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Introduccion

El afiil (Indigofera suffruticosa Mill.) es una planta leguminosa nativa de regiones tropicales de México
y Centroamérica. Esta especie se puede encontrar en forma silvestre en el sur y sureste de nuestro
pais y en forma cultivada en Oaxaca, Michoacan en México, y en Guatemala y El Salvador en
Centroamérica. Otras especies del género Indigofera estan distribuidas en Sudamérica, Africa y en
Asia.

Es una planta que se le da diversos usos, dentro de los que sobresalen: como forraje para el ganado;
como mejorador de las caracteristicas del suelo; como planta medicinal en zonas rurales y sobre todo
para la extraccion del colorante natural azul conocido como indigo. En el mundo, al menos 20
especies de Indigofera se han utilizado para la extraccion del indigo, dentro de las sobresalen I.
tinctoria (Afiil asiatico), |. arrecta (Afil de Africa) e |. suffruticosa (Afiil americano) (Cannon, et
al,1994). En la actualidad, en los Estados de Oaxaca y Michoacan se practica el cultivo del afiil con el
proposito de la extraccion del indigo. Este colorante natural es utilizado casi exclusivamente para el
tefiido de tejidos para la manufactura de prendas de vestir (Ku,1997). Su extraccion es laboriosa y
compleja en la que las hojas del afiil son sometidas a maceracion en condiciones controladas y al
final se obtiene un extracto sélido azul, conocido en el mundo como indigo natural (indigo naturalis)
(Matadamas, 2005).

En el presente trabajo se describira la via quimica de la extraccion del indigo de las hojas del afiil, las
propiedades quimicas de los extractos y el principio anticancerigeno y sus mecanismos de accion en
el tratamiento del cancer y otras enfermedades degenerativas.

La quimica de la extraccion del indigo de las hojas del afiil

Las hojas del afiil son verdes y no hay ningln indicio de que en su interior exista alguna sustancia de
color azul. Sin embargo, después de hacer una extraccion se obtendra una pasta de color azul oscuro
rica en indigo (Mozifio, 1994). Lo anterior se explica bajo un modelo quimico que ha sido producto de
investigaciones basicas sobre la evolucién del indigo en plantas indig6ticas. En principio, es
necesario mencionar que el indigo es un producto de la manipulacion quimica de sustancias
precursoras durante la extraccion de las hojas de afiil (Matadamas, 2006). En otras palabras, la
materia colorante no se encuentra naturalmente en cualquier momento en las hojas, sino mas bhien,
ésta se produce a partir de sustancias incoloras que al hacerlas reaccionar producen al indigo y sus
derivados (Beyerinck, 1899). En la Figura 1 se describe el modelo quimico de la evolucién del indigo.

Las materias colorantes de las plantas indigéticas tienen su origen en heterdsidos incoloros presentes
en las células del meséfilo de las hojas. Se trata de compuestos integrados por una molécula de
glucosa unida a la parte aglicona de naturaleza indélica. Un nudcleo inddlico unido a un azulcar resulta
en un glucosido precursor del que se parte para la evolucién del indigo y sus derivados (Maier et al.,
1990). Existen en la naturaleza diversos precursores del indigo (Epstein et al.,1967; Zhi-Quiang y
Meinhart, 1992; Maugard et al., 2001). Para el caso del afiil, se considera que este precursor es el
indoxilo-5 D-glucdsido o indican [1]. Este glucdsido posee una piranosa unida al indol por un enlace
éter. Para su hidrdlisis y la separacién de las dos moléculas se requiere de la intervencién de una
enzima indican-Sglucosidasa (Minami et al., 1996). Esta enzima se encuentra compartamentalizada
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con relacion a su sustrato el indican, es decir, se localizan en diferentes partes de la célula. Mientras
gue la glucosidasa se localiza en los cloroplastos, el indican se encuentra de manera natural en la
vacuola de las células (Minami et al., 1997). Cuando se une la enzima y su sustrato se da una
hidrélisis de la que se libera el indoxilo [2], que es un compuesto altamente reactivo que al oxidarse
produce a la isatina [3]. De manera espontanea, una molécula de isatina y una de indoxilo reaccionan
para producir a la indirubina [4] y al condensarse dos moléculas de indoxilo resulta en una molécula
de indigo o indigotina [5].
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Figura 1. La evolucion quimica de la indirubina y d el indigo a partir del precursor indican
(Stoker et al., 1998a; Stoker et al., 1998b; Kokubun et al 1998; Garcia-Macias y John, 2004).

Este modelo quimico de la evolucién de los derivados del indigo, se corroboré al hacer la
caracterizaciéon quimica de extractos sélidos azules de las hojas del afil. Por medio de técnicas de
espectrofotometria UV-Visible, Infrarrojo y Resonancia Magnética Nuclear proténica (RMN *H) y del
analisis de sus respectivos espectros se identificaron dos materias colorantes, la indigotina (indigo) y
la indirubina (Matadamas, 2007). Mientras que el indigo es de color azul, la indirubina presenta una
coloracién rojo magenta. Estos dos compuestos tienen el mismo peso molecular (262.27 g/mol) y por
lo tanto la misma férmula condensada, Ci;s Hig N, O,. En estos casos se dice que son isbmeros
estructurales y tienen propiedades quimicas vy fisicas diferentes (Matadamas, 2005). El contenido de
indigo es mayor que el de indirubina, siendo éste Ultimo compuesto minoritario en los extractos de
afiil. Analisis cuantitativos por espectrofotometria UV-Visible de los extractos solidos azules nos
revelaron que los contenidos varian de acuerdo a la regiéon productora (Oaxaca y Michoacan), y
posiblemente al tipo de afiil extraido, la edad de la planta, las condiciones climaticas y de suelo y a
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las condiciones de extraccion. Los valores del contenido de indigo o indigotina van del orden del 31 al
49% vy los de indirubina son de 0.14 a 0.36% (% p/p) (Matadamas, 2008). En estudios realizados con
la planta indigética de Europa lIsatis tinctoria L., se observé que los rendimientos de indigo e
indirubina varian por efecto de diversos factores de la extraccién como son, pH, temperatura y tiempo
de maceracion; siendo las temperaturas de alrededor de 80°C, valores de pH de entre 8 - 11 y
tiempos de maceracion mayores de 2 horas, los que producen una mayor proporcién de indirubina
(Matadamas, 2002). De manera comercial es deseable que los extractos naturales de indigo
contengan menores proporciones de indirubina, ya que el uso que se le da a esos extractos es el
tefiido, y la indirubina representa una impureza que demerita la calidad de la tincién (Quian et al.,
2005). Pero en la actualidad, debido a la valorizacién farmacoldgica de la indirubina, los esfuerzos se
enfocan a la produccion de mayor rendimiento de esta molécula. Estudios en proceso nos indican que
manejando las condiciones de extraccion es posible la obtencién de extractos con un contenido
mayoritario de indirubina en relacién a la indigotina.

Los extractos de indigo natural y la medicina tradi cional

Una de las recetas de la medicina tradicional china llamada Danggui Longhui Wan, fue estudiada
meticulosamente y se identificaron 11 ingredientes extraidos de igual nimero de especies vegetales
(Damiens et al., 2001). Esta receta probé ser efectiva en el tratamiento de la Leucemia Mielégena
Cronica (LMC), que es un tipo de cancer muy invasivo. Las plantas constituyentes de este remedio
resultaron ser: Angelica sinensis, Aloe vera, Elephantopus scaber, Saussurea lappe, Scutellaria
baicalensis, Phillodendron chinensis, Coptis chinensis, Gardenia jasminoides, Rheun palmarus,
Indigofera tinctoria y Moschus moschiferus (Meijert et al., 2006). En el afio de 1966, el Instituto de
Hematologia de la Academia China de Ciencias Médicas identifico el principio activo de esta compleja
mezcla. La actividad antileucémica fue atribuida a un solo ingrediente, el Qing Dai, nombre en chino
gue se le da al indigo naturalis o extracto sélido azul de indigo. Afios mas tarde se descubrié que la
molécula con actividad anticancerigena del extracto de indigo natural era nada menos que la
indirubina (Hoessel et al., 1999).

Tuvieron que pasar muchos afios para que se pudieran precisar los mecanismos de accién de la
indirubina como agente anticancerigeno. En octubre de 2001, los doctores Tim Hunt, Paul Nurse y
Leyland Hartwell recibieron el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina por sus importantes
contribuciones en el establecimiento de las bases bioquimicas y moleculares de la regulacion del ciclo
celular. Lo anterior permiti6 establecer una nueva linea terapéutica en el tratamiento de diversas
enfermedades, dentro de las cuales se encuentra el cancer, a partir de moléculas que actian como
inhibidores de reguladores especificos o “blancos”, y que al aplicarlas a células cancerosas pueden
inhibir su proliferacion o inducir a apoptosis (Meijer, 2005). En la actualidad la indirubina es uno de los
compuestos prometedores en esta alternativa terapéutica.

La regulacion del ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que conducen al crecimiento de la célula y la
divisién en dos células hijas. Las células que no estan en division son llamadas quiescentes o que se
encuentran en estado de “quiescencia” (fase Gy). Las células que estan en division se les conoce con
el nombre de “proliferantes” y pasan por diversas fases: G;, S, G, y M. La fase G, se caracteriza por
un crecimiento de la célula con sintesis de proteinas y de ARN. Es el periodo que comprende entre el
fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN. La fase S es en la que se produce la replicacion de
ADN y como resultado de esto cada cromosoma se duplica y que constituido por dos cromatidas
idénticas. La fase G, es la tercera fase del ciclo celular en la que continua la sintesis de proteinas y
ARN. Al final de este periodo se observan cambios en la estructura celular que indican el principio de
la divisién, como es el principio de condensacién de la cromatina. La fase M o mitosis, se subdivide
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en seis periodos: profase, prometafase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. En su conjunto la
mitosis se caracteriza porque se produce la division celular por la que una célula da origen a dos
células hijas.

Estas cuatro fases se encadenan de forma coordinada, cada fase no puede comenzar sin que la
precedente no se haya desarrollado correctamente. Existen numerosos mecanismos de control que
garantizan el curso exacto del ciclo y cuando una anomalia es detectada, son los encargados de
detenerlo. El funcionamiento de estos mecanismos esta relacionado con los “puntos de control” o
transiciones y esta basado en la intervencién de un gran diversidad de proteinas enzimaticas.

Se ha establecido que la mayor parte de los canceres son producidos por anomalias en los
mecanismos de regulacién tanto en el ciclo celular como en la produccion de la apoptosis. Para que
se desarrolle un tumor deben producirse una multitud de pasos, entre los que una alteracion
mutagénica que impida la reparacién del ADN podria ser el primer paso. Las alteraciones resultantes
hacen que las células inicien un proceso de proliferacion descontrolada e invadan tejidos sanos
(Meijer, 2005).

Las Kinasas Ciclinas Dependientes (KCD, o en inglés CDK)

Uno de los mas importantes descubrimientos en el tépico del ciclo celular ha sido la identificacion de
las proteinas kinasas ciclinas dependientes (kinasas dependientes de las ciclinas). Estas proteinas
juegan un papel esencial en el desencadenamiento, control y sucesion armoniosa de las diferentes
fases del ciclo celular. Las Kcd son activas Unicamente bajo la forma de un complejo formado por una
subunidad catalitica (Kcd) y una subunidad reguladora (ciclina). Tanto las kinasas como las ciclinas
son proteinas cataliticas. Las Kcd son fosforiladas y desfosroriladas a fin de hacerlas activas o
inactivas, segun sean los requerimientos de control (Fisher y Gianella-Barradori, 2005).

Receptores moleculares de la indirubina

En los Ultimos afios se han identificado diversos receptores que son reguladores de procesos
celulares, entre los que se encuentran: las kinasas ciclinas dependientes (kcd), la kinasa-3-glicégena
sintasa, el receptor anillo hidrocarbono, la fosforilasa glicégena, la kinasa tirosina Src y el factor de
trascripciéon Stat3. A continuacion revisaremos brevemente estos diferentes receptores y la
consecuencia de su inhibicion sobre el ciclo de la célula del tumor y la muerte celular.

Las kinasas ciclina dependientes (Kcd)

Las alteraciones en la fosforilacion de proteinas y sus repercusiones en las reacciones en las
intervienen frecuentemente estan asociadas a la aparicion de enfermedades humanas. Esta es la
razon del crecimiento exponencial de los estudios y las inversiones en investigacion para la
identificacion y evaluacion terapéutica de inhibidores farmacolégicos de las proteinas kinasas. Las
anomalias en la actividad de las KCD y su regulacién en canceres, infecciones virales y desordenes
degenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y Nieman-Pick, isquemia o dafio
traumatico del higado, han sido motivo de una investigacion intensiva por potentes y selectivos
inhibidores farmacoldgicos de estas kinasas. La indirubina es un probado inhibidor de Cdk1, Cdk2 y
Cdk5 al actuar por competencia directa con el ATP con el sitio catalitico de las kinasas (Hoessel et
al., 1999; Leclerc et al., 2001; Marko et al., 2001; Duensing et al., 2004; Polychronopoulos et al.,
2004). Heredia et al., (2005) logré bajar considerablemente la replicacion de HIV-1 con el tratamiento
con indirubina-3’-monoxima al bloquear la expresion del gen viral por el factor celular P-TEFb.
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Kinasa-3- glicdgena sintasa

La indirubina resultd ser un potente inhibidor de las GSK-3 , la cual es una enzima involucrada en la
regulacion del ciclo celular y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el mal de
Alzheimer y desorden bipolar, asi como de la diabetes tipo Il, enfermedades inflamatorias y apoptosis
(Meijer et al., 2004; Polychronopoulos et al., 2004). Se ha reportado que la indirubina es un efectivo
inhibidor de la kinasa-3-3 glicogena sintasa (GSK-3f), la cual es responsable de la anormal
fosforilacion Tau de la proteina de ligamiento de microtibulos observada en la enfermedad de
Alzheimer (Leclerc, S. et al., 2001).

Receptor del anillo hidrocarbono

El receptor del anillo hidrocarbono (AhR) es un factor ligado a la trascripcién que regula a los genes
involucrados en el metabolismo xenobidtico y la proliferacion y diferenciacién de las células. El
complejo AhR y algunas moléculas ligantes es un activador de la expresién de genes en el desarrollo
celular. Se ha observado que los derivados de la indirubina son efectivos ligantes con AhR. Entre los
blancos de los complejos AhR/indirubinas esta el gen de p27**, la cual es una proteina inhibidora de
la CDK2/ciclina E-A. Una regulacion de p27*'"* resulta en una dramatica interrupcion del ciclo celular
en la fase G;. Muy interesante resulta la interaccién de la indirubina con AhR, la cual permite la
expresion del citocromo P450 1A1 y 1B1, los cuales a su vez son responsables de la degradacion
metabdlica de la indirubina. De este modo proporciona un flujo de retroalimentacion negativa y
permite que la indirubina se acumule solo transitoriamente en las células. Este es un severo contraste
con la dioxina que es extremadamente estable y, por consecuencia, es muy toxica. Lo anterior puede
explicar el porque la indirubina presenta una limitada toxicidad (Adachi et al., 2001).

Fosforilasa glicogena

La fosforilasa glicégena (GP) es una enzima aldsterica que existe en dos formas interconvertibles. La
primera, GPb, tiene baja actividad, mientras que GPa tiene una alta actividad y juegan un importante
papel en la regulacién de la degradacion del glicégeno y de proliferacion celular. Se ha encontrado
gue la indirubina puede inhibir ambas formas de GP al ligarse al sitio inhibidor, un sitio especifico
donde glucosa, purinas, nucleésidos y nucleétidos también se ligan. Al inhibir a la fosforilasa
glicogena a través de su sitio catalitico, puede ser de interés en el tratamiento de la diabetes tipo II.
La indirubina podria tener acciones adicionales en las células tumorosas por la disrupcion en el ciclo
celular, conduciendo a las células a apoptosis, asi como por el bloqueo de la alimentacién de glucosa
por las células enfermas (Kosmopoulou et al., 2004).

Las proteinas Stat3 y c-Src

Las proteinas Stat3 y c-Src son importantes en la anormal division celular en los tumores. Se ha
observado que la indirubina es capaz de fosforilar a Stat3 y por lo tanto la inhibicién de c-Src, la cual
permite la desregulacién de factores esenciales como Mcl-1 y survivina que son proteinas que
alcanzan niveles maximos en células cancerosas. La indirubina al comprometer la supervivencia de
estas células desencadena la apoptosis. La muerte celular de los tumores malignos es un mecanismo
de control del cancer por lo que cualquier molécula que induzca a apoptosis es deseable (Nam et al.,
2005). Aunque algunos derivados de la indirubina provocan apoptosis clasica, recientemente se ha
reportado que una indirubina, ejemplificada por 7-bromo-indirubina-3’-oxima (7BIO), induce a una
muerte celular no opoptésica. Esta muerte celular inducida por 7BIO no incluye o requiere la
activacion de la caspasa, liberacion de citocromo C, activacion de p53 o de AhR. 7BIO no inhibe a los
clasicos blancos de las demas indirubinas Cdk1/2 y GSK-3, sugiriendo una accién aun no identificada
(Meijer et al., 2006).
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Se ha sugerido que la potente actividad antitumoral de la indirubina descansa en una combinacién de
mecanismos diferentes e independientes los cuales convergen en la inhibicién de la proliferacion de
células cancerosas y con su muerte. Esta multiplicidad de efectos proporciona proteccion contra la
rapida aparicion de resistencia que inevitablemente ocurre con las drogas altamente especificas.
Finalmente, el hecho de las indirubinas inducen su propia degradacion a través de la via citocromo
AhR/citocromo P450, también contribuye a su minima toxicidad (Meijer et al., 2006).

Derivados de la indirubina recientemente sintetizad  os y utilizados en ensayos terapéuticos
experimentales

Luego del descubrimiento de la indirubina como ingrediente activo sobre la Leucemia Mielégena
Cronica (LMC) y después de la reciente identificacion de varios blancos moleculares de las
indirubinas; varios grupos de investigadores se dieron a la tarea de sintetizar derivados de la
indirubina cuya actividad fuera mas especifica, con mayor solubilidad y eficacia. Asi, actualmente es
posible contar con un panel de derivados de la indirubina, los cuales se presentan en la Figura 2
(Polychronopoulos et al., 2004; Cerchiaro y da Costa, 2006; Beauchard et al., 2006; Meijer et al.,
2006).

indirubina-3'-oxima indirubina-5-sulfonato
(10) (E231) (E226)
NO

7-bromo-indirubina-3'-oxima 6-bromo-indirubina-3'-oxima
(7BIO) (6BIO)

Br

1-metil-6-bromo-indirubina-3'-oxima
(Me6BIO)

Figura 2. Estructura de los derivados de la indirub ~ ina mas frecuentemente ensayados.
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La sintesis de los derivados de la indirubina

Todos los esfuerzos para la produccion de derivados de la indirubina estan basados en la sintesis
guimica que involucra la utilizacién de reactivos relacionados (Leclerc et al., 2001; Polychronopoulos
et al., 2004; Beauchard et al., 2006). En la Tabla 1 se mencionan los derivados y los reactivos para su
sintesis.

Tabla 1. Los reactivos para la sintesis de indirubi  na y sus derivados

Compuesto Reactivos

Indirubina Isatina, acetato de indoxilo

5-lodoindirubina 5-iodoisatina, acetato de indoxilo

5-Bromoindirubina 5-bromoisatina, acetato de indoxilo

5-Cloroindirubina 5-cloroisatina, acetato de indoxilo

5-Fluoroindirubina 5-fluoroisatina, acetato de indoxilo

5-Metilindirubina 5-metilisatina, acetato de indoxilo

5-Nitroindirubina 5-nitroisatina, acetato de indoxilo

Acido indirubina-5- sulfénico Sal de sodio dihidratada de acido de isatina-5-sulfénico, acetato
de indoxilo

5’-Bromoindirubina Isatina, acetato de 5-bromoindoxilo

5,5-Dibromoindirubina 5-bromoisatina, acetato de 5-bromoindoxilo

Acido 5’-Bromoindirubina-5- | Sal de acido de isatina-5-sulfénico, acetato de 5-bromoindoxilo

sulfénico

Indirubina-3’-monoxima Indirubina, hidroxilamina clorhidrica, piridina

La indirubina-3'-monoxima (IO) es el compuesto que ya se comercializa principalmente por la firma
Sigma-Aldrich y cuyo precio actualizado (2009) es de $1750.00 por miligramo. En otras palabras, el
costo de cada gramo de este potencial farmaco es de 1.75 millones de pesos mexicanos. Aunque la
molécula esta en una etapa experimental y los precios pueden bajar sustancialmente con su uso
extensivo en el fututo, es posible que el tratamiento no se encuentre al alcance de los habitantes de
paises en desarrollo.

Avances en la obtencion de indirubina natural en Mé Xico

Ante las dificultades para que los tratamientos a base de indirubina y sus derivados puedan estar a la
mano de pacientes de nuestro pais, se han dado avances para la obtencion de indirubina a menor
costo y a partir de fuentes naturales. Uno de los primeros pasos fue la caracterizacion de la indirubina
y del indigo de extractos de hojas del afiil (Indigofera suffruticosa Mill.), lo que nos permitié saber que
en los extractos sélidos azules (ESA), se encuentran las dos moléculas indigoides (Matadamas,
2007). Posteriormente, el andlisis cuantitativo de esos compuestos nos reveld que por cada kilogramo
de extracto sdlido de indigo existen en promedio 2.5 gramos de indirubina (Matadamas, 2008). Asi
que el extracto s6lido azul de indigo es una fuente potencial para la obtencién de indirubina, tomando
en cuenta que los afileros de México producen aproximadamente 800 kg de extracto de afiil con lo
gue tedricamente se obtendrian 2.0 Kg de indirubina en un proceso de purificacion de la indigotina. Al
separar la indirubina del extracto soélido del afiil se obtiene un extracto de mayor eficiencia para el
teflido y como ganancia se obtendria otro producto de alto valor agregado (la indirubina) que
actualmente no se valoriza. En condiciones experimentales, en los laboratorios de Agronomia y
Agrorecursos (LABAGRO) y de Productos Naturales (LAPRONAT) de la Universidad Auténoma
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Chapingo se ha logrado la extraccion de la indirubina y se tienen avances en la optimizacién de su
extraccion a nivel semi- industrial.

Por otra parte, en los dos ultimos afios se han realizado ensayos de extraccién directa de la indirubina
de las hojas del afiil. Se esta poniendo a punto un proceso de extraccion de extractos liquidos ricos
en indirubina, lo que permitira en un futuro producir extractos sélidos rojos (ESR) con un contenido
hasta del 50% de indirubina, lo que en términos practicos se producirian cantidades ilimitadas de este
compuesto cada afio a partir del afiil que es un agrorecurso renovable.

Avances en la evaluacion terapéutica de la indirubi  na

Se esta proyectando la evaluacion de la actividad anticancerigena de la indirubina y sus derivados en
modelos vegetales con extractos liquidos de hojas de afiil y se produciran cantidades adecuadas de
indirubina para proporcionarselas a los laboratorios e instituciones de investigacion sobre el cancer y
otras enfermedades en México para que hagan su evaluacion terapéutica y en su caso desarrollen los
protocolos respectivos.

Conclusion

Existe una certeza cientifica sobre la actividad anticancerigena de la indirubina, fruto de mudltiples
trabajos desarrollados sobre todo en Europa en la Gltima década, y el afil (Indigofera suffruticosa
Mill.) en nuestro pais representa una fuente renovable para la obtencion de este compuesto a precios
reducidos. Lo anterior, aunado a los estudios de evaluacion en modelos animales o directamente con
pacientes, puede ser en el futuro una alternativa accesible, para la sociedad mexicana, en el
tratamiento de diversos tipos de cancer y otras enfermedades.
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