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Introduccion

L INTRODUCCION

El desarrollo de nuevas tecnologias para generar anticuerpos monoclonales ha creado
nuevas esperanzas en oncologia por su potencial uso en la terapia del cancer debido a la
especifidad de los anticuerpos monoclonales de reconocer antigenos de supetficie presentes en
células cancerosas y a sus mecanismos detectores para destruir células blanco como son: la
opsonizacién, la citotoxidad mediada por anticuerpos o lisis celular mediada por el complemento.®

Por otro lado, el desarrollo de nuevas formas de la inmunoterapia de cancer han
aprovechado la especifidad de los anticuerpos de origen monoclonal o policlonal como
acarreadores de productos citotdxicos o radioisétopos capaces de destruir selectivamente células
tumorales o m'alignas. Tal es el caso de los trabajos pioneros de Mathé (1958) y Dercavalho (1964)
que han dado origen al desarrollo de los ilamados inmuncconjugados o inmunoquimicos, en donde
s¢ han incluido anticuerpos conjugados con productos quimicos aislados de productos naturales
como es el caso del clorambucil, metotrexate, vinblastina, gelonina, etc.'**"* En este sentido,
también se han sintetizado y aplicado, con cierto éxito, radioinmunoconjugados en donde los
anticuerpos monoclonales marcados con radioisdtopos como el jodo 131 y el indio 111 se han
propuesto para el diagndstico y terapia de algunos canceres.*'

Por otra parte, Vitteta y colaboradores (1993), en los E.U.A., conjugaron anticuerpos
monoclonales con la toxina A de la ricina, una proteina de origen natural. Estos trabajos se han
realizado con otras proteinas citotdxicas de origen bacteriano como la toxina del colera, lo cual ha
generado diversas lineas de investigacion en el campo de las Hamadas inmunotoxinas.®

A pesar de ésto, la aplicacién clinica de los diferentes inmunoconjugados e inmunotoxinas
ha tenido un limitado empleo en la terapéutica del cancer pero a la fecha muchos de ellos se
encuentran en fase | y Il de evaluacidn clinica en paises desarrollados como E.U.A. Sin embargo,
nuestro pais no cuenta con éstas lineas de investigacion. En México el estudio de los componentes
activos de las plantas medicinales mexicanas ha sido un area de gran importancia en el Instituto de
Quimica de la UN.A.M. En particular, el aislamiento y la determinacidn estructural de fas lactonas
sesquiterpénicas ha sido de amplio reconocimiento a nivel nacional e internacional.® Asi como
estudios colaborativos con instituciones nacionales y extranjeras en donde se ha determinado la
estructura y la capacidad citotéxica de estos componentes entre los que destaca la helenalina y sus
derivados bis (helenalinilo), a los cuales se les ha determinado su potencial uso como

anticancerigenos. ™



Introduccidn

Estos compuestos presentan en sus estructuras grupos reactivos escenciales como el C-
metilen exociclico y-lactona y el cetona-c-insaturada que pueden conjugarse por adicion a un tiol o
a un grupo electrofilico, los cuales son los responsables de su citotoxidad. ™' Es posible que
puedan ser conjugados via grupos sulfidrilos libres e incorporados en anticuerpos policlonales o
menoclonales murinos o a las fracciones Fab que reconozcan a antigenos de superficie de células
de leucemia humana como es el caso de los antigenos CDS, CD10 o CALLA , 0 CDI19.

Por ello, la presente tesis es un estudio colaborativo entre el Instituto de Quimica y la
Facultad de Medicina para el desarrollo de dos inmunoconjugados: helenalina y ester de glutarato
de bis(helenalinilo) via grupos sulfidrilos libres generados en anticuerpos policlonales de raton

bajo condiciones suaves de reaccidn y conocer su rendimiento y pureza.



Generalidades

1. GENERALIDADES

2.1. EL, CANCER Y SUS TRATAMIENTOS

El cdncer es un conjunto de enfermedades que tienen como caracteristicas comunes: la
pérdida del contrel del crecimiento y de la division celular, la invasidn de tejidos sanos que
rodean al tumor y, en algunos casos, la invasion de estas células anormales a todo el cuerpo

(mekistasis).

Actualmente existen varios tratamientos para combatir el cincer como son: la cirugfa, ta
radioterapia, Ja quimioterapia, fa terapia génica y la inmunoterapia. 2379

La terapia temprana para el tratamiento det edncer es la cirngia. La excisién quirirgica
de un tumor es ripida y efectiva, ya que ofrece la oportunidad de confirmar que un tumor ha
sido removido. Sin embargo, no es una garantia para la eliminucién de extensioncs
microscdpicas. Para ello se necesitaria eliminar parte del tejido sano que rodea al wimor pudiendo
dailar severamente el funcionamiento o la apariencia del pacicnte. Algunas veces el tumor
cancerigeno se puede encontrar en estructuras vitales las cuales no pueden ser removidas
quirdrgicamente. Ademds, la principal limitacion es gue no se¢ pueden tratar ciinceres en
meltdstasis. 2579

La radiacién es preferible en muchas ocasiones. Este mélodo consiste en irradiar con
rayos-X o gama la regién donde se localiza el tumer, yu sea por una emisién aplicada
externamente o por la implantacién de una pequeia fuente radiactiva. La radiacidn actua o
infligir suficientes dafios genéticos para matar a las células de una manera directa o por la
induccidn del suicidio celular, La terapia por radiacidén puede prescrvar estructuras analGmicas
que rodean al crecimiento canceroso, por lo tunto, se puede curar el cincer sin necesidad de
sacrificar la funcion de los organos del paciente. La radiacién presenta varias ventajas como: el
de poder destruir extensiones microscopicas del tejido canceroso que se encuentren en los
alrededores del tumor y es un tratamiento seguro para pacientes de edad avanzada o débiles
quienes pucden tener dificultades para recurrir a la cirugia. Por olro lado, esta terapia presenta
algunos inconvenientes: puede fallar al tratur de erradicar todo el tumor y no sc pucde usar
cuando hay metistasis, en éste caso, si se aplicu una radiacion suliciente para atacur el cincer ya

dispersado se podrian destruir tejidos vitates 257



Generalidades

Oira alternativa de tratamiento es el uso de drogas anticancerigenas que viajan por todo el
cuerpo por medio del sistema circulatorio; o este tralamiento se le conoce como quimioterapia.
Las drogas quimioterapéuticas generalmente operan sobre las células humanas. Ellas evitan la
multiplicacién celutar al interferir en la replicacién del ADN y en algunos casos pueden inducir la

apoptosis o suicidio celular de las células cancerosas. 257

Ea los afios 60, los médicos descubricron que la quimioterapia puede curar algunos
canceres cuando varias drogas son administradas al mismo tiempo. Muchas enfermedades como
la leucemia, los linfomas y €l cidncer testicular son tratadas por quimioterapia combinada. En
otros cinceres la quimioterapia sirve s6lo como una terapia de apoyo de la cirugia o de ta
radiacién. Pero, las drogas quimioterapéuticas pueden fallar porque éstas no son especificas,
pueden matar a las células sanas, algunos tumores pueden hacerse resistentes a la o a las drogas
anticanccrigenas usadas en el tratamiento. y provocar efectos secundarios como anenia, diarrea,

nituseas, vémitos y pérdida del cabello.?

En la actualidad éstos tratamientos se combinan dependiendo del tipo de cincer y del
estadio del mismo, ddndose las siguientes modalidades: cirugia-quimioterapia, radicterapia-
quimioterapia, quimioterapia-cirugia o quimioterapia-radioterapia.?’

Dentro de las terapias biolégicas que hun sido propuestas como tratamientos contra el

cdncer se encuentran: la terapia génica y lu inmunoterapia.

La terapia génica utiliza un vector {quc puede ser un virus) portador de un gene capaz
de insertarse dentro del genoma de la ¢élula blanco y de detener su divisién, pero como es una
lerapia que ha sido propuesta muy recientemente, se encuentril €n suUs primeros pasos, no se ha
encontrado un vector totalmente satisfactorio, no existe un buen medelo animal y todavia no se

obtienen resultados clinicos comprobados.68.74

Por otro lado, otra terapia alternativa que fue sugerida en ¢l siglo pasado, que ha sido
muy estudiada en fos altimos ahos -gracias a los grandes avances que ha tenido la inmunologia-,
y que, a su vez, a causado mucha controversia es la inmunoterapia, es decir, un trataminento
que permita incrementar el potencial innato del sistema inmune para eliminar a las células
cancerosas. La tnmunoterapia conslituye un buen complemento de los tratamientos ya existentes.

Ello se debe a una propiedad que comparte con la quimioterapia:
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la de poder administrarse por via sistémica para combatir la metdstasis. Ademds, por ser
selectivo el sistema inmune se pueden poner en prictica inmunoterapias contra el céncer mds
especificas que Jas quimioterapias, tratamientos que 2 menudo matan sin apenas descriminar,
toda célula en divisién.’

La inmunoterapia puede ser activa o pasiva. La primera consiste en la activacion de
sistemna inmune del paciente para atacar a! cfincer, dentro de los tratamientos que s¢ encuentran
en esta erapia tenemos las vacunas, las cuales pueden ser péptidos, proteinas, dcidos nucléicos,
vectores virales o bacteriales.® Otra terapia que ha surgido gracias a los avances de la
inmunoterapia activa es la inmunoterapia adoptiva la cual esti basada en la tranferencia de
células, se extraen células que participan en la defensa inmune de un paciente con cincer y las
"educan” para que reaccionen contra las células cancerosas o se estimula su propio potencial
anticancerigeno, y después, se devuelven al lorrente sanguineo.® También, tencmos a la
inmuncterapia pasiva en la cual se suministra al paciente algdn tipo de droga o molécula, que
no puede producir por si mismo, para atacar a la enfermedad. En ésta modalidad tenemos el uso
de los anticuerpos moneclonales (AcMo) los cuales pueden atacar a la célula tumoral mediante el
reconociemiento especifico de antigenos tumorales que se encuentran en su superficie celular.
Estos anticuerpos se han enlazado a agentes gquimicos, téxinas y radioisétopos para hacerlos mids
citotéxicos. De ésta manera los anticuerpos sirven como acarreadores especificos de éstas
moléculas o compuestos, contrarrestando lu gran desventaja de inespecifidad que posee la

quimioterapia.®?
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2.2. FAMILIAS O CLASES DE DROGAS ANTICANCERIGENAS

Las drogas por su actividad antineopldsica se clasifican en 5 familias dependiendo de la
accién que ejercen sobre el ADN:

Antimetabolitos. Algunos compuestos cancerigenos actuan como falsas sustancias en
tas reacciones bioquimicas de la célula viva. Un ejemplo es el metotrexate, el cuil es un quimico
andlogo al &cido félico. Esta droga impide Ju divisidn celular al incapacitar a la célula en su
habilidad para construir nuevas cadenas de ADN. Otros cjemplos son: el fluoracil, la
aminopterina, Ja fenilediamina y la gemcitabina. 5.7
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FIGURA 1. Esiructura de antimetabolitos.”?

Inhibidores de topoisomerasas. La replicacion del material genético célutar requiere
de mediadores para separar temporalmente la doble hélice de ADN en sus dos cadenas. Esta
separacion se realiza con la ayuda de una enzima especial lamada topoisomerasa ta cual rompe
temporalmente la cadena y des'pué.-; vuelve a unir las zonas terminales del ADN, Las drogas que
inhiben a las topoisomerasas causan ¢l rompimiento del ADN en las células gue se estdn
dividiendo, lo que provoca la muerte celulur, Ejemplos de ellas son: la doxobicina y ¢l cis-
platino (CPT-1).25.7¢
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FIGURA 2. Estructura de inhibidores de topoisomerasas,24-3%

Inhibidores del uso mitético. Ciertos compuestos forman enlaces con blogues

especificos del ADN produciendo defectos en su estructura y con ello el suicidio celular, como

son: la ciclosfosfumida, el melfalan, la prenilenediamina de la mostaza, ¢l cis-platino, el

trenimon y el clorambucil 257
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FIGURA 3. Estructura de agentes alquilantes,39

vinorelblina, el pacitaxel, la videsina, la vincristina y e} docetaxcl 257

Alcaloides vegetales. Algunas sustancias aisladas a partir de plantas pueden impedir
la division celular al enlazarse con la proleina de tubulina. La tubulina forma fibras
microtubulares que ayudan a organizar la divisién celular. Estas fibras ayudan a desplazar a los
cromosomas hacia los extremos de la célula parental antes de la citocinesis durante la divisién
celular. Las dregas que interfieren en el ensumblaje y desensamblaje de Jas fibras de wbulina

pueden impedir, por consiguiente, la divisién celular. Por ejemplo: la vinsblastina, la
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FIGURA 4. Estructura de alcaloides vegetales. ™

Antraciclinas. El mecanismo de accidn de éstas sustancias no ha sido claramente

descrito, pero se sabe que pueden intercalarse en el ADN y tener alguna interaccion con las

membranas celulares. Como ejemplos mencionaremos a la daumicina y a la adriamicina,
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Re 1l AbRIAGE TV

]

FIGURA 5. Estructura de antraciclinas.?®
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2.3. ANTICUERPOS Y ANTIGENOS

Para poder comprender mejor como funciona la inmunoterapia es necesario tener en
cuenta algunos conceptos bdsicos sobre el sistema inmune incluyendo la funcion de las

moléculas responsables del desencadenamiento de la respuesta inmune.

La respuesta inmune implica 1a accién integrada de un ejéreito de diferentes tipos
celulares (monocitos, macréfagos, eosindfilos, baséfilos y linfocitos). Las células del sistema
inmune se distinguen de las de otros érganos en que circulan por todo el cuerpo. Cada tipo de
célula desempeiia una funcidn diferenciada, aunque pueden interaccionar entre ellas e incluso
regularse unas a otras en sus actividades. Un tipo celular importante son los linfocitos, de los
cuales existen dos clases: las células T y las B.5.5¥

Las células B gobiernan la respuesta inmune humoral © mediada por anticuerpos
glicoproteinas compuestas de una o mds unidades producidas en respuesta a la presencia de un
agente extraiio) que neutralizan a las bacterias y a otros invasores. Cada célula B es capaz de
reconocer sélo a un antigeno, molécula que identifica a4 una bacteria © a un invasor como
extrafio. Las células B activadas producen anticucrpos circulantes que sc unen a los antigenos, y

los "marcan” para su posterior destruccion por los otros componentes del sistema inmune.3-5%

Las células T dirigen la inmunidad mediada por células, esto es, la destruccidn por
parte de células del sistema inmune de los tejidos extraios o células infectadas. Hay varios tipos
de células T entre ellas se encueniran las coadyudantes, que modulan lu respuesta inmune, y las
citotoxicas (o asesinas), que pueden matar de manera directa a las células anormales. La célula
T, una vez que reconoce y se une al antigeno situado sobre lu superficie célular de otra célula, se
activa, esto es se multiplica y si es citotéxica, mata a la célula con fa que ha entrado en

contacto, 3%

L.a reaccién antigeno-anticuerpo es especifica de ahi su importancia en la investigacion y
en la diagnosis de diferentes enfermedades, como el ciincer. Muchos antigenos tumorales
especificos han sido obtenidos y estudiados en varios padecimientos neopldsicos humanos
incluyendo el linfoma de Burkitt, el melanoma maligno, el sarcoma ostedgeno, ciertos tipos de

leucemia, neuroblastomas y carcinoma de células transcicionales de vejiga urinaria, como los
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antigecélulas nos CD5, CD10 o CALLA, CD19 y CD20 que se encuentran sobreexpresados en
las membranas celulares de diferentes clases de leucemia.’

2.3.1. Estructura de las inmunoglobulinas.

Los anticuerpos, o inmunoglobulinas (1g), contienen dos cadenas pesadas idénticas (Cp)
y dos cadenas ligeras (C)), también idénticas. Las cadenas ligeras contienen un dominio variable
(Dy) ¥ un dominio constante {D¢). Las cadenas pesadas tienen un dbminio variable y tres
dominios constantes. Las cadenas pesadas y ligeras se encuentran unidas por medio de enlaces
no covalentes, y en la mayoria de los anticuerpos, por enlaces disulfuros covalentes formandose
de esta manera una simetria bilateral y confiriendole, al mismo tiempo, la forma de "Y". Las
regiones variables tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera, son los sitios de enlace
antigeno-anticuerpo dentro de las moléculas de inmunoglobulinu. La regién de bisagra es el drea
entre las cadenas pesadas entre el primer y el scgundo dominio constante de Ia cadena pesada

que se encuentra unida por enlaces disulfuro (ver figura 6 y 7).5
2.3.2. Fragmentacién de inmunoglobulinas

El conocimiento de Ia estructura de las inmunoglobulinas ha mejorade mucho gracias a
cmpleo de enzimas proteoliticas, como la pepsina y la papaina, que desintegran la imolécula en

dos o tres fragmentos.

La papaina rompe la molécula de inmunoglobulina cn tres fragmentos de tamafios
stmilares: dos fragmentos Fab, que conservan su capacidad para combinarse con el antigeno, y
un fragmento Fc, el cual puede ser recristalizado y contiene la mayor parte de los determinantes
antigénicos especificos [gG de la molécula. La actividad de enlace y reconocimiento del antigeno
sc encuentra asociada con los dominios variables tanto de la cadena pesada como de la ligera de
los fragmentos Fab (ver figura 6).5¢

Los productes de fa pepsina son un [rugmento F(ab')z y ndmerosos péptidos pequeiios
de la porcién Fe. El fragmento F(ab'); estd compuesto de dos unidades Fab unidas por un
enlace disulfure, més la regidn de bisagra (ver figura 8).!. 58.67
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F(ab’)2 (102,000 Da) 2 Fab (50,000 Da)
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FIGURA 8. Degradacién de inmunoglobulinas por las enzimas: pepsina y papaina, 5867

2.3.3. Clases de inmunoglobulinas.

Existen cinco elases de inmunoglobulinas las cuales son: (G, IgA, 1gM, 1gD e IgE,
Estas inmunoglobulinas se diferenciun entre si por el tipo de cudenas pesadas que se encuentran
en sus moléculas. Las diferencias que existen entre las cadenas pesadas confieren a cuda

inmunoglobulina una funcién especifica dentro del sistema inmune, de ahf su importancia.®

La IgG, es un mondmero, es la clase mis predominante en el suere humano ya que
constituye el 75% de las inmunoglobulinas contenidas . Las 12G son lus dnicas que pueden
atravezar la placenta en humanos, ¢ interviencn en la proteccion del recién nacido durante los
primeros mescs de vida, 18

Lus 1gA. existen tanto en formas monoméricas como diméricas, y forman el 15% de las
inmunoglobulinas totales. La 1gA secretoria e lu denfensa contra algunas infecciones locales, La
principal funcion de las 12A puede no ser la de destruir los anligenos, pero si el de impedir el
paso de sustancias extraiias al torrente sanguinco. -5

La  IgM, es un pentimero, que comprende aproximadamente ¢l 10% de lus

inmunoglobutinas totales en el suero humano. Las [gM, participan en ka respuesta primaria, por

13
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lo tanto, es el que sc expresa en mayor proporcién en las superficies de los linfocitos-B.- %

La cuarta clase de inmunoglobulinas son las IgD, son monoméricas, hasta ahora no se
les ha atribuido un papel bioldgico especifico como anticuerpo humoral, pero han side
estudiadas en casos de hipersensibilidad a la penicilina en el hombre. Ya que las IgD se
encuentran en la superficie de los linfocitos en mayores concentraciones, es probable, que tenga

un papel como receptor especifico de superficie destinado a iniciar la respuesta inmune. ! 58

Ladhima clase de inmunoglobulinas es: la IgE, es una inmunoglobulina que se encuentra
en cantidades minimas en el suerc. Es producida por el revestimiento de s vias respiratorias y
digestivas y forma parte del sistema secretor externo de los anticuepos. Ademis tiene capacidad

para iniciar aspectos de "reaccion alérgica” ! 5%

2.3.4, Subclases de inmunoglobulinas.

Por anilisis antigénicos se hun podide descubrir diferencias relativamente pequefias entre
las moléculas de una clase determinada de anticuerpos, las cuales han sido estudiadas
principalmente en tres especies de mamiferos (ratén, rata y humano), de esta forma se han
descubierto diferentes clases de 1gG que se han denominado: 1Gl, 1gG2, 18G3 ¢ 1gG4 en
humano; 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3 en ratén ¢ 1gG1, 1gG2a, IgG2b ¢ IgG2c en rata. Ademis,
de dos subclases de 1gA (IgAl e IgA2) en el humano. Andlisis quimicos subsecuentes han
demostrado diferencias sustanciales de amino dcidos y en la localizacién y mimero de puentes
disulfuro entre las cadenas. Que resultan en diferencias en la vida media in vive, en sus enluces
con los receptores celulares, en la fijacion del complemento, en su sensibilidad a la digestién de

enzimas proteoliticas y en su tendencia a formar agregados. 5658
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TABLA 1. Propicdades fistcas y biolégicas de clases de inmunoglobulinas humanas.!. 67

CONC. SUPER
CLASE SER. P.M. YIVEN FUNC. RECEP TIPO DE | No. DE
MEDIA (kD) Cla BIOLO TORES CADENA SUB-
{mgfl00 MEDIA GICA EN: PESADA | CLASES
ml) TI2
(dias)
Fi]j'.l el Polinuclear es
o 2 complememo. | linfocilos
IeG o G 1240 150 23 v Crore ;:l" aciion ¥ 4
placenta
Polis.
IgA o YA 280 £50. 30 o 6 Anlicuerpa | linfocitos o 2
400 secretorio | monocitos.
Tzh o yM Fi{‘n cf linfocitos m 1
120 950 5 complemente
Receptor en
10 o YD T superficic R a 1
3 180} 2.8 de
linfocilos
Células
1gE o YE 0.03 190 1.5 "\“'i'-'f“:_ﬂ“’ cehadas € I
reaginico linfocitos

2.3.5. Anticuerpos policlonales y monoclonales,

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales (AcMo) dependiendo de
su origen. Los primeros son producidos por diferente lineas celulares (o clones) de linfocitos-B,
los cuales reaccionan con diferentes determinantes contra el mismo antigeno. Para obtenerlos se
requiere de la inyeccidn de un antigeno (inmundgeno) dentro de un animal para su inmunizacion,
pitra provocar una respuesta immune o produccion de anticuerpos en el animal. Los AcMo, en
cambio, son el resultado de una xinica linea celular por le que su especifidad aumenta ya que sélo

reconoce it un sdlo determinante antigénico -epitopo-, dentro de un complejo antigénico 121

15
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2.3.6. Técnica del hibridoma para la obtencién de AcMo.
La obtencidn de AcMo ha abierto una nueva era en el campo de la inmunelogia tumoral.

Los AcMo pueden atacar a las células cancerigenas mediante el reconocimiento de
antigenos tumorales especificos que se pueden encontrar en la superficie célular e iniciar el
ataque y la destruccién de las células blanco pero ignorar, al mismo tiempo, a las células sanas

que carecen de dichos antigenos cancerigenos.'

En 1975 Cesar Milstein y George, J.F. Kholer demeostraron que las células que producen
anticuerpos podrian sobrevivir indefinidamente si eran fusionadas con células cancerosas
obteniendo de esta manera una cantidad ilimitada de anticuerpos monoclonales. '

Los AcMo han permitido un ripido desarrollo en el conocimiento de las neoplasias tanto
en I caracterizacion de antigenos de células tumerales, mecanismos de diferenciacién célular
normal y neoplisica, asi como, en el tratamiento y diagndstico de neoplasias como leucemias,

linfomas, cincer colorrectal y de mamas {ver figura 9),13.25

El mecanismo de accién de un AcMo en la terapéutica frente a células neopldsicas se
fundamenta cn la unién ul determinante antigénico contra el cual va dirigido: cjerce
posteriormente su accidn sobre esa célula diana mediante un mecanismo de citotéxidad o de
forma indirecta, al actuar como transportador de agentes citotdxicos gue destruyen a las células.
Entre éstos agentes toxicos se citan las toxinas, los isGlopos y algunas drogas quimioterapéuticas

como el metotrexato, el clorambucil, entre otros. 325

El uso de AcMo presenta cuatro principales problemas: a) la cantidad de anticuerpos
obtenidos es minima; b) movilidad muy pobre por lo tanto tienen poca eficiencia, y no llega
hasta el twmor; ¢} tienen una vida media coria y d) el desencadenamiento de una respuesta
inmune contra iimunoglobulinas extrafias, conocida como humana en ¢l caso de los anticuerpos
de ratén (HAMA). Las soluciones a estos problemas han sido: el uso de anticuerpos humanos
para evitar el HAMA, la sintesis de anticuerpos quiméricos con fragmentos de inmunoglobulinas
humanas y/o realizar inmunoconjugados para aumentar la citotoxidad y, al mismo tiempo, la
probabilidad de matar a las células wmorales. 135960 '

16
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FIGURA 9. Obtencion de anticuerpos monoclonales AcMo.
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2.4. ANTECEDENTES

El soporte clinico para la idea de que el sistema inmune puede detener el desarrollo del
céncer surgié en el siglo X VI, cuando algunos médicos reportaron que algunas veces los
mores presentaban regresiones en pacienies cancerosos quc habian contraido infecciones
bacterianas. Por ello, Witliam B, Coley dedicé su vida a crear terapias basadas en ésta
observacién. El realizé varios ensayos donde infectaba pacientes cancerosos con bacterias y
después hizo una vacuna con las baclerias mucrtas para promover una respuesta antitumoral en
los mismos pacientes. Este tratamiento causaba la regresién de los tumores en algunos

individuos. Pero, no fue aceptado porque los resultados eran impredecibles.®?

Recientemente, la ciencia de la inmuneologia ha tenido cambios revolucionarios. Los
investigadores han descubierto y aislado las células y los compuestos que hacen posible que el
sistema inmune defienda al cuerpo de las infecciones. Investigaciones oncolégicas, llevadas a
cabo entre los afos 70 y 80, mostraron guc existen moléculas que el cuerpo produce en
respuesta a infecciones virales y bacteriales, éstas moléculas son llamadas ahora citocinas.®

Otro camino, como ya se habia mencionado anteriormente, por el cual el sistema inmune
puede atacar de manera selectiva a las células tumorales se basa en que éste es capaz de
diferenciar a las células por las moléculas, llamadas antigenos, que se encuentran en la superficic
celular. Durante mucho tiempo los cientificos han especulado sobre la presencia de moléculas en
las células cancerosas que seiialan su anormalidad (protefas de membrana, receptores de
superficie cclular, enzimas intracelulares o alguna secuencia alterada en el genoma) que podrian
servir como blancos para el ataque del sistema inmune. La quimicinmunoterapia incluye a
los acarreadores especificos, AcMo, que han sido unidos a agentes quimioterapéuticos para
atacar tamores u otros tejidos blanco.? Desde hace mis de 20 afios se han realizado sistemas
selectivos con drogas {inmunoconjugados), radioisétopos (inmunoisélopos) y tdxinas
(inmunotoxinas) de origen bacteriano o vegetal usando anticuerpos como acarreadores (Ver las
tablas I§, 11 y 1) 132560

Hasta zhora un gran ndmero de drogas y de toxinas han sido conjugadas a anticuerpos.
Mathé (1958), observd el incremento de supervivencia de los inmunoconjugados ami-L210 en

wmores de mamas de ratén al compirarse con ratones no tratados ¥y con ratones tratados con
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metotrexate libre (MTX).'¢ D'Cavalho (1964) acoplé MTX a IgG antileucemicas y normales, €l
inmunoconjugado retuvo su actividad bioldgica en los inmunoensayos contra sus respectivos
antigenos pero no fue cuantificada.'®

En los afios 70, Moolten y Coopeband acoplaron la toxina de difteria (TD) a IgG Ia
inmunotoxina inhibid la sintesis de proteinas en un 50% en células de riiion de mono infectadas
con virus y en un 20% en células no infectadas.'® Mds tarde Gilliard y su grupo (1978) formaron
enlaces disulfuro entre el fragmento A(TD) e IgG mediante la incorporacién de grupos
sulfidrilos libres en ambas moléculas obteniendo un inmunoconjugado con un indice de
acoplamiento de 1.8 mol de A(TD) por mol de IgG, el cual retuvo la actividad del anticuerpo.
Masuho, Hera y Noguchi, en 1979, acoplaron el fragmento A de Ia toxina de difteria por enlaces
disulfuro a fracciones F(ab')-SH de IgG antileucemia. El conjugado inhibié el crecimiento de
células de leucemia L1210 en mds de un 90%.1¢

TABLA 11. Is6topos acoplados a AcMo.?

GAMDIA BETA ALFA
Yado-125.131* Itrin-90* Bismuto-212
Tecnetio-99m Fosforo-12 Astating-21 |
Galio-67 Renio- 186,188
Indio-111 Patadio-109

*Son los inmunoisétopos con mayer éxito en la regresién de tumores.S?

Robinson (1973), Chu (1977) y posteriormente Kulkarni (1981) enlazaron la carbodiimida
a grupos carboxilos del MTX y a grupos amino de tas inmunoglobulinas IgG normales murinos
formando un enlace amina entre las dos moléculas y obtuvieron una incorporacién >5-6mol por
mol de 1g, pero Kulkarni reporté una extensiva pérdida de la actividad de los anticuerpos y
precipitacién de proteinas. En 1977 Burstein y Knupp trataron ei MTX con anhidrido acético y el
producto reacciond con las inmunoglobulinas, Mis tarde Latif y colaboradores {1980) reportaron

la pérdida de la actividad de los anticucrpos al ser acoplados con MTX-anhidre acético.!®
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Linford y su grupo, en 1974, sintetizaron un inmunoconjugado de trenimon ((2,3,5-

tris( 1-aziridiny})-p-benzoquinona) con IgG contra células de sarcoma de cuyo (anti-MCA-D). La

droga se incorpord en una proporcién de 5 mol por mol de IgG y los

inmunoconjugadosretuvieron tanto su actividad citotdxica como la actividad de los anticuerpos
mostrando selectividad hacia MCA-D in vitro '®

O'Neill, Peason y Davies, en 1975, desarrollaron un inmunocoenjugado 1g (anti -Thy)-
clorambucil (CBL) mediante la esterificacion con el grupo COOH de la inmunoglobulina a un
pH alcatino, pero las Ig se polimerizaron y ésto inhibié la incorporacién de la droga, E! CBL no
fue dializable y perdié su actividad alquilante a éste pH.!® Ross en 1975 y mds tarde Tai y su
grupo en 1979 sintetizaron un inmunoconjugado IgGanti EL4-CBL por medio de un enlace
covalente para lo cual usaron carbodiimina hidrofilica. Los conjugados retuvieron la actividad
antitumoral de la droga durante 24 h a 4°C, con una incorporacién >10 mol de CBL por mol de

Ig pero ésta cantidad de droga provocd la pérdida de la actividad del anticuerpo.'®

Rowand, Neill y Davies (1975) enlazaron N, N-bis (2-cloro-etil)-p-fenilenediamina
(PDM) a Ig normales usando como intermediario el poli{l.-a-dcido glutimico) (PGA). Ellos
reportaron un indice de acoplamiento de 2 mg de PDM por cada 10 mg de anticuerpos. El
inmunoconjugado retuvé hasta en un 60% su actividad, mostrande ser citotdxico en tumores in

vivo. Pero también, reportaron la polimerizacién entre anticuerpos.'®

Hurwitz y su equipo (1975) acoplaron doumicina {DNM) y adriamicina (ADM) al grupo
amino de las inmunoglobulinas mostrandose una incorporacién de 2-6 mol de la droga por mol
de Ig anti-BSA y mostraron una retencidn aproximada del 55% de la actividad del anticuerpo con
células de leucemia de ratén donde hubo remision de tumores.'® También, en éste mismo afio
Hurwitz y su grupo acoplaron DNM y ADM mediadas por glutaraldheido uniendo a los grupos
aminos tanto de la droga como el de las 1gG normales, y reportaron una incorporacion de 7-10
mol por mol de inmunoglobuling, pero se formé un agregado sin actividad bioldgica por lo que
también fo intentaron con la carbodiimida como mediador del enlace amida entre la droga y el
anticuerpo y reportaron un indice de acoplamiento de 4 mol de droga por mol de IgG. Arnon y
Sela (1979) de mostraron gue ADM y DNM unidas covalentemente a un anticuerpo acarreador
conservaban su actividad biolégica hacia células tumorales. Berstein y Hurwitz, en 1978, con
sus respectivos grupos, conjugaron ADM mediante un puente dextran para unir los grupos

aminos de la drogay de las [gG, incorporandose 50 mol de ADM por mol de 1gG. Los

20
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conjugados reatizados con IgG de cabra y de conejo fueron cilotéxicos en wumores de ratén en
ensayos in vivo, pero no fueron especificos. La unién DNM-dextran-IgG redujo la actividad
citotdxica in vitro. 6
Hirschberg, Rwland y Thorsby, en 1978, usaron el PGA como intermediario para enlazar
melfalan (MEL) a inmunoglobulinas de caballo anti-humano inhibieron totalmente la respuesta
proliferativa de los linfocitos en cultivo.!

En los 80 Youle y Nerville enlazaron la ricina con AcMo antiThy, la inmunotoxina
mantuvo la actividad del anticuerpo e inhibié en un 50% la sintesis de proteinas en células que
expresaban antigenos Thy.'s Posteriormente, Raso y Griffin (1980) unicron’el fragmento A de
la ricina (A(R))-SH a fragmentos F(ab) de concjo anti-humano mediante la formacidn de un
enlace disulfuro, favoreciéndose de esta manera la entrada de la toxina a la ¢élula |, la molécula o
fragmento de anticuerpo fue mds pequefio y por lo tanto se difundié mds ficilmente en el tumor.
Krolick en 1980, formé un inmunoconjugado AR-I1gG de conejo anti-ratdn via grupos
sulfidrilos libres introducidos en ambas moléculas formando un enlace disulfuro. El
inmunoconjugado inhibid en un 80% la sintesis de proteinas de células murinas in vitro.
También, Jansen y su grupo (1980), Pau (1980) y Blythman {1981) enlazaron por medio de
puentes disulfuro A(R) ¢ 1gM anti-Thy. El inmunoconjugado tuvo un indice de acoplamiento de
8 mol por mol de igM, el conjugado masird actividad citotéxica de in vitro de células que
expresaban antigenos Thy al inhibir la sintesis de proteinas y el IgM mantuvo su actividad

citotdxica en un 70%. !0

Worzynski, Cochran y Ackermann (1980}, introdujeron grupos sulfidrilos en IgG anti-
influenza para que reaccionaran con el anillo quinona del trenimon, la cual presenta una
incorporacion de 7 mol de droga por mol de 1gG pero el método provoca fa reduccién de los
enlaces disulfuros intercadena y se pierde la actividad det conjugado.'s

Kimura (1980), reportd la unidn de la neocarcinostatina (NCS) a moléculas de 1gG
murinas dirigidas contra leucemia humana mediadas con carbodiinida. El inmunoconjugado
retuve la actividad téxica de la droga al inhibir células de leucemia humana y la actividad
bioldgica del anticuerpo, ésta dltima se probd cn un ensayo de inmunoflucrecencia que fuc
positivo.'s En 1981 Tung y su grupo produjeron el mismo conjugado obteniendo una
incorporacién de 4-5 mol por mol de IgG normales y los cuales retuvieron la toxicidad de la

droga.
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Latif y su grupo, en 1980, enlazaron el CBL a IgG de cabra contra mieloma humano
acoplandose 14 mol de CBL por mol de IgG y probaron la citotoxidad del inmunoconjugado en
células de mielosarcoma humana K362. El conjugado retuvo la actividad del anticuerpo e inhibié

el crecimiento de las células tumorales in vivo. 16

TABLA IIL Toxinas y enzimas unidas a AcMo.5?

TOXINAS ENZIMAS

VEGETALES
Ricina Cuarboxipeptidasa G2
Abrina Glucouronidasa
Gelonina Citoidina deaminasa
Saporina.
Modecina

BACTERIANAS

Dilteria
Exotoxinas de pseudomonas

FUNGICAS
Amanitina
ANIMALES

Factor de venene Je cobra.

Gilliard en 1980 y después Trowbrige y Domingo en 1981 incorporaron moléculas del
fragmento A(TD)-SH 2 IgG de conejo anti-CoA y a AcMo dirigidos contra carcinomas de colon
mediante la formacién de enlaces disuifuros. El AcMo mostré una retencién parcial de la
actividad del conjugado ya que inhibié la sintesis de proteinas en un 50% pero no fue téxico
hacia melanomas a 10-7 M. Posteriormente, Gilliard y Collier, en 1980, realizaron un
conjugado especifico, con €l mismo método, y lo probaron contra células 3T3 y exhibieron una
mayor citotoxidad que las inmunotoxinas con IgG.16

Kimura {1980) y Jung (1981) acoplaron Ja videsina con inmunoglobulinas anti-CEA
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{antigeno crcinoembriogénico) en un medio de dioxano acuosc a pH 9.0 y mostré un indice de
acoplamiento de 3.7-4.6 mol de la droga por mol de inmunoglobulina. El inmunoconjugado
antiCEA-Ig-vindesina retuvo su actividad citotdxica.'6

El grupo de Kulkarni, en 1981, prepard un ester activo de MTX y éste fue acoplado a
meléculas de inmunoglobulina mediante un enlace amida. El aducto mantuvé la actividad
biolégica (70%) del anticuerpo, pero se pierdié considerablemente cuanto mis alto fue el indice
de incorporacién del ester en la inmunoglobulina. ' Mds tarde, en 1985, acopld el MTX a
anticuerpos IgG y a sus fragmentos F(ab); anti-BSA y estudiaron el efecto del conjugado en
tumores in vivo. La incorporacidn de la droga a Jos fragmentos fue mds baja (6 mol por mol de
IgG), sin embargo, el MTX-antiBSA retuvo el 100% de su actividad bioldgica mientras que el
F(ab); antiBSA retuvo s6lo el 75%. Los conjugados preparados con IgG antiEL4 (antigeno
expresado en linfoma murino) y Flab)2 AELG incrementaron de manera significativa su

sobrevivencia comparadas con la administracién de MTX en forma libre.

En 1990, Schidberger, King y Suypo demostraron el efecto antitumoral de
inmunotoxinas (con cadena A de la ricina) con fragmentos Fab y AcMo L6 que reconocen
determinantes que se expresan en carcinomas pulmonares, de colon, de mamas y de ovario

causando retrocesos completos en dichos tumores de ratén.’?

Rowland, McKenzie y Pietersz (1992) demostraron que el uso de la idarubicina

inmunoconjugada (antiCD 1 9-idarubicina) daba remisiones de tumores de hasta un 60%.%

Beckman y colaboradores (1994) formaron un inmunoconjugado consistente de cis-
diamina dicloro platino (II) (CDDP) y de AcMo OC125. La eficiencia de acoplaminento varid
entre 1.104/-0.42 y 2.65+/- 1.60 mo! de CDDP por mol de anticuerpo pero no se observé una
actividad antiproliferativa significativa en células con cdncer de ovario humano por lo que se
propuso la formacién de un complejo inmune mis soluble.*

Rigaut, Scharff y Nerville (1993) sintetizaron un inmtnoconjugado usando un AcMo
antiCD3 y anti-Vbeta unidos a TD , éste conjugado destruyé de manera selectiva a tas células T
con cpitopos Vbeta por lo que se le propuso como posible tratamiento en enfermedades cuyas
células T exhiben epitopos V-beta, como es ¢l caso de linfomas de célula T que expresen ¢l
recepor celular antiT (TcR).%
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Johnson y colaboradores (1995) conjugaron el AcMoCC49 a la doxerubicina (CC49-
BAMME-CH-DOX) €ste conjugado resulté ser menos potente que la DOX no conjugada in
vitro. Pero cuando se evalué en un modelo de xenoinjerto de carcinoma de ovario humano el
inmunoconjugado prolongé su supervivencia del ratén al compararla con la DOX libre por lo

que se considerd para evaluacién clinica.®

Pietersz y colaboradores (1995) reportaron la produccién y caracterizacién de un
anticuerpo quimérico ratén/humano anti-CD19 y lo acoplaron a la idarubicina, El
inmunoconjugado resultd ser especifico y fuertemente citotdxico a célutas CD19 cultivadas in

vitro. Por lo que sc le propuso come tratamiento de linfoma de células B humanas 5!

Sivam y su equipo (1995) conjugaron la DOX a un AcMo425 dirigido contra el receptor
del facter de crecimiento epidérmico humano. Obteniendo un indice de acoplamiento de 6-8 mol
per anticuerpo y conservaron su citotoxidad in virre contra células de metanoma humano (M24
mel). Estos inhibieron el crecimiento de umores M24 me! en ratones con mayor éxito que la
DOX libre, la cual resultd ser inefectiva en cuunto a selectividad se refiere.?!

Hellstrom y su grupo (1995) reportaron la sintesis de un inmunoconjugado BR%6 DOX.
El BR96 es un anticuerpo quimérico ratdén/humano que se enlaza a antigenos Le-y
abundantemente expresados sobre la superficie de células de la gran mayoria de los carcinomas
humanos y células epiteliales diferenciadas de estémago, eséfago, intestino y células ascinares
en pancreas. El conjugado destruyé selectivamente células tumorales Le-y positivas in vitro ¢
indujo la regresién de carcinomas humanos colonrrectales xenotransplantados en ratones

desnudos. /n vive s6lo algunos tumores respondieron a la terapia 26

Pastsan (1995) sintetizé un inmunoconjugado con el fragmento A de la exotoxina de
Pseudomonas y el AcMo B3 el cual reacciona con glicoproteinas y glicolipidos de varias células
cancerosas. El conjugado fue citotéxico y produjo la regresion completa en el crecimiento de
xenoinjertos de tumores humanos en ratén. Esto también ocurrié generalmente en la fase I en
pacientes con cdncer de colon, mamas y otros.5

El grupo de Myer (1995) demostrd caracteristicas farmacodindmicas favorables y la

actividad antileucemica de inmunotoxinas anti-CD19 AcMo unidas a una proteina antiviral.
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TABLA IV. Drogas conjugadas a AcMo?9.

ANTIMETABOLITOS AGENTES ANTIMITOTICOS
Metotrexato Alcaloides vinka
Aminopterina Podopfilotoxina
Citosina arabinosida Colchicina

5'-fluorodeoxiuridina

AGENTES ALQUiLANTE_S MISCELANEOS
Melfalan Bleomicina
Clorambucil Macromomycina
Fenilenediamina ¢ fa mostaza Neocarzinstaina
Mitomicina C Caicicheamicina
ANTRACICLINAS

Droxorubicina
Daunorubicing
Tdarubicina

TABLA V. Ventajas e inconvenientes en ¢l uso de inmunoconjugados.5?

VENTAIAS DESVENTAJAS
Especifidad in virro e in vivo. Acoplamiento dificit
Administracidn de altas dosis in vive (la Disminucién de la actividad de la droga

mayoria son no toxicos)

Aumento en la vida media de la droga Produccion media.

No hay dafio en tejidos circundantes al
tumor

Buen accese a los tumores

Uso de lragmentos Fab y Flab)z

Uso de anticuerpos quiméricos.
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Con la tabla anterior se deduce que para realizar el acoplamiento de agentes
quimioterapedticos o toxinas con los anticuerpos se deben tomar en cuenta las siguientes
consideraciones para obtener un método ideal de conjugacién: a) no debe de interferir con la
actividad del agente citot6xico o de) anticuerpo; b) la droga debe tender a una alta incorporacién
en el anticuerpo; c) evitar la homopolimerizacién tanto del agente quimico como de los
anticuerpos; d) evitar la agregacién del conjugado y e) ser técnicamente ripida y reproducible.®®
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2.5. LACTONAS SESQUITERPENICAS Y LA HELENALINA

El uso de extractos crudos de plantas para el tratamiento del cdncer viene desde la
antiguedad. Actualmente, la aita incidencia de {a enfermedad y las limitaciones gue han
presentado las terapias actuales han Hevado a la busqueda de nuevas drogas que puedan resultar
cxitosas y mis especificas para el ataque del cincer. De las cuales una gran variedad han sido
obtenidus de recursos naturales, y otras han sido sintetizadas basandose en fa estructura de algin
producto natural.!0

Entre los metabolitos secundarios de plantas estudiados con este fin estd el grupo de las
lactonas sesquiterpénicas ya que muchas de cllas han mostrado tener una marcada actividad
citotoxica y algunas mds han sido probadas en varios sistemas tumorates tanto in vitro como in
vivo. En México ¢! estudio de las plantas medicinales ha sido un drea de interés en el Instituto de
Quimica de la UN.A.M. donde se han aisludo y demostrado las estructuras quimicas de
diferentes productos naturales, como es el caso de las lactonas sesquiterpénicas de los géneros

Zinnia y Helenium, bas cuales han mostrado una importante capacidad antitumoral,

Lus lactonas sesquiterpénicas (LSQ) son un grupo de compuestos estructuralmente
interesuntes y diversos, gue han sido aisladas principalmente de plantas de la familia Compositae
(Asteraceae) donde cerca de 3500 estructuras han sido reportadas. Estas son terpenos de 15
carbonos {tres unidades de isopropeno) que se caracterizan por tener en su estructura un aniilo
lactona de 5 carbonos.59.77

La mayoria han sido clasificadas estrucluralmente dentro de cuatro grupos basindose en
sus esqueletos de carbono. Estas clases son: las germacranglidas las cuales son el primer tipo de
LSQ gue se forma por ciclizacion del famesol con dobles ligaduras tanto en el C-4 comoen el C-
15 las eudesmandlidas y las guayandlidas son LSQ del segundo paso biosintélico; lus primeras se
caracterizan por la formacidn de un anilio y por la presencia de un grupo metil en el C-1 y las
segundas poseen un grupo metil en el C-4; y por olro lado se encuentran las pseudoguayanélidas
las cuales son el producto de un tercer pase biosintético a partir una guayandlida y la diferencia
entre ellas es que el grupo metil emigra del C-4 &} C-5. El sufijo "6lida” se refiere a la funcién
lactona. Todos estos compuestos son derivados biosintéticos del trans, trans-farnesil
pirofosfato, (ver figura 10).9%
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. Una especic vegetal generalmente produce un solo tipo de esqueleto. El porcentaje de
lactonas sesquiterpénicas por peso seco puede variar del 0.01 al 8 % del peso seco, y
generalmente se encuentran en las hojas y las cabezuelas florales. La pérdida de ganado por
intoxicacién por la ingesta de plantas que contienen las LSQ es bien conocida. Y es una prueba
que muestra el amplio rango de actividades biol6gicas que suelen tener.#
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FIGURA 16. Clases de lactonas sesquiterpénicas.6?

*Piroloslato.

Una gran mayoriu han sido aisladas y cvaluadas como citotéxicas y una pequeiia cantidad
han mostrado actividad in vive contra la leucemia P-388, carcinoma epidermoide humano y
céncer de mamas. 4415 La actividad de estos compuestos deriva de la presencia de uno o mis
grupos los cuales pueden ser sujetos a ataques rucleofilicos, resultando en la alquilacién de
biomoléculas escenciales y finalmente en la mucrte cefular, Los grupos reactivos escenciales son
usualmente enonas, incluyendo e,B-lactonas insaturadas, cetonas-o, B- insaturadas y los
esters o epaxidos-o, B-insaturados. Uno de los grupos mds comunes que se ha encontrado es el
a-metilen exociclico-y-lactona el cual pucde conjugarse por adicién a un tiol 0 a un
grupo nucledfilo (reaccién de Michael, ver figura 11).9-10.22.44
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Q] ———
O + RSH 0

a-metilenselaciona ﬁ::":“ sulfidritos Aduclo estable

FIGURA 11. Reaccién de Michael.1?

Kupchan y colaboradores. en 1971, demuestran la reactividad de las e—metilen exociclico
y-lactonas y otros inhibidores tumorales electrofilicos con cisteina (Cys). 5-25-260tros modelos
de nucledfilos biol6gicos y enzimas que contienen sulfidrilos apoyan la hipdtesis de que la
inhibicién de crecimiento wmoral resulta de lu alquilacién selectiva de grupos sulfidrilos en

enzimas claves dentro de la divisién celular 9-10.22

Uno de estos compuestos es fa helenalina una lactona sesquiterpénica
pseudoguayanolida que ha sido extraida de varias especies de los géneros Zinnia y Helenium
comeo: H. auwtummale L., H. amarum (Raf), H. roch, H. microcephalum D.C. y H.
nexicanum, H.B.K. Se obtiene de las partes direas de la planta por extraccién con cloroformo o
con acetato de etilo, es un compuesto cristalino C|5H 304, de p.f. 167 °C, incoloro,
Opticamente activo y amargo, con rendimientos de 0.36% (de 27.5 kg de planta se obtienen
97.7g de helenalina)28-33.41.58. R. Adams y W. Hertz la aislaron de H. microcephatiom y
empezaron a tratar de dilucidar su férmula estructural y a conocer mis de ta quimica de este
. compuesto.??

En 1956, Buchi y Rosenthal proponen una primera representacion estructural de este
producto natural como I (ver figura 12), utilizando las técnicas espectroscépicas de infrarrojo y
ultravioleta y de RMN recién desarrollada.??

En México, Romo del Vivar y Romo describen por primera vez su sistamiento® en 1959
de Helenium mexicanum, HBK (de nombre comiin Chapiiz) el cual es un arbusto muy
difundido en el territorio nacional, es usado como estornutatorio y ademds es conocida su

toxicidad.2

Pero no fue hastu que en 1963, un equipo de investigadores mexicanos y americanos
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establecieron ta férmula estructural correcta de la helenalina como II. Posteriormente
seconfirmé su estructura por estudios de Resonancia Magnética Nuciear (RMN), de rayos X
(R-X) y de Espectrometria Masas (EM). Se le han hecho estudios de andlisis conformacional y
de otras caracteristicas fisicas. También sobre su reactividad quimica y se le han fabricado
numerosos derivados.

HO

I H
HELENALINA

FIGURA 12. Estructura de la helenalina. 33

En los Gltimos afios se le han encontrado a este compuesto importantes actividades
bioldgicas como: vermifugo?, antimicrobiano34, antiinflamatorio?!, cardioténico?®,
antialimentario®?, inotrépico?, citoprotector gastrico!®, pero la mds significativa para este
estudio es su citotoxicidad, lo que indujo a Kuo-Hsiung Lee y colaboradores#! 42434647
estudiar su accidén como agente antitumorat, ya que muestra actividad inhibitoria del erecimiento
de wmores. Se prepararon numerosos derivados de la helenalinu y concluyeron que para que
exista esa actividad es necesaria la presencia de los grupos funcionales a-metilen exocicclico
y-lactona asi como de lz cetona o-f no saturada en la molécula. Y que reaccionan con las
funciones R-SH de las proteinas. 2%38-29Lo que molivé que se probara un nimero elevado de
lactonas sesquiterpénicas con este propésito, pero hasta el momento no se ha llegado a utilizar
ninguna en la fase clinica.

Hall en 1977 y Lee en 1977 con sus respectivos grupos de investigacién, extendieron este
punto en sus estudios con la helenaling y la tenulina. 2343 En estos compuestos una
ciclopentenona parece ser escencial para la actividad antitumoral. Ambas sustancias atacaron a

los grupos nucledfilos del glutation y de la cisteina, dirigiendose a la alquilacién por adicién
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conjugada de los sistemas enonas. Estos compuestos también inhiben las enzimas
hexoquinasas y fosfofructoquinasas glicoliticas, el proceso respiratorio y la sintesis de ADN. El
mecanismo mds aceptado de la accién de los agentes alquilantes antitumorales cldsico es que

existe una interaccién directa con e] ADN.

En 1981 el grupo de Lee describe la sintesis de esteres bis(helenalinilo), y otros
derivados relacionados, y demuesira que dichas sustancias eran potentes agentes antileucémicos

en células con leucemia P-388 in vitro 8
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Figura 10. Molécula del ester de glutarato de bis(helenalinilo).#

El equipo de Williams, en 1988, reportan la inhibicién dc sintesis de proteinas y dcidos
nucleicos de 1a helenanina {obtenida de la planta Helenium microcephalim ) y de su dimero el
malonato de bis (helenalinilo) demestrando una marcada actividad antineopldsica en ensayos in
vive en ratones machos de la cepa BDF} e inoculados con células de leucemia P-388. Asiel
valor de T/C% fue de 261 para el dimero y de 162 en la forma monomérica Jos cuales muestran
upa marcada reduccion de actividad enzimitica para la sintesis de novo de dcidos nucleicos y

proteinas.#

Grippo y colaboraderes, en 1992, comprobaron que la helenanina y sus ésteres mono y
difuncionales poseian mecanismos para reducir la sintesis de dcidos nucleicos mediente a
inhibicion de la actividad de ADN polimerasi y por lo tanto provocaban la muerte de células con
leucemia L1210.1Y

Powis y su grupo en 1994, demostraron que la helenalina y sus anilogos causaban el

incremento de CaZ+! intracelular, inhibiendo de csta manera la proliferacidn de fibroblastos 3T3
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de ratén o}

Chen y colaboradores, en 1994, evaluaron la actividad antitumoral citotéxica en
blastocitos periféricos de los ésteres glutarato de bis (helenalinilo) y glutarato de bis
(isoalantodiol-B) de un paciente con leucemia aguda y observaron que eran potentes inhibidores
de la ADN topoisomerasa II humana.!!

Estudios in vive con animales de Iaboratoric realizados en Estados Unidos de
Norteamérica han demostrado una importante hepatotoxidad de lactonas sesquiterpénicas, asi
como en reportes de hepatotoxidad en consumidores de productos naturales como el "chaparro
amargoso”, que contiene como principio aclivo lactonas sesquiterpénicas. Esta limitacidn ha
impedido el uso de derivados de lactonas sesquiterpénicas en la clinica como en el caso del
equipo de Grippo (1992)."7

La estrategia lerapéutica seria el uso de cantidades menores de esta lactona in vive y de su
ester pero de alta efectividad terapéutica mediante el uso de moléculas biotdgicas acarreadoras
que permitan atacar a fas células cancerosas de una manera selectiva. Por esta razon, se propone

la sintesis de un inmunoconjugado: 1gG-helenalina.
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1IL. HIPOTESIS
Es necesario desarrollar nuevas terapias contra el cdncer, la inmunoquimioterapia se
presenta como una alternativa. Por lo que el acoplamiento del sistema o-metilen exociclico y-
lactona de la helenalina y de su derivado mediante la reaccidn de Michael a anticuerpos es
posible, para la sintesis de sus respectivos inmunoconjugados.
IV. OBJETIVO GENERAL
Mediante el acoplamiento quimico de la helenalina y de su ester de glutarato de bis

(helenalinilo) via grupos sulfidrilos libres generados en el anticuerpo se formard el
inmunoconjugado en condiciones suaves de reaccidn y conocerd su rendimiento y pureza.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

a) Obtencion de helenalina.

b) Obtencién del dimero de helenalina [glutarato de bis (helenalinile)].

c) Obtenciodn, purificacién y cuantificacidn de anticuerpos policlonales de ratén.
d) Acoplamiento de la helenalina y de su diinero a anticuerpos policlonales 1gG.

e) Evaluacién del rendimiento de los inmunoconjugados, pruebas de isotipificacion,
y andlisis espectroscopicos.
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V1. MATERIAL Y METODO

6.1. OBTENCION Y SINTESIS DE LOS AGENTES CITOTOXICOS.

6.1.1. OBTENCION DE HELENALINA

Para el desarrollo del presente trabajo, se colectd la parte aérea de Helenium
mexicarum, HBK en el estado de Hidalgo, los ¢jemplares de colecta, se identificaron con e}

apoyo del Instituto de Biologia, de la U.N.A.IM. (ver apéndice No.1).

El material, se dejd secar a temperatura ambiente y se molid. Posteriormente, de 1.470
kg de planta molida se realizaron extracciones con solventes de polaridad ascendente (hexano,
diclorometano, acetona, acetato de etilo, metanol y agua). Se analizaron cualitativamente con
placas cromatograficas de 5 x 5 cm, con una capa de 0.25 mm de silica gel 60 con indicador
fluorescente (Machery-Nagel, E-U.A.), en un sistema de acetato de etilo-hexano 82 y

reveladas con sulfato cérico (apéndice No. 2), para determinar la presencia de helenalina.

A partir del extracto de acetato de etilo fue purificada la helenalina mediante una
columna cromatografica de adsorcién semiliquida, de 9.5 cm de didmetro y 23.5 cm de largo,
con silica gel 60 GF 254 para capa fina (Merck, E.UA.), usando como eluyente hexano y
acetato de etilo en diferentes concentraciones (hexano y hexano-acetato de etilo de 9:1 a 1:1).
Se colectaron fracciones de 100 y 150 ml los cuales se concentraron en un rotavapor (Biichi,
Suiza) y detectar la presencia de helenalina mediante cromatoplacas de aluminio, utilizando
una muestra estandard como referencia, en un sistema hexano-acetato de etilo 8:2, las cuales
también fueron reveladas con sulfato cérico, Las muestras que contenian la lactona fueron

colectadas en un frasco.
Para eliminar las clorofilas que se encontraban con la lactona, ésta Gltima fue disuelta

en acetona-etano] 1:1 caliente en bafio Maria y se le adiciond | g de carbdn activado (Sigma,

E.U.A.). Para después filtrarla al vacio en un matraz kitazato de 50 ml con papel filtro No. 2

34



Metodologin

INMUNIZACION Lcowcm DE H. mexicarum, HBK I
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FIGURA 4. Metodologia realizada para la obtencién y analisis de los inmunoconjugados Ig-

HEL e Ig-EGBH.
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(Whatman, E.U.A) y silica gel. Posteriormente, se procedié a la cristalizacién de las aguas
madres con acetona. Una vez obtenidos los cristales se evalu6 el rendimiento por diferencia de
pesos en una balanza analitica (Ohaus, E.U.A), se les tom6 su punto de fusién en un aparato

Fisher Johns y su factor de retencién (Rg) en un sistema cloroformo-acetona 4:1.

Por ultimo se realizé la identificaciéon de la estructura de la lactona mediante los
métodos espectroscopicos de infrarrojo (IR}, resonancia magnética nuclear (RMN) y de masas
{EM).

6.1.2. SINTESIS DEL ESTER DE GLUTARATO DE BIS (HELENALILO).

Un gramo de helenalina fue disuelta en 10 m! de benceno (Baker, México) y se le
adiciond 1 ml de dictoro de glutarito (Aldrich, EU.A.). La mezcla fue sometida a reflujo
durante 12 h, y en agitacién constante con ayuda de un agitador magnético. Posteriormente, se
lavé con 5 ml de agua destilada y 5 ml de bicarbonato de sodio (NaHCO3)} acuoso al 5 %. La
fase organica se saturé con una lg de cloruro de sodio (NaCl) y se secd con sulfato de sodio
anhidro (NazSQa). Se filtrd por gravedad, con papel filtro No.2, para desechar los residuos y la
solucion resultante se concentrd por destilacidon simple. El aceite obtenido se aplico en una
placa preparativa de capa fina de 10 x 20 cm (Machery-Nagel, E.U.A.), para la separacién de

48
los compuestes, usando como eluyente una mezcla de cloroformo-acetona 4:1%.

Se evalud el rendimiento de los compuestos aislados y se identificé la estructura del

ester con los métodos espectroscdpicos IR, RMN y EM.

Una vez identificado el dimero se le tomé6 su Ry en un sistema cloroformo-acetona 4:1

y su punto de descomposicion (p.d.).
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BENCENO
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ESTER DE GLUTARATO DE BiS (HELENALINILOD)

FIGURA 15. Reaccion (1), sintesis del Ester de glutarato de bis (helenalinilo).

6.2. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES DE RATON

6.2.1. INMUNIZACION Y OBTENCION DEL SUERQ HIPERINMUNE

Se realizd un esquema de inmunizacién usando tres inmunégenos (suero albimina
bovina (SAB) (Sigma, E.U.A)), suero fetal bovino (SFB), y SFB con tuberculina derivada de
proteinas purficadas (Mantoux-Connaught, E.U.A.) a una proporcion de 0.1:12.5) y comparar

la mejor produccién de anticuerpos.

Primero, se¢ inmunizaron 4 ratones hembras de la cepa BALB/¢, de 6-8 semanas con
désis de 100 pi por ratdn de SAB al 1 % y adyuvante completo de Freund (Gibeo, EU.A) a
una proporcion 1:1, por via intraperitoneal con una jeringa para insulina. Posteriormente se
administraron dos refuerzos més los dias 18 y 26 con la misma désis pero sin adyudante. El
mismo procedimiento fue realizado con las otras sustancias immunogenas salvo que fueron

inmunizados 10 ratones en cada uno de estos casos.

Una semana después del tltimo refuerzo los animales fueron desangrados a blanco con

capilares heparinizados (Marienfield, E.U.A.) por puncion retro-orbital. La sangre fue
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colectada en tubos de 2 ml (Eppendor, EU.A) y centrifugada a 7x103 r.p.m. durante

10 min, para la obtencion del suero hiperinmune.

6.2.2. PRECIPITACION DE INMUNOGLOBULINAS

Posteriormente, se procedid a precipitar las Ig con sulfato de amonio (NH4504) al 45%
de saturacién (2.7 g de NH4S04 por cada 10 ml de muestra), durante 2 h 30 min en agitacién y
a 4°C. La solucién fue centrifugada durante 15 min a 3x103 rpm. y se descartd el
sobrenadante. El precipitado resultante se disolvié con una solucién amortiguadora de fosfatos
(SSAF) a pH 8.0 (ver apéndice No.3), resuspendiendo repetidamente con una micropipeta de
200 ul (Labsystem, Francia) y se dializé dentro de una membrana de diatisis de 3500 unidades
de exclusion (Spectra/Por, E.U.A.) contra 100 veces su volumen con SSAF pH 8.0 a 4°C
durante 24h.

6.2.3. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS

Las Ig una vez dializadas fueron purificadas mediante una columna de afinidad
utilizando como absorbente proteina sefarosa A (Pierce, E.U.A.) y como cluyente una solucion
de citratos 0.1 M a pH 3.0. Se colectaron fracciones de 1 ml en tubos Eppendor que contenian
120 pl de TRIS base (Tris-hidoximetil amino-metano) (THMAX, E.U.A) 2M a pH 10. Las
fracciones colectadas se leyeron a 280 nm (Azgp) en un espectrofotémetro (Milton Roy,
E.U.A.), en las que se obtuvieron las lecturas mas altas fueron colectadas y dializadas con una

membrana de dialisis de 3500 unidades de exclusion con SSAF a pH 7.0 durante 24h.

6.2.4. ISOTIPIFICACION

Se realizé la caracterizacién de anticuerpos totales de ralén mediante el estuche de

isotipificacién Iso-1 (Sigma, E.U.A.), para subclases e isotipos.

Para ello, se coloco una tira de isotipificacién dentro de un tubo de ensayo con rosca, se

adicionaron 50 pl de anticuerpos y 2 mi de SSAF-Tween 20 al 0.05 %, se incubaron durante 30
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min sobre una plataforma oscilatoria, se decant6 el sobrenadante y se lavé la tira con 4 mi de

SSAF-Tween durante 5 min en agitacién y se decanté cualquier residuo del buffer.

En otro tubo de ensayo se colocaron 2 ml de SSAF-Tween se adicioné una gota de
anticuerpos purificados y biotitulados para inmunoglobulinas de ratén {vial No.2), se colocé la
tira y se incubd durante 5 min en agitacién oscilatoria. Después, la solucién se decantd y la tira

fue lavada con 4 ml de SSAF-Tween durante 5 min en agitacién.

En el otro tubo de ensayo se colocaron 2 mi de SSAF-Tween, se le adicion6 una gota
de Ext Avidin-Peroxidasa (vial No. 3), se colocé la tira y se incubd durante 5 min en agitacién.
Posteriormente, se decanté la solucidén amortiguadora y la cinta fue lavada con 4 ml de SSAF-

Tween y SSAF durante 5 min en cada uno y se decantaron los residuos del tubo de ensayo,

Mientras tanto, en otro tubo de ensayo se adicionaron 4 ml de agua destilada, 2 gotas
de buffer de acetato a 2.5 M y pH 5.0 (vial No. 4a), una gota del sustrato cromégeno (vial No.
4b), una gota de perdxido de hidrogeno al 2 % (vial No. 4c). Esta mezcla se agitd, se le colocd
la tira y se incubé en agitacion hasta observar una sefial "+" (control positivo). Una vez que
aparecid la marca isotipo la cinta fue removida, secada entre hojas de papel absorbente y se

guardo para su conservacion.

6.2.5. EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE lg.

La cuantificacién de los anticuerpos se realizd por diferencia de peso de 1 ml de

anticuerpos hasta peso seco previamente dializados contra agua durante 24 h a 4°C.
6.3. ADICION DE GRUPOS SULFIDRILOS MEDIANTE EL METODO DE
SATA.

Posteriormente, se adicionaron grupos sulfidrilos libres (SH) en las
inmunoglobulinas por medio del reactivo de SATA (ester de N-hidroxisuccimida del acido S-

acetil tivacético) (Pierce, E.U.A.). Por cada 1.5 mg de anticuerpos se adicionaron 10 ul de la
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solucién de SATA [13-15 mg de SATA en 1 ml de dimetilsulféxido (DMSO)] en un tubo de
ensayo con rosca. Se hizo la mezcla y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 30
min. El producto de lareaccién fue dializado contra EDTA-SSAF a pH 7.0 durante 24 h. La
solucién de anticuerpos resultante fue almacenada a -70°C hasta su acoplamiento con los

agentes citotdxicos.

Reaccidn (2)
) ﬁ B o o
H
| :"_°— ——CM2 —— S ——femcHY § R—NH, —™ “—N—o—ﬂ-—cuz_s_n—cm + W —0
o pH7.0

[+]

FIGURA 16. Reaccién (2) de SATA (ester N-hidoxisuccimida (NHS) del 4cido S-acetil

tioacético) con una amida primaria.

6.4. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DE LOS AGENTES CITOTOXICOS.

Para favorecer la reaccién de acoplamiento fue necesario realizar pruebas de
solubilidad para elegir los disolventes y/o soluciones méds adecuados para la obtencion de un

medio homogéneo de reaccion.

Cada una de las pruebas de solubilidad fueron realizadas con aproximadamente 2 mg
de cada uno de los compuestos citotéxicos. Los disolventes y soluciones que se usaron en este
ensayo fueron: dimetil sulfoxido (DMSO), dimetil formamida (DMF), SSAF a pH 7.0, agua
destitada, DMSO-SSAF 1:3.3, DMF-SSAF 1:3.3, SSAF-Tween 20 al 0.05 % y al 0.1 %,
carbowax 600 (Quimica ELE, México) al 0.05 %, con etilenglicol-SSAF (1.5:2} y glicerina.

Cada una de las soluciones se adicionaron de 50 en 50 pl con una micropipeta hasta

disolver las drogas a temperatura ambiente y posteriormente se les adiciond SSAF de la misma
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forma. En los ensayos donde la solubidad fue muy baja o nula se aumenté la temperatura a

37°C y 60°C,

Los disolventes y las soluciones mas efectivos fueron elegidos como medios de
reaccién para realizar los ensayos de acoplamiento de los agentes citotéxicos con los

anticuerpos policlonales de raton.

6.3. LIBERAC[ON Y CUANTIFICACION DE GRUPOS SULFIDRILOS
LIBRES.

Con el fin de dejar libres los grupos sulfidrilos presentes en las inmunoglobulinas,
antes de cada una de las reacciones de acoplamiento (ver figura 16), se siguieron las siguientes
instrucciones: se tomaron siete muestras con 9 mg de Ig en solucién a las cuales se les
adicion6 225 pl de la solucion de desacetilacion (ver apéndice No. 4) en un tubo de ensayo, el
cual se cubrié con parafilm, se mezcld en un vortex y se dejé reaccionando durante 2 h a
temperatura ambiente.

Después se cuantificaron los grupos sulfidrilos libres en la solucién de
inmunoglobulinas con el reactivo de Ellman (Pierce, E.U.A.). Para lo cual se prepararon una
serie de tubos Eppendor los cuales contenian 50 ul de la solucién de Eilman (4 mg del reactivo
de Ellman en 1 m) de SSAF a pH 8.0). Posteriormente se adicionaron 250 pl de cada sotucion
de anticuerpos, se
mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min y se les midié su

absorbancia a 412 nm {A412).

También, se realizd una curva standard con 250 pl de soluciones de cisteina {Cys) a
diferentes concentraciones (1.5 mM, 1.25 mM, 1.0! mM, 0.75 mM, 0.5mM y 0.25 mM) para
poder extrapolar los resultados, cuantiva y/o cualitativamente 1a presencia de grupos sulfidrilos

libres ent las Ig.
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Reaccion (3)

0 .
" H,N-OH [l
R—-ﬂ—o—j—cm—s—c—cm —®» R—N—C CH—SH T HONH—C—CH,

FIGURA 17. Reaccion (3) desproteccién de los grupos sulfidrilos de la amida con

hidroxilamida.

6.6. ACOPLAMIENTO DE LA LACTONA Y DE SU DIMERO A ANTICUERPOS
POLICLONALES DE RATON

Para establecer las condiciones de acoplamiento Ig-helenalina e Ig-EGBH se hicieron
siete reacciones con diferentes medios de reaccién y temperatura, éstas fueron numeradas

como (4), (5), (6}, (7). (8), (9} y (10) (ver tabla V).

En cada uno de los ensayos se disolvié primero el agente citotéxico en el medio de
reaccién seleccionado y luego se fueron adicionando lentamente (de 50 en 30 ul) los
anticuerpos previamente desacetilados, en agitacién constante. Inmediatamente después de la
adicién de los Acs, se tomaron 250 ul de muestra para realizar la reaccion de Ellman y

observar de manera cualitativa la disminucién de grupos sulfidrilos Jibres en la reaccion.

Las reacciones se llevaron a a cabo a temperatura ambiente a excepeion de la reaccién
(10) que se realizd a 4°Cy a pH 7. Todas fueron monitoreadas al inicio y al final de la
reaccion con el reactivo de Eilman a las 9-12 h y 24 h y cuando éste fue negativo la reaccién
fue suspendida. Al término de las cuales sc tomd una muestra de 50 ul para realizar la prueba

de isotipificacion.

Los productos resultantes de las reacciones fueron dializados contra agua destilada

durante 24 h entre 4-5°C y liofilizados finalmente. Posteriormente, fueron analizados por IR y
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Raman para comprobar, de manera cualitativa, la disminucién de grupos sulfidrilos libres en

los anticuerpos y la incorporacion de la lactona y su dimero.

Las aguas resultantes de las didlisis fueron plaqueadas para detectar la presencia de los
agentes citotéxicos no acoplados y constatar de ésta manera la eliminacién de los agentes

citotdxicos no acoplados.

(‘).(5).(5).(’)-(3!
+ i ——

HELENALINA

1g-HELENALINA

3 NV 4

+¢QE' d:‘&;‘;ﬂ, , ;
A

FIGURA 17. Sintesis de los conjugados Ig-helenalina e Ig-EGBH (ver tabla V).
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TABLA V. Condiciones de reaccion para llevar a cabo el acoplamiento de los agentes
citotdxicos con las Ig policlonales murinas.

REACCION 4 5 6 7 8 9 10
AGENTE H}éLﬁ* HIIE;,‘ Hf; HEL* HEL* EGBH** | EGBH
(mg) 36. ] 18 18 26.9 26.9
Ig 18 9 9 9 9 9 9
(mg)
MEDIO gE 5 de SSAF 1.25 de Imlde EG- | ImldeEG- | 2mtdeEG- 1.7de | 3.9de
“‘-"C‘I-“' N DMSO-SSAF SSAF SSAF $SAF DMF DMF
(ml) 1:1.5 12 12 12
pH 6 7 7 7 7 7 N.D.***
T amb amb amb amb amb amb 4¢
<y
T 24 24 24 24 24 £9 24
(b}

*Helenalina .** Ester de glutarato de bis (helenalinito). ***No determinado.

6.7, ELECTROFORESIS

Para demostrar la formacién de inmunoconjugados [g(G1-HEL en la octava reaccién, se

toraron muestras de 2 pg, 4 ng y 8 pg del conjugado, 2 pl de AcMo CD5 (Sigma, EUA)y

2.5 i de proteinas marcadoras de P.M. (Gibeo,E.U.A.). Las muestras del conjugado y dei

AcMo se mezclaron con un volumen igual del buffer muestra (ver apéndice No.5. } y se

calentaron en bafio Maria a ebullicién durante 4 min. Todas las muestras se corrieron en un gel

de acrilamida al 10% de 0.750 mm de espesor, a 40 volts durante 30 min y a 200 volts durante

1 h. El gel fue tefiido con azul de Coomasie durante 2 h sobre una plataforma oscilatoria, se

aclard con la solucion de destedido y se secé entre hojas de celofan previamente mojadas y

calentadas para su conservacién (ver apéndice 5.).
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VIL. RESULTADOS

7.1. RENDIMIENTO Y CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LOS AGENTES
CITOTOXICOS.

La tabla VI muestra los rendimientos obtenidos de la helenalina a partir de la

extraccidn con acetato de etilo de H mexicanum y del dimero obtenido de acuerdo al método

de Lee.*® En la tabla se puede observar que la obtencién de la helenalina fue un 0.11% menos

eficiente que la extraccion cloroférmica de Pettit.’” Por otra parte la obtencién del éster de

glutarato de bis (helenalinilo) (EGBH) resulto ser muy cercana a la reportada por Lee.’

TABLA VI. Rendimiento de los agentes citotdxicos utilizados.

RENDIMIENTO RENDIMIENTO RENDIMIENTO
AGENTES OBTENIDO OBTENIDO REPCRTADO
CITOTOXICOS
@ (%) (%)
HEL* 1.85 0.12 0.23
EGBH** 0.291 29.1 30

*Helenaling. “*Ester de glutarato de bis (helenalinilo).

La tabla VII muestran los resuitados de! punto de fusién, punto de descomposicién y

del factor de desplazamiento de l2 helenalina y del EGBH donde se observa que el punto de

fusion de la helenalina es muy cercano a lo reportado lo cual confirma su pureza. Por otro

lado, la helenalina tiene un Ry mayor al del EGBH lo que nos indica que es més polar que su

dimero.
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TABLA V1L Puntos de fusion (p.f.), de descomposicién {p.d.) y factor de desplazamiento en

cromatografia en placa (Ry) descritos y obtenidos %,

p.f.opd. p.f. o p.d. Rt R¢
AGENTES
OBTENIDO D
CITOTOXICOS ESCRITO OBTENIDO REPORTADO
(&) °C)
HEL 165-167 167 0.4150 0.5
EGBH 85-95 N.R.** 0.6226 NR*

*No reportado.

En cuanto a los espectros de IR, RMN y EM de cada uno de los agentes citotéxicos
(ver figuras 18-22, pag. 47-51) se muestran los grupos estructurales importantes de cada
compuesto que nos permiten identificarlos, comprobar su pureza, y en el caso del EGBH su
sintesis, por la presencia del enlace éster. En el IR de helenalina (ver figura 18, pag. 47) se
identificaron los siguientes grupos: hidroxilos, lactona, la ciclopentenona y €l doble enlace
carbong-carbono {C=C) caracteristicos de la molécula. El espectro de RMN de la helenalina
(ver figura 19, pag. 48) regisiré las seitales de los grupos metilos 5 y 10 (Me-5 y Me-10), de
los hidrégenos del a-metilen (Ha y Hb), del OH presente en el C-6 y otros hidrégenos
presentes en la molécula. La sefial més importante en ¢l espectro de IR del dimero sintetizado
(figura 20, pag. 49) fue del éster ya que con ello se prueba la sintesis de dicho dimero, también
se observa la presencia de los grupos lactona, ciclopentenona y C=C. El espectro de EM
(figura 21, pag. 50) reportd el peso molecular del dimero que fue de 620 Da. ¥ por ultimo el
espectro de RMN del EGBH (ver figura 22, pag. 51) confirmé la formacion del enlace éster y

la desaparicién de los grupos OH.
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7.2. RENDIMIENTO E ISOTIPIFICACION DE LAS Ig OBTENIDAS

La tabla VIII muestra el rendimiento de inmunoglobulinas murinas y de las
subclases obtenidas después de purificarlas por medio de una columna de afinidad

sefarosa A, donde se puede cbservar que el antigeno con mayor rendimiento fue e! de

suero fetal bovino y tuberculina (SFB+TUB).

TABLA VIIL Rendimiento e isotipificacion de Ig obtenidas.

ANTIGENO SAB SFB SFB + TUD SFB+TUB
SUERO 1 2 2 3
(ml)
RENDIMIENTO 1* 48.6 3z4 120
(mg)

ISOTIPOS 1gGa, [gG2be 1gGa, 1gG2b e IgGa, IgG2b,1gG3, | 1gGa, [gG2b,1gG3,
DESPUES DE 12G3 1gG3 1gGl e lgA IgGl elgA
PURIFICARLAS

CON
SEFAROSA A

*en este ensayo se inmunizaron 4 ratones.

[=]
2“150 H RENDIMIENTO (mg) 3
e
Z 100
=
£
%
Z 50
-4
0
SFB SFB SFB+TUB  SFB+TUB
ANTIGENO

GRAFICA L Rendimiento de Ig con los diferentes antigenos.
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7.3. SOLUBILIDAD DE LOS AGENTES CITOTOXICOS.

La tabla IX muestra la solubilidad de los agentes citotdxicos donde se observa
mayor hidrosolubilidad con la helenalina que con el dimero ello también concuerda

con los valores de R; obtenidos anteriormente.

TABLA IX. Pruebas de solubilidad de los agentes citotéxicos. -

DMSO DME- SSAF PEG- | TWEEN | TWEEN | TWEEN
SOLUCION: | -SSAF | DMSO | ssAF | DMF Ha0 | SSAF | I - 80 | GLICERINA
1:33 133 pH 7.0 0.05% | SSAF | SSAF | -SSAF

0.05% | 0.1% | 01%

HEL si si {ppe] si |™ippr] s si si s no

shpp”

EGBH si si no si no no | pp* | pp* | Pp* | Pp° pp.*

*_ p.p. precipitado. En éstos casos también se probé la solubilidad 2 37°C y a 609C, pero el
resultado fue e} mismo.

7.4. CUANTIFICACION DE GRUPOS SULFIDRILOS LIBRES ESTANDAR

Se realizé la curva estindar de absorbancia {A42) contra concentracidén de
grupos calculados R-SH [R-SH] presentes cn los anticuerpos igG para poder
cuantificar la [R-SH] antes y después de cada una de las reacciones de acoplamiento
pero solo se cuantificé [R-SH] inicial debido a problemas de solubilidad que
presentaron los inmunoconjugados durante y después de las reacciones. Tanto la tabla

IX como la grafica 11l muestran que la absorbancia A4z es proporcional a [R-SH].
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TABLA X. Concentracién de la cisteina [Cys] y A4z vs la concentracion de grupos
SH libres [R-SH].

1Cysl 0.625 1.25 2.5 5 10 15
(mg)
Auz 0.0605 0.073 0.145 0.2085 0.482 0.9205
[R-SH] 0.048 0.057 . 0.115 1.165 0.38}) 0.728
(umoles/ml}

Curva standard de A412 vs R-SH
508 ,
= 06 s
§ Q4 ¢ B
02f 4 .
0 : ; 4 '
0 02 04 06 08y, 1

GRAFICA II1. Curva estandar de R-SH vs A4z, donde @ es la regresion lineal y # los
datos obtenidos.

7.5, RESULTADOS DE LAS REACCIONES DE ACOPLAMIENTO.

También se realizé el seguimiento experimental de las reacciones de
acoplamiento (4) a (10), cuyos resultados se muestran ¢n la tabla XI donde se puede
observar de manera cualitativa la disminuci6n en la concentracién de R-SH al final de
cada una de las reacciones mediante la reaccién de Ellman, asi como la conservacién
de algunas subclases de inmunoglobulinas después de cada una de las reacciones. Se
observd que medio EG-SSAF 1:2 provocd la desnaturalizacién de subclases IgG e IgA

a excepcion del subtipo IgG1 enlas reacciones (6), (7) vy (8). Porel contrario, las
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reacciones con el dimero (9) y (10) provocaron la desnaturalizacién de las

inmunoglobulinas.

TABLA XI. Resultados del seguimiento experimental con diferentes medios de
reaccion para el acoplamiento con las Ig.

No.
REACCION 4 5 6 7 8 9 10
AGENTE HEL HEL HEL HEL HEL EGBH EGBH
CITOTOXICO
ELLMAN +) ) +) ) ) &3] +)
INICIAL
ELLMAN
INICIAL 0.0145 0.0346 0.0253 0.0256 0.0209 0.0135 0.021!
[R-SH]
(ng)
ELLMAN ) +* N.D** N.D.** +* - “)
FINAL
lgGl, 1gGl,
ISOTIPOS 1gG2a, 1gG2a, 1gG1 1gG! IgG1 &) &)
1gG2b, 1gG2b,
IgG3 ¢ 1gGie
1gA IgA
RENDIMIENTO 226 9.5 4.4 4.1 1.5 36.2 12.2
(mg)

*ligeramente pasitive. **No determinado.
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7.6. ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE LAS REACCIONES DE
ACOPLAMIENTO.

Al principio, la prueba de Ellman final se tenia contemplada tanto cualitativa
como cuantitativamente, perc debido a la heterogeneidad de las reacciones de
acoplamiento las lecturas de absorbancia no eran confiables, por lo que se optd por
obtener y cuantificar, mediante extraccion, los agentes antitumorales que habian
quedado en las aguas de dialisis pero el método no fue eficiente ya que se perdian los
agentes citotdxicos no acoplados durante el procedimiento. Por ello, se recurri6 a los
espectros de IR y de Raman para identificar las sefiales caracteristicas de la lactona,
del dimero y de la inmunoglobulina con y sin grupos sulfidrilos libres antes de realizar
las reacciones de acoplamiento (ver tablas X1I y X1l y figuras 23-27 del apéndice 6),
ademas, la literatura reporta que los espectros Raman tienen una alta resolucion para
las sefiales de grupos sulfidrilos libres cercana a 2575 cm” y el enlace C-S ha sido
reportado entre 650-730 em.8 Por lo tanto, al observar el aumento o disminucién de
dichas seilales se podria confirmar la reaccion de Ellman y el acoplamiento de los
agentes citotdxicos a la inmunoglobulina mediante la reaccién de Michael. Pero, el
analisis espectroscépico sélo se realizé con las reacciones (4), (5), (9) y (10) (ver
tablas XiV y XV y figuras 27-30 del apéndice 6, pig. 86-89) ya que en las otras el

rendimiento fue menor a § mg, ¢l minimo necesario para realizar dichos estudios.
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TABLA XII. Sefiales representativas de los espectros de IR y Raman de las
inmunoglobulinas antes (Ig) y después de la reaccion con SATA (Ig-SH) y de la
cisteina L-Cys.

Ig, Ig-SH AMIDA I AMIDA I AMIDA 111 SH C-5
y L-Cys cm™) {cm™) {em™) {em™) (em™)
Ig 1655.443 1538.864 13983 N.E* N.E*
IR
Iz 1651.52 1542 1451 N.E* N.E.*
Raman
lg-SH 1598.9 1275 2400-2625
IR
L-Cys N.E* N.E* N.E* 2561.3
IR
L-Cys N, E* N.E* N.E* 2566 683
Raman

*N, E. no cxiste en la molécula.

TABLA XIII. Sefales representativas de los agentes citotdxicos en los espectros de

IR y Raman.
AGENTES OH ESTER | LACTONA |CICLOPENTENONA| C=C
CITOTOXICOS Y {em™) (cm™) (em™) (em™) {em™)

ESPECTRO

HEL 3345404 | N.E* 1756 1699.08 1068.5

IR

HEL 3048 N.E.* 1756 1685

Raman

EGBH 3485.2 1730.77 1766.7 1712.7 1055.0

IR

EGBH 3077.992 1756 1723.995

Raman

*N. E. no existe en 1a molécula.
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Las tablas X1II y XIV muestran los resultados de los espectros de IR y Rarnan,

los cuales se pueden observar que la espectroscopia Raman es mucho mas sensible en

el registro de las sefiales del enlace C-S y de los grupos sulfidrilos libres SH. Después

de la reaccion de acoplamiento se registraron dichas sefiales pero fueron muy débiles

lo que nos indica que hubo acoplamiento de los agentes citotéxicos mediante la

reaccion de Michael entre el grupo a-metilen y-lactona de la helenalina y de su dimero

y los grupos sulfidrilos libres. Sin embarge la espectroscopia Raman fue menos

sensible en la identificacién del doble enlace perteneciente a la lactona y su dimero y

al enlace éster del dimero por lo que los espectros de IR brindaron dichos resultados y

ambos resultados fizeron complementarios.

TABLA X1V. Sefiales representativas de los espectros de IR y Raman de los
inmunoconjugados de helenalina (Ig-SH-HELY} sintetizados.

REACCIONES | LACTONA C'TCL,O"\F* C=C AMIDA L | AMIDA II| AMIDA SH C-S
(em™) ENOXNA {em™) {em™) (em™) 1 (em™) (em™)
(cm™) (em™)
Renccion 4
1g-SH-HEL 1763.488 | 1725.645 | 1064.870 | 1656.438 | 1540.797 1458.1 _ _
IR
Reaccién 4
1g-SH-HEL 1750 1690.48 1657 1455.9996 2575 672.652
Raman
Reaccién §
Ig-SH-HEL 1763.650 | 1726103 | 1065.055 | 1654.946 | 1540.380 1456.2
IR
Reaccién 5
1g-SH-HEL 1745 1680.72 E657 1548.19 1450 2544 T2
Raman
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TABLA XV. Sefiales representativas en los espectros de IR y Raman de los

inmunoconjugados del dimero sintetizados (Ig-SH-EGBH).

REACCIONES | ESTER | LACTONA | CICLOPEN. | C=C  AMIDA | AMIDA | AMIDA | SH cs
(em™) (cm™ Tz";.)‘ (em™) 1 i m (em™) | (em™
() | em") | (em™)
Reaccibn ¢
1g-SH-EGBH N.E.* 1747.4 JR— 1076.2 | 1662.6 1533.3 14523 2300-
IR 2550
Reaccitén 9
Ig-SH-EGBH N.E.* 1748 1715.91 1655 1453 [ 2547999 | 7:7.27
Raman
Reaccién 10
Ig-SH-EGBH | 1751308} 1761.64 1723.08 | 1055.01 1660.6 1535.3 1456.2 _ _
IR
Reaccifn 10
1g-SH-EGBH 1764999 | 1713.999 1658 1453 | 2749.999 683
Raman

*no existe en ésta molécula.
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7.8. ELECTROFORESIS

P.M.
(kDa)

68 —»
43,
29_,

184_,
143_,

FIGURA 31. Placa de electroforésis, tefiida con azul de Coomassie, donde se
muestran los carriles: 1. marcador de P.M. 68 kDa SAB, 43 kDa ovoalbumina, 29 kDa
anhidrasa carbénica, 18.4 kDa PB-lactoglobulina y 14.3 kDa lisozoma; 2. AcMo
antiCD5 no acoplados que muestran las bandas pertenecientes a las cadenas pesadas
(50 kDa) y ligeras (22 kDa); 3, 4 y 5 inmunoconjugados de la reaccion (8) (IgG1-SH-
Hel) (ver pagina 49) a diferentes concentraciones, 2ug, 4 pug y 8 pg respectivamente,
donde también se observan las cadenas pesadas (50 kDa) y ligeras (22 kDa).
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VIII. DISCUSION
8.1. COLECTA DE Helenium mexicantm, HBK.

El éxito en la obtencion de los metabolitos secundarios puros a partir de
plantas silvestres radica en: la identificacion correcta de la especie, en la abundancia y
distribucién de la planta en la naturaleza y en el método de extraccién y purificacién,
por ello fue importante la colecta y determinacion de Helenium mexicanum, HBK" ™,
esto ultimo sc realizé en el Instituto de Biologia de la UNA.M. Ademas, se realizé
una segunda colecta de la planta en lfas cercanias de Texcoco que nos permitid
observar que a pesar de que se tiene reportada una amplia distribucitn de ésta especie
dentro del territorio nacienal, su abundancia es bastante pobre, a pesar de que se buscd
y colectd en época de lluvias cuando sus capitulos florales son evidentes. También se
observé que su habitat esté siendo destruide debido a la necesidad de viviendas y de
tierras de cultivo, y H. mexicanum, HBK es considerada una mala hierba. Por ello es
necesario recalcar la importancia de conocer nuestra biodiversidad y de promover el
cultivo y la propagacion de nuestras especies vegetales, asi como su estudio biolégico,
etnobotanico y quimico ya que muchas de ellas tienen propiedades curativas hasta
ahora poco estudiadas o conocidas y que podria ser una alternativa para la cura de

diversas enfermedades que hasta ahora el hombre no ha podido atacar con éxito.

8.2 OBTENCION DE LOS AGENTES CITOTOXICOS.

La helenalina es un metabolito secundario presente en el género Helenium que
tiene varias propiedad biologicas (vermifuga, antimicrobiana, cardiotonica, citotéxica,
etc, 'O17:213038,45,63.66.69.76y  4obido a su alta toxicidad se le ha probado como agente
anticancerigeno en diferentes lineas celulares tumorales como son la leucemia
linfocitica P388, carcinomas epidermoides humanos y el cancer de mamas®, pero

debido asualta toxicidad no ha sido usado en la clinica. Sin embargo, en el campo
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quimico ha sido de gran interés y se han sintetizado varios derivados como es ¢l caso
de! éster de glutarato de bis (helenalinilo} (EGBH) y otros derivados helenalinilos
9.114349 También se ha demostrado que los grupos a-metilen-y-lactona y la cetona a—p
insaturada, presentes en la estructura de ambas moléculas, presentan una alta afinidad

por los grupos SH libres>-!1:92:48

(reaccién de Michael) y son altamente afines al
aminodcido cisteina (Cys), presente en varias proteinas claves dentro del metabolismo
celular como son: la hexoquinasa, a polimerasa y la topoisomerasa, éstas dos tltimas
enzimas intervienen en la replicacién del material genético y su inhibicién activa el
suicidio celular. Por elle en ésta tesis se propuso aprovechar la afinidad y la
citotoxidad de ambos compuestos para acoplarlos a una inmunoglobulina que
presentara en su estructura grupos sulfidrilos libres 3%y de ésta manera obtener un

conjugado de ataque mas selectivo y, por lo tanto, menos toxico y con una mayor

selectividad que la helenalina o e] EGBH solos.

La helenalina ha sido aislada y purificada a partir del extracto cloroférmico de
H. microcephalum y de H. mexicanum y se han reportado rendimientos de hasta un
30% %, pero debido al alto costo de éste disolvente se realizaron varios extractos con
otros disotventes (hexano, diclorometano, acetona, acetato de etilo, metanol y agua), y
mediante placas cromatograficas se observé que aquel que tenia mayor cantidad de
helenalina era el extracto de acetato de etilo, asi que la helenalina se purificé a partir
de dicho extracto, pero en los resultados que se muestran en la tabla VI (ver pagina 45)
se observa que el rendimiento de la helenalina fue aproximadamente un 50% mds bajo
de lo reportado esto nos indica que el disolvente usado para la extraccion de la lactona
(acetato de etilo) fue menos eficiente que el cloroformo. Sin embargo, el acetato de
etilo puede ser usado como disolvente altemativo. A pesar del bajo rendimiento
obtenido, Jos datos de punto de fusion (p.f), el factor de desplazamiento de los
compuestos en cromatografia en placa fina (Rg) y los andlisis espectroscopicos de

infrarrojo (IR)
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(figura 20, pag. 49) y de resonancia magnética nuclear (RMN) (figura 22, pag. 51)

mostraron una alta pureza de la lactona obtenida *".

Por otro lado, se prepard el EGBH del cual también se han hecho ensayos de
citotoxidad y se ha demostrado que conserva su afinidad hacia grupes tioles, el EGBH
se obtuvo siguiendo el método descrito por Lee™. En dicha reaccién se enlazan dos
moléculas de helenalina mediante un enlace éster que puede confirmarse mediante IR
(figura 20, pag. 20) y se obtuvo un 29.1% del producto puro, a partir de un gramo de
helenalina, contra un 30% del obtenido por Lee et. al.*? (ver tabla VII, pag. 46). La
pureza fue confirmada por los valores del Ry, IR y EM (tabla VII y figuras 20, 21 y 22,
pag. 49-51), v los resultados fueron muy semejantes a los reportados comprobandose
de ésta manera la formacion del enlace éster y la pureza del producto. El objetivo de
obtener la helenalina y de sintetizar el EGBH fue el de comparar la probabilidad de
enlace existente entre ambas moléculas hacia Ig-SH libres y el hecho de que el EGBH
es mas citotdxico, lo hace ser una molécula atractiva como potente agente antitumoral

y posible componente de un inmunocenjugado.
8.3. ENSAYOS DE SOLUBILIDAD DE LOS AGENTES CITOTOXICOS.

Para realizar la reacciéon de acoplamiento y favorecer la formacion de los
conjugados de la helenalina y del EGBH fue importante determinar el medio de
reaccion donde se llevaria a cabo. Ya que al obtener un medio homogéneo las
moléculas tendrian una mayor probabilidad de acbplamienlo y con ello la reaccion se
veria favorecida. Partiendo del hecho de que los anticuerpos son moléculas
hidrofilicas (afines al agua), fue necesario realizar ensayos de solubilidad con los
agentes citotdxicos en medios acuosos. La seleccion de algunos disolventes
hidromiscibles se basé en los estudios de toxicidad in vitre con los agentes citotdxicos

reportados en la literatura 1123.384485 En latabla VII se muestran los valores del Ryy
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en la tabla IX (pag. 53)se muestran las pruebas de solubilidad de los agentes
citotdxicos, los cuales evidencian que !a helenalina es un compuesto mas polar y, por
lo tanto, mas hidrofilico que su derivado helenalinilo. De éste ensayo fueron
seleccionadas las siguientes soluciones para la helenalina: DMSO-SSAF 1:3.3, DMF-
SSAF 1:3.3, SSAF pH 7.0 y el EG-SSAF 0.05% (el etilenglicol, EG, también es
conocido como carbowax). Las soluciones con Tween 20 y 80 fueron descartadas ya
que a pesar de que la solubilidad de la lactona fue satisfactoria son detergentes que
podrian ocasionar la desnaturalizacion de los anticuerpos, y con ello, la pérdida de su
actividad biolégica, es decir, el reconocimiento. En cambio, el dimero fue soluble sélo
en dos soluciones: DMSO-SSAF 1:3 y DMF-SSAF 1:3.3. La baja solubilidad del
dimero se debe a que su estructura posee 35 atomos de carbono y su peso molecular es
mayor al de la helenalina lo que le confiere caracteristicas hidréfobas, pero éste
problema podria solventarse con la sintesis de otro derivado de la helenalina que fuese
mas hidrosoluble y que a la vez conservara o incrementara su actividad citotéxica, con
respecto a la lactona. También, se ha reportado la sintesis de otros derivados
(epoxidos®, alquilos substituidos”™, aductos aminados®') cuya actividad citotoxica ha
sido probada mediante ensayos ir vifro y que podrian ser opciones para la sintesis de
nuevos conjugados, ademas la molécula de la helenalina puede ser acoplada a azicares

o bien se podria sintetizar una sal sddica o potasica de la lactona.

8.4 RENDIMIENTO E ISOTIPIFICACION DE LAS Ig OBTENIDAS,

En cuanto al rendimiento de los anticuerpos policlonales murinos (de raton)
obtenido en el ensayo de inmunizacién con diferentes antigenos fue muy variable
dependiendo del antigeno administrado y del volumen de suero obtenido en cada
poblacién de ratones (ver tabla VIll y gréfica I, pag. 52). E! rendimiento més bajo se
registré con el suero albimina bovina (SAB} porque en este ensayo sélo fueron
inmunizados cuatro ratones y la cantidad de suero obtenido fue de Iml. Los otros dos
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{(suero fetal bovino (SFB) y tuberculina-SFB) observaron un rendimiento semejante,
ya que el volumen de suero fue de aproximadamente 2ml por cada poblacion de 10
ratones, y en el dltimo ensayo realizado con tuberculina-SFB el rendimiento se
optimizo debido a que se obtuvo 3 ml de suero murino del sangrado a blanco. Debido
a que éste Oltimo presentd un mayor rendimiento de las inmunoglobulinas para la
realizacién de los ensayos de acoplamiento. En cuanto a los subtipos de
inmunoglobulinas obtenidas se observaron los siguientes: IgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3,
IgA e IgM. Pero solo se aislaron y acoplaren, mediante la columna de sefarosa A, las

clases de IgG y las IgA.

8.5. INCORPORACION DE GRUPOS SH LIBRES EN Ig Y SINTESIS DE LOS
CONJUGADOS Ig-SH-HELENALINA E Ig-SH-EGBH.

Ademas, para aumentar la probabilidad de enlace de la reaccion de Michael
se adicionaron grupos sulfidrilos libres (R-SH) a las moléculas de inmunoglobulina
mediante el reactivo de SATA (éster N-hidroxisuccinimida del &4cido S-acetil
tioacético) el cual forma enlaces covalentes al reaccionar con las aminas primarias
presentes en la proteina. Los grupos sulfidrilos se encontraban protegidos (acetilados),
para dejarlos libres se hicieron reaccionar con una solucion de desacetilacion que

contiene hidroxilamida *® (reaccién (2) y (3), ver figuras 16 y 17, pag. 40 y 42).

Posteriormente se realizo la reaccion de Ellman para confirmar que la

presencia de R-SH en la muestra de Ig, ésta en todos los casos fue positiva.

Una vez obtenidos los agentes citotoxicos, de haber seleccionado los medios
de reaccién, de haber obtenido las inmunoglobulinas y de haberles adicionado los
grupos sulfidrilos libres, se procedié a acoplarlos bajo condiciones diferentes de
temperatura y tiempo, y de ésta manera poder establecer las condiciones ideales de

acoplamiento.
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Para el acoplamiento de la helenalina se usé primeramente SSAF a pH 7.0 (4),
en el cual el rendimiento fue alto (22.6 mg) debido a que se duplicaron las cantidades
de Ig-SH y de helenalina. Por otro lado, la reaccién de Ellman fue negativa y la
isotipificacion fue positiva, lo que implica que hubo acoplamiento y que las
inmunoglobulinas se encuentran presentes en el producto de la reaccidn. En la
reaccion (5) se uso como medio de reaccion DMSO-SSAF 1:1.5, cuya reaccién dé
Ellman fue ligeramente positiva y los isotipos de las inmunoglobulinas fueron
identificados, sin embargo, el rendimiento fue de 9.5 mg, probablemente debido a que
no todos ios R-SH reaccionaron con Ia lactona. Las reacciones (6), (7) y (8) se
realizaron en un medio de Carbowax-SSAF 1:2, donde la reaccion de Ellman fue
ligeramente positiva y a pesar de que se usé la misma sclucién para estas tres
reacciones €l rendimiente fue muy bajo en la (8). Una caracteristica que compartieron
estas tres ltimas reacciones y que llamé la atencion, fue la determinacién de un tnico
isotipo: la IgG1 después de la reaccién. El bajo rendimiento y la ligera positividad de
la prueba de Ellman conlleva a pensar que el medio de reaccién es altamente selectivo
¥a que s6lo sobreviven éstas Ig, probablemente las otras Ig se fragmentan por lo tanto
solo se forman conjugados 1gG1-SH-HEL. Es impbrtante recalcar que en todos los
ensayos realizados las reacciones siempre fueron heterogéneas y que al principio se
creyd que era debido a la precipitacién de por la desnaturalizacién de las mismas pero
al obtener los resultados de isotipificacion se observa la presencia de los anticuerpos y
probablemente su estructura no se ve afectada, pero todavia faltarian realizar ensayos

_in vitro e in vivo para observar la selectividad y la citotoxidad del inmunoconjugado.

En cuanto a las reacciones {(9) y (10} correspondientes al acoplamiento del
EGBH y que se realizaron en DMF pero a diferentes temperaturas (temperatura
ambiente y 4°C respectivamente), tanto fas prueba de Ellman como la isotipificacidn
fueron negativas lo gue nos indica que se lleva a cabo la reaccién de Michael, es decir,
hay acoplamiento pero los anticuerpos se desnaturalizan o se fraginentan perdiéndose

de ésta manera dominios antigénicos importantes para su reconocimiento.
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8.6. ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE LAS REACCIONES DE
ACOPLAMIENTO.

Para la obtencion de los espectros patrones e identificacion de las sefiales
caracteristicas de las moléculas se usaron muestras puras de helenalina (figura 18 y 23,
pag. 47y 80), EGBH (figuras 19 y 24, pag 49 y 81}, de L-Cisteina (figuras 28 y 29,
pag. 85 y 86) y de los anticuerpos antes y después de la reaccién con SATA (figuras
25, 26 y 27 pag. 82, 83 y 84 respectivamente). Los espectros de Raman y de IR
mostraron valores pertenecientes a los grupos OH, lactona y ciclopentenona de los
grupos citotdxicos y de las sefiales amidas I, 11 y Il pertenecientes a los anticuerpos.
Sin embargo, algunas sefiales sdlo fueron registradas por una u otra técnica
espectroscépica como fueron el doble enlace C=C y el enlace éster del dimero las
cuales fueron detectadas solo en IR. En cuanto a los grupos sulfidriles libres R-SH
fueron detectados solamente en IR, cuando la concentracidén era muy alta, como una
zona de sefiales débiles entre los 2400-2625 cm™', pero la sefial fue mas clara y fuerte
en Raman, y por iltimo,con ésta técnica también fue detectada la sefial perteneciente

al enlace C-S presente en la L-Cys.

Por otra parte, los espectros de IR de las reacciones (4) y (5), donde se
sintetizaron conjugados Ig-SH-HEL (ver tabla XIV y figuras 30-34, pag. 58, 87-90), se
observaron seflales caracteristicas tanto de la lactona (OH, lactona, ciclopentenona y
C=C) como de 1a Ig (Amidas I, Il y I1I), asi como la desaparicion de la zona de seflales
de los grupos SH libres en IR (que en el anticuerpo habian sido incorporados mediante
la reaccion de SATA), las sefiales débiles de los SH libres y del enlace C-S en Raman

nos dan evidencias de la conjugacién mediante la reaccion de Michael.

En cuanto a los espectros de IR de los conjugados Ig-SH-EGBH, resultantes de
las reacciones (9} y (10) (tabla XV, pag. 59 y figuras 34-37, pag. 91-94), se observaron

las sefiales caracteristicas del dimero y de los anticuerpos lo que nos indican
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su presencia. También fueron observadas las sefiales propias de los grupos R-8H, C-8
y OH, atn después de la reaccién (ya que se esperaba la disminucién de la sefial R-
SH). En el espectro de Eliman se observa una sefial de R-SH mayor a la presentada
por las otras reacciones estudiadas, lo cual es significativo, ya que probablemente
durante reaccion las Ig se desnaturalizan y ello explicaria el resultado negativo de la
reacci6n de Ellman, otra posibitidad es que la tasa de reaccion fuera muy baja o poco
significativa como para ser registrado en el espectro, probablemente el factor

desnaturalizante fue el DMF que fue usado como medio en ambas reacciones.

8.7. ELECTROFORESIS

El gel de electroforesis del conjugado resultante de la reaccién (8) (ver figura
31, pag. 60), cuyo rendimiento fue muy bajo, fue realizado para observar algin cambio
en el peso molecular (P.M.) tomando como muestra blanco un anticuerpo monoclonal
antiCD5 que es también una inmunoglobulina IgGl, pero no se observa ningin
cambio significativo en la electroforesis en el P.M. del conjugado 1gG1-SH-Hel.
Probablemente se debe a que la molécula de helenalina tiene un P.M. muy pequefio, de
262 Da, a comparacién de la inmunoglobulina que es de 150,000 Da y al sumarse al

P.M. del Ac no afecta considerablemente el corrimiento electroforético.
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IX. CONCLUSIONES

El acetato de etilo se sugiere como un solvente alternativo para la extraccién de

helenalina a partir de Helenium mexicanum, HBK.

El EGBH es un compuesto altamenie hidrﬁfobo, pero la sintesis es sencilla y

relativamente rapida (12 h) y el rendimiento fue cercano al reportado.

La incorporacién de grupos SH libres mediante el reactivo de SATA favorece el

acoplamiento de la helenalina con los anticuerpos.

De las reacciones realizadas las condiciones de la reaccion (4) fueron, en cuanto a
rendimiento, las mas favorables para el acoplamiento de la helenalina hacia las
inmunoglobulinas: pH neutro, SSAF como medio de reaccion y temperatura ambiente,

durante 24 h de reaccién.

Las reacciones (6), (7) y (8) donde se usé Carbowax-SSAF favorecieron sdlo el
acoplamiento de inmunoglobulinas del tipo IgG1 con la helenalina, por lo que podemos

decir que éste medio fue altamente selectivo.

En las reacciones (9) y (16) la DMF usada como medio de reaccién provocéd la
desnaturalizacion de las inmunoglobulinas incrementandose la exposicién de grupos R-
SH propios de las moléculas y tambien daesfavorecio el acoplamiento entre el dimero y

las inmunoglobulinas.
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#* Los espectros de IR y Raman son herramientas titiles para la identificacion de sefiales
caracteristicas en reaccicnes de acoplamiento para la sintesis de inmunoconjugados
como fueron las reacciones (4), (5), (%) y (10} realizados en éste trabajo. Por lo que el
empleo de dichas técnicas seria muy Wtil para el anélisis de posteriores sintesis de

inmunoconjugados mediante la reaccién de Michael.

#® Por los resultados anteriormente discutidos se deduce que el sistema
a-metilen—y~lactona se acopla a los grupos sulfidrilos libres presentes en la molécula de
inmunoglobulina mediante la reaccion de Michael por lo que el acoplamiento de la

helenalina y de otras lactonas a anticuerpos es factible para la formacién de nuevos

inmunoconjugados.
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X. PROPUESTAS A FUTURO
Aumentar 1a solubilidad de la helenalina mediante otras soluciones como medio de
reaccién o mediante medios fisicos que aumenten la homogeneidad de la reaccién, pero
que no provoquen alteraciones en la estructura y funcién de los anticuerpos.
Sintesis de un derivado de helenalina mas hidrofilico como una sal ¢ un azicar.
Formacién de un inmunoconjugado helenalina altamente selectivo con anticuerpos
monoclonales humanos o a fracciones F(ab), para favorecer la selectividad de ataque y

/o difusion en el tejido canceroso.

Cristalizacién del inmunoconjugado para estudios por R-X para confirmar una vez mas

el acoplamiento de ambas moléculas.

Formacién de otros conjugados con moléculas citotdxicas que contengan en su

estructura el grupo a- metilen-y-lactona,

Ensayos in vifro € in vive con animales de laboratoric que desarrollen alguna

enfermedad neoplésica o autoinmune.
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XI. GLOSARIO

Acido nocleico. Moldcula de caracter acido que contiene 4cido fosforico, azicar y bases
purinicas y pirimidicas; dos ejemplos son: el 4cido ribonucleico (RNA) y el 4cido desoximibonucleico
(ADN).

Adyuvante. Sustancia que aumenta de mancra 1o especifica 1a respuesta inmunitaria contra un
antigeno. Por ejemplo, el adyuvante de Freund es una mezcla de minerales y de microbacterias muertas
que es muy utilizado en laboratorio.

Aducto. Compuesto quimico formado por la adicién de dos especies quimicas.

Amida. Clase de compuestos orgénicas que tiere el radical CONHy,

Amina. Clase de compuestos orginicos que es considerada derivada de amonios por
sustitucién de uno o mas hidrégenos por radicales orginicos.

Aminopterinas. CgHoNgOs*H,0. Acido cristalino ¥ amarillo, el cual es similar al dcido
f6lico y es usado clinicamente como antagenista del dcido félico.

Anticancerigeno. Agente que ataca o inhibe ¢l crecimiento o fa divisién celular tumoral.

Anticuerpo. Glicoprotelnas compuestas de una o méas unidades producidas en respuesta a la
presencia de un agente extrafio.

Anticuerpe monoclonal. Son anticuerpos producides por una unica linea celular y que solo
reconoce a un solo determinante antigénico (epitopo), dentro de un complejo antigénico.

Anticuerpe policlonal. Anticuerpos producidos por diferentes lineas celulares los cuales
reaccionan con diferentes epitopos contra el mismo antigeno.

Antigeno. Molécula que identifica 2 una batteria o invasor camo extraflo.
Antimicrobiano. Que inhibe el crecimiento microbiano.
Apoptésis. Desencadenamiente de la muente celular programada.

Aquenio. Fruto pequeflo, seco ¢ indehiscente formado por un ovario simple ¥ una dnica
semilla.

Blastocitos periféricos. Célula embrionaria indiferenciada.

Carbodiimida. Compuesto usado cominmente como agente enlazante en la sintesis de
inmunoconjugados, ya que su reaccién involucra la conjugacién de grupos carboxilos a pH neutro.

Cardiotonico. Propiedad de algunas sustancias para aumentar et tono muscular cardiaco
(contraccion).

Célula mielomatosa. Linfocito B maligno e inmortal.

Citocinas. Término genérico que designa las moléculas mensajeras solubles que permiten fas
interacciones intercelulares o que median ciertos efectos biclégicos.
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Citotoxidad. Capacidad de algunas compuestos de inhibir de alguna manera el metabolismo
celular y provocar la muerte de la célula.

Complemento. Grupo de proteinas séricas cuya activacién en cascada se traduce por la
aparicion de sustancias implicadas en la inflamacion, la activacién de céiulas fagocitarias y la lisis de
membranas celulares.

Conjugacién. Unién covalente entre dos moléculas.

Dehisencia. Abertura espor:anea de un 6rgano o estructura a lo largo de ciertas lincas o en una
direccién definida.

Determinante antigénico. Ver epitopo.

Dextran. Es un polimero de glucosa que se encuentra haturalmente en varios alimentos y
brebajes. Este polisacarido ramificado estd compuesto de unidades de glucosa formadas por la accién
de una bacteria Lenconostoc mesenteroides.

Dominio. Es 1a region de una proteina que presenta un pliegue en el espacio caracterizado.

Enlacc covalente. Enlace en el cual cada dtomo de un par enlazado contribuye con un electrén
par formar un par de electrones.

Enona. Grupo de estructuras quimicas que se caracterizan por presentar un doble enlace eno y
un grupo metilen en ona.

Epitopo. Una region especifica del antigeno que puede ser reconocido por un anticuerpo.

Epéxido. Funcién constituida por el enlace de dos dtomos de carbono pertenecienles a una
cadena con un dtomo de oxigeno ajeno a la misma.

Ester. Producto de la reaccién entre un alcohol y un 4cido, formado por la salida de agua del
grupo carboxilo y el grupo hidroxilo de un dcido.

Flabeladas. Con proyecciones en forma de abanico.

Gene. Unidad bisica de la herencia mediante la cual las caracteristicas hereditarias se
transmiten de padres a hijos.

Glabro. Sin vellosidades en su superficie.
Hibridoma. Un mieloma hibrido formado por la fusién de células de mieloma con linfocitos
que producen un anticuerpo especifico, las células pueden ser clonadas y producir prandes cantidades

de anticuerpos idénticos (monoclonales).

Hipoxantina (HPGRT). Enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa que interviene
en la sintesis de acidos nucleicos.

indice de acoplamiento. Namero de moles de un agente citotéxico acoplados por molécula de
inmunoglobulina.
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Inmunologfa. Rama de la ciencia biolégica que estudia la resistencia nativa o adquirida de Jas
formas animales y vegetales contra las infecciones por microorganismos.

Inmunoguitnioconjugade. Agente citotdxice unido a una molécula de inmunoglobulina.

Inmunoradioisétopo. Conjugado compuesto de un isétopo y una molécula de
inmunoglobulina.

Inmunotoxina. Conjugado de una toxina (protefna toxica) con una molécula de
inmunoglobulina,

‘Inotrépico. Propiedad que poseen algunas sustancias de aumentar la frecuencia cardiaca en un
organismo.

Involucre. Citculo de bracteas en la base de una cabezuela compacta.

y-lactona, Ester interno de los y hidroxiacidos, es decir, de los dcidos que tienen un grupo
oxhidrilo en ¥ con respecto al carboxilo y forman un heteroanillo de 4 tomos de carbono y un oxigeno.

Leucemia. Desorden maligno de células biancas en la sangre cuyos precursores proliferan y
dejan de diferenciarse.

Liégula. Crecimiento membranoso unido a la hoja y a la hoja envainada; corola en forma de

lengua.

Linfoma. Tumor de tejidos linfoides (bazo, ganglios, etc.)

Lisis. Disolucién de una célula o tejide por la accién de enzimas llamadas lisinas.

Lobadas. Hojas que tienen el margen cortado ¢n divisiones redondeadas que no Ilegan hasta la
base.

Melanoma. Lunar hiperpigmentado sobre a piel, algunos de los cuales son altamente
invasives (melanoma maligno).

Mercaptan o tiol. Son un grupo de compuesios organosulfurados que derivan de un sulfuro
hidrogenado, tienen olor desagradable caracteristico y se han encontrado en otros compuestos
sulfurados en ¢l petroleo crudo: un ejemplo es el mercapto metilo.

Mieloma. Tumor primario de la médula dsea.

Neoplasia. Proliferacidn celular descontrolada que produce un tejido adicional. Este término
es usado para referirce a la proliferacion maligna de células cancerosas.

Opsonizacién. Es el reconocimicate de un microorganismo, extrafo al cuerpo, mediante
moléculas que dirigen su destruccién por fagocitosis.

Pedinculo. Tallo que sostiene a la flor.
Pubérulo. Cubierto por finas y pequeilas vellosidades.

Purinas. Compuesto heterociclice que contiene una pirimidina fusionada y anillos de imidazol;
la adenina y 1a guanina son los componentes purinas de los ficidos nucleicos y coenzimas.
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Radios6topos. Dicese de los 4tomos cuyos nicleos tienen ef mismo nimero de protones y
electrones, pero diferente nimero de neutrones y que tienen la capacidad de que al desintegrarse el
nécleo de manera espontinea emita particulas o radiaciones electromagnéticas.

Recepticulo. Punto final de un pedicelo o péndunculo y es una de las partes donde las flores
crecen.

Reflejo. Propiedad de girar abruptamente hacia atrés.
Replicacién. Duplicacién o copia de un patrén determinado.
Sarcoma. Tumor maligno en tejido conectivo.

Toxina. Sustancia venenosa de origen microbiano, animal o vegetal la cual induce la
formacién de una antitoxina en el cuerpo animal

Xenoinjertos. Injerto de tejido en el cual el donador y el receptor no pertenecen a la misma
especie.
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XIL. APENDICES
APENCICE 1. Helenium mexicanum, HBK.
CLASIFICACION
La clasificacién botanica de la especie es como sigue:

Reino: Vegetal.
Division: Fanerdgamas.
Clase: Dicotiledoneae.
Orden: Sinandrae.
Familia: Compositae (Asteraceae).
Género: Helenium.
Especie: Helenium mexicanum, HBK.

DESCRIPCION BOTANICA

Planta anual o bienal, erecta, hasta de 1.5 m de largo simple o ramificada; tallo estriado,
pubérulo en la parte superior, glabro en la inferior, alado; hojas lineares a linear-cblanceoladas, las
inferiores de hasta 10 cm de largo y | em de ancho. Las hojas superiores més cortas y angostas, glabras
o esparcidamente pubdrulas; cabezuelas varias o muchas sobre pedinculos hasta de 15 em de largo,
pubérulos; involucro reflejo en la floraci6n, sus bricteas mds o menos unidas entre si, de 3-5 mm de
largo, linear oblungas, agudas, pubérulas recepticulo y disco subesférico; flores liguladas féniles,
amarillas, sus laminas de 7 a 18 mm de largo, flabeladas, profundamente lobadas, reflejas en la
floracién; flores del disco mas o menos 300, sus corolas de 1.5 a 2.5 mm de largo, amarillas con los
16bulos cafés o morados y pubescentes; aquenio de | a 1.5 mm de largo, serfceros, vilano de + 6
escamas, de 0.5 a 1.2 mm de largo, apiculadas o aristadas.

Se le conoce con los nombres comunes de "amargosa”, "cabezona”, “hierba de las &nimas", de
Huehuetoca a Texcoco, Cd. de México e Ixtacalco.

Originaria de México. Se le ha encontrade en habitats subacudtices principalmente como en

orillas de canales, charcos y lugares de suelo himedo, en climas célidos, semicilidos y templados entre
los 2250-2600 m.s.n.m.
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APENDICE 2. Revelador cérico.
300 g de hielo
12 g de sulfato cérico.
22 ml de ac. Sulfirico.

Mezclar y calentar a disolucidn.
APENDICE 3. Soluciones usadas para la obtencién de Ig

SSAF
NaCl 16.0¢g
NagHPO 458¢
KH2PO4 04g
KCl 04g

Aforar a 2 1y ajustar el pH con NaOH
APENDICE 4. Soluciones usadas para la desacetilacion de Ig.

EDTA-SSAF pH 7.0
50 mM de fosfato de sodio dibasico.
1mM de EDTA.
Ajustar el pH
Solucidén de desacetilacion.

Preparar 1.74 g de hidroxilamina*HCl y 0.475 g de EDTA como sales de tetrasodio
en 40 ml de fosfato de sodio 62.5 mM a pH 7.0 con NaOH y aforar a 50 ml con agua
destilada. .

La composicidn final del éste buffer es de 50 mM de fosfato de sodio, 25 mM de
EDTA, 0.5 M de hidroxilamina*HCI, a pH 7.0.
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APENDICE 5. Soluciones usadas en electroforesis.
Acrilamida al 30%
Pesar 30 g de acrilamida o 0.8 g de bis-acrilamida, aforar a 100m] con agua destilada.
Filtrar 1a solucién usando una membrana de 0.45 protegiéndola de la luz a 49C.
Guardarlo no mas de 1 mes.
SDS al 10 %

volumen y guardar a temperatura ambiente.

Pesar 10 g de SDS y aforar a 100 m! con agua destilada. Filtrar después de ajustar el

Buffer de TRIS-HCI (1.5 M y pH 8.8)
Pesar 18.17 de TRIS y aforar hasta 100 ml con agua destilada.
Ajustar el pH a 8.8 con HCI concentrado y aforar a 100 ml filtrar con Whatman No. |
y guardar a 4 °C, no mas de un mes.
Buffer TRIS-HCI1(0.5M y pH 6.8)

Pesar 6.057 g de TRIS y aforar a 100 ml con agua destilada.

Gel separador (1¢ % Acrilamida, TRIS 0.375 M)

Smi
H20
30% de la sol. de acrilamida

2.0
1.7
1.5 M TRIS (pH 8.8} 1.3
10% SDS 0.05
10% APS 0.005
TEMED 0.002
Buffer muestra.
Glicerol 2 ml
SDS 10% 2ml
TRIS pH6.8, 0.5 M 2ml
Mercapto etanol 100 i
Azul de branofenol una pizca.
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Gel concentrador

5 ml]
H20 3.40
Acrilamida 30 % 0.85
TRIS1.0MapHG6.8 0.65
SDS 10% 0.05
APS 10% 0.05
TEMED 0.005

Azul de Coomasie

Adicionar 50 ml de metanol a 0.025 g de azul brillante de Coomassie y agitar durante
10 min. Posteriormente verter 45 ml de agua destilada y 5ml de é&cido acético glacial. Usar

$0lo una vez.

Solucion de destefiido.

Mezclar 7.5 ml de acido acético glacial con 5 ml de metanol y aforar a 100 ml con
agua destilada Guardar a temperatura ambiente.
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FIGURA 23, Espectro de Raman (KBr) de ia helenalina pura donde se muestran las siguientes sefiales: 3048 (hidroxilos),
1756 (lactona) y 1685 cm ™' (ciclopentenona).
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FIGURA 24. Espectro de Raman (KBr) del dimero sintetizado (EGBH)
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FIGURA 25. Espectro de IR (KBr)del anticuerpo antes de la reaccién de SATA. Donde se muestran las siguientes sefiales:
1655.443 (Amida I, A-I), 1538.864 (Amida II, A-IT} y 1398.3 (Amida III, A-III). %%*
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FIGURA 26. Espectro de Raman (KBr) del anticuerpo antes de la reaccién de- SATA donde se muestran
las sefales siguientes: 1651.52 (Amida-I, A-I), 1542 (Amida-II, A-II), 1451 (Amida-III, A-111).%%
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FIGURA 27. Espectro de IR (KBr) de la inmunoglobulina después de la reaccion con SATA y de
desacetililacién. A continuacién se dan las sefiales observadas: 1598.9 (Amida I, A-I) y 1275 (Amida III, A-III),
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grupos R-SH adicionados durante la reaccién.
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FIGURA 28. Espectro de IR (KBr) de L-Cisteina donde se identificaron la sefial pertencciente a los grupos

R-SHa 2561.3cm™.
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FIGURA 29. Espectro de Raman (KBr) de L-Cisteina donde se identificaron las seflales pertenecientes a los grupos
R-SH a 2566 y al enlace C-Sa 683 cm™. ®
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FIGURA 30. Espectro de IR (KBr) del conjugado [g-SH-HEL de la reaccién (4), donde se observan las siguientes sefiales:

1763.488 (lactona), 1725.645 (ciclopentenona) y 1064.870 cm™ (C=C) pertenecientes a la helenalina y 1656.438 (Amida I, A-I),
1540.797 (Amida II, A-IT) y 1458.1 ¢m ~' (Amida II], A-IT}) del anticuerpo.
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FIGURA 31. Espectro de Raman (KBr) pertencciente al conjugado helenalina producto de la reaccién (4) donde se
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FIGURA 32. Espectro de IR (KBr) del conjugado Ig-SH-HEL de la reaccién (5), donde se muestran las
siguientes sefiales: 1763.650 (lactona), 1726.103 (ciclopentenona) y 1065.055 (C=C) pertenccientes a la helenalina;
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FIGURA 33. Espectro de Raman (KBr) del conjugado Ig-SH-HEL de la reaccién (5), donde se muestran las siguientes
seffales: 2544 (R-SH), 1745 (lactona), 1680.72 (ciclopentenona), 1657 (Amida I, A-l), 1548.19 (Amida I, A-II), 1450 (Amida III, A-
i) y 722 {C-8).
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FIGURA 34. Espectro de IR (KBr) donde se observan las sefales del conjugado Ig-SH-EGBH resultante de la reaccion
(9): 1747.4 (lactona) y 1076.2 (C=C) pertenecientes al EGBH y | 1662.6 (Amida I, A-), 1533.3 (Amida II, A-II) y 1452.3 (Amida
IIT, A-IT1) pertenecientes al anticuerpo.
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FIGURA 35. Espectro de Raman (KBr) donde se observan las sefiales resultantes del conjugado Ig-SH-EGBH de la reaccién
(9): 2547.9993 (R-SH), 1748 (lactona)}, 1715.91 (ciclopentenona), 1655 (Amida I, A-I), 1453 {(Amida III, A-II[) y 727.27 (C-S).
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FIGURA 36. Espectro de IR (KBr) del conjugado Ig-SH-EGBH de la reaccién (10), donde se observan las
siguientes sefiales: 1761.64 (lactona), 1751.3 (ester), 1723.08 (ciclopentenona) y 1055.0 (C=C) pertenecientes al

EGBH y las sefiales 1660.6 (Amidal, A-I}, 1535.3 (Amida Il, A-1I) v 1456.2 (Amida II}, A-III) pertenecientes al
anticuerpo.
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FIGURA 37. Espectro de Raman (KBr) del conjugado Ig-SH-EGBH de la reaccion (10), donde se observan las siguientes

sefiales: 2749.9992 (R-SH), 1764.9995 (lactona), 1713.9995 (ciclopentenona), 1658 (Amida I, A-I), 1453 (Amida III, A-III) y 683 (C-
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