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RESUMEN. 

En el presente trabajo se probaron tres lactonas

sesquiterp~nicas: la 8 e><. - hidroxi dehidrocostus (CHE + P) 

la 8 o<- tigloil dehidrocostus (CHE - P) y la 17-18 dihi

droviguiepinina. Las cuales fueron extra!das de plantas

de la familia de las compuestas, y que por sus caracterí~ 

ticas químicas y bioqu!micas se les atribuye una probable 

actividas anticancerígena; para determinarlo se probaron

dichos fármacos a diferentes dosis en un sisfema "in vi-

tro" y en condiciones previamente establecidas, en dos 11 

neas celulares, una de origen "normal" (L 929) que es una 

linea de fibroblastos derivados de tejido conectivo muri

no y otra de origen neoplásico (HEP 2C) proveniente de un 

carcinoma epid~rmico laríngeo humano; todo esto con el 

fin. de determinar sus Dosis Efectivas Medias, que es aqu~ 

lla que inhibe el 50% del crecimiento celular. Tambi~n -

se realizaron comparaciones de los efectos en ambas li--

neas. 

Los datos obtenidos experimentalmente se sometie

ron a pruebas estad!sticas para calcular su signif icancia 

estad!stica. De aqu! se determin6 que la lactona CHE - P 

afect6 de manera significativa a la linea "normal" y re-

quiri6 de dosis mayores para provocar su efecto sobre la-

11nea neoplásica. La lactona CHE + P caus6 el efecto de-



seado a dosis menores pero afectando más a las c~lulas de 

la línea L 929. Por ültimo el compuesto más efectivo en

nuestro sistema "in vitre", fu~ la 17-18 dihidroviguiepi

nina, aunque sin una marcada especificidad hacia las c~l~ 

las tumorales. Estos estudios iniciales marcan pautas p~ 

ra que en experimentos posteriores en sistemas "in vivo"

se corroboren tales hallazgos, así como para que se prue

ben otros fármacos estructuralmente semejantes. 
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I. INTRODUCCION. 

Las investigaciones relacionadas con el cáncer se 

remontan hasta 1775, cuando Sir Percival Pott public6 es

tudios sobre un carcinoma de escroto en los deshollinado

res de chimeneas en Londres. La exposici6n prolongada al 

hollín y su permanencia en los pliegues des escroto prod~ 

cían una forma particular de enfermedad; este tumor podía 

ser detectado en semanas, meses o años, lo que demostr6 -

que el cáncer podía ser resultado o bien de una serie de

factores extrínsecos, contra la idea, que también se man~ 

jaba, de que fuera defecto congénito (39). 

Durante el siglo XVIII no se avanz6 considerable

mente en el campo etiol6gico¡ predomin6 durante mucho 

tiempo la teor!a de Conheim, segan la cual, el cáncer se

deb!a a la reactivaci6n de grupos celulares de origen em

brionario, que hablan permanecido estáticos por mucho 

tiempo (4) • En aquél siglo también se iniciaron estudios 

orientados a la investigaci6n etiol6gica de los tumores. 

En Par!s Tanchou y en Viena Rigoni Stern, analizaron los

datos estadísticos de sus respectivas ciudades y formula

ron una serie de teorías etiol6gicas para explicar las di 

ferencias encontradas. La observaci6n hecha por Stern 

(46) y que aan es válida, afirma que el cáncer uterino es 

más frecuente que el de glándula mamaria en mujeres casa-
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das que en solteras. 

En el año de 1918, los investigadores japoneses -

Yamagiwa e Itchikawa lograron demostrar que era posible -

producir cáncer experimental en animales, aplicando por -

varias semanas en dosis diarias en la oreja de los cone-

jos, extractos de alquitrán de hulla (3). Un poco antes

de la publicación de Yamagiwa, que di6 base a la Teoría -

química del cáncer, el investigador Peyton Rous de N.Y. -

(45) publicaba en 1911 sus observaciones que dieron el a

poyo a la teoría de que el cáncer era producido por virus 

filtrables. Rous encontr6 que en el pollo, un sarcoma -

puede ser transmitido a otros animales de la misma espe-

cie por medio de filtrados libres de c~lulas (4). 

~ctualmente el cáncer es una de las principales -

causas ue sufrimeinto humano, con un elevado indice de -

mortalidad. Esto ha favorecido que innumerables investi

gadores dirijan su atención hacia el conocimiento de los

factores involucrados en el desarrollo del cáncer, enfo-

cando principalmente sus esfuerzos a la cusa prevenci6n y 

tratamiento del mismo (36) . 

Las investigaciones en materia de cáncer han sido 

incrementadas notablemente en las filtimas d~cadas y aun-

que aan quedan muchas incógnitas por despejar los avances 

han sido relevantes en cuanto a que se han ido definiendo 

la naturaleza y caracteL·isticas particulares de este pad~ 
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cimiento. Algunas conclusiones a las que se han llegado

indican que el cáncer es una alteraci6n que afecta a to-

dos los organismos pluricelulares, dando como resultado -

la reproducci6n celular de un tejido sin control por el -

individuo, por lo que se le clasifica como enfermedad neo 

plásica (2). 

Como problema biol6gico la neoplasia es una forma 

aberrante especifica del comportamiento de un tejido vivo 

y la expresi6n biol6gica del proceso, y los factores inv~ 

lucrados, difieren segün el tejido afectado. La explica

ci6n para esta diversidad, es que la neoplasia no es una

enfermedad, sino que representa un amplio rango de enfer

medades independientes. 

Cl1nicamente, un tumor o neoplasia está caracteri 

zado por la presencia de un "crecimiento masivo progresi

vo de un tejido normal", y que en su forma maligna (cán-

cer) , es acompañado de un amplio rango de signos y sínto

mas de acuerdo con el sitio afectado (3). 

Por lo tanto, la neoplasia, es un grupo heterogé

neo de enfermedades y las diferencias entre ellas se ba-

san en el tipo de células de origen del 'tumor en partícu

las, el órgano afectado, la determinación de que sea ma-

ligno o benigno, de acuerdo a los criterios ya estableci

dos, y en caso d~ malignidad, el grado de la misma y la -

presencia o no de metástasis (3). 
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Esta alteraci6n en el hombre se puede dividir bá

sicamente en dos clases: 

a) Formaci6n de tumores sólidos, cuya nomenglatura no si

gue un sistema constante y Gnico. La mayor parte de los

tumores benignos se designan histol6gica~ente agregando -

el sufijo- orna al tipo celular que forma la neoplasia; -

as! por ejemplo los tumores que consisten en fibroblastos 

se llaman fibromas y se les llama lipomas a los tumores -

de tejido adiposo. La npmenglatura para tumores malignos 

sigue, en esencia, el sistema de las benignas, con algu-

nas añadiduras. Los cánceres que nacen en tejido mesen-

quimatoso se llaman sarcomas (sarco=carnoso)- las neopla

sias malignas originadas en células epiteliales se llaman 

carcinomas. Existen algunos casos en los que los tumores 

se denominan en forma inadecuada, como son los casos de -

los hepatomas y melanomas, que deberían llamarse hepato--

carcinomas y melanocarcinomas por ser tumores malignos de 

células hepátic.as y melanocitos respectivamente (44). 

b) Leucemias, enfermedades de los 6rganos hematopoyéticos 

caracterizados principalmente por la aparici6n de leucoci 

tos anormales o inmaduros, conocidos como formas juveni-

les, en sangre periférica. Por otro lado un aumento exa

gerad.o en el nGmero de gl6bulos blancos, que normalmente

se presentan en cigras de 5 a 8000 por mm3 , y que en es-

tos pañecimientos superan los 100 000 por mm3 de sangre -

(44). La enfermedad de Hodgkin o linfogranulomatosis se-
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representa como un agrandamiento de los ganglios linfáti

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

A través de la historia de la medicina, el emple2 

de productos naturales ha sido un coman denominador en t2 

dos los tiempos, es por eso que en materia de tratamiento 

del cáncer se le dé tanta importacia. Actualmente en --

nuestro país, impulsados por esta ola de investigaciones

que ha arrojado resultados muy valiosos, se han incremen

tado los estudios a este respecto especialmenta para en-

contrar ·principios activos en plantas, minerales, etc., -

nacionales, con una probable actividad anticancerígena. 

El laboratorio de Biología Celular de la Unidad -

de Investigación Biomédica del Centro Médico Nacional, se 

ha abocado al estudio de una acci6n especifica de produc

tos naturales, que el Instituto de Química de la UNAM ha

extraido y purificado hasta presentarlos en forma de cri~ 

tales,para los estudios "in vitre", mismos que se consid~ 

ran pruebas iniciales de citotoxicidad y con esto marcar

pautas para estudios subsecuentes "in vivo". 
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II. GENERALIDADES • 

. l~ ORIGEN Y MECANISMOS DE CARCINOGENESIS. 

Uno de los espectos que mSs ha ocupado la aten

ci6n de los investigadores va encaminado a descibrir los

ar !genes y mecanismos de esta enfermedad para que, basa-

dos en esto, se le pueda atacar en forma especifica y ef! 

ciente (3) • As! la carcinogénesis se refiere a los fact~ 

res involucrados en la inducci6n de twrores y sus modos -

de acci6n ( etiolog!a y patogénesis).De esta serie de es

tudios se desprende la idea de que la carcinogénesis es-

un proceso de naturaleza rnultif!sica en el que generalme!!. 

te se presentan dos estadios b!sicos: 

ler. Estadio o de iniciaci6n cuyo producto es lo que se -

se ha denominado "célula iniciadora" que no parece 

ser una célula tumoral y no puede ser reconocida directa

mente sino con alteraciones moleculares permamentes en ~

ella. 

2o.Estad1o o de promoci6n, que es en realidad una secuen

cia de estad!os que causan el desarrollo de células tumo

rales que se replican y se convierten en tumores s6lidos. 
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El apoyo a la teor!a del sistema clásico de i-

niciaci6n y proiooci6n se encuentra en los experimentos -

de inducci6n de tumores en la piel de rat6n efectuados·-

por Rous y Kidd, Motram y Beremblum (36). Otras investi

gaciones importantes demuestran que los tumores no se de

sarrollan s6lo con el iniciador o el promotor, tampoco si 

se aplica primero el promotor. La naturaleza irreversi-

ble del proceso se comprueba si añadimos el promotor des

.pu~s de mue.he tiempo_ de haber administrado el iniciador y 

aan as! hay desarrollo de tumores. 

La iniciaci6n de los tumores, segGn investiga-

cienes en el campo de la genética ocurre primero a tca-

vés de eventos de ésta !ndole; esto es sugerido por la na 

turaleza irreversible y por los estudios que se han reali 

zado en algunos cancer!genos qu!micos electrof!licos con

ADN, donde provocan mutaciones que se continaan con trans 

formaciones por traslocaciones de.ADN normal y maligno -

para producir células malignas. ~orlo tanto muchos tumo

res son iniciados por >Uno o m~s cambios de la inf ormaci6n 

del ADN (19). En este sentido, existe la hipótesis de _,_ 

que las células normales contienen genes que son capaces

de inducir transformaci6n de células normales a malignas, 

si se expresan a niveles anormalmente elevados. 

Reforzando estos conceptos con los de transf or 

maci6n y traslocaci6n del ADN se dá origen a lo que se -

ha denominado como la Teor!a del Oncogene(B), misma que -
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presupone factores de herencia en la propensi6n al c!ncer 

y de la tinica intervensi6n del promotor para el desarroJ..

llo de la enfermedad.· Así pues, supone la presencia del

iniciador dentro del mismo organismo y es el promotor el

que provoca que el gene que se encontraba "dormido} ahora 

genere una respuest~ que se traduce eh la aparici6n del -

padecimiento. 

Otro aspecto es la carcinogénesis hormonal y e~ 

to se refiere a hormonas carcinogénicas activas constitu

yentes normales del cuerpo y que son relacionadas con un

desequilibrio horrronal intrínseco o bien con algunos twn2 

res que son hormona-dependientes, como es el caso de los 

estr6genos en tumores mamarios. Existen ciertos tumores

de ovario que producen cantidades anormales de estr6genos 

y éstos a su vez pueden producir carcinomas del endome-

trio como resultado de la prolongada estimulaci6n de sus

células epiteliales (9). 

Cuando se trata un animal por períodos prolong~ 

dos con tiouracilo, se produce como resultado una hipers~ 

creci6n de hormonas tiroestimulantes de la hip6fisis¡ és

ta a su vez estimula la reproducci6n de las células del -

epitelio folicular de la tiroides y puede conducir a la -

producci6n de tumores de esta glándula (9). 

10 



2. DIFERENCIAS CELULARES. 

Al hablar de un proceso neoplásico y de los Cél!!). 

bios que éste implica a nivel celular se derivan una serie 

de estudios en lo que a las células como entidades se re

fiere. 

La célula aislada lleva a cabo numerosas funcio 

nes englobadas bajo términos generales de respiraci6n y -

metabolismo, mismos que se realizan gracias a una serie -

de complicados mecanismos enzimáticos; sin embargo,adem~s 

de mantenerse en ese complejo mecanismo dinámico, para s2 

brevivir como especie, la célula debe reproducirse a s! -

misma. As!,cuando la capacidad de reproducci6n de una cé 

lula o de un grupo de células viola en exceso e irreversi 

blemente las leyes generales de organizaci6n del indivi-

duo, se produce la neoplasia (42). 

Por todo lo anteriormente mencionado,resulta de 

gran importancia establecer las diferencias a nivel celu

lar, as! como de fracciones subcelulares, que se encuen-

tran entre una célula considerada como normal y una del -

tipo neoplásico (38). Por esto,se han recurrido a estu-

dios en el microscopio electr6nico que han revelado que -

existen diferencias cuantitativas con respecto a la pro-

porción de varios organelos en los tumores y estos orga-

nelos a su vez pueden mostrar caracter!sticas anormales,

aunque las células neoplásicas contengan los mismos comp2 

nentes subcelulares que están presentes en un tejido nor

mai. Todas estas diferencias han sido base para estable-
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cer caracter!sticas generales presentes en las células -

neoplSsicas y con las que se han formulado algunas teo--

rías de los transtornos producidos por estos padecirnien-

tos. A continuaci6n presentamos algunos ejemplos de las

diferencias mSs claramente establecidas. 

2.1. MITOCONDRIA. 

La rnitocondria juega un papel central en la --

Hip6tesis de Warburg, en la q11e un desarreglo respirato-

rio es caracter!stica fundamental de las neoplasias. Tam 

bién se ha detectado que a este nivel existe una lesi6n -

primaria que afecta espec!f icamente a enzimas de la cade-

na respiratoria en lo que se ha denominado como ''efecto -

DPN"r caracterizado por un descenso en la capcidad respi..

ratoria: Por otro lado, se encuentra elevada la.activi-

dad ATPasa de la mitocondria (38) • 

2. 21 NUCLEO, 

El nacleo asume mayor importancia si se involu

cra un evento genético primario en la iniciaci6n de la -

neoplasia, ya que en este organelo es donde se encuentra

depositada én su mayor parte la informaci6n genética de -

las células. Adem!s, se ve alterado en su tamaño pues és

te se incrementa y la proporci6n con respecto al resto de 

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

Nuemrosos trabajos han demostrado que los cam-

bios estructurales tempranos, seguidos de la administra-

ci6n de varios cancer!genos, ocurren en el ret!culo endo

plásmico. Las alteraciones estructurales de estos organ~ 

los pueden jugar un papel importante en los disturbios de 

la regulación enzimática provocados por muchos tumores. -

A este nivel se han realizado estudios de aislamiento y -

da ~bservaci6n en microsc6pio electr6nico, encontrándose

difere.ncias en la composici6n enzimáticá. Las· alterado.:. 

nes microsomales examinadas en hépatomas han reveladol un 

descenso en los fosfolípidos, descenso en el contenido eQ 

zimático relacionado con reacciones de 6xido-reducci6n, -

un incremento en la actividad ribonucleasa, as! como en -

la AT~ása y por último p~rdida en la inhibici6n en la re

troalimentación de la s!ntesis del colesterol (38). 

2. 4. MEMBRANAS. 

De todos los estudios realizados a niveles sub

celul.ares, los que han aportado más informaci6n se han en 

focado a las alteraciones en las membranas celulares. 

Las caracter!sticas de crecimiento de las c~lulas tumora

les se pueden atribuir a las anormalidades encontradas en 

la membrana plasmática de estas c~lulas, que en compara-

ci6n con las c~lulas normales, presenta las siguientes ca 
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racter!sticas (22): 

i.4.1. DISMINUCION DE LA COHESION. 

Estai-r::araet~ristica ayuda a explicar la forma--

ci6n tumoral, la siembra a cavidades corporales naturales 

Y• la tendencia de los tumores a propagarse y a introdu-

cirse en tejidos normales adyacentes al foco primario. 

La·menor cohesi6n también explica la descamaci6n de célu

las cancerosas por v!as naturales como son: las secrecio

nes vaginales, bronquiales, por orina, etc. dependiendo -

del sitio donde se encuentre localizado el tumor. Parti

cipan en la disminuci6n de la cohesi6n varios factores 

(7) uno de los cuales es que el tejido canceroso posee me 

nos calcio que el tejido normal. Los iones calcio brin-

dan un enlace i6nico entre las cargas negativas descubieE_ 

tas de membranas celulares adyacentes. se han advertido

un aumento de las cargas de repulsi6n entre las células-• 

que no permite que se conserve la integridad de las supeE_ 

ficies epiteliales y la adherencia de las células!38) 

2.4.2 •. PERDIDA DE INHIBICION AL CONTACTO, 

En cultivos.celulares cuando las células crecen 

a partir de una pequeña siembra, las células entran en -

contacto con sus vecinas y dejan de proliferar. Las cé-

lulas cancerosas no presentan inhibici6n al contacto ~in

vitro", fen6meno que aunque difícil de observar se extra-

14 



pol.a a la si tuaci6n "in vivoº. Con esto, las clHulas ca!!_ 

cerosas seguir&n proliferando sin restricciones de pre--

si6n invadiendo progresivamente y en conseciencia destru

yendo tejidos normales vecinos (1). 

:l ~.4 • 3 • MOVILIDAD "IN VITRO". 

La movilidad de las células cancerosas es mayor 

que la de la mayoría de 1.as cél.ulas normales. se· despla

zan alej~ndose del centro de un explante ~s rápidamen~e

que sus predecesoras normales. Aunque tal movilizaci6n -

podría explicar la extensi6n de los tumores por tejidos -

vecinos y su capacidad de invasi6n, las células tumorales 

no son tan m6v.Í.les como los macr6fagos y neutr6filoS(38) • 

2. 4. 4,. GUIA DE CONTACTO. 

Esto se refiere a la propiedad del crecimiento

de las células siguiendo una red estructural o arquitect~ 

nica, lo cual explica la capacidad invasora de los tumo-

res entre las células a lo largo de redes de sostén de te 

jidos normales (22). 

2.4.5. ELABORACION DE ENZIMAS Y OTROS PRODUCTOS. 

Tratando de explicar la índole destructora e in 

vasora del cáncer, pero adn con pocos datos firmes, se ha 
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encontrado una hialuronidasa en algunos tipos de cáncer.

Las enzimas elaboradas por cálulas cancerosas por lo gen~ 

ral son paralelas a las producidas por sus predecesoras -

normales. Aunque las cálulas cancerosas invaden a las -

normales no las destruyen por contacto; esto más bien se

explica por la competencia por los elementos nutritivos y 

la elaboraci6n de productos de desecho resultantes de su

actividad metabólica aumentada, y que pudiera explicar la 

acción citot6xica que poseen. Sin embargo a veces el cá~ 

cer no destruye, sino que estimula el crecimiento de cál~ 

las normales vecinas como sucede en los casos de hiperac

tividad osteobl~stica y angiobl~stica (38) . En los que -

el angioblasto es el tejido embrionario del que derivan -

los vasos y el osteoblasto es la cálula productora del' -

tejido 6seo; en consecuencia la actividad normal de ~stas 

se ve incrementada por influencia de un proceso maligno -

provocando la proliferación de vasos y de tejido 6seo por 

arriba de sus niveles normales. 

2.4.6. CAPACIDAD DE TRANSPLANTE. 

Casi todos los cánceres son fáciles de explantar. 

En general, las suspensiones obtenidas de tumores de se-

res humanos pueden inocularse a los animales donde crece

rán produciendo tumores que pueden a veces ser rechazados 

a consecuencia de respuestas inmunes del mismo organismo. 

Aún as1, las c~lulas tumorales tienen una meyor capacidad 
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de supervivencia que las c~lulas normales. 

Finalmente, de todos estos estudios tambi~n se ha 

concluido que la alteraci6n aislada de un solo organelo -

no es el factor desencadenante, sino más bien la conjun-

ci6n de alteraciones bioquímicas y morfol6gicas que son -

las que provocan que las c~lulas se desaroollen anorrnale

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

Abarcáda en forma global la problem4tica del o

rigen y algunas de las alteraciones que el c4ncer provoca, 

el paso obligado es la basqueda de diferentes vías de solu 

ci6n a éste; por lo que paralelamente a las investigacio

nes antes mencionadas, se han realizado otras igualmente

exhaustivas para el tratamiento de estos padecim~entos. 

En general,la terapia del cfulcer est~ orientada 

hacia la inhibici6n de la nueva formaci6n anormal, trata~ 

do de que el resto del organismo no se dañe. En la actu! 

lidad se recurre a varias formas de tratamiento que pue-

den ser utilizadas solas o combinadas (52). 

La elecci6n del método ideal de tratamiento, 

tanto en forma coll'O en intensidad, depende de una serie -

de factores como son: la situaci6n del tumor .o del 6rgano 

daña.do, el tiempo de evoluai6n, la determinaci6n de la ma 

lignidad del mismo y en consecuencia los posibles focos -

de met!stasis, el tipo de tUIOOr de que se trate si éste -

es s6lido, o bien es un cáncer de 6rganos hematopoyéticos. 

Por parte del paciente influyen aspectos de raza, sexo, -

de herenciá, as! como su estado de salud general. Cada -

una de las técnicas terapéuticas presenta sus ventajas y 

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

3.1. CIRUGIA. 

Es considerádo como el tratamiento primario pa

ra muchos cánceres tempranos. Como sea, en muchos pacie~ 

tes esta enfermedad no responde a una cirug!a curativa -

(13). Muchos tumores son operables si la cantidad de te

jido que es necesario remover no afecta de manera signif! 

cativa al resto del organismo, si se encuantra en un si-

tio acc.esible para el cirujano y si no se dañan nervios -

ni 6rganos vitales (37). En 1894. Halsted practic6 la --

. :· mastectom!a radical, pero lo hizo sin conocer la posible

aparicidn de focos de metástasis; sin embargo en la actua 

lidad se sigue empleando como una de las técnicas quirlir

gicas (13). La curaci6n, después de remover el foco pri

mario linicamente, no siempre es completa y puede volver a 

aparecer el tumor. Esto se explica por experimentos que

han demostrado que solo una fracción de células, en la m! 

sa tumoral, retienen su capacidad de producir met!stasis

(células clonogénicas); de otra manera no continda el cr~ 

cimiento, y por otro lado, el huésped tiene la capacidad

de destruir un pequeño ndmero de células propagadoras au~ 

que el tumor tiene por s! mismo tendencia a la rnet4stasis. 

La cirug!a radical no siempre es el tratamiento empleado, 

adn cuando en la actualidad exista la cirug!a reconstruc-
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tiva como apoyo. 

"3. 2. RADIOTERAPIA. 

Se le considera como terapia de forma regional, 

principalmente para el control de un c§ncer localizado. -

El ideal de ésta es lograr la erradicaci6n comple~a del -

tumor, de tal manera que el tejido adyacente muestre una

pequeña o ninguna alteraci6n estructural ni funcional (13) 

Con este objeto, debe encontrarBe previamente la magnitud 

de la respuesta de los. teji~os a·la radiaci6n, para elab~ 

·rar todo el· programa de tratamiento y favorecer la posib1 

lidad de control del tumor y disminuir la probabilidad de 

necrosis de un' tej·ido normal (49). 

El factor más importante en este tipo de tratamie~ 

to es la diferencia de radiosensibilidad entre células -

normales y neopl~sicas, misma que depende de la capacidád 

para reparaci6n intracelular de ambas células y la habi-. 

lidad de 6rganos normales para continuar funcionando a p~ 

sar de tener un segmento dañado o extirpado. Así, como -

los tejidos normales, diferentes tumores tienen un alto -

rango de sensibilidad que va desde unos cientos de rads -

hasta tumores que son incurables a dosis mayores de 

10, 000 rada. Las radiaciones utilizadas son del tipo e.-

lectromagnético no particuladas e ionizantes,donde las -

partículas gamma pueden ser emitidas en forma natural co

mo sucede en los rayo¡:¡. X o bién en forma artificial .. como-
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los elementos radiactivos (Ra y Co 60). Las rad.iaciones

de muy corta longitud de onda tienen un alto poder de pe

netración en el tejido (34). Segdn algunos estudios, los 

efectos de esta terapia recaen directamente sobre molécu

las de ADN provocando alteraciones en la secuencia de los 

nucléotidos, cambios en la transcripci6n y defectos en la 

reparaci6n, produciendo en consecuencia la muerte celular 

(13, 34). Cuando los efectos sobre la célula no son inme 

diatos, se atribuye a la formaci6n de lo que se ha llama

do "daño potencialmente letal", el cual incluso sin la ne 

cesidad de una segunda radiaci6n, puede convertirse en le 

tal, o bien, por otro lado, puede ser reparad.o y no cau-

sár ning6n .efecto. Esto explica un poco las diferencias 

en las respuestas del organismo al tratamiento (41). 

3. 3. INMUNOTERAPIA. 

Desde el advenimiento dé la idea de que el siste

ma inmunol6gico del huésped puede estar involucrado en el 

control ... de un proceso maligno, la inmunología se enfoc6 -

al- tratamiento del c.incer. Así, tumores provenientes de

animales han sido tratados con i~unotérapia activa y pa

siva, yes probable que pue,dan ser aplicadas a humanos. -

Para lograr una m&xima reducción del tumor, éste debe ser 

tratado con cirugí~, radioterapia o quimioterapia y des-

p_ués con inmunoterapia; para esto el huésped.debe ser in

m~nocompetente y dejar pasar un tiempo 6ptimo entre los -
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tratamientos anteriores y la aplicaci6n de la inmunotera

pia. La mayoria de los agentes antitumorales son inmunos~ 

presores, pero tan pron~o .se recobra el paciente de estos 

efectos, viene un incremento en la reactividad.inmunol~gi. 

ca y este puede ser el tiempo ideal para la inmunoterapia. 

La aplicaci6n de ésta al control qe los tumores malignos

en humanos es prometedora. Como sea, los resultad.os no han 

producido respuQstas comparables con otros tratamientos¡

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

3. 4 •• QUIMIOTERAPIA. 

La b(isqueda de sustanc.ias con actividad antitu

moral se inicia con la identificaci6n accidental del efec 

to de las mostazas nitrogenadas, un derivado de los gases 

de mostaza, empleados .en la la. y 2a, Guerra Mundial. 

Los primeros intentos se hicieron al tratar la enfermedad 

de Hodgkin y en linfomas, pero sin éxito, pues hubo mu--

chas reca!daf\. .No fué sino hasta que Gilman y Philips -

utilizaron el antimetabolito Metrotexate contra la leuce

mia aguda en niños (31), y en el tratamiento de coriocar

cinoma de mujeres, cuando en 1950 se estandariz6 el estu 

dio organizado de drogas con actividad antitumoral. Des

de entonces, muchos productos de origen animal, vegetal,

sintético, de iragmentaci6n o minerales, han sido identi

ficados como anticancerigenos, de los cuales se han ele

gido a aquellos con un efecto inhibddor del crecimientó -
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aunque la mayor!a de estas sustancias no discriminan en-

tre células sanas y neoplásicas causando daño a los teji

dos sanos, principalmente a aquellos de renovaci6n cont!

nua como son médula ósea y epitelios de recubrimiento, 

Sin embargo,actualmente se calculan de estos agentes, 

más de 40 no hormonales con efectos en pacientes con me-

tástasis y que permiten una sobrevida de una a tres veces. 

más, e incluso la recuperaci6n total, si después de cinco 

años de efectuado el tratamiento, no hay reca!das ni nue

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

principales de agentes antitumorales y algunas ~~ogas sue!. 

tas '(12): a).agentes alquilantes, b)antimetabolitos, cfcÍl

calmides de plantas, d)antibi6ticos antitumorales, e)age~ 

tes end6crinos y f)estimulantes inmunol6ªico~. La _,..._ 

acci6n citot6xica de los agentes es definida por una ciné 

tica de primer orden; ~stos matan a una fracci6n constan

te ae células en vez de un nOrnero constante (13). Lama

yor!a de las drogas simples o combinadas, usadas para tu

mores s6lidos, tienen un potencial limitado y pueden no -

esperarse efectos curativos totales cuando el tumor es --

grande, tanto en su tamaño como en su cinética. 

Antes se reservaba la quimioterápia para des~-

p~es de las cirugías o radioterapias, obteniéndose muy -

buerios resultados. 

Para explicar la acción especifica de los anti

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

las en ;:-elaci6n con la efectividad del agente: 

lo. La fracci6n en crecimiento del tumor, que es la más -

vulnerable. 

2o. Es una fracci6n de células que temporalmente no está

en divisi6n, pero que tienen la capacidad de regresar 

al estado replicativo y son considerablemente menos -

sensibles. 

3o. El grupo de las que permanentemente han perdido su c~ 

pacidad de proliferaci6n y hasta que mueren y son ab

sorbidas, siguen contribuyendo a la masa tumoral. 

Con el incremento del tamaño de un tumor, el -

porcentaje de células en la fracci6n de crecimiento sensi 

ble a la droga, decrece por el aumento del. porcentaje de

las células en el tercer estado, que son las menos sensi

bles (44). 

4. PLANTAS CON EFECTOS ANTITUMORALES. 

En". la actualidad se está tratando de recurrir 

principalmente al empleo de productos de extracci6n natu

ral, procurando que el efecto mortal de los agentes qui-

mioterapeuticos tenga selec~ividad por las c~lulas ·cance

rosas sobre las normales, por lo que.recientemente se --
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han hecho estudios sobre muchas sustancias de origen veg~ 

tal encontr~ndose que varias de ellas son prometedoras en 

el tratamiento del cáncer (20). 

El empleo de extractos de plantas como medica-

mentos se remonta al principio de la historia del hombre-

que se bas6 en experimentos emp!ricos con grandes errores, 

pero también con grandes aciertos, para ir abriendo la i~ 

vestigaci6n en este campo cient!fico. Al organizarse el-

estudio de estos recursos naturales en México, en el tiem 

po de la Colonia, fué que se public6 la "Historia de las-

Plantas de la Nueva España", escrita por Francisco Herná,!! 

dez, como un testimonio de los recursos empleados por los 

ind!genas, mismos que más tarde fueron adoptados por los

españoles y que at!n son utilizados. 

Las sustancias que ocupan al presente trabajo -

son principios activos del tipo de las lactonas sesquite~ 

pénicas, aisladas principalmente de plantas de la familia 

de las compuestas (32)~ que por sus características quími 

cas y bioquimicas se han identificado como probables agen 

.tes antitumorales. Este concepto lo trataremos adelante. 

4.1. SESQUITERPENLACTONAS. 

Las sesquiterpenlactonas poseen un esqueleto fun

damental de quince átomos de carbono; que te6ricamente d~ 

riva· de l·a uni6n de ·tres frágmentos de isopreno (2'-metil

butadieno-1,3), cabeza, cola-y algunos productos de tran~ 
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posicion ¡v.gr. pseudoguaianOlidos); parte del esqueleto

es un anillo metilbuten6lido. Por deshidrogenaci6n pue-

den formar derivados del naftaleno, como ocurre con los -

del tipo eudesman6lido o selen6lido (a), germacr6lido (b) 

erenofilan6lido (c) y driman6lido (d) y los del tipo gua

ian6lido (e) y pseudoguaian6lido (f), que forman deriva-

dos del azuleno. 

e. f. 
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Las sesquiterpenlactonas se han encontrado princ! 

palmente en extractos de flores o partes at!reas de las -

compuestas, siendo lo suficientemente típicos para tener

cierto valor quimiotaxon6mico. En algunas de ellas el -

oxígeno de la lactona se halla en el carbono 8, con gru-

pos ep6xido, acetoxi o carbonilo, como parte de la molt!cu 

cula, contribuyendo a incrementar los miembros de este -

grupo, conocit!ndose actualmente más de doscientos. Algu

nas poseen acción citot6xica, otras analg~sica, amebici-~ 

das, etc. (14). Las lactonas sesquiterpt!nicas son susta~ 

cias amargas de farmacología poco estudiada, pero prove-

nientes de plantas usualmente reportadas cómo medicinales 

por lo que es probable que sean agentes con algfin valor -

terapt!utico. Se ha sugerido que la actividad citot6xica

est1!. relacionada con el grupo exometilbuten61ido y tam---· 

bit!n que este grupo modifica el crecimiento de vegetales. 

Por lo general,las sesquiterpenlactonas son lo s~ 

ficienternente polares para ser insolubles en !!!ter de pe-

tr6leo, aunque tambit!n son insolubles en agua¡ el etanol

º metanol caliente las disuelven·, pero son aan rn!!.s solu-

bles en cloroformo o !!!ter etílico; estas propiedades son

utilizadas para extraerlas y separarlas de otros compues

tos. 

Para la identif icaci6n específica de una lactona

determinada se usan pruebas de' colorimetría, cromotogra-

fía en capa delgada o espectros de absorci6n, etc. 
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Los.espectros de masas han sido poco utilizados para acl! 

rar estructuras; por otro lado analizando la forma en que 

reaccionan los diferentes grupos, se han esclarecido slis

cGtrespandientes reacciones de acetilaci6n, hidrogenaci6n, 

epoxidaci6n, oxidaci6n, etc. (6) 

Bioquimicamente a las lactonas sesquiterp~ni-

cas se les considera como metabolitos secundarios, LOS'e~ 

tudios de Kupchan; Lee y otros investigadores, demostraron 

que las lactonas biol6gicamente· activas, eran las alfa-m~ 

tilen-gamma-lactonas, las cuales ten!an otros grupos fun

cionales como ep6xidos, clorhidrinas, ésteres insaturados, 

lactonas insaturadas y cetonas insaturadas (47). Experi

mentos realizados "in vitre" con ciste!na, demostraron -

que la estructura básica requerida para la actividad cit~ 

t6xica de una lactona sesquiterp~nica, era el grupo alfa

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

En el presente trabajo se probaron tres difere~ 

tes compuestos pertenecientes al grupo de las lactonas 

sesquiterpénicas: la 8 o< - hidroxidehidrocostus (CHE + P) 

la 8 o(-tigloildehidrocostus (CHE - P) y la 17-18 dihidr2 

viguiepinina, que por sus características moleculares pu

dieran presentar una probable actividad anticancer!gena.

Para esto se analiz!.'i su efecto citot6xico "in vitro" so-

bre dos l!neas celulares: una de origen neoplásico(HEP --

2C) y otra proveniente de células de origen normal(L 929) 

Todo esto con el fin de localizar sus cor~espondientes D~ 

sis Efectivas Medias (DE SO), o sea aquella dosis que in

hibe el 50% del crecimiento celular y. valorar su efecto -

en los cultivos celulares para su posible estudio "in vi

vo" en animales experimentales de laboratorio, con el pr~ 

p6sito de explorar su posible uso terapéutico en el trat!_ 

miento de cáncer en humanos. 
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IV. MATERIAL Y METODOS, 

1, MATERIAL BIOLOGICO. 

Para los estudios "in vitre" realizados en el -

presente trabajo se seleccionaron dos diferntes lineas c~ 

lulares, cuyas caracter1sticas cumplen con los requeri--

mientos para experimentos de citotoxicidad. 

1.1. LINEA HEP 2C. 

La linea HEP 2C (Carcinoma epid~rmico lar1ngeo

humano), fu~ establecida en 1952, ·Proviene de tumores -

que fueron producidos en ratas destetadas, radiadas y tr~ 

tadas con cortisona, después de una inoculaci6n con un -

carcinoma epidérmico proveniente de la laringe de un hom

bre de 56 años. Esta l!nea celular. ha sido empleada en -

estudios experimentales de producci6n de tumores -en ratas, 

hamsters, huevos embrionarios de aves de .8 a 10 d1as y p~ 

cientes voluntarios con cáncer terminal. Se .cultiva eri:.: 

$iempre en· Medí~ Basal de Eagle (APENDICE 1.)y su mor

fologfa es del tipo epitelial; su cariotipo presenta un -

ntlmero rrodal de 76 cromosomas con un rango entre 73 y 79; 

presenta poliploid1as o <acionalmente. Al inicio del ex~ . 

rimento se encontraba en el subcultivo ndmero 184 del la-

boratorio (43). 
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1.2. LINEAL 929. 

Es una !!nea de fibroblastos derivados de teji

do conectivo murino LM, proveniente de una clona NCTC 929 

L de rat6n. La cepa L original fu~ derivad.a de tejido -

areolar subcut!neo y.adiposo normal de un rat6n macho --

C3H/An de 100 d!as. 

La clona L 929 de la cepa original ha sido uti

lizada en estudios nutricionales, metab6licos, enzim!ti-

coa, virales, in1111nol~gicos, toxicol6gicos, etc. Se cul

tivan en Medio Basal de Eagle; su morfoiog!a es del. tipo

de los fibroblastos; su cariotipo" presenta un ndlnero mi>-

dal de 66 cromosomas con·un rango entre 56 y 241. Se en

C:ontraba. en el paso ndmero as, del. l.aboratorio, al ~ni--

oiar eL trabajo· (43). 

2. SUSTANCIAS.QUIMÍCAS. 

Las sustancias a probar como posibles agentes -

anticancer!genos, fueron proporcionadas por el Instituto

de Qu!mica de la UNAM, ya purificadas en forma de crista

les ,~e identificados con esp~otros de absorci6n, espectro 

de infrarojo, etc. 

2.1. 8 o(-HIOROXIDEHIDROCOS'l'US (CHE + 1>) 

Aislada. del glinerc? .dE:i· la$ .'Gdchnatia, s6lo han e 

sido analizadas qu1micamente cinco, especies, aunque todas 

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

G. paniculata. 

se ha reportado el aislamiento de dos guaian611 

dos provenientes de Gochnatia smithii, ambos c9mpuestos -

cercamente relacionados con los derivados dehidrocostus -

de la lactona de la tribu. Vernoniae. 

El mayor componente, denominado Compuesto A cú-

ya f6rmula es: c17H20o4 presenta un punto de fusi6n de 

l20-121°C. Es una lactona sesquiterpénica del ~ipo de 

los guaian6lidos. 

Este.compuesto por bandas de absoci6n de masas, 

Ultravioleta, etc. muestra una gamma-lactona, alfa-beta,-

no saturada, un ~ster saturado y dobles enlaces. El es--

pectro revela la presencia de tres metilenos terminales,-

uno de los cuales corresponde al conjugado con la garnrna

lactona. La mol~cula de· diacetilo 'fué eliminada por sap2_ 

nificaci6n de este compuesto, para producir otro en pequ~ 

ña proporci6n. En el espectro de Infrarojo la banda car-
, 

bonil de la funci6n éster no apareci-o, y en su lugar se-

observ6 la absorci6n de un hidroxilo. Las constantes f!-

sicas de este compuesto son id~nticas a las que muestra -

la lactona 8 O( -h.idroxi dehidrocos·tus. Los hechos menci2_ 

nados permitieron establecer la estructura del Compuesto

A como una lactona 8 « -acetoxi dehidrocostus. 

La f6rrnula estructural de este compuesto es la 

siguiente (41): 
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o 
JI 

- -o-c-cH 
3. 

o 

2.%_.- 8 ~-:T.IGLOILOXi. DEHIDll.OCOSTUs· (CHE ~ P) 

El segundo guaianCS.lido aisl.ado. de I.a Gochnatia

smithii, considerado como el menor componente, ha sido de 

nominado Compuesto. B y su formula ·es c20H24 O 4 •· (!M) ,-

con un punto de fusidn de 96-98ºC• Este e1 obtenido de-

la fraccidn menos polar de la cromatograf!a; tambiAn es -

una alfa,beta- no saturada-_ gamma lactona, El espectro de 

absorci6n de masas lndica una gran similitud· con A. 

El Compuesto B es esterif icado con un residuo -

de tigloil 'en lugar del acetil del Compuesto A, de aqu! -

que se le asigne la estructura de una B alf a-t~gloiloxi -

dehidrocostus, que es idAntica a la lactona ferreyanthus. 
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Los experimentos mencionados han permitido esta 

blecer la estructura qu!mica de este compuesto de la si--

guiente manera: 

2,J, i7-i8 DIHIDROVIGUIEPININA. 

El. genero Viguiera es rico en lactonas sesqui-

terpénicas (heliang6lidos y.germacr6lidos). La Viguiepi

nina se encuentra· en ia especie v. pinnatilobata • 

De la extracci6n con cloroforno de V. eriophora 

se obtuvieron tres lactonas, la tercera de éstas y la más 

polar ful! la 17-18 dihidroviguiepinina, cuya f6rmula es: 

c19H20o7 , con· un punto de fusi6n de 163-164ºC, con carac

ter!sticas t!picas de heliang6lidos aislados de Viguiera. 
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En particular se determin6 la presencia de un -

alcohol al1lico primario del metileno, al cual, el hidro

xilo es agregado despu~s de la formaci6n de un éster. La 

estructura de la 17-18 Dihidroviguiepinina se asigna a -

una de las dos lactonas de Calea racatechichi, que no pu~ 

de ser inducida a cristalizaci6n, por lo que son idénti-

cas en estructura, m4s no es propiedades fisicas. 

su estructura se propone as!: (11) 

o 
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3. ME:!OOClU)GIA. 

Para la elaboración del esquerra del proyecto se tanaron en 

cuenta, tanto el n6rrero de caipuestos a prcbar, el .CllE + P, el OIE -

P y la 17-18 Dihidroviguiepinina, que caoo ya se ha trencionado fue

ron eictraídas por el Instituto de Química de la UNAM; tambi~ se oon

sider6 a las !!neas celulares, L 929 y HEP 2C escogidas para este es_ 

tudio. 

Se sarbraron series de 11 tulx>s Leyghton, cxn aprcndnada

rrente 60,000 cfilulas/ml. en cada tubo, en Medio Basal de Eagle, supl~ 

rrentado oon suero fetal de OOvioo (10%), 100 UI de Penicilina/ml. y -

100 ug de Estreptanicina/ml., caro antibi6t.icos. Las series se PZ'E!P!! 

raroo para cada 1ma de las dosis. y para los oootroles en cada ~!nea. 

De estos tlJbos tre contenían laminilla y ocho 00 oonten!an laminilla, 

estoS 1ílt:incs fuen::n enpleados para oontoo celular y dete.nninaci& -

del porcentaje de inhibición del crecimiento celular que cada dosis

provoc6. Coo respecto a los tre tubos restantes, se utiliza.rm para 

las pruebas de viabilidad celular, usan:Io el Aztil de Tri~ (.AP.mJI

CE l.) y an41isis norfol6gioo, previa fijación con alcolx>l rcet.llioo

Y teñidas con el nétodo de la Tinción de Jacobsoo (APEmICE 2~); las 

Pruebas se llevaron a cabo al finali.7.ar cada experinento. 

El ·nGnero de tubos usados para conteo celular M escogido . . 
oon base en experimentos previos que nostraron validez estadística -

(SO). 

Todos los ·tllbos de la serie se irié:ubaroo en foma horizcn-
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tal y estátioos en una estufa con una atm5sfera de 95% de aire y 5%

de ro2 durante un peri6do de 24 hrs.: en este tierrpo las células se

adhieren a la superficie del tubo y aipiezan a confluir. Desp.éi de 

cunplido este priner paso se prepararon las dosis de los oatpJeStos

a probar de la siguiente nanera: 

3.1. PREPARl\CIOO DE OOSIS. 

- Se pes6 1 miligrarro del CXIlp.leSto cristalizado y se cxiloo6 en un -

tubo de centr!fuga. 

- Se añaclierm 50 Lamlas de Prq>ilen Gliool. 

- Se calent6 ligerammte hasta la disoluci& del cx:upiesto. 

- Se agrega:roo 10 ml. de Medio Basal de F.agle. 

- Se filtr6 cx:n sisteta. Millipore en netbrana de 0.22 u. 

- Se re;aJ.izaran las diluciones oarresporñientes a cada sustancia. 

Se CCll'Vi6 el imdio de cultivo original por el nedió ocnt:e

niendo los f~ en e5tudio a las dosis de. 0.1 a 50 ug/ml, depen

dien:lo de la lactooa estudiada, CXll un grup6 ccntrol para cada sus

tancia y cada linea en e5tudio. 'l\Xlos los tubos, tanto los experi..:.. 

nentales, CXllD los CQltroles se volvieron a iricubar durante 72 ~.

en las misrras oorxiicioneS, pexmi:tiemo 'que los CXllpleStos actuaran -

en la línea celular «rorante su fase de crecimineto. Al finalizar la 

incubaci& se realizaren las sigUientes pruebas: 
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3.2. ANALISIS DE E'.<CLUSICN O % DE VIABILIDAD. 

- Se desech6 el nedio de cultivo de un tubo con laminilla por dosis. 

- Se añadic5 1 ml.. de oolorante Azul de Trip§n y se dej6 actuar duré!!! 

te 5 min. aproidnadarrente. 

- Se sao6 la laminilla del tubo Leyghton y se coloc6 en un portacbj~ 

tos de nanera que las oolulas quedaron en contacto oon el cristal. 

- Se realizaron tres lecturas contan:lo 100 oolulas en cada una, en -

diferentes zonas de la laminilla ocn el microscq¡io de luz. 

- Se detemdn6 el porcentaje de OOlulas vi.vas y IllJertas presentes, -

praoodiando las tres lecturas de la laminilla • 

..; Se vaci6 el medio de cultivo de los och:> tubos sin laminilla en -

.viales de 20 ml.. · (uoo para cada 'tubo) , pre'.-:ianente etiquetados ocn 

la dosis, el f4maoo y la lmea oe!lular oorrespcnlientes. 

"" Se enjuagaron las OOlulas por decantaci6n con 2 ml.. de sóluci6n 8:1! 

lira al O. 9% y se pas6 al vial • 

..; Se agrg6 1 ml.. de Tripsina al 0.25% (APmDICE l.) y se dej6 actuar 

ap:r:acimadamente durante 10 min. , tienp:> en el que las OO!ulas se -

desprerxlen 

..; se vaci6 la .Tripsina ocntenie00o a las OOlulas en el vial. 

- Se la~ los tutos dos ~ ocn 8 ml·. de sciluci&l salina, para

arrastrar las OOlulas que se 'hubieran podido quedar en el tubo, e

inalzporancs ani:Jos lavados al vial, de manera que se ciit:uvci un vo-
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lU!lell final. de 20 ml. 

- Se ccntaron las o63.ulBs en wi aontados de part!culas*, realizalm

cuatro cuantas por vial. 

3.4. MW:.ISIS Mmt!LOOIOJ. 

- Se elimin6 el ItEdio de cultivo de dos tubos cxri. laminilla por dosis 

- Se lavaren las o63.ulas cxri. 3 ml. de solución sal.ina al 0.9% para -

eliminar el imdio de cultivo y se desecb'S la aoluclfn. 

- Se agregaroo 5 ml.. de metanol y se tapata'l los tubos. El netanol

se dej6 actuar \lll mtn.iiro de 20 min. y un ~ de 15 d1as para la 

fijaclfn adecuada de las ~ulas. 

-· Se tiñeron las lamIDillas oon la 'Mcnica de Jacx:ibsal (APFWICE 2.) 

-'· se c:uantific:6 en porcentajes aontarm l ooo ~ulas en cada lectu-

ra. y realizmb un m!zU.m:> de tres conteos por laminilla. 

3.5~ l\NALISIS JiST11DISTICX>. 

El an«lisis de los zésultados se ll.ev6 a cabo utilizando -

· una de ias Wriantes de oorrelaci!n lineal derx:minado PlDll'l'S (PR>

BITl\S), = los datos enoontraébs de los experinentos, para locali

zar la DE 50 (Dosis Efectiva Media) y las difemcias entres &tas·P! 

ra cada f&mao:>, por lo 'que. fuertn analiza:Jas poi- nedio de la prueba 

de t de Student para 111.leStras independientes usandó un nivel de sig

nificancia de O.OS (APmIDICE 3.) 

* contador Cooltet'. M:>delo B Hialeah, Fla. USA • ... 
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V. RESULTADOS. 

Los experimentos realizados para el estudio ci

tot6xico de cualquier droga, requieren un análisis preli

minar, en este proyecto re realizaron pruebas con cada -

una de las lactonas a dosis de 1, 10 y 100 ug/ml, con el

fin de localizar la dosis que incluyera o inhibiera el 

50% del crecimiento celular en realaci6n al control. 

Los presentes resultados muestran el estudio 

con dosis más cercanas al valor obtenido en el estudio 

preliminar, con el prop6sito de precisar la Dosis Efecti

va Media (DE 50). Esta es_ aquella que al calcularse inh_! 

be el crecimiento al 50% en comparaci6n con el control(6). 

Despu~s de que se realizaron las series de exp~ 

rimentos con cada uno de los compuestos en ambas l!neas -

celulares, se calcul6 el promedio de los porcentajes de -

inhibici6n y sus respectivas desviaciones estándar, as! -

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

Con el compuesto CHE ~ P en la línea HEP 2C, la 

dosis minima no parece tener ningtirí efec~o sobre el cree_! 

miento; sin embargo cuando se aumenta la dosis se aprecia 

mayor inhibici6n como se puede observar en la TABLA 2. 

As1 la dosis de 1 ug/ml produjo una inhibici6n del 44% 

mientras que la de so· ug/ml lo produjo del 98% y además -
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se observ6 que no existe una relaci6n directa entre ladQ 

sis y la :cespuesta, con un cx:ieficiente de correlaci(n r= o. 70. ESta 

misna lactona no ejerci6 una acci6n similar en presencia de célwas

fibroblásticas L 929, dax1e el efecto OOservado M del tipo dosis

:cespuesta, provocando una inh.ibicifn del 11% a dosis de 1. ug/ml, -

mientras que con. la dosis de 10 ug/ml la illhibici6n M del 99% (TA

mA 2), con un coeficiente de cor:celaci&l r= 0.94. 

Las DE 50 encentradas para esta lactona en HEP 2C y L 929-

fueron de 2.40 y 1.86 respectivanente ('12\BIA 3), sin que se aprecia

ram diferencias estadisticanente significativas al hacer la empara-

ciL5n de pxaoodios por rredio de la prueba t de StOOent para ll'lleStras

indepenlientes ( t= 0.28 para una p O.OS). 

En cuanto al aOOlisis a nivel celular, en el eStudio norf~ 

16gioo, la lactona CHE + P en la ·linea epitelial HEP 2C, la elevada-. . 
inhibicifn no peoniti6 realizar cuentas que fueran estad!sticamente-. . 
significativas a dosis de 10 y 50 ug/ml (TAmA 4) • A partir de 5 uq/ 

ml se encontr6 una inhibici6n en el minero de mitosis que M desde-. . . 

. 64% hasta .43% en relaci6n a las encontradas en las laminillas con-

trol. Ias células 111lltinucleadas tarrpxx> se pudie:ml localll.ar ei -

las dosis elevadas; sin ati:largo en las dosis de 0.1, 1 y 5 uq/ml au

nent6 el minero en relaci&l directa a la dosis, siemo de un 82, 98-

yl63% respectivtarente. 

En la línea fibroblástica se encx11b:6 en tm1ninos genera

le5 un· ·all'lelto en las mit:ósis ~ ·que M decreci.En1o junto cxm la do-
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sis, .los datos en::ontrados fueron de 96, 125 y 150% para las dosis -

de 1, 3 y 5 ug/ml respectivanente. En las áilulas nultinucleadas se 

observ6 algo s:irnilar con valores de 142, 342 y 535% en las dosis ~ 

cionadas respectivairente. 

La 17-18 Dihidroviguiepi.nina se esttrli.6 a dosis de O. 5, 1, 

2, 4 y 6 ug/ml en la línea epitelial HEP 2C, eno.::ritráOOose una ~ 

laci6n entre la inhibición del crecimiento y las dosis oon un coefi

ciente r= 0~96. La DE 50 se localiz6 entre 1 y 2 ug/ml, mientras -

que en la línea fibrOOl§stica las dosis que se probaron fueron de -

0.1_, 0.5, 1 y 2 ug/l:ll. y la DE 50 se enccntr6 entre 1 y 2 ug/ml. (TA

BIA 1 y 2) , oon un coeficiente de correlaci6n r= O. 98, .iirplic:aOOo un 

cx:npxtamiento dosis-respuesta. 

El análisis estad1stico de los datos que se obtuvieron de

la exposici6n a esta lactona, que .tarrbién ti.ene un CXI!p)rtam.iento -

del tipo dosis-resp.:esta, :résult6 en la localizaci6n de la DE 50 pa

ra la línea HEP 2C de o.as uq/ml. y para la línea L 929 de o. 79 ug/ml, 

sm que se apreciarán diferencias estadisticarrente significativas al 

cxnpararlas por llE!dio de la prueba t de Student para muetras We1Je!! 

dientes (t= 3.32 X 10-3 para p 0.05). 

El ariálisis rrorfol6gioo OCll la 17-18 D:ih:i.droviguiepinina -

en la lÍll!*i HEP 2C (T1lBI.A 5)ro se ¡;ulo realizar a dosis altas. por la 

elevada inhibici6n. ~dosis de 0.5 ug/ml. se observ6 un valor de -

158% en relacioo al ccntrol para las mitosis, mientras que en las ~ 

lulas ·nuitinucleadas el aunento M de 200% para la dosis de 0.5 ug/ 

ml y de 230 para 1 ug/ml OCll re~ al caitrol. En la l!nea f~ 



blástica el núnero de mitosis ful! igual o nenor al cootrol con valo

res de 6, 6, 13 y 20% para las dosis de O.l, 0.5, 1 y 2 ug/ml ~ 

ti~te. Las células nultinucleaelas se enoontra:ron c:oo valores de 

106 y 93% en relación al oontrol para las ébsis de 0.1 y 0.5 ug/ml y 

se elevaron junto a:m la dosis llegando hasta un 366% en relacilln al 

control a dosis de 2 ug/ml.. 

La última de las lactonas a probar M la CHE - P, la cual 

en la linea HEP 2C se pr006 CXJn dosis de 1, 3 y 5 ug/ml. El Cl:eci

miento cx:n 'estas tres dosis sieirpre se encontró ¡;:or arriba del 70% -

en relaci6n al control, a\Jlleiltamo en proporci6n inversa a la dosis, 

¡;:or lo que la DE 50 M una dosis extrapolada de los elatos anterio

res. Sin errbargo, en la Hnea L 929 se probaron dosis desde 1 hasta 

10 ug/ml y la DE 50 se lcx:aliz6 entre 1 y 5 ug/ml. Con dosis de 1 -

!YJ/ml hubci un crecimiento c:elular similar o ligeramente por axriba -

del <Xl!ltrol, en cambio a dosis de 10 ug/ml hubo 100% de ruerte celu

lar (TAmA 1 y 21. 

De la tabulaci6n de los elatos se observó un cx:.ttpJrtamiento 

del tipa dosis-re6puesta, similar a las otras lactooas en la línea -

L 929 coo un coeficiente r= 0.88, míe.'ltras que en la linea HEP 2C no 

hubo esta relacilin al enoontrarse una i:= 0.60. rel. análisis coo la

¡;iIUeba t de Student para muestras indepenlientes se encontraren dif~ 

rencias estad1sticanente significativas entre las DE 50 calculadas -

que correspoOOieron a 6. 70 para HEP 2C y a 2.56 ug/ml para L 929 -

(t= 2.26 para O O.OS) (TABLA 3). 
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Con la lactona CHE - P en la linea epitelial se enamtr6 -

disminuci6n en el poroontaje de mitosis ero respecto al control en -

todas las dosis y cuyos valores van de 23 a 20% para las dosis de 1-

y 5 ug/ml respectivarrente. En .. las células nultinucleadas se obsev6-

un ligero aUilel1to sobre el oontrol en todas las dosis, que fluctúa -

entre 115 y 119%. En la linea L 929 se observ6 un amrento en las aj, 

tosis que fOO de 119% para la dosis de 1 ug/ml y de 142% para la de-

5 ug/ml; en cuanto a las células llllltinucleadas el aummto fué de -

152% para la oosis de 1 ug/ml y de 552% para la de 5 ug/ml (TABIA 6) • 
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TABLA l. EFECTO DE CHE + P, CHE - P Y 17-18 DIHIDROVIGUIE
PININA SOBRE EL CRECIMIENTO CELULAR DE LAS LINEAS 
HEP 2C Y L 929.* 

COMPUESTO LINEA DOSIS PROMEDIO DE PORCENTAJE 
CELULAR ug/ml DE CRECIMIENTO • 

0.1 100.00 +14. 51 
1.0 56.24 :¡: 9. 75 

CHE + P HEP 2C s.o 36.94 :¡: 5. 65 
10.0 26.18 :¡: 1. 57 
so.o l. 25 ± o. 24 

1.0 88•92 + o. 80 
CHE+ P L 929 3.0 42.13 :¡: 1. 74 

s.o 29.03 :¡: 5.18 
10.0 0.49 ± 0.12 

0.5 61.16 + 4.57 

17-18 1.0 53.74 :¡: 6. 33 
2.0 31.34 :¡: 5.35 DIHIDROVI- HEP 2C 4.0 9.33 +12.s2 GUIEPININA 6.0 0.00 :± o. 00 

17-18 0.1 100.00 +20.31 
0.5 75.39 +16.25 DIHIDROVI- L 929 1.0 58.02 :¡: 6.83 GUIEPININA 2.0 13.47 ± 2.17 

1.0 97.67 +12.16 
CHE - P HEP 2C. 3.0 73.47 +12.a9 

5.0 71.02 :¡: 6.73 -
1.0 100.00 + 1.15 

CHE - P L 929 3.0 44.75 :¡: 7.45 
s.o 20.97 :¡: 0.45 

10.0 0.00 :¡: o. 00 -

* El crecimiento celular se juzgo por conteo celular 
y porcentaje de viabilidad, como se indica en el -
texto. Las cifras expresan.promedios de porcenta 
jes con respecto al control + desviación estándar
de 3 a 4 experimentos efectuados por octuplicado. 
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'rABLA 2. EFECTO DE LAS LACTONAS CHE + P, CHE - P Y 1 7-18 
DIHIDROVIGUIEPININA, SOBRE LA INHIBICION DEL -
CRECIMIENTO CELULAR. * 

COMPUESTO. LINEA DOSIS PROMEDIO DE PORCIENTO 
CELULAR ug/ml DE INHIBICION. 

CHE + P 0.1 o. 00 
l. o 43.76 

HEP 2C 5.0 63.06 
10.0 73.82 

. so.o 98.75 

~··. l. o 11. 02 ~ --•-e"""".~< 
3.0 57. 77 . L 929 . s.o 70.97 ' "'1 ,_' 

10.0 99.51 

17-18 0.5 38.84 
DIHIDROVI- 1.0 46.26 
GUIEPININA HEP 2C 2.0 68.66 

4.0 90.67 
6.0 100.00 

)Qr' _!_,"'1 
0.1 o.oo '-. ... L 929 0.5 24.61 

~ 1.0 41.98 . 
2.0 86.53 

CHE - P 1.0 2.33 
HEP 2C 3.0 26.53 

~\ 
s.o 28.98 

. 1.0 o.oo 
""' ~lc.-11 

L 929 3.0 55.25 .., 'o 5.0 79.03 
D • "' 10.0 100.00 

* Las cifras.expresan promedios de porcentajes con res
pecto al control de 3 a 4 experimentos efectuados por 
octuplicado. Las desviaciones estándar son las mis
mas que en la Tabla l. 
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· COMPUESTO 

CHE + P 

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

LINEA DE 50 LIMITES DE CONFIANZA 
CELULAR ug/ml Inferior Superior 

HEP 2C 2.40 0.933 6.025 

L 929 l. 86 1.16 2.6 

17-18 DIHIDROVIGUIE- HEP 2C 0.88 0.014 1.89 
PININA 

L 929 0.79 0.277 62.36 

CHE - P HEP 2C 6.70 ----* ----* 
L929 2.56 0.64 7 .11 

* Cuando la relaci6n entre la pendiente y el error estándar es muy gran
de los valores para lds 11'.mites de confianza no son significativos. 



TABLA 4. EFECTO DE LA LACTONA CHE + P SOBJ;U! EL NUMERO DE CELULAS 
MULTINUCLEADAS Y MITOSIS ENCONTRADAS EN HEP 2C Y L 929. 

DOSIS CELULAS MITOSIS CELULAS TEST DE 
ug/ml MONONUCLEADAS MULTINUCLEADAS EXCLUSION 

Número %* Número %* Número %* Porciento 

HEP 2C CONTROL 931 100 28 100 41 100 95 
0.1 954 102 12 64 34 82 97 
1 941 101 18 43 40 98 85 
5 915 98 18 43 67 163 58 

10 ** ** ** ** ** ** . 80 
50 ** ** ** ** ** ** 6 

L929 CONTROL 958 100 28 100 14 ,100 95 
1 953 99 27 96 20 142 89 
3 917 96 35 125 48 342 84 
5 883 92 42 150 75 535 76 

10 ** ** ** ** ** •1r 5 

* Los porcentajes son considerados en relaci6n al control 

** Dosis a las que no se pudo efectuar el análisis por la elevada 
inhibici6n. 



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

DOSIS CELULAS MITOSIS CELULAS TEST DE 
ug/ml MONONUCLEADAS MULTINUCLEADAS EXCLUSION 

Nlí.mero %* NGme.ro %* Número %* Porciento 

HEP 2C CONTROL 960 100 17 100 26 100 95 
0.5 932 97 27 158 46 200 76 
1 929 98 18 105 53 230 79 
2 ** ** ** ** ** ** 46 
4 ** ** ** ** ** ** 15 
6 ** ** ** ** ** ** o 

L 929 CONTROL 985 100 20 100 15 100 95 
0.1 978 99 6 30 16 106 72 
0.5 979 99 6 30 14 93 94 
1 940 

1 

95 13 65 47 313 88 
2 925 94 20 100 55 366 92 

* Los porcentajes son considerados en relaci6n al control. 

** Dosis a las que no se pudo realizar el análisis por la elevada 
inhibici6n. 



TABLA 6. EFECTO DE LA LACTONA CHE - P SOBRE EL NUMERO DE CELULAS MULTI
NUCLEADAS Y MITOSIS ENCONTRADAS EN HEP 2C Y L 929. 

DOSIS CELULAS MITOSIS CELULAS TEST DE 
ug/ml MONONUCLEADAS MULTINUCLEADAS EXCLUSION 

Número %* Númerc %* Número %* Porciento 

HEP 2C CONTROL 943 100 31 100 14 100 85 
1 947 100 23 74 30 115 80 
3 945 100 25 81 30 - 115 80 
5 949 101 20 65 31 119 93 

L 929 CONTROL 962 100 21 100 17 100 86 
1 949 99 25 119 26 152 89 
3 942 98 22 104 36 211 81 
5 875 91 30 142 94 552 74 

10 ** ** ** ** ** ** o 

* Los porcentajes son considerados en relaci6n al control 

** Dosis a las que no se pudo realizar el análisis por la elevada inhi
bici6n. 



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

LINE/\ L 929 

----·-
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FOTO l. VISTA MICROSCOPICA 
DE CRECIMIENTO NORMAL EN -
MONOCAPA. 

FOTO 3. EFECTO INHIBITORIO DE 
LA LACTONA 17-18 DIHIDROVIGUIE 
PININA A DOSIS DE 2 ug/ml. -
a) CELULA MULTINUCLEADA 
b) CELULA EN MITOSIS 



FOTO 5. 
a) CELULA MULTINUCLEADA 
B) CELULA EN MITOSIS 
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LINEA HEP 2C 

FOTO 4. VISTA MICROSCOPICA DE 
CRECIMIENTO NORMAL EN PLACAS. 

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



VI. DISCUSirn. 

El carpuesto CHE + P, en la línea HEP 2C a dosis llllY el~ 

das de 50 ug/ml tuvo tul fuerte efecto citot6xico, que provoc6 la -

m.rerte celular; al disminuir las dosis el efecto se volvi6 citostát.!. 

co, lo que indica que el efecto fué probablarente sobre el crecimie!;!! 

to celular, sin afectar en foma cxmsiderable la viabilidad. La -

acci6n de esta lactona tani>ién se observ6 sobre el número de células 

nultinucleadas, que aunentaron a dosis altas en relaci6n al control, 

no ooservároose dicho efecto a dosis bajas del fánraco (47). 

En la línea fibrobl.ástica el efecto fué similar al ~ 

do en la línea de origen neoplásico en cuanto a viabilidad se refie

re, pues se observ6 una acx:i6n citostática apareciendo asímisrro las

~lulas l\lll tinucleadas aunentadas en relaci6n al control. Sin eTtlar 

go no se observ6 variaui6n en las mitosis, lo que indic6 que las a;

lulas se siguieron reproduciendo en fonra activa a dosis altas y en

fonra similar al control a dosis nenores. As! rnisno el cnrpuesto e

jerci6 una acci6n directa sobre las células, ¡;xres el porcentaje de -

crecimiento en relaci6n al control fué bajo. Esto sugiere que la -

línea epitelial pudiera ser ramos sensible que la filmlblástica a la 

lactona, cmo se puede apreciar en el pratedio de los porcentajes de 

crecimiento celular en la 'mBIA 1. 

El análisis de CHE -P indic6 tul efecto citot6xico s00re el 

crecimiento celular, CCllP se ve al c:x:.upa.rar las coll.l!llll1s de creci

miento y porciento de viabilidad. La diferencia entre aniJas líneas-
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celulares se encontró en las células multinucleadas, que fueron con

siderablesrente en mayor cantidad en la linea L 929 que en al HEP 2C; 

por otro lado, hubo una minina variaci6n en lo que a las mitosis se

Í:'efiere, lo que podía deberse a un ciclo de reproducción celular al

terado (47). En este caso result6 también~ sensible la línea -

L 929, lo que se confim6 can la diferencia en las DE 50 de ambas, -

¡;x.¡es mientras que para la linea epitelial se necesitó de una dosis -

aproxinada de 6. 7 ug/ml para producir el efecto deseado, para la lí

nea fibroblástica se ra:¡uiri6 tan solo de 2 ug/ml. 

De las tres lactonas estudiadas, la 17-18 Dihidroviguiepi

nina result6 ser la más efectiva, pues utiliz6 dosis nenores de 1 ug/ 

ml. para alcanzar la DE 50. Por otro lado el estudio rrorfol6gico in

diro que la linea HE!? 2C resul t6 más afectada, encontrándose nn au

nen to en l.is células multinucleadas al rnistro tierrpo que all!IEiltaron -

las mitosis. Esto sugiere que el ciclo celular está fuerterente a

fecta.00 (47) . Así misrro la viabilidad celular es baja, probablaren

te caro consecuencia de un efecto citot:6Kico elevado. La línea L 929 

también 'fué afectada, en cuanto a que produjo a dosis altas del can

puesto una elevaci6n en el núrrero de células multinicleadas, pero -

conforrre la dosis disminuyó, éstas se oonnalizaron en relación al -

control; por lo que a las mitosis se refiere éstas decrecieron al -

disminuir la dosis, lo que ·supone un efecto del catpJesto sobre la -

linea considerada "neoplásica". De todo esto se dedujo que cx:n esta 

lacf:ala pudieran efeétuarse exper.imantos posteriores " in vivo " 
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Basados en los reportes de Sisken (47), se ?Jede decir que 

el efecto ejercido por las lactonas estuliadas en nuestro trabajo, -

sobre las células, fuá en general a nivel de divisi6n celular, p0r -

lo que es oonveniente hacer notar que con los tres fánraros en la l.f 

nea L 929 el núrero de células 111lltinucleadas aurrent6 de 3 a 5 veces 

en canparaci6n = el control, mientras que no ocurri6 lo miSllC con

la l:ínea HEP 2C. AnalizarX!o las variaciones en el núnero de células 

llllltinucleadas, podenos observar que anbas l:íneas celulares, tanto -

la considerada = "nomal", caro la "neoplásica", presentan lID de

tenninado n1lnero de este tipo de células en el control, alin sin la -

acci6n de un fánraro. Esto se explica porque las células en cultivo, 

inCluso las de origen nomial, presentan de hecho esta característica, 

misma que se puede ir incrementaroo ccn el núrero de subcultivos que 

de ella se relicen. Exper.i!Tentos realizados en pollos y ratones al

ser inoculados con células de este tipo no han producido tunores e -

incluso al dividirse una célula multinucleada dá origen a células~ 

nonucleadas (47). Esto podría significar que el aurrento de estas ~ 

lulas por acci6n del fámaco no significa necesariarrente una trans

foi:maci6n neoplásica. ES lID hecho que las células en cultivo preBe:!! 

tan algunas transfonnaciones, son células que se vuelven aneploides

(que presentari lID núrero variable de craiosanas) • La acci6n del fáE 

maco ?Xlría en un nmento dado producir alguna alteraci6n a nivel de 

la citocinesis o de la fonra.ci6n del zureo de divisi6n celular, ~ 

to que este feillneno se ha observado can ·sustancias que actualnente

se eiplean en la quimioterapia (Vincristina, Vinplastina, etc.). En 

el caso de las lactonas que se estudiaron en este trabajo, para po-
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der determinar las causas específicas del aumento de las células mi! 

ti.nucleadas y loe efectos a nivel de organelos y de ciclo celular, -

tendríanos que realizar pruebas específicas a nivel de iranbranas, de 

cuantificación de protrínas estructuralP.s e incluso de ADN, para po

der establecer si existen o no algunas trasnfonraciones neoplásicas 

por efecto de los ffilmacos. 

Caro se ve en la ':mBLA 1. el prare:lio de crecimiento celu

lar en presencia de las lactonas rrostr6 variaciones en los valores -

de las Dosis Efectivas ltrlias de cada una. Al canpararlas, se ob13e:E 

v6 que las obtenidas oon la 17-18 Diliidroviguiepinina son menores a

l ug/rnl, mientras que en el otro extrem::i se ubio6 la CHE - P con una 

DE SO de 6. 7 ug/ml; de acuerdo con los estudios de Kupchan (30), a-

quellos c::cnpiestos que presenten una dosis nenor o igual a· 4 ug/inl -

se pueden considerar con una citotoxicidad significativa. Por otro

lado todas ellas se ericuantran dentro de los requerimientos indica

dos para este tipo de estlrlios en los Protocolos de Análisis de J\g~ 

tes Qufrni.oos y Productos Naturales en Contra de TUrrores y otros sis

tanas Biol6gicos, elaborados p:ir el cancer Chem::>therapy.National --

Service Center (o::::NSC) • Este dato se localiza en el protooolo para

sistemas específicos No. 1-1.901 Cell CUlture (Drug evaluation branch 

National cancer Institute, National Institutes of Health, Marylam) -

(6); en doOOe nenciona que los cntplestos extraídos de plantas en la 

fase 1. de estulios deben CU11plir. con una DE SO manar o igual a 30 -

ug/ml y en la fase 2. la DE SO debe ser nenor o igual a 20 ug/ml.. 

Estos datos se cbtuvie:i:oo ron las dosis experirrentales y vinieron a-
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ser cxmfinrados p:>r el enálisis estad!stioo, ooroe se obseJ:v6 que -

las DE 50 obtenidas al realizar oorrecci6n de rectas ~s de una

regresi6n lineal tanbién se encontraroo dentro de estos U.mi.tes y -
nuy cercanas a las dosis experirrentales. Las diferencias entre am

bas se explic6 por las desviaciones es~ en los porcentajes de -

crecimiento ( TABIA 1,) 

La lactona CHE + P ~ ligeramente res t6Kica 500re la !!

nea L 929 y CC111Jletando oon el análisis 11Drfol6gioo (TABIA 4) , se F2 

dr!a oonsiderar con probabilidades de oontinuar tanbién sus estudios 

"in vivo", par analizar si esta sensiliilidad se eicacerva o se nanti~ 

ne similar. 

La lactona CHE - P afectó a la línea L 929 en fonra rota-

ble, tanto por las dosis :ré;¡ueridas i::era la DE 50, que son muy dis

tantes a las necesarias para HEP 2C, así OCl1'0 a nivel celular, de lo 

·que podE!IOs suponer que el fál:maco resultó muy t6Kioo para la línea-

oansiderada c:cm:> "nomal." en ·nuestro sistema. 

Se puede atrili.ú.r parte de la ssnsibilidad de la línea fi

broblástica L 929 en oatqBJ:aci6n oon la epitelial HEP 2C, al hech::> -

de que los fib.toblastos .tienen un ciclo celular ll\is corto, ea decir

'que se reproducen más rápidamente; esto sumado a la circunstacia de

que la oolulas en reproduc:ci6n san res sensililes al efecto de un OC!!! 

puesto antiturroral (44), nos explica que en un nanento deteJllonado -

un mayor númaro de oolulas se es~ reproduciendo y resultan m4s BE!!! 

sibles, aunque se necesitan más experimentos i::era poder probar las -

aseveraciones anteriores. 

.S7 



Con respecto a la estructura quimica de las lac 

tonas estudiadas, misma que fu~ proporcionada por estu--

dios realizados en el Instituto de Quimica de la UNAM, la 

CHE + ~ es una lactona sesquiterpénica que presenta un 

grupo ~-lactona-o(,~-insaturado yo<-metilen-l-lactona; la

diferencia con el compuesto CHE - P, que tambi~ posee 

estos grupos está en el grupo tigloil presence en éste y

que vino a sustituir al acetato lateral de la CHE + P. 

La 17-18 Dihidroviguiepinina presenta unc:i(-metilen-t-lac

tona, un grupo cetona-o<,~-insaturado y un éster insatura

do lateral. 

s. Morris Kupchan y otros investigadores (30),-

en una serie de experimentos con éste tipo de compuestos

buscaron. la relaci6n entre los grupos funcionales presen-

tes en la estructura y la citotoxicidad. De sus estudios 

preliminares dedujeron que muchas de las lactonas biol6g.f_ 

camente activas, erano<.-metilen-t-lactonas, las cuales te 

n1an otros grupos funcionales como ep5xidos, clorhidri 

nas, ésteres insaturados, lactonas insaturadas y cetonas-

insaturadas. La demostrada actividad de estos grupos fu~ 

cionales con tioles (SH), hizo suponer una alguilaci5n de 

centros nucleof!licos de un sistema biol6gico, misma que

fu~ probada y comprobada al hacer reaccionar estos com--

puestos con cistetna, donde dedujeron que el enlace se e-

fectúa entre el grupo sulfhidrilo de la ciste!na y el ---
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.t.-metileno exociclico de la 1-lactona prioroturiarnente --

(26). 

Estudios posteriores de Kupchan y colaboradores 

demostraron que la estructura básica requerida para la ac 

tividad citot6xica de una lactona sesquiterpénica, era el 

grupoo(-metilen-Y-lactona, ya que la hidrogenaci6n del 

conjugado redundaba en la inactividad del compuesto (33,-

27). Similar a 1fato la presencia de una cetona ...c,~-insa

turada, en la que el grupo rnetileno era exoc!clico, po--

dria actuar de la misma manera que un...<-metilen-~-lactona 

(33). 

En los compuestos que competen a nuestro traba

jo, las tres lactonas presentan un grupo a<:-metilen-cf-lac

tona, que les confiri6 actividad citot6xica. Las diferen 

cias entre las lactonas CHE + P y CHE - P, en cuanto a su 

efectividad se pueden atribuir a un impedimento estérico

provocado por la molécula de tigloil presente en el CHE -

p muy cercana al grupoo('.-rnetileno de la i-lactona. 

En el caso de la 17-18 Dihidroviguiepinina, ade 

más del enlace con el o<.-metileno de la r~lactona, podria

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

que Lee y colaboradores demostraron que la presencia del

conjugado O=C-C=CH2, sin necesidad de que provenga de una 

lactona resulta también activo (33), aunque el producto -
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de este enlace se ha obtenido en forma experimental con -

un exceso de grupos tioles (26), reaccionando, además la

presencia de la cetonap<,~-insaturada tambi~n le confieren 

mayor actividad citot6xica al compuesto de acuerdo con -

los reportes de Kupchan (30) • 
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VII. CCNCLUSICNF.5. 

El objetivo del proyecto se cunpli6, pues se localizaron -

las Dosis Efectivas Medias de las tres lactonas. Según lo estableci 

do para este tipo de estudios en los protocolos de cancer Charother_!! 

py National service Center, donde se indica que las dosis efectivas-

50 deben ser rrenores o iguales a 20 ug/ml en la fese 2. de estudios, 

en cultivos celulares; las lactonas an.alizadas CUllPlieron lo establ~ 

cido. 

En ténninos generales la línea L 929, considerada de ori

gen "normal", resultó ser mis sensible a la acci6n de los fál:macos -

en nuestro sistena "in vitro", lo que nos habla de una probable fal

ta de especificidad de los ccmpuestos por las células neoplásicas. 

De los OCitplestos probados se enoontr6 que solo la 17-18-

Dihidmviguiepinina tenia una probable acci6n específica, dado que, 

aurque las DE 50 fueron nuy parecidas, los límites de confianza se -

ena:mtraron de 20 a 30 veces aenos en la línea considerara caro neo

plásica en relaci6n a la "normal" • 

De acuerdo oon los estudios de Kupchan, Lee y otros inves

tigadores, la esb:uctuta química de las lactonas es detenninante en 

la citotoxicidad de las mismas, por la presencia del grupoco<.-metilen 

garma lactona. Para cx:Ilq)1'0bar este hecho y especificar la acci6n de 

los CX11p.1estos es necesario realizar m1s pruebas, aunqu~ éstos nos -

dan par&retros para estuilos posteriores en sisterras "in vivo". 
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APOOICE "¡ 

MEDICS Y REF.crIVCS 

l. MEDIO BASAL DE E11GLE. 

Pcwierai ma:lia of: Grarrl Island B:iolOJical Co. 3175 -

stanley ro:id P.O. Box 68. 

Para 5 litros: 

49.0 gr. 

11.0 gr. 

so.o rnl. 

500 rnl. 

100 ug/rnl 

100 ur 

Manera de hacerse: 

Grand Islarñ, New York 14072 

cal. # F-15 NEll with Farles calts, 

with L-Glutanine, with 11 on esential

amino.ac:i..d¡rnith out Na Hco3• 

~io de Rigle en ¡;olvo 

Bicarbcnato de Scdio (Na HC03l 

Piruvato de Salio 0.01 M 

SU9I'O fetal de bovim 

Fstreptanicina 

Penicilina/rol. 

.Mezclar el medio en r:olvo en un litro de <r:JUª dest:i..la:ia 

y el bicarbonato en otro litro, mezclarlos; agregar el piruvato de -

s:d:i..o y aforar a 5 litros. .No irezclar el bicarbooato de oodio y el -
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1 

ll'edio en ¡;olvo juntos, parque de lo contrario ro c:¡ueian disueltos. 

Des¡;u~ de que se tiene el meñio en ¡;olvo, el bicarl:onato 

de s:idio y el piruvato en un volumen total de 5 litros, agitar bien y 

quitar 500 rnl. de la soluci6n, entorces a;¡regar 500 rnl. de suero fe-

t.al y al final los antibióticos. Filtrar el iredio lo antes ¡;asible -

para esterilizarlo. 

2. PRCPIIEN GLICOL : rn3 Cli<ll ~ OI 

T. ebullici6n: 87.4°C 

0.038 

3. AZUL DE TRIPllN (0.1 %) 

Trypanblau. Distriliuted by: Ibb:Jz SUrgical Instrunent Cb., 

roo. 810. 18th street, N.Y. Washingtm o.e. 

20006. 

Pesar O .1 gr. de .Azul de Trip1in en ¡;al vo y dis::>l ver en -

100 ml. de la solocirn arrortigua&:>ra. Conservar en refrigeraci6n. 

3 .1. SOIIJCICN PMCRl'IGUN>CRA DE FOOFATCE O. 2 M a i;ii 7. 2. 

SOilX:Icr:! A : Fosfato de !JJd.io mcn:ib&!ioo 0.2 M 

27.58 gr. 

1000 rnl. 
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SClllCICN B : Fosfato de oodio d:i.b.1sico 0.2 M 

28.38. gr. 

1000 ml. 

Para el ¡:H de 7 .2 tanar 28 ml. de la Solu::i6n A y 72 rol.

de la Solu::i6n B, diluir en 200 rol. de agua. 

4. SOWCICN DE TRIPSINA 0.25 % • 

.!\gregar 2. 5 gr. de tripsina en polvo a un litro de solu-:

c:ión P.D. (1X) ccn:. en un recipiente grande, colocarlo sobre la Pla!! 

· cha magnética durante una tora. Dejar reposar la SJluci6n 30 minutos 

o una rora a 4°C. E.sterilizar por filtración. 

4 .l. SOWCICN P.D. (lX) eme. 

Na Cl a.o gr. 

K Cl 0.2 gr. 

Na HP04 1.15 gr. 

K lf:2P04 0.2 gr. 

Hiº 1000 ml. 

l'bjo de. fenol 10.0 ro;.,. 

Cblocar las sales en un recipiente de un litro de capaci

da:I y llenar con agua destilcda o danineralizcrla. Cooservar a 4°C. 

Antes de usarla, calentarla a tanperatura arrbiente, hasta 
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que todas las sales estén en soluci6n. 

s. sonx::rm SALINA o.9%. 

Na Cl 

1\gUa destilada 

0.9 gr. 

100 ml. 

Pesar 0.9 gr. de cloruro de oodio y disolverlos en 100 -

ml. de agua destilada. Esterilizar par filtración. 

65 



1\PENDICE II 

TlNCICN DE JllCCJlSCN 

l. PREPARl\CICN DE COI.ORliNTES. 

1.1. MAY GRUNWAtD. 

M;ty Gl:\JJ'Mald en pol\Q O. 3 gr. 

Alcorol neHlico 100 ml. 

Disolver el colorante en polvo eri el alcdl:ll metílico a

gitaroo .hasta que se disuelva y c.ooservarlo en un fras:x> anbar. 

l. 2. GIEMSA. 

Giemsa en polvo 

Glicerina 

Alcorol iret!lico 

o.a gr. 

50 rnl. 

50 ml. 

Moler la glicerina y el Giemsa en un mactero, nez.clar y -

pasar. a un envase. calentar a baño Mar!a a 55°C y 60°C hasta que to

do el colorante se disuelva. Enfriar y agregar el ak:dl:ll. Guardar-

2 o 3 semanas, filtrar y cooservarlo en una botella rurbar. Se diluye 

con la .oolu::i6n : _ :_.~ ~ se prepara de la siguiente manera: 

SOIIJC:LCN A : 

Fbsfato dib4sico de sodio anhidro 

l\glla destilada 

9.5 . gr. 

1000 ml. 
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SOlllCICJil B : 

Fosfato de ¡;otasio mcnobásico 

Agua destila:la 

SOUX:ICJil DE TRABAJO : 

Soltx:i6n A 

Soltx:i6n B 

hJua destila:l.a 

9.7 gr. 

1000 ml. 

61.l ml. 

38.9 ml. 

900 ml. 

Se toma wa parte de Giemsa p:>r tres partes· de la solu-

ci6n anort:i.guadara 

1.3. Trncrrn DE JlCCBSCJil. 

- lavar los cultivos en soli.x::i6n salina durante 3 minutos 

- Fijar las aHulas oon alcorol netilico. 

- Teñir con May Grmwald filtrado durante 20 minutos. 

- Teñir con Giensa dilu!do 1:10 durante 15 minutos. 

- Deshidratar en dos cambios de acetona y dos carbios de-

acetona-xilol a partes iguales 5 minutos cala uno. 

- Hacer un paso en Xilol m mfuino de 20 minutos. 

- f.bntar en Blil.samo de Canadá. 
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llPElIDICE III 

FORM.IUIRIO ESTADISTICXl. 

l. PRG!EDIO . 
X1+Xi+X3+ ••••••• +~ x = ___;;;.__.::__...;;.... ____ -=.:..... 

N 

Dcnie N = Nlírnero de datos. 

2. D.ESVIACirn' ESTANDJl.R, 

s = 
:;¡! ( X

1
• - x )2 

L:! 

N - 1 

3. COEFICIENI'E DE CXlRREr.JCICN. 

Dcnie: 

( SP )2 
r = _ __::xy,,._ __ _ 

SP =z XYxy 

ssx = z: ;. -

SS =z y2 -
y 

(z X) (%Y) 

N 

(z X ) 2 

N 

(%y )2 

N 
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Ia significaooia de r se est:imS por la expresioo: 

i r
2 

(N-2) t= 

1- r 2 

tornarrlo caro nivel de significancia un valor de p O.OS 

4. PRCBI'IS. 

Este rréto:io trabaja ccn una escala arbitraria de logarit-

nos base 10 para las dosis y una tabla de valores constantes, ya cal

culados, que carresparlen a los p::>roentajes de crecimiento cai r~ 

to al caitrol 

J:brxl.e: 

b= 

s 2= y.x 
l 

N-2 

m= Y.- Y - < b X> 
b 

Y = PRCJ3rl' 5 ' 

ssy - b ( SPxy l 

m = Valor rradio corresporxl.iente a la IE 50 en la escala . 

logarítmica arbitraria. 
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5, LIMITES DE CXNE'Il'INZA. 

Darle t corresporrle a un valor de p O. 05 

L:IMXIES JE a:NE'Ill!IZA = 

_ 1_ [ e m _ x l :t _t_c_s.._yx_l 
1 - g b 

1.- g +~ · < m - x 12 'J N ssx 

6. t DE S'll.JDENI' PARA MOFSTRAS INDEP:ENDIENTES. 

r:.onde: 

s2 = Varianza 

para wa t coo un valor de p 0.05 



U;J 

ml 

gr 

rrg 

lt 

hrs 

l\tN 

DE 50 

min 

ATPasa 

'1CP 

NP 

Ra 

Co 

APllIDICE J:V 

TABIA DE ABREVIATURAS 

ttúcrogranos 

ttúlilitros 

. granos 

ttúligrazros 

litro 

horas 

acido desoxirilx:nu:l~iro 

Dosis Efectiva l>edia 

minutos 

a::lenosintrifosfatasa 

Posibilida:l de central del tu:ror 

Posibilida:i de necrc:sis 

Railo 

Cobalto 
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