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Resumen 

 

Trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigación mostraron que la 

argentatina B, un triterpeno de tipo cicloartano aislado de Parthenium argentatum, 

inhibió el crecimiento de las líneas celulares de cáncer de colon HCT-15 y de 

cáncer de próstata PC-3. Sin embargo el mecanismo por el cual la argentatina B 

inhibe la proliferación celular no se conoce. En este trabajo evaluamos el efecto de 

la argentatina B en el ciclo celular por citometría de flujo;  la apoptosis utilizando la 

prueba de tinción con  Annexin-V-Fluos Kit y la tinción con Hoechst 33342; la 

senescencia fue evaluada por tinción citoquímica para SA-β-galactosidasa y por 

los cambios en la expresión de PCNA, p21 y p27. In vivo, evaluamos la toxicidad 

de la argentatina B y el efecto en el crecimiento de tumores en un modelo de 

xenotransplantes utilizando las líneas celulares HCT15 y PC-3. Como resultados 

obtuvimos que la argentatina B indujo un incremento significativo de células en 

fase sub G1. El ensayo de SA-β-galactosidasa, demostró que el 43% y 66 % de 

células HCT-15 y PC-3, respectivamente, presentó tinción positiva. En ambas 

líneas celulares observamos disminución en la expresión de PCNA y sobre 

expresión de p21 y p27. In vivo, la administración de la argentatina B en ratones 

no provocó toxicidad y además, inhibió el crecimiento de xenotransplantes tan 

eficientemente como el cisplatino. Los resultados evidencian que la argentatina B 

induce la senescencia de las líneas celulares utilizadas y tiene efecto in vivo. 

Actualmente, la estimulación de la senescencia celular se considera un enfoque 

racional para el tratamiento del cáncer.  
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Abstract 

 

Argentatin B has been shown to inhibit the growth of colon HCT-15, and prostate 

PC-3 cancer cells. We aimed to investigate the mechanism by which argentatin B 

inhibits cell proliferation. Cell cycle was studied by flow cytometry. Apoptosis was 

evaluated by Annexin-V-Fluos and Hoechst 33342 dye staining. Cell senescence 

was evaluated by proliferation tests, and staining for SA-β-galactosidase. 

Senescence-related proteins (PCNA, p21, and p27) were analysed by Western 

blotting. Potential toxicity of argentatin B was evaluated in CD-1 mice. Its effect on 

tumor growth was tested in a HCT-15 and PC-3 xenograft model. Argentatin B 

induced an increment of cells in sub G1, but did not produce apoptosis. 

Proliferation of both cell lines was inhibited by argentatin B. 43 % HCT-15, and 66 

% PC-3 cells showed positive SA-β-galactosidase staining, compared with 2 % of 

untreated controls. The expression of PCNA was decreased, but the expression of 

p21 and p27 increased after treatment. Administration of argentatin B to healthy 

mice did not produce treatment-associated pathologies. However, it restricted the 

growth of HCT-15 and PC-3 tumors. These results indicate that treatment with 

argentatin B induces cell senescence.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Cáncer 

El cáncer es un término que agrupa más de 100 enfermedades crónicas 

degenerativas que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Las células 

alteradas adquieren la capacidad de crecimiento descontrolado a través de un 

proceso de múltiples pasos, que involucra el avance gradual de una célula normal 

a una neoplásica [1].  

Dichos cambios en las células son el resultado de anomalías genéticas que puede 

aparecer por la mutación de un grupo específico de genes, muchos de lo cuales, 

actúan normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y 

su pérdida o inactivación da lugar a una división celular acelerada [2]. 

Durante este proceso se generan mutaciones e inactivación de las vías 

relacionadas con diferenciación y apoptosis así como la activación de las vías que 

promueven la proliferación y la diferenciación celular, el desarrollo de procesos de 

angiogénesis y la activación de la invasión y metástasis [1]. 

 

1.2 Características de las células cancerosas 

La principales características celulares adquiridas en el desarrollo y progresión del 

cáncer son: autosuficiencia de las señales moleculares que inducen crecimiento e 

insensibilidad de las señales de anticrecimiento, evasión de la apoptosis, potencial 

ilimitado de la replicación celular, angiogénesis aumentada, invasión tisular y 

desarrollo de metástasis, inestabilidad genómica y mutación e inflamación 

persistente promotora del tumor [1]. Desde hace algunos años, se han examinado 

otras características, entre las cuales destacan: la evasión de la senescencia 
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tumoral, las alteraciones epigenéticas que modifican los genes relacionados con el 

cáncer, las alteraciones de la expresión génica por interferencia del mRNA, las 

alteraciones en el metabolismo intermedio de la glucosa y la glutamina, la 

participación de las células madre o stem cells cancerosas en el mantenimiento de 

la proliferación celular, la participación de las células estromales, que son aquellas 

que forman el tejido de sostén o soporte del tejido para que éste cumpla la función 

específica de un órgano [3],  en el microambiente tumoral y en las alteraciones en 

la presentación antigénica celular junto con la inmunosupresión por citocinas en el 

microambiente tumoral [4] (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Biomarcas celulares y moleculares identificadas en las células tumorales. En el dibujo se 

encuentran en azul las biomarcas clásicas del cáncer descritas por Hanahan y Weinberg [4]. En la 

periferia, el mecanismo de acción de los fármacos utilizados para afectar cada una de las 

capacidades adquiridas por las células cancerosas. 
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Las células transformadas adquieren entonces diversas capacidades que son 

necesarias para el crecimiento y progresión tumoral y esto ha sido una de las 

bases para el entendimiento de su fisiopatología y el desarrollo tanto de 

estrategias terapéuticas dirigidas y de fármacos que interfieran en cada una de 

estas nuevas capacidades; algunos fármacos están ya en ensayos clínicos o 

incluso aprobados para su uso en el tratamiento de ciertas formas de cáncer 

humano [5]. El conocimiento acerca de cada una de las características ya 

conocidas y de la emergentes resultan prometedoras como previsión y terapéutica 

del cáncer. 

 

1.3 Epidemiología 

El cáncer figura entre las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el 

mundo, con aproximadamente 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de 

muertes relacionadas con el cáncer en 2012. Se espera que el número de nuevos 

casos podría aumentar en un 70% en los próximos 2 años [6]. 

El cáncer también está asociado con el estilo de vida, el ambiente en el que 

vivimos y la exposición a sustancias nocivas. Alrededor de un tercio de las 

muertes por cáncer se deben a los 5 principales riesgos conductuales y dietéticos, 

los cuales son: el índice de masa corporal alta, la baja ingesta de frutas y 

verduras, la falta de actividad física, el consumo de tabaco y el consumo de 

alcohol.  
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Las infecciones virales que causan cáncer, como el VHB / VHC (Virus de la 

hepatitis B y C respectivamente) y el VPH (Virus de papiloma humano) son 

responsables de hasta un 20% de las muertes por cáncer en los países de bajos y 

medianos ingresos [7]. Y más del 60% de los nuevos casos anuales totales del 

mundo se producen en África, Asia y América Central y del Sur. Estas regiones 

representan el 70% de las muertes por cáncer en el mundo. 

Entre la población masculina, los 5 sitios más comunes de cáncer diagnosticados 

en 2012 fueron el de pulmón, próstata, colon y recto, estómago y cáncer de 

hígado; y entre las mujeres, fueron mama, colorrectal, pulmón, cuello uterino y 

cáncer de estómago [8]. 

Sin embargo en 2012, las principales neoplasias entre la población mexicana 

masculina de 20 años y más, se ubicaron en órganos digestivos (25.4%), en 

órganos genitales (11.5%) y en órganos hematopoyéticos (9.9%); mientras que en 

las mujeres de este mismo grupo de edad, los porcentajes fueron: en mama 

(30.8%); órganos genitales (16.5%) y órganos digestivos (13.8 por ciento) (Figura 

2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de los principales tumores malignos en la población 

de 20 años y más según sexo 2012. Tomado de [9]. 
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Del total de tumores malignos en la población de 20 años y más, los de órganos 

digestivos son la primer causa de mortalidad entre esta población, con 32 casos 

por cada 100 mil habitantes igual ocupa el primer lugar para los hombres y las 

mujeres (33.24 contra 30.55, respectivamente); los tumores de órganos 

respiratorios e intratorácicos están en el segundo sitio (10.38 defunciones por 

cada 100 mil habitantes); en tercer lugar, se ubican los tumores del sistema 

reproductor masculino con 8.25 defunciones por cada 100 mil habitantes, el 

orden es el mismo en los varones. Para las mujeres, el cáncer de mama aparece 

como segundo en importancia con 14 defunciones por cada 100 mil mujeres de 20 

años y más (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Tasa de mortalidad de los principales tumores malignos en la población de 20 años y 

más, según sexo 2013 [9]. 

Por cada 100 mil habitantes para cada sexo 

Principales tumores malignos                                Total Hombres Mujeres 

Órganos digestivos 31.83 33.24 30.55 

Órganos respiratorios e intratorácicos 10.38 14.45 6.68 

Sistema Reproductor maculino 8.25 17.36 NA 

Mama 7.42 0.13a 14.04 

Sistema Reproductor femenino 6.60 NA 12.59 

Órganos hematopoyéticos 5.47 6.06 4.94b 

Vías urinarias 4.02 5.40 2.77b 

Tumores de ovario/testículo 3.38 1.27 5.29 

a Para los hombres, el cáncer de mama y tumor de testículo no son una de las principales causas 

de muerte, pero se incluye el dato para fines de comparación. 
b Para las mujeres, el cancer en órganos hematopoyéticos y de vías urinarias no son de las 

principales causas de muerte, pero se incluye el dato para fines de comparación. 

NA No aplicable. 
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La Declaración Mundial contra el Cáncer 2013, señala como objetivo principal la 

reducción de las muertes prematuras por cáncer, el incremento de la calidad de 

vida y de la tasa de sobrevida de los pacientes afectados por esta enfermedad. En 

dicha declaración se destaca que para el 2025 se espera el fortalecimiento de los 

sistemas de salud para hacer frente adecuadamente a la enfermedad; 

implementar acciones que fomenten estilos de vida saludables y una baja 

exposición a factores de riesgo, especialmente una disminución del consumo de 

tabaco y combate a la obesidad, así como programas de vacunación efectivos 

contra el virus del papiloma humano y la hepatitis B; la promoción eficiente de la 

salud en la que se concientice a la población sobre la detección temprana junto 

con estrategias de salud que permitan dicha detección y acceso a tratamientos 

oportunos así como a cuidados paliativos [9]. 

 

1.4 Tratamientos del cáncer 

Existen diversas opciones de tratamiento para combatir el cáncer, sin embargo la 

elección de algunos depende del diagnóstico realizado, tipo de cáncer, 

localización y el estadio en que se encuentre. Los principales objetivos de un 

programa de diagnóstico y tratamiento del cáncer son curar o prolongar 

considerablemente la vida de los pacientes, y garantizar la mejor calidad de vida 

posible a quienes sobreviven a la enfermedad [8]. 

 

Existen tres tipos principales de tratamiento para el cáncer: cirugía, radioterapia y 

quimioterapia. Recientemente se ha usado la foto radiación con derivados 
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hematoporfirínicos y la inmunoterapia, siendo el objetivo de cada uno de estos 

tratamientos erradicar el cáncer, normalmente por medio de la terapia combinada 

donde están asociados más de un tipo de tratamiento [10]. 

 

Cirugía: Es uno de los tratamientos contra el cáncer más usado desde la 

antigüedad, consiste en la remoción de tumor del órgano afectado, se recomienda 

cuando el tumor es pequeño y está localizado, es decir en estadios iniciales, 

cuando el cáncer aún no se ha diseminado a otros órganos (metástasis).  

 

Radioterapia: La radioterapia (generalmente rayos gama, radioisótopos como 

cobalto-60, rayos X de alta energía) es el uso de un tipo de energía, llamada 

radiación ionizante, para destruir las células cancerosas, reducir el tamaño de los 

tumores y evitar el daño al tejido cercano sano [10]. La radioterapia lesiona o 

destruye las células en el área que recibe tratamiento al dañar su material 

genético y hacer imposible que crezcan y se dividan. Aunque la radiación daña las 

células cancerosas así como las normales, muchas células normales se recuperan 

de los efectos de la radiación y funcionan adecuadamente. El objeto de la 

radioterapia es destruir el mayor número posible de células cancerosas y limitar el 

daño que sufre el tejido sano del derredor. Existe también la terapia de radiación 

interna o braquiterapia en la cual se coloca material radioactivo en el sitio donde 

se localiza el cáncer o en un sitio cercano a él, estos implantes pueden ser 

temporales o permanentes. 
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Quimioterapia: se refiere específicamente a los tratamientos farmacológicos 

contra el cáncer que destruyen las células cancerosas al detener su capacidad de 

crecer y dividirse. El objetivo primario es destruir las células neoplásicas, 

preservando las normales. Estos fuertes medicamentos circulan en el torrente 

sanguíneo y dañan directamente las células que están creciendo en forma activa. 

Debido a que, por lo general, las células cancerosas crecen y se dividen más 

rápidamente que las células normales, son más susceptibles a la acción de estos 

fármacos. Sin embargo, el daño a las células normales es inevitable y explica los 

efectos secundarios vinculados a estos fármacos. Un factor importante para el 

éxito de la quimioterapia es el diagnóstico oportuno del tumor (entre 109 y 1012 

células tumorales, es decir, un tumor con tamaño inferior a 1 cm) [10,11]. 

Inmunoterapia: La inmunoterapia (también llamada terapia biológica o bioterapia) 

es un tipo de tratamiento del cáncer que ayuda a estimular las defensas naturales 

del cuerpo para combatir el cáncer. Los anticuerpos monoclonales se fabrican en 

un laboratorio, y cuando se les da a los pacientes, funcionan como los anticuerpos 

que el cuerpo produce naturalmente. Los anticuerpos monoclonales se inyectan 

por vía intravenosa y actúan al atacar las proteínas específicas que se encuentran 

en la superficie de las células cancerosas o las células que apoyan el crecimiento 

de las células cancerosas. Cuando los anticuerpos monoclonales se unen a una 

célula cancerosa, pueden lograr los siguientes objetivos: evitar que las células 

cancerosas proliferen rápidamente, aplicar radiación directamente en las células 

cancerosas o transportar medicamentos potentes directamente en las células 

cancerosas [10,11]. 
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Terapia hormonal: Este tratamiento emplea fármacos que cambian la cantidad o  

configuración química de las hormonas que circulan en el torrente sanguíneo y 

que regulan la actividad de determinadas células u órganos en el cuerpo. Se 

emplea principalmente en el tratamiento de aquellos tipos de cáncer que 

presentan dependencia hormonal para su desarrollo como son el cáncer de mama 

y el de próstata [4].  

1.5 Agentes quimioterapéuticos  

Los agentes quimioterapéuticos pueden clasificarse usando diferentes criterios, ya 

sea por su mecanismo de acción en las diferentes etapas de síntesis del ADN, 

transcripción y traducción de las células; por su naturaleza química tomando en 

cuenta los grupos funcionales presentes en la estructura de las moléculas; o por la 

interferencia que causan en la división celular, distinguiendo de esta manera los 

siguientes grupos: Agentes ciclo-celular específicos: son aquellos que ejercen su 

acción en etapas específicas del ciclo celular por lo que interfieren en la 

proliferación celular (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ciclo celular que muestra las fases donde actúan algunos agentes antineoplásicos 

(Tomada y modificada de [10]). 
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Los antimetabolitos son sustancias que reemplazan, inhiben o compiten con un 

metabolito específico. Estos agentes actúan bloqueando bioquímicamente la 

síntesis del ADN al inhibir enzimas y procesos de transformación molecular que 

alteran o detienen la síntesis de nucleótidos o su traducción. Su acción se lleva a 

cabo durante la fase S del ciclo celular. Algunos ejemplos de antimetabolitos 

utilizados para tratar clínicamente  el cáncer son: el análogo del ácido fólico, el 

metatrexato (MTX); los antagonistas de las pirimidinas como el fluracil o la 

citarabina y los análogos de las purinas como la mercaptopurina, pentostatina y 

cladribina [11]. 

Los alcaloides de vinca provocan la inhibición del huso mitótico uniéndose a 

determinadas proteínas microtubulares y por lo tanto interrumpiendo la división 

celular. 

Los taxoides o taxanos son fármacos que se desarrollaron a partir de un 

compuesto aislado de la corteza de Taxus brevifolia. El paclitaxel junto con el 

docetaxel tienen como diana la tubulina, impiden la despolimerización de los 

microtúbulos. Esto bloquea la continuación de la mitosis activando los puntos de 

control, induciendo la apoptosis o bien revirtiendo el ciclo celular a la fase G, 

donde no se da división celular. Las podofilotoxinas actúan inhibiendo la actividad 

de las topoisomerasas I y II, bloqueando las fases S o G del ciclo celular[11]. 

Agentes ciclo-celular inespecíficos: este segundo grupo esta formado por agentes 

citotóxicos que pueden actuar en varias fases del ciclo celular, entre ellos están: 

los agentes alquilantes adhieren grupos alquilo a las bases del ADN, esta 
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alteración resulta en la fragmentación del ADN por las ezimas de reparación, las 

mostazas nitrogenadas, nitrosureas y los alquilsulfonatos son algunos ejemplos 

[11]. 

Los antibióticos tumorales actúan intercalándose a las cadenas de nucleótidos lo 

cual inhibe la síntesis de ADN y ARN, las antraciclinas y la bleomicina son los 

compuestos más representativos. 

Los alcaloides pirrozidínicos forman entrecruzamientos con las cadenas de ADN lo 

cual inhibe la síntesis de material genético. 

Por último encontramos a los complejos de coordinación, los cuales son 

compuestos de metales con moléculas o grupos aniónicos, llamados ligantes, 

dichos compuestos forman, por lo general, aductos con las cadenas de ADN 

inhibiendo su síntesis y además pueden generar la unión cruzada entre dos bases 

de ADN [11,12]. 

Entre los agentes antineoplásicos anteriormente mencionados se encuentran 

varios productos de origen natural que en la actualidad son elaborados 

sintéticamente. 

 

Así desde hace 65 años, los productos naturales han sido la piedra angular de la 

farmacología anticáncer, por lo que el descubrimiento de agentes citotóxicos 

extraídos de animales, plantas y microorganismos se siguen utilizando hoy para el 

tratamiento del cáncer [11]. 
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Existen, en general, dos tipos de quimioterapias para el tratamiento del cáncer: la 

quimioterapia convencional o tradicional, en la cual los fármacos actúan contra 

todas las células que se dividen y la terapia dirigida, la cual actúa sobre los genes 

y las proteínas específicos del cáncer o sobre las condiciones del tejido que 

contribuyen al crecimiento y a la supervivencia del cáncer. La Vincristina, el 

irinotecán, el etopósido y el paclitaxel son ejemplos clásicos de compuestos 

derivados de plantas; la actinomicina D, mitomicina C, bleomicina, doxorrubicina y 

l-asparaginasa son fármacos obtenidos a partir de microorganismos y la citarabina 

es el primer fármaco obtenido a partir de un organismo marino [12]. Muchos de 

estos fármacos continúan siendo prescritos y han salvado o prolongado la vida de 

millones de pacientes con cáncer. (Figura 4). 

 

 Figura 4. Cinco categorías para los fármacos utilizados para el tratamiento del cáncer desde hace 

50 años. Los productos citotóxicos son los más utilizados desde 1990 con el desarrollo de las 

terapias moleculares dirigidas usando anticuerpos monoclonales y pequeñas moléculas inhibidoras 

de cinasas, inmunosupresoras, agentes alquilantes etc. (Tomada y modificada de [11]). 
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Con el avance en la investigación, a finales de los años noventa, se descubrió un 

nuevo “universo farmacológico”, en el cual la importancia radicó en el uso de 

blancos terapéuticos hechos de moléculas pequeñas con receptores específicos 

como el imanitib o moléculas grandes como el rituximab. Así, terapia dirigida son 

fármacos u otras sustancias que bloquean el crecimiento y la diseminación del 

cáncer, al interferir en moléculas específicas ("blancos moleculares") que 

participan en el crecimiento, el avance y la diseminación del cáncer. 

 

Inmediatamente, la farmacología antitumoral adoptó éste nuevo concepto y la 

visión del descubrimiento de fármacos basados en el blanco (también llamada 

farmacología reversa) se convirtió en el objetivo. La búsqueda de  productos 

naturales para oncología disminuyó, pero creció la esperanza de prever 

rápidamente un tratamiento personalizado del cáncer con esas “balas mágicas” 

diseñadas racionalmente, vía simulación computacional u “ómico” (ÓMICAS: 

disciplinas como la genómica, proteómica, metabolómica y citómica de gran ayuda 

para descubrir y desarrollar nuevas herramientas terapéuticas) controladas.  

 

El objetivo persiste pero el camino es largo y el progreso ha sido lento. No hay 

duda de que el tratamiento del cáncer ha cambiado profundamente, con los 

avances de las terapias dirigidas. Actualmente, las mayores diferencias persisten 

entre los diferentes tipos de tumores. Los pacientes que sufren de leucemia 

mieloide crónica tienen una buena probabilidad de supervivencia a largo plazo, 

gracias al descubrimiento de inhibidores específicos de la tirosina cinasa como el 

imatinib (Gleevec), dasatinib (Sprycel ®) o nilotinib (Tasigna) [11,12]. Sin embargo, 
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para la mayoría de los tumores sólidos, en particular para las etapas avanzadas y 

metastásicas, el tratamiento sigue siendo paliativo e insuficiente, a pesar del 

desarrollo de nuevos fármacos. Estos fármacos son eficaces, de lo contrario no 

estarían en el mercado, pero en muchos casos, sólo prolongan la vida de los 

pacientes durante algunas semanas o algunos meses, rara vez un año.  

 

Actualmente los agentes anticáncer se utilizan en combinación ya que pocos 

tumores son sensibles a ser curados por una sola sustancia [13]. La quimioterapia 

efectiva depende usualmente de la identificación de combinaciones adecuadas 

para tratar tumores de tipo específico [14]. 

 

Con el avance en la investigación, hoy sabemos que el tratamiento del cáncer no 

es sólo cuestión de eliminar las células cancerosas induciendo su muerte. Las 

nuevas  estrategias terapéuticas, incluyen también enfocarse en el microambiente 

tumoral, impedir la angiogénesis, modular la respuesta del sistema inmune o la 

inflamación crónica, la cuál ha sido asociada con el cáncer [15]. 

 

Existe por lo tanto una fuerte necesidad de nuevos fármacos anticancerosos 

eficaces cuya actividad no sea meramente citotóxica. 
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1.6 Productos naturales  

La naturaleza es una fuente atractiva de nuevos compuestos, que podrían servir 

como candidatos terapéuticos debido a la gran diversidad química que se 

encuentra en millones de especies de plantas, animales y microorganismos 

marinos. Para muchos organismos vivos, esta diversidad química refleja el 

impacto de la evolución en la selección y conservación de los mecanismos de 

autodefensa que representan las estrategias empleadas para repeler o destruir a 

los depredadores. 

 

Para sobrevivir, las plantas han desarrollado mecanismos sofisticados incluyendo 

un “arsenal químico” elaborado de sustancias tóxicas, tales como terpenos y 

alcaloides, que inhiben el crecimiento de otras plantas y las hacen poco atractivas 

para los depredadores [16]. 

 

Tradicionalmente, los productos naturales han sido una importante fuente de 

nuevos medicamentos, y muchos medicamentos exitosos han sido sintetizados 

originalmente para imitar la acción de moléculas que se encuentran en los 

compuestos naturales. Los productos naturales son muy diversos y con frecuencia 

ofrecen actividades biológicas muy específicas [17].  

 

Aún con la llegada de la selección de alto rendimiento y la era post-genómica, más 

del 80% de las sustancias farmacológicas fueron productos naturales o inspiradas 

por un compuesto natural [18]. 
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Las áreas que han sido más investigadas (en relación al número de fármacos 

aprobados) en la industria farmacéutica continúan siendo las enfermedades 

infecciosas (microbios, parásitos y virus), el cáncer, la hipertensión y la inflamación 

[19]. 

 

Actualmente, la proporción de nuevas sustancias químicas aprobadas, demuestra 

que hasta el 2010, el campo de los productos naturales produjo alrededor del 50 

% de todas las pequeñas moléculas en los años 2000-2010. 

 

De hecho, en el 2010, 10 de las 20 moléculas aprobadas correspondieron a la 

categoría de agentes antitumorales [19] y han sido las plantas, la fuente más 

significativa de obtención. Por el momento, existen 16 nuevos compuestos 

derivados de plantas siendo probados en fases clínicas, 13 de éstos en Fase I o II, 

y 3 están en Fase III [20]. 

 

1.6.1 Triterpenos 

Los triterpenos están ampliamente distribuidos en la naturaleza y son importantes 

en los mecanismos de defensa de las plantas contra insectos y estrés ambiental. 

Son compuestos extremadamente comunes y se hallan en una amplia variedad de 

plantas. Hay al menos 4000 triterpenos conocidos. Muchos de ellos se encuentran 

en su forma libre como glucósidos, mientras que otros se encuentran en formas 

combinadas [21]. Se localizan especialmente en las ceras de hojas y frutas y han 

sido encontrados en resinas, cortezas de árboles y en el latex de varias especies 

de plantas [22,23]. 
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Los triterpenos son metabolitos secundarios formados a partir oligómeros de 

isopentenil pirofosfato, los cuales están relacionados con el escualeno. El 

escualeno por su parte es un gran grupo de compuestos con 30 átomos de 

carbono arreglados en cinco anillos con varios átomos de oxígeno unidos. 

 

Los triterpenos son sintetizados a partir del pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su 

isómero, el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). Para su ciclación, tres 

preniltransferasas sintetizan una cadena lineal pirofosfato de geranilo (GPP), el 

cual es el precursor de los monoterpenos. La incorporación de otra unidad 

isoprénica da como producto el pirofosfato de farnesilo (FPP), precursor de los 

sesquiterpenos. Y una unidad más forma el pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), 

el cual es el compuesto base para formar diterpenos. El escualeno, precursor de 

los triterpenos y esteroides deriva biosintéticamente de la dimerización de dos 

unidades de FPP; dichas unidades pueden plegarse mediante 20 patrones 

diferentes, en presencia del prenil pirofosfato, para la ciclización y formación de 

derivados mono, di, tri, tetra o pentaciclicos [24]. 

 

Una vez que el escualeno está ciclizado, entra en la vía del ácido mevalónico 

(MEV), y por acción de dos moléculas de adenosin trifosfato (ATP), el mevalonato 

se fosforila (MEV-P y MEV-PP) y descarboxila para dar como productos los 

precursores de los terpenos, el pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su isómero el 

pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). La ruta del ácido mevalónico se lleva a cabo 

en el citosol. Por esta ruta se sintetizan principalmente sesquiterpenos, triterpenos 
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y politerpenos. La variedad de triterpenos en la naturaleza es el resultado de la 

evolución de la gran superfamilia de triterpeno sintasas (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Resumen biosintético de los terpenos. Tomado de  [25]. 

 

La investigación de triterpenos es amplia y se ha basado tanto en cuestiones 

quimioprotectoras como terapéuticas. Los estudios se han realizado utilizando 

varios modelos así como tipos de cáncer, entre los que podemos mencionar: el de 

mama [22], hígado [26], cáncer de piel, de colon y de próstata [27] y  se ha 

reportado que no se ha presentado ningún tipo de toxicidad en células normales 

[28].  
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Se ha reportado también que los triterpenos presentan actividad sobre distintos 

blancos terapéuticos como son la inflamación, proliferación, apoptosis, invasión, 

metástasis y angiogénesis [29]. 

 

La variedad de compuestos es amplia y principalmente se han referido como 

anticancerosos, los triterpenos de tipo ursano, oleano, cicloartano y lupano, así 

como las cucurbitacinas y las quinonas metilúricas [30]. 

Dichos compuestos han demostrado poseer la capacidad para bloquear la 

activación de NF-kB, inducir la apoptosis e inhibir la proliferación celular, la 

invasión, metástasis y la angiogénesis [29]. 

 

Se ha encontrado que la inhibición de la proliferación de células tumorales, como 

resultado del tratamiento con triterpenos, se lleva a cabo mediante diferentes 

mecanismos, por ejemplo, algunos triterpenos pueden interferir con la replicación 

del ADN, inhibiendo la DNA polimerasa [31], la topoisomerasa I [32] o la 

topoisomerasa II [33], mientras que otros triterpenos pueden inducir 

modificaciones en el citoesqueleto despolimerizando las fibras de actina [34]. 

Algunos más, poseen la capacidad de detener el ciclo celular en las fases G0/G1, 

S, G2/M. Ejemplos de estos son  el ácido ursólico, el cual ha mostrado efectos 

citostáticos tempranos en G1 en la línea celular de cáncer de mama MCF-7 [35], y 

el ácido boswelico el cuál mostró actividad citostática en cinco líneas de leucemia 

(HL-60, K 562, U937, MOLT-4, THP-1) [36]. 
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El enorme potencial de los distintos triterpenos aislados de plantas en los últimos 

años ha demostrado, que son una gran promesa como quimiopreventivos y 

agentes terapéuticos de la inhibición de moléculas de señalización clave, 

mediadores de la inflamación, la proliferación de células tumorales, invasión, 

metástasis, y la angiogénesis en diversos modelos de cáncer in vitro e in vivo. 

 

1.7 El ratón desnudo en la evaluación de nuevos fármacos 

La característica más interesante del ratón desnudo o carente de pelo es la 

ausencia de timo. Éstas características se presentan cuando el ratón es 

homocigoto para el gene recesivo nu. 

 

La mutación nu fue descrita por primera vez por Flanagan en 1966 [37]. Sin 

embargo no fue sino hasta 1968 en que se descubrió que el ratón desnudo 

homocigoto era atímico. Los estudios posteriores revelaron que el timo se 

mantenía rudimentario después del día 14, además de que los ratones mostraban 

leucopenia (815 a 3380 leucocitos/µL) y linfopenia mantenida en el tiempo, 

además de atrofia de las células linfoides dependientes del timo en la precorteza 

de los linfonodos y en las regiones periateriolares del bazo [38]. 

 

Se considera que la condición sin pelo y la falta de desarrollo del timo ocurren por 

un defecto en el ectodermo embrionario cuyas primeras señales se observan a 

partir del día 11 de gestación. El sistema inmune de este ratón se caracteriza por 

tener: una población pequeña de células T que no llegan a madurar, una 

respuesta inmune humoral confinada a la clase de IgM; un nivel bajo de respuesta 
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a los antígenos T-dependientes y un aumento compensatorio en el nivel de células 

NK [39]. 

 

Debido a la ausencia de timo, no pueden desarrollar las siguientes 

inmunorespuestas: 

• La formación de anticuerpos que requieren de células T cooperadoras (TH  

o CD4) 

• Inmunorespuestas que requieren células CD4 o CD8 

• Respuesta de hipersensibilidad tardía 

• Desarrollar células citotóxicas CD8 (TC) 

• Rechazo a injertos (por el requerimiento de células CD4 y CD8) 

 

Dichas características evitan que los ratones desnudos rechacen los injertos de la 

misma especie (aloinjertos o alotransplantes) e incluso injertos de otras especies 

(xenoinjertos o xenotransplantes) [37]. 

 

El transplante puede llevarse a cabo con trozos tumorales de 2 a 3 mm de 

diámetro, así como con células tumorales en suspensión [40]. El implante 

subcutáneo es el sitio predominante para la transplantación de tumores humanos 

en el ratón desnudo debido a su simplicidad y fácil acceso al tumor.  

 

Por las características antes mencionadas, el ratón atímico nu/nu desnudo, provee 

el soporte principal para una prueba in vivo en el descubrimiento de fármacos y en 
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el programa de cernimiento preclínico de fase I del Instituto Nacional del Cáncer 

(NCI, E.U.A.) ya que las interacciones multisistémicas permanecen intactas en el 

organismo. 

 

1.8 Senescencia 

Senescencia deriva de senex, una palabra en latín que significa hombre viejo o de 

edad madura. En biología, la senescencia describe un proceso de deterioro del 

desarrollo y la madurez, el término es utilizado indistintamente para denotar 

envejecimiento, sin embargo, el término senescencia aplicado a las células, es 

para aquellas que cesan su división en cultivo, basados en la especulación de que 

su comportamiento asemeja el envejecimiento de un organismo [41]. 

La senescencia fue originalmente definida como un proceso fisiológico que limita 

la proliferación de células normales. Este proceso, el cual se conoce como 

“senescencia replicativa” (SR), resulta en principio del acortamiento de los 

telómeros y otros cambios estructurales después de múltiples divisiones celulares 

[42]. Los telómeros son secciones de ADN repetitivo (5’-TTAGGG-3’ en los 

vertebrados) y proteínas asociadas que cubren los extremos de los cromosomas 

lineales y los protegen de la degradación o la fusión en los procesos de reparación 

de ADN.   

La senescencia celular fue descrita por primera vez hace 60 años por Hayflick y 

Moorehead por lo que también se le llamó “Límite de Hayflick” [43]. 

 

El proceso de senescencia está acompañado por cambios en las células, las 

cuales tienen una morfología aplanada y alargada y muestran elevada 
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granularidad citiplásmica. Además de las características morfológicas, las células 

senescentes presentan otras diferencias que las distinguen de las células 

quiescentes, éstas diferencias incluyen la actividad de la β-galactosidasa a pH 6.0 

asociada a la senescencia (SA-β-gal) un marcador común en células humanas, 

focos de heterocromatina condensada (SAHF por sus siglas en inglés 

senescence-associated heterochromatin foci) evidentes con tinción de Hoechst 

33342 o DAPI, y elevados niveles de expresión de p16INK4a, p21Wafl, y p27 entre 

otros. [44-46]. 

 

Además de la senescencia replicativa, la senescencia celular puede ser inducida 

por otro tipo de estrés no letal que resulta en citostasis persistente con un fenotipo 

morfológico y bioquímico distinto,  como  por ejemplo la activación de oncogenes 

[47] o el daño al DNA [48]. 

La senescencia inducida por oncogenes (SIO) es más rápida que la RS  y además 

es independiente del acortamiento de los telómeros; se sabe que es 

desencadenada por la señalización anormal en una célula,  la cual es mediada por 

los productos protéicos de oncogenes y está a menudo acompañada por la 

activación de la vía de supresores de tumores [49]. Existen vías de señalización 

que son compartidas por ambos tipos de senescencia SR y SIO, y son las que 

involucran a p53 y p16 / PRB (supresor del tumor  de retinoblastoma). Algunos 

oncogenes tales como RAS, STAT5 y la ciclina E no sólo inducen senescencia, 

sino también desencadenan una respuesta a daños en el ADN, que se asocia con 

su hiper-replicación la cual parece estar implicada en SIO [50].  
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Otra forma de inducir senescencia celular es por medio de fármacos, a esto se le 

conoce como terapia para inducir senescencia (TIS). Aunque TIS es causada por 

agentes genotóxicos como la irradiación y los fármacos quimioterapéuticos, 

comparte muchas similitudes con SIO, por ejemplo, los marcadores [51]. 

 

Existe una amplia variedad de agentes contra el cáncer que pueden inducir 

cambios morfológicos asociados a la senescencia en las células tumorales. Estos 

fármacos incluyen al inhibidor de topoisomerasa I, la camptotecina [52] el inhibidor 

de la topoisomerasa II, la doxorrubicina [53], los agentes que dañan al ADN, el 

cisplatino y doxorrubicina [54] y la radiación-γ [55]. Por lo tanto, diferentes 

fármacos pueden activar la senescencia a través de diferentes vías de 

señalización. Las vías de respuesta a los daños en el ADN desempeñan un papel 

crítico en SIO y SR, así como en TIS. Por ejemplo, el inhibidor de la ADN 

metiltransferasa, 5-azacitidina, causó la senescencia en células de cáncer de 

próstata DU145 y LNCaP  en un plazo de 7 días después del tratamiento [56]. El 

sirtinol, un inhibidor de la ADN histona acetilasa, indujo senescencia en la línea 

celular de cáncer de mama MCF7 y de pulmón H1299 después de 24 horas de 

exposición a este agente [57]. El ganoderiol F, un triterpeno tetracíclico, indujo 

senescencia en el 50% de las células de la línea HepG2 después de 18 días de 

tratamiento continuo [58]. Estos estudios demostraron además, que la inducción 

de senescencia en tumores puede conseguirse con menores concentraciones de 
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agentes terapéuticos, que pueden ayudar a disminuir los efectos tóxicos 

relacionados con algunos los fármacos [51]. 

 

La terapia para inducir la senescencia tiene varias características que pueden ser 

beneficiosas para la gestión y el tratamiento del cáncer. En primer lugar, la 

senescencia estimula una detención persistente del crecimiento, y las células 

senescentes pueden mantenerse en un estado estable, incluso in vivo. Un 

ejemplo, son los melanocitos senescentes que se han identificado en nevos 

benignos (proliferación de distintos tipos de células en la piel) que permanecieron 

latentes durante años [59]. También se ha informado de que un subconjunto de 

células de cáncer de próstata senescentes persistió durante al menos 6 semanas 

después del establecimiento de xenoinjertos con células senescentes inducidas 

por doxorrubicina en cáncer de próstata [60]. 

 

La senescencia inducida por fármacos combinada con otros enfoques terapéuticos 

clásicos, puede llegar a ser más eficaz en el tratamiento de cáncer. Por lo tanto, 

una mejor comprensión de la senescencia celular y la exploración de la 

modulación de este proceso celular enfocado como una intervención terapéutica 

en la terapia del cáncer se ha convertido en un área de una extensa investigación. 

 

1.9 Marcadores moleculares de arresto del ciclo celular y senescencia 

La senescencia inducida por el tratamiento con algún compuesto o fármaco 

provoca ciertas características celulares que podrían ser benéficas para el 

tratamiento del cáncer.  
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Actualmente, no existen marcadores definitivos para determinar la senescencia, 

sin embargo, se está evaluando si bajo el tratamiento de algún fármaco, los 

niveles de ciertas proteínas son más altos que en células no tratadas o en células 

proliferando para determinar si esas proteínas podrían servir como marcadores de 

diagnóstico. 

Sabemos que las células senescentes permanecen viables y que  

metabólicamente están activas pero se encuentran permanentemente arrestadas 

en parte, por la disminución de la expresión de PCNA y el incremento en la 

expresión de inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas tales como 

p21Waf1/Cip1 y p27Kip1 [60]. 

 

PCNA 

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) es una proteína similar a un 

anillo, el cual está involucrado en la maquinaria de replicación, reparación y 

recombinación celular. Cuando no está involucrado en la replicación del DNA, 

PCNA (generalmente bajo el control de p53) está relacionado con el arresto y la 

reparación del daño en el DNA nuclear e incluso del DNA mitocondrial [61] o bien, 

cuando la reparación no es posible, la ausencia o los bajos niveles de PCNA 

pueden conducir a las células a apoptosis [62]. 

La interacción de PCNA con p21 que conduce al arresto celular es probablemente 

la interacción más estudiada. La unión de PCNA con p21 detiene la replicación del 

DNA pero no inhibe la reparación de éste [63]. Por otro lado la unión de p21 a 

PCNA puede inducir el arresto en las fases G1 o G2 en células deficientes en p53 

[64]. 
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p21Waf1 

El arresto de las células senescentes está mediado por la activación de p53, el 

cual detiene el ciclo celular a través de la inducción de p21Waf1/Cip1/Sdi1, un inhibidor 

de las cinasas dependiente de ciclinas (CDK’s), el cual inhibe directamente la 

actividad de las enzimas de los complejos ciclina-CDK2 y ciclina-CDK4 [65].  

Por lo anterior P21WAF1/Cip1 ha sido identificado como un mediador del arresto 

celular inducido por p53, como un regulador directo de la actividad de las CDK y 

como un gen cuya expresión es inducida en concomitancia con la senescencia 

celular [66]. 

 

p27Kip1 

p27Kip1 es también un inhibidor de la cinasas dependientes de ciclinas CDK2 y 

CDK4,  el cual por ejemplo es un promisorio marcador de la senescencia en 

células ya que el gen CDKN1B/p27Kip1 que codifica para la proteína, no está 

mutado ni inactivo en una gran cantidad de tipos de cáncer [60]. 

 

1.10 Justificación  

Los metabolitos secundarios de las plantas son una de las fuentes más importantes 

en la búsqueda de moléculas activas para desarrollo de nuevos medicamentos [68]. 

 

En este sentido, los triterpenos son importantes constituyentes activos obtenidos a 

partir de diversas plantas, estudios previos han demostrado que podrían ser 

considerados para el tratamiento del cáncer ya que se ha encontrado que afectan 

diversas vías celulares relacionadas con esta enfermedad. 
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Aunque no existe una regla formal, varios autores y revistas especializadas 

consideran un compuesto citotoxico in vitro cuando éste presenta una 

concentración media (CI 50) menor de 4 µM. 

 

Sin embargo, una molécula para ser considerada como fármaco potencial, debe 

tener una adecuada selectividad sobre las células blanco y el menor efecto tóxico 

para el organismo receptor. 

 

Por ejemplo, el ácido ursólico, un triterpeno pentacíclico, con una CI50 de 22.3 µM 

contra células PC-3 (cáncer de próstata) se consideraría inactivo, sin embargo, a 

la dosis de 200 mg/Kg administrada dos veces por semana durante seis semanas 

este ácido inhibió el crecimiento tumoral en ratones desnudos inoculados con 

células de cáncer de próstata DU145 [69].  

 

 Un ejemplo más notable lo presentó el ácido β-acetilboswélico que presentó 

una CI50 de 70 µM, sin embargo a la dosis de 100 µmol/Kg de peso administrada 

diariamente durante tres semanas inhibió el crecimiento tumoral de ratones nu/nu 

inoculados con células PC-3 [70]. Por otro lado, utilizando la misma línea de 

cáncer humano, el ácido β-acetoxitirucálico, un triterpeno tetracíclico presentó una 

CI50 de 28 µ M y además inhibió el crecimiento tumoral en ratones desnudos 

inoculados con células PC-3 [10 µmol/Kg/día por dos semanas] [71]. 
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En todos los trabajos antes mencionados no se han observado efectos tóxicos 

relacionados con la administración de dichos compuestos. 

 

 Estos resultados indican la importancia que tienen los triterpenos como 

agentes anticancerosos in vivo, porque si bien su citotoxicidad en líneas de cáncer 

humano fue baja, también demuestran que los ensayos en líneas celulares varias 

veces no reflejan la actividad in vivo de algunos compuestos. 

 

 Dentro de la gran gama de triterpenos que han presentado propiedades 

antiinflamatorias y citotóxicas destacan, por su abundancia y relativa facilidad de 

obtención, los triterpenos del tipo del cicloartano que están presentes en la resina 

de Parthenium argentatum conocida como guayule, en particular la argentatina B.  

 

1.11 Hipótesis 

 

Si la argentatina B, un triterpeno de tipo cicloartano inhibe la proliferación de las 

células cancerosas en cultivo in vitro, entonces es factible que éste compuesto 

presente actividad antitumoral en un modelo de xenotransplantes. 
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2. OBJETIVOS GENERALES 

Determinar el mecanismo de acción de la argentatina B en las líneas celulares 

HCT-15 y PC-3 en cultivo in vitro. Evaluar el efecto antitumoral de la argentatina B 

en ratones atímicos xenotransplantados subcutáneamente con células de 

carcinoma de colon HCT-15 y con células de carcinoma de próstata PC-3.  

          2.1 Objetivos particulares 

- Aislar y purificar la argentatina B a partir de la resina obtenida como 

subproducto durante el proceso de obtención del hule de la especie 

Parthenium argentatum A. Gray.  

- Determinar el efecto de la argentatina B en el ciclo celular de las líneas 

celulares HCT-15 y PC-3 in vitro. 

- Determinar el efecto de la argentatina B en la muerte de las líneas celulares 

HCT-15 y PC-3 in vitro. 

- Evaluar la variación en la expresión de los reguladores negativos del ciclo 

celular p21 y p27. 

- Evaluar la eficacia farmacológica in vivo de la argentatina B en  

xenotransplantes con las líneas tumorales humanas de colon HCT-15 y 

próstata PC-3. 
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1 Parthenium argentatum (Gray) 

 

Clasificación Taxonómica  

 

Reino:             Plantae 

Subreino: Tracheobionta 

División: Magnoliophyta 

Clase:            Magnoliopsida 

Subclase: Asteridae 

Orden: Asterales 

Familia: Asteraceae 

Subfamilia: Asteroideae 

Tribu:            Heliantheae 

Género: Parthenium 

Especie: P. argentatum 

 

Nombre binomial 

Parthenium argentatum A. Gray 

 

P. argentatum es un arbusto que crece en las zonas áridas del norte de México y 

del Sur de los Estados Unidos de América (Figura 6). Este arbusto es conocido 

con el nombre de “guayule”, que significa “planta que contiene hule”.  
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	Figura	6	.	Imagen	de	un	arbusto	de	Parthenium	argentatum	Gray. 
 

El guayule se explotó comercialmente -por su contenido de hule- desde inicios del 

siglo pasado (1903-1951). El aprovechamiento industrial de esta especie alcanzó 

su auge durante la segunda guerra mundial, auge que decayó a la llegada del hule 

producido sintéticamente.  

 

En nuestro país, los estudios sobre P. argentatum se iniciaron en forma 

sistemática en 1970. En 1977, durante la Segunda Conferencia Internacional 

sobre el Guayule, se planteó la posibilidad de hacer económicamente más 

atractiva la explotación de guayule, mediante la utilización de los compuestos 

presentes en la resina. Dicha resina se obtenía como material de desecho durante 

el proceso de extracción del hule [61].  



	 48 

En este sentido, las investigaciones químicas de la especie, demuestran que esta 

planta sintetiza de manera muy importante triterpenos del tipo cicloartano y 

lanostano, conocidos como argentatinas e isoargentatinas, respectivamente [62]. 

Estos compuestos se aíslan con un elevado rendimiento del desecho resinoso 

obtenido como subproducto en el proceso industrial para el aislamiento de hule 

natural a partir del guayule [63].  

 

Se estima que la resina constituye el 5% en peso del arbusto y que un 55% de la 

resina está constituido por triterpenos [64], donde aproximadamente la mitad son 

las argentatinas [63].  

 

3.2 Argentatina B  

La argentatina B es un triterpeno de tipo cicloartano, la cual constituye el 10% del 

total de la resina obtenida de Parthenium argentatum (Figura 7). 

  

                                   

Figura 7. Argentatina B  [(16β,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona] 

Tomando en cuenta los antecedentes biológicos de los cicloartanos, así como la 

naturaleza química y la elevada abundancia en la que se encuentra la argentatina 

B en la resina de P. argentatum, en un principio se planteó investigar las 
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propiedades biológicas de dicho compuesto. Así, en una etapa preliminar, nuestro 

grupo de investigación demostró que la argentatina B inhibe, de manera 

dependiente de la dosis, el edema inducido por el promotor de tumores 13-

acetato-12-O-decainol forbol (TPA) en el modelo de inflamación de oreja de ratón 

[65]. Además se demostró también que la argentatina B es un inhibidor no 

competitivo de la unión 3H-estradiol a su receptor en tumores de mama humanos 

dependientes de hormonas [66]. 

Posteriormente, se evaluó la propiedad de inhibición de proliferación de la 

argentatina B en las líneas celulares de cáncer de leucemia K562, mama MCF-7,  

próstata PC-3, colon HCT-15 y SNC U251 y se demostró que la argentatina B, 

presentó efecto citostático  a concentraciones 24 a 79 µM (Tabla 2). Además se 

determinó que la argentatina B no mostró efectos citotóxicos ni genotóxicos a las 

mismas concentraciones en pruebas hechas con el modelo de micronúcleos en 

linfocitos humanos en proliferación [67]. 

 

Tabla 2.  Actividad citotóxica de la argentatina B en diferentes líneas celulares. 

Tratamiento IC50 (µM) ± EE 

Líneas celulares de cáncer humano 

U251 (CNS)   PC-3 (próstata)    HCT15 (colon)    MCF-7 (mama)    K562 (leucemia) 

Argentatina B 

Doxorrubicina 

  36.4±6.79        33.41±3.71          24.14±5.58          33.06±5.95           79.38±0.08  

  0.09±0.02          0.32±0.02            0.23±0.01            0.14±0.01             0.28±0.01 
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4. METODOLOGÍA 

 

4.1 Aislamiento de la argentatina B 

 

La resina, un subproducto de desecho del proceso industrial para obtener hule 

natural de P. argentatum, fue donada por la Comisión Nacional de Zonas Áridas 

CONAZA (Coahuila, México). Los procedimientos de cromatografía en columna 

abierta se efectuaron en columnas de vidrio de diferentes capacidades, se empleó 

tonsil y gel de sílice F254 como adsorbentes. Para los procedimientos de extracción 

se utilizaron disolventes de grado industria destilados en el laboratorio. Los 

disolventes y reactivos empleados para efectuar la purificación, el análisis y las 

reacciones fueron de grado reactivo analítico (Sigma). Se emplearon placas 

recubiertas con gel de sílice F254 de 0.2 mm de espesor para los análisis 

cromatográficos en capa fina (CCF). El revelado se realizó con luz ultravioleta de 

onda corta (254 nm) y larga (350 nm), y con una solución de sulfato cérico. 

 

163.43 g de resina se disolvieron en 100 ml de hexano, posteriormente se 

colocaron en una proporción 1:1 tonsil con el propósito de hacer el punto de 

aplicación y se percolaron a través de una columna empacada con tonsil 1:10, que 

posteriormente se eluyó con disolventes de polaridad ascendente hexano, AcOEt 

y MeOH, para obtener fracciones de 100 mL.  
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4.2 Fármacos y reactivos 

 

El Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) se compró a Caisson 

Laboratories INC, USA. SFB (Suero Fetal Bovino), EDTA, amfotericina B y L –

glutamina se compraron en Gibco, BRL (Grand Island, NY, USA). Ioduro de 

Propidio, Hoechst 33342 y cisplatino (cis-Diammineplatinum (II) dicloride) fue 

comprado a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Tripsina, DMSO, Annexin-V-

Fluos staining kit se compró a Roche Diagnostics (GmbH, Mannheim, Germany). 

Senescence β-Galactosidase Staining Kit se compró a Cell Signaling Technology 

(Danver Massachusetts, USA). Se utilizó Aceite de ajonjolí extra virgen, de la 

marca San Miguel®. Se empleó agua de alta calidad, para preparar todas las 

soluciones, la cual se obtuvo de Milli-Q Reagent Water System (Continental Water 

Systems; El Paso, TX, USA).  

 

4.2.1 Soluciones 

Las soluciones concentradas (1 mg/mL) de cisplatino se prepararon con solución 

salina. Las soluciones concentradas de cisplatino (20 mM) utilizadas para todas 

las líneas celulares se prepararon en DMSO. La argentatina B (40mg/mL) utilizada 

para administrar a los ratones, se disolvió en aceite de ajonjolí. Las soluciones 

concentradas de argentatina B (20 mM) utilizadas para las pruebas con líneas 

celulares se prepararon con DMSO y se almacenaron a -20 ºC. Las 

concentraciones finales de la argentatina B se prepararon diluyendo la solución 

concentrada con RPMI 1640. 
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4.3 Líneas celulares 

 

Las dos líneas celulares de cáncer humano que se utilizaron fueron: HCT-

15 ATCC® CCL-225™ (cáncer de colon) y PC-3 ATCC® CRL-1435™ (cáncer de 

próstata) (Rockville, Maryland, USA). Las células se rutinariamente como 

monocapa en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 

250 U/mL de sulfato de estreptomicina, 100 IU/mL de penicillina, 0.25 mg/mL de 

amphotericina B y 2mM de L –glutamina, e incubadas a 37 °C en atmósfera 5% 

CO2 con alta humedad. Las células se cosecharon con tripsina 0.025% y EDTA 

1mM. Ambas líneas celulares se incubaron con argentatina B a concentraciones 

de 24 µM para HCT-15 y 34 µM para PC-3 durante 48 o 72h.  

Se utilizó DMSO como control negativo y cisplatino como control positivo. 

 

4.4 Detección del ciclo celular por Citometría de Flujo. 

 

Se determinó el ciclo celular mediante ensayos de Citometría de flujo. 1.5 x 

105 células fueron sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con argentatina B 

durante 48 y 72 h. Las células fueron cosechadas con tripsina, lavadas con PBS y 

resuspendidas en EtOH 70% a 4ºC durante 10 min. Transcurrido el tiempo, las 

células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 60 min en una solución de 

PBS con RNAsa 50 U/mL a 37ºC. Posteriormente las células fueron lavadas con 

PBS y teñidas con una solución de ioduro de propidio 20 uL/mL en PBS durante 2 

min. La distrubución del ciclo celular fue analizada con un citómetro de flujo 
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FACSCalibur (Becton Dickinson, USA). 10000 células fueron analizadas con el 

programa BD CellQuest Pro Software. 

 

4.5 Detección de células apoptóticas por Citometría de flujo  

 

 Las líneas celulares HCT-15 y PC-3 tratadas fueron cosechadas con 

tripsina y lavadas dos veces con PBS frío (4ºC). La muerte de las células se 

determinó utilizando Annexin-V-Fluos staining kit Roche, siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Las células fueron analizadas utilizando un 

citómetro de flujo FACSCalibur, Becton Dickinson, USA, 10000 células fueron 

analizadas con el programa BD CellQuest Pro Software. 

 

4.6 Detección de células apoptóticas mediante la tinción con HOECHST 

33342   

 

5 x 104 celulas fueron sembradas en placas de 24 pozos e incubadas con 

argentatina B. Posteriormente, las células fueron fijadas con una solución de 

formaldehido 3.7% durante 10 min, se realizó un lavado de 10 min con PBS, 

posteriormente otro lavado con agua desionizada y finalmente las células se 

tiñeron con Hoechst 33342 diluido 1:1000 en PBS durante 15 min a 37ºC en 

oscuridad. Las observaciones se hicieron con un microscopio Nikon Optiphot-2. 

Las células con el núcleo fragmentado o condensado fueron consideradas 

apoptóticas.  
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4.7 Tinción citotoquímica de SA-β-Galactosidasa 

 

7.5 x 103 células se sembraron en placas de 24 pozos y se incubaron con 

argentatina B. La tinción citoquímica se realizó con SA-β-galactosidasa Staining 

Kit, a pH 6.0, utilizando las instrucciones del kit. El porcentaje de células teñidas 

de azul, es decir, positivas para SA-β-galactosidasa fue determinado contando las 

células por campo, teniendo en cuenta contabilizar 300 células por cada muestra o 

10 campos por preparación. El contéo celular se realizó en un microscopio de 

campo claro Nikon Optiphot-2. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.  

 

4.8 Ensayos de proliferación y Western Blot  

 

Para evaluar la proliferación celular, 5 x 103 células HCT-15 o PC-3 se sembraron 

en placas de 96 pozos, y se incubaron con argentatina B diluida en 0.2% de 

DMSO a concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 µM, 

durante 48 h. La proliferación fue evaluada por un ensayo colorimétrico de MTT.  

Para el análisis por Western Blot, las células fueron resuspendidas en buffer de 

lisis (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% NP40; 0.25% 

deoxicolato de sodio), conteniendo 100 µl/ml de cocktail de inhibidor de proteasas 

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany) y 10 µl/ml de inhibidor de 

fosfatasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El contenido de proteína total fue 

determinado, usando el Kit de ensayo de proteínas DC (BioRad Laboratories, 

Hercules, CA, USA). Un total de 30 µg de proteína fue separado con 10% SDS-

PAGE y transferido a una membrana PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA). Las 
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membranas fueron incubadas a 4˚C, toda la noche con anticuerpos específicos, 

diluidos 1:1,000 y posteriormente lavados e incubados con los anticuerpos 

secundarios HRP apropiados, diluidos 1:5,000 (Zymed Laboratories, Invitrogen 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Los anticuerpos primarios utilizados 

fueron: rabbit-monoclonal anti-human PCNA (GeneTex Inc., USA), mouse-

monoclonal anti-human p21, and mouse-monoclonal anti-human p27 (ambos de 

Santa Cruz Biotehcnology, USA). Las proteínas fueron detectadas por 

quimioluminiscencia utilizando Amersham ECL plus Western Blotting Detection 

System (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA). Como control interno 

se utilizó el anticuerpo: rabbit anti-GAPDH (GeneTex Inc.). 

 

4.9 Xenotransplantes  

 

Se adquirieron ratones machos nu/nu, de 6-8 semanas de edad en el 

Bioterio del Instituto Nacional de Nutrición “Salvador Zubirán” (México D.F., 

México), los ratones se mantuvieron en microaisladores, en ambiente libre de 

patógenos, alimentados ad livitum, con temperatura ambiental de 22° C ± 1° C, 

humedad relativa de 55% y ciclos luz-oscuridad de 12/12 hrs. Los procedimientos 

experimentales se llevaron a cabo de acuerdo a la Guía de cuidado y uso de 

animales de laboratorio del Instituto Nacional de Cancerología (México D.F., 

México). Grupos de seis animales se implantaron con 1.5 x 106 células de las 

líneas de cáncer de cólon HCT-15 y cáncer de próstata PC3, las cuales se 

inocularon subcutáneamente en el flanco derecho del dorso del animal. Las 

células se resuspendieron en DMEM sin rojo de fenol ni suero fetal bovino para la 
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inoculación. Se monitoreó el crecimiento del xenotransplante hasta que los 

tumores alcanzaron una medida promedio aproximada de 5x5 mm (día 0), 

momento en el cual se inició con el tratamiento con argentatina B. Los ratones 

recibieron 125, 250 or 500 mg/kg de argentatina B disuelta en aceite de ajonjolí 

extravirgen San Miguel ® en los días 0, 7 y 14, administrada intraperitonealmente 

(Tabla 3). Los animales control negativo VH recibieron aceite de ajonjolí 

administrado intraperitonealmente. Los animales control recibieron cisplatino 4 

mg/Kg de cisplatino disuelto en solución salina 0.9%. Los ratones se pesaron cada 

tercer día. El tumor fue medido con calibrador (Vernier digital), tres veces por 

semana. El volumen tumoral fue calculado usando la fórmula: Volumen (mm3) = 

(largo (mm) x ancho2 (mm)) π/4. El volumen relativo tumoral (VRT) fue calculado 

usando la fórmula: (volumen al día x/ volumen en el día 0) x 100. El experimento 

se llevó a cabo durante 21 días, al final los animales fueron pesados y 

sacrificados. 

Volumen Tumoral:  

Vol. = a x b2 π /4 

 

Donde a = Largo del tumor b = Ancho del tumor. 
 

Volumen Relativo del Tumor: Se calculó el VRT los días 0, 7, 14, 21, mediante la 

siguiente fórmula: 

VRT = Vol. al día (n) / Vol. al día 0 X 100 

 

El valor anterior indico el porcentaje de incremento en los días indicados. 
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Tabla 3. Esquema de administración empleado para la evaluación de la argentatina B. qd: cada 

día. Se empleo un esquema de administración intermitente, en el que el compuesto es 

administrado cada 7 días en 3 ocasiones  (qd 7x3) empleando dosis de 125, 250 y 500 mg/Kg. 

(n=6) 

Tratamiento Dosis Esquema 
VH (aceite de ajonjolí) -- qd 7 x 3 

Argentatina B 125 125 mg/Kg qd 7 x 3 
Argentatina B 250 250 mg/Kg qd 7 x 3 
Argentatina B 500 500 mg/Kg qd 7 x 3 

Cisplatino 4 mg/kg qd 7 x 3 
 

Se administraron 125, 250 y 500 mg/Kg de peso, debido a que es la primera 

evaluación in vivo usando el modelo de xenotransplante que se realiza con este 

compuesto; dichas dosis permitirían observar la posible respuesta biológica.  

El cisplatino se administró en la dosis recomendada para su evaluación en 

modelos in vivo (4 mg/Kg). 

 

4.10 Prueba de toxicidad en ratones sanos CD1 . 

 

Ratones hembra CD-1, de 6 semanas de edad y 25-30 g de peso, fueron 

administrados intraperitonealmente una vez por semana durante tres semanas, 

con tres dosis de 125, 250, y 500 mg/kg de argentatina B. Siguiendo el mismo 

esquema, probamos el efecto de tres dosis de 2, 4 y 8 mg/Kg de cisplatino. El 

peso y conducta de los ratones fue registrado cada tercer día durante el 

tratamiento y el periodo de observación (7 días después de la última inyección). 

Los ratones fueron pesados y sacrificados 22 días después de la primera 
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inyección. Se realizaron análisis histopatológicos de diferentes órganos, 

incluyendo el corazón, pulmones, hígado, riñón, intestino, bazo, estómago y 

ovarios de los ratones, en el Departamento de Patología de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia. 

 

4.11 Análisis de datos  

 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 6.0 

software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Las comparaciones entre los 

grupos tratados y control se realizaron con la prueba de ANOVA de una vía y la de 

Tukey-Kramer. Los datos se expresaron como la media ± ES. Se consideró un 

nivel de significancia cuando p < 0.05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Obtención de la argentatina B y otros compuestos 

Se reunieron las fracciones 4-204 y se obtuvieron 9.56 g de argentatina B, los 

cuales se purificaron por recristalización con acetato de etilo y hexano. Las aguas 

madre de las fracciones 126-204 se reunieron y cromatografiaron empleando una 

columna 1:10 de gel de sílice como adsorbente y mezclas de Hex-AcOEt como 

eluyentes (de 0 a 100% de AcOEt). De esta columna se aislaron 6.07 g más de 

argentatina B, los cuales se purificaron por recristalización. La argentatina B fue 

purificada al 99% por procedimientos convencionales, su identificación se realizó 

mediante la comparación de las constantes físicas y espectroscópicas (punto de 

fusión y Resonancia Magnética Nuclear 1H y 13C) las cuales han sido reportadas 

previamente en la literatura [62,64,72] . En total, se obtuvieron 15.63 g de 

argentatina B. 

La columna de separación que se montó para aislar la Argentatina B permitió 

aislar los compuestos (Figura 8) que se enlistan a continuación: 

• Argentatina A= 881.3 mg 

• Argentatina D= 249.6 mg 

• Guayulina C= 149 mg 

 

 

 

          a)                                             b)                                                c) 

Figura 8. Estructura química de: a) argentatina A, b) argentatina D y c) guayulina c. 
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Con la guayulina C, se realizó además la evaluación de la prueba de inhibición de 

edema inducido por TPA en oreja de ratón [73]. El ensayo de TPA (13-Acetato-

tetrahidroforbol) consiste en tratar ambas orejas con este agente y sólo en la oreja 

derecha aplicar el producto a ensayar, la actividad antiinflamatoria se determina 

comparando el pesode la oreja tratada con la no tratada. 

El resultado obtenido con el tratamiento con guayulina c fue un porcentaje de 

inhibición de 54% (Tabla 4). 

 

Tabla 4.  Evaluación de la actividad anti inflamatoria de la guayulina C en el modelo de inflamación 

inducido por TPA.  

Muestra Dosis (µmol/oreja) Inhibición (%) 

Vehículo Me2CO:CH2Cl2 -- -- 

Guayulina C 1 54.14 

 

Efecto en el edema en oreja de ratones hembra CD-1. Medidas de seis animales en experimentos 

independientes. Los datos se expresan como el % de la media ± DS del peso de la oreja (n=6). 

Todos los datos fueron analizados con la prueba t- Student. 
 

 

5.2 Cambios en la progresión del ciclo celular  

Para investigar si la argentatina B tiene algún efecto en la progresión del 

ciclo celular, analizamos por citometría de flujo, mediante la tinción con ioduro de 

propidio las células tratadas. Como puede observarse en la Figura 9A, no se 

presentaron cambios significativos en las fases del ciclo celular de la línea HCT-15 

después de 48 h de tratamiento. Sin embargo, las células tratadas con argentatina 
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B por 72 h muestran una tendencia a incrementar la proporción de células en la 

fase sub G1, aunado a la reducción del número de células en G2/M, pero la 

proporción de célula en la fase S permanece sin cambios. Las células tratadas con 

cisplatino a 72 h producen un incremento significativo en la proporción de células 

sub G1, y una menor proporción de células en las fases S y G2/M; aunque esta 

reducción no es significativa. Por otro lado, los cambios en el ciclo celular de la 

línea PC-3 después de 48 h fueron observados únicamente en las células tratadas 

con cisplatino (Figura 9B). Sin embargo, el tratamiento con argentatina B durante 

72 h indujo un incremento significativo en la proporción de células en la fase sub 

G1 aunado a la reducción de células en G0/G1, e inesperadamente un incremento 

modesto en las células de la fase S. De nuevo, el número de células en la fase 

G2/M no fue alterado por efecto de la argentatina B. En contraste, el cisplatino 

provoca un inremento elevado en las células de la fase sub G1, con la reducción 

de la proporción de células en las fases G0/G1, S y G2/M (Fig 9B).  
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Figura 9. Efecto de la argentatina B en la progresión del ciclo celular. Las líneas celulares HCT-15 

(A) y PC-3 (B) fueron incubadas con  argentatina B 24 µM o 34 µM respectivamente, durante 48 y 

72 h. Como control positivo las células fueron tratadas con cisplatino. Los controles negativos 

recibieron únicamente DMSO 0.2%. Las células fueron teñidas con ioduro de propidio, y la 

distribución del ciclo celular fue analizada con citometría de flujo utilizando Software BD 

CellQuest™ Pro. Los datos representan el promedio de tres ensayos independientes. Las barras 

indican el error estándar de la media. *p < 0.05, **p < 0.001, y ***p < 0.0001 vs. vehículo (ANOVA 

de una vía y Prueba de Tukey-Kramer ). 

 

5.3 Detección del efecto apoptótico de la argentatina B  

Las líneas celulares HCT-15 y PC-3 fueron incubadas con argentatina B durante 

48 y 72 h. La muerte celular fue evaluada mediante la tinción con Anexina V y 

yoduro de propidio (IP). Como se muestra en la Figura 10A, la argentatina B 

induce un modesto incremento en la apoptosis temprana (7.1%), y en la apoptosis 

tardía (1.5%) de HCT-15. De la misma manera es posible observar un ligero 
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incremento en la apoptosis temprana (4.3%), en la apoptosis tardía (6.1%), y en la 

necrosis (3.9%) en la línea celular PC-3 (Figura 10B). De acuerdo con estas 

observaciones, la argentatina B es incapaz de inducir un fuerte efecto citotóxico. 
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Figura 10. Determinación del efecto apoptótico de la argentatina B. Las líneas celulares HCT-15 y 

PC-3 fueron incubadas con argentatina B o con el vehículo durante 48 y 72 h. La presencia de 

nucleos apoptóticos o fragmentados fue evaluada mediante la tinción con reactivo de Hoescht. La 

muerte celular fue evaluada mediante la tinción con Anexina V y yoduro de propidio (IP). A) Línea 

celular HCT-15; B) Línea celular PC-3. Se muestran las imágenes representativas de tres 

experimentos independientes. Todas las fotografías fueron tomadas con el mismo aumento. 
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5.4 Detección del efecto senescente de la argentatina B  

Con base en los resultado anteriores, y con el objetivo de explicar el efecto de la 

argentatina B observado in vivo, realizamos una prueba para determinar el estado 

senescente de las células en cultivo, tratadas con argentatina B . Después de la 

incubación con argentatina B durante 72 h, ambas líneas celulares presentaron 

cambios fenotípicos que son característicos de las células senescentes como 

morfología aplanada, aumento de tamaño y apariencia vacuolada (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Actividad de la SA- β-galactosidasa inducida por el tratamiento con argentatina B en las 

líneas celulares HCT-15 y PC-3. (1); La línea celular HCT-15 fue tratada con arg B 24 µM y la línea 

celular PC-3 con arg B 34 µM (2). Después de 72 h de incubación, las células fueron fijadas y 

analizadas con la tinción para SA-β-gal (un marcador de senescencia) utilizando microscopía de 

campo claro. Las fotografías tienen un amento 40x. Se muestran los resultados representativos de 

tres experimentos. 

 

Los resultados porcentuales de la actividad de la SA-β-Galactosidasa, mostraron 

que una proporción del 43 % de células de la línea HCT-15 y un 66% de células 
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de la línea PC-3 presentaron tinción positiva, comparado con el 2 % de las células 

control, no tratadas (Figura 12). Estas observaciones sugirieron que la argentatina 

B inhibe la proliferación celular induciendo senescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Actividad porcentual de la SA- β-galactosidasa inducida por el tratamiento con 

argentatina B en las líneas celulares HCT-15 y PC-3. La línea celular HCT-15 fue tratada con arg B 

24 µM y la línea celular PC-3 con arg B 34 µM durante 72 h. Aproximadamente 43 % y 66 % de las 

células tratadas se encuentran en estado senescente, mientras que las células control no muestran 

este fenotipo (aproximadamente 2 % de las células se tiñeron con SA-β -gal). Se muestran los 

resultados representativos de tres experimentos. 

 

5.5 Expresión de los marcadores moleculares de arresto del ciclo celular y 

senescencia 

Sabemos que una de las características principales de las células senescentes es 

la inhibición de la proliferación. La expresión de PCNA es un hallmark de la 

división celular. En este trabajo, nosotros analizamos el efecto del tratamiento con 

concentraciones crecientes de argentatina B en la proliferación  de las líneas 

celulares HCT-15 y PC-3, así como su efecto en la expresión de PCNA. 
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Como se muestra en la Figura 13, la argentatina B induce la disminución de la 

proliferación de manera dosis dependiente en ambas líneas celulares, HCT-15 

(Fig. 13A), y PC-3 (Fig. 13B).  

Figura 13. Efecto de la argentatina B en la inhibición de la proliferación e incremento de la 

expresión de proteínas asociadas con la senescencia. A) HCT-15 y B) PC-3, las células fueron 

tratadas con diferentes concentraciones de argentatina B durante 48 h. El número de células fue 

evaluado usando el ensayo colorimétrico de MTT. Los valores presentados son la media de tres 

experimentos. independientes. Las barras indican el error estándar de la media. *p < 0.05, vs. El 

número de células sembradas al inicio del experimento (número inicial de células) (ANOVA de una 

vía y Prueba de Tukey-Kramer). C)Análisis por Western blot de la expresión del marcador de 

proliferación PCNA. Las células HCT-15 y PC-3 fueron incubadas durante 24, 48 y 72 h. Se incluye 

la detección de GAPDH como un control interno. D) Análisis por Western blot de la expresión de 

p21 y p27, reguladores negativos del ciclo celular,  en respuesta al tratamiento con argentatina B. 

Las células HCT-15 y PC-3 fueron incubadas con 24 o 34 µM de argentatina B, respectivamente, 

durante 24, 48 y 72 h. Se incluye la detección de GAPDH como un control interno. 

 

Se observó una disminución significativa de la proliferación celular, cuando la 

concentración de argentatina B fue de 30-100 µM para HCT-15 y  de 10-100 µM 
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para células PC-3. Sin embargo, la inhibición de la proliferación de las células 

nunca fue significativamente menor al número inicial de células sembradas, 

sosteniendo la observación de que la argentatina B induce inhibición de la 

proliferación más que la muerte celular. 

En concordancia con los resultados anteriores, los análisis de PCNA por Western 

blot mostraron que la expresión de ésta proteína asociada a la división celular 

disminuye cuando las células son incubadas con argentatina B (Figura 13 C).  

La senescencia es promovida por varios mecanismos antiproliferativos. p21 y p27 

son reguladores negativos del ciclo celular, y clásicamente han sido asociados al 

fenotipo senescente. Por lo tanto, analizamos la expresión de p21 y p27 en 

cultivos celulares tratados con argentatina B.  

Las líneas celulares HCT-15 y PC-3 fueron incubadas con 24 µM o 34 µM de 

argentatina B, respectivamente. La expresión de p21 y p27 se evaluó a 24, 48 y 72 

h por Western blot. Como se muestra en la figura 13 D, el tratamiento  con 

argentatina B induce un incremento de p21 y p27 en la línea celular PC-3 después 

de 48 y 72 h de incubación. En el caso de la línea HCT15, se observó un 

incremento en la expresión de p21 después de 48 y 72 h de tratamiento. En 

contraste, el nivel de p27 no cambió en HCT-15 después de 24 y 48 h de 

tratamiento con argentatina B y  se observó una reducción de la expresión a 72 h. 

Los resultados obtenidos con los experimentos anteriormente presentados, indican 

que la argentatina B induce la senescencia de las líneas HCT-15 y PC-3. 
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5.6 Xenotransplantes  

Uno de los aspectos importantes de este trabajo es el xenotransplante de las dos 

líneas celulares utilizadas PC-3 y HCT-15. 

La elección de estas líneas se realizó con referencia en los resultados obtenidos 

en las pruebas in vitro en el trabajo llevado a cabo por Parra-Delgado [67].  Una 

buena parte del trabajo experimental consistió en estandarizar la prueba. 

Ambas líneas celulares desarrollan tumores rápidamente. No se registró ningún 

caso de regresión. Observamos que el crecimiento de los tumores fue rápido, una 

semana en alcanzar 5 x 5 mm, por lo que es necesario tener cuidado con el 

número de células que se inoculan. Nuestros experimentos demostraron que no 

se deben inocular más de 1.5 x 106 células, porque se corre el riesgo de que el 

crecimiento del tumor se dispare y esto impida mantener el experimento durante el 

tiempo requerido. 

 

Los animales en los cuales se realizaron los xenotransplantes, fueron 

tratados con diferentes concentraciones de argentatina B, utilizando cisplatino 

como control positivo y la administración del vehículo, aceite de ajonjolí, en el 

grupo control. Como se muestra en la figura (14A), el crecimiento de los tumores 

generados con la línea HCT-15, fue significativamente menor después del 

tratamiento con 125 mg/Kg (p<0.001), 250 mg/Kg (p<0.001) y 500 mg/Kg de 

argentetina B (p<0.0001) para el día 21. Como se esperaba, el crecimiento de 

éstos tumores fue también inhibido por el tratamiento con cisplatino. 
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En la figura (14B) se observa, el crecimiento de los tumores inducidos con 

la línea celular de cáncer de próstata PC-3, fue sinificativamente reducido por el 

tratamiento con cisplatino 4 mg/Kg (p<0.0001), 500 mg/Kg, 250 mg/Kg (p<0.001), 

y 125 mg/Kg de argentatina B p<0.05 al final del experimento (día 21).  Los 

resultados del presente trabajo resultados sugieren que la argentatina B restringe 

la proliferación celular in vivo de las líneas de cáncer HCT-15 y PC-3, tan 

eficientemente como el cisplatino.  

 
Figura 14. Efecto de la argentatina B en el crecimiento de tumores in vivo. Grupos de seis ratones 

nu/nu fueron implantados con 1.5 x 106 células de las líneas HCT-15 (A) y PC-3 (B). Los ratones 

recibieron las concentraciones indicadas de argentatina B, cisplatino o vehículo, en los días 0, 7 y 

14. El tamaño de los tumores fue medido dos veces por semana. Las barras indican el error 

estándar de la media *p < 0.05, ** p < 0.001 y p < 0.0001 vs. vehículo (ANOVA y Tukey-Kramer). 

 

5.7 Toxicidad de la argentatina B 

Los resultados de las pruebas de toxicidad demostraron que la argentatina B no es 

tóxica en ninguna de las cantidades administradas a los animales, ratones nu/nu 

(Figura 15), y sanos CD-1 (Figura 16) en nuestros experimentos. Todos los 

animales fueron observados continuamente durante los 30 min posteriores a la 

administración de la argentatina B y después fueron revisados cada hora hasta 4 
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h. Posteriormente se observaron diariamente hasta 14 días después del 

tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Evaluación del cambio en el peso corporal de ratones nu/nu. Se indican las diferentes 

dosis de argentatina B evaluadas, así como el vehículo (aceite de ajonjolí) y el control positivo 

cisplatino, los cuales fueron administrados vía intraperitoneal semanalmente. La flechas indícan el 

día de administración. El peso de los ratones fue registrado cas tercer día. Las barras indican el 

error estandar de la media.  

 

Las observaciones consistieron en la detección de cambios en la piel o el pelo, 

ojos y membranas de las mucosas, así como su conducta tratando de identificar 

temblores, convulsiones, diarrea, letargo y adormecimiento, cola de Straub o 

síntomas de dolor como estiramientos, tal como se indica en las Guías de la 

OECD [74]. 

 

Se registró cada tercer día el peso de cada ratón durante todos los experimentos, 

para determinar la variación del peso. 

 

Al momento de cada administración de argentatina B, los ratones presentaron 

estiramientos leves que duraban aproximadamente 3-5 min, transcurrido ese 

tiempo todos retomaban su conducta habitual de acicalamiento, y movimiento por 
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la caja (Tabla 5 y 6). Todos los animales sobrevivieron al tratamiento. No 

observamos diferencias significativas en el consumo de alimento o agua en 

ninguno de los grupos, tratados o control. 

 

Tabla 5. Evaluación de la toxicidad de la argentatina B. Observaciones inmediatas 

después de la administración. No se observó pérdida de peso. 

Tratamiento Síntomas de toxicidad 

Aceite de ajonjolí VH Estiramientos durante ≈ 3 min, al 
momento de la administración  

Arg B 125 mg/Kg Estiramientos durante ≈ 3 min, al 
momento de la administración 

Arg B 250 mg/Kg Estiramientos durante ≈ 3 min, al 
momento de la administración 

Arg B 500 mg/kg Estiramientos durante ≈ 3 min, al 
momento de la administración 

 
 
 
Tabla 6. Evaluación de la toxicidad del cisplatino. No se observó ningún efecto inmediato 

depués de su administración, sin embargo sí se observó pérdida de peso. 

Tratamiento Síntomas de toxicidad 

Solución salina 0.9% VH -- 

Cisplatino 2 mg/Kg Pérdida de peso del 7% 

Cisplatino 4 mg/Kg -- 

Cisplatino 8 mg/kg Pérdida de peso del 10%  

 

Aunque con la prueba estadística obtuvimos que no existen diferencias 

significativas en la variación de peso antes y después de los tratamientos, todos 

los animales tratados con argentatina B tuvieron un incremento de peso del 

aproximadamente el 10 %, semenjante al grupo control, mientras que los ratones 

tratados con cisplatino, tuvieron una pérdida de peso del 7 al 10 %, siendo el 

grupo que recibió el tratamiento de 8 mg/Kg el que más peso perdió en este 
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experimento (Figura 16). Los resultados obtenidos en éste experimento sugieren 

que la argentatina B no es tóxica a las concentraciones probadas.  

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Evaluación de la toxicidad de la argentatina B. La toxicidad de la argentatina B fue 

probada en grupos de 3 ratones CD-1. Las dosis indicadas de argentatina B, cisplatino o vehículo 

fueron administradas intraperitonealmente cada semana. El peso de los ratones fue registrado 

cada tercer día. Los ratones fueron sacrificados al día 22. Las barras indican el error estándar de la 

media *p < 0.05, ** p < 0.001 y p < 0.0001 vs. vehículo (ANOVA y Tukey-Kramer). 

 

Se realizaron análisis histopatológicos de diferentes órganos, los informes finales 

de los estudios posmortem (P14-2471) llevados a cabo en el Departamento de 

Patología de Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia indicaron que los 

ratones no presentaron ningún daño en los órganos relacionado con cualquiera de 

los tratamientos. 
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6. DISCUSIÓN 

En éste trabajo presentamos evidencia de que la argentatina B inhibe la 

proliferación de las líneas celulares HCT-15 y PC-3 mediante la inducción de 

senescencia. El efecto citotóxico de algunos triterpenos de tipo cicloartano ha sido 

asociado con una fuerte actividad pro-apoptótica [75], algunos de éstos 

compuestos han sido aislados y probados contra células cancerosas. El efecto 

citotóxico descrito para dichos compuestos, tiene relación con diferentes 

mecanismos celulares.  Algunos reportes sugieren que los triterpenos inhiben la 

proliferación celular interfiriendo con la replicación del DNA [31-33]. 

Interesantemente, un triterpeno de tipo cicloartano aislado de Commiphora 

opobalsamum mostró un moderado efecto antiproliferativo en células de cáncer 

humano de próstata, pero dicho compuesto fue capaz de inhibir la expresión de 

los receptores de andrógenos en las células [76], sugiriendo que los triterpenos 

pueden modular algunos mecanismos involucrados en la regulación e la 

proliferación celular. Tian et al. [77], reportaron que los ácidos esquisandrólico e 

isoesquisandrólico ejercen su efecto citotóxico mediante el arresto en las fases 

G0/G1 y la subsecuente apoptosis. Existe también evidencia de que los triterpenos 

de tipo cicloartano pueden inducir ambos efectos, citostático y citotóxico, 

incrementando el número de células en la fase sub G1 y arrestando el ciclo celular 

en las fases S y G2/M [78]. De acuerdo con lo anterior, nosotros observamos que 

el tratamiento con argentatina B incrementa significativamente la proporción de 

células en la fase sub G1 a 72h de tratamiento.  Se sabe que la acumulación de 

células en sub G1, puede ocurrir como una respuesta celular a especies reactivas 

de oxígeno, causando estrés oxidativo lo que lleva a las células a presentar un 
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estado de senescencia [79]. De hecho existen reportes de compuestos naturales, 

como el resveratrol, que tuvieron efecto en la inhibición del crecimiento de 

tumores, los cuales fueron atribuidos a la inducción de senescencia celular [80, 

81]. 

 

En éste trabajo, observamos que las células tratadas con argentatina B 

presentaron cambios fenotípicos característicos de las células senescentes, como 

la morfología aplanada y el tamaño agrandado de las células. De hecho, a sólo 48 

h de tratamiento también los cambios bioquímicos son evidentes y a 72 h el 66% 

de las células PC-3 y el 43% de las HCT-15, fueron positivas a la tinción de β-

galactosidasa lo cual es un indicador asociado a la senescencia, ya que debido a 

la expansión de los lisosomas, las células senescentes muestran un incremento 

en la actividad de esta enzima. La senescencia celular es una condición de arresto 

celular muy compleja y multifactorial. La vías de señalización asociadas a la 

senescencia activan reguladores negativos importantes en el ciclo celular, tales 

como p21, el cual es un fuerte inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas CDK2 

y CDK4, [82] y p27 el cual es un regulador negativo de la progresión a G1 [83]. De 

acuerdo con esto, nosotros observamos el aumento en la expresión de p27 en las 

células PC3 tratadas con argentatina B. Sin embargo, el nivel de p27 en las 

células HCT-15 permaneció sin cambio durante las primeras 48 h de tratamiento y 

disminuyó a las 72 h. En contraste con estos resultados, el aumento en la 

expresión de p21 se presentó en ambas líneas celulares. En relación con lo 

anterior, existen reportes en donde se ha demostrado que los inhibidores de la 

proliferación, como los derivados de adamantina [84] y el colecoxib [85], inducen el 
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incremento de la expresión de p21 en diferentes lineas celulares de cáncer. Sin 

embargo, el DPA derivado de la adamantina no produce cambios o incluso 

disminuye la expresión de p27 en las líneas celulares de cáncer de colon Colo 205 

y HT-29 [84], mientras que el colecoxib induce la disminución de la expresión de 

p27 en tiempos de incubación cortos (0-5 a 8 h), segudo de un incremento a las 24 

h en las líneas celulares HCT-15, HCT-29 y Caco-2 [85]. 

 

En resumen, nuestros resultados mostraron que la argentatina B inhibe la 

proliferación celular, disminuye la expresión de PCNA (marcador relacionado con 

la proliferación) y también induce un incremento de la expresión de p21 en las 

líneas celulares HCT15 y PC-3. Por lo anterior, sería muy interesante determinar si 

la argentatina B afecta la expresión de otras proteínas involucradas en la 

senescencia, por ejemplo: p16, p53 o moléculas proinflamatorias. 

 

Debido a que las proteínas anteriormente mencionadas han sido asociadas a un 

estado de senescencia, nuestras observaciones indican fuertemente que la 

argentatina B induce senescencia celular. La senescencia celular se considera 

actualmente un blanco importante para el tratamiento del cáncer puesto que 

conduce a una detención irreversible de la capacidad de división celular. Por otra 

parte, ha sido reportado que las células tumorales activan los mecanismos de 

senescencia como una respuesta a tratamientos de quimioterapia y radioterapia 

[86]. 

En éste sentido, la senescencia celular inducida por estrés es conocida como 

senescencia prematura [86]. Se produce generalmente una semana después de la 
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exposición a condiciones de estrés sub letales. En nuestro trabajo se observaron 

células HCT-15 y PC-3 senescentes sólo tres días después del tratamiento con 

argentatina B, lo que sugiere la inducción de senescencia prematura. Hay pruebas 

que demuestran que otros triterpenos pueden inducir  senescencia. Por ejemplo, 

Chang et al. [58] informó de que ganoderiol F, un triterpeno tetracíclico aislado de 

Ganoderma amboinense, induce senescencia en células HepG2, después de 18 

días de tratamiento continuo. Del mismo modo, se ha informado que la 

administración de 20-50 µM de resveratrol induce senescencia en células de 

cáncer de pulmón después de 10-12 días de incubación [80]. 

 

Contrastantemente, las concentraciones de 24 y 34 µM de argentatina B pueden 

inducir senescencia en cultivos de células confluentes en sólo  48-72 h. 

Curiosamente, los fármacos quimioterapéuticos usados comúnmente, tales como 

cisplatino, doxorrubicina, etopósido y otros inhibidores de la topoisomerasa son 

capaces de inducir la senescencia de las células cancerosas cuando se utilizan en 

concentraciones muy bajas [87,88]. 

Sabemos que triterpenos tales como el ácido ursólico y ácido acetil boswélico, los 

cuales han presentado actividade citotóxica baja, mostraron un efecto antitumoral 

efectivo en el modelo de xenotransplante en ratones . Con esto en mente, 

decidimos evaluar la actividad antitumoral de la argentatina B en un modelo de 

ratones xenotransplantados utilizando las líneas celulares humanas PC-3 y HCT-

15. 

Nuestros resultados sugieren que la argentatina B restringe la proliferación de 

células HCT-15 y PC-3 in vivo tan eficientemente como el cisplatino. Con 
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frecuencia, las pruebas in vivo de nuevos agentes antitumorales se lleva a cabo 

usando administraciones diarias de los fármacos o compuestos por períodos de 15 

días. Un aspecto relevante de nuestro trabajo es que se demostró además, que 

tres administraciones semanales de argentatina B fueron suficientes para inducir 

una disminución significativa del crecimiento del tumor y no produjeron efectos 

tóxicos en los animales de experimentación. Es sabido que las células tumorales 

pueden sufrir senescencia en respuesta a la quimioterapia, también, que la 

detención mitótica normalmente no es tolerada por las células, y se resuelve 

mediante la muerte celular. Entonces, la actividad citostática puede llevar a la 

muerte celular. De hecho, muchos agentes citotóxicos son primeramente 

citostáticos [89]. La estimulación de la respuesta citostática, es considera hoy en 

día un enfoque racional para el tratamiento del cáncer. Anteriormente se había 

reportado que la argentatina B poseía propiedades citotóxicas, sin embargo, ya 

que la demostración de un efecto citostático o citotóxico depende de las 

condiciones experimentales, sería importante probar la argentatina B en una 

amplia gama de dosis y tiempos, tanto in vitro como in vivo para evaluar su 

potencial utilidad farmacéutica.  

 

Tradicionalmente, la apoptosis era considerada la única alternativa en los 

tratamientos antineoplásicos, sin embargo, ahora la senescencia podría ser 

también una alternativa potencial para la terapia in vivo de tumores, ya que 

conseguiría frenar la progresión de las células neoplásicas hacia tipos celulares 

más agresivos como aquellos con capacidad invasiva [90].  
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 7. CONCLUSIONES 

 

En éste trabajo, hemos demostrado que argentatina B puede inhibir la proliferación 

celular en las líneas HCT-15 y PC-3, mediante la inducción de la senescencia 

celular, lo cual se comprobó al encontrar cambios morfológicos y bioquímicos en 

las células tratadas, la disminución en la expresión de PCNA y la sobre expresión 

de proteínas como p21 y p27 las cuales son proteínas mediadoras del arresto 

celular. En estudios in vivo, la argentatina B disminuyó la velocidad de crecimiento 

de los xenotransplantes en ratones desnudos.  

 

7.1. Perspectivas 

Los resultados obtenidos en la investigación con argentatina B, nos permiten 

sugerir que dicha sustancia podría ser utilizada en estudios posteriores, en 

combinación con otros compuestos citotóxicos para determinar si el efecto de la 

terapia combinada tiene mejores resultados y si es posible utilizar dosis pequeñas 

con la finalidad de disminuir los efectos secundarios que provoca la quimioterapia. 

Por otra parte, en este trabajo obtuvimos cantidades importantes de argentatina A, 

argentatina D y guayulina C, las cuales en estudios preliminares mostraron 

disminuir la proliferación celular de varias líneas de cáncer humano además de 

presentar actividad antiinflamatoria, por lo que sugerimos continuar con su 

investigación para determinar su mecanismo de acción. 
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' n p"'d;ruc.1 <kv<lopm<n' A, p""'nt 'n_ .ff_ lo ,<lmlily ....... ""tu .. l..,fi lUmo< ' gm" , .. 
'n ~ l2l o.... 'mporton' r;roup o( ",,,,,. 1 prod""" .. ,,..titu,,d o( tril'''p •• ..,.. Somo 0(_ 
.. rondo.,. .-." ""'" ahown ""I""'M" ... ti-inlUm .... ""Y ond ..,ti"""", _,_ PI. It ¡..., 

bom ~d "", """" "'''''P''nc>do inItib;, p.oo .... """, '" lUmo<allol~1 by d,lbm' """ ............. 
Thoy con .. "' ..... _ DNI\ "'P0C0_ by 'nh;b;ting DNA poIy .... , ..., ISL 'opoMom",_ 1 16L 
..,.¡ ,'""'*'"',"'_ 1I ]7J. Clt!..r 'Y'''''''''' tritnponoido ;00"'" ...oomc._ '" ti.. 'Y-ulrton by 
dopoly ......... g .mn hbn. 18L O< dunging ti.. "pnso"'" '" 'Y1ook1rion p_ I~)' A'II'"""o 
H .. , 'Y' .... ~typ< "'''' 'f'''"'' doriv<d from ti.. "",'n '" flmlw_ .,..,. .. .,. e.O)' (g>ooy"¡"), ' o 
<n<kmic pOo'" r""" Northom M<.iro ond Sou~"'m USA nu~;.. ¡..., ¡,. ... -" .. , """"'" 
",,,,,,,,,. 1 rubbn 110-12). In " fe. ....... wo.-k. ..... d. .......... ..,; ""tih , """""""1"'"_ 'nhibito.- '" 

31 .... ".,¡"'" b;"¡'"g 10 """pton '"' h ......... ~dop<n<lon' breoo, tumon 113). W. , loo ro..,.¡ 
"", ' '11'0''"0 B inh;b;" in , dc,o,-<I<pondon' "'"""" ti.. roo .... ind»CN by tt.. rumo. f""""""" 
l1-O-_~Iphorl>oI-I:Hc."" (J1'A). Fw1h......., ..... _>V«I """'11'"""0 Ban inlUb;, 
tt.. p>W'" '" hwnon rolen a,.; ....... (11CT_15)""¡ ho ...... proo"'" ~ (pc-J) ", U 1 .... IU, 
10" ... ~ngIy, ,~tin 8 d id _ p<OO",," <y""""'" '" 11""""='< d"'ct. DO Iymphocy'" from h .. ltIoy 
hu""o d"""" lIS). How<,... ti.. "",,"""'m by w __ o ... fio B ''''''!rilo ",U prob"'''_'' ."ll 

unknown no ...... tho p"'''''"' w"'k ..... " ..,d \o , ...... ti&' ....... ",,<honiom by whld. "'V""b n 8 
... d .. ", inhib;_ o( tumo< ",110 p""¡¡" ' ';'''' ""' oIoo . imo<l 10 ............... dIoct o( "'V" .. ~n B 
' n 1Y.ltIoy m~ ..,.¡ on" humon,"""'!!Yoft modo~ ""ng ..... PC_J ""¡ 1-ICT_15 "'111 ..... 

:a ¡_,. <f /o1g<1t .. iIt ~ 

A'II''''''tin B w .. '.oh" d from E ~ .. ,m .. p«VK>uoly .. port«! . ,.¡ purihod .. W"I. by 
"""",,-...1 ~"""' 110,11, It w .. idootiliN by """1""""'" of phyoi<.ol ond "-0_.."", 
"""'tAn'" ( .... Iting poin' ' It ..,.¡ "c N""", .. ""'gn<be~) w;th _ .. po<INl ;0 tt.. 
1; .......... 111). n.o .tructw< o( ' 'l!''"''''' a n 6f,2~R-ló,24-<po>;':15-rudn."""""'.un-:l-ono1 .. 
""""'" .. Figu>< 1 

"r" ,. ~ __ "'...,..."" "1''''. "'-1'.2~"""",,,",~'-""") 

W. 6 ... _ .... "'"" tho """"otr. """, '" ''P'" .. ~n H""¡ """Iotin "'''¡;ng 'o 50'4 inhibi""" 
o( ",,11 p«i;to.,. bon (1.:: .. ) f ",.O<h ", U 1 .... 1\'11'0""0 B lC", w .. ,4 ... \1 f", IICT_IS""¡:¡'¡ "'" 
10< I'C-J. Mc.nwt.ilo, ciopI . ... IC .. w .. do"",,, • .-I to bo 14 ... \1 fe. booth ,.,u 1 __ To ,.....,.ti&' .. 
w~tho. _" ... ';0 H inItib; .. DNI\ ..,pic. _ ......... Iyzod ""I~<y<k P'''&' "'" o( ""I~ """..,; w;th 
tt.. do .......... d , 'V"\ab n II IC ... A • • control aI~ """..,; w;t!o tho ciopI.obn IC .. ........... Iyzod 
1\ .... 0 .. F;gu .. 21\, no oigniIicont dunl!'" in ",,11 <ydo pI-. ........ obo. .... d;o 11CT_1S ""o. 
oho. OI! h o( " .. ,.,..." lIowo,... aI~ .... tOO.,.;th ' '11'0''"" B fe. 72 h _d. ton<Im<y lo 

' ''''''''''' tho p~on o( ",110 ... ub e~ .t_ w;th • ",d ..,bon o( ..... oumb.. o( ""I~ .. e2/M. 

bu' ti-., ........ , .. , o( allo;o S p/>o>e "' .... in«! u..m.nl!"d 1\. ""P"""d. 72 h "."!mm' w;th 

, 1116 

In p"'d;ru.,,¡ <Iov.lapm<nt A l 1""""" In_ df"'" ro ,_tdy ....... ""tu .. , ..,bnun.o. '11""""" 
'" p_ f2l an. 'mportAn' g=up o( ",<mol prod ........ , .... trtu .. d o( Iri~ s....... o('¡"" 

.. rondo"y .-... ......, ohown ""1''''''''' ... "'inIWn .... ""Y .00 ..,,,""""" .rnv,_ PI. 1, n.o 
¡,.", ,""""",d "", """" Iri .. 'l"'noi,," fnh;b;, p."t;¡",mon 01 tumo. allo I~ 1 by d iH..,,,t mochotUom.. 

n...,. con "'""" .. _ [)NA '"!'oc,_ by InlUbób"ll DNA poIy .... .-. ISI ~ .... I [6]. 
..,.¡ ,~,_ 1I 111. l:ltI... 'Y"""''' Iri ... ".....a. bj""" modilic.o_ 01 !loo ",_ .. Irton by 
dopoly ......... g .ron fili<n ]81 "" .n...g;"II !Ioo .. ~ 01 'Y ...... 1rlon p_ I~]' A'l!<nutin 
B ... 'Y'~typ< Iri" 'f""" doriv<d from!loo ...... 01 __ ,. wgmlJJl_ e.O)' (guoy~Io). ... 
... ,lo",ti< p"nI from Nonhom "",loo ond Southwn"m USA nu op<cin n.o 1>0 ... -ro ... ..,....,. 
0I""tw-.1 ... bbn 110-12]. In . f""", wmk. .... d."""",,,,,1«! "", it .. , """"""peO ..... 'nhib/toot of 

J,I-e.""¡ioI bim,,.,; ro """pton .,.. twm.n, ~I""""''' bw_t fUman ID). W • • 1oo r...m 
""t "lI""uOn B inIUbi ... in. _ -<Iopond<nt """"",!loo ro..... ind......! by tho """"'""...,..,." 
12-O-_~lphm>oI-l~ .. (Tl'A~ F_ ........ W< obo<IT«I "", ..",,,".n Beon inhibi' 

..... pnvtk of h"""" rolen eo.anom. ('ICT_I~)""¡ hu""", P""''''' """"" (PC..J) ",U """'1111 

""" ... Ongly, ' 'P''''''tin B d id .-prod_ 'Y""""" "" ... ,-.oc .fó.,.. "" lymphocy"'" from h",hhy 
humon d"""", l IS]. 11""",.... !loo m«horuom by w hXh "Il"n"fin B ' nM .... ",n p,oo., .. _ .. ,.;ll 
u"""""" TI ... " .. tho 1""""" w ",k ...... "",d lo inveo'W'''' !loo .... .n.ru.m by wt.;d, "p',,,. tin 8 

... d"..,. inhit>_ 01 tumo< ",H, ptcl,¡. .. """ ""' "",,,UnN ro ....... '" !loo dIoct oI . 'W"'''bn H 
In h"""'r mi<E,.""¡ en . hwnon ,nqnft m<><Id, "';ng!loo I'C_J""¡ HCr: lS ",U ¡;".. 

1. '1 ... 110 , nd ~ ... 

21. bd"''''<fArgmwill B 

A'lI"""'tin B w .. iooI,,,d from P -s<' ....... P"'V ..... .,. "'pcrtN . m purifiod" _ by 
oon,....,oo...l pro<NWH IIO,n l h w .. 'don,","" by «>tnp.u;oon of phyo;c.lond _""-""Pi< 
<OmtM>'" (moltins po;nt 'Il ond "c N", ... , Mo.¡¡netk Kmon.nc.) w ilh _ .,ponN In "'" 

1""' . ...... 112]. n.o ."""""" 01 . 'l!"" ..... 11. (16j!.2IR_16.2k po>.:15-lridroo;.,;d" . ..... :l-ono) .. 
....,.,." in Figw< 1, 

"pro l. a-",¡ -.. "' ....... "" "(1"", "' _1'.:'~""""",",,,,,,,,",,,,,""-) 

2¿ ArgmlJJlill ~ Jod~,.. ~'" Cltl-CJ<k "~'" 
W. 6 ... .-rnUnod "'" rontEn",-" d "'];C""On B and "'PLo ...... odinf; , ,, 5ffl. inhibi""" 

01 odl pNliIn, tion (l::",) f"" ...... ", n 1"". A'lI""uO" B IC,., w .. l~ ... \ 1 1"" ,1CT_15""¡:>l ... 'f 
ro. I'C-J. M. ... w!úIo. c»p! . ,;" IC", "' .. do"rnUnod ro b< I~ ... \1 ro. boott. ",11 1 ..... To inveoti¡¡o'" 
wh<'¡", "lI""".n B~ .. DNA ...-pIh __ .... ty .. <1 «lkyd. f"O¡;< .... ofal~ .... I«! w'1ft 
..... _<1 "lI""""" II IC,. A,. rontrol aI~ ".. I«! w'ih ...., cio¡>Lotin IC,. wn< ..wy,..d. 
1u ... " .. I'ogu .. lA. no oigniIicont rn.n¡". in ""n <ydo pi...... ""'''' -...ro '" 11CT_ 1~...u. 
01"" '" h of ............ , 11""""", "'~ .... «<1 w,'" ' 'l!<n'''''' B ro. 72 h ......... d. ~ lo 

,""" ... !loo prupon;en of ",u. ... ub el .long ",'ih • ",<1",""" of ..... nwn"", o( ""I~ in GUM. 
bu! "'" .. ..,.... ,;.,,, 01 ",lo 'n S pi.... "", .. ;.....J und..n¡¡od. A. ""F"""'d. 72 h to,,, ,,,,",,, wilh 

:m16 
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ciopIotin producod .. ¡gn~' _ .. of tho p~o.,,>f ",,1" in .ub el J'h-. It . ... "';"",d 

ti-.. po",," t". of ""u. in S""¡ eUM pIv.",~ oIt1oough Ih .. .oo~ w .. no< .;puSe. ,,, o.. tho 
otn,. Iu"'¡, 'honpo in 1'C-3 "'0 <ydo . ".,. -18 h ...... onIy _ .... d whom ti... ",110 ....... incub.o" d 
wilh ciopUtin (Rguoo 111). -.-k .. , .... .......,. wilh ' 'l!I'n''tin B ¡... 72 k ind""'" , .;puSe.." 
i"""""",' in tho PO"l""'''' of col .. in .... el, ' '''''gwilh • ..,j""ti"" of ",110 inGO/el In .,¡ tI;ti"" 
on " .... p«I<dl~ .... <ginolly .;gruocon' i""",_ of ",110 in S """'" w .. _.....J . Ago ... ti... n,,_, 
of coI~ in el/M p>.- _ _ """ d ;,""'-I .,. • .".n .. "" 11. ... conOr_, "'p""" pood....d • """"" 

';gniOC ... , """'""n' of ",110 in .. b el, , long wiIk ti... .. <1 ",,"", of ",lb in GO/Gl, S, ond el/M 
¡m-. ¡F"WO" 28). n., .. _ov,"'" """m to .. _ .. th;o, ''l!''"t.om 8 t!o<o no< inluOi! DNI\ 
"'Pk><. -.. nri",", ""' , "'goti", oINrt "" ""0 ... --. 

• 
I 

UbÜJ! 
~- I ~---' -_. 

I -- I --, , 
i ! , • 

",M'.' ~'".~ . 

• 

! ~- I ~---' --' -- I --, , 
I I • , • -_. ~.n • 

.-", ... ~ ''-''''''''- 8ú.""')'~ ~ 1>= "(~I """ "':;"("I ___ ~ 

...... ,."" "' .. "" _"" .. .....--1): "" .. """" h. A •• ~ • ...-._w_""~ 

............. "" ,. ,.M ""'&< ___ "" .... ...-'" "" ........ _ (U.~ DMSOI- ...., ",lo 

..- .......... ~'" ~ ........ """ "" "'" ')'do_ w .. "'"'r-'''' _ ')'-..try 

...... "" OOC.oq..,.<""'""",, __ 00 .. _ ........ "I!I''''_......,......._ .. ""'" 
'-' """'- .......... anl"""'''''''' ........ , dI."" - , dl.oot. "",,'- , <OIDI' .... _ 
_ oyANCNA _ """7.""""'_1"" __ ' 

:1.1 Argm .. ;" B lMilm CtII f'Idi¡ir ..... !<y ¡JOdtrdltg C<II s..."""" 
so.'''''''lI'''' .. tin B i"; """d ... i...,., _ of ",,1" in .. b e~ ......... , ..... tig.<"d wt..tI..., ' 'lI' n" tin 

H ,on i"'¡""" . poptotic ""0 dooth Afio. i"""""""" of 11CT_I S ond !'C_l ""u. wilh "'lI'nutin B loo
-I8""¡ 72 h. "'0 d .. 1h wao .... ... " d .,. ... ining w ilh """""in V ond p<'<'pidium .ooi"". A .. ho ... n 
in Figuoo l , .'11"" ..... H intI"""d . """"", """"mm' 01."..,.. ..... (7.1 '1:.t ond """"'"' ",110 (1.5'1:.) 
oho.72 h in<ub.o ..... U"""' ..... ".,. 72 h i"""""ti"" , .hgkt ........ n' of .popt_ (~ .J'q ond 

"""""" 1"''1:.) 1'C-3 ""0. ..... _,...,¡ IFigu>< J~ n.o.. _ov. "'" ind"'", "", ' 'lI'n .. tin B 
.. ,....¡,¡" lo ind""". <y' '-'' .l>oct. 11owovu, .... !ud ¡xovKooWy """"""tr."d "", ' 'lI'n''tin 
8 inhib;" ",1] p.oü .... tion. n., .. Ioo-o, in .. . ..,mpl OC> '''Ploin ti... _ov. -. ""'n.<>ro«! ~ 
........ O«! ti... ",110 ¡... , ..., p"""'" 01 ., __ """. Ju ... n in nI\"" U. . 100, i"""l>otioo ... ilh 
"'lI'nutin B 100-72 lo. -. "'1] ........ 1oib;0«! pIomo<y¡>;< <hon!!l" "",......,¡,¡" _ _ .... d 

in alIo u""",o¡;oing""""",,",,< .orlo .. n...,nNl " .. plooIo¡¡y ond .ru.'lI"d ""0 ..... Wt..n """'d 
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f'¡guN 5, ' 'l!''''lah n B in<I"",d . ",d,...¡;"" 01 ""0 pmI;/n. _ ;n . d""-' <i<¡><oo.n,,,...,,..,.;n 
--. 11CT_1S (HSWO .... . ..,.¡ 1'C_J If'¡gu>< !III) ",u.. A ';gnilic ... , .. ~ .. tt... n",nb .. of 

mio w .. _,...,¡ lrom J(l ro 100 >L\I of . 'lI'7' ..... B lo< 11CT_15,""¡ 1""" \o., lOO u.\t of 

"'1I'n ...... B ro. 1'C-3 mio. I~, !hoy ...... ...,,..,. ';gnilian~ "",I¡'" ....... tt... ..... 1 nun-h, 
of erilo _.,¡.,;, .Uf'!""ting tt... _<Y._ !ha, ''l!'''''''''' B ;nd"",. tt... inhb_ of p,ook .. ti".. 
.. tt..., ti.... ,,,u doth A<cord;ngIy, W .... m IHot .... Jys;o of PCNA ~ th., tt...""~ 
of _ m i dwioX>n-_"'; p_ <Io< ..... d w,""n tt... ",D. WftO ""..boted w;!h ' 'l!'''''''"n B 

(HSWO 'lC). 1'", ~ th., "'.-.-.,"'" "' p"'moI«! by . numbe, 01 onb-pmla. ... ,.. """'koruo ..... 
a...oc.. l ""lI'tiv< "'u <yd ... gu\;o..,." """ .. p21, . nd p27, hoY< b. ... _,.,; w ;th tt... .... ,."",,, 
phonotyl"'. n.. .. I_ .... """ .... lyzod tt... nf'"""O"" of pll ..,.¡ pl7 ;n ""0 ,..1", ... "",,.,; wOh 
"'1I'n"'''' Ii 11CT_15 . oo 1'C-3 "'110 ...... _,.,d ,..;'" 14 u.\t ... :¡.¡ ,.M ' 'lI''''''';'' Ii """""",,,Iy. 
n.. .xp....,.;on 01 p21 .,..¡ p17 w ...... I ... "'d., 1~ ~ .,..¡ TI h by W .... m bIotting. A._n 
;n HS" .. ID, .... tmm, w ;!h ' 'lI'7' .. tin B inolOC«! . n ;""",mm' of bo .... p11 .nd pl7 ;n PC_J 

erilo . 1 .... 4S" ;""'''''_ .,..¡ ;, w .. I"'_"n' lo<" lo", TI h .1,." .... tmml In ti-., aK of 
11CT_15, . n ;""""",nt of p11 <>p_ w .. <>I»nV<d . Irer 48 k ."",,,,,n' ond ;, w .. pon;o","' 
"nbl TI h oI_n"'bn B . .. """n< In ron''''', tt... J.v.l of p17 w .. "'" ~;n 11CT_15 
01"" 1~ k . t¡¡<n ..... B _tmm~""¡ . ",du<tion of pl7 '''P'''''''"'" w .. "¡""""'d., n " of 

"'''" .. n< T. bm _thot: "-.-w" ;..me.", "", .... """n' w ;!h _n"'bn B ;OO oca tt... ""u. 
ro W>tÉ'1I" """""'"'" 

To fu"",,, """"in< ti-., onbp"'¡;'",,_ ._, 0I . t¡¡<n ..... B. ;" "OO .onogr.f" uo;ng 11CT_15 
..,.¡ PC-,l ""110 .......... blW..d on m ..... A'"""'Io ...... "",,.,; wrtk """" drrknn' ,,,,,,,,,ntr. -.. of 

_n .. ,," Hor_ (---..,,;]~ T",. """n'w;!h ciopIotin w_ .... d .. . f""';tiv<"",tmI. Ju.hown 

;n RSWO " tt... _'" of 11CT_1S tu ...... w .. ,.;p;Sc",tIy "';"",d 01"" t"""""", .... '" 115 mS/lg 
iJ> < MIOl]. 1SO mg!lg iJ> < 0.(01),""¡ Stl.l mg!~g ''lI'n .. tin B iJ> < O.OCJOlI by doy 11 If'¡gu>< M). A. 
<>p<ctOO. grow;ng 0I11CT_ 15 tumon w .. . 1oo ;r.I,;b;ted by ciop""" (HS" .. M). Ju .., ... ;n Hgu .. 11i 
grow;ng of 1'C-3 tu""", w_ .. ¡;n;sc.ntly ",d,."."j by ... ",,""" w;!h ciop" tin iJ> < 00001. Stl.l mS/lg 
iJ> < OOCJOl. 2SO msll<¡¡ iJ> < 0.(01),""¡ U Sms/1<¡¡ .'11"" ..... B iJ> < 0.0!I) .. ti-., ond oftt... .. p<rimm' 

(doy 11, TI... ' '''''''ty of "u""""" ;. '"'-n ;n ..... ~1g» .. 11::, "" <Nn"" ;n .... ;gt., w .. _ .... <1. 
;..me.ti~ "" .,. ..... '" ,"""'ty w ;th "'Y of ..... t"""""" .. Ow """,," ,ulW'" th.t . t¡¡<n ..... B 
... _ 11CT_15 . oo PC-,l ",110 p"'¡;¡'"bon i.."i"" .. rifriontly .. ,;.pUtin We ""'" """"in<d 

..... I"*'~I.,..,,""" .... icity 01.'11"""';" H in ... .tthy ...... A U ....... 1o ... <Yw..d ..... t"""""", 
,..;"' . t¡¡<n ..... B. No ';g";ficon, dOfk __ ;n8"'"""h_"",,,,"- dop","_ of _;"., .. "",. tooy 
d;ffi<wty, -..w . g¡¡tnOOY< bek.v;o,;",,¡;n man <Io;1y foOO""¡ w.",,,,,,,,,mpbon b._n ..... 
<>p<""",,, .. I8""'P" ' OO ..... un,,,, ... d """""" ...... _ .... d Ih.»po.thoIog>col ..... Jys;o ohowod 

no ... i<k ...... 01 ""."""nt-.... ,.,; f"thoIosJt lkDdoo, no ';gnilicon' dOfk,.,..- in body .... V;h' . fE, 
..,.¡ b<{"", .... """n' ...... _,...,¡ WV;U" 60), .. ~g th., . t¡¡<n ..... B ~ no! _"' ....... 

""",""". ticno ... " d 

2i Dt5ar_ 
11 ....... "',.. 1""""""'; .vi<k""" "", ' 'lI'7' .. tin B _ .. p ,ookt. _ of 11CT_1S .,..¡ PC_J 

m io by ;n.durin8 .. ..-.""' . n.. <y!<,t",,,, ._ 01 """'" <ydotiuno-'Yf'" m"'~do .... oo.," 
-ro.."d w;!h "<ron¡¡ pro-. I"'!'''''''' O<tW;ty [16~ Somo <yd",. tUt-.,- 'Yf'" tri"'~ "'Y< """n 
;,.oL,,,d ond ... "d . ¡¡o;no' ~ erilo. n..;, q""""'" .t>.ct .... """" "'P"""d '" "" ....&.ted by 
oomo poI<n"'l .....,,,,",,,,,,,, n.. .... ... i<k"", _bng .... ' tritnp<noida ;tWb;, "'u p,ook"ti".. 
by ;n"rlonn8 w;th DNA "'P0C0_ [!>-7). In"., •• ~Iy, '<ydO.rtM><-'Yf'" tri,,'l"'.od """'ted from 
C ..... iI*t'. ~ ~ • mo<Ie"" ... tip,ookt. tiv<.Ikct".. hu ...... P""''' '' ~ ",u.. 
I~, ;, w .. _ OC> _ , tt..."" __ oI . n<Irog<m __ ;n tt... ",110 [17). .uggeoting 

.... , tri~ mor mOO~"" ""'"" ...m.";,,,. involvod in ....... gubbon 01 ",11 pmt;k,,_ 

:11130 

f'¡!!"'" 3, "'S"""'~" H in<I"",d . .. d",,"on of <di pmI;/o .. _ in. J""-'d<p<nd.n' ............ m 
_ 11CT_13 {l1gwo M I ond 1'C-3 (118"'" 3/1) ",n.. A .;gnmc.n,,,_ in ..... ~umbo, DI' 

mio w .. _,.....¡ from Xl lo 100 ... \1 DI' ' o¡;<n .. tin B ro. JICT_1S, ond from]U '" 100 ... \1 DI' 
"'II",,"'1m B ro. 1'C_3 mio I~. !hoy ...... ...,,..,. "gn<fiantly ..,..¡¡.,. """ ..... ,,"bol ,,~_, 
DI' mio _"<1«1, OUf'!""'ing ..... _,.non Iho, , __ "' .... B ;m_ ...... inhb~"" DI' p.ool",._ 

" ,h .. ,¡..., "'u J.r.oth A<cord;npy, W"""m bIot .... 1ys>o DI' 1'CNA.t-.ow..l ",", tho """",,""" 
DI' thio coIl diviUoD-........ ..,; p_ <Ioe ..... d wIY" ..... odio ~ in<ubot<d w'''' " '1!"" .. 1in B 

(Ilgwo '!e), 1' ;' ~ !h;o, "".--..,_ .. p","'*<I by. n"mb", oI ... b-pn>Id. .. b"" mochoruo ..... 

a...;.,,1...,ptiv< "'u 'l'd. "'8"10 ...... ",10 .. p21, .nd p27, ,,",ve b .. " -.do"'; w ;,h ..... .......,..,' 
J>I->otyJ"'- n....fo<e. .... n<>' .... lpod tho u~ DI' pll ond p17 in <di ",Itu..,. "" • ..,; wlm 
"'II""tmn 11. 11CT_15.oo I'C_J ",110.....,.. innob"",,¡..-;m 11 ,..\l ... :¡.¡ ,.M . 'lI' ....... 11. ""i"',"""Iy. 
n.. .~on DI' pll ..,.¡ p27 w ..... ol ... .,d al 1( f8, ond 71 h by W .... m bIomr.g. .... _n 

in 1111"" ~, .... !mm, wi!h "W"' ..... B ind...,.,j ' R """'mm' al botl>. pll , nd p17 in l'C_l 

.-.I1o . ftcr 411 h """bob"" ond it W .. P'''''''''R' 1"" .. J. .. , 71 h.- "". tmml '" '"" .... DI' 
1ICT_15, ... me"" •• ,." DI' pll .. p_ w .. <>i»<n-<d . ftcr 48 h ......... R' ond "w .. p<n»"'" 
"R"ln h al "'l!"""'bR B b .. tmont In ron ...... tho _1 DI' pV w .. _ ~ In 11CT_15 

_. 1-1--4>l h ''P'' .. tin B "" . ....... ~.oo. ",dU<tóon DI' 1'17 '''P'''""ion w .. ~d .. 72 h al 
"""""Re T.bR "W'''''"'' __ ,.jI> i,..¡;", ...... ' """tmoR' wlm ..-¡¡en""R B loo .... tho <dio 
lo.oo.ogo ....".."..,. 

H . Iorgnt""¡" B 1W"""n. .... G"""'~ ¡" VIru 

To ¡,,""", .. ...un. "" ""bpmII __ .Itoct al ' 'II"'' .. tin B, m "'" .~b .,.;ng 1/CT_15 
ond l'C-3adlo ~ .... bbohrd In ",ro. AnimAlo .......... ..,; with """" di"""",' '....,R ... -.. DI' 
''lI'R .. tin 8 ... ..-10 (~.,;)~ T ... tm<R' ... ith ciopI.o""w .. ....,d ... pooItiv<control. /uohown 
in Flgwo 1\ ..... ,...,..-m al 1/CT_13 tu""", w .. >Wú!icantly "';U<r<! .h<. "" ......... w lm 115 ",gil¡¡ 
fI < (I.00I). 1'5C ",gil¡¡ 1,0 < 0.001). and SOO m¡¡/~g ''l!I'""tin B 1,0< O.oo:n l by doy 11 IH¡¡wo M). A, 
<>p<ctOO. gmwln¡¡DI' 11CT_15 """'- w ..... lnhibitOO byciop ...... I11S" .. U ). Ñ., ... in FIgu .. 11\. 
grawing"¡ I'C _3 ... """, w . ,;gniS<anlly .,d,..."J by ". .!mm' wl!h _ !o." {/I < Il.{Oll \ 500 mgll¡¡ 
1,0 < 0.1001, 150 "'IVkg (/I < 0.001). and 115mg!kg "'P"totin B Ir < 0.05) ., "'" ond .,¡""' .. p<rimrn' 
{d.,. 11 , n... '""i<ity al ".,."""" .. .. oI>ow-n ;n ..... . 1g» .. 11::, "" m.nll" IR .... ;gh' w .. _.,..<1, 
i"'¡;"'ti'l! "" or''''''''' ' ""i<ity wim "'}' DI' """ .... ,."... ... Ow "",,1 ... ,,&!!"" th;o, • __ ...... H 
... _ 1 /CT_15 . oo l'C_l "'~ p"'¡do.-."on iJr " "" • _úy .. d'pLotin. W~ ... ,,, ",...un.d 

..... 1"'"' ..... 1 or,."n" ""klty "" ""Il"''''tin 8 In IYoIthy mIa<. A U.ru.n.1o ou ... ""d .......... m ... " 
..-;m . 'P" .. tin B. N.o ,;gnfkont difj., """"" in !!"'"".0I .pp"" ..-.ct, <!op..,..u. 01 ",m-ity, .. ~""Y 
dil!iculty, _ ~vo hohov"", ond In .......... ty f",.] and w .... """"m~ t.,"""""' ..... 

""l"'ri""'Rul _,00 "'" "",.,."d""""""' WftO -....d Ifutopothologlc.I .... 1ys>o obowod 
"" ... ü ...... 01 .... """ ...... 10..,; potholozy &oidoo. "" .;gnmc.n' di!fe.....,.. In body .... ;gh, _h<, 
and bo{"", .""""'R' ...... _,.....¡ IHg"" 6D). ... ~ ",", • __ .. tin B lo no, .... " ....... 

«>ne<n".-" "",,<1. 
H. v..ar_ 

11 ... w< tu,,, P""""''''; .vid."", .... , "B"' ... n H _ .. p.ooÉ .. _ al 11CT_13 ...,; l'C_l 

mio by in<I""-""'¡; .. .-.-0_. n.. 'l'""",,,.1hrt al ...... 'l'-""""'YP' tn~ hoo beon 
-..;...,d wim " """'11 pro-"I"'!''''''' o<""ity 116~ Somo 'l'd" • .un>-typ< tn"'~ ,,",yo '-n 
...... "'d .,..¡ .,.",d 'go;"'" ~ «110 Thri. 'l'toIo>" dfect ..... bo.n '""""",¡ '" t., ........ t<d by 
"""'" I"'"'ntiol ___ n., .. ;, .,.0""'"_ .... ' tri~ 1nhIb;, "'u p.ooÉ •• _ 
by inEn.nngwim [)N/\ '"!'oc._IS-7J- In",,,,, tingly, ''l''loor<on<-'YP' "'''''l''.od iooLotOO b-om 

C.-..... ~ .. .t-.ow..l , ....,...,..., .. antip.oo" •• tivo'-' "" h ........ P""''''' ~ odlo. 
1--""'-, ~ w .. _., inhih, ....... __ DI'.n<lrog<-n """1'_ In"" ",El> ll ll '_"fó 
",", "' ... "....a. mor mOO~ .... """'" _nIo ... __ In ....... guloti"" DI' mI pmItIo .. _ 

:!lIJO 
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To. n" o/. li S] Nf"""d ""', _ n<lroI., ond ;ooodUa;on<lrol., .00. ... ""d thrir <y""""" .fkct 
v", GO/GI . no" .00 ..,¡"quont ' 1"1''''"'''. n.. ....... ;_ -;"1\ ""', <)'do . ........ typ< 

...... 'I"'noOdo .... y ;n<I""" bott.. ",.,.tab< ond <)'""""., <11.,0", ;"""",;n¡¡ ti-., nwnbn 01 ",110 ;., , ub 
G~ .n<I . ""'<in¡¡ ",110;" S""¡ G2/M pt- ] I~t A,..,.,.-d;n¡¡Iy, .... _ ""'¡!N' ......... n' w ;th 
"l!I'nt.onn B ;nd»<ed • ,,~, ;""" ... n' ;n ti-., p,."...., .. , 01 mio ;n .... Gl A""mulo."" of 

m I> ;n>ubG~ lIiIIO.bo been <locwnented toOC<1.l''' ' "'u .... ,"'''P''''''' lo p:n'I1'fful ft>Ictiv< ""l'!!I'" 
~,"' .... n8 <OOdo_._!N, ieod, !Ioo ""0 OC> d.volop . ron,m ... of .. , ,,"","" ]lOt 

, , -- --
~ ""- ... .. "- JI-I]-I - "'- IJ~-

¡ -"'-- " ' -I I ---I I 

- .. " -- -, 
I t t t 

, o --• - " "-
I .. - "'-. ... -.... • I --- I . .. 
t 

• ¡ " I 

.. '!l . .. .. """.....,. "'._ '" __ ... _ A ... """" """';,y '" _ .... " .... ........... .. _ . ...... ,....,.......,w ... "Cr_IS(A) .... PC3(~_ M"'--' ... .....,.w 
~_ '" _ ...... -'> .... '" ......, "" 1>-_1 " ...,. ••. 7 ..... l4. .... f""'" 
__ ..., "'_ ~ SU! '" _ ........ ~.........,.. of ' ~ < .. "" - ~ < ....... 
.... ' M, <UIDII ... wIw<2, _ --.. I<--_y An:NA .......... T"I;ry-~ 1'''"'-i00i\; 
(C) ." .. .....,. of body ...;,¡to< ......... _ ....... (O, -.... ka"'''' '" __ " w .. "'~ .. 

_of_=' ....... _....-...-."'_ ..... ....,......"'. __ ............... 
~ ... ?...... no. w<'ll'" of , ......... ,... --.. """'Y , .... " doy .......... 
.......,.~ ..., -..... ..... ", ... --
It "'" boon.!oown !N, tumor growUo-; .... b;'ooy _ .. Itib;"d by no, .. '" 00ft0p""nd., ""h 

.. .............. <on'" .ttribuEd ro !loo ;oo ",,"on of ",n .. .-.-."'" ]n ,Zn '''' .. .... _""'¡!N' 
mio "",1Nl w;th ,'V""tin B p .. "",,1Nl phmootyp;< ,,,"",,," !N, """,mbIod _ <I<_d ;., ""Iloo 

"00.'11<'''1\ """ """"', .udo .. fLo ' t<nod mooploology ..,.¡ ..... ~ ""0 ..... In -. onIy . 1"" 08 
h ""'" '''""w' . .. . rid.n' .00 .. n h .... """n' 66'!:. PC-l, ond 0'1. IK:T_IS mio ...... poo;.vo 
lar.....,,,,,,,,,, .....oo.ted-i>-II'Ioobxu.. 0<tiv;'Y. C.II~". "'.-.-.""' .. . """,pi<>, mul.'''''''''''' 
rond;",", 01 • ...,."d growtlo. s...,..,....,.,._ "d "gno""I\ p;otlow' J" "" . .... ;"'P"""'" ",,11 <y'" 
""11'_ ..gu"ron, 6b p21 w hKh .. . ""'''8 ; ..rubitor of <)'d~t ao-. [D 1 .00 p27 

wrudo ... "'11'"'" ",gut.tor ofGI!""8'"""'" ]14; A<rord;ng!~ """xr-'" 01 pll w ... J.v. "d 
;n 1'C-3 ",o. .. . __ ro .'V"tatin B " ,,, ...... , 11owa-o< ti-., Iovol 01 p:17 " IK:T_IS .., ....... d 

"...n.nwd durin¡¡ ti-., ru.,.jI! h of"."tmm~ .n<I doo ... .,d .. 7.1 h In """ .... ~. , ,,,,, . J.v • • "" 
ot p1l ,.... .. w .. <I<_ d ;., boIh PC_J, ond IICJ_IS ",u.. In ~""" w ;tIo "'" " '01", p" v'ooou 
"'P"'" hov. """"""".tOO !N, a./Ub;_ of proh .... . "" .oodo .. ~ ..... ""n. ..... [151 ond 
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___ ,...10. ",,,,-21",, 

cdo<=;b 1261 """""""Iy ~""" .0 """"mm' o/ p21 "f""NK'n .. dd.,,,,,,, =Ion ~~doriv<d 
edllo-. N.v<rtho .... , od.o~ .. do"v. tiv< 1)1'1\ p.ooocN no d.onp; 00" .... 0 . "'~ o/ p :'7 
;0 rolen e""",~_d Colo 205 ond IIT_29 "'u h"", 1151 w lw. cdo<=;b ~""'" • <Ioao ... o/ p:'7 
."..10 .. .hort tim<o nrn¡"''- (t>-li ' " 8 ht foIIow.d by .., ;"""' .... 8 .. p_ o/ pV . , U h 'o 
11CT_15, 11CT_29, . 00 Coa>-2 ",U ~_I26~ 

0.., ,,",uJt. ahowed tIu, .'11"" ..... B ;ohlriEd ",,11 p'OO .... .-, <Io< .. ,.",d tIoo .. ~ o/ 
PCNA (p.oo .... -.-tclol«! " ....... t ..,.¡ .too ~"",d ... """' .... 0' o/ p11 "f""NK'n ;n 11CT_15 
""¡!'Col coIlo. It.,.;u "'''y ....... b"8 OC> do" .... ,..;1 .<¡¡en ..... B. __ • p""'''' "voiv<d 
.,.;th ",Ilulo, .,,....,.""" _ .. pI<, p5J 00" p..,;n¡¡"m .... Iooy_w.. 

so..c. thio p_ "'" bo.o .....,o"ted w ;th • NU .,""""""" ... t<; "" .. oboctv. -.. 1'""";0. 
... ;<!m<o OC>'''PI''''' "" loc' tho, .. _"'bo B ;00""" .,~. C.U.,¡., _.ese",,,,, • "''''''''.y 
~",d . 0 ;mpo.-ton' "'l!'" ro. """'" """""n, ........ ,¿, .. " "'-<lo '" ... ;""v.,.;b!o 
obotn.obon o/ tho "dlulo, d wUOoo «"""!y. M"""""" tu""" ",O. "'.vo'" .. ,"""',"" moduruo_ 
.. . __ k> c!oo""""'''py ond .. dX>thn. py 1271 

Cdlulu ~ ~"",d by . _.lnown .. ""' .... , ...... "'..,."'" 127 ~ It """"n w;trun . 
week o/ .. posu .. lo.ub ¡"dW .-.... ~, PC.-J ond IICT_IS ",,110 ""' .. oboctv«l """" <by • 
.too. _o ... "" B "".tmm~ _"o¡¡ "" ;00_ o/ p ...... tu .. .. ,.,"","". n.... •• vid."", 
_g tN, o,''',, tritnp<noido coo ~""" .. ......,."'" Fo.- ...... _ a....g" _. 1181 "'P""'d 
th;o, pno<I<noI F, • "'''O<Yc¡;'' 1ri"''I'"'''' ........ d f""" Ge"""- .. bmt"..... ;..!""" "'''''''''''''' 
.too. 18 doy> o/ ron"" ........... """nI 0/1kpG2. Sim;I .. Iy, odm ........ -. 0/2tl--1lO "'" ........ tr>I 

"'" ¡,., ... .. pon«! OC> proó"'" .,......,."'" .. Iun¡¡ """'" ",,110 .1 ... lO lo 11 doy> _.- I1n In 
ohu¡> ron""'" '''''''"0''''-'' 0/2~ ond J.I >L\t ' '11'0''." B e ... ~""" ,,,, ... ,."',"" .. '-"">fIu.nt .. ll 
ooItu ... ;o onIy ~8-72 h. 10""_gly, romononly " .,d c!oo""""" " p"""' dru8',''¿''' ciopkoh 
d",OO"Ub;rin. . ,opoo;o. ond _ ,'""'*'",,,,_ ;nh;b;,on . .. "'po" o/ ;OOuciO¡¡ "'~ 01 

e""",. "'~ w""o thoy """d .. vo.,. Icw """""".-.. 129;J01 
In "" r-n' .tudy .... _tv«l !loo, _0""0 B , ... ;,.ru¡,;, tIoo groovth o/ hu .... o rol", 

e ........... (IICT_ I~ IC .. 1tl ~ i 5.50!) ond hu","" p-.. .. """,,,.¡!'C-l, IC", J.I.14 i 171 ... \t) 
coIl h"",. W. lnonv !loo, triE'I"" .... ,¿, "'"""" ..od ..,.¡ ""'tyl-k.owdli< .cid w ;th Iow <y''''''''' 
"'.,,_ ahowed ..,of"cüv< ... btumo<."""''' ""'" ."""W.f' modd. I'o,th thio .. m;oo. .... _ 
"' .... ..... " "" ."htu"""""",,, 0/ ' '11'0'',", B .. . . onogr.ft m;" ",oood ... in¡¡ PC.-3 . oo 11CT_15 
hu .... n"'Ut;,..., 

0.., ..... "" _, tIu, "lI'0""0 B ... trict> IICT_IS . oo !'Col "'~ p'OO .... .- Ot"", .. 

• _'Iy .. cioplo"" r " qu,,"tly, Ot "'" " .... g o/ .......... " tu""" . !!'oto ;. ",mod ou, "';'l! 
d.;1y odm;";",-,tiono o/ tho d"'lló fe.. IS--doy. ponodo. W • • 1oo do""""". ted tho, """" _ l.y 

odm ....... tiono o/ . '1I"" .. bo>-H ....... """gh oc>;,.<I"", • • ;grutico ... <10< ...... o/ tumo< _'" ..-d 
prod"""d no _., .fl<ct. "" "" .. 1"''''''''0 .. 1 ........ 10 It "'" _ ,J..,!Ioo, tumo< ",,110 con 

undo'1\" _"'" .. "" .. ""I""W" k> <hnnotho .. py. M;,obo . .... , • """""lIy "'" ' <* .... d by ",lit, 
..,.¡;,", _001 by ",,11 do. th Th ... , <y_""' ",,;v;ty con bo foIIow.d by coIl do.th. lo f .. , 

.....,. <y"'""'"' . !!'o, .... pri....,;ty ,.,..,. ... "' 131, Th ...... mulob", 0/_ "'1"""'" • now. <by. 
~ .. d . .. """"I . wn-'o .,,,"""''''.,.....,,l In _ wod, .... hovo ohoovo !Ioo,_"","" H"n 
;ohlrit "'u protiIor."on by ~",,",g ""Ilulo, .. ......,.""' . 11owovot, tho do"""",..-.""" o/ ,.,..,._ 

00" ""'-!y dop<oo. "" " p<ri""'otol rono!;-.., >O ; , would bo ""po.-ton, k> " " . 'l!"" ..... B 
undo • • w;do 'onu o/ d,...""¡ tim<o oc ... d u .... both Ot "'ro ond Ot "ro '" ......... '" ;lo 1""'0".1 
phumo<o_.I,...f,,_ 

.l.l Dnigs.w Rtog<!tIS 

Ro,wdl P .. k Mcmoriollowbtu .. ""d;um (l!rM~ 1640) w .. _;".,J f""" Co-... ~_ 

'No:, U,,",- .."s ("'" """"" ..... mt lemA, .",~ncwo ft ..... L-gtutom ......... ","",,",,, '''''' 

11132 

_ "'.,. nll, _m", 

_;b [26L ,~tIy md_ '" .......... , o/ p21 .. pous;on .. dd.,,,,,,, """'" """"" ..... riv<d 
<dI 1"- N<v<rthdna,...w...d.oE <k,;,..ti", DI'" f""'lO<rd no ~ o.- .... n o ",ducbon o/ p:'l 
in ooIon CM>OO~_d Colo 205"'; IIT_l'I ",U b .... [25L w hilo _,b md-.l ,doao_ o/ p:'l 
"""lo ., ohcrt timo> """'-. I~ lo 8 h),. follcw<d by .., u.a. .. ing <>p_ o/ pV . , 2~ h '" 
HCT_15. IICT_l'I .• nd Caa.-l ",U Imoo [ :'6~ 

0... ","olto ohowOO "'"' "'11"""';" 6 ;nh;bi>ed <dI proIilo..oo.,. <Ioe ... ",d tfto .. ~.,¡ 

!'CN/\ IproIik .. -.-..btoxl ....,. ... ~ ond aIoo md"",d on _ .... "' o/ p!1 "'1"""'_ ;n IICT_ ~ 

ond !'C-J <dio, It MU "''1' "'E .. ,ting "' ""E""'no ;1 "'11""""" B offe< .. """'. p_'" ",volv<d 
",;oh ",Iluw .. _""" _ .. pH, p5J "" p...aúl.om"",""Y ~ 

Sine< ..... p_ "'" bo<" -notOO M t!o • "'U """"""""" "'''', ....... _.v.b _ ~ 
... I<!ma. "' "'PI"'" .... loe' tho, "g<nto~" B Ind ..... .,~, C.1lw.. _oc",",..., lo ",""",y 

.......;do .. d " " 'mI"""'" .. o¡;« ro. """"" "".""'n, _"'" .. " lo .... ro ." m....,.;bIo 
01>0"",_ o/ "'" ",Iruw " ... _ .. poaly_ M"...,...., tu""" ",U. _,.."'..,..,......., __ 

.. , ""f"'""< ro d.<motfy"py """ .. ,d;",tOO,opy [271 
Collulu ..,.,..,.,... md .... d by._ lo kDawn _1"""",,,",, .. "'''''''''' r27 ~ It """" .. w;IItin, 

W<'<k o/<>P""''' ro.ub "''''''' ._, -....", I'C-J .,.; 11CT_15"dlo ...... _..vN 11"", doy • 

• Ito. ''l!''"'''''" H "".!mm' _nng .... Ind""""" o/ p"' .... tu .... ,.,"'"''''', n..... lo .vid<"", 
ohowing thot""", tri~ con ind""" .. .-.."'" fU ...... n<E,. a..n¡¡" .. [28[ "'I"""d 
tho, pr<><IorioI F, • "'''"'YdIc Iri~ """Ed from c;..,<>Imno _Imt ...... , 00""'" .,,,"""'''''' 
01.,. 18 ""yo o/ .".,,,"0,,,," "" ..... nI 0/1kpC2 SUn'Io.ty, -"_._ 0/2tI-.5O "M ........ ".,¡ 
"'" b. ..... po<t«I ro proJ ..... ..-."'" in Iun¡¡ """"" 0.110 of ... 10'" 12 doya __ [l1 t In 
ohup ron ..... ronam"""""" o/l~ ond :u .. \1 ' 'II'"''.n B ,on Dl""" ..,..,..,....,. in oot>Ilu.nt .. U 
""", ... In onIy ~ih-:! "- In"'''_gly, """""""r "",d <+OO",oll, ,," l"'u"" drugo, -. .. rioploh 
d ... ~ otcpoo.ld< ond ""'" ,~,_ mhlblton.,.., ""P"bIo o/ ""'»<in¡¡"'--"'''¡ 

, ....... ",110 whon!hoy .... d in "''1' Icw ~"."""" [2'<.JO~ 
In ..... _n,.tudy .... _....,¡ "", _n"on B """ _t ..... ¡¡rnwlk o/ h~""," rol ... 

,.mn.om. (IICJ_ I ~ IC., 1t14 i 5.50!) ond h~mon P",""E """". (PC-J. IC., :J.I,U ± 3.71 ... \1) 

mI u""" W. bnv ""', "'E"" ..... "'" unoiK..,d ond ""''YI-hoowdll< ocid ",;Ik Iaw.,."*"'" 
_vi_ohowOO ..,.I.,ctIvo anbtumo< _ in __ '''''''8'''~ modo!. W;,¡, ..... ;., _ .... _ 

"' ........ " ..... ."b tu""", _'iIy 0/.'11'"1.,,'" B;., ... ,''''!!..!! ".;.,. modol ..... g 1'C_3""" IICI"' 15 
hu ..... "'UlinH 

0.., """lb "'SlI"" tt.., "'II' ..... n 8 ""'''''''' I ICT_IS .nd 1'C_3 ",110 proIilo..-. i1I "'" .. 

_'Iy .. cioplo~n r .. 'I"'"!ly,;" """ """"g o/ ....... """"''''''' "H""" lo ",I'riod out ""'11 
""¡Iy od_ .. bono o/ "'" d"'ll ro. I~. p<riodo W • • 1oo <k"""", ... ted tt.., ""'" _ k y 
od_ •• bono o/ "'II"""ri"B w.... ."""gh la md""" • oI¡;nIlk .. " <io<w..., o/ ' """" _Ik .. d 

p""'''''''' no"'''' .""rlo ... "'" "I"'rim<n"] .... ""'10 It "'" -.. d •• • "", """'" ""lo om 
u_'!IO "'","'''u ;., __ '" m..n.o.n.''f'l'_ M;,,,,", ...... , ;. _1Iy "'" ","",Ed by "'~ 
ond it;. ........ od by 0.11 <k.1h Thuo, .,._ .. ,;., ocllvlly oon bo _ by...,jl <k.1k 1" f .. , 

.....,. 'Y"*"'''' .lI'n' .... pri...nly <J''''''''''' [JI , Th ..... ""'u¡,,"~ o/ tIúo tHf"""'" lo ........ doy • 
.......;do .. d . .. b<n>I . wn-'> ""....., ..... On ... " In ""'.....",k. .... hovo oOOov" ..... ,_"""" Bo", 
,nh;bi1 "'u pmIWtooon by indutin¡¡ ",1 .. 10, ".--cE""'. I¡"""""", tfto de ....... " • • "" 01 <'J"DO"'" 
o.-.,..-Iy <kp<nd. on <>p<ri""'nt.oI rond;bono, '" i! would"" ""I""""t lo.,., .. S""to';" B 
u_ •• wld. '"'W' o/ _ ond timo> ."'.,du .... both;" "'''' """ ;" """ ID ... 01 ..... ; .. _n"'l 
p .... """"'''''''.I ,.,¿,.1n<a. 

.U Dngs .... lW¡,vm. 

Roowoll P.,l ~kmorioll_,o" ...,d;om fKl'MI-IOI«l I "' .. oboo¡""; from C . ..... ~_ 
L'Ie, ll",," RIS ¡" .. , bovu"" .. ",mI, EOT .... omphoEnnn ft ond ~uwn ......... ""'""'"" ""'" 
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G;bro, BRL (G • .oo lsIond, NY, U!W\, Trypoi" DMSO, I'r«pid;~m io<fuIo, Il~t J3312 ..,.¡ 
ciopIo .... (d~[)¡.nu""'I'u"""m (111 d ;dori<lol w... obu""d fmm Sigmo-Aldrich (SI. u.w., MO, 
\JSJ\I. A""""; .... V-~lu" .... ;run¡¡ k;, w .. from _loo Diognoo_ (Gmbl~ M .. "n""", Gonnony~ ..,.¡ 
50.-.._ ~""w.. S .. ;oting K;t w .. oo...;nN !Km edl Sig ...... g TothnoIogy (o......, MA, 
\JSJ\I. !l;gt.-q...Hty w.,., .mpK,..d OC> f""P''' ooiu-" w .. obu; .... d lIuo.tgh • M~1i-Q R .. _t 
1'0' . ... Sy."m (e""","""",l v., .. , Sy ...... ;~] r-, 'IX, USAI 

Soiu-" 

l*d ooiu-" 01 ciopu"n ...... I""I"'",d "' .. 1"" ooiu"on (1 "'lI/mLI 10<;" uoo .tuda, ..,.¡ 
;n DMSO(20 mMI ro.;" dlro _L A'lI'7'''"n H (-lO mg/mLI w .. d_ed .... lrov;,g;n---" 
oo. Stock ooiu"""" oI''lI''''' '"n B (20 m.\I) ...... I""I"'"'d .. DMSOfO<";" "'ro -..y" .00 ._d . , 

WC 

.I.¿ ,_"'..-'\rR"''';'' B 

"'lI' ..... bn B w .. iooLr"d from _/w _ _ g<>r'.'" _ p .. riouoIy "'P""'d [10, 11 ~ 

.1.1 CtlJClIi"",. 

Tho h....,.. colon an<o. 11CT_1S.oo proo"" an<o. l'C3 ""0 1 .... "",d .. ""'.rudy ...... 
p~ f""" AKC (11CT_1S CCL-ZlS ... ..,.¡ PC_3 e Rl,IU'!"'l(Roch illo, MD, l!.>I\, Tho 

eolio ...... ""'_Ir rnoin .. ;no<! .. . monoIoy<, .. RPMI ,uPI'" "",n"'d wiIh 1"'- i ... , ti ... "d FIIS, 
1SO U/mi .• ""ptomyc'<> .ulf.,., lOO ¡U/mi. p<rucillin, n:'5 ms/mI ..... r!-rrin B . nd 1 mM 
l-j¡lu ... m ..... .00 ~t«! .t JI e .. . 'l%Cü, . tmoo¡>h< .. . t rugh humld;ty. C.I .. WftO I.."",,,d 
with 0.025'1. Trypo" ' ''¡ 1 m..\t [mol.. s . 10' "' u . ...... "",d.d ;n %-wo U pu_, ond ;"",bo"d lo< 

1 h. n.. "'110 ...... "",,,,d wiIh _ ng ""''''''''''"''''' (1 k> lOO .. \tI oI ' 'lI'''',""n B or 1~ ,.M 
ciopIo ..... dilut«! ;n 0.2% DMSO, k d S h . t 37 e Aho. diocMding tho ""d;"", tho ""u. WftO r...d 
by edd",g so ~L 01 roló, S<l% ~t;c .. i<I, ond ""'n """""t«! wiIh O. ~% . u.l lor+.od.om .... (SIl1l 
5;11"" a..m;c;,101 lo< JO m .. . t room .. ml"" ' two. Af .. , woolUn¡¡ "'- ""- w ;th 1"1. 0C<tic orid ..... 
pu ... ...... . ... dric<l, .00 ...., p""'in-bound SRB w .. d iNolv<d w ;th T1!I7.M1\ b,r ", lO m.\ 1 Opti<ol 
d."';ty w .. ..-..... d "" ... HJS.I< pu" ",odo. (El. Il00, BioT.k. 1'0''''''''""', VT, \JSJ\I "SIS run. 

n.. ''P'''''"n Il ... ciopIo .... """"" ... _ prod ocinS ' S<l% inlOOi"on 01 coII proIik .. "on (IC",) w_ 
d..", .. .-I Io< . .. h ""0 IinoL 

:u , . I'IowCy-..tt1< """"""" 01<:0" Cydo 

e d l ",d. w_ d.HrDin<d by lIow<y' o" .. "ric -..yo lS 1'" ",,110 ...... _ <Iod in 6_w.u 
pu". ond ;nrubot«! w;'" ' 'lI''''''"'' 11. "",bol ",1tWH --.d tho "' ..... oo/v..,t (n"" DMSO) 
for ~8 ond 71 lo. Col. WftO huvo. t«! by "YP"inWoo., w""-l with I'I!S ond ", .... p<nd.d "' 70'4 
.thonoI .. 4 e fe. .. lo." lO min. n.. ... "", eolio WftO w_d w ;'" PlISond ;nrubot«! lo< 60 min 

in . ooIu_ '''''Id;ning SO UlmL RNA .. in l'I!S . t:JI C. n-.. eolio .... "' w. oIood w;'" I'I!S""¡ 
. Id""'; wiIh . ooIu_ 01 10 ,.J./mL propid;um iodi<l< in I'I!S (SO I'IVmL\ lo< 1 min n.. ", U <)'<10 
diatribub"" w .. onoIy>ed with . fIow ",-.o ... FACSC • • bur (&0100 IJO<hnoon, F .. nkl .. Lo .... NL 
\JSJ\I. 10.ooJeoIlo ...... . ... Iyz<d wiIh...., BDCollQuo<ot r.o Softw ... (Ilcdoa 1};ok;""""1 

3.3. l ~1owey-.._ ""_onolA~C.11o 

T ... t«! ..,.¡ "",bol, .¡s ..,.¡ n h. 11CT_1S .oo PC_3 "'110 ...... I.."",,,d by "rpo;n ",lo..., ..,.¡ 
w. oIood .... "'" w ;th _ «>Id I'IIS. Apq>""'" ",,11 <leo'" w .. d......,in<d ... in¡¡ "'" A """"in-V_Flu", 

.ldjnj~ ki~ oocad;ng k> tho ... nufoctu ... ·• """"""""" e d l .. mpb .... '" . ""Iyz<d "" "'" 
fIow",,,,,,",,,,. FACSC.lb" (11<""" Dickirwonl. 10)XlJ ",u. WftO .... Iyz<d w;'" BD <:OUQ<-t 

~--

11133 

_ ,.,.10. m:»-m" 

Giboo, BIU. (G.ond bIond, NY, U!W\, Trypoi" DMliO, I'mpdlum M>.iid<. 1l00d00. J3312 ond 
ciopIorin (a~!lWn"""",!.fin"m (111 dKlori<k) w..o obu""'d fmm Si¡¡mo-AIdri<h (S< t..wL MO, 
USA~ A""",in-V_Fl"",,-,. lO' w .. _ Roch< 1Xo¡¡noo- (Gmbll M.nnhri", Gonn.ny\ ond 
s.......,..,. fl-C~ooi<I.ooo StAinlns K;t w .. oo..;",.d r.-. CdI Sif;nohn!! Ted . ouIogy {o.nv., MA, 
USA~ III~I"" w . '" .m~d lo f""P'''' ooIu-"w .. oo..l .. d thmugh . M"~ ~ __ , 
W .... Sr'''''' (C ... _,...¡ 1'0,,,. Sr ..... ; ¡,] ,,_ 'IX. \SA) 

Stock ooIu-" ot dop!.om .... ", I""I"'",d In 0;01 ... ooIu."., [l "'lI/ ",l.j foot;" 'TOO .tuda, ond 
In !lI.I5O (:!l mM) ro. ;" alr" ....,.. A'S"' .. ';n B (-lO m~/mL) w .. d ....... ed In .. Ir. vb-gin...-.. 
oil. Stock ooIu"""" ot "'P"'btin 8 (20 m.\I) .... ", I""I"'",d In D.\!SO lo<;" mm ...y" ond ._d . t 
_wc 

,l.ll_",.,-Ar¡rm"";" B 

"'1!I'ntmn H w .. iooIa .. d fmm _""'lit .. _g<lI' •• " " po<rioouIy ~d [l~ 11 ~ 

~l CtIIC"It'I1f' 

_ hwnon """"~. 11CT_1S ond proo"" """"'. I'CJ ,,'O ........ d In rhio oto<Iy .... ,. 
pu"'-<! 1""" "K'C {11CT_15 CC[c:!25'~ ond 1'C_3 CRlclUS"'l (R",kvillo, 11.10, U!W\~ _ 

<dio ""',. ""'_Ir aWnl.,,;""; .. . monoI.y<. In RP~U "'PI'I<"",n"d wIIh l O'!:. _.,," FRS, 
Z50 U/ mi . .. ,,,ptomyc'o> ouIl", .. l OO IU/ mI. I"rucillin, Q2S m~ml. ampro..ricin B.nd 2 mM 
l -j¡luturuno, ond Innobo"'; ,,17 C In . 5'l:. Cü, .tmoo¡>ho ... , 1U¡¡Io lo.u,,;.Hty. CoIIo Wft< """",,," 

wlIh O.1Y.15'!'. Trypoin . ,.¡ 1 m.\t EDJA ! 10' '''Il00 .... ''' "",,<kd '" ........ U pu.,., _ in<uloo"d foot 

1 h. n.. "'¡¡, .......... "'0 wIth in<muing """""' ... ,; .... (1 '" lOO .. \1) ot "'lI"""'~n B '" 1~ w.' 
ciopIotin. oilit,..; ID 0. :1% DM 50, Io.~g lo • • :!; e Ah<. ~g ti.. ...,d .. ", ti.. <dio WftO ... «1 
by~.!In¡¡ SOl .L ot ,oId, !5O'J:. ~"" .. I<I, ond ....... _1«1 wIth o.~,.. , ullot+.o<WtUno (SIl!!. 

!OS"" a.. ... 1<0I0) foot JO aUn a' """" tnnp<"""". ""'" w-.. ...... """" w'Ih I'J. """"".00 .... 
p ........... . iHln.d. ond ti.. p"''''ln-bound SRBw •• d_d wllh T1!17MA bo", lO mM Opbcol 
<k""'Y w .. ....-. .. d "" ... HJS.A pu .. ,.odo. (H Il00, s;.,T"' .. W""",,,ló, vr, USA) " SI S "",

n.. "'P"' .. "n B. ... ciopIotm "" ... , .. ",.,k .. ¡m><! ""ins' 5<P'4 inhIbi_ ot c..u 1'",1110 ... "., (IC,.) w .. 

<k.",,,inod foot."""...u """~ 

:l;l, ~ ''\owCy""",""", ""«cUan "'C." CY'" 

Cdl ",do w .. <k.,,,,, ... d by !Iow<y""'''''ri<...y.. U I tI' mio ...... _<kd In 6-weU 
p¡'". ond """bo"'; wl'" mpntotin B. """bol ",ltwH _Iv..! ti.. "' ..... oo/v<n' (0.2'1:. OMSO) 

{o, ~8 and 7, h. C.¡io W<'!O ........ ,..; by "n'"1niz,,-., w..t-..d wi'" !'SS and ..... 'P"nd.,¡ In = 
.""""" .. ~ C foot al t. .. , l O min. n.."""", «110 ...... w_o wi'" I'IIS and I"",bol«! lo. 6O";n 
... ooIu""" ''''''''_g !JO U/ mL K.'IA .. ID PBS., 11 C. n.. <TIlo ..... ", w ..... d wllh I'IIS ond 
• ..a....! wIth. ooIub"" "':!l ,.L/mL p"'f"dlwn 10<1;& In I'IIS {!JO »g/mL~ to. 2";n n.o "'u <y<t. 
d __ w .. .....Jyz«l wi"' . 1Iow ",,,,,,,,..,. FACSColib...(Ir<_ DHi"."." F .. nklln ~ NL 

lJSA~ l QOOl cdlo ...... . "'lpod wiIh "" OOc.lIQuoo>' r.o Sottw ... (ll<""" Dlelú ....... ), 

J.1l11owCr~ lA-te<~on"'''~CoIio 

T ... t.d ond «cobol, .¡¡¡ and 72 h. 11CT_1S ond I'C_J ",110 ...... ¡".,..,. .. d by ","po'" ",lo.,., ond 
w ..... o .... "" wllh ""-<'<>Id PIIS. AP'l'''''''' mI <k. Ih w .. <k"",""",o uNng .... A""",1n-V_lluoo 

' '''''''1; Iú~ ~ '" ..... ...,..,1"""' ... · .... """''''''' Cdl ..",pt.. "",,. .",Ipod on .... 
!Iow<y"""""" FACSGt.libu. {lI<ctca Di<1únoan~ 10SOO ",u. ...... onoIp<o wl'" 00 CollQooot 

~--
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:n3. n.,_"" oI.~ ",110 by IIOF.CIIST JJ341 ~ 

Cril ....... ",edod ;n 2+ .... 11 pI;o_""¡ ;"",,,,,,d ro. ~8""¡ 7.1 lo. wid"'l!.m .. tin 8 . n.....,,1,,< 
<rilo ...... r...d ;" 37'<:. fonn..ldohy<l< """'b"" ro. 10 m" ..,.¡ w ...ool ro. 10 m" w ;oh I'IIS, 
.uboe'l""ntly ..... "'110 ...... w""-l w ;oh -.u..l w . ... ..,.¡ . .. 0-1 w ;oh 1I0<d00, 33~2 d,lu"d 
110c0;" PIIS lo< 15 "';n . t 37 e c . u. w... ....... <>I»nvod ;n . ~ Nikon 0p<;pIrt_2. c . u. 
wioh ,<W><k"",d""¡ 1"8""""d "'" Jo; ...... pdged lo bo . popIotic 

13.~ Cy ___ 1 s.."""g for SJ\-¡U;;o1octoadoK 

7.S· 1'" "'1Io ...... ...,¡ro 'n 2+ woU pI;o_ . oo """ .. t«i w ;oh . 'Wn"ti" B. Cytochnn".1 
' ''';'';'1\ lo. SA- i>-pi.<t"" ..... w .. I"'rlonnN ... a.g . Su""""",, i>-G.Ioctm; ..... s...irun¡¡ Krt., pl l 
6.0 Con . ...... -.; witIo 1'11& . no! ..... 1"'"""_ of~_~_!I'koctm; ..... pooitiv< (bi ... ) "'n . ...... 
<1< ...... .-1 . 1", 0Nrin¡¡ 3OO",u. 10< ... 10. ~PIO uoin¡¡ . bripo,_1oo1d """""""p< N;kon~~p/d-l 

AU ..... .. p< ....... n ........ "'f'6"'" _ tim<. 

13. ~ p""' .... .-A...,...,.¡ I'o' .. "m BIoIA",1yoio 

To .... 1 ..... "'u p<cl;¡., .. n"" 5 lO' 11CT_1S "" 1'C-3 "'u. ...... _ 'n 96-.... U pI;o"~ ..,.¡ 
''''''I>o''d;" ..... P"""''''" 01 0, 10, lll, JO,40, '5(J, 1<1, 70, 80, 90,""¡ 100 ... \1 ' 'l!''",.,tin B d,lu .. d 'n 0 .2% D!.\SO 1o..eI! h _ .. ti"" w ...... I ... IN by ..... ,oIon .... _ MTI _ . Fa I'o' .. "m 

1Hot .... 1yoio ..... "'1Io ........ ~ .. Iyoio b<of .... ('5(J mM T_1I0, 1'11 1.4; 1 '5(J mM N.cJ; 

1 ... \1 IDlA; 1% N1'I0; O :'S"l. oodium <Io"'ydoob .. t ""''''''n¡¡ 100 ~L/mL """pI<to p __ 
, .... biton roe . ... 1 IRoc"" Af'I'I;'d _neo, M.nnhrim, Go"""'Y) ..,.¡ 10 ~L/m1. phoopho_ 
, .... Iriton ~I"""'). To<oI r-;" ""'''"' w .. _moo-l _a.g ..... OC r-;" -r k;, 
(B;o~ l..oor. _, II •• "",,~ CA, us..o., A -.J ofJO "1\01 p""';n w . .. _'¡"ed by I0'4S1li5-pAC~ 
..,.¡ ., ........... d _o poIyvinyl;<k.,. flO>Ori<l< il'VDJ) .... _....,. (Mmipoo<, 8;1_ MA, us..o., 
M.u .. ~_ W ..... LU ........ L . C, ~.,," .... ( w •• , ......... ~ . ,," .......... "Hu,"" ..,OtlO *"' "~" 
w .. l .. d ond """I" .. ,d w;oh ti.. ' f'I""P"o" hoono. .. <lioh pono>;,d.,..-conjyg.t«i ""rondo.,. ..,tibod ... 

dHuIN BOJO (Zy .... d l..oor. _, Iowitrof!'n U .. ¡¡,~, C .. w-!, CA, us..o., p,ú",.,. 
..,' ;boda.....J .... .., ,obb;'-monoclonol anü-kwnon I'CNA (Gono ..... lne, 1.,.",& CA, USA, us..o., 
"""",,-monoclon;o] . nü-hu ..... 1'", ..,.¡ """"""""""'lonol . nü-hu .... " 1'27 (boIk from Son" C .... 
U;'*"hnoIogy, Son .. C"", CA, USA, us..o.). 1'."..;,. ...... <10_ by doo",;rum"'-'o"", ",;"g ..... 

Amonhom ~:cLplwo 1'0' . . ...... Hlottin¡¡ co,--'Syo_ iGE 1""'1....,. .. ~, I'ioco_.,. NL 

us"o,). A • .., ; .... .,..1 """""" . .. bh' ..,I>-GAI'DIl (~T .. 1",,) w .. indu<kd 

H . no""" X""'ll"" 

Molo, /Hl-_k_ol,bv 1"" mico ...... prov;dod by tIooA ....... II_oI ..... No-...l lnmtuto ro. 
Nurriticn · 5oI ... d"" Zubir ... • ("""'"'" D.F, Job""" "'"y ...... hp' .. ' 1""""""'_ .nv"""",""' 
..,.¡ IN od h"""'. 1'>1"'"",,."1 procod u ......... corrir<! ou' .. ~ wioh ..... Gu;<kh...,. ro. 
C ... ond u.. 01 l..oor • ....,. _lo 01 tIoo Noüonol ConcoroIogy !n.ntu .. (Mb"", DF, Job""" 
C"",I'" 01 .......... 10 ...... ;~Ionl«i w ;oh 1.S . lo' 11CT_15 ond l'C3 ",110 Collo w ... """"Io" d 

.ubrn .......... ly .. "'" rigIL' !Ionk 01 ..... m",< ""'" tu ......... hod .. " bN .1'I''''', .... ,,1y '5(J mm', ..... 

.,.;.,..10 ...... 1"000 ......... d;,,1o "".tmm' .nod """troI grooop"""¡ ti.. .... ..... n" ...... ;""" .. d 

n..... m'" .. "'w.,j ........ 125, ¡ '5(J "" 500 mslk¡; . 'W .... "" H diluIN .. "' ....... 1 ., doy> O, 7, ..,.¡ 
JI . Control "" .... !. .. ",ivN only tI.. ,..hido ( ........... ~ odm"""""'" ;ntr.p<"_1Iy .. ...,,,,tiv< 
control ..,.¡ ' .... tiro .. . .-;_ ron<roI . , tIoo 01<»< 01 ~ m,.tl.o;. M.,. .......... ,J<I>«I p<rio<Iicolly. 
Tumor .... w .. __ ..... d by "';"8 ' collipo' """" . week. Tu ..... voIu .... w .. <ktoom,...,d by"';ng 
..... loIIow;ng .. 10-. V (mm') _ ft/~ [Io'l!" d""",,,, ("""" d" "", ... )'~ Tho .. 10_ .......... 
vol ...... w .. GkuLr"d "';"g tIoo formulo, IV""' .... "" ......... I ... ticn doy Ivol."," on doy O) 100. 

AfI<,..m drug ><1m .... .,.""" m'" .......... Oghod ond ti.. tumor v""' .... w .. c. lcuIo"d .. 

11nl 

J.11 De_oI __ ",I .. by I lOLellSTJJ.34lDy< 

eri ......... ,.,edod ;., 24-..... 11 pi .... and ...... bo .. d f<>< 48 and 7.1 k ""Ik or¡;<n .. tin 11. ~"< 
m .. ""'" ft..d ;" J,"", ~<k """'non ¡.". 10 ...... and W..nN f<>< 10"';" wllt. PRS. 
.yt-'I""ntly "'" "'110 ...... w_ w,,¡, -....,; w . ",.oo ... ~ wllk Iw.rn., 33,342 .h ..... d 
1I0c0;n PIIS f", 15 "';n.t 37 e e .......... ""'" oI.nv<d 'n • """'-"P< Nikon Op<;phot_2 e .... 
""Ik ,.-I.m<d and &>gH"n .. d .....,¡,; ""' .. ;,Jp>l lo '" ' popO",", 

J.1"- ey_..,;,c,.¡ 5Io;";"g f", SJ\-~ 

7.S 1'" "dio W<ft _ in 24-weII pI.o_ . nd roa.bofr<l w i'¡' "'Wn .. "n 8 . eytoc_.1 

. ...... ,..; f",SA-Il-~ooi<Uoew .. p<rl"""'; oaing.5u_.,u¡¡..c..Ioctm,<b .. SWnin,; U., pi ! 

6.Q c.a. ....... ~ wiIh 1'1& . r.d "'" p<""n_ afSA_ ~_goIoctnoi_ ""'""'" (bI_I.,.a. ....... 
<k .. ""' ...... , no, ocmng 300«110 f",.ochumplo "'"'11' "'Wo.-&id """""""p< Nikon~~phot-l 

1\11 "'" "'''' ....... n .. WftO< ~tOO _ bm<oo 

n.11'm1i¡.,. • .- ... ...,. and I'o',,"m 8Io!"'ouIyaio 

To .. 01 ..... ",U pooIoknon"" J l O' 11CT_15 "" 1'C..3 ""1100 ...... __ in 96-.... U pI.o"'~ and 

in<uloo .. d;., "'" 1""""""''''- O, lO, líl. lll..tO, .50, 60. 70.. 80, '10, and 100 ... \1 "grn"'" 8 Ji"'",d 
... 0.2% D!l1SO f", 411 h ......... ,,""" w ..... ;oI ... fr<I by"'" roIari",<lri, MTT ....y. I'<c W .... m 

bIot onaty.u....,.,.u. WftO "" ••• f"""Iod .. Iyoio buf¡'" ('51) mM T_HU pi! H, 1'51) ",-\1 N.a; 
I ",-\1 iDL\; 1'1:. NI'IO; UZ5'!'.""¡;"", <k"'ydool."1 ront.o'''n¡¡ l OO ul./mL """,pi<'" p __ 
..... Ioiton <oc~ .. '1 (Rocloo I\pph.d __ M.nnIrim. Gonnany) and 10 ulJmI. phoopho_ 
innloiton ~Aldrido~ Tot.oI.,-in "","n' w .. _..........,¡ oaing"'" OC.,-;., _ kit 

(B;oR.,d 1..00.-._. Il .. ",,¡,,~ CA. USA, ... tot;olafJU "lI0I p""';nw .. """"oo by 10'4S05-rl\C~ 
and ~ ...... ""'d ",",o po!yvinylXk ... fl...,.;<k (I'VDJ) mnnbo-...... (Mill;¡x..; &_ ).]A, USA, 
~"'ü .. ~_ W ... " LO ......... . c. ~~," .. ,' w'd, ......... k . ,," .......... ¡J ..... l.l000~" "~ .. 

w ..... d'OO """bo .. d w'lk ...., 'Pl""f"W" honoo,.<liolo pno>YI .. ; ug;otox! .. ror.do.,. .. bbodiH 

d'lufr<l 15{U) (Zy .... d uoo.._, ln~n (ji. "dvdogioo. e .. t.bod, CA, USA, Pri ... .,. 
",tibOO;.. woN weoo, ,obbI.-monocIon;oI ",b-h"""" PCN'" (GoYoo'" Inc, I"'in&- CA. USA,. lJSA~ 
........ -moooc!oo;ol ..,b-hu"",,, pII, .... ........,."""""!oo;oI.nb-hu ... n p21 (looIk from Son .. e"" 
9;okcknology, Son .. e .... , CA. lJSoI.. USA). I'rotrino ....... <kkrtod by doo~..,. ~ "'" 
"'"",n/o;om ID. p,"" W ........ lIlotting co, .. c.-s,-._ fGE 11001..., ... ~ r...'_'l< N~ 
lJSA~ ,\ • .., ',*",,] "",!rol . .. _ ..,Ii--GI\PDlI (C,,,,ir.. 1",- ) w . md"'¡"d 

H. n..... Xno<ifr..-
M.J.,. MI-_1>-<oId~. 1"" """" _ .. p ..... Xkd by "'" A rum.J Hao.. 01 ti.. No"""'I I"",tu .. f<>< 

Nutri6~ 's.¡,..oo. Zyb ..... • (M<. iro UF, Mc.iro~ "'"y ...... h¡>' ... 1"","",,"'_ envimrunm' 

and IN aJ hm,,,,. E>I"'''''''ntoJ p....-du"" ~.,...n..l ... , .. ~ wilk "'" C ..... h...,. f<>< 
e ....... u.. 011..00.-• ....,. Animalo d "'" N,,-"'¡ Canon-cIq;y m.b"''' ¡_llE. Mc.m, 
C""'po d " • • ni ...... "', .. 'mplo.-l w ,,¡, U . lo' '1CT_15 ;ond ro ",ilL c.¡¡, w ... """"lo .. d 

... ""''''''.....Jy .. ...., rigk. Honk .,.- "" _. ""'" tuonon hod n""hN! .P!'''''i .... ''lr ~ orun'. "'" 

..,; ... 100 ~ po;,.-.... tdo<d .. to .... .......,t . nd " ,. " ",. 11""'1'" and "'" .... trnon .. _ .. 'n''''''.1 
Thm. ....", .. "'ivN . ...... 115. m "" SOO onsfl¡; . 'W .... ,., 8di1ufr<l ;" ., ...... .,;1 ot d.oy> Q. 7, and 

14. e""tml ......... 1o. .. ",ivN only...., ... hK-k (_ .,;11 od_"'¡ ;"tn.",ri_1lr ...... g;o"vo 
"",,,," ond ".pIo'" ... pco, .... oon<rol " "'" 01<.< 01 ~ .. "'l. •. M"" .......... ,¡;IoN "..w;c.llr. 
Tu""" .... w .. ............ d by ..... s . <,[hpo, ......... _ 1. Tu","" """'_ w .. -... .... d by .... ,..; 
"'" foa.-in¡¡ ", .. -. V (orun' ) . " / 4 [lo<¡¡< dio""". ( ........ "",_)'~ n-.. .. lolivo ......... 
vol""", w .. akulo .. d "';ng "'" f"",,",,, NOO' ..... "" "'" .. ;01 ... _ d.oy Ivol" ... on doy O) 100 
I\no,._ drug oolminio",,-.. _ w ... _;gto.d ;ond ...., tu""" voo."" w .. <okuIo".1 .. 
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p .. r.o.uIy <koc_d lo"'", """" d.ys~ n.. "porimm' w .. rondU<k<l during ~.,.-<>nO doy>, 
., tI...nd d w_ , ...... O.rum.~ ........... ;sho<! . nd "uthoniz<d 

Evo .... o"" af A'111ma,;., B T"'irity 

n.. _ irity o( ''l!'''' .. b n B w_ ""IN ;n !I"<'"P" 01 """. k .... "" 6-week-<>ld CD-l m;". nu.. 
"'- 01 15, 2SO, ..,.¡ !'OJ mgll¡¡ . opna'" B ...... . drn;,.." .. d ;"".~Ily ""'" • _ k ro. 
J w''''' •• , ...d rompo"'; w;th tt... .flod oI2, ~, .nd 8 mg/l¡¡ 01 "",lo." n.. .... ;gt., ..,.¡ behovior 01 
..... m;" w .. ..",.,....d .... .,. ""'" doy throughou, ......... """ ... ..,.¡ _ .... .- bm< (7 doy • • r" , 
......... , injoction~ M;.. WftO _d .. doy 12 n.. ... ..., 1,,"& Iw", lOO"")', .. "" ..... , "1''' .... 
• ,,,,,,,,,h "'; ".._ ........ ",mov«I, """'d ;n 1(1% fonno¡;,. p'.offi~<kd, .nd "" .. '" ~ "'" 

.. _ . n....mor.. ....... <kp' • .n¡,.;""d ... y .. ...., ..,.¡ .,hyd"IN .. g.-.d.d """",nl.-.-.. 01 

."'-n<>I . T_ """o ............. ; ... d ""th ] k .... .,.ili .... Eooin ro. ru."'P'thoIor;>c .... 1y>io 

.li Do .. AIodJ"Zo 

so."" .... 1 ..,.]y""" ....... I"'ofonn..l """ng C .. phPod Pmm 6.~ oof ....... (C .. phPod Softw ... 

lno, Lo Joilo, CA, USA). C~ be"""'n "."IN 8"'"""""¡ un ... " .. d ron_ ...... corn.d 

"'" uoing ""''''''Y ANeNA Eo' ..,.¡ Tuby_"' ....... I""'~ .... 0. .. w... .. p~d ............ ± SI-~\t 
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