio gendmico
(Dulbecco R., 1984). El control de la expresién génica se consigue mediante interacciones
moleculares poco conocidas que pueden ser moduladas, en parte, por influencias quimicas del
ambiente. En ¢l caso de los tumores, €l proceso normal de control aparece alterado debido a las
actividades anémalas de un grupo concreto de genes que tienen una importancia bdsica en ia
regulacién de las actividades celulares. A un grupo de estos genes se les conoce con el nombre de
oncogenes (Ocadiz, R. et al, 1987). Son genes que pueden producir transformacion maligna
cuando se expresan de forma inadecuada debido a mutacién, a amplificacion o a nueva
disposicién (Adams J., 1950).

La familia de oncogenes est4 formada por unos 50 genes que directamente intervienen en
la aparicién y evolucién del cincer. La versién normal del oncogén (la que se encuentra en una
célula normat) es el proto-oncogén. Estos genes desempefian funciones muy importantes en el

crecimiento y proliferacién de la célula (Bishop, J. M., 1983).

La proliferacién descontrolada de proteinas proto-ongénicas de localizacién nuclear,
puede producir inmortalidad en las células y, por lo tanto, su reproduccion indefinida, lo que no
sucede en las células normales, cuya capacidad de divisién es limitada. Sin embargo, la
inmortalizacién por si sola no vuelve cancerosa a una célula, sino que es necesaria la
participacidn de al menos otro oncogén para que se produzcan las respuestas que caracterizan al

estado canceroso (Sauceda, R, et al 1988).

Ademis de las alteraciones moleculares de los proto-oncogenes celulares, existen algunos
virus que se han asociado con el cincer humano, como los virus del linfoma de células T
humanas (VLTH-I y VLTH-II) relacionados con la leucemia, el virus del Herpes Simple (VHS-2)

al cual desde hace algin tiempo se le ha implicado con ¢l cancer genital, el virus de la hepatitis




tipo B, asociado con el hepatocarcinoma y algunos tipos del virus papiloma humano (VPH)
asociados con cancer genital (Gariglio, P, et al, 1987).

Hay algunas neoplasias que se presentan con un patrén de comportamiento concordante
con alteraciones genéticas recesivas, es decir, deben estar afectados ambos alelos para que se
produzca la neoplasia, Genes de este tipo se han llamado supresores del tumor (o antioncogenes)
Burck K.B. et al, 1988), A diferencia, en los oncogenes el comporiamiento es dominante, es
decir, basta un alelo anormal para desencadenar la transformacién. Los prototipos de estas
neoplasias son el retinoblastoma (RB), el tumor de Wilms (TW) y neurofibroma. Se cree que
algunos anti-oncogenes tienen una importante funcién regulatoria en el proceso general de
proliferacién y de diferenciacién celular (Drucker B.J. et al, 1989).

En conclusién, el desarrollo de un tumor requiere de varias etapas, en las cuales
intervienen mutaciones tanto en oncogenes como en antioncogenes; un aspecto importante es que
la acumulacién de dichos cambios, en lugar del orden relativo en que ocurren las mutaciones, es

lo que determina las propiedades biolgicas del tumor (Sager, R., 1989).

o Tratamiento del cincer

Para el tratamiento, la ciencia dispone clisicamente de las siguientes armas: cirugia
oncolégica radioterapia, tratamiento hormonal, immunomoduladores y quimioterapia. Sin
embargo no siempre es exitoso el tratamiento y sélo en algunos casos se logra la cura del
paciente. Ademas de esto, existen pafses que no cuentan con los recurses econdmicos para un

tratamiento médico adecuado de su poblacion (Cameron, 1995).

a) Cirugia oncolbgica

Actualmente, la cirogia sigue siendo ¢l método que ofrece en forma aislada la mejor
oportunidad de curacién del céincer, y tiene lugar importante ¢ impresionante ¢n la terapéutica



oncoldgica. Este papel tiene importancia historica, ya que hasta el desarrollo de la radioterapia a
principios de este siglo y del tratamiento sistematico con hormonas y farmacos iniciado en los

tres decenios pasados, la cirugia era €] inico método eficaz en el tratamiento del cancer,

La cirugia tiene actualmente diferentes aplicaciones: curativa, reconstructiva, paliativa,

citorreductiva, diagnéstica y preventiva (Harrison, 1994).

b) Radioterapia

La radioterapia es un método de tratamiento del cincer que se basa en los efectos

bioldgicos de la radiacién ionizante sobre las células y los tejidos.

Los conocimientos cientificos que explican estos efectos se han conocido desde 1895, afio
en que Roentgen descubrid los rayos X, y 1896 cuando Becquerel y Curie descubrieron las
propiedades radiactivas del uranio y el radio. En la actualidad, la radiobiologia forma un cuerpo

bien desarrollado de conocimientos que sirven de base cientifica a la radioterapia (Uribe, 1995).
¢) Tratamiento hormonal

Desde 1896 se ha sabido que variaciones en el equilibrio hormonal pueden modificar
favorablemente la evolucién de algunos tipos de cadncer. Desde entonces, la extirpacidn de
algunas glindulas de secrecién interna y/o la administracién de hormonas se ha vinculado con
mejorias en enfermedad con carcinoma de mama, endometrio, préstata, rifidn y en algunas

teucemias y linfomas.

Terapéutica hormonal supresiva. La extirpacidén quirirgica de algunas glandulas se ha

acompafiado de mejoria clinica de algunas neoplasias avanzadas.



Terapéutica hormonal aditiva. Este término se refiere a la administracién de hormonas
v antjhormonas. Estos agentes se utilizan en el tratamiento de varias neoplasias malignas, tanto en
los casos tempranos como avanzados. Los medicamentos incluyen corticoides, estrdgenos y
antiestrogenos, progestigenos, andrégenos y antiandrégenos; los anilogos de la hormona
Iiberadora de gonadotropinas hipofisiarias y otros farmacos que sin ser hormonas o antihormonas,

tienen efectos antitumorales importantes (Uribe, 1995).

d) Modificadores de la respuesta biolbgica

El #mmino modificadores de la respuesia biologica se utiliza para indicar que estos
agentes actian alterando la respuesta del huésped al cancer, en lugar de actuar por citotoxicidad
directa

Algunas enfermedades heredaditarias se relacionan con deficiencia del funcionamiento
del sistema inmunitario. En estos pacientes la frecuencia de neoplasias malignas es de 200 a 400
veces mayor que en la poblacion general, Lo anterior ha motivado el desarrollo y uso de
sustancias capaces de modificar (modular) la respuesta inmunitaria y, por ende, de la actividad
umoral. El empleo de los modificadores bioldgicos sigue siendo experimental, a pesar de
resultados fzvorables en algunas enfermedades como leucemias agudas, melanoma, linfomas y el
carcinoma repal. También ha habido resultados favorables en neopiasias relacionadas con el

SIDA (Hamison, 1994).

Une de los primeros agentes utilizados para este fin fué el bacile Calmette-Guerin (BCG),
2l cual, administrado con quimioterapia, produjo supervivencia considerablemente més
prolongada en los grupos control de pacientes tratados sélo con quimioterapia. Después se
emplearon otras sustancias capaces de estimular el sistema inmunitario, en forma inespecifica,

como Corymebacterium parvum, levamisol (sustancia activa contra nemétodos) y andlogos de



BCG. Se obtuvieron algunos éxitos terapéuticos en pocas enfermedades neopldsicas, pero ademds

pudo demostrarse que la inmunoestimulacién podia acompafiarse de remisién de la neoplasia.

En la actualidad, su indicacién sigue siendo experimental con excepcidn del tratamiento
de la tricoleucemia con interferén, que usualmente induce buenas remisiones. Los agentes con
mayor interés son los anticuerpos monoclonales, las vacunas tumorales, el factor de crecimiento
hematopoyético, la interleucina-2, los interferones y todavia del BCG y el levamisol (Uribe,
1995).

€) Quimioterapia

Con este término se designa el uso de farmacos que inhiben, a través de diferentes
mecanismos, €l crecimiento celular. No existe ninguna diferencia bioguimica entre lag células
malignas y las células normales de proliferacién rapida (las de epitelio gastrointestinal, las de
médula dsea, piel), en consecuencia, la quimioterapia afecta tanto a los tejidos neoplasicos como

los normales lo que provoca efectos terapéuticos y t6xicos, respectivamente (Cameron, 1995).

Los agentes quimioterapéuticos suelen actuar durante una fase especifica del ciclo celular

¥, en consecuencia, son agrupados en las siguientes categorias:
Agentes ciclo celular-inespecificos.

Estos agentes son efectivos contra células en cualquier fase del ciclo, incluida G1, y son

1tiles en umores que tienen baja actividad proliferativa.

Agentes ciclo celular-especificos.

Agentes especificos para la fase §. Los agentes quimicos que bloquean la sintesis de

purinas y pirimidinas y alteran la replicacidn normal del DNA, afectan a las células en fase S, en

10



las que existe una intensa replicacion del DNA. Como esta fase es relativamente corta, exige una
administracidn frecuente o continua, de modo que haya niveles adecuados del farmaco cuando la
célula ingresa en esta fase. Ademas, los tumores con bajas velocidades de replicacién (minimo

niumero de células en fase S) no suelen ser susceptibles a estos agentes.

Agentes especificos para la fase M. Los inhibidores microtubulares interfieren con la

mitosis y bloquean la division celular en la fase M.

Otros. Algunos agentes bloquean la replicacién celular en varios sitios (por ejemplo fase

G2, etc.) y pueden actuar como agentes ciclo-especificos y ciclo-inespecificos (Cameron, 1995).

Las clasificaciones comunes de los agentes quimioterapéuticos implican el mecanismo de
accién antitumoral (cuadro II). Este método de clasificar a los agentes quimioterapéuticos es
importante, dado que es posible combinar de manera racional productos quimicos con diferentes

modos de accion para potenciar los efectos anfitumorates (Harrison, 1995).
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Cuadro 1. Especificidad del ciclo celular de los agentes quimioterapéuticos

Plicamicina (mitramicina)
Procarbazina
Estreptozocina

Uracil mostaza

No especifico Especifico del ciclo celular
Fase G1 Fase § Fase G2 Fase M
Busulfan Asparaginasa Arabindsido de Bleomicina Vinblastina
citosina (ARA-C)
Carboplatino Floxuridina (FUdR) Etopdsido Vineristina
Carmustina Fluorouracilo
Clorambucilo Hidroxiurea
Cisplatino Mercaptopurina
Ciclofosfamida Metrotexato
Dacarbazina (DTIC) Tioguanina
Dactinomicina
Daunorrubicina
Doxorrubicina
Hemaxemetilmelamina
Trietiiéntiofosforamida
Ifosfamida
Lomustina (CCNU)
Mecloretamina
Melfalin
Mitomicina-C
Mitotano
Mitoxantrona
Pibobroman
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Cuadro II. Firmacos antineoplasicos

Clasificacién

Farmaco

Estructura Quimica

Usos

ANTIMETABOLITOS

Mercaptopurina

SH
NH

gu

N
N

Leucemia aguda,
inactivo en

tumores sélidos

Tioguanina

Leucemia aguda,
inactivo en
tumores solidos

5-fluerouracilo

Procesos
malignos
gastrointestinales:
carcinoma
correcial, de
estémago,
esofagico,
pancreético y en
tratamiento
combinado para
carcinoma de

mama

i3




Farmaco

Estructura Quimica

Usos

ANTIMETABOLITOS

Citarabina

NH,

Tratamiento de la
leucemia
mielogénica
aguda, leucemia
linfocitica aguda y
en el linfoma no
Hodgkin

AGENTES ALQUILANTES

Mecloretamina

o clormetina

Tratamiento de
linfoma de
Hodgkin y en
derrames pleurales

malignos

Tiotepa

Seutilizaen
carcinomas de

mama y de ovario
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Farmaco

Estructura Quimica

Usos

AGENTES ALQUILANTES

Ciclofosfamida

N CH,—CHCI-R

RN

N
g © “CH,—CHCI-R

Agente
antitumoral de
amplio espectro,
Se utiliza para
carcinoma de
mama, de pulmén,
de ovario, de
vejiga, del linfoma
no Hodgkin, en
leucemias
linfociticas agudas
y crénicas,
sarcoma de hueso
y de tejidos
blandos y en
turnores de la
infancia como el
de Wilms y ¢l

neuroblastoma,

Clorambucil

HOOC=CH,CH, CI-12—<:>-—N <

CH,CH,Cl
CH,CH, O

Tratamiento de
leucemia
linfocitica crénica
y de los linfomas
de Hodgkin

indolentes
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Farmaco

Estructura Quimica

Usos

AGENTES ALQUILANTES

Melfalan

,CH2CHC
HOOC =CHCH, —<:>—N‘
' CHoCH4CI

NH

Amplia actividad
antitumoral, pero
se usa
fundamentalmente
en el tratamiento
de mieloma
miiltiple y del
carcinoma de

ovario

Busulfin

?HQC Ho—Q0—S—CHj
CH2CHy—0O—S—CH3

Se utiliza en el
tratamiento de los
franstomos
mieloproliferativos
, entre ellos la
leucemia
mieldgena cronica,
y en las pautas
preparatorias
mieloablativas,
previas al
trasplante de

médula dsea

Carmustina

N=0
|
CICH2CH,—N—CO—NH—CH,CH,Cl

Neoplasias del
sistema nervioso
central, linfomas
de Hodgkin y no

Hogdkin
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Farmaco

Estructura Quimica

Usos

Lomustina

I?I=O
CICHZCHZ‘—N“CO""NH—<:>

Neoplasias del
sistema
nervioso
cetitral,
linfomas de
Hodgkin y no
Hodgkin

AGENTES ALQUILANTES

Dacarbazina

Tratamiento
del melanoma,
en enfermedad
de Hodgkin y

en los
sarcomas de
tejidos
blandos

METALES PESADOS

Cisplatino

sHN__
sHN™

C
=) <cn

Carcinomas
testiculares,
vescicales, de
cabeza y
cueilo,
OVAricos y

pulmonares

METILHIZINAS

Procarbazina

CH—NHmCOAD—CHz—NH—-NH—CHgHCI

Tratamiento
de los tumores
cerebrales y
dela
enfermedad de
Hodgkin
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Firmaco

Estructura Quimica

Usos

ANTIBIOTICOS ANTINEOPLASICOS

Daunorrubicina

Tratamiento de
leucentias
linfociticas agudas

y mielogénicas

ANTIBIOTICOS ANTINEOPLASICOS

Adriamicina

Tratamiento de los
carcinomas de
mama, vegiga,

pulmén, estémago,

prostata y tiroides;
de linfoma de
Hodgkin y no

Hodgkin; y de los

sarcomas 0seos y

de tejidos blandos.
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Farmace

Estructura Quimica

Usos

ANTIBIOTICOS ANTINEOPLASICOS

Actinomicina
D

CHy, ,cna CH;,\ cu,

CHg—N—CHr—~CO—N——CO=0

[szoﬁu——m—cgi_c " :HS—?-co-m—?H—oo

a": CH:!

CH, CHy

N—CO—CH;—N—CH;

Tratamien-
to de
rebdomio-
sarcoma,
del
sarcoma
de Ewing
y del
carcinoma
trofoblas-
ticodela

gestacion,

Mitramicina

Neoplasias
cerebrales
malignas y
en el
carcinoma
de

testiculo
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Farmaco

Estructura Quimica

Usos

ANTIBIOTICOS ANTINEOPLASICOS

Bleomicina

Linfornas de
Hodgkin y
no Hodgkin,
yenel
carcinoma
testicular y
decabezay

cuello.

Mitomicina
C

Tratamiento
de los
procesos
malignos
gastrointesti

nales.

FARMACOS DE ORIGEN

VEGETAL

Vincristina

Leucemia
linfocitica,
los linfomas
de Hodgkin
y no
Hodgkin y
en el tumor
de Wilms.
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Farmaco

Estructura Quimica

Usos

FARMACOS DE ORIGEN VEGETAL

Vinblastina

OH

Carcinoma
testicular, el
carcinoma
de mama, los
linfomas de
Hodgkin y
no Hodgkin
y el céncer
pulmonar,

Etoposido

HaC

Carcinoma
pulmonar,
testicular y
ovérico, asi
como en los
linfomas
refractarios y
las
leucemias

agudas.
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Farmaco

Estructura Quimica Usos

FARMACOS DE ORIGEN VEGETAL

Teniposido

Hasido
aprobado
para su
utilizacién
como
tratamiento
de segunda
lineaen la
leucemia
aguda

HiC OCHj infantil

Carmptotecina

Potente
agente
antitumoral.
O También se
emplea para
OH o el
tratamiento
de las

leucemias.
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FARMACOS DE ORIGEN VEGETAL

Farmaco Estructura Quimica Usos
Neorarzi- Es un potente
nostatin agente
antitumoral y
bactericida.
Me cterici
0]
OH Me
Calichea- o S55Me Este compuesto
micin y es muy pontente

contra bacterias
gram positivas y
muy activa
contra gram
negativas. Tiene
una potencia
extraordinaria
contra tumores
murinos como
P388 y L1219,
leucemias y
neoplasmas
solidos como
sonel de colon

vy melanoma B16.
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Féarmaco

Estructura Quintica

Usos

FARMACOS DE ORIGEN VEGETAL

Espera-

micin A

o}

OxMe

con
actividad
antitumoral
¥
antibacteria
nade
amplio
espectro.
Seha
encontrado
para las
esperamici
nas una
gran
actividad
contra
tumores

murinos.

Taxol

Carcinoma

ovérico, de

mama y de
cabeza y

cuello.
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Farmaco

Estructura Quimica

Usos

FARMACOS DE ORIGEN VEGETAL

Dynemi-

cin A

Tienen una
gran
potencia
contra una
amplia
variedad de
lineas
celulares
Cancerosas
y prolonga
significativ
amente ei
tiempo de
vida de
ratones
inoculados
con células
P388,
leucemia y
melanoma
B16.

OTROS

Asparagi-

nasa

Proteina de peso molecular: 140 000, formada por 4

subunidades. Estructura no establecida.

Leucemia
linfocitica

aguda.
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Los medicamentos usados en quimioterapia se dividen en varios grupos, dependiendo de

su modo de acciodn:

a) Antimetabolitos

Con el nombre de antimetabolitos o antagonistas metabdlicos se designan las drogas que
actian interfiriendo con la funcién de un metabolito esencial por un mecanismo de competencia,
debido a que son anilogos quimicos. En esta forma se impide la biosintesis de los 4cidos

nucléicos que son esenciales para la vitalidad de todas las células de multiplicacidn rapida.

Los antimetabolitos empleados corresponden a tres grupos:

Antagonistas o andlogos del dcido folico o antifslicos. Bloquean la funcién del icido
folico, vitamina necesaria para la sintesis de las bases pirimidicas, purinas y sus metabolitos que
forman los icidos nucléicos, interfiriendo por consiguiente en el crecimiento de las células
neopldsicas. De éste tipo de compuestos sc utiliza el metotrexato. Este compuesto actia
inhibiendo la enzima dihidrofolato reductasa.. La actividad de esta enzima es necesaria para
mantener los niveles intracelulares de tetrahidrofolatos reducidos, necesarios para la sintesis de
nucledtidos de purina y timidilato. Después de su captacién celular medida por un transportador,
¢l metotrexato se convierte en un derivado del poliglutamato. Debido al incremento de su
retencién celular y a la mayor inhibicién de otras enzimas dependientes del folato, el compuesto
del poliglutamato parece poseer mas actividad antitumoral que el firmaco de origen (Miller,

1989).
Antagonistas o andlogos de las purinas. Las bases piricas son componentes ¢ intervienen

en la sintesis metabélica de los acidos nucléicos. Existen sustancias que por su estructura quimica

anéloga a las purinas actiian por competencia con las mismas. Comprenden dos subgrupos:
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i)Analogos de la hipoxantina. El principal de ellos es la mercaptopurina, que tiene gran
semejanza a la base parica hipoxantina. Este agente precisa ser modificado por la enzima
hipoxantinoguanina fosforribosil transferasa (HGPRT) antes de poder inhibir la

biosintesis de la purina.

ii)Analogos de la guanina. El utilizado es la tioguanina, muy semejante a la base pirica
guanina. Este agente, al igual que la mercaptopurina, precisa ser modificado por la
enzima hipoxantinoguanina fosforribosil transferasa (HGPRT) antes de poder inhibir la
biosintesis de la purina (Stockade, 1987).

Antagonistas o andlogos de las pirimidinas. De 1a misma forma que las bases puricas, las
pirimidicas también intervienen €n la sintesis metabélica de los 4cidos nucléicos. Las sustancias
que son quimicamente similares a las pirimidinas pueden actuar como como analogos de éstas.

Comprenden dos subgrupos:

i) Andlogos del uracilo: La piridina fluorada 3-fluprouracile (5FU) fué resultado de un
diseiio farmacolégico racional. E1 mecanismo de accién no ha sido totalmente definido.

Se sabe que tiene efecto sobre la sintesis de ARN.

La fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP) es un potente inhibidor de la timidilato
sintetasa, una enzima necesaria para la sintesis de dTTP y finalmente de ADN, La

FAUTP se incorpora al ADN y conduce finalmente a la rotura de las hebras de ADN.

Otro andlogo del uracilo, 1a fluorouridina trifosfato, FUTP se incorpora en ¢l ARN ¢

interfiere con su procesamiento y funcidn.

La floxuridina (FUDR) es un analogo del fluorouracilo. Es un inhibidor de la timidilato

sintetasa con menor efecto sobre la sintesis de ARN que ¢l fluorouracilo.
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ii) Analogos de la citidina: En este caso , las drogas en vez de ser andlogos quimicos de las
bases pirimidicas directamente, lo son con los nucledsidos, siendo la principal la
citarabipa. La citarabina es el epimero 2° de la citidina. La citarabina se acumula en las
células mediante un proceso mediade por un tranportador utilizando el sistema de
transporte de la desoxicitidina, Es fosforilada por una seric de tres reacciones
enzimdticas hasta su metabolito activo, el ara-CTP. Este se incorpora en el ADN e inhibe

su replicacion al actuar como un final de cadena (Chabner, et al. 1938).

b) Alquilantes

Los apentes alquilantes estin entre los antitumorales mas empleados. Este grupo de
farmacos produce muerte celular por formacién de uniones covalentes con los acidos nucléicos y
se incorporan al ADN produciendo ruptura de la secuencia de las cadenas y de sus puentes de
unién, por lo que tiene accién citotéxica importante. Este grupo de medicamentos se une con
mayor frecuencia a las bases guanina, adenina, y citosina del ADN. Pueden actuar en todas las
fases del ciclo celular, pero cuantitativamente tienen accién mas importante en los tejidos con
proliferacion rapida. Lo mas adecuado es considerar a estos agentes como activos durante el ciclo
y no especificos de fase. La alquilacién del ADN es mutigena y carcinégena, dando lugar a
graves complicaciones a largo plazo entre las que se encuentran efectos nocivos sobre la
espermatogénesis y la oogénesis, asi como una predisposicidn al desarrollo de leucemias

secundarias.

A pesar de que los diferentes agentes alquilantes comparten sus mecanismos de accidn, su
farmacocinética y eficacia es diferente en las diferentes neoplasias malignas, es interesante el

hecho de que estos agentes no tienen resistencia cruzada (Harrison, 1995)

Mostazas nitrogenadas. Fué el primer firmaco empleado con éxito como antineopldsico
al principio del decenio de 1940, e inicié la quimioterapia antitumoral (Uribe, 1995).También se

tienen anilogos de la mostaza nitrogenada, que se clasifican segin su estructura quimica:
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mostazas nritrogenadas alifiticas: meclorctamina o clommeting, mostazas nitrogenadas

heterociclicas: ciclofosfamida; mostazas nitrogenadas aromaticas: clorambucil, melfaldn (Adair,

1931).

La ciclofosfamida es activa solamente después de metabolizarse en los microsomas
hepaticos a 4-hidroxiciclofosfamida. Se metaboliza posteriormente en los tejidos periféricos en
mostaza de fosforamida y en acrolefna. La ifosfamida es un andlogo muy emparentado de la

ciclofosfamida. La ifosfamida precisa también del metabolismo hepatico para su activacién.

Etileniminas.Constituyen otro grupo de agentes alquilantes sintéticos polifuncionales,
siendo el principal el tiotepa 0 TTP y la trietilenimina ciclica, hoy abandonada por su escaso

mérgen de seguridad.

Alguilsulfonatos. Constituyen el tercer grupo de drogas alquilantes, siendo su exponente

principal el busulfin o BSF, de propiedades semejantes a los anteriores.

Nitrosureas. Se trata del cuarto grupo de agentes alquilantes. Son varios firmacos de los
cuales se emplean cuatro en la actualidad: carmustina o BCNU, lomustina CCNU, metil

lomustina o Metil-CCNU y estreptozotocina,

Triazenos. Comresponden al quinto grupo de drogas alquilantes y su exponente principal
¢s la dacarbazina DTIC o DIC (Litter, 1988).

¢) Metales pesados

De los metales pesados, €l tinico con accién antineoplisica es el platino, que poseé un

mecanismo de accién principal semejante a los agentes alquilantes: actia sobre el ADN y su

accidn principal es la produccién de una unién cruzada entre las dos cadenas de doble hélice del
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ADN, lo que impide la replicacion del mismo. La union del cisplatino con el ADN se realiza
especiaimente en los residuos de guanina, aunque tambi€én puede realizarse con base en la
adenina (Stockade, 1987). El carboplating es un analogo del cisplatino, con eficacia semejante

{Roberts, J. y Pascoe, J., 1972).

d) Metilhidrazinas

Las metilhidrazinas constituyen un grupo de drogas antineoplasicas con un mecanismo de
accién distinto a las demdas. Se ha postulado que actia sobre el DNA. Este es fragmentado o
despolimerizado por las metithidrazinas pero sdlo en presencia de oxigeno. Dicha droga sufre una

oxidacién en €l organismo con formacién de perdxido de hidrégeno capaz de oxidar al ADN.

Ademas de este mecanismo de accién, se ha postulado uno en que interviene la metilacién
de la base guanina del ARN. Esta metilacién iranstoma la funcién de] mismo, con las

consiguientes perturbactones de la sintesis protéica y la vida celular.

De las metilhidrazinas la que se¢ emplea es la procarbazina. La procarbazina es un
inhibidor de la monoaminooxidasa, fué desarrcliada originalmente como antidepresivo y mas
tarde se descubrié que poseia actividad antitumoral. Precisa ser oxidado por enzimas hepaticas,

después de lo cual funciona como un agente alquilante (Brusick, 1987).

e} Antibidticos antineoplésicos

Existe una serie de antibidticos con propiedades citotéxicas o antineoplésicas:

Antraciclinas. Con este nombre se designan los antibidticos que poseén el niicleo quimico
del antraceno, agregado de un cuarto anillo, que da lugar al micleo de naftaceno. Los agentes més

empleados en oncologia clinica son la daunorrubicina, daunomicina, adriamicina y epirrubicina,
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Los 4 tienen mecanismos de accién similares inhibiendo en dltima instancia, la sintesis de ADN,
ARN y proteinas nucleares; sin embargo, se desconoce lo mas importante de su accidn
antiproliferativa. Parecen actuar en todas las fases del ciclo celular pero mas importante en la fase

S.

Cromomicinas. Denominadas asi por ser coloreadas, de ellas se emplea la miframicina o
MTM, que se extrae del microorganismo Streptomyces argilleceus y del Streptomyces
tanshiensis. Se trata de un glucésido denominado también dcido auredlico cuyo cromdéfero es la

cromomicinona.

Glucopéptidos. También son glucdsidos y de ellos se destaca la bleomicipa. Este
medicamento tiene una mezcla de péptidos antibidticos con mixima accién citotéxica durante el
periodo premitético o fase G2 del ciclo celular y parte del periodo mitdtico (Bianchi, N.O. y
Lopex-Lazarra, 1991).

Cromopéptidos.  Son péptidos coloreados que corresponden al subgrupo de las
actinomitetinas. De ellas se emplea la actinomicina D, que debido a su estructura quimica plana
se intercala al ADN e inhibe la sintesic de ARN. También parece interactuar con la enzima
Topoisomerasa [T (Wakaki S., et al, 1958).

Mitosanos. Son antibidticos coloreados y el utilizado en la medicina es la mitomicina C.
Este compuesto se activa en el interior de la célula y el efecto antiproliferativo se logra por
formacion de enlaces cruzados en el ADN (Arora, S. 1979).

f) Farmacos de origen vegetal

Alcaloides de la Vinca. Los més importantes son la vincristina y vinblastina; existe un
analogo de esta ltima, la vindesina, de escaso uso clinico. El efecto principal de estos farmacos

“ocurre por despolimerizacion de la tubulina, Ia cual es una proteina de citoesqueleto. Inhibe el
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ensamblaje de los microtibulos, bloqueando la divisién celular en la mitosis (Noble, R, et al.

1958).

Epipodofiloioxinas. Las epipodofilotoxinas VP-16 (efoposido) y el YM-26 (tepipdsido)
son derivados semisintéticos del producto natural podofilotoxina, derivado de la planta
Mandrdgora americana. Las epipodofilotoxinas actiian también uniéndose a la tubulina, pero se
cree que resultan citotéxicos por su interaccidn con la enzima topoisomerasa I, lo que conduce a
la fragmentacién del ADN y, en iltimo lugar, a la muerte celular. El etopdsido es mas eficaz y

frecuentemente se utiliza en medicina clinica.

Taxanos. El pacitaxel (Taxol), es un miembro de 1a familia de los taxanos. Deriva del tejo
del pacifico Taxwul brevifolia (taxaceae). El taxol actia estimulando la polimerizacion de la
tubulina, dando asi la formacién de los microtibulos y no permitiendo su posterior

depolimerizacién evitando asi la divisién celular.

Camptotecina. La camptotecina es un alcaloide derivado del triptofano. Se obtuve por
primera vez de la planta Camprotheca acumiata (Nysaceae). Es un potente agente antitumoral, se
utiliza en el tratamiento de cincer de colon. Actda inhibiendo 1a actividad de la topoisomerasa [ y

11, dando como resultado la muerte celular.

Colchicina. Se obtuvo de la especic vegetal Colchicum autumnale (liliaceac). Es un
agente empleado para el tratamiento de la gota y con menor uso como agente antitumoral. Tiene

accidn antimitética por inhibicién de la polimerizacion de la tubulina (Wilson, L. et al. 1976).
Endiinos. Se han descubierto recientemente una nueva clase de antibidticos para el

tratamiento de cancer, conocidos actualmente como endiinos. Se han encontrade 4 clases

principales de endiinos, los cuales se describen a continuacién:
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Neocarzinostatina (NCS).- Es un antibidtico complejo que consiste en una mezcla 1:1 de
componente protéico (apoproteina NCS) y una molécula croméfora (Croméforo NCS),
aislado de Streptomyces carzinostaticus var F-41. Se ha encontrado que el NCS es un potente
agente antitumoral y bactericida, esto debido a que achia dafiando directamente al ADN. El
dafio al ADN estd dado principalmente por rompimientos de una sola cadena por medio de
una reaccién oxigeno-dependiente, ademas de que el NCS es un agente que se intercala al

ADN.

Calicheamicinas.- Estos compuestos se aislaron de Micromonospora echinospora ssp.
calichensis. El agente con mayor importancia desde el punto de vista clinico es la
calicheamicin (11. Este compuesto es muy pontente contra bacterias gram positivas y muy
activa conira gram negativas. Tiene una potencia extraordinaria contra tumores murinos como
P388 y L1210, leucemias y neoplasmas sdélidos como son el de colon y melanoma B16.
Estos agentes actian dafiando directamente al ADN por medio de cortes de cadena doble en

secuencias especificas, como son los sitios TCCT.

Esperamicinas.- Son una subclase de endiinos con actividad antitumoral y antibacteriana de
amplio espectro. Se aislaron de Actimomadura verrucospora. Existen semejanzas entre las
esperamicinas y las calicheamicinas, principalmente en estructura, actividad bioldgica y
mecanismo de accién. Las esperamicinas y las calicheamicinas son los agentes
anticancerigenos mas potentes que se conocen dentro de los endiinos. Se ha encontrado para
las esperamicinas una gran actividad contra tumores murinos. El mecanismo de accién es

igual a las calicheamicinas.

Dinemicinas.- Estos son antibidticos anticancerigenos obtenidos de Micromonospora
chersina. Tienen una gran potencia contra una amplia variedad de lineas celulares cancerosas
y prolonga significativamente el tiempo de vida de ratones inoculados con células P388,
leucemia y melanoma B16. Las dinemicinas y sus derivados presentan actividad

antibacteriana prometedora con poca toxicidad. Estos compuestos provocan rompimientos
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tanto de una como de las dos cadenas de DNA, esto provocado por intercalacion al DNA

(Nicolaou K. C., Sorensen E.J. 1991)

G) Otros firmacos

Mitoxantrona. Su mecanismo de accidn no se conoce totalmente. Altera el

funcionamiento del DNA y no parece ser especifico de alguna fase del ciclo celular.

Asparaginasa. Es una sustancia completamente diferente a las deméis drogas
antineoplasicas, la asparaginasa, pues se trata de una enzima Esta enzima al hidrolizar el
aminodcido asparagina, que las células neoplésicas sensibles no pueden sintetizar se las priva de
un aminoicido esencial, y dichas células no pueden sintetizar sus proteinas, con lo que bloquea la

proliferacion tumoral (Uribe, 1995).

Si bien hay una buena cantidad de agentes quimioterapéuticos, ia necesidad de
importacién  de los mismos hace que el costo por paciente sea muy elevado. Esto ocasiona que
en paises como México, 1a blisqueda de nuevos agentes antineoplasicos sea de alta prioridad
(Harrison, 1995).
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III. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

El cincer a nivel mundial, estd reconocido como un problema importante de salud
pliblica, debido a las frecuencias tan elevadas que ha alcanzado, a su impacto economico y
trascendencia social. Desde principios de siglo los investigadores han tratado de encontrar
sustancias quimicas que puedan detener o matar a las células tumorales (Zudrod et al, 1977). Por
una investigacion sistemitica y organizada o por serendipia, se han ide encontrande o
desarrollando agentes quimicos, tanto naturales o siatéticos, que se utilizan en el tratamiento de

ciertos canceres.

Cada afio la industria farmacéutica produce mas y mas sustancias, a pesar de esto, son
muy pocas las que tienen utilidad en el tratamiento del cincer, 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 general la bisqueda sistematizada de nuevos antineoplisicos consiste en realizar un
cemnimiento en el cual de un grupo de sustancias se escogen aquéllas que puedan tener el mayor
potencial como agentes anticancerigenos al ser aplicados en la clinica. Este cemimiento se lleva a
cabo tanto para moléculas naturales como para sintéticas, cuando en estos estudios no hay
actividad, entonces la investigacion de la sustancia se suspende y sirve de retroalimentacién para
modificar la estructura. Si hay confirmacion de la actividad, entonces se puede continuar con

prucbas mas especificas (Goodwin T. W y Mercer EJ. 1972).

En lo que va det siglo, y merced de los exiraordinarios progresos de la sintesis quimica
durante la segunda mitad del siglo XIX, la Quimica Farmacéutica y la terapéutica en general se
han desarrollado bajo la presién de la sintesis organica. Ello ha sido de indudable beneficio para
¢l crecimiento en todos los sentidos del arsenal terapéutico, pero ha ocasionado una falta de
interés cientifico por los recursos naturales como fuentes de remedios curativos (Younkeen,

1951).
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El conocimiento y utilizacion de las plantas por las sociedades humanas tiene una larga e
interesante historia, reconociéndose que desde siempre los vegetales satisfacen muy diversas

necesidades y una de ellas es 1a recuperacion y el mantenimiento de la salud.

En México, esta historia €s mijlenaria y se remonta a los tiempos en que dominaban los
grupos humanos, que organizados en bandas némadas o seminomadas recorrian €l territorio
buscando cobijo temporal en cuevas y sustento en la practica de la caza, la pesca y la recoleccion
de plantas silvestres. Estos grupos, grandes conocedores de las posibilidades alimenticias y
propiedades curativas de la flora silvestre, heredaron toda su sabiduria a los pueblos agricolas,

origen de las diversas culturas del México antiguo.

En la actualidad existen algunas 4reas de investigacion interesadas en las plantas
medicinales. Uno de éstas es la etnobotanica, ciencia que aborda las relaciones histéricas entre las
sociedades humanas y el entorno vegetal bajo un enfoque de investigacion multidisciplinaria, y
que en México ha desarrollado estudios referidos a plantas medicinales, comestibles, de ornato,
para la construccidén, mistico-religiosas; los sistemas agrosilvicolas y huerios; domesticacién y

agricultura tradicional, de caricter histérico (Rzedowski, 1977).

Los recursos vegetales, entre los de use medicinal, constituyen uno de los elementos
claves, cuya presencia se da, invariablemente a lo largo de todo el afio. En cuanto a la diversidad,
Meéxico con sus 26,000 especies, aproximadamente, es uno de los paises de mayor riqueza en el
mundo, en su inventario estin representadas practicamente todos los tipos de vegetacidn
conocidos ¥ su aporte a la herbolaria se calcula -muy comservadoramente- en mds de 5,000

especies vegetales con uso medicinal.
A la abundancia mencionada se agrega la incorporaciéon permanente de nuevas plantas

medicinales nativas o introducidas, tanto silvestres como cultivadas; de modo que al

incrementarse el acervo de la herbolaria mexicana se observa un fortalecimiento de la medicina
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tradicional que ademas de contener en su esquema cognoscitivo a la herbolaria, sigue incluyendo

a los animales y los minerales medicinales, asi como las practicas terapéuticas (Wagner, 1977).

Sobre ¢l tema de la hetbolaria es satisfactorio sefialar que en México existen instituciones
con una larga tradicién que coadyuvan con sus investigaciones a conocer cada vez mejor este
universo del conocimiento, como por ejemplo el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del
Seguro Social, e} Botanico de Plantas Medicinales "Maximino Martinez”, el Programa de Flora
Medicinal México del Instituto Nacional Indigenista; el Museo y jardin Etnobotinico de
Medicina Tradicional Herbolaria del Estado de Morelos; y €l jardin Botanico Universitario de la
Universidad Autdnoma de Tlaxcala. (Rodriguez J. et al 1995}

Entre Ias familias mas importantes de la flora mexicana destaca la familia de las labiadas
(labiate=lamiaceae), la cual es cosmopolita con un total de 3500 especies (Briquet, 1879)
agrupadas en 180 géneros, de los cuales solo algunos han sido estudiados sistematicamente, tal s
el caso de : Sideritis (Escamilla, 1980), Teucrium (Piozzi, 1981), Ajuga {Camps, 1981) y
Rabdosia (Kubo, 1978), por lo tanto se puede afirmar que el estudio quimico de ésta familia es

incompleto.

Desde el punto de vista quimico esta familia es una fuente muy rica de una gran variedad
de metabolitos secundarios, tales como monoterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonas y con

menor frecuencia sesquiterpenos y sesterpenos (Esquivel, 1986).

Biolégicamente esta familia es interesante debido a las diversas propiedades que
presentan algunos compuestos aislados de ciertas especies, propiedades como: antitumorales,
antimicrobianas (Zudrod, 1977), espasmoliticas (Wagner, 1977), sedativas, bactericidas,

antivirales y repelentes a insectos.

En México esta familia de Labiadas esta representada por aproximadamente 550 especies

comprendidas en 42 géneros (Rzedowski, 1977), su importancia se debe a su amplia utilizacion
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en la medicina tradicional de nuestro pueblo (Martinez, 1944), asi como condimento. De estos
géneros el mis abundante es el Salvia, representado por aproximadamente 275 especies, fué
establecido por Linneo en 1753 y actualmente cuenta con aproximadamente 900 especies,
distribuidas por todo el mundo {Standley, 1973) estando el total de estas especies agrupadas en
cuatro subgéneros: Leonia, Salvia, Sclarea y Calosphace, siendo este iltimo el mas abundante
con aproximadamente 550 especies, comprendidas en 91 secciones y es en su totalidad del

Continente Americano (Epling, 1939).

La Salvia pubescens Benth es un arbusto perenne de 3m de alto. Deacuerdo con Epling
esta especie estd clasificada en la seccidn de Erytrostachys que pertenece al subgénero
Calosphace del género Salvia. Esta especie se localiza al suroeste de la Republica Mexicana por

lo que se considera endémrica a los estados de Qaxaca, Guerrero y Puebla.

De esta planta se lograron aislar varios compuestos diterpénicos, los cuales presentan
esqueleto de Abietano (Galicia, 1987). De estos compuestos se comenzd un precernimiento para
estudiar su posible utilidad como agentes antineoplisicos en la Escuela de Farmacia de la
Universidad de Purdue, en Estados Unidos. Este precernimiento consistié en evaluar la toxicidad
de las sustancias basindose en algunas de las pruebas que se llevan a cabo en el Instituto
Nacional de Céncer en Estados Unidos, como son el bioensayo con Artemia salina y tres lineas
celulares humanas: A-549 (colon), MCA-2 (pecho) y HT-29 (pulmén); encontrindose que la 7a-

acetoxiroyleanona y la Nemorona podrian funcionar como agentes antineoplasicos.
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Figural.

Ta-acetoxiroyleanona Nemorona
Sélido cristalino amaritlo Sélido cristalino amarillo

OH

Desacetilnemorona
Sélido cristalino amaritlo Solido cristalino blanco

OH

Conacytona Sélido cristalino amarillo
Sélido cristalino amarillo
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En 1975 se introdujo en el Instituto Nacional de Cancer un sistema para valorar la
toxicidad de diferentes compuestos, utilizando diversos tipos de pruebas como el bioensayo con
Artemia Salina v la utilizaciéon de un modelo leucémico llamado P-388 aislado por Potter y

Brigss en 1962 de ratones DBA/2 que fueron expuestos a metilcolantreno (Lowe y Davis, 1989).

El ensayo consistia en implantar células P-388 intraperitonealmente en ratones de la cepa
CDF1 o BDF1, utilizando un solo sexo en cada ensayo, los cnales después de un dia eran tratados
con los esquemas seleccionados, que podian consistir en dosis tnicas o bien en dosis repetidas del
compuesto de eleccién. El parametro evaluado al término de 1a prucba era tiempo de sobrevida
(Shabel et al 1977).

La finalidad d¢ un sistema de cernimiento inicial es seleccionar aquéllas sustancias con
posible accién anticancerigena, para asi continuar con el cernimiento secundario y culminar con

las pruebas a nivel clinico.

En la etapa primaria del cemimiento, se requiere que los modelos utilizados tengan una
gran sensibilidad, es decir, que detecten un nimero grande de drogas que sean potencialmente
activas (Venditti, 1981).

En la etapa secundaria del cernimiento se requiere que los modelos usados sean capaces
de detectar el mayor niimero de sustancias con actividad especifica, es decir, deben descartar e}

mayor nimero de falsos positivo.
Cabe mencionar que existen casos en los cuales, si las sustancias presentan estructuras
quimicas relevantes, se puede llegar a hacer un lado el cemimiento y pasar directamente a las

pruebas farmacoldgicas y clinicas.

Hoy en dia el Instituto Nacional de Céncer de los Estados Unidos, establecio €] uso de un

panel de alrededor de 60 a 100 lineas tumorales de humano en las cuales se probarian In Fitro
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las sustancias. Una de las ventajas que este esquema o estrategia puede tener sobre las anteriores
es la posibilidad de descubrir agentes que sean relativamente especificos para un cierto tipo de

tumor (Johnson, 1990).

Sin embargo este esquema de 100 lineas tumorales es muy costoso y dificilmente se
puede implementar en paises como México. Debido a ésto, en 1992 nuestro grupo propuso el uso
del cultivo de linfocitos humanos como un sistema 1itil en el presernimiento de sustancias

antineoplésicas (Rojas et al 1992).

La Universidad Nacional Auténoma de México ante la problemitica antes planteada,
implementd el proyecto para el desarrollo de sustancias antineoplasicas participando en éi
investigadores de la Facultad de Quimica, Facultad de Medicina y del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, los cuales desarrollan y evalian sustancias tanto naturales como sintéticas con

potencial antineoplasico; marco en el cual se desarrollé este trabajo.
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IV. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fueron:
Evaluar la capacidad antineoplésica de un componente de 1a Salvia pubescens Benth, la 7a-
acetoxiroyleanona mediante Ia evaluacion de la citotoxicidad y/o citostaticidad en cultivo

de linfocitos de sangre periférica humana In Fitro.

Se usaran como parametros al indice mitdtico (citotoxicidad), cinética de proliferacién

celular {citotoxicidad y citostaticidad).

Se comparari 5u comportamiento en ¢l sistema con antineoplasicos de referencia.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo los cultivos de linfocitos se requirié de cuatro donadores de sangre
“sanos”, que no fumasen, no ingirieran bebidas alcohélicas, ni medicamentos. Se realizaron las

pruebas por triplicado para cada donador.

Se tuvo cuidado de contar con el compuesto quimico “puro”. Se hicieron pruebas de

solubilidad de éste y se utilizaron tres tipos de controles:
* Un control negativo
s Un control de disolvente (dimetil sulféxido, DMSQ)

¢ Un control positivo de un antineoplisico conocido (mitomicina C),

Se utilizaron diferentes concentraciones del compuesto quimico en los cultivos. Tanto los

controles, como las diferentes concentraciones que se emplearon se hicieron por duplicado.
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VI. MATERIAL Y METODOS

¢ Obtencién y preparacién de muestras sanguineas

Se obtiene sangre de donadores sanos, con jeringas desechables previamente
heparinizadas bajo condiciones de esterilidad. La sangre se cultiva siguiendo 1a técnica descrita

por (Ostrosky et al 1991) que consiste en lo siguiente:

+ Sijembra

A 0.5 mL de sangre, se le agrega 6 mL de medio RPMI 1640 modificado y suplementado
con ImL de aminoicidos no esenciales y 1 mL de glutamina 200 mM por cada 100 mL de
medio a 37 °C. Después se afiade 0.2 mL de fitohemaglutinina (PHA) y 0.3 mL de
Bromodesoxiuridina, (concentracién final 32 uM). Incubar a 37 °C, durante 48 horas.

¢ Tratamiento

A las 48 horas de la siembra, se agrega tratamiento a diferentes concentraciones. Se
utilizard control negativo, control positivo y un control del disolvente. Se incubard durante 22

horas mas.

* Cosecha

A las 70 horas se agregan 200 pl de Colcemid de preparacidén comercial 10 pg/mL. A las
72 horas se centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos y se quita sobrenadante. Se agrega solucidn
de KC10.075 M (=7 mL)a 37 °C.

Incubar durante 30 minutos a 37 °C en movimiento, centrifugar, quitar sobrenadante,

agregar solucidén de metanol-acético glacial 3:1 recién preparada y fria. Volver a centrifugar. Se



repite este proceso unas cuatro veces hasta obtener un botén  blanco. Se resuspende en 0.5 mL

de metanol-acético glacial 3:1.

s Preparacién de laminillas

Se resuspende el botdn en los 0.5 mL de metanol-acético glacial 3:1, se dejan caer 4 gotas
en una laminilla lavada y enfriada en etanol al 96% desde una altura de aproximadamente 1.5 m.

Se seca a la flama.

e Tincién

Colocar las laminillas en caja Coplin. Agregar ImL de solucién Hoescht al 0.01% en 50
mL de solucién buffer de fosfatos a pH de 6.8 (fosfato de sodio al 0.95% y fosfato de potasio al
0.91% en proporcion 1:1), durante 30 min a temperatura ambiente en obscuridad.

Lavar las laminillas con agua, secar y colocarlas en una lampara de luz U.V (calentada 30
minutos previamente), cubiertas con solucion buffer de fosfatos a pH de 6.8 y un cubreobjetos

para evitar 1a evaporacién , durante aproximadamente dos horas,

Sacar las laminillas, colocarlas en una caja Coplin con agua y 5 mL de Giemsa, durante 4

minutos. Lavar y secar las laminillas, Se analizan al microscopio.
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Figura 2.

SIEMBRA TRATAMIENTO COSECHA
e
o)
0.5 mL sangre = | Setrataconla Se agregan
6 mL medio RPMI 2| 7a-acetoxiroyleanona 200 yL de
suplementado a diferentes ‘ Colcemid
0.2 mL PHA concentraciones:
0.3 mL BrdU 10, 20, 40, 80 y 100 uM
(Ou horas despues... O 22 horas después... @ 2 horas después...

PREPARACION DE LAS LAMINILLAS Y TINCION

: 2

Hacer laminiilas Centrifugar 10 min.

y teifiirlas Quitar sobrenadante.
Agregar KC1 0.075 M.

Incubar 30 minutos

Centrifugar 10 minutos

Quitar sobrenadante

Agregar fijador
Repetir hasta obtener

un botdn blanco.
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VII. TECNICAS DE ANALISIS

e Indice Mitbtico (IM)

Con el IM es un parimetro que indica el porcentaje de células que estin en mitosis. Este
indice ha sido ampliamente utilizado como un marcador para evaluar y comparar la tasa de

proliferacién celular.(Rojas et al, 1992)

E! indice mitético (IM), nos permite distinguir si un compuesto es citotéxico.

Se leen las laminillas al microscopio a 20 aumentos, recorriéndolas en zig-zag y
comenzando de la parie central de la laminiila para contar 2000 nticleos totales estimulados
{aquellos que presentaban forma aproximadamente esférica, de tincién clara y de tamaiio
relativamente grande, siempre y cuando pudieran identificarse individualmente como un micleo

de linfocito que sobrevivié en el cultivo) y de ellos determinar cuéntos estaban en divisién.

Como metafase se cuantificd a las agrupaciones de cromosomas bien definidas como un

mimero de elementos mayor de 30 cromosomas.
E! valor de indice mitético se obtiene con la siguiente formula:

IM= No. de metafases .

2000 niicleos estimulados
Estadistica:

Para estudiar las diferencias entre los controles y las concentraciones empleadas de la 7o.-

acetoxiroyleanona sz realizé la prueba de T de Student.
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s Cinética de Proliferacion Celular (CPC)

El desarrollo de 1ia técnica de tincién diferencial basada en la incorporacidn de BrdU en el
ADN, ha permitido la identificacién de células que se han replicado una, dos o mas veces,

haciendo posible la determinacién dei crecimiento de poblaciones celulares.
La CPC permiten distinguir si un compuesto es citostatico o citotdxico.(Rojas et al, 1992).
En esta técnica se localizan 100 metafases. Con el objetivo de 100 aumentos y aceite de
inmersién, se determina cada una, como primera (M1), segunda (M2), tercera divisién o

subsecuentes (M3), dependiendo de la cantidad de tincién clara y obscura que presentaran los

Cromosomas.

Si la metafase presenta un 100 % de tincién oscura, se ¢lasifica como M1, si ¢n esta se
observaba un 50 % de tincidn clara y un 50 % de tincidn oscura sobre cada cromosoma se
clasifica como M2 y por iltimo, si la metafase presenta aproximadamente un 25 % de tincién

obscura y un 75 % de tincioén clara, la metafase se clasifico como M3.

Las metafases deben tener como minimo 40 cromosomas.

IR= M1(1)}+M2(2)+M3(3)

100 metafases

Estadistica:

Para estudiar las diferencias entre los controles y las concentraciones empleadas de la 7a-

acetoxiroyleanona se realizo la prueba de T de Student.
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VIII. RESULTADOS

La 7a-acetoxiroyleanona no es soluble en agua, debido a ésto tuvimos la necesidad de
buscar otro disolvente. Encontramos que esta sustancia es soluble en DMSO al 100% y que la

utilizacién de éste no altera la proliferacion de los linfocitos.

Se hicieron varios experimentos tratando de encontrar un rango de concentracion en ¢l
que la 7c-acetoxiroyleanona tuviera algin efecto sobre los linfocitos. En base a los resultados

obtenidos se determinod un rango de concentracién de 10 a 100 pM. (Grafica 1).

Se hicieron los experimentos con cuatro donadores: dos mujeres (LHH y EHH) y dos
hombres (DBL yGBOQ). Todos ellos tienen entre 22 y 24 afios, ninguno de ¢llos tiene el hibito

de fumar, beber; ni tomé medicamentos por lo menos 3 semanas antes de cada toma de muestra.

Los experimentos se hicieron por triplicado por cada donador. Se utilizaron tres tipos de

controles:

Control negativo
Control de disolvents: Dimetil Sulféxido (DMSQ)

Tanto los controles como las diferentes concentraciones se hicieron por duplicado. La

evaluacién del IM y de la CPC fué siempre a doble ciego.

En general os datos obtenidos en el estudio de los efectos in vitro de la To-
acetoxiroyleanona en los linfocitos de los cuatro donadores, muestran una inhibicién de la
proliferacién en funcién de la concentracién, disminuyendo el indice mitético (M) y la cinética

de proliferacién celular (CPC) al aumentar la concentracién de lala  7a-acetoxiroyleanona.
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Se llevd a cabo el analisis estadistico mediante la prueba T de Student. Se compararon los
resultados tanto del IM como de CPC para las diferentes concentraciones utilizadas de la 7a-

acetoxiroyleanona, asi como de los controles.

Encontramos que para el IM esta sustancia produce en todos los donadores una curva
dosis-respuesta entre las concentraciones y que ésta inhibicion es muy homogenea entre los
diferentes experimentos de cada donador (grafica 2-21). Cuando se aplicé estadistica a los datos

se encontrd en todos los casos una diferencia significativa (p<0.005).

Con respecio a los parameiros de CPC e IR se observé que esta sustancia inhibe la
proliferacién en todos los donadores, haciendo que, al incrementar la dosis de la 7a-
acetoxiroyleanona en los cultivos aparezcan mas células que solo se dividieron una sola vez

(M1); mientras que el Indice de Replicacién disminuye con respecto a la dosis (graficas 23-43).

Con respecto a los controles, en todos los casos, tanto para IM comeo para IR encontramos
diferencia estadisticamente significativa, entre los controles positives y los negativos. En la
comparacién del control negativo con el control de disolvente no encontramos diferencia

estadisticamente significativa.

Para cada donador se hizo una grafica donde se presentan los promedios de todos los
datos obtenidos para IM y el porcentaje de M1, M2 y M3 (graficas 44-47). Observamos en estas
graficas que en todos los casos existe el mismo patrén de comportamiento: a medida que el IM
disminuye al aumentar la concentracidén de
Ta-acetoxiroyleanona, la proporcién de M1, M2 y M3 cambia. Aumenta la proporcién de M1 ala

par que la concentracidn de la 7a-acetoxiroyleanona.
Para conocer la potencia de la la 7a-acetoxiroyleanona con respecto al IM, se caleuld la

dosis que inhibe el 50% del mismo {IIM50), lo cual se obtuvo a partir de regresiones lineales de
los datos experimentales (graficas 48 y 49).
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Se encontré que el IIM50 es de 40.06 pM. Se realizé una comparacion de este valor con el
de otras sustancias antineoplasicas utilizadas frecuentemente en el tratamienio del céncer y
algunos de nueva sintesis, ya antes estudiados (Rojas, 1992) como es el caso de la bleomicina,
mitomicina C, casiopeina 1, melfaldn, casiopeina 2, cisplatino, 3-fluorouracilo y 6-

mercaptopurina (grafica 50).

En la grifica 50 podemos observar que la potencia de la 7o-acetoxiroyleanona es mayor
que la del 5-fluorouracilo vy que la 6-mercaptopurina; ¥ menor a casiopeina 2, melfalin,

casiopeina 1, mitomicina C y bieomicina.

De la misma manera que para el IIM50, se obtuvo la concentracién capaz de reducir al
50% el indice de replicacion (IIR50), calculadas por medio de una regresion lineal a partir de la
transformacién de los datos utilizando el pardmetro IR (graficas 51 y 52). Se enontré que el
HR50 es de 62.09 pM. Se comparé a la 7a-acetoxiroyleanona contra los datos de citostaticidad
que presentan algunas sustancias ya antes estudiadas (Rojas, 1992) que interactian directamente
con el ADN: bleomicina, mitomicina C, casiopeina 1, melfalan, casiopeina 2 y cisplatino.
Encontramos que la 7a-acetoxiroyleanona presenta una potencia ligeramente mayor que el

cisplatino y menor a las demas (gréfica 53).

En frabajos anteriores se observé que solamente las sustancias que interacionen
directamente con el ADN son capaces de alterar ambos parametros (el IM y la CPC). Por este
motivo se hizo una relacion entre los valores de IR y los de la IIM de la 7a-acetoxiroyleancna y
se comparé con las producidas por los antineoplésicos de referencia (grificas 54 y 55). En la
grafica 54 se compara el comportamiento de Ia 7a-acetoxiroyleanona con antineopldsicos que no
interaccionan directamente con el ADN como son la 6-mercaptopurina y el 5-fluorouracilo,
mientras que en la grafica 55 se compara con sustancias que interaccionan directamente con el

ADN, como son: cisplatino, mitomicina C, melfalan y Bleomicina.
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Podemos observar que la pendiente para la 7a-acetoxiroyleanona tiene una semejanza
mayor a las sustancias que actian directamente sobre el ADN que con las pendientes de las
sustancias que actian indirectamente con el ADN. Especificamente encontramoes una semejanza

mayor con €l melfalin (grafica 56-59).
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IX. DISCUSION

Los resultados muestran que €l indice mitdtico y ia cinética de proliferacion celular
presentan cierta variabilidad basal entre los donadores, dicha variabilidad de los resultados existe
en los sistemas bioldgicos (Brusick 1987), y en el cultive de linfocitos ha sido reportada por
varios investigadores (Giulotto er al.1980; Auf der Maur y Berlincourt-Bohni, 1979; Obe y Beek,
1984). Sin embargo, al tratar las células con la 7a-acetoxiroyleanona se observé que a pesar de
existir diferencias basales entre donadores, ¢l comportamiento de los cultivos fratados es muy

semejante entre ellos,

Como se puede observar en las tablas 2-17, los linfocitos responden en forma dosis-
respuesta: a medida que aumenta la concentracion de la 7o-acetoxiroyleanona se tiene una
disminucién tanto del indice mitdtico, como de la cinética de proliferacion celular. También
vemos que estos resultados son reproducibles tanto en un sélo individuo a través del tiempo,
como entre vartos donadores, lo cual indica que el efecto de esta sustancia es homogéneo y que

produce efecto citotdxico y citostatico en los linfocitos de sangre humana periférica.

Se compararon los datos obtenidos para la 7a-acetoxiroyleanona con los de algunas
sustancias antineoplisicas como cisplatino, S5-fuorpuracilo, 6-mercaptopurina, casiopeina 2,
melfalan, casiopeina 1, mitomicina C ¥ bleomicina). Se sabe que los farmacos que comparten la
caracteristica de interactuar directarnente con el ADN, aunque sus mecanismos de accién no sean
iguales, ademdis de ser agentes citotéxicos son agentes citostiticos (cisplatino, bleomicina,
melfaldn y mitomicina C). Esto quiere decir que ademis de matar a las células, las que no

mueren, detienen su division (Rojas et al, 1993).

Por otra parte, los agentes que no actian directamente sobre el ADN sino que achian sobre
la sintesis de nucledtidos, producen una inhibicién del indice mitético, pero no producen efecto
alguno sobre la cinética de proliferacion (S-flucrouracilo, 6-mercaptopurina). Ademds se observé

que los farmacos que interaccionan directamente con el ADN presentan ¢n las graficas de IR vs.
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1M una pendiente negativa, mientras que los agentes que no interaccionan directamente con el

ADN presentan una pendiente que tiende a cero.

Con los datos de las sustancia ya antes estudiadas, se habia relacionado la inhibicién del
IM y el IR. Se observé que los farmacos que interaccionan directamente con ¢l ADN presentan en
las grificas de IR vs IIM una pendiente negativa, mientras que los agentes gue no interaccionan

directamente con el ADN presentan una pendiente que tiende a cero.

Al hacer la comparacién de la pendiente de la 7a-acetoxiroyleanona conta la de 6-mercaptopurina
y S-fluorouracile, encontramos que no existe relacién con la pendiente para la Ta-

acetoxiroyleanona.

Por otra parte, podemos observar que las pendientes para las sustancias estudiadas con
anterioridad que actiian directamente con al ADN tienen mayor similitud con la pendiente de la

Ta-acetoxiroyleanona.

Se realizé una comparacidén con cada una de estas sustancias: cisplatino, bleomicina,

melfalin y mitomicina C. Especificamente encontramos una mayor semejanza con el melfaldn.

En vista de que la 7a-acetoxiroyleanona es un agente tanto citotéxico como citostatico, al
igual que el cisplatino, Ia bleomicina, el melfalan, la mitomicina C y las casiopeinas, nos hace

pensar que la 7a-acetoxiroyleanona posiblemente interactie directamente con el ADN.

Baséndonos en estos resultados podriamos pensar que tal vez ¢l mecanismo de accion
bajo el cual se rige la 7a-acetoxiroyleanona sea parecido al del melfalan. De esta forma y
comparando los demas agentes quimioterapéuticos que se utilizan actualment, podria tenerse una
base para arrancar la bisqueda del mecanismo de accién de este compuesto o de otros que se

estén investigando.
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X. CONCLUSIONES

En base a los resultados de IM y CPC para la 7a-acetoxiroyleanona, podemos decir que
€ste es un agente tanto citotdxico como citostatico. Se sabe que los farmacos que comparten  la
caricteristica de interactuar  directamente con el ADN, independientemente del
mecanismo de accién, se comportan de esta manera. Esto nos lleva a pensar que la 7a-

acetoxiroyleanona posiblemente actie directamente sobre el ADN.

En base a los resultados de IM, podemos ver que la 7a-acetoxiroyleanona presenta una
citotoxicidad mayor al 5-flucrouracilo y 6-mercaptopurina; y menor a cisplatine, casiopeina 2,

melfaldn, casiopeina 1, mitomicina C y bleomicina.

En cuanto a citostaticidad, observamos que la 7a-acetoxiroyleanona presenta una
citostaticidad ligeramente mayor que el cis-platino y menor a la casiopeina 2, melfalan,

casiopeina 1, mitomicina C y bleomicina.
En base a la semejanza de las pendientes de la 7a-acetoxiroyleanona con el melfalin en

las graficas de IR vs IIM, podriamos pensar que tal vez sus mecanismos de accidn sean parecidos.

Esta podria ser una base para amrancar la bisqueda del mecanismo de accidn de este compuesto.
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TABLA 1. EFECTO DE LA 7a-ACETOXIROYLEANONA SOBRE EL INDICE MITOTICO

Y LA CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR.

DONADOR: DBL
10-02-97
CONCENTRACION (M) M M1 M2 M3 R
C+ 0.0016 +/- 0.0002 100 0 0 1.000
CD 0.0179 +/- 0 0029 15 33 52 2.365
0 0.0190 +/- 0.0005 14 34 52 2473
10 0.0170 +/- 0.0027 15 35 50 2.350
20 0.0189 +/- 0.0013 28 40 32 2.033
40 0.0051 +/- 0.0011 36 42 22 1.853
80 0.0028 +/- 0.0014 76 20 4 1.285
100 0.0000 +/- 0.0000 - - - -
19-05-97
CONCENTRACION (M) ™M M1 M2 M3 IR
C+ 0.0014+/-0.0005 100 0 0 1.000
CD 0.0219+/-0.0009 15 34 51 2413
0 0.0230+/-0.0015 15 32 53 2.393
10 0.0214+/-0.0005 10 35 55 2.450
20 0.0155+/-0.0049 16 32 52 2.385
40 0.0880+/-0.0017 25 38 37 2.130
- 80 0.0060+/-0.0009 56 30 14 1.570
100 0.0030+/-0.0004 - - - -
8-09-97
CONCENTRACION (uM) M M1 M2 M3 IR
C+ 0.0013+/-0.0004 56 32 12 1.265
CD 0.0162+/-0.0002 15 34 51 2.375
0 0.0178+/-0.0004 11 33 56 2.450
10 0.0153+/-0.0004 is 35 50 2.355
20 0.0120+/-0.0007 32 45 23 1.910
40 0.0105+/-0,0007 36 42 32 1.860
80 0.0025+/-0.0007 74 25 I 1.255
100 0.0000+/-0.0000 - - - -
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TABLA 2. EFECTO DE LA 7a-ACETOXIROYLEANONA SOBRE EL INDICE MITOTICO

Y LA CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR.

DONADOR: LHH

5-05-97

CONCENTRACION (uM) ™ M1 M2 M3 R
C+ 0.0018+/-0.0005 7 29 0 1.360
CD 0.0140+/-0.0009 16 30 54 2398
0 0.0155+/-0.0007 17 28 55 2375
10 0.0145+/-0.0005 22 34 54 2213
20 0.0098+/-0.0006 30 44 26 1.960
40 0.0095+/-0.0004 32 45 23 1.905
80 0.0018+/-0.0003 69 27 4 1.353

100 0.0000+/-0.0000 - - - ;

7-07-97

CONCENTRACION (uM) ™ M1 M2 M3 IR
C+ 0.0013+/-0.0004 73 26 1 1.265
CD 0.0190+/-0.0007 13 25 62 2.49
0 0.0223+/-0.0011 10 25 65 2535
10 0.0130+/-0.0014 12 24 64 2475
20 0.0088+/-0.0011 16 26 58 2.415
40 0.0055+/-0.0007 14 29 57 2.440
80 0.0038+/-0.0004 23 47 30 2.070

100 0.0000+/-0.0000 . - - -

9-02-98

CONCENTRACION (M) M Ml M2 M3 IR
C+ 0.0010+/-0.0007 73 27 0 1.275
CD 0.0208+/-0.0004 15 30 55 2395
0 0.0198+/-0.0004 16 27 57 2.410
10 0.0165+/-0.0014 18 32 50 2.305
20 0.0113+/-0.0004 25 34 41 2.155
40 0.0050+/-0.0014 48 42 10 1.625
80 0.0040+/-0.0007 54 35 11 1.580

100 0.0000+/-0.0000 - - - .
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TABLA 3. EFECTO DE LA 7a-ACETOXIROYLEANONA SOBRE EL INDICE MITOTICO

DONADOR: EHH

Y LA CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR.

9-06-97
CONCENTRACION (pM) T IM M1 M2 M3 IR
C+ 0.0009+/-0.0002 100 0 0 1
CD 0.0209+/-0.0039 13 29 58 2,465
0 0.0210+/-0.0025 10 38 52 2.410
10 0.0185+/-0.0035 13 30 57 2.460
20 0.0179+/-0.0017 12 28 60 2.483
40 0.0108+/-0.0010 17 39 44 2.295
80 0.0085+/-0.0023 26 42 32 2.010
100 0.0038+/-0.0006 33 49 18 1.860
25-08-97
'CONCENTRACION (#M) ™ M1 M2 M3 IR
ot 0.0010+/-0.0007 59 41 0 1415
CD 0.0175+/-0.0000 13 30 47 2.445
0 0.0190+/-0.0007 13 36 51 2.375
10 0.0158+/-0.0011 14 33 53 2370
20 0.0158+/-0.0004 13 36 51 2.370
40 0.0103+/-0.0011 17 38 45 2.285
80 0.0043+/-0.0004 27 43 30 2.025
100 0.0013+/-0.0004 59 35 6 1.475
10-11-97
CONCENTRACION (M) M Ml M2 M3 IR
C+ 0.0008+/-0.0004 59 41 0 1.290
CD 0.0180+/-0.0007 13 30 57 2295
0 0.0198+/-0.0004 13 35 52 2.390
10 0.0155+/-0.0014 13 33 54 2.250
20 0.0085+/-0.0007 14 36 54 2.070
40 0.0048+/-0.0011 16 38 46 1.870
80 0.0008+/-0.0004 27 43 30 1.425
100 0.0000+/-0.0000 59 6 5 1.000
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TABLA 4. EFECTO DE LA 7a-ACETOXIROYLEANONA SOBRE EL INDICE MITOTICO

Y LA CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR.

DONADOR: GBO
2-02-98
CONCENTRACION (M) ™M M1 M2 M3 IR
C+ 0.0008+/-0.0004 71 29 0 1.290
CD 0.0175+/-0.0014 16 28 56 2.400
0 0.0180+/-0.0007 14 28 58 2450
10 0.0123+/-0.0011 45 26 29 1.835
20 0.0075+/-0.0007 51 33 16 1.650
40 0.0028+/-0.0004 84 16 0 1.160
80 0.0000+/-0.0000 . . ) .
100 0.0000+/-0.0000 - - - -
9.02-98
CONCENTRACION (pM) ™ M1 M2 M3 R
C+ 0.0008+/-0.0004 90 10 0 1.100
CD 0.0180+/-0.0007 18 29 53 2360
0 0.0188+/-0.0004 15 30 55 2.390
10 0.0095+/-0.0014 54 25 21 1.665
20 0.0103+/-0.0004 50 33 17 1.660
40 0.0070+/-0.0007 73 20 7 1345
80 0.0048+/-0.0011 94 6 0 1.065
100 0.0000+/-0.0000 - - . -
16-02-98
CONCENTRACION (M) ™ Ml M2 M3 R
C+ 0.0018+/-0.0004 75 25 0 1.17
CD 0.0170+/-0.0000 16 30 54 2.385
0 0.0178+/-0.0004 14 30 56 2.4
10 0.0155+/-0.0007 21 30 49 2285
20 0.0125+/-0.0007 43 26 31 1.870
40 0.0050+/-0.0007 50 31 19 1.675
80 0.0010+/-0.0007 74 26 0 1.225
100 0.0000+/-0.0000 - - - .
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TABLA 5. EFECTO DE LA 7a-ACETOXIRQOYLEANONA SOBRE EL INDICE MITOTICO

Y LA CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR.

PROMEDIO DE LOS 3 EXPERIMENTOS: DBL

CONCENTRACION (uM) IM Ml M2 M3 IR
C+ *0.0013+/-0.0002 85 11 4 *1.088
CD 0.0186+/.0.0029 15 34 51 *2.384
0 0.0199+/-0.0027 14 32 54 2.438
10 *0.0178+/-0.0032 13 35 52 2.385
20 *0.0154+/-0.0034 24 38 38 *2.109
40 *0.0081+/-0.0027 32 40 28 *1.947
80 *0.0037+/-0.0019 68 25 7 *1.370
100 *0.0000+/-0.0000 - - - .
PROMEDIO DE LOS 3 EXPERIMENTOS: LHH
CONCENTRACION (uM) M M1 M2 M3 IR
C+ *0.0013+/-0.0004 72 27 1 *1.300
CD *0.0179+/-0.0035 15 28 57 2.427
0 0.0192+/-0.0034 15 27 58 2.440
10 *0.0147+/-0.0018 18 3 51 *2.330
20 *0.0099+/-0.0013 25 37 38 *2.176
40 *0.0067+/-0.0025 3 40 29 *1.990
80 *0.0032+/-0.0012 54 34 12 *1.667
160 *0.0000+/-0.0000 - - - -
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PROMEDIO DE LOS 3 EXPERIMENTOS: EHH

CONCENTRACION (uM) M M1 M2 M3 IR
C+ *0.0009+/-0.0001 73 27 0 *1.235
cD 0.0188+/-0.0018 13 30 57 2.401
o 0.0199+/-0.0010 12 35 53 2.391
10 *0.0166+/-0.0017 14 33 53 2.36
20 *0.0140+/-0.0049 18 30 52 *2.307
40 *0.0086+/-0.0033 23 37 40 *2.150
80 *0.0045+/-0.0039 38 38 24 *1.820
100 *0.0017+/-0,0019 56 33 11 1*.445
PROMEDIO DE LOS 3 EXPERIMENTOS: GBO
CONCENTRACION (uM) M Ml M2 M3 IR
C+ *0.0018+/-0.0006 79 21 0 *1.186
cb 0.0175+/-0.0005 17 31 52 2,381
0 0.0182+/-0.0005 14 30 56 2413
10 *0.0124+/-0.0030 40 27 33 *1.928
20 *0.0100+/-0.0025 48 31 21 *1.726
40 *0.0049+/-0.0021 09 22 9 *1.393
80 *0.0019+/-0.0025 89 11 0 *1.106
160 *0.0000+/-0.0000 - - - -

*p <0.005, prueba T de Student con respecto al control negativo.
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Gréfica No.1 Evaluacién deL rango de sctividad de la 7a-acetoxyroileancna
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Grifica No.3 Evaluacion del Indice Mitético. Donador DBL (19-05-97)
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Grifica No.4 Evaluacién del Indice Mitético. Donador DBL (08-09-97)
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Grifica No,7 Evaluacion del Indice Mitético. Donador EHH (25-08-97)
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Grifica Ne.8 Evaluacidn del Indice Mitético. Donader EHH (10-11-97)
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Grifica No.9 Evaluacién del Indice Mitético. Donador EHH (PROMEDIO)}
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Grifica No.10 Evaluacién del Indice Mitbtico, Donador LHH (5-5-97)
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Grafica No.11 Evaluacion del Indice Mitético. Donador LHH (7-7-97)
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Grifica No.12 Evaluacién del Indice Mitético, Donador LHH (9-2-98)
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Grifica No.13 Evaluacién del Indice Mitético. Donador LHH (PROMEDIO)
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Grifica No.14 Evaluaciéa del Indice Mitético. Donador GBO{9-2-98)
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Grifica No.15 Evaluacién del Indice Mitético. Donadar GBO(2-2-98)
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Gréfica No.19 Evaluacién del Indice Mitético. Denador DBL
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Grifica No.25 Evaluacién de la Cinética de Proliferaciéon Celular. Denador DBL (10-02-97)
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Grifica No,29 Evaluacidn de la Cinética de Proliferacién Celular. Donador EHH (9-06-97)
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Grifica No.31 Evaluacién de 1a Cinética de Proliferacién Celular. Donador LHH (5-5-97)

CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR

Ll
wm

~
-3

[ v
[N

Indice de Proliferackin
(']
o

1.8
1.6
14
1.2
1.0
[ L] 20 30 L] 50 o0 LY 80 %0
Cenceatracioa (uM)

[~o—1. Replicacién —— Control Pesitivo|

Grifica No.32 Evaluacién de la Cinética de Proliferacién Celular, Bonador LHH (7-7-97)

CINEYICA DE PROLIFERACION CELULAR

26

[ nd
-

[
b

20+

Indice de Proliferscién

L6 4j':

0 10 20 0 40 50 ] 70 80 50
Conceatraciin (uM)

[=+=1. Replicacién —a~ Control Positivo|

&

84



Grifica No.33 Evaluacién de Ia Cinética de Proliferacién Celular. Donador LHH (9-2-98)
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Grifica No.35 Evaluacitn de la Cinética de Proliferacién Celular. Donador GBO (9-02-98)
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Grifica No.37 Evaluacién de Ia Cinética de Proliferacién Celular. Donador GBO (10-02-98)
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Grifica No.39 Evaluacién de la Cinética de Proliferacion Celular. Donador PROMEDIO DE LOS CUATRO |
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Grifica No.41 Efecio de 1a 7a-acetoxiroyleanona sobre la Cinética de Proliferacién Celular EHH
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Grifica No.43 Efecto de 1a Ta-acetoxiroyleanona sobre la Cinética de Proliferacién Celular GBO
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Grifica No.44 Evaluacién del Indice Mitético y Cilnética de Proliferacién Celular DBL
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Grilica No.45 Evaluacién del Indice Mitético y Cinética de Proliferacién Celular EHH
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Grifica No.47 Evaluacién del Indice Mitdtico y Cinética de Proliferacién Celular GBO
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Griafica No.49 Inhibicion del Indice Mitético
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Grifica No.51 Indice de Replicacién, Regresién Lineal
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Grifica No.57 Relacién de IR IIM en diferentes sustancias
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Grifica No.59 Evaluacién del Indice MitStico. Donador DBL (10-02-97)
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