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INTRODUCCION.

La Karwinskia humboldtigng c¢s una planta de la familia de las Rhamnaceas, distribuida
practicamecute en todo cl territoric mexicano, en ¢l Suroeste de los Estados Unidos de
Norteamérica y en parte de Centro América, Fuz descrita por primera vez en ¢l siglo XVIU por ¢l

sacerdote jesuita Franciseo Javier Clavijero en su libro "Historia de 1la Antigua o Baja Californiz"",

Por ser la sintomatologia muy evidente, st ha relaconado desde antatio a la Kaminskie
humboldtiana con un sindrame paralitico parecido «l de Guillain-Barré, a a poliomielitis, y a otras
polincuropatias pcriféricas]'3'3'4'5‘5'7'“; dr. tal mancra ha sidao estrecha csta relacion, que una de sus
nombres vulgares es ¢l de "Tullidora’. Sin cmbargo, la ingestién de grandes cantidades del fruto de
la planta ha dado lugar a intoxicaciones dc cvalucidn mortal deatro de Jas primeras 72 horas, sin
que bubiesen aparccido manifestacioncs neuroldgicas. Estos cuadros toxicos no tuvieron

explicacion sobre la causa de la mucrte,

- i\ -
Al margen de la patologia humana, sc ban reporlado cm cabras y ovejas 'O Iesiones
extraneuronales coasistentes cn edema apudo de pulmén, necrosis de musculo esquelético y
cardiaco, v daso hepdtico seguido de degeneracion grasa. Estas observaciones plantearon la duda

do que hubiera otrys drganos blanco para la accidn toxica de esta planta.

En 1975 Dreyer y cols. % aislaron del endocarpio de la Karwinskia humboldiana, sitio ya sugerido
por Clavijero desde mediados del siglo X VI, cuatro substancias yue fucron identificadas como
antzacenonas diméricas, y de maoera simple, se les amé en funcién de su peso moleeular: T-496,
T-514, T-516, y T-544, Posteriormentc Waksman y cols, ' han aislado un isémero de la T-514 a
partir de la Kerwinskia parvifolia y oteo (T-ISQOS14) a partir de la Karnwinskia humboldtiana. Mas
recientemente, aislaron « partis de la Karwinskiz affin haumboldtiana, ouo compuesto al gue
lamaron T-510.



Los nombres de las antracenonas diméricas y sus estruciuras quimicas se txponen a continuacion:

1. 3,4DIHINDRO-3,3-DIMETIL-1" 3 8 8 9-PENTAHIDR OX1-(7,10")-BIANTRACENQ-1,9'-
(2H)-DIONA (T-4%6), aislada por primera vez de la K humboidtizna 2,

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

3. 7(2-ACETO-" 8- DIMETOXI-3-MFET1L-1-HIDR O XINAFT4"-1L)-3 4-DIIIDRQ-3-
METIL-3,89-TRIHTDRAXI-1-(2R)-ANTRACENONA (T-5916), aislada por prunera vez

de 1a K humboldtiana™.

4. 7134 -DIHIDRO-7,9-DIMETOXI-1’,3-DIMETIL.- 10>-HIDROXI-PH-NAFTO-(2°,3'-
C)-PIRAN-5"-1L}-3,4-DIHIDR O-3,-METIL-3,8,9-TRIHIDROQXI-1-(2ZH)-ANTRACENO-

NA ( T-344 ), aislada por primera vez de la K. humbolidtiana?.

3. 3,3-DIMLTIL-3,3.8 8,9,9-HEXAHIDROXI-3,3",4,4-TCTRAHIDRO-(7,10')-BIANTRA-
CENQO-LYI-(2H,2H’)-DIONA (T-514), aislada por primcra vez de la K.parvifolian.

6. 3, %-DIMETIL-3,7 88 9,9 HEXAIIIDROXI-33,4,# TETRAHIDRO-(7,7)-BIANTRA-
CENQ-L,I-(2H,2'H)-DIONA (T-180)514), aislada por primera vez dc la X Aumbotdtiana ™.

P 3,3-DIMETIL-1,8,% 8 9-PENTAHIDROXI-7,10’-BIANTRACENO-9,10,1’-(2'H)-TRI-
ONA (T-510 o Anhidro 514-9,10-quinana), aislada por primera vez de la K affin

humboldiana™.

Nota: Los compuestns 2 y 5 tienen la misma estructnra planar, dificiende en la configuracion

de (o y/o C3’ .

Bermidez y cols. han confirmado posteriormente la presencia de dano hepatopulmonar grave cn

1528 tanto con ¢l fruto compleio como con las toxinas T-514 y T-544, y

distintas ¢speeies animales
también han enconirado manifestacianes téxicas co miusculo estriade y misculo cardlaco. Ao

mgs, Ja T-514 s¢ cocontrG notoriamente toxica para higado, pulmin y rindn, con alteraciones



caracterizadas por necrosis centroiobulillar y esteatosis hepdtica, lesion en los capiiares pulmonares
y degeperacifin turbia en el Afion; sin que hubiera manifestaciones de dafio neurol6gico mi =n el
aparato digestivo, v.gr. colon. Por otra parte la T-544 mostré la clisica polineuropatia periférica

ademas del yu mencionado dado hepatorrepal.

La selectividad de la T-514 para ¢l higado y ¢] pulmén sin dafio ngurolégico periférico
(recientemente Berm@dez y cols. han encontrado lesi6n astrocitaria en Macacus fasacularis
-comunicacién personal-); llevaron a dichos autores a la determinacicn de la DLg,. en distintas
cspeaies de animales, ademas de otras prucbas de toxicidad aguda. La curva de la distnbucién de
Ia Ictalidad sicmprc mostré una forma particularmente cmpinada, que bhabla de una varigcidn
biolégica estrecha. A continuacion sc presenta 1a Dosis Letal Media para cada una de las distintas

cspecics de animalces:

Ratén 6.52 * (.86 mg/Kg
Rata 17.27 £ 216 mg/Kg
Harmster 8.4 + 130 mg/Kg
Cobayo D28 + 1.02 mg/Kg
Macaco S.RZ + 0.82 mg/Kg

Nota: todas estas aitras de letalidad fueron obtenidas por via intraperitoneal.

La forma particularmiente "empinada” que he mencionado de la curva de lelalidad, nos hizo pensar
que si hubicra toxicidad sclectiva de la T-514 entre células de onigen benigno y cslulas neoplésicas
malignas, por pequeda que {uera, podria tener un potencial uso terapéutico. Esto nos Hevd a
estudiar in virre los efectos citotdacos de la T-514 en oflulas humanas de origen hepatico y
pulmonar, tanto benignas como pracedentes de neoplasias malignas, y 4 comparar la respuesta 4 la
T-514 con agentes cilotdxicos conoadus, Adicionalmente se hizo lo mismo con células benignas y

malignas de colon.

Existe una abundante informacion sobie 1 correlacion entre los efectos cualitativos y cuantitativos

. .. . - o - 7 ) 7 "y
de la cititoxicidad in vitro e in vive!1819:202122.23.24.25,26.27.2829.30 \hikizandose para rastrea
preclivicn de miuevos ageates antincoplasicos y para determinar “vncogramas ad hoc” a los
paviznies. La interpretacion de los resultados habitualmente debe de hacerse con cuidado, sin

considerarlos como defiuitivos, hasta ng hacer una correlacién con otros modelos experimentales,



y aun asi, la Fase de Farmacclogia Clinica T para establecer las dosis terapfuticas, es una etapa en
la investigacion farmacolOgica gue no puede evadirse. Sin embargo, la juvestigacién con modelus

in vitro tiene las siguicnles ventajas: bajo costo y corto ticmpo para obtener resultados.

La Quimiotcrapia cn gencral y en partictiar la de las neeplasias, se conabe conceptualmente como
"Toxicidad Selectiva” (alto dafio para up tipo de células y bajo o ninguno para otras). ste concepto
fue planteado por Faul Ehrlich®32 ¥ tara veZ se alcanza pleoamente cn la Quimiotcrapa de las
neoplasias, ya que la seméjanza entre las células de origen benigno y maligno es muy cstrecha, Por
esta razon muchos autorss utilizan solamente células de origen maligno' 1#@he33 sicrapre y
cuando el efeclo citotdxico de la substancia dada se alcance a concentracioncs menores dc
10 megr/ml, Sin embargo, también un nGmero grande de autores utlizan ¢l criterio de comparar los
efectos de las substancias potencialmente cifotdxicas sobre células dc ambos origenes, de tal

macera que hablan de citotoxicidad selectiva in vitrg ¥+ 3036,

Con el fin de definir con mayor precisién Ja identidad de 1a T-514, me permito afadir a este

capitula las siguicutes caracte: isticas fisicaquimicas obtenidas d= Martinez Villarreal® s

Punto de fusién 140° C
Solubilidad en agua 0.01 mg/ml
Solubiiidad en cloroformo 21,00 mg/m]
Solubilidad en dimetilsulféxido 50.00 mg/ml
Cocficienle de particién prasa/agta 8.20
pKa 7.26

Los espectros de Infrarrojo y Ultravioleta que se aprecian en las péginas 8 y 9, asf como Jas sefales
de: RMN de ' BCen ta paginas 10 y 11 fueron gbtenidos por cortesfa de la Dra. Noemi
Waksman.
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Grafica 2. Espectro Ultravioleta - Visible de la T-514.



TABLA Ne. 1
'H-RMN de)a T-514 y T-514",

10

H T-514 T-514 H Tsl4 T-514'
2 2.87 3.00 2" 285 2.95
3-Mc 1.45 130 3Me' 131 1.15
4 3.13 3.10(d,16,7) 4 291(d16,7) 290 (17,5)
3.00(4,17,5) 270(d167) 270 (17.5)
5 735 (dKU) 739 (80 s 670 (d83) 660 (825)
6 732 (d80) 734 (R1) 6 733 (ddR3 T34 (825
¥y 7.8) ¥ 7,65)
10 710 720 7 6.83 (d,7,8) 6.80 (1,65
8 UH 9.9% 9.95 O 9.90 9.70
9 OH 16.00 15.99 90H 1638 16.15

Solvente DMSO. Constantes de acoplamicnto (J) cntre paréntesis en 1z,



TABLA No. 2

3C.RMN de la T-514 y T-514..

C T-514 T-514’ C 1-514 T-514
1 2320 2 20528 f f* 203.70 205.53
3 5084 50.83 » 5116 5102
3 7102 b 6968 g 3 70.08 69.21
4 4314 2.4 & 40.59 40.64
4a 135.13 138.60 4% 13513 138 60
5 118.59 187 5 117.10 116.50
6 135.16 135.9 6 132.60 132 14
7 119.93 119.40 7 111.16 110.45

15538 145.47 8 158.51 157 62
8a 1292 ¢ 11200 h 8'a 112.81 112 02
9 165.61 16348 ¥ 165 49 163.63
9a 1922 d 10946 i Qa 109.74 109.98
10 118.50 787 10 125.26 124 61
10a 13934 137.18 10'a 139.43 137.18
CH, 2912 ¢ 2893 ] CH,, 29.22. 29.m

Sakente DMSQ, ab,cdefghi] reversibles
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HIPOTESIS.

HIPQOTESIS PRINCIPAL;

Debido a la particular forma de la curva de frecucndia, i hubiera Toxicidad Sclectiva a la T-514,

por perfuena que fuera, la separacitn entre las poblaciones celulares de origen benigno y maligno,

seria tatalmente clara,

HIPOI'ESIS SECUNDARIA:

Las celulas de origen hepético y puimonar, procedentes de “6rganos blanco” serian mas sensibles

yue Jas procedentes de organos no atacados in vivo pur la thxina T-514, v.gr. colon.
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MATERIAL Y METODO.

Para el presenie estudio se emglearon células de origen humanoe obtenidas de American Type
Culture Collection (Rockville Maryland, E.JU.A}, Como células benignas de origen hepitico se
utilizaron las células de Higado dc Chang y coma células neopldsicas tres lineas celulares de
hepatoma: la PLC/PRE/5, la Hep 3B -ambas sccretan el antfgeno de superficic de la Hepatitis B-,

y ademds la Hep G2 no secretora del antigeno.

Como c€lulas benignas de onigen pulmonar se utilizaron células do pulmdn normal WIIX3 y como
ctlulas ncoplésicas, coafro lineas cclularcs clasificadas coma: Carcinoma Pulmonar de Células
Escamosas SK-Mes-1, Adcnocarcinoma de  Pulmdén  Calu-3, Carcinoma Broncogénico

Indiferenciado ChaGoK-1, y Carcinoma Pulmonar de Células Pequenas NCI-H6S.

Como células bempgnas de colon se utilizb 1a linea celular CCD-33Co v comn ¢€lulas de oripen

maligno una linea de Adenocarcinoma de Colon LoV,

Las notrisntes regueridos: medio basal de Fagle y suero feral bovinw; asi como la (ripsina utilizada,

sc abtuvieron de SIGMA Chemical Company

Las substancias motivo del presente estudio, se obtuvieron de las presentaciones farmacéuticas
disponibles en ¢l mercado como medicamentos de accion aotineopldsica conocida: Vincristing
(Oncovin - Laboratorios EL Lilly y Compania de Meéxico S.A. de CV.), 5-Fluoruracilo
(Fluora uracil - Productos Roche, $.A. de C.V.); Doxorrubicina y Epidoxarrubicina (Adriblastina y
Farmorubicin - Lahoratorios Farmitalia Carlo Erba, S.A. d¢ C.V.); Mitomicing (Mitodn-C
- Laboratorios Bristol de Méxien, S.A. de C.V); la toxina T-514 sc cxtrajo y purificé en el
Departamento de Farmacologia v Toxacologia de la Facultad de Medicina de la UAN.L,, seghn el
método deserito por Guerrero y cals ® y sc afadieron a los cultivas celulares 20 las

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

controles casentes de substancias citolGxicas con las respectivas concentraciones de alenhol y agua.

Se ulilizd una varigble del método descrito en 1974 por Lickiss v wols.® y se desarrollé de la
siguiente forma: descongeladas las células, fueron sembradas en frascos de cultive (Falean T-25) y
mantenidas en incubacidn a 37° C durante cuatro dias, necesarios para la formacién de monocapa;
ocurrido cste becho se retir ¢l medio de cultivo y se lavd 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 e] fin de liberarlas del recipienle y separarlas eotre si. Las células en suspensitn
fugron contadas en un hemocitdmetro (cimara de Newnbauer) y se sembraron en placas de
96 celdillas (microtitre plates, Falcon 3072), en niimero de 5000 células por celdilla, en un volumen
de 100 microlitrog de medio de cultivo mas 100 microlitros de la subsiancia investigada o en su caso
120 microlitros de la soluciéo hidroalcohdlica ul 0.089% utilizada para disolver la toxina T-514,
0 100 microlitros de apua libre de iones para los controles, ¢ iticubadas a 37° C durante 72 horas; al

término de este periodo sc evalué la potencial citotoxicidad de las substancias,

El medio de cultiva para todas las lincas cclularcs estudiadas tuc una mescla de medio basal de

Cagle mas sucro fetal bovino (6 +1).

Cada coacentracion indicada en la Tablg Num, 3 fue adicionada a 10 celdillas, y se repitia en
cuatro ocasiones diferentes, Las concentraciones limitrofus a los efectos méximos y minimos se

repitieron por 10 ocasiones adicionales.

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

filtracion a través de filtros Milipore de 0.22 micras de diametro de poro,

Las <€lulas sc estudiacon bayn microscopio invertidn Carl Zeiss TM35 con objetivo 32x Phl,
anatanda su adhesividad a la placa, morfalogia y capacidad proliferativa. Las fatomicrografias se
tomaron con una cdmara Contax 139 de 35 mm adaptada al microscopio con un factor de clmara
de. 32x y can pelicula Extar 25.
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Gaddum® en 1933 cxpreso y demostrd que el crecimicnto aritmético de la respucstu farmacol6gica
se d4 co tuncon del crecimienta expapencial de la dosis. Por otra parte, es conoida de tiempo
atrds quu la letalidad debida s una causa determinada s un feaSmeno de distnbuciéo normal tal
como se aprecia en la grafica 3, la cual se obtienc de graficar la frecucncia de aparicion del
fenémeno a dosis crecientes -grafica 4 las que sl s¢ acumulargn una sobre otra hasta tolalizar cl
100% de los casus podifa expresarse como una curva sigmoide, de valor idéntico a la curva
acampanada inicial®®, -ver maficas §, 6,7, 8 9y 10-. A partir de cualquiera de ambos tipos de
expresiones graficas, pueds conocerse por extrapolacién el valor de la respucsta a una dosis
determicada como ocurre con la llamada DLgy,, que es aquella capaz de producir el 50% de
muerte cn una poblacidon  homogénea -ver graficas 11 y 13 © la DLy, aguella capaz de
producir €l 95% de mucrte en una poblacién igualmentc homogénca, o cualquier otro valor
intermedio, que en el caso jue nos acupa -graficas 12 y 14- expresan el 95% de letalidad para una

poblacion versus € §7 de letalidad para otra.

M4ds importante que conocer magailudes aisladas de respuesta, importa en la Quimioturapia,
conocer el margen de seguridad gue puede clrecer una substzncia determinada para destruir
sclectivamentz una poblacion cclular y respetar a otra. Este margen de seguridad ha sido
expresado cumo el cociente de dividir 1a DLy g cutre la DT.‘)C%’
terapéutica efectiva 50%) y a dicho cooente, Fhilich™* Iy llamé Tudice Taraptutico, al que se-

(se ha llamado DTS(?% a la dosis

pucde llamar ahora ladice Teraplulica "Clésica” -graficas 13 y 15-. Sin embargo, es evidente en
dichas graficas que anngue el Indice Terapéutico sez el miswo, Ju abrupto de las curvas en la
grafica 15 ofrcet: un margen de seguridad mayor que en la grafica 13. Por csta rasdp, con cierta
frecuencia se toman otros valores de las curvas de letalidad, ¥ co el vaso actual sz ha modificado Ta
expresion aritnéhica y se habla de un Indice Terapéuticn "Modificado®, producto de dividir DL

%o

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

9592
concordancia coire cl margen de seguridad de la expresion grafica y ¢ fodice de la expresion

numérica.

Finalmente la expresion gritica de los resultados co un poligono de frecucncias, ademdés de
permitir upa scparacién visual mdés clara cnlrc una curva y otra, permite valorar de manera
semicuantitativa la signilicancia cstadistica de los resuitados agrupados de méas de una poblacién
cstudiada, ya que si las curvas de distribucidn no sc juntan co los catremos, la probabibdad de que

fucran del mismo universe seria menor de 0.05%, y tanto menor cuanto més alejadas cstuvicran las



16

o0ze 0091 008 ooy 0oc 001 o< §Z vIS-L

00’21 QOB 00’ ¥ 00'Z 001 050 §¢0 VNIDIWOLIN

0ov'9 00C'€ 009°T  00R0 QO¥CQ 00C0 0OL'Q 0SSO0 SZ0°0 VNIDIENYIOXodldd

00y'9 Q0T't 0091 0080 QOvV'O 0OZ0 QOO0 QSO0 SO0 VNIDIHNEIOX0A

D0'00TE 000091 00008 CO0Or 000Q0CT 0000 QQO0S 0Q0'ST QS2ZI  S§T9 OTDVYAMIONTI-§

000’91 000’8 000’y OOO'Z  00DO'T  0OSTO  OSTOD  SZI'0 THO'0  TEQ'0 910G 8000 #0000 <OOO VYNLLSIYONIA
14! tl 4§ 11 01 6 8 L g § 4 t 4 I

SISO0d

‘SEOIX0J0}1D OWOD SBPUSTISIAUT SEIOUBISqNS SESIAAIP ST[ BJed SEPEZI[UN SAUOIOBNUSITOD)
£ 'ON VI4dVL



17

1 i ¥ 1 ) ; l ’ I l 1 T T 1

Grafica 3. Curva de distribucién normal.

Grafica 4. Representacion de la grafica No. 3
en intervalos de frecuencia
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) § P T3 ! o 1 1 i 1 T T 1
Grafica 5. Acumulo de frecuencias de una curva de
distribucién normal.
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Gratica 6. Obtencién 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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Gréafica 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 terapéutico “modificado”.
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Grafica 15. Indice terapéutico "clasico".
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Grafica 16. Indice terapéutico "modificado”.



curwas uma de otra, pur lo que resultarfa superflun ¢l estudio de significancia de los promedios
(prueba t de Student) para conoesr ol valor de P. Por todas cstas razoncs sc prefiri6 la expresion

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

El criterio estadistico para establecer la DLy, v DT, celular fue el de Ekwall y Johansson #
seglin la expresion DL, — VAE
letalidad celular.

+ C_. y a parur de estos valores se calcula la dispzrsidn de la
max ™D



25

RESULTADOS.

Los resultados obtenidos después de exponer a las c2lulus benigoas y neoplasicas 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 cn la Tabla Nim. 4
expresados como concentracionzs maximas y minimas. Inmediatamente después, sc presenty la
documentacidn fotogrifica de los efectos citordxicos de lag distintas substancias comparadas con
los coatroles correspandicates (agua libre de iones y scluci6n hidroalcohdlica a)l 0.08%). Las
graficas 17 a la 34 muestran la agrupacion de la letalidad expresada en curvas de frecuencia contra

las dosis referidas en Ja Tabla Nom, 3.

Finalmente, Ja Tabla Nio. S mucstra los valores de Indice Terap&utico "Clasico™ y la Tabla Nim. 6
los valores del Indice Terapfutico "Modificado®. Los nlimeros nigativos que aparecen en dicha
Tabla cxpresan una Toxeidad Sclectiva invertida, ya quc resultaron mas sensibles las células

bemignas que las ncoplésicas.
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El factor de amplificacion para
toda Ja documentacion
fotoprafica presentada a

continuacidn es de 400x.



Fig. 8a’ Células de Chang . Vincristina 0.2 mcgr/mil.
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Fig. 8 Hepatoma PLCA/PRF/S. Control.

Fig. 8a Hepatoma PLC/PRF/5. Vincristina 0.2 megr/mil.




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.




Control

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




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




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/ml.




Fig. 13a’ Células de Pulmén. Vincristina 0.2 mcgr/mil.




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




Fig. 142’ Células de Puimdén. Vincristina 0.2 mcgr/ml.
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Fig. 14 Carcinoma pulmonar de células pequefas NCI-H69.
Control.

Fig. 14a Carcinoma pulmonar de células pequefnas NCI-H69.
Vincristina 0.2 megr/mi.




Fig. 15’ Células de Colon. Control

Fig. 152" Células de Colon. Vincristina 0.2 mcgr/ml.




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







Fig. 16 Hepatoma PLC/PRF/5. Control.

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




£ L

Fig. 17a’ Células de Chang. 5-Fluoruracilo 100 megr/mi.




Fig. 17a Hepatoma Hep 3B. 5-Fiuoruracilo 100 megr/ml.




Fig. 18a’ Células de Chang. 5-Fluoruracilo 100 megr/ml.




"

Fig. 18a Hepatoma Hep G2. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/ml.




Fig. 19a’ Células ce Pulmén. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/ml.




Fig. 19a Carcinoma broncogénico ChaGoK-1.
5-Fluoruracilo 100 megr/ml.




Fig. 20’ Células de Pulmén. Control

Fig. 20a’ Células de Pulmén. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/mi.




Fig. 20a Adenocarcinoma pulmonar Calu-3.
5-Fluoruracilo 100 mecgr/ml.




HQ- §1; Células de Pulmén. Control

-

Fig. 212" Células de Pulmén. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/ml.




Fig. 21 Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Control.

Fig. 21a Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
5-Fluoruracilo 100 megr/ml.




Fig. 22’ Células de Pulmodn. Control

ey |

Fig. 22a’ Células de Pulmén. 5-Fluoruraciio 100 megr/mi.




Fig. 22 Carcinoma pulmonar de células pequenas NCI-H69.
Control.

Fig. 22a Carcinoma pulmonar de células pequerias NCI-H69.
5-Fluoruracilo 100 megr/ml.




Fig. 23’ Células de Colon. Control

Fig. 23a’ Células de Colon. 5-Fluoruracilo 100 mcgr/mil.




Fig. 23 Adenocarcinoma de Colon LoVo. Control.

Fig. 23a Adenocarcinoma de Colon LoVo.
5-Fluoruracilo 100 megr/ml.




Fig. 24’ Células de Chang. Control

Fig. 242’ Células de Chang. Doxorrubicina 1.6 megr/ml.




Fig. 24a Hepatoma PLC/PRF/5. Doxorrubicina 1.6 megr/ml.




Fig. 25’ Células de Chang. Control

Fig. 25a’ Células de Chang. Doxorrubicina 1.6 mcgr/mil.




Fig. 25a Hepatoma Hep 3B. Doxorrubicina 1.6 megr/ml.




Fig. 26’ Céiulas de Chang. Control

Fig. 26a" Células de Chang. Doxorrubicina 1.6 mcgr/mi.




Fig. 26 Hepatoma Hep G2. Control.

[

Fig. 26a Hepatoma Hep G2. Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 272" Céluias de Pulmén. Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 27a Carcinoma broncogénico ChaGoK-1.
Doxorrubicina 1.6 mcgr/mil.




Fig. 28" Células de Pulmén. Control

Fig. 28a" Células de Pulmén. Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 28 Adenocarcinoma pulmonar Calu-3. Control.

Fig. 28a Adenocarcinoma pulmonar Calu-3.
Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 29' Células de Pulmén. Control

9

Fig. 292’ Células de Pulmén. Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 29 Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Control.

Fig.29a Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Doxorrubicina 1.6 megr/ml.




Fig. 30’ Células de Puimén. Control

Fig. 302’ Células de Pulmén. Doxorrubicina 1.6 megr/ml.




ma pulmonar de células pequenas NCI-H69.
Control.

Fig. 30a Carcinoma pulmonar de células pequefias NCI-H69.
Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 31’ Células de Colon. Control

Fig. 312’ Células de Colon. Doxorrubicina 1.6 mcgr/ml.




Fig. 31a Adenocarcinoma de colon LoVo.
Doxorrubicina 1.6 megr/mil.




Fig. 32a’ Células de Chang. Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/mil.




Fig. 32 Hepatoma PLC/PRF/5

Fig. 32a Hepatoma PLC/PRF/5.
Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 332’ Celulas de Chang. Epidoxoirubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 33 Hepatoma Hep 3B. Control.

Fig. 33a Hepatoma Hep 3B. Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 34a’ Células de Chang. Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 34a Hepatoma Hep G2. Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.
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Fig. 35a’ Células de Puimon. Epidoxorrubicina 0.8 megr/ml.




Fig. 35a Carcinoma broncog@énico ChaGok-1.
Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 36’ Células de Puimoén. Control

Fig. 36a’ Células de Pulmén. Epidoxorrubicina 0.8 megr/ml.




Fig. 36 Adenocarcinoma pulmonar Calu-3. Control.

Fig. 36a Adenocarcinoma pulmonar Caju-3.
Epidoxorrubicina 0.8 megr/mi.




Fig. 37a" Células de Pulmén. Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 37 Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Control.

Fig. 37a Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/ml.




Fig. 38' Células de Pulmén. Control

Fig. 38a’ Células de Puimén. Epidoxorrubicina 0.8 megr/ml.




Control.

Fig. 38a Carcinoma pulmonar de células pequefas ;ICI-H69.
Epidoxorrubicina 0.8 megr/ml.




Fig. 39’ Células de Colon. Control

Fig. 39a’ Células de Colon. Epidoxorrubicina 0.8 mcgr/mil.




Fig. 39a Adenocarcinoma de Colon LoVo.
Epidoxorrubicina 0.8 megr/ml.




Fig. 40’ Células de Chang. Control

Fig. 402’ Células de Chang. Mitomicina 2 megr/ml.




Fig. 40a Hepatoma PLC/PRF/5. Mitomicina 2 incgr/ml.




Fig. 41’ Células de Chang. Control

.\-,‘

Fig. 412’ Células de Chang. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 41 Hepatoma Hep 3B. Control.

Fig. 41a Hepatoma Hep 3B. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 422’ Células de Chang. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 42a Hepatoma Hep G2. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 43' Células de Pulmén. Control

Fig. 43a’ Células de Pulmén. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 43a Carcinoma broncogénico ChaGoK-1.
Mitomicina 2 megr/ml.




Fig. 44’ Células de Puimén. Control

Fig. 442’ Células de Pulmén. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 44 Adenocarcinoma pulmonar Calu-3. Control.

Fig. 44a Adenocarcinoma pulmonar Calu-3.
Mitomicina 2 megr/ml.




Fig. 45’ Células de Puimén. Control

Fig. 45a’ Células de Pulmdn. Mitomicina 2 megr/ml.




Fig. 45 Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Control.

Fig. 45a Carcinoma pulmonar de células oécamosas SK-Mes-1.
Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 46’ Células de Pulmén. Control

Fig.46a’ Células de Pulmén. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 46 Carcinoma pulmonar de células pequenas NCI-H&S.
Control.

Fig. 46a Carcinoma pulmonar de células pequefas NCI-HE9.
Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 47" Células de Colon. Control

Fig. 47a’ Células de Colon. Mitomicina 2 mcgr/ml.




Fig. 47a Adenocarcinoma de Colon LoVo.
Mitomicina 2 megr/ml.




Fig. 48a’ Células de Chang. T-514 80 mcgr/ml.




Fig. 48 Hepatoma PLC/PRF/5. Control

Fig. 48a Hepatoma PLC/PRF/5. T-514 5 mcgr-ml.




Fig. 492’ Células de Chang. T-514 80 mcgr/mi.




Fig. 49 Hepatoma Hep 3B. Control

Fig. 49a Hepatoma Hep 3B. T-514 5 mcgr-ml.




Fig. 502’ Células de Chang. T-514 80 mcgr/ml.




ig. 502 Hepatoma Hep G2. T-514 5 mcgr-mil.




Fig. 51" Células de Pulmén. Control

Fig. 512’ Células de Pulmén. T-514 80 mcgr/ml.




Fig. 51a Carcinoma broncogénico ChaGoK-1.
T-514 20 megr-ml.




Fig. 52’ Células de Pulmén. Control

\ ~

Fig. 52a’ Células de Pulmén. T-514 80 mcgr/ml.




Fig. 52 Adenocarcinoma pulmonar Calu-3. Control

Fig. 52a Adenocarcinoma pulmonar Calu-3.
T-514 20 mcgr-ml.




Fig. 53a’ Células de Puimén. T-514 80 mcgr/ml.




-

Fig. 53 Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
Control

-
- ."

Fig. 53a Carcinoma pulmonar de células escamosas SK-Mes-1.
T-514 20 mcgr-ml.




Fig. 54’ Células de Puimén. Control

Fig. 54a’ Células de Pulmén. T-514 80 mcgr/ml.




Fig. 54 Carcinoma pulmonar de células pequefias NCI-H69.
Control

Fig. 54a Carcinoma pulmonar de células pequenas NCI-H69.
T-514 20 megr-ml.




Fig. 55' Células de Colon. Control

Fig. 55a’ Células de Colon. T-514 80 mcgr/ml.




Fig. 55a Adenocarcinoma de Colon LoVo. T-514 5 mcgr/ml.
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TABLA No. §
Indice Terapéutico "Clasico”.
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Vivea.  Fluar. Doxa. Epi. Mito. T-514
PLC/PRF/S 6.0 1.0 1.0 14 1.0 226
HEP 3B -512 14 80 40 14 16.0
Hep G2 45 -14 8.0 =9 14 16.0
ChaGoK-1 14 2.8 20 40 1.0 8.0
Calu-3 1.4 28 1.0 20 14 840
SK-Mes-1 4.0 1.0 -2.0 1.0 1.0 5.7
NCI-H69 1.4 -2.8 -14 14 14 16.0
LoVo 2.0 22.6 10 1.0 5.6 320
Vinca. Vincristina
Fluor. S-Fluoruracilo
Doxo. Daxurrubicina
EpL Lipidoxorrubicina

Mito.

Mitopncina
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TABLA No. 6
Indice Terapéutico "Modificado”.

Yinca. Fluor. Doxo. Epi. Mito. T-514
PLC/PRF/S -13.6 -2.6 -19 -12 -1.9 143
Hep 3B -2035.8 -2.2 -15.0 -75 -16 B6
Hep G2 -435.1 -3.1 -15.0 9.0 -1.6 86
ChaGoK-1 -15.2 -11 10 21 -1.9 4.3
Calu-3 -15.2 -1.1 -19 1.0 -L6 43
SK-Mes-1 -30.2 -2.6 -3.7 -1.9 -1.9 26
NCI-H69 -15.2 -6.6 -3 -1.5 -L6 8.6
10Vn =12 5.0 2.6 31 2.6 17.1

Vinca.  Vincristina
Fluar.  5-Fluoruracile
Doxa.  Doxorrubicina
Ept. Epmdoxarrubicina

Mita. Mitamicina
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DISCUSION,

Discutu lo evidente, puede dar lugar a suponer gue lo que se discute no es mutedda de discusida.
Sin embargo, en todo yuehacer humano, o en todo hecho de lg naturalesa podremos eseoger cotre
tes alternativas: certeza afirmativa, certeza negaliva o certeza indefinida, de tal aoera que al
caracterizar un objet o una accidn podamos avanzar en el conncimicnto, y posteriormente explicar

en lo pasible la razon dz las diferencias.

Caon cl criterio anteriormente expueslo, es evidente en la Tabla Nam. 4 que no existe Toxicidad
Selectiva con la Vincristing para pinguna de las células utilizadas, ya que los rangos de la respuesta
al medicamento dc las poblaciones celulares son practicamente idénticas para las células de origen

benigno y las de origen maligno,

Con el 5-Fluoruracito se aprecia una diferenada i portante de la reapussta téxaca del Carcinoma de
Colon ToVu v lus células de colun de origen benigna, Fate cfudu es comeidente con ¢l usa dinieo
de gste medicamento, y4 yue es iadicacidn terapéntica en los tumares de aparato digestivo y en

particular en calon*?

Con la Doxo y Epidoxoreybicina solo se percibe Toxicidad Selectiva con gsla (loma substancia co
el Carcinoma Broncugénico ChaGaK-1. Este efecta es también coincidente con el uso clinico

habitual de la Epidoxonubicina“.

Por su parte, la Mitomicina muestra solamente Toxicidad Selectiva en las células del
Adenocarcinpma de Colon, Nuevameote este efeclo g8 ¢oincidents con el uso clinico del

medicamento™.

Finalmente, se obscrva para la T-514 Toxicidad Scicetiva cn todas las lineas cclulares utilizadas.
Solameante en cl Carcinoma Pulmonar de Células Escamosas SK-Mes-1 s¢ muestra un cfecto menns

evidente que para las otras lineas celulares.
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Fn cl andlisis antcrior de los resultados,la comparacién se hizo siempre contra las células de origen
benigno del 6rgano correspondiente; si se hubiera hecho contra la célula benigna més sensible,
ninguno de los medicamentos utilizados como antineoplasicos mostrarfa diferencias en la respuesta
toxica. Este hecho nos podria explicar el porqué de los efectos colaterales de esos medicamentos
antineapldsicas. En cambio,con este Gltimo criterio, 1a T-514 resultd siempre mis agresiva para

cualquicra de las células neoplasicas que para la mas sensible de las células benignas.

Estos mismoy resultados pucden apreciarse en la docomentacidn fotogréfica a partir de la figura R
hasta la figura 55 y en sus vanables 8a, 8, 8a’ hasta la 55a, 55' y S53a', donde puede nntarse la
auseucia do adhesion cehalar, la formacién de vacunlas o francamente la citélisis y existe una plena

coincidencia eutre estos cfectos ast documentados y los expresados en la Tahla Nfim_ 4.

Las ‘lablas Nims, 5 y 6 muestran los valores de Indice Terapéutico, tanto "Clasico” como
"Modificado”, Cuando las células de origen benigno del tejido correspondiente resultaron més
scnsibles que las de  origen  maligno, se invirtieron  Jas expresioncs DL, /DT

sow s Y
DLM%/DT%% en DTy /'DLW% y DTy /’DLOS% para evitar fracciones particularmente
pequedias de los indices, y 4 los valores resultantes se les dio un signo negativo.

Por las razones expuestas en cl capituln de matcrial y métodos, resultd evidente que ¢l Indiec
Terapéutico Modificado aporta una intormacion mds clara sobry la magnitud del margen de
seguridad. En coacordanaa con las apreciacioncs de la Tabla Nim., 4 se obtuvicron Indices
Terapguticos Moudificadas positives, de patencial importancia clinica, en $-Fluaruracdo para cl
Carcinoma de Colon LaVo; en Epidoxorrubicina para ¢l Carcinoma Broncogénica ChaGoK-1; cn
Mitomicina para cl Carcinoma de Calon LaVa y en T-514 para todas las lineas celulares.
Obviamentz ¢l indice mas pequeno para la T-514 fuc para el Carcinoma Pulmonar de Células

Fscamosas SK-Mes-1.

Es de importancia senalar que los resultados obtenidos con los medicamentos antineopldsicos
i L 3 X
conocidos, concuerdan en la respuesta toxica con los de otros autores! 3384548 g eyl sirve de

punto de referencia para validar el presente estudio.
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Por otra parte, llama la atencidn la notoria sensibilidad del Carcinoma de Colon a la T-514 y la
particular resistencia dc las c€lulas henignas de colon a csta toxina, co contraposicitn a lo
esperado, por no scr colon un drgano blanco i1 vive. Esta discordancia podria explicarse por
razoncs farmacocinéticas, ya que la via utilizades para determinar la DLy cn las animales, fuc
stempre la via intraperitoneal, y resulta factible suponer un primer paso masivo por higadu, luego
por pulmbn, antes de lcgar al organismo en general y alcanzar un equilibrio freate a la célula

sfeclora.

Por dlumw, una coosistente Toxicidad Sclectiva cutre células malignas y benigoas como la
ubsurvada en el presente trabajo, tendria qui explicarse por la existenca de diferendas basicas
comunes a todas las cflulas malignas, y ya que éstas proceden siempre de vwa oélula progenituia

henigna, dichas difercncias tendrian que ser més do Hja cuantitativo que cudlitativo.
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CONCLUSION,

Se confirma Ja Toxicidad Sclectiva para la T-514 con una separacion noturia cotre las poblaciones
celulares de arigen maligno y beniguo. De esta manera, puedz decirse que de confirmarse lu mismo

co pacicnles, cstariamos frente a un medicamenta antinecplasicy de excepeional margen de

seguridad

No se confirma la hipétesis secundaria, de que las c€lulas procedentes de un "6rganc blanco”
fueran mis sensibles que las del resto del arganismo. Esty hipotesis no confirmada, obliga a mayor

cungcimicnta farmacocinético de esta substancia,
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