INTRODUCCION.

La Kumwinskia humboldiiena cs una planta de la familia de las Rhamnaceqs, distribuida
practicamcnte en todo cl territorio mexicano, en ¢l Suroeste de los Estados Unidos de
Norteamérica v en parte de Centro América. Fuz descrita por primera vez en ¢l siglo XVIN por ¢l

saccrdote jesuita Franciseo Javier Clavijero en su libro "Historia de la Antigua o Baja Californiz".

Por ser la sintomatologia muy evidente, st ha relacionado desde antano a [a Karmwinskia
humboldtiana con un sindrome paralitico parecido 4l de Guillam-Barré, a la policmielitis, y a otras
polincuropatias peritéricas! #4678 4 tal mancra ha sida estrecha csta relacion, quec una de sus
nombres vulgares cs ¢l de "Tullidora’. Sin cmbargo, la ingestion de grandos cantidades dcl fruto de
la planta ha dado lugar a intoxicaciones de evolucidn mortal deatro de las primeras 72 horas, sin
gue bubiesen aparecide manifestaciones neuroldgicas. Estos cuadros toxicos no tuvicron

explicacion sobre la causa de la mucrte.

- -
Al marpen de la patologia humana, sc han reportado cn cabras y ovejas™ o'l lesiones
extraneuronales consistentes en edema apgudo de pulmon, ncerosis de musculo esquelético y
cardiaca, y dafio hepdtico sepuido de degeneracion grasa. Estas observaciones plantearon la duda

de que hubiera otros drganos bianco para la accion toxica de esta planta.

En 1975 Dreyer y cols.*2 aislaron del endocarpio de la Karwinskia humboldtiana, sitio ya sugerido
por Clavijerg desde mediados del siglo XVII, cuatro substancias yue fueron identificadas como
antracenonas diméricas, vy de magera simple, se les lamg en funcido de su peso molecular: T-456,
T-514, T-516, y T-544, Posteriormentc Waksman y cols**!? han aislado un isémero de 1la T-514 a
partir de la Karwinskia parvifolin y otro (T-I1S0514) a partir de la Karwinskia mumboldriane. Mas
recientemente, aislaron a pactir de la Kgrwinskio affin humboldtiona, oto compuesto al que

llamaron T-510.



Los nombres de las antracenonas diméricas y sus estructuras quimicas se exponen a continuacion:

1. 3,4DIHINRO-3,F-DIMFETIL-1 3 8,8 9-PENTAHIDR OXI-(7,10°)-BIANTRACEN(-1,9'-
(ZH)-DIONA (T-496), aislada por primera ves de la K humboidtiana®.

2 3,3-DIMETII-3,3',3,8 9,9-HEXAHIDROX1-3,3° 4,4-TETRAHIDRO-(7,10")-BIANTRA-
CENO-1,P-(2H,ZH)-DIONA (T-514), aislada por primcra vez de la K humboldtiana'®.

3 7-(2-ACETO-6" 8- DIMETOXI-3-METIL-1"-HIDR OXINAFT-4"-1L)-3,4-DIHIDR-3-
METIL-3,89-TRINTNDRAXI-1-(2H)-ANTRACENONA (T-916), aisleds por primera vez

de la K humboldtiona'®.

4. 7-3.4 ,-DIHIDRO-7. 9-DIMETOXI- 1,3 -DIMETIL-10>-HIDROXI-PH-NAFT(-(2,3'-
C)-PTRAN-5-1L]-3,4-DIHIDRO-3,-METIL-3,8,9-TRIHIDROX1-1-(ZH)-ANTRACENO-

NA ( T-544 ), aislada por primera vez de la K. humboldtiana'®,

5. 3.3-DIMLETIL-3,3,8,8,9,9-HEXAHIDROXI-3,3",4,4-TETRAHIDRO-(7,10°)-BIANTRA-
CENO-LT-(2H,2H"}-DIONA (T-514), aislada por primera vez de la & parwfoﬁau.

&. 3,3-DIMETIL-3,3" 8 8°,9,.9-HEXAIIIDROXI-33 4 # TETRAHIDRO-(7,7)-BIANTRA-
CENO-L,T-(ZH,2’H)-DICONA (T-IS(3514), aislada por prumera vez de la & humbotdtiana ™.

7. 3,3-DIMETIL-1,8,3 8", 9-PENTAHIDROXI-7,1(’ - BIANTRACEN(O-9,10,1’-(2'H)-TRI-
ONA (T-510 o Anhludro 514-9,10-quincna), aislada por primera vez de la K affin

humbm’rf.’imm“.

Nota: Las compuestns 2 y 5 tienen la misma estructura planar, difiriendo en la configuracién

de Cyy/0 Cs’ .

Bermidez y cols. han confirmado posteriormente la presencia de dano hepatopulmonar grave cn
distintas cspecies animales™® tanto con ¢l fruto complcto como con las toxinas T-514 vy T-54, y
también han encontrado manifestaciones toxicas en miusculo estriado y misculo cardfaco. Adn

mas, la T-514 se¢ concontrd notoriamente toxica para higado, pulmin y rindn, con alteraciones



caracterizadas por necrosis centrolobulillar y esteatosis hepética, lesion en los capiiares pulmonares
y degeneracifn turbia en el rifidn; sin que hubiera manifestaciones de dafio neuroldgico ni en el
aparato digestivo, v.gr. colon, Por otra parte la T-544 mostr6 la clisica polineuropatia periférica

ademis del y4 mencionado dado hepatorrenal.

La selectividad dc la T-514 para ¢l higado y ¢l pulmbn sin daho nguroldgico periférico
(recientemente Bermfidez y cols. han encontrado lesibn asirocitaria en Macacus fascicularis
-comunicacion personal-); llevaron a dichos autores a la determinacion de la DLy, en distintas
especies de animales, adecmas de otras prucbas de toxicidad aguda, La curva de la distnibucion de
Ia Ictalidad sicmprc mostré una forma particularmente cmpinada, que babla de una variacién
biolégica estrecha, A continuacidn se presenta la Dosis Letal Madia para cada una de las distintas

espeeies de animales:

Raton 8.52 + 0.86 mg/Kg
Rata 17.27 + 216 mg/Kg
Hamster B4 + 130 mg/Kg
Cobayo 5.28 * 1.02 mp/Kg
Macaco S.82 + 0.82 mg/Kg

Naota; todas estas cifras de letalidad fueron obtenidas por via intraperitoneal.

La forma particularmente "empinada” que he mencionado de la curva de letalidad, nos hizo pensar
que si huhicra toxicidad selectiva de la T-514 entre czlulas de origen benigno y ctlulas neoplasicas
malignas, por pequefa que fuera, podria tener un potencial uso terapéutico. Esto nos levd a
estudiar in viero los efecios citutdxicos de la T-514 en células humanas de origen hepitico y
pulmonar, tanto benignas como prucedentes de neoplasias malignas, y a comparar la respuesta a la
T-514 con agentes cilotdxicos conondgs, Adicionalmente se hizo lo mismo con c¢élulas benignas y

malignas de colon.

Existe una abundante infarmacion sohre la correlacion entre los efectos cualitativos y cuantitativos

. . . - . . ? a i I ge
de la atitoxicidad in vitro e in wmn*l&19’20"13"23'2""5'26’2?'28’29‘30, utilizindose para rasireo
preclinien de. nuevos ageates antincoplasicos y para determinar "oncogramas ad hec” a los
pacientes. La interpretacion de los resultados habitualmente debe de hacerse con cuidado, sin

corsiderarlos como defimitivos, hasta ng hacer una correlaci6n con otros modelos experimentales,



y aun asi, la Fage de Farmacclopfa Clinica T para establecer las dosis terapfuticas, es una etapa en
la investigacion farmacoldgica gue no puede evadirse. Sin emburgp, la investigacién con modelus

in vitry tiene las siguicntes ventajas: baju costo y corto ticmpo para obtener resultados.

La Quimiotcrapia cn general y co particular la de las ncoplasias, se concibe conceptualmente como
"Toxietdad Selectiva” (alto dafio para uo tipo de cflulas y bajo o ninguno para otras). Lste concepto

B33

fue planteado por Paul Ehrhic ¥ Tara veZ Se alcanza plenamente oo la Quimiotcrapa de las

neoplasias, ya que la semejanza eatre las células de ongen benigno y maligno es muy cstrecha, Por
esta razom muchos autorss utilizan solamente células de origen maligno! 18212233 sicmmpre y
cuando el efeclo citotoxico de la substancia dada se alcance a concentraciones menorcs de
10 mcgr /ml. Sin embargo, también un nGmero grande de autores utilizan ¢l criterio de camparar los
efectos de las substancias potencialmente citotdxicas sobrc células dc ambos origenes, de tal

macera que hablan de citotoxicidad selectiva in vitrg > 3¢,

Con el fin de definir con mayor predsion Ja identidad de la T-514, me permito adadir a este

capitula las siguientes caracteristicas fisicoguimicas obtenidas de Martinez Villarreal®”:

Punto de fusitn 130° C
Solubilidad en agua 1.01 mg/mi
Solubilidad en cloroformo 20,00 mg/m]
Solubilidad en dimerilsulféxido 50.00 mg/ml
Coeficiente de particitn prasa/agua 820
pKa T.20

Los especetros de Infrarrojo y Ultravioleta que see aprecian en las piginas 8 y 9, asi como las sefiales
de RMN de 'H vy BCenla paginas 10 y 11 Tueron gbtenidos por cortesia de la Dra. Noemi
Waksman.
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Grafica 1. Espectro infrarrojo de la T-514.
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TABLA Ne. 1
"H.RMN dc)a T-514 y T-514".

10

H T-514 T-519 H  T-514 T-514°
2 287 3.00 2 285 2.95
3-Mc 1.45 130 3-Me’ 131 115
4 3.13 3.10(d,16,7) 4 291(d,167) 290 (17.5)
3.00(4,17,5) 270(d,167) 270 (17.5)
S 735 (d8Y) 739 (80 5 670 (d83) 660 (825)
6 732 (d80) 734 (RY) 6 733 (dd83 734 (825
y 7.8) ¥ 7,65)
10 7.10 720 7 683 (4,7.8) 680 (7,65)
8 OH 9.98 9.95 gOH  9.90 9.70
SOH 1600 15.99 YOH 1638 16.15

Selvente DMSO. Constantes de acoplamicnto (J) entre paréntesis en }Hz,



TABLA No. 2

BC.RMN de la T-514 y T-514",

C T-514 T-514’ C T-514 T-514
1 20320 a 0528 f 1 203.70 205.53
2 50.84 50.83 v SL16 51.02
3 7102 b 69.68 g 3 70.08 69.21
4 4314 4241 4 40.99 40.64
4a 135.13 13R.60 &a 135.13 138,60
5 118.59 11879 5 117.10 116.50
6 135.16 135.09 6" 132.60 13214
7 119.93 119.40 T 111.16 110.45
8 155.38 145.47 g 158.51 157.62
8a 11292 ¢ 11210 h Ra 112.81 112.02
9 165.61 16358 o 165.49 163.63
9a 1922 d 109.46 i Qs 109.74 10998
10 118.50 11787 10° 125.26 124.61
10a 13934 137.18 102 139.43 137.18
CH, 29.12 ¢ 893 ] CH, 2922 29.02

Solvente DMS(), ab,od,0.f2hij reversibles.
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HIPOTESIS.

HIPQTESIS PRINCIPAL:

Debido a la particular forma de la curva dc frecucncia, si hubicra Toxicidad Sclectiva a la T-514,
por pequena que fuera, [a separacion entre fas poblaciones celulares de origen benigno y maligno,

seria totalmente clara,

HIPOTESIS SECUNDARIA;

Las c€lulas de origen hepitico y pulmonar, procedentes de "organcs blancg” serian mas sensibles

que las procedentes de 6rganos no atacados i vive pur la toxina T-514, v.gr. colon,
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MATERIAL Y METODQ.

Para el prescuie estudio se emgplearnn ¢élulas de origen humano obtenidas de American Type
Culture Collection (Rockville Marvland, E.U.AL), Como células benignas de origen hepitico se
utilizaron las células de Higado de Chang y comn células neoplasicas tres lineas celulares de
hepatoma: la PLC/PRE/5, la Hep 3B -ambas sceretan el antigeno de superficie de la Hepatitis B-,

y ademis la Hep G2 no sceretora del antigeno.

Comao c€lulas benignas de origen pulmonar sc utilizaron cflulas de pulmdn normal WI1X3 y como
célnlas ncoplésicas, cuatro lioeas cclularcs clasiicadas como: Carcinoma Pulmonar de Células
Escamosas SK-Mcs-1, Adcnocarcinoma  de Pulmén  Calu-3, Carcinoma Broncogfnico

Indifercnciado ChaGoK-1, ¥ Carcinoma Pulmonar de Células Pequenas NCI-H&9.

Como células benignas de colon se utilizd la linea celular CCD-33Co vy como ctlulas de origen

malignoe una linea de Adenocarcinoma de Colon LoV,

Los natrizntes regueridos: media hasal de Fagle y suero fural boving; asi como la (ripsina utilizada,

se obtuvieron de SIGMA Chemical Comnany

Las substancias motivo del presente estudio, se obtuvieron de las presentaciones farmacéuticas
disponibles en ¢l mercado como medicamentos de accién antineoplisica conocida: Vincristing
(Oncovin - Laboratorios Eli Lilly y Compania de México SA. de CV.);, S-Fluoruracilo
(Fluoro uracil - Productos Roche, $.A. de C.V.); Doxzorrubicina y Epidoxorrubicina (Adriblasting y
Farmorubicin - Laboratorios Farmitalia Carlo Erba, S.A. de C.V)); Mitomicing (Mitodn-C
- Laboratorios Bristol de México, S.A. de C.V.); [a toxina T-514 sc cxtrajo ¥ purificd en el
Departamento de Farmacologia y Toxcologia de la Facultad de Medicina de la UAN.L,, segin el
método deserito por Guerrero y cols ® y sc atadieron a los cultivas celulares e2n las

concentraciones referidas en la Tabla Nam. 3 siempre en ¢l orden de microgramos/mililitro.
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Pur haberse utilizado etanol para disolver la T-514 y agua para las otras substancias, se probaron

controles carentes de substancias eitotdxicas cm las respectivas concentracioncs de alechol y agua,

Se utilizd una variable del método descrito en 1974 por Lickiss v cols.!8 y se desarrollé de la
siguiente forma: descongeladas las células, fueron sembradas en frascos de cultive (Falecon T-25) y
mantenidas en incubacitn a 37° C durante cuatro dias, necesarios para la formacién de monocapa;
ocurrido este hecho se retird ¢l medio de cultivo y se lavé la capa celular con una solucién
amortiguadora de fosfatos a pH de 7.4 . Las ctlulas en monocapa fueron tratadas con tripsina
al 0.25% con el fin de libcrarlas del recipiente v separarlas entre si. Las células en suspension
fueron contadas en un hemocitdmetro (camara de Neubauer) y se sembraron en placas de
96 celdillas (microtitre plates, Falcon 3072), en numero de 5000 células por celdilla, en un volumen
de 100 microlitrgs de medio de cultive mas 100 microiitros de la substancia investipada o en su caso
130 microlitros de la solucién hidroaleohdlica al 0.08% utilizada para disolver la toxina T-514,
0 100 microlitros de apua libre de ionzs pata los controles, ¢ incubadas a 37 C durante 72 horas; al

término de este periodo se evalu6 la potencial citotoxicidad de las substancias.

El medio de cultiva para todas las lincas celulares estudiadas fue una mezcla de medio basal de

Pagle mis sucro fetal bovina (G +1).

Cada concentracion indicada en la Tabla Num. 3 fue adicionada a 16 celdillas, ¥ se repitio em
cuatro ocasiones diferentes. Las concentraciones limitrofes a los efectos méximos v minimos se

repitieron por 10 ocasianes adicionales,

La preparacion de las soluciones, de los medios de cultivo v la siembra de las eélulas, se hizo en
una campana de figjo laminar. La esterilizaci6n de las soluciones y medios de cultivo se logré por

filtracidn a través de filtros Milipore de 0.22 micras de didmetro de poro.

Las <€lulas sc estudiaron bajn microscopio invertidn Carl Zeiss IM35 con objetivo 32x Phl,
anatando su adhesividad a la placa, merfalogia y capacidad proliferativa. Las fotamicrografias se
tomaron con una cAdmard Contax 139 de 35 mm adaptade al microscopic con un factor de cdmara

de 32x y can pelicula Ektar 25.
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Gaddum® en 1933 cxpresd y demostré que el crecimiento aritmético de la respucsta farmacologica
se d& co tunctin del arecimienta exponencial de la dosis. Por otra parte, es conoculo de tiempo
atrds que la letalidad debida a una causa determinada es un fenémeno de distribucion normal tal
como se aprecia en la grifica 3, Ia cual se obtienc d¢ graficar la frecucncia de aparicion del
funfimeno a dosis crecientes -grafica 4, Jas que st s¢ acumularan una sobre otra hasta tolalizar cl
100% de los casos podrfa expresarse como una curva sigmoide, de valor idéntico a la curva
acampanada inicial‘m, -ver praficas 5, 6,7, 8 9 y 10-. A partir de cualquiera de ambos tipos de
expresiones graficas, puede conocerse por extrapolacion el valor de la respucsta a una dosis
determinada como ocurre con la llamada DL, que €s aquella capaz de producir el 50% de
muerte cn una pablacidn  homogénea -ver grificas 11 y 13- o la DLQS%‘ aguella capaz de
producir ¢l 95% de mucrte en una poblacién igealmentc homogénca; o cualquier otro valor
intermedio, que en el caso que nos acupa -graficas 12 y 14- cxpresan el 95% de letalidad para una

potlacidn versus €l 5% de letalidad para otra.

Mis impurtante que conocer magnitudes aisladas de respuesta, importa en la Quimioterapia,
conocer el margen de scguridad gue puede ofrecer una substancia determinada para destruir
sclectivamentz una poblacién celular y respetar a otra. Fste margen de sepuridad ha sido
expresado como el cociente de dividir la DLSG% cotre la DT:,(;%’
terapéutica efectiva 50%) y a dicho cocente, Fhrtich™ 2 1o llamd Tndice Terapéutica, al que se-

(se ha llamado DTS(}% a la dosis

pucde llamar ahora Indice Terapéutico "Clasico” -graficas 13 y 15-. Sin embargo, es evidente en
dichas graficas que anngue el Indice Terapéutico sea el miswo, Jo abrupto de las curvas en la
grafica 15 ofreee: un margen de seguridad mayor que en la grifica 13. Por csta razdn, con certa
frecuencia se toman atras valores de las curvas de letalidad, ¥ en el caso actual a2 ha modificado la
expresign arihnénca y se hanla de un Indice Terapéution "Modificado®, producto de dividir DI

5%

entre la DT, , de tal manera, que si nugvamente observamos las graficas 14 v 16, encontraremos

05957
concordangia cnire cl margen de seguridad de la expresion grafica y el fodice de la exprosion

nUmérica.

Finalmente la expresion grafica de los resultados co un poligono de frecucnclas, ademés de
permitir upa scparacidn visual més clara cnlrc una curva y otra, permite valorar de manera
semicuantitativa la sipnificancia cstadistica de los resuftados agrupados de mas de una poblacion
cstudiada, ya que si las curvas de distribucidn no s¢ juntan co los cxtremos, la probabibdad de que

fucran del mismoe universe seria menor de 0,03%, y tanto menor cuanto més alejadas estuvicran las
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Grafica 3. Curva de distribucién normal.
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Grafica 4. Representacion de la gréfica No. 3
en intervalos de frecuencia
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Grafica 5. Acumulo de frecuencias de una curva de
distribucién normal.
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Grafica 6. Obtencion de una curva sigmide a partir
de una curva de distribuciéon normal.
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Gréafica 7. Transformacion de la curva de frecuencias No. 8
en curva de intensidad.
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Grafica 8. Curva de frecuencias.
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Grafica 9. Transformacion de la curva de frecuencias No. 10
en curva de intensidad.
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Grafica 10. Curva de frecuencias.
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Gréfica 11. Curva de expresion sigmoide correspondiente

ala grafica 13
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Grafica 12. Curva de expresion sigmoide correspondiente
ala grafica 14.
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Grafica 13. Indice terapéutico "clasico".
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Grafica 14. Indice terapeutico “modificado”.
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Grafica 15. Indice terapéutico "clasico".
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Grafica 16. Indice terapéutico "modificado”.



curvas una de olra, pur lo que resularfa superflua el estudio de significancia de los promedios
(prueba t de Student) para comoeer cl valor de P. Por todas estas razones sc pretirid la expresidn

de los resultados a través de curvas de frecuencia y no de intensidad.

El criterio estadjstico para cstablecer la DLy, y DTg, cclular fue el de Ekwall y Johansson i

segiln la expresion DL, — VEC e Coip ¥ 2 partir de estos valores se calcula la dispersion de la

letalidad celular.
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RESULTADOS.

Los resultados obtcnidos después de exponer a las células benigoas y ncoplasicas de higado,
pulmén y colon a las distintas concentraciones de la Vineristina, 5-Fluoruracilo, Doxorrubicina,
Epidoxorrubicina, Mitomicina y la Toxina T-514 durante 72 horas, se muestran en [a Tabla Nim. 4
expresados come concentracionzs méximas y minimas. Inmediatamente después, sc presenta la
documentacidn fotografica de los efectos citordxicos de las distintas substancias comparadas con
los controles correspondientes (agua libee de lones y sclucién hidroalcohdlica al D.0B%). Las
graficas 17 a la 34 muestran la agrupacion de la letalidad expresada en curvas de frecuencia contra

las dosis referidas en la Tabla Niam. 3.

Finalmente, la Tabla Nim. § mucstra los valores de I[ndice Terapfutico "Clasico” y la Tabla Nim. 6
los valores del Indice Terap€utico "Modificade™. Los niimeros negativos que aparecen en dicha
Tatla cxpresan upa Toxicidad Sclectiva invertida, ya quc resultaron mas sensibles las células

benmignas que las ncoplasicas.
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El factar de amplificacién para
toda Ja documentacion
fotografica presentada a

continuacion es de 400x.



Fig. 8a’ Células de Chang . Vincristina 0.2 mcgr/mi.




Fig. 8Ba Hepatoma PLC/PRF/5. Vincristina 0.2 megr/ml.




Fig. 9a’ Células de Chang. Vincristina 0.2 megr/ml.




Fig. 9 Hepatoma Hep 3B. Control.

Fig. 9a Hepatoma Hep 3B. Vincristina 0.2 mcgr/ml.




Fig. 10a’ Células de Chang. Vincristina 0.2 megr/ml.




Fig. 10a Hepatoma Hep G2. Vincristina 0.2 mcgr/ml.




Fig. 112’ Células de Pulmén. Vincristina 0.2 mcgr/ml.




Fig. 11a Carcinoma broncogénico ChaGoK-1. Vincristina 0.2
megr/mi.




Fig. 12a’ Células de Pulmon. Vincristina 0.2 megr/mi.




Fig. 12 Adenocarcinoma pulmonar Calu-3. Control.

Fig. 12a Adenocarcinoma pulmonar Calu-3. Vincristina 0.2
mcgr/mi.




Fig. 13a’ Células de Pulmon. Vincristina 0.2 mcgr/ml.




Control.

Fig. 13a Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mas-1.
Vincristina 0.2 mcgr/mil.




Fig. 142’ Células de Puimén. Vincristina 0.2 mcgr/m|.




Fig. 14 Carcinoma pulmonar de células pequefias NCI-H69.
Control.

T

Fig. 14a Carcinoma pulmonar de células pequefias NCI-H69.
Vincristina 0.2 megr/mil.




Fig. 15’ Células de Colon. Control

Fig. 152’ Célutas de Colon. Vincristmi 0.2 megr/mil.




Fig. 15a Adenocarcinoma de Colon LoVo.
Vincristina 0.2mcgr/mi.







Fig. 16a Hepatoma PLC/PRF/5. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/ml.




Fig. 17a’ Células de Chang. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/ml.




