<AERSIAD MACIONAL AUTONOMA g g Ty

|

N

n
1

TESISCON |

FALLA DE ORIGE

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“EVALUACION DE LOS EFECTOS CITOTOXICOS,
CITOSTATICOS Y GENOTOXICOS DE LAS ARGENTATINAS

AYB"

T E S ¢ S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA

P R E S E N T A :
FATIMA GARCIA PILLADO

EXA ~ h Lhr -

MEXICO, D.F MENES ruorcsionagg 2004

FACULTAD D Guinics



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Jesls Fernando Montiel Aguirre

Vocal Prof. Francisco Hernandez Luis

Secretario Profa. Hortensia Parra Delgado

ler. Suplente Prof. Felipe Cruz Garcia

2°, Suplente Profa. Ma. Benita Leonor Fernandez Salgado

Sitio donde se desarrollé el tema:

Departamento de Medicina Genémica y Toxicologia Ambiental.
Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Este trabajo fue apoyado por el proyecto DGAPA: IN-224802

Asesor del tema:

M. en C. Hortensia Parra Delgado.

!
——

Supervisor técnico:

Q.F.B. Lourdes Monsef;t Sordo Cedeno.

éf/ﬁ&/ . 2;,(25, 7

Sustentante:

Fatima Garcia Pillado.

(ﬂ.[,mc*— \%}U&GC'L ﬁ :



La sustentante fue beneficiada con una beca de la

Universidad Nacional Auténoma de México (proyecto DGAPA IN-224802).



A mis padres y hermano, por confiar en mi mds de lo que yo misma soy capaz.

Espero que algun dia estén tan orgullosos de mi como yo de ustedes.



AGRADECIMIENTOS

A mi padres por permitirme crecer y madurar a su lado y hacer de mi la persona
que ahora soy. Gracias por su amor y su paciencia, por el interés y constante
estimulo en todas las etapas de mi vida. Este es solo uno de los logros que
obtenemos juntos, gracias por creer y confiar en mi.

Los amo.

A mi hermano Ulises por los momentos buenos y malos que hemos compartido, por
ser mi complice en muchas ocasiones y por ser una inagotable fuente de tonterias

que me han dado tantos momentos de alegria. Te amo y me siento orgullosa de ti.

A Hortensia Parra, por su apoyo en la direccion y realizacion de este trabajo, por
dejarme ser, exprimir mi capacidad y por mostrarme el gran ser humano que es.

Te quiero.

A la Dra. Patricia Ostrosky y al Dr. Mariano Martinez por aceptarme y apoyarme en

este proyecto, por su valiosa ayuda y sus acertados comentarios y sugerencias.

A Monserrat Sordo por tener los brazos llenos de manos y echarmelas cuando mas
falta me hacen, por tus consejos, ese empujoncito extra y la gran sonrisa que
siempre tienes para mi. Te quiero Monsecita.

A mis compafieros del laboratorio de Biomédicas (Yair, Dorys, Miriam, Maru, Any,
Elias, Martita, Andrés y Andrea) por crear un ambiente donde no sélo puedo discutir
mi trabajo, sino todo lo que sale de mi cabeza. Sin ustedes, mi vida en la

investigacién probablemente habria sido mas corta.
A todos mis donadores estrella, sin los cuales no tendria linfocitos que atormentar.

A mis amigos Gerardo, Beto, Jonathan, Hugo, Beatriz, Adriana, Charmina, Maricela,
Anayetzin, Carmen, Rafael, Alfredo y a todos aquellos que siempre estuvieron
conmigo. Gracias por su amistad y su sinceridad disfrazada de ironia; por
ayudarme a crecer y a encontrar mi lugar en este mundo, por darme dias llenos de

risas y sus hombros para llorar. Las quiero a todas.



A Lourdes y a Moni y las 5 herencias, socias en delirios y aventuras, gracias por ser
mis amigas inseparables y darle a mi locura un lugar especial en este mundo. Las
quiero muchisimo !!

A mis todos mis profesores por contribuir en mi educacién profesional y personal y
por darme las herramientas para salir adelante. Gracias.

A los miembros del H. Jurado por el tiempo dedicado a la revision de este trabajo.
A la Universidad Nacional Auténoma de México por permitirme crecer en todos los
aspectos de mi vida, por ofrecerme las oportunidades que contribuyeron a mi

formacién y porque aqui he vivido las mejores etapas de mi vida.

A TODOS mil gracias.



INDICE GENERAL

Pagina

1. ANTECEDENTES 9
1.1 Cancer y quimioterapia. 9
1.2 Farmacos antineoplasicos. 11
1.3 Principios activos de origen vegetal. 13
1.4 Parthenium argentatum (guayule). | 15
1.5  Deteccién de compuestos con potencial antineoplasico. 17

1.6  El cultivo de linfocitos en la deteccion de sustancias
con potencial antineoplasico. 19
2. HIPOTESIS 25
3. OBJETIVOS 26
4. MATERIAL Y METODOS 27
5. RESULTADOS 31
6. DISCUSION 37
7. CONCLUSIONES 41
8. BIBLIOGRAFIA 42
9. ANEXO 46



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica de las Argentatinas A (1) y B (2).

Figura 2. Microfotografias de células (a) mononucleadas, (b)

binucleadas y (c) polinucleadas tipicas.

Figura 3. Microfotografias de una célula binucleada tipica (a) y una célula

binucleada que presenta un puente nucleoplasmico (b).

Pagina

15

21

22

Figura 4. Microfotogréfias de una célula polinucleada (a) y una célula binucleada

en proceso de apoptosis (b).
Figura 5. Microfotografias de células binucleadas con microncleos.

Figura 6. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos tratados
con Argentatina A.

Figura 7. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos tratados
con Argentatina B.

Figura 8. Cinética de proliferacién de linfocitos humanos tratados
con Argentatina A.

Figura 9. Indice de Divisién Nuclear calculado para cada grupo de

tratamiento con Argentatina A.

Figura 10. Cinética de proliferacién de linfocitos humanos tratados con

Argentatina B.

Figura 11. indice de Division Nuclear calculado para cada grupo de

tratamiento con Argentatina B.

Figura 12. Efecto de la Argentatina A sobre la frecuencia de CBN con MN.

22

23

31

32

33

33

34

35

36



Figura 13. Efecto de Argentatina B sobre la frecuencia de CBN con MN.

Figura 14. Estructuras quimicas de algunos agentes alquilantes.

Figura 15. Estructuras quimicas del dcido félico y metrotexato.

Figura 16. Estructuras quimicas de andlogos de purinas y pirimidinas.

Figura 17. Estructuras quimicas de algunos antimitéticos.

Figura 18. Estructura quimica de algunos inhibidores de las topoisomerasas.

Figura 19. Estructura quimica de algunos antibiéticos antitumorales.

Figura 20. Estructura quimica del Tamoxifeno.

Figura 21. Estructura quimica de algunos agentes antitumorales diversos.

Pagina

36

47

48

48

49

50

51

52

52



1. ANTECEDENTES

1.1 Cancer y quimioterapia

El nombre céncer abarca todas aquellas enfermedades que tienen en comun una
proliferacion anormal de las células y la capacidad de estas de sufrir metastasis y
formar tumores secundarios’. Esta enfermedad se caracteriza por cambios en los
mecanismos de control que regulan la proliferacién y diferenciacion de las células?.
Estos cambios son el resultado de anomalias genéticas que puede aparecer por la
mutacién de un grupo especifico de genes. Muchos de estos genes actian
normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y su

pérdida o inactivacién da lugar a una divisién celular descontrolada *.

Hoy en dia, el cancer constituye una de las principales causas de muerte de la
humanidad. Cada afio mas de 10 millones de personas son diagnosticadas con
cancer, de estas, 6 millones mueren representando el 12% de las muertes en el
ambito mundial y se estima que para el afio 2020 el nimero de nuevos casos se
incrementara a 15 millones *. Segln los registros de la Secretaria de Salud, desde
1990 en México, el cdncer ocupa el segundo lugar como causa de muerte. En el
caso de los hombres los principales tipos de cancer fueron, el de pulmén, el de
prostata y el de estbmago; mientras que en las mujeres el cancer cervicouterino y

el de mama fueron los de mayor importancia 5.

Debido a los altos indices de incidencia, asi como su impacto a nivel econémico
y social es que se reconoce al cancer como un problema importante de salud
publica a nivel mundial y ocupa un lugar de especial importancia en los programas

de salud publica, asistencia médica, prevencion e investigacion *.



Quimioterapia del cancer

La quimioterapia se puede definir como un procedimiento terapéutico
farmacolégico, que consiste en la utilizacion de farmacos, denominados
antineoplasicos, para el tratamiento curativo o paliativo del cancer.

En la actualidad, se cuenta con tres estrategias principales para el tratamiento
del céncer: 1) procedimientos quirdrgicos, 2) radiacion y 3) quimioterapia
sistémica.

La deteccién temprana del cancer permite, que una tercera parte de los
pacientes con este padecimiento puedan curarse con un tratamiento local -cirugia
y/o radiacién->. En los casos restantes, donde se detecta una metastasis temprana,
se requiere de un método sistémico para curar o paliar efectivamente el cancer
diseminado®. La quimioterapia se emplea en fases tempranas del tratamiento (a
menudo en combinacién con cirugia o radiacién) ya que es entonces cuando los
tumores son mas curables y el paciente tiene mayor capacidad de tolerar el
tratamiento ®. Hoy en dia, casi el 50% de los pacientes con cancer pueden ser
curados; y de estos el 17% es atribuible a la quimioterapia 2.

En el tratamiento farmacoldgico del cdncer es frecuente la administracion de
asociaciones de antineoplasicos, ya que de esta forma el tratamiento es mas eficaz
5. Muchos de los agentes citotoxicos mds potentes actlan en fases especificas del
ciclo celular, inhibiendo las células que se encuentran en proceso de division. De
ahi, que las neoplasias que muestran mayor susceptibilidad a la quimioterapia son

las que tienen una fraccién elevada de células en proliferacion y crecimiento 7.

Recientemente, se han comenzado a explorar otro tipo de estrategias para el
tratamiento del cancer, tales como: la terapia génica, las manipulaciones del
sistema inmunitario y de los sistemas hematopoyéticos normales, asi como la

induccién de diferenciacién en tejidos tumorales y la inhibicién de la angiogénesis °.
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1.2 Farmacos antineoplasicos.

Los antineoplasicos, son farmacos utilizados en el tratamiento del cancer. Estos
se pueden administrar con fines curativos o paliativos, ya que algunos cdnceres
avanzados pueden ser controlados con terapia farmacolégica durante periodos
prolongados aumentando la esperanza de vida del paciente ?. Puesto que los
antineoplasicos se distribuyen en el organismo via circulatoria, estan indicados en
canceres diseminados, que resultan incontrolables con cirugia o radioterapia. En
algunos casos se pueden emplear en cdnceres localizados donde el farmaco suele

administrarse como tratamiento coadyuvante (postoperatorio) y/o neocoadyuvante

(preoperatorio) 8.

El objetivo fundamental del tratamiento antineoplasico es la destruccion de las
células cancerosas afectando lo menos posible a las células normales, sin embargo
los farmacos antineopldsicos presentan un margen terapéutico muy estrecho, una
elevada toxicidad y pueden inducir la aparicién de resistencia en las células
cancerosas ®. La elevada toxicidad que presentan, se debe fundamentalmente a que
no actlan sélo sobre las células tumorales sino también sobre células sanas, que en
condiciones normales tienen una taza de proliferacion elevada; .en especial, las de
la mucosa gastrica, la médula ésea y los foliculos pilosos. Como consecuencia de
este efecto citotoxico sobre células normales se producen alteraciones
gastrointestinales, anemia, trombocitopenia, leucopenia y alopecia 5

A pesar de los beneficios derivados de las terapias antineoplasicas, los efectos
toxicos relacionados al tratamiento reducen substancialmente la calidad de vida del

paciente con cancer y limitan la utilidad de los productos farmacolégicos .

1



La mayoria de los agentes antineopldsicos descubiertos en los primeros 20 afios
de quimioterapia oncolégica (1950 a 1970) interactian de manera especifica con el
DNA o causandole un daiio irreparable. En la actualidad, se cuenta con compuestos
que actiian sobre el huso mitético, dafian la integridad del DNA, o bloguean la
sintesis de sus precursores; por ello la mayoria son mas efectivos en células en
proliferacién activa, afectando exclusivamente en la fase S o en la mitosis *®,

Hasta hace algunos afos, los farmacos antineopldsicos se identificaban
mediante la evaluacién, a gran escala, de sustancias quimicas sintéticas y de
productos naturales en sistemas tumorales animales. El considerable incremento en
el conocimiento de aspectos biolégicos, genéticos y moleculares de las
enfermedades neopldsicas ha llevado al desarrollo de metodologias de cernimiento
maés especificas 5.

La blisqueda de compuestos efectivos y selectivos contra el cdncer continda y se
ha ampliado desde el &drea de los productos naturales hasta campos de

investigacién totalmente nuevos.

% Ver Anexo 1.
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1.3 Principios activos de origen vegetal..

Las plantas han constituido la base de los sistemas tradicionales de medicina e
histéricamente han sido una fuente inagotable de agentes medicinales. Muchos
compuestos de origen natural han resultado ser compuestos lider a partir de los
cuales se ha logrado desarrollar numerosos farmacos °; es por ello, que el estudio
de compuestos de origen natural se mantiene vigente como una estrategia de
bisqueda de nuevos agentes terapéuticos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente el 80
% de la poblacién mundial ha utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de
salud. Se calcula que los productos naturales representan alrededor del 50 % de los
farmacos de uso clinico en paises desarrollados y de estos el 25 % derivan de

10 pe tal manera que no solo las plantas continGan siendo

plantas superiores
fuente importante en el descubrimiento de nuevos farmacos; sino que también es
posible aislar moléculas susceptibles a ser transformadas, con el fin de optimizar
una determinada actividad bioldgica.

En relacion al tratamiento del cancer, existen limitaciones en cuando a la
quimioterapia se refiere, ya que muchas de las moléculas existentes carecen de
selectividad y en algunos casos las células cancerosas desarrollan resistencia a
ellas. Por otro lado, los agentes terapéuticos existentes destruyen tanto células
cancerosas como no cancerosas '!. De ahi que exista la necesidad de encontrar

nuevos agentes con la capacidad de destruir a las células cancerosas manteniendo

una toxicidad reducida para las células que no lo son'?,

La mayoria de los agentes farmacéuticos con actividad anticancerigena se han
descubierto a partir de productos naturales obtenidos de plantas, organismos
marinos y microorganismos. La vinblastina y vincristina, la camptotecina y el taxol
son ejemplos de compuestos derivados de plantas que se emplean en el

tratamiento del cancer *2.
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Los agentes antineoplasicos de origen natural son capaces de inhibir la
proliferacion celular a través de una amplia gama de mecanismos, por ejemplo
inhibiendo la replicacion del DNA, interfiriendo en la formacion del citoesqueleto
como los alcaloides de la vinca (Vincristina y Vinblastina) o interfiriendo a nivel de
transduccién de sefiales!.

Entre los compuestos de origen natural con potencial antineopldsico se
encuentran algunos triterpenoides que han demostrado poseer una amplia gama de
efectos biolégicos; entre ellos: citotoxicidad a lineas celulares tumorales ¥ 4,
antagonistas de receptores a estrégenos 5, efectos proapoptéticos ¢, actividad

14,18 anti-inflamatorios *

antiproliferativa % ¥7, antioxidantes!’, hepato-protectores
19 inmuno-regulatorios'®, entre otros.

Si bien los triterpenocides han sido ampliamente empleados con propositos
medicinales en muchos paises asidticos, esta clase de moléculas no han tenido un
impacto en las practicas medicinales occidentales °,

Los triterpenocides se sintetizan en la naturaleza por la ciclacién del escualeno;
de tal manera que conservan un esqueleto de 30 atomos de carbono. En la
literatura se encuentran descritos una gran variedad de triterpenoides que
muestran actividad anti-proliferativa (citostatica) y citotdxica. Los triterpenos mas
estudiados corresponden a los tipos cicloartano, ursano y oleanano. La mayoria de
los compuestos que se han evaluado actian a nivel de la replicacion del DNA,
generalmente inhibiendo enzimas como la DNA polimerasa y/o las

topoisomerasas'!. Debido a esto, los triterpenoides se perfilan como potenciales

agentes antineopldsicos.
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1.4 Parthenium argentatum (guayule).

La especie Parthenium argentatum Gray (guayule), un pequefio arbusto
productor de hule natural ** nativo del norte de la Republica Mexicana, ha

demostrado ser una fuente rica de compuestos biolégicamente activos > 23

, entre
los que se encuentran algunos triterpenos.

En México, el aprovechamiento industrial del guayule alcanzé su auge durante la
segunda guerra mundial; auge que decay6, a la llegada del hule producido
sintéticamente. Pese a que ha dejado de ser una especie de amplia importancia
industrial, hoy en dia ain es aprovechada y rinde algunas utilidades a los
campesinos de las regiones en las que crece la planta *.

Durante el proceso de industrializacion del guayule se obtiene como
subproducto un componente resinoso que constituye aproximadamente el 5% del
peso seco de la planta. El estudio sistematico de la resina del guayule ha revelado
la presencia de grandes cantidades de compuestos triterpénicos que representan
cerca del 55% de los componentes totales !; de estos, el 27% lo representan las
Argentatinas A, By C *°,

Estructuralmente las Argentatinas A y B (Fig. 1) son triterpenos pertenecientes

al grupo cicloartano.

Figura 1. Estructura quimica de las Argentatinas A (1) y B (2).

15



En el caso particular de las Argentatinas, nuestro grupo de trabajo demostré
que la Argentatina B es un inhibidor no-competitivo de la unién de *H-estradiol a
su receptor en tumores de mama humanos dependientes de hormonas *° y que la
Argentatina A posee propiedades antimicrobianas 23

Por otro lado, en un primer acercamiento a la determinacion del potencial
antineoplasico de las Argentatinas A y B, se evaluaron los efectos de estos
compuestos sobre la proliferacion de 5 lineas de cancer humano empleando el
modelo de Sulforrodamina B % y se determind la concentracién inhibitoria media
(Clsp) para cada linea celular. En este estudio, se demostré que tanto la
Argentatina A como la B, inhibieron la proliferacion (o crecimiento) de las lineas
celulares empleadas. La Argentatina A muestra mayor actividad antiproliferativa
[CIs20.22 a 38.61 pM] que la Argentatina B [Clsy 24.14 a 79.38 pM]. Estos valores
de Cls resultan similares a los informados para otros triterpenos como el acido
ursélico que posee actividad citostatica y citotdxica en diversas lineas de céancer
humano 1€, .

El modelo de sulforrodamina B empleado en los estudios preliminares de la
actividad biologica de las Argentatinas A y B no permite determinar si los efectos
sobre la proliferacién se deben a la muerte de las células (citotoxicidad) o a la
detencién del ciclo celular en alguna de sus fases (citostaticidad), por esta razon, se
decidid evaluar los efectos citotdxicos, citostaticos y genotoxicos de las

Argentatinas A y B empleando un modelo alterno que fuera mas informativo.

§ parra-Delgado, H.; Garcia-Pillado, F.; Ramirez-Apan, T.; Sordo, M.; Martinez-
Vazquez, M.; Ostrosky-Wegman, P. Evaluation of the cytotoxicity, cytostaticity and
genotoxicity of argentatins A and B from Parthenium argentatum (Gray).

En revision.
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1.5 Deteccién de compuestos con potencial antineoplasico.

La quimioterapia antitumoral representa una amplia area de investigacién
debido a la necesidad de nuevas moléculas con actividad antitumoral y el desarrollo
de nuevos sistemas de analisis y estudios moleculares. Por tanto, la identificacion
de numerosas de dianas potenciales es un reto comun en muchas areas de

investigacion.

La deteccidon de la actividad biolégica de un compuesto, ya sea natural o
sintético, se realiza a través de un programa de cernimiento de la actividad
biolégica buscada que establezca las bases para llevar el compuesto de interés a

pruebas a nivel clinico.

En la actualidad, muchos laboratorios asi como centros académicos e institutos
de investigacién como el Instituto Nacional del Céncer en Estados Unidos (INC)
desarrollaron programas de blsqueda y aislamiento de nuevos agentes
anticancerigenos que incluyen compuestos tanto sintéticos como de origen natural.
El INC cuenta con una coleccién de compuestos en estudio mayor a los 600,000; de
estos, 50,000 se han obtenido de plantas superiores. El INC cuenta con un
programa que emplea un panel de 60 diferente§ lineas celulares tumorales

humanas para evaluar in vitro las sustancias en estudio 2.

Este esquema de trabajo presenta la posibilidad de inferir el mecanismo de
acciéon de nuevos compuestos basandose en la blisqueda de similitud de patrones
de respuesta de compuestos con mecanismos de accién conocidos 2°. Ademas,
permite determinar una especificidad relativa para ciertos tipos tumorales dada la

cantidad y diversidad de lineas celulares empleadas °.
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Aunque tales estrategias poseen ventajas en la bisqueda de compuestos con
potencial antineoplasico, también pueden llegar a ser complicadas y costosas para
implementar en muchos laboratorios debido a la gran cantidad de compuestos que
se evallan y al manejo de muchas lineas celulares. Por lo anterior y dado que la
quimioterapia sistémica continGta siendo uno de los principales métodos de
tratamiento, existe una clara necesidad de descubrir o disefiar nuevos agentes, asi

como estrategias de cernimiento mas accesibles, sensibles e informativas.
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1.6 El cultivo de linfocitos en la deteccién de sustancias con
potencial antineoplasico.

Existen estudios que demuestran que la proliferacion celular puede verse
alterada por la exposicion in vivo o in vitro a farmacos administrados experimental

o terapéuticamente 26,

Los cultivos de linfocitos humanos han sido empleados durante décadas como
sistema de prueba para la evaluacion de los efectos genotoxicos tanto de
sustancias quimicas ° como de la radiacion ionizante 2%, asi como efectos sobre
proliferacién celular’®>. Estos cultivos representan células humanas con

caracteristicas propias de células normales.

El cultivo de linfocitos ha demostrado ser (til en la determinacion de la actividad
antineopldsica de diversos compuestos como el cisplatino y la bleomicina 29,
mostrando ser un modelo sensible y reproducible. Por ello es considerado un buen

método para el cernimiento primario de sustancias con actividad antineoplésica *°.

Es conocido que mas de un agente antineoplasico empleado en la clinica, posee
efectos mutagénicos, genotdxicos e incluso carcinogénicos . Por esta razén,
resulta importante evaluar la genotoxicidad de cualquier compuesto con potencial
antineoplasico. Existen varios parametros que pueden ser utilizados para evaluar
los efectos genotdxicos de agentes quimicos. Uno de los métodos mas empleados
en la actualidad debido a su especificidad, sensibilidad y sencillez es la
determinacion de la frecuencia de células con microntcleos ya sea por exposicién in
vivo 0 in vitro a una sustancia de prueba.

Los microntlcleos son biomarcadores de dafio al DNA, que representan
rompimientos cromosomicos y/o la pérdida de cromosomas completos provenientes
de eventos espontaneos o como resultado de la exposicion a agentes xenobidticos.
Contienen fragmentos cromosémicos acéntricos o cromosomas completos que

fueron incapaces de migrar hacia los polos durante la mitosis .

19



El uso de los micronlcleos como marcadores de dafio cromosémico en linfocitos
de sangre periférica fue propuesto por Countryman y Heddle en 1976; y en 1985
Fenech y Morley mejoraron la técnica con la introduccién de la citocalasina B (Cyt

31, 32 E| bloqueo de la citocinesis

B) como agente inhibidor de la citocinesis
empleando Cyt B es la metodologia que revolucioné la prueba de MN por ser
efectiva para identificar células que solo se han dividido una vez en el tiempo de
cultivo, ya que permite observarlas con una apariencia binucleada debido al efecto
inhibidor de la Cyt B sobre la citocinesis sin alterar la cariocinesis. De esta manera,
es posible observar células mononucleadas (CMN) que representan a las células que
no se han dividido en cultivo, las células binucleadas (CBN) y células tri, tetra o
polinucleadas (CPN) que son aquellas que se han dividido mas de una vez en el
tiempo de cultivo.

Debido a que el bloqueo de la citocinesis no afecta la cariocinesis es posible
establecer un indice de proliferacién, conocido como indice de divisién nuclear
(IDN). Este parametro permite determinar el patron de respuesta mitogénica
inducida y de esta manera establecer si el agente de prueba empleado en el estudio
0% 33,

es capaz de inducir un efecto citostatic

El IDN se calcula con la siguiente formula:

IDN = [CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)] / N
Donde: CMN, CBN y CPN es la frecuencia de células mono-, bi- y polinucleadas en
un total de 200 células y N representa el nimero total de células contadas.
Para determinar la frecuencia de cada poblacion de células se realiza un analisis
microscopico, en donde se observan caracteristicas morfolégicas propias de cada

poblacién; las cuales se presentan en la Figura 2.
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Figura 2. Microfotografia de células (a) mononucleadas, (b) binucleadas y (c)

polinucleadas tipicas. Tomadas de *,

Por otro lado, la determinacion de la frecuencia de MN requiere de la
observacion microscopica de CBN en laminillas preparadas a partir de cultivos de
células tratadas con el compuesto de interés. La evaluacion de la frecuencia de MN
se realiza analizando 1000 CBN. Los criterios de identificacion de CBN y MN en CBN

son:

Criterios de identificacion de Células Binucleadas™® .

¢ La célula debe ser binucleada, es decir presentar dos ntcleos redondos u
ovales, mantener su membrana casi intacta y distinguible de células
adyacentes.

¢ Los nucleos deben estar separados, ser de tamafo similar y presentar un patrén
de tincién similar.

< Los nucleos pueden estar muy juntos o incluso parcialmente traslapados, pero
la membrana nuclear debe distinguirse.

¢ Ambos nicleos pueden encontrase unidos por puentes nucleopldsmicos que no

excedan % del diametro nuclear (Figura 3b).
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(a) (b)

Figura 3. Microfotografias de una célula binucleada tipica (a) y una célula

binucleada que presenta un puente nucleoplasmico (b) .Tomadas de **.

Para el analisis de la frecuencia de micronucleos no se toman en cuenta:
a) células trinucleadas, tetranucleadas, o polinucleadas (Figura 4a).
b) células donde el (los) nucleo(s) principal(es) se observen en apoptosis

(Figura 4b).

Figura 4. Microfotografias de una célula polinucleada (a) y una célula binucleada

en proceso de apoptosis (b). Tomadas de **.
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Criterios de identificacién de micronucleos **.

G

o

Son cuerpos de forma redonda u oval.

Su diametro varia entre 1/16 a 1/3 del ndcleo principal en una célula

mononucleada 6 1/25 a 1/9 del diametro de un ntcleo en una célula binucleada.

Debe estar separado de los ntcleos principales sin traslapamiento.

No debe ser refringente.

Debe presentar las mismas caracteristicas tintoriales del nicleo principal (auque

en ocasiones puede presentarse mas intenso).

Debe presentar la misma condensacion de cromatina que los nucleos

principales.

(a) (b) (c)

Figura 5. Microfotografias de células binucleadas con microntcleos. Las figuras
a y b muestran tipicas células micronucleadas y la (c) muestra una célula donde

un microntcleo se encuentra tocando ambos ntcleos. Tomadas de **.
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Este ensayo presenta muchas ventajas sobre otras técnicas ya que no requiere
de preparaciones de metafases, puede aplicarse a células en interfase (con la
estimulaciéon por medio de un mitégeno), no es invasivo, su costo es bajo y es
relativamente mas facil de realizar que un ensayo de aberraciones cromosoémicas.
Al mismo tiempo puede emplearse en combinacion con otras técnicas para
discriminar entre eventos clastogénicos y aneugénicos 3, Entre estas técnicas se
encuentran el marcaje CREST que emplea anticuerpos anti-cinetocoro provenientes
del suero de pacientes con una enfermedad autoinmune, y la técnica FISH con
sondas centroméricas o teloméricas 33,

Por las razones antes descritas, se decidié utilizar el ensayo de microntcleos
con blogueo de la citocinesis pa.ra la evaluacion de los efectos citostédticos y

genotoxicos de las Argentatinas A y B.
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2. HIPOTESIS

Se ha demostrado que muchos terpenoides, entre ellos triterpenos tetraciclicos del
tipo cicloartano, presentan actividad citostdtica y citotdxica en diversas lineas
celulares de cancer; por lo tanto es posible que los triterpenos denominados
Argentatinas A y B puedan inducir efectos sobre la proliferacion y la frecuencia de

microntcleos en linfocitos humanos de sangre periférica.
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3. OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos citotoxicos, citostaticos y genotoxicos in vitro de las

Argentatinas A y B en cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica.

OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Ewvaluar el efecto citotoxico de las Argentatinas en linfocitos humanos de

sangre periférica tratados in vitro.

2. Determinar el efecto de las Argentatinas A y B sobre la proliferacion

celular de linfocitos humanos estimulados.

3. Evaluar el efecto genotoxico de las Argentatinas A y B en funcion de la

frecuencia de micronlcleos en linfocitos humanos de sangre periférica

tratados in vitro.
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4. MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Argentatinas Ay B

Las Argentatinas A y B fueron amablemente donadas por el Dr. Mariano Martinez

Vazquez y la M. en C. Hortensia Parra Delgado del Instituto de Quimica de la UNAM.

A partir de los compuestos proporcionados se prepararon dos soluciones
concentradas de 1 y 10 mM que se usaron para llevar a cabo el tratamiento

correspondiente (Tablas 1y 2).

Donadores

Se obtuvieron muestras sanguineas de seis individuos sanos (3 hombres y 3
mujeres) con una edad promedio de 25 afos, que no estuvieran bajo ningdn
régimen medicamentoso, asi como que no hubieran cursando por algin cuadro

sintomatico previo o durante la semana de muestreo.

Evaluacién del efecto citotéxico de Argentatinas A y B.

Se evaluod el efecto citotoxico de las Argentatinas A y B mediante una técnica de
doble tincidn con una solucion de Diacetato de fluoresceina-Bromuro de etidio
(FDA-BrEt) *. Para cada compuesto se empleé la sangre de 3 donadores realizando
3 experimentos independientes por duplicado de cada donador.

En tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron 912.5 pL de medio RPMI-1640 (Sigma)
suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco) y L-Glutamina
(Sigma), 62.5 uL sangre entera y 25 ulL de fitohemaglutinina (Gibco). Los cultivos
se incubaron a 37°C durante 48 h. Transcurrido este tiempo cada cultivo se tratd

de acuerdo al esquema que se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Esquema de tratamiento (concentracion final en el volumen de cultivo).

TRATAMIENTO
GRUPO Vehiculo | Compuesto MMC
de prueba
Control —= - ==
DMSO < 0.5% =5 e
Arg5 e 5uM R
Arg15 15uM
Arg25 25 uM
MMC 1uM

Después de aplicado el tratamiento, los cultivos se incubaron a 37° C durante
24h mas. Transcurridas las 24h los tubos se centrifugaron, se extrajo el
sobrenadante y se resuspendio el paquete celular.

Posteriormente se tomaron 25 uL de la suspension celular y se transfirieron a un
tubo eppendorf nuevo en el que se adicionaron 25 puL de la solucién de tincion de
FDA-BrEt. Se homogeneizé el contenido del tubo, se tomaron 25 uL de la
suspension y se depositaron en portaobjetos limpios; posteriormente se les colocé
un cubreobjetos y se evaluaron al microscopio. Para evaluar la citotoxicidad se
determiné la frecuencia de células vivas (verdes) y muertas (rojas) en 200 células

para obtener el porcentaje de viabilidad.

TESISCON !
| FALLADEORIC. . |
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Tabla 1. Esquema de tratamiento (concentracion final en el volumen de cultivo).

TRATAMIENTO
GRUPO Vehiculo | Compuesto MMC
de prueba
Control e i Sz
DMSO <0.5%
Arg5 S 5uM ----
Arg15 15 uM waen
Arg25 25uM -
MMC e 1M

Después de aplicado el tratamiento, los cultivos se incubaron a 37° C durante
24h mas. Transcurridas las 24h los tubos se centrifugaron, se extrajo el
sobrenadante y se resuspendio el paquete celular.

Posteriormente se tomaron 25 uL de la suspension celular y se transfirieron a un
tubo eppendorf nuevo en el que se adicionaron 25 pL de la solucién de tincién de
FDA-BrEt. Se homogeneizé el contenido del tubo, se tomaron 25 ulL de la
suspension y se depositaron en portaobjetos limpios; posteriormente se les colocod
un cubreobjetos y se evaluaron al microscopio. Para evaluar la citotoxicidad se
determind la frecuencia de células vivas (verdes) y muertas (rojas) en 200 células

para obtener el porcentaje de viabilidad.
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Evaluacion del efecto citostatico de las Argentatinas Ay B.

Para determinar el posible efecto citostatico de las Argentatina A y B se empled
la técnica de microntcleos con bloqueo de citocinesis. Para la evaluacion de cada
compuesto se utilizd la sangre de 3 donadores (Argentatina A: 2 hombres y 1
mujer, y Argentatina B: 2 mujeres y un hombre) realizando 3 experimentos
independientes por duplicado de cada donador.

En tubos Falcon de 15 mL se colocaron 6.3 mL de medio de cultivo RPMI-1640
(Sigma) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco) y L-Glutamina
(Sigma), 0.5 mL sangre entera y 0.2 mL de ﬁtohemaglutin.ina (Gibco). Los cultivos
se incubaron a 37°C durante 48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion los cultivos

se trataron de acuerdo al esquema que se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Esquema de tratamiento (concentracion final en el volumen de cultivo).

TRATAMIENTO
GRUPO Vehiculo | Compuesto MMC
de prueba
Control —-e-
DMSO < 0.5%
Arg5 e 5uM m
Arg15s 15uM
Arg25 25uM R
MMC 1M

Después de la aplicacion del tratamiento, se adicioné el agente inhibidor de
citocinesis Citocalasina-B (Sigma) hasta una concentracion final de 6 pg/mL. Los
cultivos se homogeneizaron y posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 h
mas.

Transcurrido el tiempo de tratamiento los paquetes celulares se resuspendieron
y se transfirieron a tubos de vidrio donde fueron prefijados con 600 pL de una

solucion de metanol-acido acético (3:1).
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Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min y
después se extrajo el sobrenadante; los paquetes celulares se resuspendieron y
fijaron con la misma solucién (metanol-dcido acético 3:1). Una vez fijados se
realizaron lavados con la misma solucion hasta obtener un boton celular limpio.
Después de obtener el botén celular limpio, este se resuspendié en 0.2 mL de
fijador y se goted cuidadosamente en portaobjetos frios bafiados en agua y se
dejaron secar al aire. Finalmente las preparaciones se tifieron siguiendo la técnica
de Giemsa, y se evaluaron al microscopio.

Para realizar la evaluacién del efecto citostatico se determiné la frecuencia de
células mono- , bi- y polinucleadas analizando 200 células por laminilla; y con esos
datos se calcul6 el indice de Division Nuclear.

IDN = [CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)] / N

Evaluacion del efecto genotéxico de las Argentatinas A y B.

La evaluacién de el efecto genotdxico de las Argentatinas A y B se evalud en el
microscopio empleando las mismas preparaciones donde se evalué el efecto
citostatico. Se analizé la frecuencia de CBN con micronicleos en un total de 1000

células binucleadas por laminilla.

Analisis estadistico
Se realizd un analisis de varianza para determinar la diferencia entre los grupos
control (DMSO) y los grupos tratados. Valores de p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.



5. RESULTADOS

Viabilidad.

Como se puede observar en las figuras 6 y 7, el DMSO a la concentracion
empleada no afecta la viabilidad celular (p>0.05).

La actividad citotoxica de la Argentatina A se evalué a tres diferentes
concentraciones (5,15 y 25uM) y se observé una disminucion significativa (p<0.05)
de la viabilidad de linfocitos humanos solo a la concentracion de 25uM (Fig. 6). Por
otro lado, la Argentatina B no mostré un efecto citotoxico estadisticamente
significativo (p>0.05) sobre la viabilidad de linfocitos humanos a ninguna de las

concentraciones evaluadas (Fig. 7).
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos tratados con Argentatina A

(5, 15 y 25 uM) y Mitomicina C (MMC) a 1uM. Cada barra representa la media +
E.E. de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes(*p<0.05).
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% de viabilidad

Cc DMSO BS B15 B25 MMC

Concentracion, pM

Figura 7. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos tratados con Argentatina B
(5, 15 y 25 uM) y Mitomicina C (MMC)a 1uM. Cada barra representa la media + E.E.
de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes.

Efecto citostatico de las Argentatinas A y B.

La Argentatina A no mostro efectos sobre el porcentaje de células mono-, bi- o
polinucleadas a ninguna de las concentraciones empleadas (Figura 8); de igual
manera, los valores calculados de IDN no son estadisticamente diferentes a los

calculados para el control de DMSO (Figura 9).
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Figura 8. Cinética de proliferacion de linfocitos humanos tratados con Argentatina A

(5, 15 y 25 uM) y Mitomicina C (MMC)a 1pM. Las barras representan la media * E.E.
de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes (*p<0.05).
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Figura 9. indice de Divisién Nuclear calculado para cada grupo de tratamiento con

Argentatina A. Las barras representan la media + E.E. de tres experimentos por
duplicado de tres donadores diferentes (*p<0.05)
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La Argentatina B indujo un incremento estadisticamente significativo, con
respecto al control de DMSO (p<0.05), en el porcentaje CMN y una disminucién de
CBN y CPN a partir de la concentracién de 5 pM (Figura 10). Este efecto sobre la
proliferacién no es atribuible a un efecto citotdxico, ya que a estas concentraciones
el compuesto no mostro citotoxicidad. De la misma manera los valores del IDN
calculados muestran una disminucion estadisticamente significativa con respecto al

control a las mismas concentraciones (Figura 11).

g
2

40%

20% -

% de células mono, bl y polinucleadas

B15 B25 MMC
Concentracién, uM

Figura 10. Cinética de proliferacién de linfocitos humanos tratados con Argentatina
B (5, 15 y 25uM) y Mitomicina C (MMC)a 1uM. Las barras representan la media +
E.E. de tres experimentos por duplicado de tres donadores diferentes (*p<0.05).
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Figura 11. indice de Divisién Nuclear calculado para cada grupo de tratamiento con

Argentatina B.Las barras representan la media + E.E. de tres experimentos por
duplicado de tres donadores diferentes (*p<0.05).

Efecto genotéxico de las Argentatinas A y B.

Una vez realizados los ensayos para determinar si las Argentatinas A y B
afectaban la viabilidad de linfocitos humanos estimulados y/o inducian
modificaciones sobre la proliferacion de estos, se realizaron los ensayos de
genotoxicidad empleando las mismas concentraciones de los compuestos de
prueba. Como se observa en las Figuras 12 y 13 ninguna de las dos Argentatinas
evaluadas incrementan significativamente la frecuencia de CBN con MN a ninguna

de las concentraciones de prueba.
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Figura 12. Efecto de la Argentatina A (5, 15 y 25 uM) y MMC (1uM) sobre la
frecuencia de CBN con MN. Las barras representan la media + E.E. de tres
experimentos por duplicado de tres donadores diferentes (*p<0.05).
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Figura 13. Efecto de Argentatina B (5, 15 y 25 uM) y MMC (1uM) sobre la frecuencia
de CBN con MN. Las barras representan la media + E.E. de tres experimentos por
duplicado de tres donadores diferentes (*p<0.05).
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6. DISCUSION

Parthenium argentatum, Gray (guayule), es una especie endémica del norte de
la Republica Mexicana que ha demostrado ser una fuente rica en compuestos
biolégicamente activos'™ 2., Las Argentatinas A y B son los principales componentes
del subproducto resinoso procedente de la industrializacién de esta planta 2%,

En un estudio reciente, nuestro grupo de trabajo demostré que las Argentatinas
A y B son citotdxicas en 5 diferentes lineas celulares de cancer humano.

Considerando lo anterior, en este trabajo se evaluaron los efectos citotoxicos,
citostaticos y genotoxicos de las Argentatinas A y B en linfocitos humanos de
sangre periférica.

Debido a que en la actualidad la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antineoplasica esta basado principalmente en la evaluacion de la actividad
citotéxica in vitro sobre lineas celulares tumorales humanas; este trabajo propuso
emplear linfocitos humanos como sistema biolégico de células no cancerosas donde
se evalud la citotoxicidad de ambos compuestos mediante una técnica de doble
tincién con FDA-BrEt 5,

Como se observa en la Figura 6 la Argentatina A reduce la viabilidad celular en
un 25% (Figura 6), mientras que la Argentatina B no mostré efectos sobre la
viabilidad de en ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura 7). Ya que no se
observan diferencias significativas entre los grupos a los que se aplicé tratamiento
y los grupos con DMSO, los resultados sugieren que el efecto citotéxico mostrado
por la Argentatina A solo se debe a las diferencias estructurales entre esta y la
Argentatina B.

Debido a que los agentes citostaticos muestran un gran potencial en el
tratamiento del cancer, se determind el potencial citostdtico de las Argentatinas
mediante la evaluacion de dos pardametros, la CP y el IDN. La CP provee

informacion acerca de la citostaticidad de un compuesto, ya que permite establecer
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si un xenobiético es capaz de detener la proliferacién celular. Este efecto se pone
en evidencia si se observa que la poblacién de células que no se han dividido en el
tiempo de cultivo (CMN) es mayor en comparacion a la observada en el control. De
esta manera es posible inferir que si las células no se estan dividiendo se debe a la
presencia del compuesto de prueba en el cultivo; por lo tanto ese compuesto es
capaz de detener el ciclo celular en cualquiera de sus fases.

Por su parte el valor numérico del IDN permite determinar el patron de
respuesta mitogénica inducida y asi establecer si el compuesto empleado es capaz
de inducir un efecto citostatico. El valor calculado representa el efecto citostatico
global y no variaciones en la frecuencia de poblaciones celulares en el cultivo, como
el caso de la CP.

Los resultados obtenidos demuestran que la Argentatina A no produce efectos
sobre la proliferacién ya que no modifica la proporcién de células mono-, bi- o
polinucleadas ni el IDN en ninguna de las tres concentraciones evaluadas (Figuras 8
y 9); estos resultados sugieren que la Argentatina A no se comporta como un
agente cistostatico.

Por otra parte la Argentatina B si es capaz de inducir un efecto citostdtico sobre
linfocitos humanos estimulados. Como se observa en la Figura 10 la Argentatina B
mostré un efecto dependiente de la concentracién a partir de 5 puM en donde se
observé un incremento significativo en el porcentaje de células mononucleadas y la
disminucion del porcentaje de células bi- y polinucleadas. De la misma manera, los
valores calculados de IDN disminuyeron significativamente a partir de la misma
concentracion (Figura 11).

Debido a que la Argentatina B no disminuyo la viabilidad celular en los cultivos
tratados, el incremento en la cantidad de CMN y la disminucion del IDN solo pueden
atribuirse a la detencion del ciclo celular en alguna de sus fases. Estos efectos
producidos concuerdan con efectos antiproliferativos mostrados por otros

triterpenos como el acido ursdlico (triterpeno pentaciclico) que ha demostrado ser
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capaz de detener la proliferacion arrestando a las células predominantemente en Gq
y Gi 16

Como previamente se ha expuesto, mds de un compuesto antineoplasico
utilizado en la clinica es capaz de generar efectos genotoxicos *°. Por esta razén,
resulté importante para este trabajo realizar la evaluacion de la genotoxicidad de
las Argentatinas A y B.

La evaluacion de la genotoxicidad de ambos compuestos de prueba se llevo a
cabo empleando el modelo de MN. Como se observa el las Figuras 12 y 13, ninguno
de los dos compuestos presentd actividad genotdxica in vitro, ya que no
incrementaron la frecuencia de linfocitos binucleados con microntlcleos a las
concentraciones evaluadas.

La formacion de un MN puede llevarse a cabo de manera espontanea o inducida
ya sea por eventos clastogénicos o aneugénicos; en otras palabras un MN esta
formado por un fragmento de cromosoma o por un cromosoma completo 33, Sj un
compuesto induce la formacion de MN se dice que este es capaz de dafar
directamente al DNA (actividad clastogénica) y / o perturbar la “maquinaria
mitética” generando aneuploidias *°. Ya que en el modelo lo permite y de conforme
a los resultados obtenidos es posible descartar que:

1) ambos compuestos dafien de manera directa al DNA (actividad clastogénica) y,
2) que tengan actividad aneugénica in vitro en linfocitos humanos estimulados a las
concentraciones evaluadas.

Por otra parte, el uso de los parametros propuestos (CP, IDN y frecuencia de
CBN con MN) nos permitio determinar que ambos compuestos presentan un patron
de actividad diferente. La Argentatina A es un compuesto citotoxico y que no
presenta actividad citostatica ni genotdxica in vitro en linfocitos humanos
estimulados, mientras que la Argentatina B no es citotoxica ni genotoxica pero si es
capaz de inducir un efecto citostatico comparable al inducido por la mitomicina C,
sobre linfocitos en proliferacion (Figuras 10 y 11). De hecho, no existen diferencias

estadisticamente significativas entre el IDN calculado para la Argentatina B a 25uM
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y el calculado para la Mitomicina C (MMC) a 1uM. Esto sugiere que la Argentatina B
es capaz de presentar efectos citostaticos con la misma eficacia que la MMC, no asi
con la misma potencia. Este resultado aunado a que la Argentatina B no es un
compuesto citotdxico ni genotdxico en linfocitos humanos tratados in vitro, refleja
la importancia de este compuesto y lo presenta como un candidato para futuras

investigaciones.
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7. CONCLUSIONES

La Argentatina A disminuye la viabilidad de linfocitos humanos a una
concentracion de 25 pM en cultivos de linfocitos humanos, sin inducir efectos

citostaticos ni genotdxicos a ninguna de las concentraciones evaluadas.

Por su parte la Argentatina B no presenta actividad citotoxica in vitro a
ninguna de las concentraciones evaluadas; pero si es capaz de inducir un
efecto citostatico in vitro a partir de 5uM, en linfocitos estimulados sin resultar

genotoxico.

Tanto la Argentatina A como la Argentatina B carecen de actividad
genotoxica in vitro sobre linfocitos humanos estimulados en las

concentraciones evaluadas.

Los resultados de esta investigacion demuestran la importancia de
continuar con los estudios de la Argentatina B para la determinacion de los
mecanismos de accién, asi como las relaciones estructura actividad de este

tipo de compuestos.
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Mecanismo de accién de los farmacos antineoplasicos ©.

Los farmacos antineopldsicos utilizados en el tratamiento del cancer, presentan
una gran variedad de mecanismos de accion y pueden clasificarse en distintas

clases segun su actividad bioquimica y su origen.

Bl Agentes de alquilaciéon. Los agentes de alquilacion son compuestos capaces
de contribuir, en situaciones fisiologicas, con grupos alquilo a macromoléculas
biolégicas como el DNA. Los agentes de alquilacion tienen en comun la
propiedad de convertirse en potentes electréfilos y formar enlaces covalentes
con fracciones nucledfilas como grupos fosfato, amino, hidroxilo, sulfhidrilo,
carboxilo e imidazol. Los efectos citotdxicos que presentan se deben a la
alquilacién del DNA ya que el nitrogeno 7 de la guanina es susceptible a la
accion de agentes alquilantes. A diferencia de otros antineoplasicos especificos
de una fase del ciclo celular estos agentes pueden actuar en cualquiera. Sin
embargo su toxicidad es mas evidente durante la etapa S del ciclo, bloqueando
la progresion del mismo. Ejemplos de agentes alquilantes son: Mecloretamina,

ciclofosfamida y melfalan.

CH3-CH2-CI HL——HH e
H3C—N P
3 “—CH3-CH>- o=—P——N
CH3-CH3-ClI Hzc '-..___CHB_CHZ_CI
Mecloretamina Ha2C ]

Cicloforfamida

CH3-CH,-CI
/ 3 2

HOOC——HC——H;C .-

NH3
Melfalan

Figura 14. Estructuras quimicas de agentes alquilantes.
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Antimetabolitos. Estos farmacos tienen una de estructura similar a
componentes del metabolismo intermediario. La mayoria de los farmacos de
este grupo son analogos de bases puricas (mercaptopurina) y pirimidinicas
(fluorouracilo). Estos compuestos que interfieren con la biodisponibilidad
normal de los precursores de los nucleétidos de purina o pirimidina que
participan en la biosintesis de las bases nitrogenadas del DNA, por lo que
actian en la fase S del ciclo celular. Entre estos agentes se encuentran
andlogos del folato como el Metotrexato, que actua inhibiendo la dihidrofolato
reductasa, enzima que interviene en la sintesis de bases plricas y

pirimidinicas.

N N NH.
rl:oon i I“\'/
HC——N—oC NH——CHy— N
| H ﬂ \N Z

CHz Acido Félico

COOH

Figura 15. Estructuras quimicas del acido fdlico y metrotexate.

g \>L)I\> )\Lf)}f

6- ina Uracilo 5-FU

Figura 16. Estructuras quimicas de andlogos de purinas y pirimidinas.
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B Alcaloides vegetales. Este tipo de moléculas son metabolitos secundarios
nitrogenados extraidos de fuentes vegetales. De manera general se pueden

dividir en dos grupos dependiendo del blanco molecular sobre el cual actian:

Antimitéticos. Estos compuestos no afectan directamente al ADN, sino se unen
a los microtibulos, necesarios para formar el huso cromatico en la mitosis,
impidiendo su formacion (alcaloides de la Vinca) o promoviendo la formacion de
estructuras microtubulares alteradas que no pueden participar en la mitosis

(Taxoides). Ejemplos de inhibidores de microtibulos son la Vinblastina y el

Paclitaxel.

N
H

Vinblastina 0COCH;

OH

Paclitaxel

Figura 17. Estructuras quimicas de inhibidores de antimitéticos.

ESTA TESIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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Inhibidores de topoisomerasas. Esta clase de farmacos se compone de dos
grupos diferentes: Las Podofilotoxinas y las Camptotecinas.

Del grupo de las podofilotoxinas destacan el Etoposido y tenipdsido. Ambos
son derivados semisintéticos de las podofilotoxinas que se extraen de la
mandragora. Estructuralmente son muy parecidos y ambos bloquean el ciclo
celular en la fase 5-G2 al inhibir la topoisomerasa II formando un complejo
ternario farmaco-DNA-topoisomerasa II. Debido a la formacion de este complejo

se producen cortes de doble cadena, que no pueden ser restaurados.

OH

Etopdsido: R= CH3

Tenipésido: R= O_

s

Figura 18. Estructura quimica de algunos inhibidores de las topoisomerasas.
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Las camptotecinas son alcaloides vegetal derivados de Camptotheca

accuminata. El Topotecan y el Irinotecan son los principales derivados. Ambos

compuestos actuan inhibiendo a la topoisomerasa I, enzima responsable del corte

Y

reparacion de ADN monocatenario, por lo que su inhibicion resulta en dafio al

DNA.

HaN

HN

Antibiéticos antitumorales. Los antibiéticos empleados en la terapéutica del
cancer tienen en comun su origen natural, son producidos por hongos y tienen
la capacidad de interferir con el crecimiento celular alterando el ADN por
mecanismos variados. Algunos se fijan al ADN bloqueando la sintesis de ADN
y ARN, otros ejercen sus efectos por su accion sobre la topoisomerasa II, los
mas producen rompimientos mono- o bicatenarios por generacion de radicales
libres. Ademas algunos son capaces de interactuar con las membranas
celulares y afectar sus funciones. Ejemplos de este tipo de farmacos son la

Mitomicina y la Doxorrubicina (Adriamicina).

(o]

Mitomicina

Doxorrubicina

NHz

Figura 19. Estructura quimica de algunos antibiéticos antitumorales.
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B Agentes hormonales. Este tipo de agentes terapéuticos se utilizan
fundamentalmente en procesos dependientes del estimulo hormonal (como en
el cdncer de mama y prostata). Pueden actuar bloqueando receptores o
inhibiendo la formacién de hormonas endégenas. Como consecuencia se inhiben
los efectos promotores del crecimiento celular en determinados tejidos. Un

ejemplo de este tipo de agentes es el Tamoxifeno.

3

o < > c/ C\Csz

o
\N——-H3C—H2C
/

H
H3

Figura 20. Estructura quimica del Tamoxifeno.

B Agentes diversos. A este grupo pertenecen agentes con mecanismos de
accion diversos. Ejemplos son el cisplatino que atraviesa la membrana
plasmatica por difusion pasiva y su citotoxicicidad se relaciona con la
formacion de puentes intra- e intercatenarios en el DNA, inhibiendo la
replicacion y transcripcion. La procarbazina, inhibe la sintesis de DNA y RNA
y la actividad de la L-Asparaginasa, enzima que hidroliza la asparagina,
privando a las células tumorales de este nutriente que no pueden sintetizar

¥ que es necesario para la sintesis de proteinas.

CHs
Cl\ /NH3
Pt HyC——HN——HN——H,C CONH—CH
a” TSn,
CH3
Cisplatino Procarbazina

Figura 21. Estructura quimica de algunos agentes antitumorales diversos.

52



	Portada 
	Índice General 
	1. Antecedentes 
	2. Hipótesis 
	3. Objetivos 
	4. Materiales y Métodos 
	5. Resultados 
	6. Discusión 
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía 
	9. Anexo 



