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I. RESUMEN

La constante bisqueda de compuestos anticancerosos mas potentes y efectivos incluye la
investigacion en productos de origen vegetal El Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos, realizé una busqueda que incluyd 6,000 especies vegetales, resultando el descubrimiento
del taxol; este compuesto es un diterpenoide, altamente acilado con una compleja cadena lateral
adicional esterificada; derivado biogenéticamente del pirofosfato de geranilgeraniol Se obtuvo
inicialmente de la corteza del tejo americano Taxus brevifolia con un rendimiento de 0 01-
0.03%, limitando extremadamente su disponibilidad. El taxol ha sido descrito como la droga
mas importante descrita en la ultima década por su enorme potencial que ofrece sobre varios
tumores altamente malignos como melanoma, cancer renal, de mama, epitelial de ovario. de
pulmén y leucemia refractarias; cuyo mecanismo de accion es el de estabilizar los microtubulos.
El taxol se ha obtenido de otras especies del género Taxus como: el tejo inglés I baccatq,
canadiense T. canadensis, japonés T. cuspidata, chino T. chinensis, 1. wallichiana, T.
yunnanensis, y mas recientemente de un hongo del floema del tronco de 7. brevifolia clasificado
como Taxomyces andreanae. El objetivo de este trabajo, fue analizar extractos de la especie
mexicana Taxus globosa, con el fin de determinar la presencia de taxol y/o moléculas
estructuralmente relacionadas con la actividad estabilizadora de microtubulos. Las muestras de
corteza, hoja y tallo de Taxus globosa fueron colectados durante el mes de agosto en el Parque
Nacional "El Chico" en el estade de Hidalgo. Los extractos metandlicos obtenidos de tallo, hojas
y corteza fueron fraccionados por HPLC; a la fraccion que presenté el mismo tiempo de

retencion que el estandar de taxol, se le determminé la actividad estabilizadora de microtubulos
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por el método turbidimétrico, confirmandose la formacion de microtibulos y por técnicas de

inmunofluorescencia, su actividad polimerizadora de microtibulos sobre cultivos de células de
ovario de Hamster Chino (CHO).

Los resultados en cuanto al porcentaje de taxol fueron en hojas 0.013%, corteza 0.008% vy 1allos
0.004%. Resulta importante resaltar que es mayor el rendimiento en hojas y no en corteza como
sucede en el Taxus brevifolia.

Los resultados demostraron la presencia de compuestos diterpénicos con actividad estabilizadora
de microtibulos en fracciones obtenidas de corteza, hoja y tallo. Sin embargo, las pruebas
turbidimétricas muestran que la fraccion de corteza es 1.85 veces mas potente que la fraccion
de hoja y 2.94 veces mas potente que el tallo. Lo que puede deberse a la presencia de
enantiomeros o tratarse de moléculas estructuralmente cercanas al taxol Las micrografias
electronicas comprobaron la polimerizacion de la tubulina por las tres fracciones,
comprobandose por inmunofluorescencia en los cultivos celulares. Por lo que puede concluirse
que los compuestos diterpencides obtenidos de corteza, tallos y hojas de Taxus globosa tienen
actividad estabilizadora de microtubulos. El hecho de que en las fracciones de hojas se observe
actividad y el rendimiento sea mayor que en corteza, permite sugerir la utilizacion de ésta fuente

o la biisqueda de cultivos vegetales como una alternativa para obtener taxol o derivados.



II. INTRODUCCION

1. Antecedentes Cientificos.

La importancia de los productos naturales en medicina, se basa no solamente en sus efectos
farmacoldgicos o quimioterapéuticos sino en la posibilidad que ofrecen para poder desarrollar
a partir de sus estructuras nuevas drogas (Phillipson. 1994). En la quimioterapia del cancer,
ha sido muy importante la aportacién de compuestos desarrollados a partir de productos
naturales, como ejemplo podemos citar a los alcaloides de la vinca (Catharantus roseus)
vincristina y vinblastina, maytansina obtenida a partir de Mayrenus ovatus y el mas
recientemente descubierto, del tejo americano o Taxus brevifolia: el taxol. Dentro de estas
drogas antitumorales que actualmente se usan en la practica médica la vinblastina y la
vincristina (Black et al. 1990), éstas inhiben la formacion del huso mitético durante la
division celular, interfiriendo con el sistema tubulina- microtibulos de ahi su citotoxicidad
contra la célula tumoral al detener el ciclo celular durante la mitosis, ya que impide que se
forme el huso acromatico durante la metafase, quedando los cromosomas a la deriva sin poder
migrar a los polos para dar lugar a dos nuevos nicleos y consecuentemente a las células hijas.
Descubrimiento.

En los Gltimos afios ha tomado especial importancia un compuesto diterpenoide denominado
Taxol, el cual fue descubierto en la década de los sesenta como resultado de investigaciones
por parte del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos Americanos (NCI, USA)
];or medio de bioensayos dirigidos en fracciones del extracto obtenido a partir de la corteza
de una conifera, el tejo del pacifico 0 tejo americano (7. brevifolia), utilizando lineas

tumorales y sistemas de leucemia murina, posteriormente, €l taxol fue identificado como la

[¥¥)



4
forma activa (Wani et al. 1971). Su nombre deriva de la especie de la cual se extrajo

inicialmente, Taxus brevifolia.

Composicion quimica.

El taxol es un compuesto diterpenoide que posee un esqueleto de 20 carbonos tipo taxana
denominado baccatin IIl, con una compleja cadena lateral adicional (N-benzoil-B-
fenilisoserina éster) la cual se encuentra adicionada en el carbono trece (Kingston. 1991) Es
derivado biogenéticamente del pirofosfato de geranilgeraniol, la féormula molecular del taxol
es: Cy7 Hs; NOy«, y su férmula estructural se observa en la fig. 1. Recientemente fue publicada
la sintesis total del taxol (Nicolau et al. 1994), pero debido a que es una molécula altamente
compleja ya que cuenta con once centros asimétricos y 2048 isémeros estéricos potenciales
(Heiinstein et al. 1994); esto hace que su sintesis resulte extremadamente dificil y por el
momento no viable comercialmente.

Mecanismo de accién.

Los microtibulos son proteinas globulares, los cuales dentro de sus funciones estan ser los
elementos primarios bisicos del huso mitotico. Los microtubulos estin en un equilibrio
dinidmico con sus subunidades proteicas basicas las cuales son dimeros de tubulina (Fig. 2).
La tubulina es una proteina heterodimérica, esta constituida por dos unidades: la tubulina Alfa
y Beta; la tubulina tiene un peso molecular de 110 Kd por lo que cada unidad tiene un peso
aproximado de 55 Kd ( Kirchner. 1978), siendo ligeramente mas pesada la tubulina alfa. La

direccion de este equilibrio hacia el ensamble o desensamble parece ser determinado por
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Figura No. 1.- Férmula estructural del taxol. (B-benzoilamino)-a-
hidroxi-6,12b-bis(acetiloxi)-12-12-(benzoiloxi)2a,3,4,
4a,5,6,9,10,11,12,12a,12b-dodecahidro-4,11-
dihidroxi-40,8,13,13-tetrametil-5-0x07,11-metano-1H-
ciclodeca[ 3.4]benzo[1,2-b]oxetil-9ester,2aR-[2aq,
4p,4ap,6B,9a(xR*,pS*),10,120,12a0,12ba].
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Z
sefiales generadas durante fases especificas del ciclo celular por reguladores como guanosin

trifosfato (GTP) y calcio (Manfredi et al 1984). El primero induce el ensamble, mientras
que el segundo es el que induce el desensamble.

El taxol disminuye la concentracion critica de tubulina requenida para el ensamble de
microtibulos, produciéndose ésta aun en ausencia de factores que usualmente son esenciales
para la polimerizacion, como el GTP exdgeno o las proteinas asociadas a microtiubulos (Shiff
et al. 1981; Hamel et al. 1981). Interfiere con el ciclo celular al promover el ensamble de los
microtibulos , € inhibir su desensamble cambiando la dinamica de equilibrio entre los dimeros
de tubulina hacia la polimerizacion, resultando microtubulos excesivamente estables aun en
presencia de iones Ca”™  (Guéritte-Voegelein et al. 1991; Shiff et al. 1979) Como
consecuencia, se detiene la division celular (Parness et al. 1983), lo que provoca la muerte de
las celulas, siendo mas sensibles las de division rapida. (De Brabander et al. 1981). El sitio de
unidn del taxol sobre los microtubulos es distinto al sitio de unidén del GTP, coichicina,
podofilotoxina y vinblastina (Shiff et al. 1981).

Estudios Preclinicos.

Los estudios en sistemas experimentales tanto in vitro como in vivo, confirmaron su potencial
como agente anticancerigeno con una impresionante destruccion de células tumorales asi
como también de tumores solidos (Manfredi et al. 1984; Donehower. 1987, Fan et al. 1987)
Demostré ser toxico a un gran numero de tumores humanos implantados en ratones,
incluyendo cancer de ovario (Riondel et al. 1986 y 1988). La evalu-acic'm preclinica del taxol

mostrd ser toxico al tracto gastrointestinal, medula Gsea y linfocitos (Rowinsky et al. 1990).



2
Estos resultados no fueron sorprendentes, ya que los tejidos afectados estan compuestos de

células de division rapida, las cuales son mas susceptibles a las drogas antineoplasicas
comunmente usadas. Como la droga es poco soluble en agua, fue necesano formularla en
aceite de castor polioxetilado “cromofor” (Lassus et al. 1985), al cual se asocian las
reacciones severas de hipersensibilidad.

Estudios Clinicos.

La actividad antineoplasica observada en fase I, fue en varios tipos de tumores incluyendo
melanoma, adenocarcinoma, carcinoma refractario de ovario, carcinoma de: pulmon,
gastrico, colon, cabeza y cuello (Rowinsky et al. 1989). Ademés, en la fase I y II se
observaron arritmias, lo que se agregéd a la necesidad de tener al paciente monitoreado
durante las administraciones. La forma de administracion y la premedicacion hicieron al taxol
inicialmente inaceptable para pacientes no hospitalizados. En estudios de fase I postenores, se
logré administrar el taxol por 6 horas en pacientes externos sin monitoreo cardiaco y
premedicaciéon en donde solo 1 de 30 pacientes experimentaron reacciones de
hipersensibilidad y no hubo episodios de cardiotoxicidad (Sarosy et al. 1992, McGuire. 1992).
La mas importante actividad antineoplasica que se ha observado con el taxol, es en cancer
epitelial de ovanio. Un estudio en 40 pacientes en estado avanzado fuvieron una respuesta
alta, los resultados fueron particularmente importantes por las siguientes razones: a) se
incluian los pacientes pretratados con radiacion y quimioterapia, b) se obtuvo respuesta

significativa en 6 de 25 (24%) en pacientes refractarios a Cisplatino (crecimiento del tumor
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mientras recibian Cisplatino, o recurrencia del tumor en 6 meses despues de cesar la

administracién) y 6 de 15 (40%) que no mostraron una clara refraccion al mismo

Estudios en fase II, han reportado una actividad significativa en carcinomas de ovarnio
refractarios avanzados, con una respuesta en el 37% de los pacientes que habian sido
previamente tratados con Cisplatino no mas de una vez. Hubo respuesta en 7 de 14 pacientes

que no eran claramente refractarios al Cisplatino y en 8 de 24 claramente resistentes. La dosis

se redujo a 175mg/m2 (Lipton et al. 1988).

Actualmente se encuentran en proceso otros estudios de fase Il con otro tipo de tumores
altamente malignos como el melanoma, el cincer renal, de mama, de pulmdn y leucemia
refractanias (Rowinski et al. 1989; Markman et al. 1992; Legha et al. 1990)

Debido a los resultados obtenidos en fase 1 y I, el taxol ha sido descrito como la droga mas
importante descubierta en la ultima década por su enorme potencial ya que a pesar de su alta
toxicidad, ofrece una poderosa alternativa para pacientes con cancer de ovario refractario a la
quimioterapia con Cisplatino {Beijnen. 1992). A finales de 1992 una presentacién comercial
de taxol fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en los Estados Unidos
Americanos para el tratamiento de cancer de ovario avanzado con el nombre de paclitaxel
(Iwao et al. 1994).

Abastecimiento,

Se obtiene de la corteza del tejo americano en cantidades de 50 a 150 mg de taxol’kg de
corteza, requiriéndose aproximadamente procesar la corteza de tres arboles para el

tratamiento de un paciente de cincer. Tomando en cuenta que es un recurso no renovable, y
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que el arbol requiere de mas de 100 afios para alcanzar la madurez y que el rendimiento de

taxol es muy pobre, ha significado un gran problema en su investigacion. Dada la importancia
que ha tomado el taxol en la quimioterapia del cancer, la busqueda de nuevas fuentes de taxol
se ha intensificado; informandose que también puede ser obtenido del tejo inglés Taxus
baccata que es cultivado para fines omamentales (Senelh et al. 1984), del tejo japonés Taxus
cuspidata (Fett et al. 1992), del tejo chino T. chinensis (Xu et al. 1989), de 7. wallichiana
(Milier et al. 1981), 7. yunnanensis (Chen et al. 1991) y de 7. canadensis (Zamir et al. 1992).
Ademas se han realizado investigaciones en algunos de los otros compuestos encontrados en
el extracto diterpénico junto con el taxol, mas de 100 derivados tipo taxana se han aislado a
partir de varias especies de tejos (Barboni et al. 1994). Por medic de técnicas de
cromatografia de liquidos de alta resolucion, se han logrado separar los seis compuestos
diterpénicos que se encuentran en mayor cantidad en los extractos: taxol, cefalomanine,
bacatin IIT y sus derivados deacetilados en el carbon 10 (Witherup et al 1989). A éstos
compuestos se les ha comprobado actividad anticancerigena, por lo que se encuentran en
estudio; también se ha encontrado que un hongo del floema del tronco de 7. brevifolia
clasificado como Taxomyces andreanae produce taxol en pequefias cantidades (Stierele et al.
1993).

Origen taxonémico.

Es una gimnosperma, del orden de los Taxales, Familia Taxacea; las especies de este género se
distribuyen en las regiones templadas de Asia, Europa, Africa del Norte y América del Norte.

En la Republica Mexicana se distribuye una sola especie: Taxus globosa Schectendal, la cual se
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distobuye desde €l noreste del pais (Nuevo Ledn y Tamaulipas), pasando por la cuenca del

Golfo y el eje neovolcanico transversal hasta Honduras en Centro América.

2. Planteamiento del Problema.

El cancer es una enfermedad que puede desarrollarse en el hombre sin importar edad, nive!
socloecondmico O caracteristicas étnicas. Su indice de morbilidad y mortalidad sigue siendo
muy alto, a pesar de que los métodos de diagnoéstico y tratamiento oportuno se han mejorado
mucho, y de que se han ampliado considerablemente los lapsos de sobrevida (Boletin de
Morbilidad y Mortalidad 1994). Sin embargo alin no se cuenta con el farmaco ideal para los
casos en los que las enfermedades neoplasicas se han establecido o cuando la enfermedad se
detecta con un gran estado de avance (Black. 1990) y que resultan refractarios a los
farmacos con los que actualmente se cuenta. Es por ello que estd ampliamente justificada la
busqueda constante de drogas mas efectivas para el tratamiento de los muy variados tipos de
cancer. El taxol ha tomado especial importancia por los prometedores resultados en los
estudios de fase I y II. Actualmente la FDA (Food and Drug Administration) aprobo un
medicamento a base de taxol que se obtiene de la corteza de Taxus brevifolia paclitaxel, el
cual es un recurso no renovable. Por lo cual es importante la bisqueda de otras fuentes de
taxol. En éste estudio se pretende determinar la presencia de taxol o moléculas relacionadas,
con actividad estabilizadora de microtibulos en un representante del género Taxus.

3. Hipotesis

Se ha demostrado que varias especies del género Taxus de origen europeo, asiatico y

norteamericano sintetizan un compuesto diterpenoide llamado taxol con actividad
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estabilizadora de microtiibulos, por lo que es de esperarse que especies mexicanas del género

Taxus también sinteticen dicho compuesto y/o compuestos relacionados.
4. Objetivos.
General: :
Determinar la presencia de actividad estabilizadora de microtubulos en extractos diterpénicos
de tallos verdes, hojas y corteza de Taxus globosa, fraccionados por cromatografia en
columnay por HPLC.
Especificos:
- Determinacion de la actividad estabilizadora de microtubulos en las fracciones diterpénicas
obtenidas, mediante polimerizacion de tubulina pura por técnicas espectrofotométricas.
- Confirmar la formacién de microtabulos en las muestras preparadas para el analisis
espectrofotométrico, por microscopia electronica.
- Determinar la actividad polimerizadora de microtubulos de las muestras obtenidas sobre

células de ovario de hamster chino (CHO) en cultivo.



III. MATERIALES

1. Equipo.

- Equipo de diseccion

- Balanza analitica (Sartorius.)

- Potenciémetro (Beckman Century §S-1.)

- Homogeinizador mecanico tipo Elvehjem-Potter.

- Centrifuga (Damon/IEC, USA) B-20 A (refrigerada), rotor 11/79, y 289.
- Ultracentrifuga (IEC, USA) B-60, rotor 10/79.

- Agitador mecanico con temperatura controlada (New Brunswick Scientific, USA)

Refrigerador (congelador) Reveo a -70°C

Termo-Baiio (Felisa)

Vortex {Thermolyne, USA) T-37600
- Lector de microplacas EIA multi-well reader (SIGMA, USA)

- Microplacas de poliestireno de fondo plano con 96 pozos (SIGMA, USA) .

- Equipo de electroforesis (Bio-Rad, USA)

Fuente de poder (CAMAG)

Placa de calentamiento (CORNING, USA) PC-320.

Espectofotémetro (Carl Zeiss, ALEMANIA) Mod. PM Q III.

Celdas de cuarzo de 1 mi.

Tubos Leighton con tapén de rosca.

Laminillas de 25 X 5 mm.
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- Botellas de cultivo de 25 cm’ de superficie con tapon de rosca (Falcon, CA, USA)

- Incubadora de CQ, (Naticnal, USA).
- Hematimetro (Ameri can Optical Scientific Instruments Div., USA)
- Microscopio invertido Modelo “D” (Carl Zeiss).

- Microscopio compuesto (Carl Zeiss.)

- Microscopio de epifluorescencia con filtros para DAPY, FITC/rojo Texas, Mod. “Standard 25
Il Z” (Carl Zeiss.)

- Centrifuga refrigerada (SORVALL, USA).

- Rejillas de cobre de 400 mallas cubiertas con formvar y carbon para microscopia

electronica.
- Microscopio electronico marca (Zeiss) EM-109.

2. Reactivos.

Glicina, EDTA, cloruro de manganeso, GTP, EGTA, taxol, cloruro de magnesio,
antitubulina, anti IgG-FITC, Tween 20, dodecil sulfato de sodio,seroalbimina bovina (fraccion
V), reactivo de Folin Ciocalteau, tnzma base, acido cacodilico (sal sddica), kit para
electroforesis [buffer electrodo 10X, buffer de muestra 2X, buffer concentrador, buffer
separador, acrilamida, N,N’- metilen bis acrilamida(BIS), persulfato de amonic, lauril
sulfato(SDS), solucion de azul de bromofenol, 2-mercaptoetanol, solucion de lauri) sulfato
10%, TEMED y marcadores de peso molecular] de Sigma Chemical Company (Saint Louis,

Missouri, USA). Triton X-100 y Azul de Coomassie G-250 de Sigma de México.

- Rajo de fenol de Mesck {Alemania). Sulfato de magnesio de Merck de México.



- Hidréxido de sodio, fosfato dibasico de sodio, fosfato monobasico de potasio, fosfato
dibasico de potasio, cloruro de sodio y acido clorhidrico de Reactivos Monterrey

- Penicilina G-sédica 200,000 Ul v sulfato de estreptomicina de Lakeside S. A, (México).

- Bicarbenato de sodio, tartrato de sodio y potasio, dcido acético, acido clorhidrico y
formaldehido de J.T. Baker de México.

Medio McCoy 5A de Gibco Laboratories (Gran Island, N.Y., USA).

Rollo fotografico APX-25, 120, AGFAPAN de AGFA (USA).

Cloruro de potasio de Técnica Quimica.

Metanol de Control Técnico de Representaciones (México).

Solucién salina de Laboratonios Pisa (México)

Acetato de uranilo, glutaraldehido de TED PELLA (USA).

3. Material Biolégico

A, Vegetal

Las muestras de hojas, tallos verdes y corteza de Taxus globosa con una edad aproximada de
20 afios, fueron recolectadas durante el mes de agosto, en el Parque Nacional “El Chico”,
localizado a 10 Km al norte de la ciudad de Pachuca en el estado de Hidalgo por personal
capacitado del Programa de Botanica, Colegio de Postgraduados, Montecillo, Edo. de México.

B. Cerebros

- Cerebro de res: se obtuvo del supermercado, se desconocia [a fecha del sacrificio de los
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animales, ya que se encontraban en estado de congelacion

- Cerebro de cerdo: se compr6 a un distribuidor de carne “Carnes San Nicolas™ Estos cerebros
procedian de cerdos que eran sacrificados el mismo dia que nos los sumimstraban de 5-7
horas después.

- Cerebro de cabrito: se compro en el mercado popular. Se utilizaron animales jovenes (1 mes),

¢l cerebro se obtuvo inmediatamente después de sacrificar al animal, haciendo un corte

transversal en la parie superior del craneo, seguido por dos cortes verticales con el objeto de
sacar en forma completa el cerebro; se le quitd el cerebelo, y las meninges con la ayuda de
tijeras de diseccion, se lavo con selucion salina fria y se mantuvo en bafio de hielo.

C. Linea Celular:

- Linea celular de ovario de hamster chino (CHQ), auxdtrofa de prolina, es una poblacion

clonal, originada de la clona BC1, que obtuvo Martinez-Rodriguez (1981) a partir de la cepa

CCL61 (American Type Culture Collecction, Maryland, USA) y se ha mantenido viable en

nuestro laboratorio por mas de 10 afios en medio McCoy.

D. Suero bovino y suero de ternera.

Se obtuvo de sangre colectada en el rastro de la ciudad, el cual se paso por una serie de filtros
Millipore de 10 u a 0.22 p. Fue esterilizado por filtracion a través de membranas con poros de
0.22 u, distribuyéndolo en voliimenes de 40 o 100 ml en botellas estériles de borosilicato con
tapon de rosca. Después fue descomplementado por calentamiento a 56°C por 30 min  De
cada botella se sembré 1 ml de suero en 10 ml de medio PEHPS (Said-Fernandez et al. 1988) y

se incubd por una semana para comprobar su esterilidad, luego fue almacenado a -26°C



IV. METODOS.

[. TRATAMIENTO DE LAS FRACCIONES DE Taxus globosa.

La obtencion de éstas fracciones se realizo en el Laboratorio de Fitoquimica del Colegio de
Postgraduados, Montecillo Edo de Mexico por el Dr Marcos Soto Hernandez Las muestras
previamente secadas en un horno a 60°C y molidas a un tamano de particula apropiado, se
extrajo con metanol por 48 h a temperatura ambiente y con agitacion Se fiitro la parte soluble
y el residuo se extrajo nuevamente con metanol por 24 h mas. Se juntaron los extractos
metanolicos y se concentro en un rotavapor Al extracto gue se obtuvo se le agrego agua
destilada y se extrajo con vanas porciones de cloruro de metileno El extracto organico se
concentrd en un rotavapor, se peso el residuo que se obtuvo y se continud con el esquema de
aislamiento de la fraccion que conteanga taxol, por cromatografia en capa fina, cromatografia
en columna y finalmente por HPLC Esto se corrobord mediante analisis comparativo con un
estandar de taxol con el mismo Rf en placa fina, asi como el mismo tiempo de retencidon por
HPLC. Estas fracciones se recibieron en el CIBIN en envases de vidrio con tapa de plastico
en forma de residuos evaporados a sequedad indicandose el peso seco.

2. COMPOSICION Y PREPARACION DE LAS SOLUCIONES,

BUFFER DE POLIMERIZACION. ( MES 0.1 mM pH 6.5, MgCl; 0.5 mM, EGTA 10 mM). Se
disolvio 23.04 g de MES y 380 mg de EGTA en 800 m! de agua desionizada, posteriormente se
agregod 500 pl de MgCl; 1M (952.1 mg en 10 ml de agua desionizada p/v); se ajustd a pH 6 5

con HCI IN y se aforé a 1000 ml con agua desionizada.



SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS TOIALLS

SOLUCION ESTANDAR SAB Img/ml se disolvio 100 mg de seroalbumina bovina (Fraccion V)
en 20 ml de agua desionizada con agitacion lenta y se aforo a 100 ml con agua desiomizada
SOLUCION A: se disolvid 25 g de carbonato de sodio y 500 mg de tartrato de sodio y potasio
en aproximadamente 100 ml en agua desioruzada, se agregd 125 ml de hidroxido de sodio y se
aforé a 250 ml con agua desionizada. Se almaceno en frasco ambar a temperatura ambiente
SOLUCION B: se disolvio 250 mg de sulfato de cobre y 500 mg de tartrato de sodio y potasio en
aproximadamente 15 ml de agua desionizada, se le agregd 2 5 ml de hidroxido de sodio IN y
se completd el volumen a 22.5 ml con agua desionizada Se guardé en frasco ambar a
temperatura ambiente.

SOLUCION C: se diluy6 1 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu con 15 ml de agua desionizada (se
prepar6 inmediatamente antes de usarse)

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS.

BUFFER CONCENTRADOR (Tris-HC1 0.5 M, pH 6.7-6.9 ): se disolvid el contenido del frasco con
20 ml de agua desionizada con agitacion y se aforé a un volumen de 40 ml agua desionizada
La solucion se mantuvo a 4°C,

BUFFER SEPARADOR (Tris-HC! 3.0 M, pH 8.7-8.9 ): se disolvié el contenido del frasco con 20
ml de agua desionizada con agitacion y se aforo a un volumen de 30 ml con agua desionizada

La solucion se mantuvo a 4°C,
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BUFFER ELECTRODO 10X: Se disolvio los contenidos de la botella de lauril suifato y la de buffer

electrodo en 200 ml de agua desionizada. Se agité hasta completa disolucion ajustando el
volumen final a 2500 ml con agua desionizada. Se almaceno a 4°C,

BUFFER ELECTRODO 1X (Tris 0.025 M pH 6.8, Glicina 0 192 My launl sulfato 4%) a 35 ml
de buffer 10 X se le agrego 315 ml de agua desionizada (cantidad suficiente para una corrida)
Se prepard inmediatamente antes de usarse.

SOLUCION ACRILAMIDA/BIS (N,N’-metilen bis acrilamida) 30%/2.7%: se disolvio el contentdo
del frasco marcado como acrilamida con 55 ml de agua desionizada, y se le adiciono el
contenido del frasco marcado como N,N’-metilen bis-acrilamida (Bis), enjuagando con
pequefias cantidades de agua desionizada para remover las trazas de Bis. Una vez disuelto el
Bis completamente en la solucidon de acrilamida, se afordé a 100 ml con agua desionizada. Se
almacené a 4°C.

SOLUCION DE PERSULFATO DE AMONIO: se disolvieron 45 mg de cristales de persulfato de
amonio en 3 ml de agua desionizada. Se preparo inmediatamente antes de usarse.

SOLUCION DECOLORANTE: se mezclaron 400 ml de metanol, 70 ml de acido acético glacial y
530 ml de agua desionizada. Se almacend a temperatura ambiente.

SOLUCION REVELADORA: se disolvié 0.5 g de azul brillante en 500 mi de solucién decolorante.

Se almaceno a 4°C.

GEL SEPARADOR 10%: (cantidad suficiente para dos geles), la mezcla de las soluciones se

realizé inmediatamente antes de usarse y en el orden que se menciona: solucién acrilamida/Bis
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3.3 ml, buffer separador 1.25 ml, solucion de lauril sulfato 10% 100 pl, agua desionizada 4 8

ml, solucion de persulfato de amonio 1.5 % 500 pl, TEMED 7 5 pl.

GEL CONCENTRADOR 3.8% (cantidad suficiente para dos geles), la mezcla de las soluciones
se realizo inmediatamente antes de usarse y en el orden que se menciona. solucidon de
acrilamida/Bis 2.5 ml, buffer concentrador 1.25 ml, solucién de lauril sulfato 10% 100 pl,

agua desionizada 5.65 ml, solucion de persulfato de amonio 1.5 % 500 pl, TEMED 10 pl

SOLUCION DE MUESTRA: en un tubo eppendorf de 1.5 ml se mezclo 200 pl de solucion de
tubulina 4 mg/ml con 200 pl de buffer de muestra 2X, 20 ul de 2-mercaptoetanol y 7 ul de
solucién de azul de bromofenol. Posteriormente se sumergio en un vaso de precipitado con

agua en ebullicion por 3 min, se utilizdé después de S min. Esta solucion se conservé a -20°C

MEZCLA DE MARCADORES DE PESO MOLECULAR (anidrasa carbonica PM 29,000; Albumina de
huevo PM 45,000; Albumina bovina PM 66, 000; Fosforilasa B PM 97,410; B-Galactosidasa
PM 116,000; Miosina PM 205,000): se diluyd el contenido del frasco con 1.5 ml de bufter de
muestra 2X, 150 pl de 2-mercaptoetanol y 10 ul de solucion de azul de bromofenol
Posteriormente se sumergié en un vaso de precipitado con agua en ebullicion por 3 min, se

utilizoé después de 5 min. Esta solucion se conservo a -20°C.
SOLUCIONES PARA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ESTABILIZADORA DE MICROTUBULOS.

ESTANDAR DE TAXOL 10 mM: un frasco que contiene 5 mg de taxol se reconstituyd con 586
pl de DMSO, se conservé a temperatura de 4 °C. A partir de esta solucién se prepard las

concentraciones utilizadas en las pruebas de polimerizacion.
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SOLUCION DE GTP 10 mM. se pes6 10.5 mg de GTP y se disolvio en 2 ml de agua desionizada,

se conservé en frasco ambar a temperatura de 4°C.

SOLUCION DE CaCl; 10 mM: se disolvié 277.7 mg de CaCl; en 80 mi de agua desionizada y se

afor6 a 100 ml con agua desionizada.

SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA!

SOLUCION DE ANTIBIOTICOS (100X):

Penicilina G-sodica 200,000U.1. y sulfato de estreptomicina 0.8g Los componentes se
disolvieron en 100 ml de agua desionizada. La solucion se esterilizé por filtracién y se
almaceno a -20°C en alicuotas dc-: 10 ml en tubos estériles con tapon de rosca 16 X 100 mm,

Pyrex.

TRIPSINA AL 2.5%.. Se disolvié 2.5 g de tripsina en 100 ml de agua desionizada estéril y se
agité suavemente toda la noche a 4°C con un agitador magnético. La solucién se filtrd por
papel Whatman No. 1 en un embudo Buchner y luego se esterilizé por filtracion y se almaceno

a -20°C, en alicuotas de 10 mi.

TRIPSINA AL 0.25%. Se mezclo 10 ml de tripsina al 2.5% en un vaso de precipitado con 0.6 ml
de rojo de fenol al 1%, 1 mi de la solucion de antibidticos (100X) y 90 ml de Amortiguador de
pH isotonico de Tris (BT). Enseguida se esterilizé la solucion por filtracion y se almaceno a -
20°C en porciones de 5 ml. Se incub6 un tubo de cada lote, elegido al azar, por tres dias a 36°C

para comprobar su esterilidad.
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SOLUCION DE ROJO DE FENOL AL 1%. Se disolvié 1.0 g de colorante en 6 ml de NaOH IN y

se aford a 100 ml con agua desionizada. La solucion se filtré en papel Whatman No | y luego

se almacend a -20°C en un frasco de borosilicato con tapon de rosca.

BT (AMORTIGUADOR DE PH ISOTONICO DE TRIS): 8 g de NaCl, 375 g de KCI, 0.1 g de
Na,HPQ,, 3.0g de trizma base pH 7.4 - 7.5. Los compcnentes se disolvieron en 90 ml de agua
desionizada, se les afadid 30 ml de HCI IN, se afor6 a un volumen de 1000 ml con agua
desionizada. Se estenlizd en autoclave, se distribuyé en alicuotas de 100 ml, en botellas con

tapon de rosca, y se almacené a temperatura ambiente.

SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS): NaCl 65 g, K,HPO, 2.8 g,
KH,PQ, 0.5 g. Los componentes se disolvieron en 900 ml de agua desionizada, se ajusto el
pH a 7.4-7.5 con NaOH ION, la solucion se aforé a 1000 ml con agua desionizada, se

esterilizd en autoclave y se almacend en alicuotas de 100 ml a temperatura ambiente.

SOLUCION DE PBS, EDTA 10mM, MnCl; 2mM, a pH 6.9: los componentes de la solucion
PBS y 3.72g de EDTA se disolvieron en 900 ml de agua desionizada y se le agreg6 lentamente
y con agitacion constante 251.8 mg de MnCl,, se ajusté el pH a 6.9 con NaOH 10N y se aforé

a 1000 ml.

SOLUCION DE PBS, MnCl, 2mM: los componentes de la solucion PBS se disolvieron en 900
ml de agua desionizada y se le agregd lentamente con agitacion constante el MnCl, (3.72 g

disueltos en 50 ml de agua desionizada), la solucién se aforé a 1000 ml.
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SOLUCION PBS CON 0.1% DE FORMALDEHIDO Y 0.5% DE TRITON X-100. A 90 ml de solucién

de PBS se le agregd 100 ul de formaldehido y 500 pl de Triton X-100 y se aford a 100 ml con

PBS.

SOLUCION DE PBS, MnCl; 2MM, TWEEN 20 AL 0.1%. A 99.9 ml de la solucion anterior se le

agrego 0.1 ml de tween 20 y se agito hasta disolverse.
SOLUCIONES PARA MICROSCOPIA.

BUFFER DE CACODILATO DE SODIO 0.1 M pH 7.4. Se disolvio 1.6g de cacodilato de sodio en

50 ml de agua tridestilada se ajusté el pH a 7.4 y se aforé a 100 ml con agua tridestilada.

SOLUCION DE GLUTARALDEHIDO AL 1%. Se disolvié 1ml de glutaraldehido en 99 ml de buffer

de cacodilatos pH 7.4.

SOLUCION DE ACETATO DE URANILO AL 2% en agua tridestilada p/v.

3. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO McCCoy.

Las concentraciones de las soluciones madre se indican con un numero seguido de una X. Las
soluciones se elaboraron con agua desionizada (desionizador Synbron/Barstead Co. Div. of
Synbro Corporation, Boston, Ma., USA.)

PREPARACION DE MEDIO BASAL MCCOY (SOLUCION DE TRABAJO 1X).

Se disolvid 12 g de medio en polvo McCoy 5A modificado en 800 ml de agua desionizada,
afiadiendo 2.2 g de NaHCO3 y 10 ml de la solucién de antibidticos 100X. El pH se ajusto a 6.8
con HCI IN vy se aforé a 1000 ml con agua desionizada. La solucion se esterilizé por filtracién

a través de membranas de nitrocelulosa, poros de 0.22p (Millipore Corporation, Bedford, MA
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USA), distribuy6 el medio en volimenes de 85 ml en botellas estériles de borosilicate con

tapén de rosca. El medio se incubé por una semana a 36°C para probar su esterilidad y luego se
almacené a 4°C. El medio McCoy quedo completo al afiadisle asépticamente 15 ml de suero de
ternera a botellas con 85 ml del medio basal (solucion de trabajo 1X); se uso inmediatamente o
se almaceno a 4°C.

4. OBTENCION DE TUBULINA A PARTIR DE CEREBRO (Shelanski et al 1973)
PROCEDIMIENTO:

a) El cerebro se pesé y se homogeneiz$ adicionando buffer de polimerizacion, en una relacion
750 ml/kg de peso de cerebro.

b) El homogeneizado se centrifugoé a 11,000 Xg por 20 min a 4°C, el precipitado se desecho y
¢l sobrenadante se centrifugd a 40,000 Xg por 30 min a 4°C. El precipitado se desech¢d y al
sobrenadante (*) se le agregd un cuarto de glicerol (v/v) y GTP 0.1 mM, posteriormente se
incubd a 37°C por 60 min con agitacion de 100 rpm para inducir la polimerizacion.

¢) La solucion se centrifugé a 40,000 Xg por 30 min a 37°C, el sobrenadante se desechd y la
pastilla formada se resuspendié en 2 ml de buffer de polimerizacion, se colectaron las
fracciones en un vaso, se homogeneizaron y se incubaron en un bafio de hielo por 60 min para
inducir la depolimerizacion. posteriormente se centrifugé la solucion a 40,000 Xg por 30 min
a 4°C (**).

f) El precipitado se desecho y con el sobrenadante se repitio el ciclo a partir de (*) hasta (**).
g) Al sobrenadante se le afiadié 1/4 de glicerol (v/v) y se guardo en fracciones de S00 a 1000

ul a -80°C. Ver diagrama de flujo figura 3.



Cerebro de cabrito
cerebros de aprox. 50 g (frescos)
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precipitado (P-1) sobrenadante (S-1) en tubos de 10 ml
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centrifupar a 40 000 g (21,900 rpm
ulirac rotor 10+79) » 30 nun a 4°C
\ )
precipitado (P-2) sobrenadante (S-2)
SE DESECHA medir én probela y ¢/agitacion
agregar i/4 de glicerol y GTP 1 cnM
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centrifugar a 40,000 g (21,900 rpm) x
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precipitado (P-3) resuspender sobrenadante (3-3)
SE DESECHA
iwubarenbaﬂide hielo x 60 min
centrifugar a 40,000 g (21,900 rpm) x 30 min a 4°C
¢ 3
precapitado (P-4) sobrenadante (S-4)
SE DESECHA Medir con probeta y c/agitacidn

agregar 1/4 de glicerl)l y GTF | mM

Incubar x 60 min a 37°C con agitacion

:

precipitade (P-5) resuspender en el minimo
vol. de buffer de polimenzacion

hoeronei

se incuba en baiio de hielo x 60 min

centrifugar a 40,000 g (21,900 rpm) % 30 min a 4°C

centrifiugar a 40,000 p (21 $00 rpm) x 30 min a 30°C

sobrenadante (8-5)
SE DESECHA

precipitado (P-6)
SE DESECHA

l

sobrenadante (S-6)
agregar | 4 de glicerol

homogeneizar y guardar
en fracciones de 500 a 1000 pl a -70°C

Figura No. 3. Diagrama de flujo de la obtencion de tubulina a

partir de cerebro.
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5. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DE HARTREE (Hartree.

1972).
PROCEDIMIENTO:

a) Se colocd por duplicado las siguientes soluciones: solucién estandar SAB 50, 100, 150,
200, y 250 ul; muestra 25 y 50 ul; agua desionizada (como blanco) 250 ul. Se completo el
volumen de los tubos a 250 ul con agua desionizada

b) Se adicioné 200 pl de la solucion A a cada uno de los tubos, se agitaron y se incubaron en
un bafio de agua a 50°C por 10 min. Se dejaron enfriar a T.A. por 12 min.

c) Se les agregd 20 pl de la solucion B, se agitaron y se dejaron reposar 10 mina T.A.

d) Se agregso 700 ul de la solucion C, se agitaron y se incubaron en un bafio de agua a 50°C.
Se dejé enfriar a T.A. por 10 min (Tabla 1).

e) A continuacion se coloco 200 pl del contenido de cada uno de los tubos en la microplaca
iniciando en la posicion Al con el blanco, enseguida por duplicado las soluciones del estandar
de menor a mayor concentracion, y por ultimo las muestras en la misma forma.

f) La placa se introdujo en el lector de microplacas, el cual se programo con las siguientes

condiciones:

Filtro de luz = =emeemmccmeeeee 492 nm

Meétodo e regresion lineal

Coordenadas - Y= absorbancias, X= concentracion
Calibrador ~ =-mmmeommmmeeee 50, 100, 150, 200, 250

Calibrador y muestras --—---—- leer por duplicado



Tabla No. 1. Determinacion de proteinas por el método de
Hartree modificado para el uso de microplacas

(micrométodo).
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Agua Estandar | Sol. A 10 min 12Zmin | Sol.B 10 min | Sol.C
desionizada SAB
ul ul ul 50°C T.A. ul T.A. ul
250 BLANCO | 200 v v 20 v 700
200 50 200 v v 20 v 700
150 100 200 v 20 v 700
100 150 200 v v 20 v 700
50 200 200 v v 20 v 700
- 250 200 v v 20 v 700
Tubulina | 200 200 v v 20 v 700
50
Tubulina | 150 200 v v 20 v 700

100
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6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA SDS. (Laemmli et al. 1970}

PROCEDIMIENTO:

a) Se utilizd el equipo Bio-Rad para electroforesis: se prepararon las camaras para elaborar
los geles, colocando dos placas de vidno de diferente altura (10 x 8.3 y 10 x 7.3 cm )
separadas por dos espaciadores y se introdujeron en el portaplacas como se indica en la figura

5, se alinearon y se sujetaron apretando los tomnillos del portaplacas.

b) A continuacién se colocd 3.4 ml de solucion del gel separador (inmediatamente después de
prepararlo) en forma rapida entre las dos placas de vidrio y se agreg6 una pequefia cantidad de
agua desionizada con el objeto de que quede cubierta la superficie, para dar una terminacién
homogénea a la parte superior del gel separador. Se dejé reposar de 10 a 15 min para permitir

que se polimerice.

c) Posteriormente se incliné el portaplacas para eliminar el agua sobrante, y se agregé Ia
solucién del gel concentrador (inmediatamente después de prepararlo) en forma rapida sobre el
gel separador adicionando solucion hasta el borde superior de la placa de vidrio mas pequeiia y
se coloco el peine que sirvié como guia para hacer las hendiduras o celdas donde se colocaron
las muestras. Se agregd una pequefia cantidad de agua desionizada de tal forma que quedé
cubierta la superficie para dar una terminacion homogénea a la parte superior del gel

concentrador.

¢) Completada la polimerizacion de los dos geles, las dos placas se colocaron en el dispositivo

que se introdujo en la camara de electroforesis (cuidando que queden bien selladas con el



Figura No.
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4.- Procedimiento para utilizar el equipo de
electroforesis. 1) Colocacién de los espaciadores
entre los vidrios. 2 y 3) Montaje de las placas en el
soporte. 4) Ajuste y nivelacion de las placas. 5)
Preparacion para su llenado.
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objeto de que no se fugue el buffer de camara), se vacid el buffer de corrida en el

compartimiento interno de las placas hasta sobrepasar el borde de la placa interna, se retiraron

los peines y se aplicaron 10 pl de la muestra y la mezcla de marcadores con una microjeringa.

d) Se vacié el buffer de corrida a [a camara, se colocaron los electrodos, y se conectaron ala

fuente de poder, especificando el tiempo 60 min y el voltaje 150 volts.

e) En el momento que el frente de corrimiento llegd aproximadamente 1 cm antes del final

del gel se apag6 Ia fuente de poder.

f) Se desmontaron los porta placas y se despegaron los vidrios para poder sacar los geles, con
la ayuda de guantes se despegaron y se colocaron en un recipiente con la solucién reveladora

por lh.

g) Posteriormente se realizaron tres lavados con 1a solucion decolorante con una duracion de
30 min c¢/u para eliminar el exceso de colorante del gel, finalmente se pas6 a la solucion
conservadora.
7. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ESTABILIZADORA DE MICROTUBULOS DE LAS
FRACCIONES DITERPERNICAS POR ESPECTROFOTOMETRIA. (Swindell et al. 1991).
El sistema base que se utilizo para medir la actividad estabilizadora de microtubulos fue el
siguiente:
Solucion de tubulina no polimerizada ~ ——--- X pl para tener 1.5 mg/mi
Soluciones de: taxol o Frac. T globosa o GTP  ———. 100 pi

Buffer de polimerizacion —-—-. cbp 800 ul
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PROCEDIMIENTO;

a) Se coloco el buffer de polimerizacion y la solucién de tubulina no polimerizada en la celda
del espectrofotometro, se agité hasta homogeneizar y utilizando buffer de polimerizacion como
blanco se determiné la absorbancia a 350 nm (Jampara de luz visible) en condiciones de
temperatura constante a 37 °C (Un valor menor a 0.1 nos corrobora que la tubulina no esta
polimerizada).

b) Sin sacar la celda del espectro se le agregdé en forma rapida con una microjeringa las
soluciones de: taxol o fracciones 7. globosa o GTP y se tomo la primera lectura
correspondiendo al tiempo cero. Las lecturas se siguieron registrando cada minuto. Al minuto
29.5 se agregaron 100 pi de CaCl, 10 mM y se continud con las lecturas hasta el minuto 40.

8. MICROSCOPiA ELECTRONICA

PROCEDIMIENTO:

a) Se tomaron 10 pl de cada una de las soluciones de la prueba de polimerizacion al minuto
29.15 y al minuto 40 y se colocaron en las rejillas de cobre (de 400 mallas, cubiertas con
formvar y carbdn).

b) Se les adicioné 10 pl glutaraldehido al 1%, y posteniormente 10 pl de acetato de uranilo al
1%.

¢) Las rejillas se analizaron en el microscopio electronico Zeiss, EM109.
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9. CULTIVO DE CELULAS DE LA LINEA CHO.

RESIEMBRA Y MANTENIMIENTO.

El medio de cultivo se retird asépticamente por succion de las botellas de 25 cm’® , donde
estaban creciendo las células. Se le afiadié 1 ml de tripsina 0.25% vy se incubaron los cultivos
por S min a 36°C. Después la suspension de c€lulas se transfinié a tubos conicos graduados con
tap6n de rosca. Los cultivos se lavaron dos veces con SSB centrifugando a 600 Xg por 5 min.
Se resuspendi6 el sedimento celular con 5 ml de medio fresco y se contaron las células en un
hemocitémetro.  Se sembrd 1 X 10* células por ml en botellas nuevas, a las cuales se les
afiadi6 4 ml de medio McCoy y se incub6 a 36°C, en atmoésfera himeda con CO» al 5%.

cada siete dias. Los cultivos de la resiembra anterior se conservaron hasta comprobar el
crecimiento y la ausencia de contaminacion en los cultivos recientes.La cepa de referencia se
mantuvo resembrando las células a dos botellas de 25 cm®.

CRIOPRESERVACION DE LAS CELULAS.

Las células se cosecharon en tubos conicos graduados como se describid anteriormente. El
sedimento celular se resuspendié en un volumen de medio McCoy completo con 10% de
dimetilsulfoxido y se ajustd la suspension celular a una concentracién de 1 X 10° células por
mililitro. Las células fueron colocadas en tubos estériles de polipropileno de 2 ml de capacidad
(A/S Nunc, CA USA) vy congeladas sucesivamente a -20°C por 2-3 h, a -70°C por 2-3 h y por
ultimo se almacenaron a -196°C en nitrégeno liquidn.

Para la descongelacion se tomé un tubo con células congeladas y se pasd directamente a 36°C

en bafio Maria para descongelado rapido. El contenido se coloco en dos botellas de 25 cm’ y se
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le agregd 4 ml de medio McCoy completo. A las cuatro horas se cambio el medio de cultivo

para eliminar el dimetilsulfoxido.

10. INMUNOFLUORESCENC]A .

PROCEDIMIENTO:

a) Del cultivo de células de la linea CHO en fase logaritmica de crecimiento: se retird el medio
de cultivo de las botellas de 25 cm2 donde estaban creciendo las células asépticamente por
succién, Se le afiadié 1 ml de tripsina 0.25% y se incubaron los cultivos por § min a 36°C. b)
La suspension de células se transfirié a tubos conicos, graduados con tapon de rosca. Los
cultivos se lavaron dos veces con SSB centrifugando a 600 Xg por 5 min. Se resuspendio el
sedimento celular con 5 ml de medio fresco, se contaron las células en un hematocitémetro, y
se diluyeron en medio completo para tener una concentracion celular de 100,000 células/2 ml.
¢) Se adiciond 2ml de medio McCoy completo, conteniendo 100,000 células CHO
provenientes de un cultivo en fase exponencial a tubos de Leighton con laminillas de 25 X 5
mm y tapon de rosca.

d) A las 72 horas de crecimiento se les agregéd por separado y por duplicado: 100 p! de las
fracciones de T. globosa 1 pM (p/v en DMSQ), 100 pul de taxol 1.0 pM y 100 pl de

DMSO.

€) Los tubos se incubaron por una hora en camara hiimeda y ambiente de CO,.

f) Al términc de la incubacion se inicié el proceso de marcaje con antitubulina: las células se

lavaron con PBS, MnCly 2 mM pH a 6.9. Se fijaron con formaldehido al 0.1 % en PBS + 0.5

% Triton X-100 por 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron por 10 min con PBS, MnCly
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2 mM. Posteriormente las células se incubaron a 37 °C con antitubulina de conejo diluida 1/50

en PBS, MnCly 2 mM por 25 min en cimara himeda. Al termino de la incubacién se lavé por

5 min con PBS, MnCl; 2 mM, Tween 20 0.1 %.

g) Se agregd antitubulina con anti-IgG de conejo conjugada con fluoresceina.

h) Con ayuda de unas pinzas se sact la laminilla y se colocd sobre un portaobjetos teniendo
cuidado de que la monocapa de células quede hacia abajo. Al portaobjetos se le adiciond
previamente una gota de propidio de iodo 0.1 pg/ml en PBS, MnCly 2 mM como contrastante.

i) Se observd al microscopio de epifluorescencia.



V. RESULTADOS.

1.- OBTENCION DE FRACCIONES RICAS EN DITERPENOIDES.

De los extractos obtenidos a partir de corteza, hojas y tallos verdes, se separaron las
fracciones diterpénicas donde se identificéd al taxol como principal componente en base a los
Rf obtenidos en la cromatografia en capa delgada y a los tiempos de retencion en la

cromatografia de liquidos de alta presion .

Los porcentajes encontrados en peso seco en relacion al estandar de taxol fueron los
siguientes: corteza 0.0085%, hojas 0.013%, y tallos verdes 0.004% (Tabla 2).

2.- OBTENCION DE  TUBULINA.

Debido a que la tubulina no se puede adquirir comercialmente fue necesarioc montar la técnica
de obtencién a partir de cerebro.

Se inicid con: a) cerebro de res congelado obtenido del supermercado, los resultados no fueron
satisfactorios debido a que los cerebros utilizados eran de amimales sacrificados con
anterioridad y no se tenia el control del tiempo transcurrido entre el sacrificio, la obtencion del
cerebro y su congelacion. No se logrd obtener tubulina probablemente por estar ya degradada,
por lo que se continué con: b) cerebro de cerdo obtenido a través de un distribuidor de carnes
aproximadamente 5 h después de haberse sacrificado al animal, con éste si se Jogro obiener
tubulina, sin embargo habia mucha varacidn entre el tiempo de sacrificio y la entrega del
cerebro, lo que ocasionaba que fuera muy variable la cantidad de tubulina obtemida, dado que
ésta variable no la podiamos controlar; se realizé entonces con: ¢) cerebro de cabrito (6-8
semanas de edad), el cabrito fue entregado en nuestras instalaciones, se sacrifico e
inmediatamente después del sacrificio se procesd. El peso de los cerebros utilizados estuvo en
el rango de 40-60 g, la cantidad de proteina total en el Giltimo paso del método de obtencion de
tubulina se determind por el método de Hartree obteniéndose un rendimiento de 0.7-1.0 mg/g

de cerebro.
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Tabla No. 2.- Porcentaje de taxol determinado por cromatografia en
capa delgada de las fracciones obtenidas a partir de
extractos de hojas, tallos y corteza de la especie
mexicana Taxus globosa.
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La electroforesis se realizo en gel de Acrilamida/Bisacrilamida/SDS, se realizo primeramente
utilizando una concentracién del gel de 15%, pero no se lograba una buena definicién de las
bandas por lo que se varid la concentracion hasta quedar en 10% obteniéndose una buena
separacion de las dos bandas que corresponden a tubulina alfa y beta (fig.5). En la fig. 6 se
observan las dos bandas de tubulina obtenidas al final del proceso de purificacion, después de
los dos ciclos de polimenzacion-depolimerizacion.
3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTABILIZADORA DE MICROTUBULOS POR METODO
ESPECTROFOTOMETRICO .
En la grafica No 1 se observa la cinética de polimerizacion de la tubulina al agregar el GTP
ImM aumenta la absorbancia con respecto al tiempo, alcanzando un maximo valor de 0.144 de
D.O. y después se mantiene la polimerizacién hasta el minuto 30 donde se agrega el CaCl;
1mM el cual es un desestabilizador de microtibulos por lo que la curva sufre una caida hasta
0.076 de D.O. sin presentar recuperacién. Por otra parte se observa la cinética de
polimerizacion de !a tubulina al agregar el taxol 50 uM donde se observa que promueve el
ensamble de tubulina en ausencia de GTP, el cual es normalmente requerido (Schiff. 1981;
Carlier 1983), alcanzando un maximo valor de 0.160 de D.O. manteniéndose la polimerizacion
hasta el minuto 30 donde se agrega el CaCl, ImM observandose una caida ocasionada por la
accion desestabilizante de los iones Ca™ hasta 0.122 D.O., pero la accién desestabilizante es
superada por el taxol ya que se puede apreciar la accion de recuperacion al iniciarse un
aumento en la D.Q. También se observa la cinética de polimerizacion de la tubulina al agregar
la fraccion chtenida apartir de corteza de Taxus globosa, 1a cual también promueve el ensamble
de tubulina en ausencia de GTP, alcanzando un maximo valor de absorbancia de 0.177 de D.Q |
observénd(;se una caida ocasionada por la accion desestabilizante de los iones Ca™ hasta 0.152

de D.O. seguida de una recuperacion de la polimerizacion.
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Figura No. 5.- Patrén electroforético de diferentes etapas del
proceso de extraccion de tubulina. 1) Marcadores
de peso. 2) Fraccioén S-6. 3) Fraccién P-5. 4 y 5)
Fraccion S-4
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Figura No. 6.- Electroforesis de la tubulina purificada. Se observan
las bandas o y  corrrespondientes a los monémeros
de tubulina. En la ultima columna se muestran los

marcadores de peso.
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En la grafica No 2, se observan los resultados de polimenzacion en ausencia de GTP de las tres
fracciones obtenidas a partir de 7. giobosa. En la fraccion obtenida a partir de hojas el valor
maximo obtenido en la cinética de polimerizacion es de 0.095 de D.OQ. equivalente 59 4% con
respecto a la actividad presentada por el estandar de taxol. En la fraccion obtenida a partir de
tallo se obtuvo un valor maximo de absorbancia de 0.060 D.Q. equivalente a 37 5% con
respecto a la actividad presentada por el estandar de taxol; mientras que en la fraccion obtenida
a partir de corteza el valor maximo obtenido fue de 0.177 D.O. equivalente a 110.65% (Tabla
3).

El efecto del cloruro de calcio sobre la estabilidad de los microtabulos formados por el GTP se
observé por la caida de la curva al depolimerizarse originindose una disminucion en la
absorbancia sin recuperacion (grafica No 1), contrario a lo obtenido en la polimerizacidn del
taxol, en donde se aprecia como después de agregar el Ca’* se disminuye la absorbancia pero
se inicia huevamente un aumento y de ésta manera bloqueando la accion desestabilizadora del
Ca" (Shiff 1979). Esto fue observado también en las tres fracciones de T. globosa probadas
resultando de ésta manera positiva la actividad estabilizadora de microtabulos en las fracciones
de hojas, corteza y tallos verdes del tejo mexicano.

4. MICROFOTOGRAFIAS.
Con el objeto de comprobar que el aumento de la absorbancia en las pruebas

espectofotométricas de polimerizacion fie debido a la formacion de microtubulos y no  un
fenémeno de turbidez, se tomaron muestras antes de la prueba y a los 30 min de miciada
después de haber agregado el agente desestabilizador de microtubulos; esto se corroboro con
las imagenes obtenidas ya que no se observaron microtibulos en las muestras tomadas al
inicio de la prueba, pero 30 min después de la incubacion con las fracciones se comprobo la

presencia de microtabulos (fig. 7).
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Tabla 3.- Porcentaje de actividad de taxol de las fracciones
obtenidas a partir de extractos de hojas, tallos y corteza
de la especie mexicana Taxus globosa, determinado por
la actividad de polimerizacion de tubulina.

CORTEZA | 1106 %

woms | wan

TALLO 37'5%
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Figura No. 7.- Microfotografias de tubulina en presencia de a)
GTP 10 mM, b) taxol 50 uM, c) fracciones de corteza

de 7. globosa, d) fracciones de tallo de 7. globosa,
e) tubulina sin polimerizar. Aumento 3000X.



13
5. ACTIVIDAD POLIMERIZADORA DE MICROTUBULOS POR EL METODO DE

INMUNOFLUORESCENCIA EN CULTIVOS DE CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINO
(CHO).

Los resultados del método de inmunofluorescencia muestran que en las células incubadas con el
taxol, se produce una reaccion intensa de polimerizacion, observandose el citoplasma de éstas
células cubierto  por microtibulos como se puede apreciar en la fotografia tomada en el
microscopio de inmunofluorescencia, como conjuntos de color verde fluorescente (Fig. 8) En
las cé€lulas incubadas con la fraccion de corteza, hoja y tallo respectivamente se observo el
citoplasma de las células cubierto por microtibufos similar al estandar de taxol (Fig. 9). En las
células incubadas solo con el vehiculo (DMSQ) el marcaje de la tubulina fue significativamente
menor que en los cultivos incubados con taxol o las fracciones estudiadas del 7. globosa (Fig

10).



Figura 8.- Microfotografias de células de la linea
CHO en presencia de taxol y Anti-lgG-FITC.

Figura 9.- Microfotografias de células de la linea
CHO en presencia de DMSO (vehiculo) y
Anti-lgG- FITC.

Figura 10.- Microfotografias de células de la linea
CHO en presencia de fraciones de hojas,
tallos y corteza de Taxus globosay
Anti-lgG-FITC.
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VL. DISCUSION.

Dos siglos atras, la medicina contaba con un niimero limitado de drogas. La farmacologia ha
tenido un gran avance desde entonces, ya que los farmacoélogos tienen ahora a su disposicion
compuestos puros de probada eficacia, sin embargo no hay que perder de vista que la gran
mayoria de ellos provienen de productos naturales y que el descubrimiento cientifico de los
mismos fue el resultado del uso etnobotanico. Muchas investigaciones de etnofarmacologia son
necesarias para tener un camino mas eficiente en el descubrimiento de nuevas drogas, el cual se
realiza por medio de tamizajes al azar de una cantidad determinada de plantas (Farnsworth.
1981). Ademas de que a partir de éstas drogas, se han d;:rivado drogas mas activas, va que los
quimicos pueden hacer modificaciones sobre estructuras ya conocidas, sin embargo a pesar de
esto muchas especies son extintas como resultado de la destruccion de éstas plantas debido al
uso irracional de los mismos.

Como resultado de uno de éstos tamizajes (Wall et al. 1995) fue descubierto el taxol (Tabla 4).
El diterpenoide taxol fue aislado de la corteza del arbol Taxus brevifolia o tejo americano
(Wani et al. 1971), encontrado en el pacifico norte inmerso en bosques de coniferas, es de
lento crecimiento, requiere de mas de cien afios para alcanzar su madurez. Debido a la
importante actividad antineoplésica del taxol, ha despertado un gran interés para su aplicacion
en la clinica, sin embargo el problema principal es que no se cuenta con cantidades suficientes
de taxol, puesto que la fuente actual es un recurso no renovable.

Por lo que la busqueda de nuevas fuentes de taxol se ha intensificado, en base a esto se realizo

el presente trabajo, se consider6 al tejo mexicano o Taxus globosa como un buen candidato



Tabla No. 4.- Cronologia del taxol desde su identificacién hasta su
aplicacion clinica.

Estudio de 7. brewvifolia en lamizaje efectuado

por parte del NCI 1960

Aislamiento, definicion de estructura quimica,

actividad en P388 v L210 1971
Actividad en un panel de sistemas de tumores 1975-1976
Desarrollo preclinico 1977
Mecanismo de accion 1979
Toxicologia en animales 1982
Ensayos de fase I 1983-1984
Ensayos de fase Il/actividad en cancer de ovario 1985-1986
Semisintesis de la cadena lateral del taxol 1986
Sintesis de la cadena lateral del taxol 1990-1993

Bristrol-Myers Squibb recibe la autorizacion por parte

del NCI para su desarrollo farmacéutico Enero 1991

Autorizacion por parte del FDA como nueva droga Diciembre 1992

Sintesis total del taxol/Holton-Nicolau 1994
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debido a su estrecha relacion taxondmica Los resultados cromatograficos obtenidos de las tres

fracciones probadas. hojas, tallos y corteza corroboran lo reportado en otras especies de Tuxits
en cuanto a corteza , sin embargo el hecho de que el porcentaje en hojas sea mayor difiere con
lo encontrado en la especie baccata, ya que se ha reportado produccion de taxol en hojas pero
€n menoQr porcentaje con respecto al encontrado en corteza. Es importante seiialar que la
especie mexicana requiere de 18 a 20 afios para alcanzar su madurez, mientras que la especie
americana, de la cual se obtiene el taxol para la elaboracion del producto farmacéutico
utilizando actualmente en la practica médica, requiere de mas de 100 afios.

Por el método espectrofotométrico se demostrd que el tejo mexicano si produce compuestos
diterpénicos con actividad estabilizadora de microtibulos. El hecho de que la actividad
mostrada por la fraccién de corteza sea mayor que la que se presenta en hojas a pesar de que en
las determinaciones cromatograficas se encontré6 un mayor rendimiento en hojas que en
corteza, podria deberse a la presencia de algin enantiomero, ya que debido a la gran cantidad
de grupos quirales se tiene la posibilidad de tener éste tipo de compuestos, ademas de que se
utiizaron fracciones de los extractos, por 1o que existe la posibilidad de una mezcla con
alguna de las otras taxanas relacionadas intimamente con el taxol, comsiderando que sus
estructuras quimicas son muy similares, se tiene reporte de que se han aislado mas de 100
derivados de taxana de otras especies de tejos (Barboni. 1994), de las cuales solo unas pocas
tienen el grupo fenilisoserina en el carbono 13 el cual es un requerimiento primario para una

significante actividad antitumoral ir vivo (Guéeritte-Voegelein. 1991). Ademas de que hay
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estudios reportados de actividad citototoxica de taxol y sus andlogos donde se puede apreciar

muy poca diferencia entre sus estructuras con alguno de ellos como se muestra en la Fig 11

Datta y colaboradores {1994) demostraron que vanos compuestos analogos al taxol, a pesar
de que presentan resultados Optimos en cuanto a actividad estabilizadora de microtabulos,
poseen diferente citotoxicidad in vitro (Tabla 5). Por otra parte se requiere procesar mas las
fracciones, con el objeto de purificarlas, eliminando de ésta manera las taxanas adjuntas y quiza
se podran explicar las diferencias encontradas con el rendimiento de taxol determinado por
técnicas cromatograficas. Esto cobra mayor importancia porque actualmente estan por
concluirse los estudios clinicos del compuesto taxotere denominado comercialmente como
Docetaxel el cual se abtiene sintéticamente a partir del precursor del taxol baccatin 111 extraido
de hojas de la especie europea Taxus baccata.Considerando que 7. globosa también sintetiza
en hojas y que esto puede considerarse como un recurso renovable. Plantea la posibilidad de
utilizar de forma razonable las hojas de 7. globosa como una fuente alternativa para la
obtenci6n de taxol. Ademas seria importante analizar la presencia de taxol en raiz considerando
los exitosos resultados obtenidos por Enaksha R M. y col.(1994) en cultivos hidroponicos en

Taxus media y Taxus cuspidata.



Baccatin 1] 10-Deacetylbaccatin II1

Figura No. 11.- Estructuras de taxanas aisladas de especies de
Taxus.
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Tabla 5.- Actividad citotoxica del taxol y sus analogos sobre lineas
celulares tumorales en cultivo.

COMPUESTO ICso (mEg/ml)
TAXOL 0.02
CEFALOMANIN 0.04
10-DEACETILTAXOL-7-XILOSIDO 0.6
10-DEACETILCEFALOMANIN-7-XILOSIDO 0.8
TAXOL-7-XILOSIDO 0.07
10-DEACETILTAXOL 0.02
10-DEACETILBACATIN III >10




VII. CONCLUSIONES

En base a los resultados mostrados de las pruebas efectuadas a estas fracciones, se puede
establecer que la especie mexicana del género Taxus globosa, también sintetiza diterpenoides
con actividad estabilizadora de microtibulos de la misma manera que otras especies de éste
género. Se comprobo también, que éstos compuestos se sintetizan tanto en corteza come en
hojas y tallos verdes. Debera hacerse un analisis quimico mas profundo de éstas fracciones,
para determinar si ademas de taxol se producen moléculas estructuralmente cercanas que
presenten actividad  estabilizadora de microtibulos. Los resultados obtenidos, apoyan
fuertemente la implementacion de un método de cultivo en invernaderos y/o de cultivos

celulares como fuente renovable de taxol.
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VIIL PERSPECTIVAS.

Las muestras estudiadas de corteza, hojas y tallos de 7. globosa fueron colectadas en el mes de
agosto por lo que se requiere un estudio que implique el analisis de produccion de taxol en
diferentes épocas del afio. Por otra parte se requiere ampliar la colecta hacia otras zonas
geograficas de la Repiblica Mexicana para evaluar éste factor en cuanto al rendimiento, asi
como diferencias de acuerdo a la edad del arbol.

El estudio con cultivos de tejido e hidroponia podria ser una alternativa aunado a lo anterior
para tener una fuente alternativa de taxol que permita conservar a ésta especie fuera del uso

indiscriminado y consecuentemente de su extincion.
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