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RESUMEN

E1 clncer es un importante problema de salud pidblica en Méxi-
co. Desde 1954 las neoplasias malignas ocupan uno de los
diez principales sitios como causa de mortalidad, Algunas
estimaciones indican que es probable que el nimero de defun-
ciones por cdncer en México sea de aproximadamente 50,000

muertes anuales.

Los tratamientos terapéuticos estdn dirigidos hacia la inhi-
bicién de 1a nueva formacién anormal, permitiendo que el res-
to del organismo quede sin dafio. Estos pueden ser de tres
tipos: radiactivos, quimioterapéuticos y quirdrgicos, los que
ocasionalmente se les emplea en forma simultinea aunque gene-

ralmente se les utiliza en forma alternada,

La quimioterapia del céncer implica el empleo de productos
capaces de localizar, identificar y destruir células y teji-

dos malignos, sin dafar a Tos normales.

Dentro de estos productos se encuentran algunos alcaloides

aislados de 1z planta Catharanthus roseus entre los cuales se

encuentran principalmente la vincristina (VCR) y la vinblas-
tina (VBL) que han sido empleadas con &xito, desde 1963, en

el tratamiento de la leucemia y de otros cdnceres humanos.

Estas'sustancias se presentan en las plantas en muy pequefias




proporciones (0.00025%), por lo que se requiere de grandes
cantidades de ella para una produccidn comercial del medica-
mento; de VBL y de VCR se obtienen 1.0 g. y 20 mg/1000 Kg. de
planta respectivamente. Debido a esta baja producéién de los
alcaloides se han realizado intensos estudios biosintéticos
para conocer los intermediarios y las enzimas que actian en
la biosintesis de estos dos alcaloides dinéricos, para que se
pueda controlar ésta y se aumente el rendimiento haciendo asf
mas rentable la obtencién de estos alcaloides para uso farma-

céutico.

Hasta ahora se tfenen elucidados la mayor parte de los inter-
mediarios de la vfa de biosfntesis de los alcaloides diméri-

cos, pero varias de las enzimas aln no se conocen,

Hasta hace poco la investigacién farmacocinética de la YBL y
de 1a VCR habta estado severamente 1imitada'por la falta de
técnicas analiticas suficientemente sensibles, hasta el desa-
rrollo del radioinmunoensayo para estos alcaloides, 1o que ha
permitido medir los niveles en suero en tiempos mds prolon-

gados.
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TMN - Tasa de mortalidad por neoplasias
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INTRODUCCION

EV cdncer es un importante problema de salud piblica en Méxi-
co. Desde 1954 las neoplasias malignas ocupan uno de los
diez principales sitios como causa de mortalidad. De 1968 a
1975 han sido la causa de mortalidad de la poblacidn general;
la tercera causa de mortalidad en la poblacion de 25 a 44
afos; la segunda en la poblacidn de 45 a 74 afios y la cuarta
en la poblacion mayor de 75 afios. En los estados de Sinaloa
y Tamaulipas las neoplasias malignas ocuparon el cuerto lugar

en mortalidad en 1974,

Al hablar del probleha del cancer en México, un hecho cardi-
nal negativo es la deficiencia de la informacidn estadistica.
Con excepcion de algunas escasas publicaciones sobre preva-
lencia de céncer cérvico-uterino (1, 2) y la informacibn cl{-
nica, no uniforme, que existe en los archivos de hospitales
“1nstitucionales. en consultorios y en 1os nosocomios priva-
dos, el conocimiento epidemiolfgico principal que se tiene

respecto al cdncer, se basa en las tasas de mortalidad.

En los G1timos afios se han registrado aproximadamente 20,000
muertes anuales por cdncer en el pafs, 10 que produce una
tasa que fluctia entre 36.5 y 37.6 defunciones por cada

100,000 habitantes en los afos de 1970 a 1973,

vEn los d1timos 50 afos se han observado'cambios de gran fm-




portancia en la mortalidad en Méxicn. la tasa de mortalidad
global descendié de 2400 a 750 por cada 100,000 habitantes. En
ese mismo periodo la tasa de mortalidad por neoplasias (TMN)
ascendidé de 14 a 37.5 por cada 100,000 habitantes. En la ac-
tualidad las neoplasias malignas ocasionan el 5% de las.muer-
tes en México; es decir uno de cada 20 mexicanos muere por
cancer, En 1975 fallecieron 21,674 mexicanos por cdncer, y en

1974 se reportaron 20,912 defunciones por cdncer.

En la grdafica I se muestra 1a tendencia del crecimiento en 1a
poblacidn, la mortalidad general y las defunciones por céncer
en 24 afios, de 1950 a 1973. Se observa que la tendencia al
incremento de las muertes por céncer es mayor proporcionalmen-
te a 12 tendencia del crecimiento de la poblacién y miés ain

que 1a tendencia de la mortalidad general (3).

sooq ‘ o' c‘!&?".’ "t
200 | €3, 2" TpopLacton
s .
et

CRECIMIENTO

MUERTE POR TODAS LAS CAUSAS

. L
1950 1955 1960 1965 1970

100

Gréfica No. 1V Fuente: Direccibn General de Estadistica - S.I.C.

La grifica Il muestra las defunciones por céncer en México de




1945 a 1975.

Las principales neopiasias malignas detectadas en el mospital
de Oncologfa del Centro Médico Nacional del IMSS de 1960 a
1975 son. a) cancer del cérvix, b) mama, c) linfoma, d) pul-

mon, e) piel, f) estomago y g) laringe (4, 5).

"Un hecho evidente es que €l aumero de casos de cdncer aumentan
ano tras afo. Algunas estimaciones indican que es probable
sue el nimero de defunciones por cdncer en México sea de apro-

Aimadamente 50,000 anuales.
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Estos son los datos Estadfsticos sobre enfermedades
encolfgicas més recientes.




Il cdncer afecta indistintamente al hombre y a la mujer, y
aunque hasta hace pocos afos se habia considerado una enfer-
medad casi exclusiva de la edad adulta y de la vejez, 1as in-
vestigaciones clinicas y epidemiolégicas demuestran que los
nifos, adn los recién nacidos y los jévenes, son también vic-

timas del! padecimiento con cierta frecuencia.

E} cdncer es una enfermedad en alguncs casos evitable. Es cu-
rable si se diagnostica a tiempo, cuandc principia. Lo es
menos en fases avanzadas, y mortal si no se trata, o i el

‘tratamiento no es el adecuado.

Los tratamientos terapéuticos estdn dirigidos hacia la inhibi-
cién de la nueva formacidn anormal, permitiendo que el resto

" del orglnikno quede sin dafio. Estos pueden ser de tres tipos:
radiactivos, quimioterapéuticos y quirdrgfcos, los que ocasfo-
"nalmente se les emplea en forma simultdnea aunque generalmente

se les utiliza en forma alternada (6).
La quimioterapia del céncer implica el empleo de productos
capaces de localizar, identificar y destruir células y tejidos

malignos, sin daflar a2 los normales.

Dentro de estos productos se encuentran algunos alcaloides

aislados de 1a planta Catharanthus roseus entre los cuales se
~encuentran principalmente la vincristina (VCR), (antes conoci-

da como leurocristina) y la vinblastina (VBL), (antes conocidg



como vincaleucoblastina; fque han sido empleadas con éxito,
desde 1963, en el tratamiento de 1a leucemia y de otros cance-
res humanos (7, 8). Estos dos farmacos son mas eficaces en
las neoplasias hematoldgicas, en especial en la leucemia lin-
fobldstica aguda y en los linfomas, y Lienen un menor efecto

en las tumores s41idos.

lLa respuesta que producen estos dos fdrmacos en las leucemias
es de un 30 a un 50% y en los tumores sdélidos de un 10 a un
20, . Cuando se combinan c¢on otros medicamentos incoliticos

dan una respuesta de) 60 al 90% en los pacientes tratados.

Estas sustancias se presentan en las plantas en muy pequefas
proporciones (0.00025%), por lo que se requiere de grandes
cantidades de ella para una produccion comercial del medica-
mento; de VBL y de VCR se obtienen 1,0 g y 20.0 mg/1000 kg de
planta respectivamente. Para satisfacer 1a demanda mundial
dichs especie se colecta tanto de fuentes naturales como cul-
tii@das. localizadas en Madagascar, Australia, Sudifrica, An-
tillas Britdnicas, Sudamérica, Europa, la India y el Sur de

los €. U. A,

En México, la VCR y 1a VBL se utilizan en forma bastante amplia
" para tratar algunos tipos de leucemia y varias neoplaéias. En
 ef Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional se utiliza
1a VBL en dosis de 0.1 mg/Kg una o dos veces a la semana y 1a

VCR en dosis de 2.0 mg/Kg cada 3 6 4 semanas. En México estos



dos compuestos son de importacidn y se obtienen de la compafiia

ETi Lilly.

En México se ha tratado de producir estos dos fdrmacos, en
Ramos Arizpe Coahuila producian VCR, pero dada la elevada neu-
rotoxicidad que se presentd en algunos pacientes, debido posi-
blemente a una purificacidon deficiente, se ha suspendido su

produccidn.

La VBL es ampliamente usada en el tratamiento de la enfermedad
de Hodgkin (9, 10) y en el neoplasma testicular (Il), mientras
que la VCR exhibe actividad contra el linfoma de Hodgkin (12),
la leucemia linfobldstica aguda (13, 14), el tumor de Wilmsy
y el rabdomiosarcoma (15, 16). La neuropatia ha sido mds fre-
cuentemente observada después de la administracidn de VCR.

mientras que la mielosupresidén ha sido 1a limitante de Ta VBL.

Catharanthus roseus es una planta pantropical que probablemeh-

te se origind en Madagascar o en las partes tropicales del
viejo mundo; se dispersd por cultivo a la India, . Indochina,
I'ndonesia, Las Filipinas, Australia, Suddfrica y el Oriente,

América, Las Indias Occidentales, Europa y a Rusia.

En México se d{stribuye en las zonas tropicales de Jalisco,
Yucatén, Puebla, Veracruz, Oaxaca, Baja California Sur y en
otros estados; se le conoce con los nombres vulgares de mara-

villa, teresita, vicaria, ninfa, pata de perro, maravilla de




Espafia y pervinca.

Es una planta subarbustiva de 40 a 80 cm de alto por término
medio, de rdapido crecimiento, lefiosa en su base, con ramas
erectas, hojas simples, enteras, sin estipulas, opuestas,
siempre verdes, coriaceas, mucronadas y obtusas. Existen en
la naturaleza tres especies: albus (blanca), roseus (rosa) y

acellatus (mezcla de blanco y rosa) (17).
OBJETIVO

E1 objetivo de esta tésis es realizar unb revision bibliogré;
fica actualizada y lo mds completa posible sobre los alcaloi-
des de C. roseus, incluyendo la biosintesis de éstos a partir
de sus precursores mas lejanos hasta la formacidn de 1as mo-
lécylas diméricas tales como las de la VBL y la de la VCR,
pasando por todos sus intermediarios y enzimas que catalizan
los pasos de formacidn, asi como su farmacologia, ya que estos
alcaloides son de suﬁa imprtancia actualmehte para el trata-

miento- de varios neoplasmas malignos.

La importancia de este estudio radica en el hecho de que la
biosintesis de los alcaloides derivados del indol es bastante
nbeva yla elucidacién de Tos intermediarios y de las enzimas
“qué dctﬁan en su formacién apenas se estén descubriéndo y
algunas de las enzimas ain no se descrubren todavfa, asimismo

ta farmacocinética de\1a VBL y 1a VCR apenas se estd estudian




do debido a que no habia las técnicas analiticas que pudieran
medir 1a concentracién en el suero de estos alcaloides des-

pués de 24 horas de su aplicacidén en los pacientes.

Asi mismo, e) conocimiento de los mecanismos de biosintesis

de estos compuestos junto con el trabajo experimental que se
estd realizando en el laboratorio permitird probar los modelos
de sintesis y obtencion de dichos alcaloides con el fin de

obtener mejores rendimientos.




CAPITULO " I

BIOSINTESIS DE LOS ALCALOIDES DE
CATHARANTHUS ROSEUS DERIVADOS DEL INDOL

Catharanthus roseus es una planta que contiene casi todos los

tipos de alcaioides<de}ivados del indol, y que ha sido estu-

diada en forma muy significativa en los Gltimos 25 afos.

En 1971, Kempis, Hesse y Schmid discutieron un interesente
nuevo enfoque para la clasificacidn de los alcaloides del in-
do) basado en el establecimiento de su biosfntesis (18). De
_este modo los alcaloides fueron divididos en 5 clases y dentro
de cada clase se desarrollaron varias subclases, Esta clasi-
ficacidn se muestra en la figura I. NOtese que el sistema

numerado de los alcaloides ind6licos es consistente interna-

" . mente; asf el carbbén 3 en un esqueleto es el mismo carbdn,

" numerado 3, en un esqueleto diferente, ya que no es posible
que un gran namero de transposiciones complejas pueddn evar-
se a cabo al convertirse un esqueleto en otro, o que su for-

macién pueda ser de un tercer esqueleto diferente,

€1 triptofano es el precursor biosintético de todos estos

alcaloides, pero excepto para los alcaloides mds simples, es
raro que sea la dnica fuente de carbono. Frecuentemente va-
~_rios de los carbonos son suministrados por otra fuente de

carbono, tal como una unidad de monoterpeno.  Es la'diversidad
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de estructuras resultante de es priceso 1a que ha sido res-
ponsable del gran interés en la biosintesis de los alcaloides

ind6licos durante los uUltimos 15 afios.

La biosintesis del triptofano diverge de los precursores de la fenilala-
nina y de la tirosina en la conversion del corismato a antranilato. Estos
precursores provienen a su vez de la eritrosa-4-fosfato y el fosfoenol-
piruvato. La via biosintética desde la eritrosa-4-fosfato y el fosfoenol-

piruvato hasta la formacion del triptofano se muestra en la figura 2,

El triptofano es descarboxilado por medio de la triptofano

descarboxilasa para dar la triptamina. Lé triptofano descar-
boxilasa es la primera enzima que canaliza al metabolito pri-
mario L-triptofano hacia la sfntesis de los metabolitos secun-
darios. Esta enzima ha sido extrafda de C. roseus y ha sido
parcjalmente purificada por precipitacidn cbn sulfito de amo-~
nio y filtracién en gel (19). La actividad de la triptofano
descérboxilasa parece ser uno de los factores que regulan. la

biosfntesis de los alcaloides en C. roseus (20-22).

A partir de 1960 se han propuesto cuatro hipdtesis para expli-
car el origen del fragmento no triptaminico de los alcaloides
indélicos: a) Hipétesis de Woodgard (Berger-Hahn) (23); b)
Hipétesis de Hehkért o prefénica (24); c) Hipbtesis de Leete

0 acetilénica (25); d) Hipétesis terpénica (26, 27). Figura 3.

En la actualidad se han descartado las tres primeras hipbtesis
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(28, 29), debido a que proponen la intervenci6én de una unidad en
C-1, 1o cual es incorrecto como se demostrd re.ientemente (30,

31).

Para la hipotesis terpénica se propuso una trayectoria gene-
ral cuya secuencia se dividio en tres puntos, 'En el primer

punto se propuso que un glucésido de la secologanina se con-
vertia al vincésido correspondiente. En el segundo punto se
propuso una transformacidén del vincédsido en alcaloides de los
tipos Corinante y Estricnos. Finalmente, en el tercer punto

se desarrollaron las familias Aspidosperma, [boga y Eburna.

Thomas y Wenkert (26, 27), propusieron que existfa una rela-
-cfén entre 1a unidad de 9 6 10 dtomos de carbono de 1a unidad
no triptaminica y uh esqueleto ciclopentanoide monoterpénicb
(32-36). Se realizaron exﬁerlnentos de incorporacién con
precursores marcados con l“c y los resultados aportaron
pruebas que comprobaron la validez de esta'hipétesis. Dife-
rentes mevalonatos de sodio marcados con 1"(: en las posicio-
nes 2, 3, 4 y 5 se administraron sucesivamente a plantas de

C. roseus, Rhazia, Stricta y Rauwolfia y los alcaloides apdre-

cieron marcados en las posiciones previstas por la hipltesis

terpénica (37, 38).

En estudios recientes se ha demostrado que en la biosfintesis
de los alcaloides monoterpénicos, 1a porcién de monoterpeno

de los alcaloides proviene el g]uc6s1d0~séco-1r1doide secolo- |
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ganina (1) (39, 40) el cual proviene a su vez de la via deri-
vativa del ciclopentanoide loganina (II) (36), a partir de los

monoterpenos aciclicos geraniol (Il1) y nerol (IV) (41-43).

La via metabdlica exacta entre el geraniol, el nerol y la lo-
ganina, de cualquier forma ain permanece incierta. Previamen-
te, estudios con trazadores han establecido que el 10-hidroxi-
geraniol (V) y el 10-hidroxinerol (VI) fueron incorporados a
loganina y a los alcaloides derivados del indo! en C. roseus
(44, 45). Mas recientemente, mezclas consistentes de [0-oxo-
geraniol (VII/10-oxonerol (VIII), 10-hidroxigeranial (IX)/10-
hidroxineral (X), y 10- oxogeranial (XI)/-oxoneral (XII), tam-
bién se incorporaron (46), mientras que los derivados tales
como el [0-hidroxicitronelol (XIII), el I0-hidroxicitronelal
(X1v), el 10-oxocitronelol (XV), el citronelol (XVI), el
citronelal (XVII), el linalool (XVIII), el l0-hidroxilinalool
(XIX) y el iridodial (XX) no lo fueron (43, 45, 47). Estos
resultados concuerdan con la observacidn de que una marca
isotépica en el C-9 del geraniol se encuentra entre el C-9 y
el C-10 en la conversidn a loganina (33, 34, 44) sugiriendo
que la biosfntesis de loganina involucra la conversion del
geriniol y el nerol por medio de varios pasos oxidativos (e
isomerizacién apropiada) a 9,10-dioxoneral (XXI). La cicli-
zacién de (XXI) para producfr (XXI1), es seguida por una ela-
boracidn subsiguiente que entonéeé darfa loganina (44, 48),

figura 5.
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A pesar de la evidencia obtenida, falta informacién definitiva
que considere la importancia geométrica del doble enlace o
evidencia directa que aporte la importancia de los derivados

del geraniol 9,I10-dioxigenado (o del nerol).

Con el desarrollo de cultivos celulares de plantas, lo cual
ofrece ventajas sobre el uso de plantas intactas, ya que se
tienen menos problemas asociados con el transporte de metabo-
1itos y hay un mayor control de las condiciones experimenta-
1es (49), se espera que estas incertid&mpres puedan ser re-
sueltas. Recientemente se ha determinado que sunjnistrando
una mezcla de I0-hidroxigeraniol y de 10-hidroxinerol marca-
dos con deuterio a cultivos en suspensiln de C. roseus se en-
cuentra hasta un 80% de alcaloides marcados (50). Esta in-
corporacién fue superior a la observada cuando ie‘usaron
plantii intactas para los estudios traza y di§ buenas pers-
pectivas para estudios posteriores. Posteriormente se prepa- '
raron varios compuestos 9- y/é Io-bxigenados derivados de
geraniol, geranial, nerol y neral marcados con‘deuterio en el

c-1 (51). ,
Los .resultados al suministrar la mezcla de los compuestos ieg
cionados en el pkrrafo anterior son consistentes con el es-

quema de la figura 6.

La vfa metabSlica propuesta incluye la hidroxilacidn del ge-

riniol para producir 10-hidroxigeraniol el cual a su vez es ,
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hidroxilado en el C-9 para dar 9.i0-dihidroxigeraniol. La im-
portancia del 9,10-dihidroxigeraniol como un precursor fue de-
ducida por su inc~ poracion en la ajmalicina, mientras que la

importancia de l1a geometrfa E acerca del doble enlace 2,3 fue
mostrada por la pobre incorporacién del 9,10-dihidroxinerol en
la ajmalicina (la geometrfa E es aquella geometrfa en la que

la E proviene de 1a palabra alemana entgegen=opuesto, indican-
do que dos grupos quimicos de peso molecular prioritario estén

en una posicién espacial opuesta en un doble enlace).

E1 hecho de que el C-10 es especfficamente hidroxilado antes
de poder seguir siendo metabolizado fue establecido por la

nula incorporacién del 9,10-hidroxigeraniol en la ajmalicina.

Los siguientes pasos en la via metabSl1ica envuelven oxidacio-
nes sucesivas de los grupos hidroxilo del 9,10-dihidroxigera-
' 6{01 pira dar 9.lo-dioxpgerin1a1 (o un derivado cquivalente}
tsl como un hidrato). Especificamente, los resultados de
rastroo.launque no concluyentes, sugieren la secuencil‘de oxi-
qactones pro&ediondo en el orden C-9, c-i y C-10. La sugeren-
cia de que el 9-ox0-10-hidroxigeraniol es el primer interme-
diario aldehfdico, esté basada en la mejor 1ncorpor|c16n de

Ta mezcla del 9-oxo-lo-b!droxigeran161 y del 9-hidroxt-I0-oxo0-
geraniol. La importancia de la geometria E acerca del doble

enlace 2,3 fue de nuevo corroborada por 1a falta de incorpo-

racidn significativa del 9-oxo-10-hidroxinerol y del 9-hidroxi-

lO-oxonoro‘.A
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La propuesta de que el siguiente intermediario en la via me-
tabdlica es el 9-oxd-XO-hidroxigerania1. estd basada en la
pobre incorporacidon del 9,9,10,[0-tetraetoxigeraniol y 1la
buena incorporacion del 9,9,10,I0-tetraetoxigeranial, lo cual
implica que el 9,I0-dioxogeranial (o un derivado correspon-
diente tal como un hidrato) es el precursor y sugiere que el
C-10 es oxidado después del C-I, La importancia de la geo-
metria E acerca del doble enlace 2.3 fue de nuevo ilustrada
por la falta de incorporacidn del 9,9,10,10-tetraetoxinerol.
La validez de usar derivados del 9,I0-diacetal como substrates
en lugar de los aldehidos correspondientes estd basada en la
observacion de que el 10,I0-dimetoxigeraniol fue tan buen pre-
cursor como el I0-oxogeraniol. Los pasos restantes en la via

a loganina incluye la reduccién del doble enlace 2,3 del 9,10-

*20.

dioxogeranial y la ciclizacién (no necesariamente en ese onhn);

seguida por una posterior modificacién para dar &cido deoxilo-

gfnico y finailmente loganina. La deoxiloganina y el dcido
logénico han sido previamente implicados como precursores (52,

53).

Mientras que se mostré que es importante 1a geometria E del
doble enlace 2,3 de los derivados 9,l0-dioxigenados, ésta no
fue 1a situacidn con los derivados 9-oxo 6 I0-oxigenados ya
que todos los derivados probados mostraron ser buenos precurs
sores, Este resultado puede ser explicado en la base de que
”eétos derivados son precursores indirectos, los cuales pueden

ser canalizados en la via biosfntetica de los alcaloides del
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indol a través de una secuencia apropiada de oxidacidén y/o
isomerizacién y/o reduccidn, figura 7. Similarmente, también
se sugiere que el nerol, el neral, el geraniol y el geranial
con la secuencia apropiada de oxidacidén y/o isomerizacion y/o
reduccidon e hidroxilacion {en el C-10) también pueden ser
canalizadas en la biosintesis de los alcaloides a través de la

via del 10-hidroxi geraniol.

Ya hay varios precedentes para las conversiones e interrela-
ciones delineadas en la figura 7, Se ha demostrado que el
geraniol y el nerol se okidan (en 1a presencia,deNAﬁ’y NADﬁ)

a geranial y neral en un extracto libre de células de c.ro§eus.
La reaccidon inversa, la reduccion de geranial y neral a gera-
niol y nerol se ha mostrado que ocurre en la presencia de

NADH 6 NADPH (48). Considerando la relacién entre los deri-
vados del geranial y el neral no se necesita una catdlisis
enzimdtica, ya que los aldehfdos son rdpidamente isomerizados
bajo condiciones &cidas 0 bdsicas, con el equilibrio en favor
de los derivados del geranial; la utilizaci6én subsecuente de
solo los isémeros del geranial en 1a biosintesis representarfa
entonces el medio para el cambio del equilibrio en esa direc-
cién. Similarmente, la buena incorporacién de los derivados
9Qoxo pudo ser informada.pbr su rdpida fsomerizacién a los
isémeros 10-oxo correspondientes, El1 equilibrio para la iso-
merizacidn es buena en los isémeros 10-oxo (51). La reduccibn
dei 10-0x0 produce entonces el compuesto 10-hidroxi correspon-

diente. Considerando la hidroxilacién del grupo metilo en el
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Figura 7. Vias posibles para la canalizacién del geraniol,
geranial, nerol, neral y los derivados correspondientes 9-oxo
y 10-oxigenados en la vfa de los alcaloides del indol, a tra-
vés de la via del 10-hidroxigeraniol '
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C-10, se ha obtenido una preparacién enzimitica a partir de

un cultivo en suspension de C. roseus, asi como también de la
planta intacta, la cual es capaz de convertir al geraniol y al
nerol en I0-hidroxigeraniol y I0- hidroxinerol respectivamente

(54,55).

Para obtener una corroboracidn posterior para el papel indi-
recto de los derjvados 9-oxo0 y el I0-oxigenado, se 1levaron a
cabo experimentos de rastreo en 10s que mezclas de citral no
marcado (una mezcla de geranial y neral) y varios de los deri-
vados marcados con deuterio se usaron como substrato asumiendo
que, ya que el citral y varios de los derivados del geraniol,
gefania]. nerol y neral son precursores indirectos los cuales
son introducidos en la‘via de los alcaloides inddlicos a tra-
vés del I0-hidroxigeraniol, deberia haber una competencia di-
recta entre ellos, disminuyendo significativamente la propor-
cién de la ajmalicina marcada producida. Por el contrario,

1a presencia del citral no marcado no debia afectar signifi-
cativamente la incorporacién del precursor directo marcado.
Los resultados de los experimentos de competencia comprobaron
las espectaciones anteriores. 1las incorporaciones del 9-0xo-
geranial, del I10-oxoneral, y del 10-oxonerol en la ajmalicina

fueron casi completamente inhibidos por el citral, mientras

qué la incorporacién del 9,10-dihidroxigeraniol no fue afecta
da significativamente. Debe notarse también, que existen
_ademds otras vfas posibles para Ja canalizacién de los precur-

sores indirectos en el I0-hidroxigeraniol y la via de Jos al-
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caloides del indol, y no todas éstas necesitan ser operativas,
mds adn, varios de los precursores indirectos no son necesa-
riamente producidos por las células sino mds bien pueden ser
solo utilizados por ellas, Asi por ejemplo, la catalizacidn
dcida de la isomerizacidén del 9 6 I0-oxoneral daria el I0-
oxogeranial el cual sé6lo requiere la presencia de una reduc-

tasa no especifica. para ser convertido en I0-hidroxigeraniol.

La via biosintetica de la secologanina a partir de la mevalo-
nolactona con los intermediarios ya determinados especifica-

mente se muestra en la figura 8.

Las enzimas que catalizan la biosintesis de la secologanina
son: a) la geranibl-nerol hidroxilasa, b) la geraniol-nerol
oxidoreductasa y c) la S-adenosil-L-metionina: &cido loganico

metiltransferasa.

A) Geraniol nerol hidroxilasa. Es la enzima que hidroxila
tanto al geraniol como al nerol para dar sus derivados I10-
hidroxilados. Es una oxigenasa del grupo citocromo Pysy.

La electrofore:zis en geles de acrilamida de esta enzima
muestra dos bandas, una con un peso molecular de 63,000
daltons y la otra de 78,000 daltons. En donde la banda
més ligera pudiera ser el producto de degradacién proteoli-
‘tica de la de 78,000 daltons. Su actividad es estimulada
por FMN exdgeno, sugiriendo que es una flavoprotefna. EI

espectro visible confirmé el cardcter de flavoproteina de
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B)

€)

la enzima (56).

Esta reductasa transfiere electrones al ferricianuro y al
2,6-diclorofenolindofenol, asi como al citocromo c. No es
inhibida por actinomicina A, dicumarol, superéxido dismu-
tasa o catarantina, pero si es inhibida por NADH'y por p-
cloromercuribenzoato. Es altamente especifica para la hi-
droxilacidén de los metilos C-10 del geraniol y del neral y
su accibn es dependiente del NADH y no hidroliza los piro-
fosfatos. Esta enzima se localiza en las vacuolas o prova-

cuolas.

Geraniol nerol oxidoreductasa. Cataliza la conversidn del
geraniol a geranial y del nerol a neral, en la presencia

de NaD" o NADﬁ' y la reaccidn inversa cuando se utiliza el
NADH 6 el NADPH (57, 58). Esta oxidacién puede estar in-
volucrada en la biosintesis, quizids como un intermediario
entre el I0-hidroxigeraniol (o el nerol) y el &cido logéd-

nico.

S-Adenosi]-L-metioniﬁa: dcido logdnico metiltransferasa,
Esta enzima convierte el &cido logdnico y al dcido secolo-
gdnico a loganina o secologanina (sus metilésteres) y ha
sido parcialmente purificada por Baxter en 1972 y Coscia

en 1971 (59, 60).

Lé condensacién de triptamina y seco1oganiné producen dos

26.
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alcaloides diasteroisoméricos (XXIII, XXIV), los cuales se
encuentran en la naturaleza, pero s6lo uno de ellos actia
como precursor biogénico de los alcaloides representativos
de los tipos Corinante, Iboga y Aspidosperma. En experi-
mentos de rastreo en C. roseus (61) se considerd que el
isémero activo era el vincésido epimero (XXIV), mientras
que el epimero 3-n-estrictosidina (XXIII) no era incorpo-
rado aparentemente en estos alcaloides. De aqui surgid una
anomalfa, ya que uno de los productos, la ajmalicina, po-

sefa una estereoquimica 3-u- y por lo tanto deberfa haber

3H
XX o<
XXIV: B

una inversidn del hidrdgeno 3 si derivaba del vinclsido.
Experimentos posteriores indicaron que la configuracidn del

hidrégeno 3 era retenida,

En estudios recientes se llevaron a cabo conversiones bio-
miméticas de la estrictosidina y del vincosido a alcaloides
heteroyohimbina (62, 63). El1 tratamiento del primero en
.buffer acuoso a pH 5 a 6.5 con g-glucosidasa en la presen-

cia de borohidrure de sodio did s6lo dos alcaloides: la

..




tetrahidroalstonina (XXXIV), y la ajmalicina (XXXI), en
tanto que el vincosido produjo el isdmero 3-g-acuamicina
(XXV). Esto indica claramente que la estrictosidina es un
precursor de los alcaloides 3-a-Corinantes bajo las condi-

ciones fisiologicas normales de la planta,

Una condensacidén no enzimdtica de la triptamina con la se-
cologanina produce una mezcla del vincésido y del isovin-

cosido (64).

La evidencia anterior sugiere que en l1a planta C., roseus se
produce enzimdticamente sélo un epimero, el C-3 (S)-a-iso-

vincésido o estrictosidina.

La aplicacion de estrictosidina a explantes de C. roseus
demostrd que era incorporada a tetrahidroalstonina, ajmali-
cina, catarantina y vindolina, pero como se esperaba no

did el alcaloide 3-gp-acuamicina.

Por todo esto se ha asumido que la estrictosidina es el
compuesto clave en la intrincada vfa metab6lica que 1leva

a los alcaloides inddlicos con diferentes estructuras,

28.



La enzima que sintetiza 1a estrictosidina a partir de la trip-
tamina y la secologanina es la estrictosidina sintetasa, fi-

gura 8.

La estrictosidina sintetasa ha sido obtenida a partir de ex-
tractos libres de células de C. roseus por precipitacidn con
sultato de amonio, redisolviendo en buffer a pH 7,6 y tratan-

dola con dextran recubierto con carbén (65),

La enzima pura es menos estable, perdiendo la mitad de su
actividad en una semana a 4°C. Tiene un amplio rango de pH
optimo, entre 5 y 7.5 y valores de Km de 0.46mM para la seco-
loganina y 0.83 mM para la triptamina. El peso molecular
obtenido por filtracién en gel fue de 38,000. Su actividad

no es inhibida por los reactivos que se unen a los grupos
sulfhidrilo, ni por algunos alcaloides derivados de la es-
trictosidina; lo que sugiere que no hay regulacién por retroa-

limentacidn (66).

Recientemente se ha detectado que la estrictosidina (67, 69)

y la catenamina (XXXIV) (70) son intermediarios pivotes en la
formacion enzimdtica de los alcaloides monoterpenoides del in-

dol del tipo heteroyohimbina (XXXV-XXXVII: ajmalicina, I9-
piajmalicina y tetrahidroalstonina) en extractos libres de

v&lulas.

Las reacciones inicial y final estdn catalizadas por la es-

29.
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trictosidina sintetasa (68) y la catenamina reductasa (70)

respectivamente.

E1 complejo de la ajmalicina sintetasa convierte a la secolo-
ganina y a la triptamina en ajmalicina y a alcaloides rela-
cionados y fue estudiada primero por Scott y Lee en 1975 (19).
E1 pH.6ptimo de la enzima es 6.5 y acepta un amplio nimero de
triptaminas substituidas como substratos; los inhibidores
fueron metales de transicion y la é-D-gluconolactona. El1 sis-
tema -parece consistir al menos de Ta estrictosidina sintetasa,
de la B-glucosidasa y de una reductasa dependiente de nucled-

tidos de piridina (71).

La ajmalicina sintetasa produce también vallesiachotamina
(XXVI) ademas de los a]calbides ya ﬁencjonados. Entre éstos,
la 19-epfajmalicina presenta un problema ya que no ha sido

encontrada en C. roseus (72).

XXVI

£1 paso enzimitico inmediatamente inicial, envuelve la accién

de una B-glucosidasa la cual hidroliza al glucdsido alcaloi-
dal de la estrictosidina (XXIII) para dar una aglicona inesta-

ble (XXIX) 1a cual se abre para dar un dialdehido (XXX) (64)
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con una configuraci6n 3-a(S). Este compuesto altamente reac-
tivo (XXX) sufre una transformacién posterior para dar la ca-
tenamina (XXXIV) como precursor de los alcaloides ajmalicina,
19-ajmalicina y tetrahidroalstonina. En un esfuerzo por elu-
cidar esta secuencia de reacciones y por atrapar al precursor
de la catenamina para su identificacion, se incluyd BH: en la
mezcla de reaccién enzimdtica para reducir el dialdehido pro-
veniente de la estrictosidina y evitar asf una conversidn

posterior.

En pﬁesencia de BH, una preparacidén enzimitica de C. roseus
de un cultive de células transforma a la estrictosidina en
sitsirikina (XXVII) y 16-iso-sitsirikina (XXVIII) las cuales
son derivados del aldehido 4,21-dehidrocorinanteina (XXXII),
un intermediario en la formacién de los alcaloides del tipo

heteroyohimbina,

CHyO,C 1 CH,OH HO,HC ™ 4 "CO,CHy

XXVIL | XXV

La aparicion de este par de isémerds {(XXVII, XXVIIID) bajo las
condiciones de las reacciones antes dichas demuestra que el
dialdehido (XXX) es tan reactivo que no puede atraparse con

BM: pero que sufre un cierre intramolecular del anillo D para
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dar el ion imonium (XXXII) o su forma polar.

Es este intermediario, el aldehido 4,21-dehidrocorinanteina
(XXXII) el que esté envuelto en la biosintesis de los alcaloi-~
des monoterpenoides (XXXV-XXXVII), lo que es demostrado por

la reduccién con BH, que da (XXVII), XXVIII). En ausencia de
BH: ta estrictosidina es transformada a catenamina (70, 73},
La esthictosidina es hidrolizada por la g-glucosidasa obtenida
de la almendra dulce o por tratamiento dcido que da vallesia~
chotamina (62, 74), mientras que bajo las condiciones dadas

en un extracto libre de células el aldehido 4,21-dehidrocori-
nanteina (XXXII) es el intermediario crucial; esto indica que
existen enzimas especificas involucradas en la secuencia meta-

bolica desde la estrictosidina hasta la catenamina.

Se ha propuesto (64) que el compuesto (XXXII), entre otros,
estd envuelto en la biosintesis de fos plca!oides monoterpe-

noides derivados del indol.

La via biosintética propuesta que produce los alcaloides del
tipo Corinante (XXXV-XXXVII) con actividad hipotensiva Se

muestra en la figura 9.

La primer_enzimo que actia sobre la estrictosidina en la via
metabGlica para producir ajmalicina es la 8-blucosidasa. La
filtraciGn en gel del sobrenadante de 37,000 g de las semillas.

~de C. roseus muestran Ta presencia de cuatro isoenzimas de 1la

!
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e-D-glucosidasa cuando se analizaron con p-nitrofenil-g¢-gluco-
sidasa (75). Dos de estas hidrolasas fueron obtenidas de
igual manera a partir de cultivos de callos. Una de éstas a
partir de planta completa y otra de callos, ambas con peso
molecular de 50,000 daltones y ambas pudieron sintetizar ajma-

licina, pero esta capacidad se pierde rdpid®mente.

La inhibicidn de esta deglucosilacion por la adicidén de ¢-D-
gluconolactona, un inhibidor de la g-glucosidasa, confirmé su

participacidn en la secuencia (71).

En un sistema libre de células de C, roseus la éoglucosidasa
convierte a la triptamina y a 1a secologanina, asi como a la
geisoschisina (XXXIX) en ajmalicina (XXXV), Stockigt y Zenk
(76) confirmaron después, 1a conversion de la triptamina y la
secologanina en ajmalicina més dos alcaloides diastoméricos:
ta 19-epiajmal1cinav(xxxv1) y la tetrahidroalstonina (XXXVII).
Figura 10, '

Para clarificar l1a intermediacién de 1a geososchisina (XXXIX),
1a cual ha sido ya ipoyada por experimentos in vivo (77-78) e
in vitro (19), se 1levé a cabo el estudio (79) de la cinética
de incorporacidn de una mezcla de (Z-l“C)-triptamina y (iril-
3H)-geisoschisina en la ajmalicina en un sistema libre de
células (19). Los datos demostraron claramente 132 interme-
diacién de 1a geisoschisina en 1a biosintesis de la ajmalicina

y de la tetrahidroalstonina. No se formaron cantidades sig-
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nificativas de 19-apiajmalicina en estas incubaciones. La
ciclizacion del anillo E parece asi ser 1levada a cabo por el
ataque de un protén al C-20 en la cara "si" para dar ajmalici-
na, o a una velocidad mucho mis reducida en 1a cara "re" para
dar tetrahidroalstonina generando un nuevo ion carbonio en

el C-19 el cual a su vez es estabilizado por el enolato de la
cara "si". La geisoschisina no es convertida en ajmalicina

en la ausencia de las enzimas, figura I1I,

3
La baja incorporacidon de ( H)-geisoschisina en la ajmalicina
asf como su baja abundancia en la planta sugiere que siempre
se encuentrg‘unida a la enzima y también que es rapidamente

convertida en otros alcaloides.

Estos datos no descartan la intermediacién de la catenamina,
la cual como un producto en equilibrio de las especies imonium
(XXXVIIIb), puede ser convertida en ajmalicina y en tetrahi-

droalstbnina.

En ausencia de nucleétiyos de pridina reducidos se acumula un
precursor de los isdmeros de 1a ajmalicina el cual se aisld y
se confirmb que era la 20,21-dehidroajmalicina al cual se le
di6 el nombre trivial de catenamina y puesto que la ajmali-
cina no es convertida en los isémeros (XXXVI) y (XXXVII) por
1a mezcla enzimitica, debe haber un control estereoquimico a
"nivel de 1a catenamina (XXXIV). Por tanto se puede raciona-

“11zar una interconversién catalizada enzimiticamente de la

36.
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ajmalicina para dar tetrahidroalstonina y/o una apertura del

anillo tipo Michael para dar 19-apiajmalicina.

A partir de la ajmalicina se forma la catarantina (XL) que es
un alcaloide del tipo lboga, la cual junto con sus derivados
en la forma intermediaria correspondiente del N-6xido, puede
acoplarse con la vindolina (XLI) o sus derivados para dar los
sistemas bisindol requeridos, figura 12. Bajo condiciones
apropiadas (80) se obtienen rendimientos altos reproducibles
(60%) de analogos de vihb1astina proveyendo por 1o tanto una

ruta eficiente a partir de (XL) y (XLI).

CO,CH;,

XL
Catarantina : ~ Vindolina
(Tipo Iboga) (Tipo Aspidosperma)

La 1fnea celular 200 GW (81) provee catarantina en cantidades
tres .veces mayor que las obtenidas a partir de C. roseus (ge-
neralmente se pfoduce 0.0017% a partir de planta seca, mien-
tras que la 1fnea celular da 0.005%),

Se han usado extracto libres de ceu]as de’ C, roseus’para de-'

mostrar la formacibn de 3,4- dehidrovinblastina y de leurosina
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a partir de catarantina y vindolina marcadas con radiactivi-
dad. Se ha establecido que la 3,4- dehidrovinblastina es un
precursor de los alcaloides del grupo de la vinblastina (82,

83).

Un reporte reciente (84) describe el uso de cortes apicales de
C. roseus para estudiar la incorporacién de catarantina'y vin-
dolina en la vinblastina (XLIII) en una extensién de 0.006%.
En vista de estas incorporaciones tan bajas en plantas intac-
tas (85), se hicieron estudios (83) en extractos libres de
ceélulas de C. roseus en los que si hubo incorpofaciones sig-
nificativas de triptamina en 1a vindolina (XLI) (1.36%) (82),
y un intermediario en una fase posterior {XLII) en el producto
natural leurosina (XLV) (8.22%), catarina (XLIV) (15.15%) y
vinblastina (XLITT) (1.84%) (86). ‘ |

E]‘(AriH)—catarantina es transformada al compuesto marcado

(XLIT, 3,4-dehidrovinblastina) en una magnitud del 0.54%, y el
alcaloide leurosina (XLV) produce 0.36%. Mis ain, la incuba-
cién simultanea de (ArzH)-catarantina y (ACE%)~vindolina pro-

dujo los dos compuestos marcados (XLII) y (XLV),

Estos resultados, junto con la transformacion de (XLII) a los
alcaloides (XLIII), (XLV) y (XLIV)’apoyan fuertemente el mode-

1o siguiente de la biogénesis de los alcaloides del bisindol.
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XL + XLI —> XLH —> XLV

XLil  XLiv

Generalmente se acepta que los prééursores con el esqueleto de
cleavamina, tal como (XLVI), no estdn involucrados en la bio-
sintesis de estos alcaloides ya que no se han encontrado com-
puestos monoméricos relacionados en la blanta. Més bien, la
desunién {nfcial de un indol -3- tal como (XLVII), sustituyv

; Ta catarantida para producir alcaloides uononiricos._por
~ejemplo (XLVI). EV1 intermediario N-6xido (XLVIII) ﬁaréce ser
sumamente probable, figura 13. La alimentacién del compueste
marcado en C, roseus ha sido ya 1levado a cabo (83), pero la
" incorporacién especffica de sélo el 0,008% en la vincristing
(XLIX) fue constderada insignificante. De cualquier forma, el
uso actual de un intermediario til como el (XLVIII) acoplade
con (XLI) darfa las especies imonium, la cual con una reduc-
ci6n enzimética, usando NADPH como cofactor, darfa (XLII),
Reducciones conjugadas sjn11|res pueden llevarse a cabo pars
los alcaloides A-deoxivinb1astina (LI) y 4~deoxileurosiding
(L11),

La formaciGn de vinblastina, leurosina y catarina a partir de
3,4“dehidrovinblastina (XLII) ya ha sido demostrada, pero la
incorporacibn significativa de (XLII) en la vincristina (XLIX)

no ha sido demostrada (87), Varias rutas 1ndirectas para dar
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Pt ura 13, Formacién del 6xido (L) a partiyr de la vindolina y
del intermediario N-8xido (XLVIII).
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vincristina pueden ser propuestas & una de éstas, envuelve una
N-demitilacién inicial y la subsecuente formilacién gana méri-
to a partir de 1a oxidacién/descomposicidn de las aminas aro-
miticas terciarias por las peréxidasas (88). Uﬁa propuesta
interesante para la elaboracién de vinblastina se iuestra en
la figura 14, Los nodelos moleculares muestran que la hidro-
xiperoxindoleina (Ll!l) estd orientada {dealmente hacia 1la
conversidn de (LIV) el cual-puedo representar un precursor in-

mediato de la vinblastina,

E1 hecho de que la conversidn de (XLII) a varios~productos
_nlturales en ostudio (vinblastina. leurosidina, lcurosina.
:vvincristinn. v1ncadiolina. etc. ). nccesitaha de uma actividld.
del tipo perdxidasa, se dedujo del uso de la perdxidasa de
rébano en extractos libres de células de C, roseus (89). Mis
tarde se detects um actividad de birdxidlsl en extractos 1i-
: brhs‘df células de C. roseus, usando dos nétodos de ensayo -
-uindopondiontns'(so);

Las reaccione} con enzimas de C. roseus fueron mfs complicadas
que las reacciones con la peréxidasa de rébano en vista pro-

. o _ _ v
bablemente dol,ndloro de enzimas presentes en los extractos

di células ltbrcs.i

3} rondiniento de 1a leurosina parece ser afcctado |1 nenos
"por dos fuctorns, Primero, por el répido consumo de (XLIX).

 >posi5lcl¢ntc por las enzimas del tipo peréxidasa, as{ como
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'Figura 14, Via biosintética propuesta para la sintesis de la
vinblastina y de 1a vincristina a partir del éxido (L).
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por otras enzimas presentes en la mezcla y segundo, 1a proba-

ble conversidén posterior de la leurosina.

Estos resultados sugieren fuertemente que la leurosina es un
producto natural, posiblemente formado a partir del 3,4-dehi-

drovinblastina (XLII) por una enzima del tipo peréxidasa.

La incorporacién directa de la 3,4-dehidrovinblastina (91) en
leurosina y catarina fue alta, y la presentada en la vinblas-
tina fue también muy buena. Después de 50 horas de incubacibn,

una cantidad insignificante fue transformada en vincristina,

La incubacién de leurosina marcada produce un'121 de incorpo-
racién en 1a catarina (XLIV), mientras que en un experimento
blanco, solo se nota una conversién del 1%. Esto sugiere

fugrtéﬁente que (XLV) es verdaderamente un‘producto natural y

no un artefacto (92).

Estudios biosintéticos recientes que evalian la 1ncorpora¢16n
de loganina, vindolina y catarantina en la vinblastina mues-
tran valores de incorporacién de muy baja especfficidad (84,

85,.93).

En resumen, las incorporaciones significativas de (XLII) en
la vinblastina, leurosina y catarina apoyan fuertemente la
teorfa de que es en realidad el intermediario clave en la

- biosfntesis de los calcaloides diméricos del tipo de la vin-




blastina.

La via hipotética (38) para la biosintesis de los alcaloides
del tipo Iboga, Aspidosperma y Estricnos permanece sin probar
ya que las pruebas de la presencia de cualquier alcaloide
inddlico pis alla del tipo Corinante en las células cultivadas

todavfa no es riguroso (94).

Observaciones recientes muestran (95, 96) que la sfntesis de
los alcaloides del tipo Aspidosperma e Iboga, los cuales apa-
recen mids tarde en la vfa biosintética, pudieron 1levarse a

cabo después de que la formacién de los alcaloides Corinante

ha alcanzado el méximo.

Se ha demostrado que los cultivos de tejidos vegetales han
sfido Gtiles para estudiar las propiedades y regulacién de la.
via metab8lica del matabolismo secundario (97,98,99), Recien-
temente se ha podido estimular la biosintesis del alcaloide
{nd81ico ajmalicina en cultivos en suspensi&n de C, roseus

modificando Yas condiciones del medio de cultivo (20, 100).

La produccidén de l;caloides en cultivos celulares puede ser
considerado como un proceso de diferenciacién gobernado por
las condiciones ambientales asf{ como por el genotipo del ma-
terfal en cuestidn (101), Mientras que las condiciones am-
bientales que pueden inducir a las células en cultivo a sinte-

tizar y acumular alcaloides han sido bastante bien descritas,
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la selecciébn de un genotipo prometedor requiere una continua

investigacion (102).

Se ha observado (103) que los cultivos de células a partir de
diferentes plantas, ain derivados y propagados de 1a misma
manera, muestran diferentes vias enzimdticas, quizds debido a

la pérdida o ganancia de actividad de algunas enzimas,

Un estudio de mds de 400 callos y cultivos en suspensidn (102)
de C. roseus detectd que la composicidn de los alcaloides

parecia ser especffica para cada 1fnea celular (104),

Este acercamiento de variaciones, potencialmente Gtiles, en
1a produccibén de metabolitos secundarios que estdn siendo ex-

plotados para dar 1fneas de interds farmacolégico,

Se ha encontrado que el contenido de alcaloides es Gptimo si
e) crecimiento es iniciado por un indculo que se encuentra en
la fase logarftmica de crecimiento y con un {ndice mitdtico
alto (105). Se ha demostrado (106) que el porcentaje de 1ps
alcaloides por gramo de peso seco se incrementa con el tiempo,
con. una produccion Gptima a Tas 3 a 4 semanas. Con respecto

a {os periodos ﬁis tempranos del crecimiento del cultivo se
demuestra un incremento més répido en l1a biosfintesis de la
aJhllicina y 1a yohimbina (familfa Corinante) que la observada

pars 1a vindolina (familfa Aspidosperma).
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También se ha estudiado el efecto de los biorreguladores en
Ta biosintesis de los alcaloides ind6Ticos en cultives dé

C. roseus {107, 108},

Se han realizado experimentos (94) con l.l—dimetilpiperidina
(LV), 2-dietilamino-3,4-diclorofeniléter (LVI), 2 -dietilami-
noetil-2,4-diclorofenileter (LVII), 2-dietilaminoetil-g-nafti-
Véter (LVIII) y Z-digtilaminoetil-3,4-d1metflfen1léter (LIX)

a una concentracién de 5 mg/1 en cultivos de células de

C. roseus al séptimo dfa de crecimiento, Entre los 5 compues-
tos probados el LV, LVII y el LVII] mostraron un incremento
~del 20% en los alcaloides totales con un incremento concomi-

tante de ajmalicina y de catarantina,

La concentracibfn Gptima de (LVII) se encontrd entre 2 y 5 mg/
1, resultando en un incremento.del 22% del total de alcaloi-
~des por gramo de peso seco. Se observaron 1ncrem§ntds en el
contenido de ajmalicina (de 270 a 575 %) y de catarantina (de
82 a 146%), Concentractones de 10 mg/) de (LVII) inhiben la

sintesis de Yos alcaloides.

E1 incremento de ISs alcaloides inddlicos monoterpénicos puede
ser el resultado de la induccibn de precursores terpenoides
como se ha reportado en algunos casos {109). 0 como en el
caso de las aminas terciarias, también pueden actuar como &

' yltrcpadorcs de oxigeno. protegiendo la degradacidn‘oxidativn

de los alcaloides ind6licos.
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Durante los afios recientes el interés por los tejidos de plan-
tas cultivadas como productoras de metabolitos secundarios de
valor comercial se ha incrementado considerablemente. Los
callos y los cultivos en suspensidon pueden ser usados en prin-
cipio, pero se prefiere el Gltimo tipo. La baja productividad
de los productos naturales en tales cultivos tisulares, es de
cualquier forma, un problema reconocido y se estdn haciendo
varios intentos para manipular el metabolismo total de las
células para incrementar el metabolismo total de los productos

“en cuestidn.

Otra neto&oiog{a ha sido .1a de la inmovilizacién de las célu-
las, y en generql 1a produccidn de metabolitos secundarios

por estas células fue mayor que la de las células suspendidas
libreg“bajo las mismas condiciones (110, 111), Ademés, parece
‘que el ﬁotencial qufmico de células de plantas que normalmente
érecen despacio pueden ser mis eficientemente explotadas por

* inmovilizacibn (112).

La inmovilizacién de células, de plantas y protoplastos (con
o sin regeneracibn de 1a pared celular) muestra un potencial
prbmetedor para‘la,produccién de compuestos naturales ya sea
por sintesis de novo, por sintesis a partir de precursores

distantes o pbr simple biotransformacidn (111).
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CAPITULO I1I

FARMACOLOGIA DE LOS ALCALOIDES DE
CATHARANTHUS ROSEUS DERIVADOS DEL INDOL

Las propiedades medicinales de C. roseus han sido descritas
en el folclor desde hace muchos afios en varias partes del mun-
do. La pretendida accibn hipoglucémica por via gdstrica mo-
tivé en 1949 la investigacidn de fracciones crudas obtenidas
de esta planta. Trabajando con extractos de C. roseus, Noble
:y colaboradores (1958) (113) y Johnson y sus ‘asociados (1960)
(114) no puedieron confirmar la actividad‘hipogluc!mica en

los animales de experimentacifn, sin embargo el priﬁer grupo
observ8é granulocitopenia y depresién de 1a médula 6sea en 12
rata, efectos que sirvieron para guiar la extraccién y puri-
ficacibn de un alcaloide activo, al que se le di§ el nombre
de vincaleuéoblastina. Las investigaciones de Johnson } co-
Taboradores (1959) (115) demostraron que ciertas fracciones
alcaloidales tenfan actividad contra la neoplasia linfocftica
aguda del ratdn. De estos extractos se aislaron cuatro alca-
loides diméricos activos, que se conocen ahora con Jos si-
guientes nombres: v}nblastina (antes vincaleucoblastina, VBL),
vincristina (VCR), vinleurosina (VLR) y vinrosidina (VRD).
S610 1a VBL y la VCR han recibido extensa investigacién clfni-

(T

Los cuatro alcaloides de C. roseus son muy semejantes desde
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el punto de vista quimico, son compuestos diméricos asimétri-

cos que contienen un nlcleo indol y otro diﬁidroindo].

Las estructuras de la VBL y la VCR difieren sélo en que la se-
gunda contiene un grupo formilo en lugar del metilo unido al

nitrégeno del dihidroindol de la molécula.

Vincristina R = CHO
Vinblastina R=CH,

Las pequefias diferencias de estructura de estas grandes mo-
1éculas de alcaloides producen diferencias notables de toxi-
cidad y espectro antitumoral, Pequefios cambios adicionales
en la estructura de los otros dos alcaloides activos causan
profundas diferencias en sus espectros antineopldsicos experi-
mentales, Diversos alcaloides diméricos relacionados con la
VCR-y la VBL carecen de actividad bioldgica; entre ellos estdn
1a neoleurocristina, la neoleurosidina y la catarina, las cua-
les s61o0 tienen una diferencia en el valor de pKa, 1o que
indfica un cambio, probablemente'con formacidn de una amida,
‘del nitrSgeno bisico en la porcidén de 1a catarantina de 1a mo-

lécula, La eliminacidn del grupo acetilo en el C-4 de la VBL




destruye su actividad antileucémici. y lo mismo hace la aceti-
lacifn de los grupos oxhidrilos. Tanto la hidrogenacién del
doble enlace como la formacién reductora de los carbimoles

reducen o destruyen la actividad de estos compuestos.
ACCION FARMACOLOGICA

La accibébn fundamental de los alcaloides de C. roseus es la
antineoplésica citot8xica (116, 117), como se describe a con-

tinuacibn:

1. ACCION CITOTOXICA _

a) Accidn antineoplésica, En los animales de experimenta-
cién (ratas y ratones), la VBL y 1a VCR poseen una po-
tente accibn inhibidora del crecimiento de los tumores

“transplantados (118), y se observa un sensjble aumento
de 1a supervivencia.de ‘los animales; ast sucede en el
carcinoma asc{tico de Ehriich, en diversos tumores
leucémicos transplantables, el sarcoma 180, el carcino-
ma Walker 256 y el linfoma L 1210 (119, 120). In vitro,
en cultivos de células de carcinoma farfngeo humano,
dichos alcaloides producen una completa inhibicibn del
crecimiento a concentraciones muy pequefias (121) y a

dosis elevadas provocan la muerte celular.

En el hombre, 1a VBL y 1a YCR son activas con una naio

cada disminucidn (122-124) en los 1infomas, leucemia
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aguda (s6lo la VCR en este caso) y en tumores sélidos,
como el carcinoma mamario, el gastrointestinal, el
neuroblastoma y el céncer del pulmdn (en este caso sélo
la VBL) (124). De todas maneras en los tumores sélidos

los efectos son limitados (124),

Como sucede con todos los farmacos antineopl&sicos, los
alcaloides de C. roseus dan lugar a resistencia, tanto
en los animales como en el hombre, con la caracterfs-
tica de que no existe resistencia cruzada entre los dis-

tintos alcaloides de la planta (122).

b) Accidn hematopoyética. Los estudios clfinicos y expé-
rimentales han demostrado que el efecto citotbéxico mds
importante en las células normales es la depresifn de

" 1a médula 6sea, manifestada principalmente por leuco-
penia. En este respecto, 1a VCR y 1a VLR no son tan
potentes como la VBL; en esta (ltima, éste es el factor
que limita Ya magnitud de la dosis., La toxicidad re-
lativamente baja de 1a VCR en las células normales,
hace de este agenté un instrumento extraordinario entre
1os medicamentos antineopléisicos, y un agente que hay
que tomar en cuenta cuando se requiere quimioterapia y

esté alterado el funcionamiento de la médula bsea.

HECANISHO DE ACCION, Los alcaloides de C. roseus se unen.a

vlas protefnas microtubulares necesarias para 1a divisién celu-



lar. Estas protefnas forman el aparato del huso, que permite
a los cromgsomas separarse & uno y a otro extremo de la célula
en divisidn. Los alcaloides de C. roseus al parecer.disuel-
ven esta protefna y 1levan a la muerte a la célula durante 1a
mitosis. La VCR y la VBL actian en la mitosis (126, 127) en

especial en la profase (128).

La actividad antimitStica de varios alcaloides de C. roseus

es casi la misma para la VBL, Ta VCR, la deacetilvinblastina,
mientras que para la leurosidina es cerca de 100 veces menor.
La catarantina es un antimitético débil, mientras que la vin-
dolinea es inactiva (129). Es notable que 1a interaccidn de

estos derivadoi con 1a tubulina es paralela con la actividad

antimitStica (130),

Debe notarse que los alcaloides .de R. roseus fnteractdan y
pueden precipftar un nimero de protefnas acfdicas y &cidos nu-
clefcos ademis de la tubulina (131), En particular, los alca-

lofdes de C. roseus fnteractdan con la actina,

Estudfos realizados in vitro sobre células tumorales del car-
cinoma ascftico de cthrlich y de la médula Ssea y mediante e}

empleo de isbtopos radiactivos han demostrado que la VBL y la

YCR tienen 1s propiedad de inhibir la sfntests del fcido ribo-
nuclefco, sobre todo el ARN de transferencia, es dectr uno de
Tos responsables inmedistos de la sintesis de las protefnas

celulares, por 10 que un trastorno de este tipo es capar de
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detener el crecimiento celular y aidn producir la muerte de las

células (117).

La VBL en los cultivos tisulares parece interferir con las
vias metab6licas que parten del acido glutdmico a la urea y
con el ciclo del &cido citrico (132), E) triptofano y el ici-
do glutdmico dados antes que la VBL a los ratones con tumor
ascitico de Ehrlich causan una reduccidon en el nimero de las
fuguras mitéticas, sugiriendo alguna actividad protectora
(133). Vvaitkevicius notd una aminoracién de la toxicidad de
la VBL en pacientes cuando era combinada con glutamina. Sin
embargo, 1a proteccion fue s6lo parcial, y la dosis tolerada

de VBL solamente se incrementd cerca del 30%,

USOS TERAPEUTICOS. EV uso de la VBL para aplicacién general
se autorizé en 1961, con recomendacién de que se empleara en
la enfermedad de Hodgkin y en el coriocarcinoma resistente al
metotrezato. Su espectro de accidn en diversas nepplasias se
encuentra actualmente bajo investigacién. Se ha obtenido
cierta respuesta en el linfosarcoma, el sarcoma de células
reticulares, micosis fungoide, leucemias agudas y crbnicas,
neuroblastoma y enfermedad de Letterer-Siwe (histiocitosis X)
(9), y también en los carcinomas de 1a mama (\42). del pulmén
(9), de 1a cavidad bucal, del testiculo y de la vejiga uri-
naria (134). Es también {(til en el tratamiento de algunos
neoplasmas malignos inoperables, incluyendo los de) pepho

(177), bronquios y testiculos (135, 136) y en el neuroblastoma
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y coriocarcinoma (177),

La eficacia de la VBL no disminuye cuando 1a enfermedad de
Hodgkin es refractaria a los agentes alquilantes, Se ha sefa-

lado una notable mejoria en 50 a 90% de los casos.

La VCR tiene un espectro de actividad clinica semejante ai de
Ja VBL pero hay algunas diferencias notables. Un aspecto es
Ja falta de resistencia cruzada entre estos agentes, a pesar
de la gran semejanza entre sus estructuras quifmicas. La VCR
es eficaz en la enfermedad de Hodgkin y linfomas afines; aun-
que en la enfermedad de Hodgkin es menos eficaz que la.VBL.
pero es mds itil en e) linfosarcoma linfocftico (13, 14). En
Ja Teucemia aguda, particularmente en el nifio, l1a VBL rara vez
es itil, mientras que la VCR produce un gran nimero de res-

puestas,

~En algunos casos, por la rapidez de su accién y por su menor
tendencia a ejercer uni accién mielorrepresora, la VCR es un
agente mids efdicaz para tratar el problema de la pancitopenia,
Se usa en el tumor de Wilms, en el neuroblastoma y en los
tumores del cerebro’, pecho y pulmén en conjuncién con otros

agentes,

La VSL es un componente de la combinicidn de 3 firmacos para
Ta eleccidn del tratamiento en el carcinoma testicular, Junto

‘con otros tres frmacos es componente de la combinacibn que
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provee el tratamiento de segunda eleccidén para la enfermedad
de Hodgking, También es un firmaco de segunda eleccidn para
el tratamiento del coriocarcinoma y del carcinoma celular
renal, Esta, como fdrmaco de tercera eleccién para el neuro-
blastoma, tumor de pecho, carcinoma celular de la cabeza y el
cuello y en la micosis fungoide. Ha sido también usada en el
tratamiento del linfosarcoma, sarcoma celular reticular y en la

enfermedad de Letter-Siwe (16).

La VCR es el alcaloide mds ampliamente usado de los fdarmacos
antineoplasicas. En combinacién con prednisona es el trata-
miento pfeferido para inducir la disminucion de la leucemia
linfocftica aguda. En combinacidn con citarabina y predniso-
na, es una de las tres combinaciones de eleccidn para las
leucemias agddas mielogénicas. Es componente del MOPP (meclo-
rotamina, VCR, procarbazina y prednisona), que es el trata-

hiento de primera eleccidn para la enfermedad de Hodgkin y es

también un componente de la combinacion de segunda eleccidn.
Esta inclufda en todas las combinaciones de cuatro compuestos
para la eleccién primaria en los linfomas que no pertenecen a

1a enfermedad de Hodgkin. Es también un componente de una de

las dos primeras combinaciones de eleccion para el carcinoma
broncogénico, y con dactinomicina, la combinacién de eleccidn
en el tratamiento del sarcoma de Ewing, neuroblastoma, y en
el rabdomiosarcoma embrional. La combinacién de VCR y doxo-
rubicina es el segundo tratamiento de eleccibén para el carci-

noma de pecho (16). Algunas autoridades prefieren usar 1a




VCR séio para inducir remisiones y no para mantenimiento, por-

que su uso crdnico favorece la neurotoxicidad,

La VCR induce una disminucién completa o parcial en la leuce-
mia linfocitica aguda en 3 6 4 semanas aproximadamente en la
mayorfa de los nifios en que es usada; con la administracidn
concomitante de cort#costeroides la velocidad de respuesta es

elevada (137),

La leucemia en el sistema nervioso central no ha sido tratada
en fdrmd exitosa éon el sulifato de VCR; esto sugiere que el
firmaco no entra en el fluido cerebroespinal en concentracio-
nes oncoliticas, por lo que debe ser siempré usada con otros
“agentes oncolfticos si el proceso lteucémico involucra al sis-

tema nervioso central,

La Jeucemia monocitica es una forma de leucemia que es diffcil
de tratar y se desarrolla en forma relativamente répida y
termina fatalmente en pocos meses. La VBL ha tenido un pe-

queilo efecto‘en el tratamiento de esta leucemia {138).

Los linfomas que no pertenecen a la enfermedad de Hodgkin es
un grupo heterogéneo de. tumores de los nddulos Tinflticos que
varfan en su prognéstico y van desde ser tumores relativamente
benignos, de lento crecimiento, hasta tumores agresivos de
crecimiento muy répido (Vinfoma histiocftico difuso), conocido

previamente como sarcoma celular reticular, La sobrevida me-
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dia de los pacientes con linfoma histiocftico difuso era de 10
a 12 meses antes de que se usara la combinacién quimioterapéu-
tica. Ahora se conocen varias combiqaciones efectivas para
esta enfermedad, incluyendo a la COPP (ciclofosfamida, VCR,
prednisona y procarbazina), a 1a CHOP (ciclofosfamida, hidroxi-
daunorubicina, VCR y prednisona) y a la COMLA (ciclofosfamida,
VCR, metotrezato, leucovorin y arabinosil citosina) (139).
Este programa para el tratamiento ha producido altas velocida-

des de completa remisidn.

E1 rabdomiosarcoma que es un tumor de la nifiez es répidamente
fatal y tiene una sobrevida de 5 al 10% por 5 afios y es sensi-
ble a 1a quimioterapia con actinomicina D, VCR y ciclofosfamida

(139).

£l traiamiento de pacientes con céncer de pecho metastésico se
ha nejoradoldesde la introduccibn de la combinacién de la qui-
mioterapia. Las combinaciones que utilizan S-fluorouracilo.‘
ciclofosfamida, metotrezato, YCR y doxorubicina se han repor-
tado que producen velocidades de respuésta del 50 al 80% en

pacientes no tratados previamente (140),

Un estudio reciente demuestra que la combinacidén de la quimio-
terapia usando BCNU, mitomicina C, VCR y prednisona (141) tiene"
una actividad marginal en los pacientes tratados prevfamente

con adenccarcinoma del pecho. Un estudio de Konits (142) indi-

ca que hay una mejor respuesta con altas dosis de mitomicina C
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en combinacidn con VCR 6 VBL.

Varios estudios clfnicos en el clincer de pecho avanzado han
sugerido que la adriamicina en combinacidn con 1a VCR pueden
producir frecuencias de regresién mis altas (52-66%) que la
adriamicina sola (40%) (143, 144), pero &sto no ha sido confir-
mado en ensayos clinicos controlados (145), siendo la respuesta
para la adriamicina sola del 57% y de la adriamicina mds la

YCR del 52%.

La experiencia con 1a quimioterapia conbinldq FYH (5-fluorou-
racilo, VCR ¢ hidroxiurea), confirma la actividad moderada de
1a poliquimioterapia en el control del céncer colorroct;l ne-
tastésico. Aunque estudios recientes (146) han concluido que
el FVH no tiene un impacto principal en el curso natural del
cincer colorrectal avanzado, se obtuvo una respuesta positiva
en 43 pacientes de 112, tratados con una combinacidn de 4 fir-
macos: 5-fluorouractlo, dacarbazina, VCR y BCNU (FIVB) (147),
En un estudio reciente (148) se observé que la sustitucidn de
1a mitomicina C por BCNU en 1a combinacifn FIVB, presenta una
respuesta baja que va del 4% al 32%, 10 cual indica que la
sustitucidn dq 1a mitomicina C por BCNU hace menos efectiva la

combinacidn de estos férmacos,

La combinacién de PVB (VBL, bleoiicinl_y cis-diclorodomina con

platino) en el tratamiento de] melanoma metastéisico se ha re-
portado que da una respuesta objetiva del 47% (149). Pero




#
estudios recientes (150) no comprobaron esta respuesta del 47%.

Esto fue probablemente debido a que el melanoma es notoriamente
impredictible, aunque tal variacidon en 1a respuesta a la qui-
mioterapia ya ha sido reportada (151). Este programa de tra-
tamiento es téxico y los efectos laterales son profundos., La
ndusea, voémito, mucositis y alopecia 1o convierten en un pro-
grama dificil de aceptar por los pacientes. Basados en la fal-
ta de respuesta objetiva, la considerable toxicidad y los efec-
tos colaterales serios, esta combinacidén no se recomienda para

el melanoma metastdsico.

£l tratamiento més efectivo para el cancer testicular avanzado
no seminomatoso metastisico, incorpora la combinacién de la
VBL, cisplatin y la bleomicina (CDDP), con o sin otros agentes

(152-154),

Ya que la toxicidad de la VBL a) fnducir la mielosupresion, ha
_ permitido la morbidez de varios pacientes, 1a prolongacidn del
intervalo del tratamiento con el subsecuente crecimiento del
tumor, y ain la muerte, se ha cambiado por 1a VCR., La VCR
como agente solo tiene una actividad antineoplisica minima en
el céncer testicular no seminomatoso, pero ha demostrado si-
nergismo clinico en combinacién con la bleomicina y el cispla-

tin (155).

La VBL produce disminucién del carcinoma mamario, pero el fir-

maco debe ser usado s61o después de que la terapia con hormo-
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nas, antipirimidina y agentes alquiiantes no ha tenido éxito y
la cirugfa ha failado, y debe ser usada al menos durante tres

meses (137).

E1 desarrollo de la resistencia a los farmacos es el principal
obstdculo al tratamiento acertado de los cdnceres hematoldgi-
cos. Usando las sublineas linfoblasticas leucémicas de humanos
resistentes a 1a VBL (CEM/VBL) como prototipo para la resis-
tencia a productos naturales (alcaloides de C. roseus, antra-
ciclinas y antibi6ticos), se identific6 una membrana superficial
de glucoproteinas con un peso molecular de 180,000 que parece
variar en cantidad con el grado de resistencia a la VBL (156).
Aunque estudios subsecuentes han sugerido que la.parte gluco-
sfdica de esta glucoprotefna puede ser inecesaria para la ex-

presidn de la resistencia (187).

En el pasado, la resistencia a los alcaloides de C. roseus se
atribuy6 a la disminucion en la permeabilidad de 1a membrana,
basandose la mayor parte en resultados de resistencia cruzada
en los cuales la qsimilacibn y la citotoxidad de otros firmacos
fueron el'ﬁnico criterio (158-160). Hallazgos mis recientes
indican que la disminucién de la reténcidn del fdrmaco puede
ser la base para esta resistencia (161-165). Una bomba de
flujo, que aparentemente puede exhortar varias moléculas es-
tructuralmente diferentes (ejemplo: antraciclinas, alcaloides
de C. roseus y antibidticos) se piensa que es el mecanismo mis

répido para eliminar los firmacos en las células resistentes




(162, 163, 166-169). De cualquier forma, este concepto requie-
re una investigacidn posterior en vista de la apareﬂte falta de
especificidad molecular de la bomba (170). Ue hecho se han
sugerido otros mecanismo de resistencia hacia los alcaloides.
Carlsen (171), por ejemplo, ha propuesto que la resistencia de
las células CHO a la colchicina.(y la resistencia cruzada de
los alcaloides de C. roseus y las antraciclinas) es mediada por
una barrera permeable activa, y Bender (172) ha presentado
evidencias indicando que la citotoxicidad de la VCR (o su fal-
ta) se correlaciona mejor con la cantidad de farmaco unido por

las células,

En un estudio reciente se ha ofrecido una explicacién alterna-
tiva para la resistencia de los alcaloides de C, roseus en el
que se indica que la uniﬁn de los farmacos es dependiente de

la energfa, permitiendo la alteracifn de ésta, una menor reten-
cion del f&rmaco por las células resistentes (173). Trabajos
preliminares acerca de esta explicacidn ya han sido presentados
(174), Se mostrd que el agotamiento del ATP permite un incre-
mento en la acumulacién del férmaco por las células resisten-
tes, pero causa una disminucién de 1a acumulacién por las célu-
las sensitivas., La adicidn de glucosa a estas células agotadas
causa un ripido incremento en los nivelés de ATP, que estd aso-
ciado con la pérdida de farmaco por la linea resistente, pero

L3 ‘ .
causa una asimilacién posterior del f&rmaco por la 1inea sensi-

ble,
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Estas observaciones que consideran él metabolismo celular con la
acumulacidén de la VBL, no son incompatibles con el concepto de
una bomba de flujo o de una barrera permeab!e activa, ya que
éstas aportan la idea de que la alteracidn de la unibn del fir-
maco debido a la dependencia de 1a'energfa es importante en la
resfstencia a los alcaloides, Esto fue sugerido por: a) el
efecto de la glucosa en las c@lulas sensibles; b) la demostra-
cion de que parece haber dos compartimientos de unifn celular a
Ta V8L (173), uno dependiente y el otro independiente del meta-
bolismo celular; y c) el hecho de que la pérdidi de) firmaco a
partir de las células resistentes parece ser en parte un proceso
pasivo que no estd asociado con la inhibicidn o activacidn de

una bomba de flujo,

Se ha conclufdo (173) que el efecto de 1a glucosa es inactivar
o empeorar el proceso de unifn de la VBL en las células resis-

tentes, més bien que estimular una bomba de flujo activo,

De aquf se ha demostrado que el estado metabdlico de Ja célula
influencia profundamente 1a magnitud de ia cumulacién y reten-
cién de la (SH)-VBL. Los datos de este estudio (173) sugieren
que la acumulacién dé la (3H)-VBL por las células sensibies y
resistentes estd gobernada por un mecanismo de unidh del férmaco
influenciado por la ilteracidn de la energfa y relacionado po-
siblemente con el estado de fosforilacidn de ciertas protefnas
claves. Ast, de acuerdo a este:ﬁodelo. ciertos azicares, més

bien que activar una bomba del f&rmaco, o una barrera permeable,
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pueden alterar la acumulacién de los alcaloides a través de

un mecanismo de uni6n sensible a la energia.

ACCION TOXICA. Como ocurre con todos los farmacos citotdxi-
cos, los alcaloides de C. roseus no son farmacos indcuos pues
atacan tanto a las células neoplasicas como a las normales.
En esta forma, son capaces de producir trastornos gastroin-

testinales, hemdticos, cutdneos y nerviosos (123, 124, 175).

1. Los efectos neurotdxicos de la VCR a nivel gastrointesti-
nal consisten en anorexia, nduseas, vémitos, cdlicos y
diarreas. También puede ocurrir estrefiimiento, ileo adi-

némico, anorexia y estomatitis.

2. Los trastornos hemfticos consisten en leucopenia con gra-
nulocitopenia y a veces tfombocitopenia. presentindose la
primera sobre todo con la VBL. Con la VBL 1la )euc0pen1a
suele ocurrir en cuatro a diez dfas, después hay recupe-
racién en siete a catorce dfas; con dosis mis altas, la
cuenta total de leucocitos puede tardar en volver a lo
normal 3 semanas. Con 1a VCR puede ocurrir leucopénia y

.a veces se ha visto trombocitopenia.

3, Las manifestaciones cutdneas consisten especialmente en Ta

alopecia, que retrocede al cesar el tratamiento, Con la
VBL 1a aIOpécia ocurre en 30 a 60% de los paéientes. pero

generalmente es reversible. Con la VCR la aiopecfa es
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comin.

Los efectos tOoxicos mas comunes de la VBL son los hematoldgi-
cos y ésto tiende a ser la dosis limitante. Ell0 incluye neu-
tropenia y ocasionalmente trombocitopenia y anemia. Los trom-
bocitos son menos afectados, a menos que otros farmacos trom-
vocitogénicos estén siendo dados o hayan sido suministrados

recientemente.

Cuando la médula 6sea es infiltrada con células cancerosas,
puede ocurrir depresidn severa de las plaguetas y de los leu-

cocitos si se usa la VBL.

Con Ta VCR la leucopenia y los efectos hematoldgicos ocurren
menos comunmente que con la VBL y tiene poco efecto inhibito-

rio en las plaquetas,

4. Trastornos nerviosos, Aunque puede encontrarse neuroto-
xicidad con la VBL, particularmente a dosis muy altas, con
frecuencia se observan anormalidades neuromusculares con

la VCR.

Los efectos neurotéxicos de 1a VBL incluyen: indisposicidn,
neuromiopatfa, pérdida de los reflejos profundos del ten-
dén, neuritis periférica, estrefiimiento e ileo adinimico.
dolor‘de'la”giéndula parétida y coﬁvulsiones. La sobre-

dosis causa toxicidad permanente y algunas veces toxicidad
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del sistema nervioso central fatal (176, 177)., La neuro-
toxicidad ocurre en 5 a 20% de los casos, dependiendo de

1a dosis,

La neuropatia y otras toxicidades neurolégicas incluyendo
la pardlisis del ileot son mds prominentes con la VCR,
Esta toxicidad neuroldgica es la dosis limitante, y en
virtud de 1a falta de actividad mitética del tejido ner-
vioso, puede deberse a un efecto en el metabolismo de 1i-
pidos concerniente con 1a formacidn de la capa de mielina

(137).

Con dosis muy altas de VCR (75 ug/Kg a la semana) se ha
observado torpeza, alucinaciones y coma, la manifeﬁtacién
mis comin de neurotoxicidad de las dosis clinicas comunes
es la neuropatfa periférica. Con frecuencia se han obser-
vado entumecimiento y hormigueo de las extremidades, se-
guidas de debilidad, pérdida de los reflejos, pie péndulo,
afaxia. calambres musculares y dolores neuriticos. Estu-
dios neurofisiolégicos en clinica han demostrado que la

depresién asintomdtica del reflejo de Aquiles es el signo
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mis temprano y mis consistente de 1a neuroptosis inducida -

por 1a VCR (116). También se han observado debilidad
muscular de la laringe y de los misculos extrinsecos del
ojo. Un efecto en el sistema nervioso autonomo puede Ser
la causa del estrefiimiento intenso e incluso obstructivo

que con frecuencia aparece durante la administracidén pro-
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longada de YCR, pero se observa rara vez con la VBL,

ESTUDIOS EN CULTIVO DE TEJIDOS IN VITRO ‘

Las técnicas dé cultivo celular han sido ampliamente usadas
para ensayar la accibén citotoxica de los fdrmacos antitumora-
les. Los cultivos de células tumorales de una sola capa han
sido los sistemas mds usados para los estudios in vitro (178).
De'todas maneras se han encontrado algunas discrepancias,
cuando los efectos de los farmacos han sido estudiados en ex-
perimentos paralelos en cultivos de monocapas de las células
tumorales o con tumores s6lidos in vivo (179). Otro sistema
in vitro usado para las pruebas citotéxicas durante los afos
re;ientes es el sistema tumoral multicelular esferoidal. Los
esferoides son agregados esféricos consistentes de cé&lulas y
de matriz extracelular. Las células periféricas son prolife-
rativas y contribuyen al crecimiento esferoidal. Las células
més profundas en los esferoidés estén principalmente en el
estado estacionario debido a 1a insuficiente nutricidn prove-
niente del medio de cultivo circundante. Si los esferoides
son lo suficientemente grandes, se desarrollan regiones necré-
ticas masivas en sus paftes centrales. Asf, los esferoides
imitan a1 crecimiento de los tumores s6lidos de varias mane-

ras,

Se estudiaron dos 1fneas celulares de tumores'humanos. culti-
vados ambas como monocapas y como esferoides celulares utili-

zando VBL como agente citotéxico (180).




Las células en los esferoides multicelulares fueron mds resis-
tentes que los cultivos celulares en monocapas a los trata-
mientos de la VBL. E1 incremento de 13 resistencia de los
esferoides a los tratamientos terapéuticos han sido reportados
previamente después de la irradiacién (181, 182) y de la ex-
posicidon a farmacos antitumorales (183, 184). Se han sugerido
que el crecimiento tridimencional y el medio ambiente similar
al tumor de las células en los esferoides son los responsa-
bles de esta resistencia. Los esferoides parecen ser particu-
larmente resistentes a tratamientos pequefios con VBL, Se ha
reportado que la VBL tieﬁe una capacidad limitada de penetrar
a través de la masa de los esferoides (185). As{, se sugiere
que la benetracién de las barreras juega un papel principal

en la resistencia extra de los esferoides tratados por perfo-
dos cortos de tiempo con VBL, Esto indica que debe haber una
condicidn subbptima para la quimioterapia con VB) ya que el
nivel de VBL en suero hi sido reportado que disminuye muy ré-
pidamente en 1a primera fase después de inyectarse en los

pacientes (186).

Las células tumorosas ascfticas JB-1(187) y las células Hela
(188) son daﬂadasl1rrevers1blemente y son incapaces de pro-
liferar cuando son tratadas con VCR, mientras que las células
tumorosas asciticas de Ehrlich pueden sobrevivir durante va-
rios dfas después del tratamienio con VCR y pasan por la fase

VGI para iniciar la sintesis del ADN (189). En las células
multinucleadas {MNC) formadas cominmente en el tumor ascitico
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de Ehrlich (189, 190) y en otras lineas celulares tratadas con
VCR, la capacidad para la multinucleacién puede estar rela-

cionada con la sobrevivencia de las células.

Complejohn (187) encontrd que todas Yas células tumorosas
asciticas JB-1 eran detenidas en la mitosis por 1a VCR y que
sufrian necrosis. E1 arresto de la metafase en las células
ocurrié en la fase S y en la G, del ciclo celular al tiempo
que eran tratadas con VCR, Lengsfelt (188) siguid el trata-
miento de las cé&lulas HeLa con VCR con un cinematégrafo de
lapsos de tiempo y encontrd que las células eran detenidas
durante la mitosis en las fases S y G, y se volvfan necrdti-
cas, mientras que las células tratadas en la fase temprana S
sufrfan una sola mitosis anormal para dar un incremento en el
nimero de c8lulas hijas estériles. Las células Hela que estén
‘en la fase G, al tiempo de ser tratadas con VCR nb fueron
afectadas por el farmaco y mantuvieron el tiempd del ciclo
“celular cercano al normal, Estos autores no notaron la for-

macion de MNC en sus sistemas experimentales.

Varios investigadores (189-192) han encontrado que se forma
‘un ndmero significativo de MNC después del tratamiehto con
VCR, Szentirmay (190) encontrd que las células tumorales
‘asciticas de Ehrlich multinucleadas sobreviven ms de 14 dfas
“In vivo, y Kiein (189) not6 que las cé&lulas tumorales asciti-
cas de Ehrlich multinucieadas marcadas con timidina tritiada

' pasaron por la fase G; para inictar la sfntesis del ADN,



Klein (193] argumentd que los datos demostraron que las célu-
las que son afectadas por 1a VCR sobreviven y contribuyen al
recrecimiento del tumor, pero no proveyd evidencias de la ca-

pacidad proliferativa de sus MNC,

Las células multinucleadas RTC-9 también sobrevivieron por un
largo periodo in vitro después del tratamiento con VCR y con-
tinuaron a través del ciclo celular en una forma casi normal
por 1o menos durante 96 horas (mds de cuatro ciclos celula-
res), pero sin embargo no se encontraron evidencias para la
citocinesis o proliferacibn contfnua de estas células abnorma-

les, M&s adn, la citocinesis es un evento raro en estas MNC

6 tal vez estas cé&lulas han perdido el potencial para 1a pro-

Viferacidn contfnua (194). La evidencia de la microscopfa

electrénica indica que los microtubulos permanecen intactos
despdis del tratamiento con el férmaco, lo que sugiere que la

VVCR puede ejercer un efecto mis sutil en la organizacién sub-

celular y en la funciédn,

DOSIS. E1 sulfato de VBl es dado por inyeccién intravenosa

en una solucién que contiene 1 mg/ml en agua para inyectar o
en solucibn inyectable de cloruro de sodio. EV1 esquema de la
dosis sugerida és el siguiente: inyecciones semanales empezan-
do con 100 ug/Kg de peso corporal aumenténdola con incremen-
tos de 50 ug/Kg a una dosis semanal mixima de 500 ug/Kg o has-
" ta que 1a cuenta de células blancas haya cafdo a 4000 por mms.

En hlgunos casos 8sto puede tomar 12 semanas,  No se excede
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en mfs de 150 ug/Kg en una sola dosis en pacientes previamen-
te tratados con otros agentes antineoplfsicos o con radiote-
rapia, Entonces se da una dosis de mantenimiento cada 7 a 14
dfas y es el miximo que el paciente puede tolerar sin que
ocurra una leucopenia seria; dosis semanales de 150 a 200 ug/
Kg son adecuadas. La dosis intravenosa semaqal en nifios es
de 100 a 200 yg/Kg o de 3 a 6 mg/m2 de superficie corporal
(177).

Debe hacerse una cuenta de células blancas antes de cada in-
yeccién y la repeticifn de una dosis nunca debe ser dada a

menos que la cuenta haya alcanzado los 4000 glébulos blancos
por nn3. Generalmente los pacientes mayores requieren dosis

muy pequeflas y los nifios leucémicos toleran dosis mayores.

E1 sulfato de VBL ha sido dado por infusifn contfnua intra-

arterial y por inyeccibn en las cavidades dél cuerpo,

La désis de 1a VCR para nifios es de 2 mg/m? de superficie cor-
poral o de 50 ug/Kg de peso, aumenténdola con incrementos se-
manales de 25 ug/Kg hasta un méximo de 150 ug/Kg. A los
adultos se les puede dar 1.4 mg/m2 § de 25 a 75 ug/Kg semaml-
mente, Para otras enfermedades se puede dar 25 ug/Kg semanmal -

mente y reducirse de 5 a 10 ug/Kg para mantenimiento.

 Las dosis altas de VCR parecen ser toleradas mejor por l0s

nifios leuclmicos que por los adultos, en los cuales causan
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signos neuroldgicos graves. La administracién del medicamento
a intervalos menores de 7 dias o a dosis mds altas aumenta
las manifestaciones téxicas aunque mejore proporcionalmente

la respuesta.

OTRAS ACCIONES FARMACOLOGICAS DE LA VBL Y DE LA VCR

Los alcaloides de C. roseus tienen algunos atributos notables
en el tratamiento de 12 pdrpura trombocitopénica idiopdtica
(195, 196). Estimulan la trombocitopoyesis y suprimen la in-
munidad humoral y celular. Mis de la mitad de los pacientes
con enfermedad refractaria mejoran con una terapia intravenosa
convencional de estos alcaloides (197). La respuesta ocurre
generalimente en una semana, mucho mis pronto qﬁe con ciclofos-

famida o que con azatioprina,

E1 uso de la YCR y de la VB1 como agentes 1hnunosupresantcs
estf basado en el hecho de que estos compuestos inhiben la
proliferacidn celular de las células formadoras de anticuer-
pos. Generalmente los animales que reciben VBl muestran una
disminucién en 1a celularidad total y en las HPFC (células
formadoras de placas de hemSlisis) del bazo (198).

La concentracidén total del colesterol en plasma disminuye
consistentemente en todos los animales durante yarios dfas
después de la administracién.dé'estos,firmacos. mientras que
k! contentrlcidn’de las lipoprotefnas-colestero) de alta den-

sidad no son afectadas por el tratamiento con el férmaco (199).
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La extensidn de la disminucidn varfa en cada animal, pero es
en promedio del! 10 al 31% por el dia 3 con una sola inyeccidn
de sulfato de VCR o sulfato de VBL. '

Hay en cambio un pequefio pero consistente aumento en la con-
centracifn del triacilglicerol en plasma como resultado del
tratamiento con estos firmacos. Este incremento mostrd un
curso de tiempo similar a la disminucién del colesterol en
plasma. Por los dfas 7 a 10 después de 1a inyeccién, 1a con-
centracidn en plasma del colesterol y del triacilglicerol re-

gresd a los niveles normales.

E1 mecanismo mis aceptado para la disminucién del colesterol
en plasma, es la interferencis en la secrecidn de las lipopro-
te!nts s partir del hfgado, secundario al desbaratamiento de
los microtGbulos por los llcalbides. Se piensa que los micro-
tibulos juegan un papel en la translocacidn de las lipopro-
tefnas a partir del punto de su sintesis final, por la via de
las vesfculas secretorias derivadas del complejo de Golgi a

1a membrana citoplésmica de las células parenquimsles de!
hfgado. Como resultado de la inhibicién de este necanisno.
podria'esperarse que resultara en la retencién de las particu-

las de lipoprotefna dentro de los hepatécitos.

Puede haber un efecto multiple de los alcaloides en el meta-
bolismo de las lipoprotefnas, siendo el mecanismo de la dismi-

nucién del nivel de colesterol en plasma diferente del que es
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responsabie del incremento de los triacilgliceroles,

La VBL ha probado ser un poderoso inductor de la autofagoci-
tosis (200), aunque el mecanismo por el cual la VBL induce la

autofagocitosis no es muy claro.

La inyeccibn de la VBL a los animales de prueba es sequido
por una perdida del glucégeno del higado y una elevacifn de
la glucosa después de una hora, E1 incremento de la degrada-
cién del glucogéno debido a la activacidon de la glucogéno
fosforilasa parece ser improbable, ya que esta enzima es ac-
tivada por niveles elevados de AMPc en el hfgado y la VBL no

eleva su concentracién,

La VBL. inhibe 1a actividad de la adenilato ciclasa lo cual
puede explicar‘que no haya cambio en la concentracidn del AMPc
después de la inyeccidn de 1a VBL y también hay la posibi11dad
de que inhibe la actividad de l1a AMPc-fosfodiesterasa, 10 cual
puede permitir por otra parte el incremento de 'a concentra-

cién del AMPc en la pituitaria (201).

Estudios recientes indican que el incremento de la degradacién
del glucogéno después de la inyeccidn de la VB) puede ocurrir
en el sistema lisosoma) por medio de un incremento de la auto-

fagocitosis (202).

La VBL y los alcalo!des‘relac1onidos tienen varias acciones



en las neuronas adrenérgicas, incluyendo el rompimiento del
sistema microtubular, el bloqueo del transporte axonal de en-
zimas y un efecto neurotdxico similar a8 la 6-hidroxidopamina
en las terminaciones nerviosas (203). Se ha reportado pre-
viamente que la VBL reduce la actividad de Ja dopamina-g-hi-
droxilasa (DBH), que es la enzima final en la vfa biosintéti-
ca de la neropinefrina, en los ganglios cervicales superiores
y en el corazén (204). En estudios recientes (205) se ha ob-
servado que la DBH disminuye progresivamente en un tiempo si-
milar al del corazén. La magnitud de la disminucibn de la
OBH en plasma después de dar VBL es similar a la observada
despuls de la administracidn intravenosa de 6-hidroxidopamina,
1a cual también destruye las terminaciones nerviosas adrenér-

gicas.,

Se ha observado Quc 1a VCR pero no la VBL puede inhibir la
proliferacién de la lesidn inducida en sistema nervioso cen-
tral, ya que reduce la incorporacidn de (3H)-timidina en el

ADN de la corteza lesionada (206),

la YCR es tomada con mis avidez en el tejido nervioso cifti-
co y se une a la tubulina con mayor afinidad, a pesar de su
coeficiente de particidn levemente més bajo que el de 1a VBL

(206).

FARMACOCINETICA DE LA VBL Y DE LA VCR

Hasta hace poco la investigacién farnicocinética de la VBL y
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de la VCR habfa sido severamente limitada por la falta de téc-
nicas analiticas suficientemente sensibles. Usando la VBL y
la VCR marcadas con titrio (207, 208) y después con una marca
mids estable en el anillo aromdtico de la VBL Owellen y Karke
(209) obtuvieron los datos de eliminacién del fdrmaco y de

distribucién en los tejidos.

La inyeccién de (3H)-VBL a dos pacientes con cédnceres progre-
sivos muestra una fase rdpida inicial con un tiempo de vida
media de 4.78 minutos y 4.25 minutos. El1 volumen del compar-
timiento central fue de 29.7 y 39.4 litros. Para la segunda
fase el tiempo de vida media fue de 185 y 195 minutos, mien-
tras que el volumen de distribucién‘total fue de 86.4 y 111.4
1itros. La constante de eliminacidn fue caléulada en 343 y

414 mY¥/min respectivamente.

En este estudio se ha estimado que se elimina del 4.5 al 6.5%
en las primeras 8 horas de la dosis original en la orina, de
firmaco no metabolizado, 8.4% en las prfmeras 24 horas y 9,1%

a las 48 horas.

En.las heces se detectf de un 5.3 a un 9.5% de radiactividad
en el primer dfa y a las 72 horas aparecié de un 25 a un 41%,
Después de este tiempo se e11mih6 muy poca actividad. En
contraste con la orina se encuentra aquf muy poco farmaco sin
| metabolizar; 0.6% de la dosis total a las 24 horas.y 0.6 a

0.7% a las 48 horas. En este estudio se report6 que la farma-
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cocinética de la VBL se comportaba como un sistema de dos fa-

ses.

Reconociendo el problema asociado con la administracién de
fdrmacos marcados radiactivamente a los humanos, Root (210)
desarrol16 una medida de la concentracidn de VBL y de VCR ha-
ciendo udo del radioinmunoensayo. Varios laboratorios han
reportado subsecuentemente técnicas de radioinmunoensayo mis
ripidas o sensibles para estudiar la farmacodindmica de estos

importantes férmacos oncoliticos (211-214).

E1 anélisis de la VBL por radioinmunoensayo permitid extender
1a observacidn inicial con el firmaco marcado con tritio y

demostrar que en lugar de un sistema de dos fgses hay un sis-
tema de 3 fa;es. el cual se explica como un modelo abierto de

tres compartimiento, figura 15.

Con la (3H)-VBL no se puede medir la fase v debido al bajo ni-

vel de radiactividad én la sangre después de 40 horas,

CuandoAse corrieron simulténeamente las curvas estdndar de
radioinmunoensayo usando VBL, VCR, DVBL o vindosina, todas
fueron coincidentes. 1o que‘denuestrl reactivtdad cruzada
idéntica.
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Figura 15. Modelo abierto de tres compartimientos
usado para calcular los parémetros far-

macocinéticos.

La cantidad total de férmaco marcado con titrio en el anillo
Alronitico de 1a VBL que es excretada en la orina y en las
heces es diferente de los resultados obtenidos con 4-acetil-
(3H)-vBL, pero el patrdn de tieipo de excrecidn es similar,
~Con 4-acetil-(3H)-VBL es de 18,7 a 23,3% de la dosis radiacti-
va total excretada en la orina en 72 horas, pero s8lo el 13,6%
del firmaco marcado en el anillo aromético aparectid en este
intervalo de tiempo, Una mayor diferencia ocurri8 en la ex-
crecifn de la marca radiactiva en las heces, donde con el 4-
acetil-(3H)-VBL fue del 25 al 41% de radiactividad total apa-
recida en 72 horas, mientras que s6lo aparecié 9.9% de VBL

marcada en el anillo aromético en este intervalo de tiempo.

Usando el radioinmunoensayo para ‘los alcaloides de C. roseus
.se han podido medir los niveles en suero, en tiempos mis pro-

“longados que.con el férmaco marcado con tritio, y se encontré



(186) que se comportan como un modelo abierto de 3 comparti-
mientos, figura 15, muy similar al que se ha encontrado para
el compuesto relacionado vindesina (215, 216). La primera
fase indica un volumen grande del compartimiento central (Vc),
el cual es 3 a 4 veces el volumen de 1a sangre y es cercano

al volumen extracelular. En contraste con la vindosina y la
VCR en las cuales el .volumen central es igual al volumen san-
guineo, La fase 8 y y son casi idénticas a la de l1a vindesi-
na, Este modelo de 3Acompartimientos nos dice que hay consi-
derable cantidad de férmaco en el cuerpo después de 24 horas

y que su eliminacidn es bastante lenta.

Las diferencias en excrecién de la marca radiactiva, en l1a
orina y en las heces, a partir de los datos anteriores (209,
217) son més compatibles con el metabolismo del 4-acetil-(3H)-
VBL a DVBL y a 8cido acético-(3H), EI téido acltico es ex-
cretado como varios derivados acetilados o como productos me-
_ tabblicos pdsteriorqs. mientras que el anillo aromético mar-
cado de la VBL usado en este estudio (214) no altera su marca
después de 1a formacidn de la DVBLY. No se encontr§ evidencia de
1a formacidn de glucordnidos o sulfatos, Ya que no se encon-ﬁ
tré actividad citotoxica remanente en las muestras-de orina y
heces después de la extraccibn bésica, se asume que los Unicos

compuestoi con actividad bioldgica son la VBL y la DVBL.

En un estudfo farmacocinético 1a VCR sélo se estudid durante

1as primeras 4 horas, y se comportd como un sistema de dos
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compartimientos (216), con valores de tiempo de vida media
(T 1/2) para «=3.37 % 0,72 minutos y para =155 ¥ 18 minutos y
21.1 litros.

T+

volimenes de V,=4.53 ¥ 0.49 litros y de Vg=57.5

Recientemente, la estimacibn inicial de los parSmetros farma-
cocinéticos obtenidos con el programa modificado CSTRIP (218)
para 1a8 YCR indica que un modelo abierto de 3 compartimientos
se ajusta mejor a estos datos, que el modelo abierto de dos

compartimientos, propuesto por Akaike y Owellen (216, 219).

Las constantes de velocidad de primer orden de las 3 fases de
decaimiento o, 8 y v fueron: 0.369 ! 0,235, 0.036 ¥ 0,032 y
7.5 Y a.2 15“ miil respectivanenie. La vida media biolbgica
de 1a VCR en el suero en la fase y fue de 22.6 METI horas,
E1 volumen del compartimiento central Vc después de estandari-
2arse a 1.73 m? de frea de superficie corporal fue de 4.09 t
3.46 1itros/1.73 m2 y el volumen aparente de distribucién en
el estado constante (Vdss) fue de 141.9 ¥ 86.9 mi/min/1.73 n2.

En forma similar 8 investigacliones previas, un estudio de 14
pacientes tratados con Qn amplio rango de dosis de VCR (220)
(0.45 a 1,73 mg/m2) es consistente con una répida eliminacién
de la VCR a partir de la sangre (221-223) lo cual se ajusta
mejor a un modelo de decatmiento triexponencial de primer
orden (221-223). La comparacién de la vida media de la VCR en
1a sangre, observada en éste y en estudfos previos indica una

fase similar de decaimiento temprana, pero'muestran una amplia



discrepancia en 1a vida media bioldgica de la fase y. La vida
media corta de Y=164 minutos, reportada por Bender (221) en 4
pacientes, puede ser debida a un perfodo corto de toma de
muestras de 3.5 horas después de la inyeccifn de la VCR tri-
tiada. Por otro lado Nelson (222, 223) report6 una vida media
terminal muy larga en 2 pacientes (133 y 155 horas), Estos
autores también repoftaron dos pacientes con YT1/2 de 19,2 y
32.9 horas, lo cual se encuentra en el mismo rango que el ob-
servado en estudios mis recientes (220). La razdn de la dis-

crepancia no es clara,

Para un decaimiento triexponencial de un f&rmaco con una sola
inyeccién, hay varios modelos posibles de un sistema abierto
de 3 compartimientos (224). En un modelo abierto de 3 compar-
timientos en donde el fermaco es inyectado en el'couplrtinign- :
to central ) y 1a eliminacidn se 1leva a cabo a plrtir de este
mismo compartimiento, las constantes de velocidad microscopi-
cas para 14 pacientes son obtenidas por anflisis de los datos
con un modelo CSTRIP (218) y NONLIN (225) como sigue: Ky =
0.062 ¥ 0,052 minl; K;;=0.110 ¢ 0.046 miAl; Ky =0.000 ¥ 0.014
mifl; K1320.160 ¢ 0.170 miad y Ky =2.88 2 1.16 X 10" midl, Es-
tos resultados indican que la distribucién de 1a YCR a partir
del compartimiento central hacia los compartimientos 2 y 3
ocurre casi a la misma velocidad, La distribucién del férmaco
del cdupartiuientolz al cbnpartimientq,l se 11eva a cabo alunq
velocidad 14.3 veces mayor que la distribucidn del tompartt-

‘miento 3 a1 1. La d1tima constante de velocidad, K31, debido



a su valor mids ligero parece ser el paso limitante de la velo-
cidad en este modelo, Estas constantes de velocidad micros-
copicas son dtiles para la simulacidn de la dosis del férmaco

pero tienen un significado fisiol6gico limitado.

Basados en las difefencias apreciablies de los pardmetros far-
macocinéticos de la VCR, la VBL y de la vindesina, principal-
mente de la eliminaciéon del plasma que es de 123, 863 y 294
ml/min/70 Kg respectivamente, Nelson (223) intenté correlacio-
nar estas diferencias con las propiedades farmacoldgicas de
estos farmacos. La neurotoxicidad de la VCR ha sido explicada

en base a su baja eliminacidn,

Un gran volumen Vdss, un prolongado tiempo de vida media Y, y
una constante dé velocidad baja del coﬁpartimiento 3 al com-
partimiento central, K3;, sugiere una dvida unidn de la VCR
4l tejido y un desprendimiento lento del férmaco a partir de
'IoS tejidos lo cugl puede estar relacionado con el desarrollo

de la neurotoxicidad.

Similarmente Ja VBL se une dvida y preferentemente en el te-
jido extravascular del cuerpo (209, 226, 227). Estos datos
considerados con otros estudios del! plasma (228), demuestran
que, aunque la VBL se une a los componentes de la sangre, es-
ta unién no previene la rfpida distribuciébn en los otros érga-

nos del cuerpo.
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La unién de la VBL y de 1a VCR en el suero total se incremen-
ta linealmente con el aumento de la concentracién de los dos '
farmacos y con el aumento de la concentracién de las -protef-
nas. Se ha observado que los férmacos se unen‘prinariamente

a la globulina « y g8 (209, 228). De todas maneras, esta aso-
ciacién no es lo suficientemente fuerte para impedir la rdpida

distribucidn en otros compartimientos del cuerpo (228).

La actividad especffica de la fraccién de las plaquetas con

1a VBL, es mucho més alta que para otras fracciones de la san-
gre, pero a3 pesar de que hay unifn significativa de la VBL en
las plaquetas no se ha evidenciado interferencia del firmac&

con la funcién de las plaquetas.

La unidn de la VB) en la fracciln de leucocitos es consistente
con los datos in vitro de Creasey (229) y se ha sugerido que
1a VBL se localiza en los elementos celulares debido a su

unidn con la tubulina en la célula,

En un estudio con un paciente, la distribucidn de li (3H)-vBL
en la sangre, fue como sigue: en las plaquetas 34,.2%, globu-
Tos blancos 13.2%, globulos rojos 18.0% y en el plasma 5%

({09). No se conocen datos similares para la VCR,

Después de inyectar 1a VBL marcada se retiene una gran canti-
‘dad de fldiactividad en el cuerpo; y se retiene cerca del 73%

al fiﬁll del dfa 6. A partir de los datos de radioinmunoen-
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sayo (186), se propone que el fdrmaco remanente se une firme-
mente a varios tejidos, como se ha demostrado en la rata (217),
y se evidencia por el excesivo volumen final de distribuci6n.
Asi, este férmaco esta restringido a la difusidn a partir del
compartimiento extracelular, ya sea debido a unién especifica
0 quizas debido a una conversidn metabolica que da una forma

menos capaz de atravesar la barrera de la membrana celular.

Debido a la persistencia del firmaco en la sangre, aunque a
niveles bajos, 1a VYBL se redistribuye lentamente en varios
tejidos y pasa lenta pero constantemente a través de la mem-
brana neural resistente (barrera cerebral sangufnea) a los

nervios periféricos y al sistema nervioso central,

EY metabolismo de la VBL produce 1a DVBL, la cual es activa
bioléQicamente in_vivo e in vitro, con actividad citotdxica
fgual o mayor que la de la YBL (230), Se ha encontrado que la
dosis letal 50 es menor para la DVBL que para la VBL (231),

En base a estos datos, se considera que l1a DVBL es un producto
metab8lico activo., A partir de estudios en animales (226),

es més probable que la VBL sea convertida a DVBL primariamente
en el hfgado; aunque, si hay también un metabolismo intrace-

lular de VBL a DVBL, aldn se desconoce.

Se ha reportado recientemente, con el uso de alcaloides ra-
" diactivos, que la excrecién biliar es la ruta principal de la

aliminacién de 1a VCR en los humanos (232, 233}, aunque los
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factores responsables para la excrecién preferencial de la

VBL en la orina y de la VCR en las heces, aln no es conocida
(216, 232). El1 metabolismo de estos alcaioides, en 1os cuales
hay una informacidn limitada (226, 234-237), puede ser uno de

los factores.

FARMACOLOGIA DE OTROS ALCALOIDES DE C. ROSEUS
La ajmalicina ha sido usada para el tratamiento de los desfr-
denes circulatorios y la 10-metoxiajmalicina exhibe una accidn

hipotensiva y vasodilatadora,.

La yohimbina y sus derivados exhiben actividad farmacolégica,
aunhue las propiedades afrodisiacas que se les atribuye tie-

nen que ser verificadas todavfa.

Se ha sugerido un complejo de oro-isoquinolina-yohimbina para
el tratamiento de la enfermedad reunftica, Los derivados de
la yohimbina también exhihen actividad hipotensiva y cardio-

estimulante,

La ajmalina ha atrifdo la atencidn recientemente debido a sus
efectos de dilatacifn coronaria y antiarrftmica. Un nimero
de derivados de la ajmalina han sido comparados en su efecti-
vidad y toxicidad, y se encontraron ser mis potenfes que el

compuesto principal,

La neoajmalina por otro lado es un estimulante del sistema
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nervioso central, un vasodilatador y un estimulante uterino.
También baja 1a presifn sanquinea y en dosis elevadas causa la

muerte debido a paro respiratorio.

La isoajmalina después de una estimulacidn inicial del sistema
nerviose central causa depresion y muerte debido a que produce
Ta baja de 1a presién sanguinea, pero en contraste con la
neoajmalicina, es un relajante uterino.

»
Varios alcaloides Iboga son estimulantes del sistema nervioso
central, como lo evidencia su antagonismo al cataléptico re-
serpina. Ademds, varios de estos compuestos causan hipoten-
sién y bradicardia, y la ibogalina fue la més activa de estos
alcaloides. La coronaridina tiene actividad diurética y cito-

tOxica.y la catarantina tiene actividad hipoglucémica.

Los derivados de la 10-metoxibogamina (ibogaina) exhiben ac-

tividad analgésica y antinflamatoria.

Recientemente se is16 un un alcaloide no reportado a partir

de C, roseus, cuya estructura fue insinuada p&r Wenkert (237).
Este alcaloide al cual se le di6 el nombre de roseadina (238),
exhibe actividad en la leucemia linfocitica P-388. La rosea-
mina, aislada més tarde, también mostré actividad en este
sistéml. y la evidencia preliminar espectral indicé que es un

isémero espectral de Ya VBL (238).



CAPITULO III
CONCLUSTIONES

La importancia de los alcaloides derivados del indol deriva
de su gran abundancia en las plantas, teniendo algunas de

ellas un gran nimero de estos alcaloides, como }s el caso de
C. roseus en la cual se han encontrado hasta la fecha més de

130 alcaloides de este tipo.

Esta planta es una de las més estudiadas desde 1960 debido a
Ta obtencifn de VYBL y VCR, las cuales han mostrado tener un
gran efecto en los tumores neoplésicos de varios tipos.
A&pesar de ser bastante estudiados &stos alcaloides, varios de
Yos. intermediarios han sido elucidados hasta fechas muy re-
cientes y varias de las enzimas de su biosfntesis adn no se
han descubierto. Debido a ésto se ha‘realizado el presente
trabajo monogréfico el cual aporte los estudios biosintéticos
de los intermediarios y de las enzimas realizados hasta nues-

tros dfas.

Debido a que los alcaloides YBL y VCR se‘presentan en la plan-
ta en muy pequefas proporciones (0.00025%). se requiere de
;grandgs cantidades de ella para una produccidn'cqnerciaiAdel
‘medfcanén:o. por 1o que el enfoque principa\’de los estudios

~biosintlticos en los cultivos de tejidos de C. roseus es el de
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inducir la produccidn de estos alcaloides para hacer en un mo-

mento dado rentable la comercializacidon de estos medicamentos.

Hasta la fecha &sto no se ha logrado en ningun laboratorio
aunque se han obtenido pasos conducientes a este fin. Debido
a ésto, el estudio biosintético de los alcaloides de C. roseus
es de suma importancia para conocer los intermediarios clave
en la via y las enzimas que actdan sobre éstos para 1legar a
dar la formacidn de los alcaloides diméricos VBL y VCR, ya que
s8lo conociendo a éstos y a 1as enzimas que regulan la vfa se
podrdn realizar estudios tendientes a manipularlos para indu-

cir la produccidn subsecuente de los siguientes intermediarios

~ hasta llegar a la formacién de la molécula dimérica,

En este trabajo se presentan los intermediarios elucidados
hasfa ahora, asf como las enzimas que se conocen atdan en la
via, aunque algunas de ellas aln no se han des;ubierto y no

se conoce en un momento dado el papel regulador que pueden te-

ner en la via.

Al contrario de la biosintesis de los alcaloides de C, roseus,
la farmacologfa es mucho mis conocida, ya que se conoce desde
priﬁcipios de 1960 los principales efectos antinéoplésicos que
poseen estas substancias, por lo cual se aprobd su uso como ‘

medicamento antineoplésico.

Se ha encontrado que estas dos drogas son muy Gtiles en el



tratamiento de varios neoplasmas en los cuales producen una
marcada disminucidn del tumor, como es el caso de la VCR que
actda principalmente en las leucemias agudas y la VBL en va-
rios tumores s6lidos, dando una mejoria muy notable en pocas
semanas., E1 estudio actual de estos medicamentos es usdndose
en forma combinada con otros farmacos antineoplasicos para
aumentar la efectividad de 1a quimioterapia y a la vez dismi-
nuir la toxicidad producida por estos medicamentos que en un

momento dado puede ser bastante indeseable para el paciente.

. Una de las principales limitantes en el estudio farmacocinéti-
co de estos fdrmacos habia sido Ta falta de técnicas lo sufi-
cientemente sensibles para detectar cantidades muy pequefias

en la sangre de estos alcaloides, ya que &stos después de
aplicarse desaparecen ripidamente de la circulacién sangufnea.
As{ hasta que se introdujo la técnica de radioinmunoensayo
para 1a deteccién de estos alcaloides‘no se pudb realizar su
estudio farmacocinético, lo cual fue realizado en fecha muy

reciente.

Esto permifid conocer algunas de las causas de la accidn de
estos alcaloides ya que se encontrd que después de aplicarse
en sangre ripidamente se elimina de ésta y se fija en lTos te-
‘Jidos extravasculares, de los cuales se elimina después de
bastante tiempo, 1o cual permite que presenten efectos téxicos
mﬁy ﬁaréidbs’enkvarfos tejidos como es el caﬁo del tejido

muscular, de 1a médula 6sea y del sistema nervioso central.

90.
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Este estudio nos permite concluir que aln falta mucho trabajo
que realizar en lo que se refiere a la biosintesis de estos
alcaloides ya que ain permanecen varias incignitas tales como
cudles son los pasos reguladores para la produccidn de los al-
caloides diméricos, incluyendo la elucidacidn compieta de las
enzimas que adn no se han purificado y que se encuentran ca-
talizando 1a vfa, asf como los activadores o inhibidores que
favorecen su accién. También no se conoce nada sobre su com-
partamentalizacion, efecto de precursores director y de facto-
res ambientales, De igual manera no se conoce como son regu-
ladas las vias que aportan esqueletos carbonados a la biosin-
tesis de los alcaloides, en este caso como estdn interrelacio-
nadas l1a vfa del dcido shikimico, 1a biosintesis de los ami-
nodcidos aromdticos, 1a biosfntesis del AIA y la biosfntesis

de los alcaloides inddlicos.

En 1o que se refiere a la farmacologfa de estos alcaloides, su'
accién se conoce bastante bien, as{ como sus éfectos secunda-
rios, aunque adn es necesario determinar como pueden elimi-
narse los efectos colatera!eé. y ésto solo serd posible obte-
niéndo preparaciones mis puras por un lado y compuestos modi-

ficados a partir de los naturales.

Finalmente, queda tambi&n de manifiesto la necesidad de incre-
mentar la produccién de estos fdrmacos. Las alternativas mis
viables son; la propcgacf6n~1n vitro de.plantas convalto contg

nido de YCR y VBL; el uso de cultivos de tejidos vegetales’

.
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in vitro para la obtencidén de estos compuestos o la manipula-

cién de la regulacidon con su proceso de biosintesis.

Habiendo obtenido estos objetivos es necesaria la creacidn de
una planta productiva nacional para estos dos farmacos, con
objeto de disminuir su costo para el uso comin en los pacien-
tes con cdncer, ya que su costo actual es elevado, costando
actualmente una solucidn inyectable de VCR de 1 mg. de con-
centracidon $3,000.00 pesos, y si tomamos en consideracifén que
un paciente de 70 kg necesita 3.5 mg. para una sola aplicacidn
y de que se deben realizar aplicaciones semanales, con un tiem
po de mantenimiento mids o menos largo, su tratamiento se eleva
en forma considerable hasta alrededor de $70,000,00 pesos por
paciente, 1o que daria un mercado potencial de por 1o menos

1,500 millones de pesos,

Logrando un incremento en la produccion de estbs dos firmacos
concomitante con una mejor purificacion se puede obtener un

beneficio redituable al pafs, evitdndose la importacién de es-
tos dos fdrmacos y exportindose a la vez a otros pafses con un
precio més compétitivo. Pero antes hay que remarcar que para
poder poner en marcha una planta piloto de produccion hay que

obtener en el laboratorio un incremento sustancial de estos compues-
tos que haga mis redituable esta producc16n, siendo éste e] objetivo que

se persigue actualmente en el laboratorio

Apendice. En este momento 1a compafifa E11 Lilly no tiene en
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venta VBL (Velban), y como ésta ec la (nica compafifa que lo

produce no se encuentra actualmente en el mercado, por lo cual

no se conoce su valor comercial, '
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