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Mussali, P. 2001. ;Es la técnica de electroforesis unicelular (ensayo cometa)
capaz de predecir el efecto de farmacos antineoplasicos? Estudio inicial
sobre la inducciéon de dafio al ADN de sustancias antineoplasicas con
mecanismos de accion conocidos. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias.
Universidad Nacional Auténoma de México, México.
RESUMEN

Una de las formas mas eficaces para combatir ! cancer es la quimioterapia, sin
embargo, los agentes utilizados tienen una alta toxicidad inespecifica, por lo que
los sistemas para predecir sus efectos genotdxicos, cada vez adquieren mas
importancia. Este estudio tiene por objeto determinar si el ensayo ‘cometa” es
capaz de predecir los efectos de agentes antineoplasicos con diferenies
mecanismos de accidén. Para ello, se evalué el dafio producido al DNA por
farmacos ampliamente utilizados en la clinica y con mecanismos de accion
conocidos para el tratamiento de enfermedades malignas de tipo hematologico
como son ias leucemias y los linfomas, esto se realizd en linfocitos estimulados y
sin estimular de dos donadores sanos. Los farmacos utilizados son: Melfalan,
Carboplatino, Adriamicina, Actinomicina-D, 5-Fluoruracilo, Metotrexato, N-
hidroxiurea, Etopésido y Vinblastina. Los resultados obtenidos muestran que esta
técnica es sensible para la deteccion de dario al DNA (rompimientos de cadena
sencilia) producido por cada agente, sin embargo, su comportamiento no refleja el
mecanismo de accion de cada uno de ellos. Si bien todos los agentes registraron
induccidon de dafio en linfocitos estimulados, el etopdsido causd los mayores
niveles de dafio. Asi mismo, este agente provocd el mayor dafo en los linfocitos

sin estimular. El comportamiento del etopdsido Hlamé nuestra atencion, por lo que

se hicieron experimentos mas especificos para encontrar otros mecanismos de




accion de este farmaco, los cuales indicaron que el dafio generado por el
etopésido involucra mecanismos de accion distintos que dependen de la fase del

ciclo celular.




INTRODUCCION
En el mundo modermo, el cancer se ha vuelto una de las enfermedades mas
temidas, aunque no sea la causa mas comun de muerte, sin embargo, lo que ha
provocado este temor es su reputacion de ser un mal progresivo y fatal. Ademas
no se ha encontrado un tratamiento para su cura, o cual hace que se incremente
este temor.
El término céncer se usa para designar colectivamente alrededor de 300 tipos de
desoérdenes celulares, los cuales, se caracterizan por multiplicacion y crecimiento
desmesurado de las células. Por lo tanto, el cancer es una enfermedad
relacionada con la regulacion de la division celular, y como tal presenta aspectos
citolégicos como: (1) un numero mayor de células mitdticas en el contexto
histologico, {2) evidencias de células que rompen las barreras tisulares,
(3) presencia de células completa e incompletamente diferenciadas, asi como la
pérdida de Ia inhibicién de la proliferacion por contacto con otras células y
(4) celulas que pueden tener ndcleos y/o nucledlos prominentes. Por otro lado, las
caracteristicas bioquimicas mas relevantes son: (a) la existencia de receptores
especificos o alterados en la superficie celular, (b) células que muestran
secreciones de enzimas liticas, (c) la presencia anormal de componentes de la
matriz extracelular (i.e. faminina y fibronectina), (d) secrecién de factores de
crecimiento, los cuales pueden estimular su propic crecimiento (i.e. estimulacion
autocrina) y {e) tienen una mayor tasa en la biosintesis de los acidos nucleicos,
asi como de los productos quimicos asociados a éstos. Por Ultimo, las principales

caracteristicas genéticas son jas alteraciones estructurales de los cromosomas y
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las alteraciones a nivel génico, involucrando principalmente a los genes
supresores de tumores y a los oncogenes (Sager, 1989; Pratt et al., 1894).

Si bien todos estos procesos celuiares estdn claramente reconocidos en el
desarrollo del cancer, se desconoce en muchos casos cuales son los estimulos
por los que se lievan a cabo estos cambios. Sin embargo, histoéricamente se ha
asociado al cancer con ciertos factores tales como el genero, edad, raza, situacion
geografica, grupo socioecondmico, estilo de vida, exposicién ocupacional, etc.
(Cairns, 1978).

Mundialmente mas de dos millones de personas mueren al ano debido al cancer

{ hitp:/fwww.cancer.org). Esta patologia esta registrada dentro de {as tres primeras
causas de mortalidad a nivel mundial y si se considera Gnicamente a la poblacion
mayor de 40 afios, ocupa el segundo lugar (hiip://www.cancer.org). Tan solo en
los Estados Unidos alrededor de 500,000 personas mueren de cancer
anualmente, de las cuales 76,000 corresponden a nifios entre 3 y 14 afios (Pratt
et al, 1994).

En nuestro pais el cancer es considerado como la segunda causa de muerte
(Secretaria de Salud, 1992), En 1983 se notificaron 4,382 defunciones por
tumores malignos, esto representd el 9% de muertes totales. En 1984 fueron
informados 16,377 casos de cancer por ia red hospitalaria. Sin embargo en 1986
se registraron 15,144 casos y en 1987 éstos aumentaron a 16,262, de los cuales
el ©655% se manifestd6 en mujeres y el 345% en hombres
(http:/Amww.ssa.gob.mx).

Los canceres mas frecuentes en nuestro pais son: el cancer cervico-uterino,
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(CaCu) mama, linfomas, prostata, estomago, leucemias y pulmoén, de los que el
CaCu obtuvo el mayor nimero de casos, representando el 30.7% del total de
neoplasias en mujeres. Por otro lado, en el sexo masculino se encuentra en
primer iugar €l cancer de prostata, registrando el 12.5% (Reg. Nal. Cancer, 1987).
Con respecto a las neoplasias malignas de tipo hematologico como las leucemias
y los linfomas, se presentan los siguientes datos a nivel mundial:

Para el linfoma tipo Hodgkin la mayor incidencia se observa en ltalia y la menor en
China y Japén, con respecto a las leucemias linfociticas, la mayor incidencia la
tiene Australia y la menor se encuentra en China, para el caso de las leucemias
mieloides, E.UA. tiene la mas elevada y Gambia la mas baja
(http://www.cancer.org).

En EUA la incidencia de linfomas en el sexo masculino es de 27,200 casos, lo que
corresponde a 10,900 muertes, mientras que para el sexo femenino es de 21,200
lo que corresponde a 10,000 muertes. En leucemias para el sexo masculino se
reporté una incidencia de 16,000 lo que corresponde a 9,900 muertes y para el
sexo femenino fue de 12,200, lo que significa 8,300 muertes (Pratt ef al., 1994).
Se estima que en el afio 2000 se registraron 30,800 nuevos casos de leucemia
(28,200 en adultos) y (2,600 en nifos) y que aproximadamente 21,700 personas
murieron por este mal. Con respecto a los linfomas, se describieron
aproximadamente 62,300 nuevos casos, de los cuales, 7,400 casos fueron de tipo
Hodgkin (http://www.cancer.org).

En Mexico, durante 1987 se refirieron 16,262 casos de cancer, de los cuales, el

5.1% corresponde a linfomas, dentro de estos el 59.35 % correspondidé al sexo



masculino, y el 40.64 % restante al sexo femenino (Reg. Nal. Cancer, 1987).

Por su parte, las leucemias registraron un 3.9 %, de las cuales, el sexo masculino
presentd la mayor incidencia (55.5%), mientras que el sexo femenino registro
44 4% (Reg. Nal. Cancer, 1887).

El Instituto Nacional dei Cancer en EUA, registré en la década de los 90 un
decremento en los indices de mortalidad, sin embargo, el cancer sigue siendo un
problema importante de salud publica tanto a nivel mundial como en nuestro pais.

Para hacer frente a esta enfermedad, |a ciencia dispone clasicamente de cuatro
armas: la cirugia, la radioterapia, las terapias bioldgicas (i.e., transplante de
medula 06sea, inmunoterapia, terapia genica etc.) y la mas utilizada, la
guimioterapia. Es importante mencionar que estos tratamientos se han utilizado
de manera individual o bien en combinacion.

La cirugia es el tratamiento mas conocido y uno de los mas antiguos (Skeel,
1882). Se emplea en casos donde el cancer es de tipo no hematolégico y se
encuentra en un sitio bien definido y localizado. Este tratamiento es muy usado
cuando no existen metastasis y el tumor primario esta en un fugar accesible para
la intervencion quirdrgica. Se sabe que la cirugia en ciertos casos puede ser una
medida curativa, sin embargo, conlleva muchos riesgos, como puede ser la
diseminacion de células cancerosas a otros tejidos (Cooper, 1992).

Otro tratamiento ampliamente utilizado es la radioterapia, cuyo efecto en el
organismo es el resultado de una larga serie de eventos siempre iniciados por la
ionizacidon o la excitacion de unas pocas de sus moiéeculas (Brandan, 1986). Este

tratamiento es frecuentemente utilizado en canceres como: seminomas,



mielomas, neoplasias de 1a laringe, cavidad oral, linfoma tipo Hodgkin y tumores
cerebrales (Skeel 1982; Cooper, 1992).

En las ultimas décadas se han desarrollado tratamientos conccidos como
“terapias biologicas”, dentro de éstos, se conoce al transplante de médula 6sea
como uno de los tratamientos mas efectivos para las leucemias y los linfomas,
también se encuentran los moduladores bioldgicos, que son componentes
naturales producidos en el cuerpo que regulan la funcidn de las células del
sistema inmune (Pratt ef a/., 1994). Si bien, esta area se encuenfra en pleno
desarrolio su importancia radica en {a tedrica especificidad que ofrece.

Por otro lado, las terapias génicas ademas de ser una potente herramienta para el
tratamiento del cancer, ofrecen aportaciones en todos los ambitos de {a
investigacion bioldgica. La terapia génica a grandes rasgos consiste en fa
eliminacion de genes mutados y la insercidon de genes normales en células con
division descontrolada.

Por Ultimo, se sabe que a principios del! siglo pasado los investigadores han
tratado de encontrar agentes quimicos capaces de matar o detener a las celulas
tumorales (Rojas, 1992), bajo éste principio, fue como comenzé el desarrollo de
uno de los tratamientos mas importantes para esta patologia, conocido como la

quimioterapia.

Aspectos histéricos de la quimioterapia. | a utilizacion de productos quimicos
contra el cancer se ha registrado desde hace unos 500 anos, pero fue hasta

1865 cuando Lissauer reportd por primera vez el uso efectivo de sustancias contra



esta enfermedad utilizando arsenito de potasic en un paciente leucémico (Pratt ef
al., 1994).

El desarrollo del primer farmaco antineoplasico se realizé durante la Primera
Guerra Mundial, como un agente quimico utilizado para fines bélicos, el cual, era
un gas llamado mostaza nitrogenada, derivado de la mostaza de azufre (gas H)
(Pratt et al.,, 1994), mas tarde Aldair y Bagg (1931) aplicaron la mostaza de azufre
a carcinomas escamosos encontrandc que ésta es muy toxica para su uso
sistémico.

Por su parte, Gilman estudio los efectos antitumorales de ia mostaza nitrogenada
en linfosarcomas de ratdn, detectando un efecto positivo. Pero fue hasta 1942 que
se comenzé a probar clinicamente en pacientes. En 1846 con la publicacion de
este trabajo se marca el inicio de la quimioterapia moderna (Rojas, 1992; Pratt et
al., 1994).

l.a segunda droga anticancerigena que se utilizé con éxito, fue la aminopterina, o
mejor conacida como Metotrexato, el cual es un antagonista del acido folico
(Kamen et al.,, 2000), y fue Farber quien investigdé sus efectos, encontrando que
era citotéxico en celulas de médula 6sea de nifios con leucemia, induciendo ia
remision de la enfermedad en la mayoria de los casos. Aunque la busqueda de
agentes menos tdxicos y mas poderosos continuaba (suefio de Farber), ningun
compuesto similar ha superado al Metotrexato. El primer ejemplo de la eficacia de
este farmaco es la curacion del coriocarcinoma (Hertz ef al.,1961).

Hitchings y Elion después de haber sintetizado y probado mas de 100 analogos de

purina en agentes microbianos, descubrieron que la 6-mercaptopurina (6-MP) y la



B-tioguanina (6-TG) podrian ser agentes (tiles en el tratamiento para el cancer,
por lo que, éstos fueron probados clinicamente durante 1953 en nifios con
leucemia aguda. Actuaimente, el uso de la 6-MP en combinacién con otras
sustancias para una terapia de induccién y mantenimiento puede curar hasta un
80% de nifos con leucemia iinfocitica aguda. Mientras que ia 6-TG se ha usado
en leucemias mielociticas agudas en combinacion con el citosin-arabinosido,
mejor conocido como Ara-c (Pratt ef al., 1994).

También Farber (1954) introduce a la clinica la Actinomicina-D, la cual es aislada
de una especie de Sirepfomyces; su efectividad antitumoral en roedores y
humanos condujo al desarrollo de otros farmacos, por ejemplo: Mitramicina,
Bleomicina, Daunorrubicina y Doxorrubicina (Adrniamicina) utilizadas en leucemias
principalmente y en una gran variedad de tumores solidos (Pratt et al., 1994).

Las antipirimidinas fueron desarrolladas durante los intentos de sintetizar analogos
que pudieran inhibir el empieo del nucledtido uracilo por los tumores. Heidelberg
(1965) pensd que pudiera haber una sustitucion posible en las posiciones 5 y 6
del anillo del uracilo; pero el derivado sustituido en la posicion 5 era mas facil de
obtener y mucho mas estable, por lo que, predijo que un sustituto en la posicion 5
podria bloquear la formacion de nuclediidos de timina a partir de nucledtidos de
uracilo. E! resuftado fue una nueva sustancia antineoplasica llamada 5-
Fluoruracilo, la cual ha sido tan relevante que hasta la fecha se sigue
administrando.

Posteriormente, se introducen a la clinica los productos alcaloides derivados de la

planta Vinca rosacea, de aqui se conocen actualmente la vincristina y la



vinblastina, parie medular de los regimenes quimioterapeuticos de leucemias y
linformas principalmente (Pratt et al., 1994).

Dentro de los regimenes quimioterapedticos, un agente que ha causado un gran
impacto fue el encontrado por Rosenberg ef al. (1965) donde al someter a
Escherichia coli a un campo eléctrico con electrodos de platino, la replicaciéon
bacteriana se detenia, descubriendo asi que las sales de platino eran las
causantes de este fendmeno. Fue hasta 1972 que se probd este compuesto en
canceres humanos con resultados positivos. Actualmente, el cis-platino continua
arrojando resultados alentadores, ya que es parte integral de los regimenes
qguimioterapeuticos para fa curacion del cancer de testiculo, canceres ovaricos, de
cabeza, cuello, vejiga, pulmoén y cervicales. A partir de éste se obtiene el carbo-
platino presentando la misma actividad que su antecesor pero con menor
toxicidad (Rose y Schuring, 1985).

Posteriormente, se descubren los antiestrogenos (agentes hormonales) para el
tratamiento del cancer de mama, por lo que, se comenzaron ha desarroliar
bicensayos de compuestos estrogénicos en roedores, con la finalidad de observar
alguna actividad tanto estrogénica como antiestrogénica. De esta manera, un gran
nimero de compuestos fenodlicos y trifenolicos se han desarrollado y dentro de
éstos se encuentran el dietiletiibestrol, tamoxytrifetol (Mer-25) y tamoxifen (IC146,
474) (Pratt et al., 1994).

Recientemente, se aprobd el uso del etopdsido (VP-16213), que es un derivado
semi-sintético de la podofilotoxina, el cual es extraido de la planta Podophyllum

peltatum. El Instituto Nacional del Cancer en EUA a partir de extractos de esta



planta ha obtenido resultados que reflejan una actividad antitumoral (US-INC). Se
han sintetizado dos compuestos: el etopéside y el tenipésido. El primero, es usado
para el tratamiento del cancer de testiculo, pulmon, enfermedad de Hodgkin y
algunos linfomas, el segundo se utlliza para la leucemia linfocitica aguda vy
tumores cerebrales (Pratt et al., 1994).

Los agentes empleados en la quimioterapia se clasifican de acuerdo a diferentes

criterios, el que nosotros adoptamos se basa en su mecanismo de accién (De

Vita, 1993).

Clasificacion de agentes antineoplasicos

Agentes alquilantes e intercalantes. Compuestos altamente reactivos que
pueden o no formar enlaces covalentes con diversos grupos nucleofilicos, estos
agentes pueden sustituir un grupo alquil (l.e. R-CH2-CH2) por atomos de
hidrégeno de varios grupos organicos. Varias sustancias celulares pueden ser
alquiladas de esta manera, por 0 que las evidencias sugieren que asi se lleva a
cabo la alquilacién de los acidos nucleicos, principalmente de DNA (debido a lo
anterior, es que se produce un efecto citotéxico). Estas alquilaciones provocan
rompimientos en {a molécula del DNA, de la siguiente manera: (Strauss ef al.,
1976).

DNA alquilado -—  Sitio apurinico en el DNA — rompimientos de cadena
sencilla.

Estos sitios apurinicos en el DNA son rapidamente convertidos “in-vivo” en

rompimientos de una sola cadena por la accidn de las AP endonucleasas, esto es
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considerado como la lesién de alquilacién de mayor toxicidad para el DNA. Estos
agentes también pueden producir entrecruzamientos de las cadenas del DNA, de
ésta manera se interfiere con la replicacion y con la transcripcion (Strauss ef al.,
1976). Las diferencias en la actividad entre varios agentes alguilantes radican
aparentemente en la cantidad, sitio de absorcion del farmaco, la tasa metabdlica
y la afinidad histologica (Cline, 1971). Los agentes alquilantes son ciclo celular
especificos y son activos en contra de un gran nimero de tumores con diferentes
tasas de proliferacion (Cline, 1971).

Por su parte, Pratt y colaboradores (1994) clasifican a algunos de los agentes en
dos grupos dependiendo del enlace que forman con el DNA (covalentes y no
covalentes). Dentro de los primeros podemos encontrar a las mostazas
nitrogenadas (i.e. meclorotamina, cloroambucil, melfalan, ciclofosfamida e
ifosfamida), las aziridinas (i.e. tiotepa, altretamina y mitomicina-C), los alcano
sulfonatos (i.e. busulfan), las nitrosureas (i.e. carmustina, lomustina, semustina y
streptozotocina), los compuestos de platino (i.e. cisplatino y carboplatino) y los
agentes metilantes (i.e. decarbazina y procarbazina). En el segundo grupo
encontramos a las antraciclinas (i.e. daunorrubicina, doxorrubicina e idarrubicina),
las mitoxantinas, la actinomicina-D, |la bleomicina y la plicamicina. De este grupo

de agentes en nuestro estudio trabajamos con:

¢ Actinomicina-D.
i. .Otros nombres. D-actinomicina, act-D, cosmegen.

ii. Peso molecular. 1,255.5



iii. Tipo de agente. Antibidtico derivado de Strepfomyces parvulus (unidon no
covalente al DNA) (Cline, 1971; Carter et al., 1977; Skeel, 1982; Cvitkovic et al.,

1993; Pratt et a/., 1994).

iv. Formula.
@
O
7\ i
HL C — Thr — oVal — Prg— MeGly— MaVal
0 N
/ 0
[ ° ]
HL C — Thr — oVal = Prp — MeGiy— MeVa
/
O/ NH,

v. Dosis para personas aduitas. 0.40-0.45 mglm2 (Skeel, 1982)
0.40-0.60 mg/m” (Cvitkovic et al., 1993)

vi. Especificidad en el ciclo celular. No fase especifico, presenta mayor
sensibilidad en células en divisién (Cvitkovic et al., 1993; Pratt ef al., 1994; Chang
et al, 1999).

vii. Mecanismo de accion. Presenta afinidad por la guanina, se une al DNA
fuertemente en el surco menor de ia doble hélice, interfiriendo con la sintesis del
DNA dependiente del RNA. Inhibe sintesis de RNA (RNAr especificamente), en
altas concentraciones es inhibida la sintesis de DNA y probablemente altera su
elongacién (Chiao y Krug, 1877; Cvitkovic et al., 1993; Pratt ef al., 1994, Chang ef
al., 1999). A bajas concentraciones inhibe la reaccion de la RNA polimerasa
formando complejos con las guaninas de DNA (Cline, 1871). La fuerte union entre
actinomicina y DNA se ha demostrado por espectroscopia, por la densidad del

DNA, asi como por experimentos en su punto de fusion y por estudios de cinética.



Por {o anterior, se ha observado que la regién de la molécula donde se encuentra
el cromoforo de fenoxazona se intercala entre las bases del DNA y que el grupo 2-
amine de la guanina es importante para la formacion dei complejo estable entre el
farmaco y el DNA (Pratt et al., 1994, Robles y Adami, 1998; Sato et al., 1999).

Viii. Uso. Se utiliza principalmente para tratar tumores soélidos en pacientes
pediatricos, incluyendo el tumor de Wilms, sarcoma de Ewing y el
rabdomiosarcoma embrionario, donde puede ser curativo. Se han observado
respuestas positivas en pacientes con linfomas tipo Hodgkin y no Hodgkin, cancer

testicular metastasico y sarcoma de Kaposi (Skeel, 1982; Cvitkovic et al., 1993).

« Adriamicina.

i. Otros nombres. Doxorrubicina, adriblastina y ADR.

ii. Peso molecular. 579.9

iii. Tipo de agente. Antibidtico antraciclico derivado de Streptomyces peucetius

(Cline, 1971, Carter et al., 1977; Skeel, 1982; Cvitkovic et al., 1993; Pratt et al,,

1994).

iv. Formula.

v. Dosis para personas adultas. 30 mglm2 (Carter et al., 1977, Skeel, 1982, Uziely

et al., 1995),
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vi. Especificidad en el ciclo celular. No fase especifico, presenta mayor
sensibilidad en células en divisién (Cvitkovic et al., 1993; Pratt ef al., 1994).

vii. Mecanismo de accion. Es un agente que se intercala entre las bases del DNA
inhibiendo su sintesis (Carter ef al., 1977). Se une al DNA intercalandose en la
doble hélice haciendo que ésta se desestabilice y este dafio lleva a la inhibicion de
la sintesis de los acidos nucléicos (Cvitkovic et al., 1993). Otro mecanismo de
accion propuesto es la produccidbn de radicales libres provocando una
peroxidacién de lipidos, alquilacién de proteinas y del DNA (Eliot ef al., 1984,
Muindi et al., 1985, Cvitkovic ef al., 1993, Pratt et a/., 1994, Shen ef al,, 1998).

El croméforo de esta antraciclina contiene una hidroxiquinona que es una
estructura quelante del fierro, la unién adriamicina-Fe forma un complejo ternario
con el DNA, el cual, es diferente al complejo constituido entre el farmaco
intercalado y el DNA. El complejo ADR-Fe-DNA cataliza la transferencia de
electrones del glutatibn al oxigeno, resultando la formacién de especies de
oxigeno reactivas, este complejo también genera radicales hidroxilo del peréxido
de hidrogeno (Eliot ef al., 1984; Muindi ef al.,, 1985; Cvitkovic ef al., 1993; Pratt ef
al., 1994; Shen et al., 1998). También, interfiere con ia funcién de la membrana, in
vitro altera la biosintesis lipidica de las ceélulas cardiacas que resultan en la
modificacion de la composicion de la membrana pudiendo ser los blancos de este
farmaco la cardiolipina y la espectrina (Cvitkovic et al., 1993; Shen et al., 1998).
vili. Uso. Se utiliza principalmente para tratar la leucemia aguda no linfocitica, asi
como para el cancer de mama, vejiga, endometrio, pulmén, ovario, estémago y

tiroideo, asi como sarcoma de hueso y tejidos blando. Ademas, para tumores



solidos en pacientes pediatricos (Skeel, 1982; Pratt et al., 1994), También se
emplea para el linfoma de Burkitt y la leucemia linfocitica aguda (Reiter et al,,

1995). Asi como para otros linfomas (Skeel, 1982; Pratt el al., 1994; Canelios,

1995).

» Carboplatino.
i. Otros nombres. CBDCA, JM8
ii. Peso molecutar. 371.25

ii. Tipo de agente. Alquilante, entrecruzador (Carter ef al., 1977; Cvitkovic et al.,

1993:; Pratt ef al., 1994).

. Formula.
o]
NH, o} c¢ CH,
2
~o

CeH12 04 B

v. Dosis para personas adultas. 250-500 mgim2 (Cvitkovic et al.,, 1993 Chatelut et
al., 1995).

vi. Especificidad en el ciclo celular. No fase especifico, presenta mayor
sensibilidad en células en division (Cvitkovic ef al., 1993; Pratt et al., 1994).

vii. Mecanismo de accion. Existen evidencias de que el principal blanco de este
agente es el DNA, los principales sitios de reaccion a un pH fisiolégico son el
nitrogeno-7 de la guanina y adenina formando asi aductos con el DNA, lo cual,

conileva a la formacion de entrecruzamientos intracadenas por la unién del
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Figura 1. Posibles ejemplos de la formacidn de aductos involucrando al DNA por parte de los
agentes bifuncionales Cis-platino y Carboplatino. (A} unién bifuncional a una base del DNA. (B)
enirecruzamiento DNA-proteina, (C) entrecruzammento intracadena y (D) entrecruzamiento
intercadena,
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iii. Tipo de agente. Alquilante bifuncional (Cooper, 1992, Cvitkovic et al., 1993;
Pratt ef al., 1994)

iv. Férmula.

/CHZ —CHz—"“CI
Hooc-—c':H—CH2 N

NH, \CHz_CHz"—C]
v. Dosis para personas adultas. 0.05-0.1 mg/kg (Cline, 1971)

0.25-1.0 mg/Kg (Carter et al., 1977)

8 mg/m” (Skeel, 1982)

2 — 8 mg/m? (Cvitkovic et al., 1993)
vi. Especificidad en el ciclo celular. No fase especifico (Mol et al., 1993; Pratt et
al., 1994).
vii. Mecanismo de accidon. Una reaccion de maxima importancia para los efectos
citotoxicos de las mostazas es la formacién de un enlace covalente entre la
sustancia y el nitréogeno-7 de la guanina. Después de formar este enlace con una
molécula ios agentes bifuncionales (aquellos que contienen dos lados reactivos
cloroetilos) pueden formar un enlace covalente con algun otro grupo nucleofilico
(i.e. amino, carboxil, sulfhidril, imidazol), esta segunda reaccidn puede involucrar
al nitrébgeno-7 de otra guanina o algun otro grupo nucleofilico (Mol et al.,, 1993,
Pratt ef af., 1994).
Esta secuencia de reacciones puede tener diferentes consecuencias, por ejemplo,
reaccionar con otra guanina y poco probable con una adenina o citocina, lo cual,

puede resultar en un entrecruzamiento intra o intercadena. El segundo lado de la
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cadena puede reaccionar con H>O un nucledfilo débil para producir unidades de
guanina monoalquiladas (Pratt et al., 1994).

viii. Uso. Se utiliza para tratar el mieloma multiple (Skeel, 1982; Pratt ef al., 1994;
Browman et al.,, 1995), carcinomas de mama, ovario, testiculo (Skeel, 1982; Pratt

et al., 1994) y el glioma (Kurpad ef al., 1995).

Agentes antimetabolitos. Son aquelios que interfieren con la producciéon de los
acidos nucleicos principalmente por dos mecanismos: (1) por la incorporacion de
la sustancia como un compuesto quimico esencial de la célula (Rojas, 1992;
Duthie y McMillian, 1997) y (2) por la inhibicién enzimatica (Rojas, 1992; Pratt ef
al., 1994; Kasamatsu ef al., 1996; Hung et al., 19986; Martin ef al., 1999). Algunos
de éstos agentes inhiben la produccion de los desoxirribonucledtidos trifosfatados,
los cuales, son precursores inmediatos para la sintesis del DNA, inhibiendo asi el
proceso de replicacion. Se ha observado que algunos agentes antimetabolitos son
estructuralmente muy parecidos a las purinas o pirimidinas, por lo gue, son
capaces de sustituirlas. Los derivados nuclectidicos de los antimetabolitos
compiten con las enzimas anabdlicas y asi inhiben la formacién de precursores
normales. Ademas, ellos mismos pueden ser usados como sustrato (Pratt et al.,
1994).

Dentro de estos agentes se encuentran los antagonistas del folato (i.e.
Metotrexato y trimetexato), los antagonistas de las pirimidinas (i.e. fluoruracil,
fluordesoxiuridina y azacitidina), los antagonistas de las purinas (i.e.

mercaptopurina, tioguanina, tiazofurina, clorodeoxiadenosina y pentostatina), los



analogos modificados del azdcar (i.e. citarabina y fludarabina) y los inhibidores de
la ribonuciedtido reductasa (i.e. hidroxiurea) (Pratt ef al., 1994). Dentro de este

grupo de agentes, para este estudio utilizamos los siguientes:

« 5-Fluoruracilo.

i. Otros nombres. 5-FU, adrucii, fluoruracil.

ii. Peso molecular. 130.1

iil. Tipo de agente. Antimetabolito de las pirimidinas.

iv. Formula.

v. Dosis para personas adultas. 500-600 mg/m2 (Skeel, 1982; Kohne et al., 1995}
vi. Especificidad en el ciclo celular. Fase S especifico (Cvitkovic ef al., 1993; Pratt
et al., 1994).

vii. Mecanismo de accion. El acido timidilico es un desoxirribonucleétido de la
timina una de las bases pirimidicas del DNA; por medio de la enzima
timidilatosintetasa (TS) se metila el 2-desoxiuridina 5-fosfato, el 5-FU cuando se

[T

convierte ““in-vivo™ al desoxinucledtido, tiene una cierta afinidad por la TS, por lo
que, la bloquea cuando ésta utiliza el fluordesoxiuridina monofosfato (fdUMP)
como sustrato, ya que normalmente la TS cataliza {a metilaciéon del desoxiuridina

monofosfato (dUMP). Cuando fdUMP es utilizado en lugar de dUMP el proceso

se paraliza en un paso intermediario atrapando a la enzima, al seudosustrato, y al
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cofactor del folato en un complejo temario covalente (Cooper, 1992; Pratt et af.,
1994).

viii. Uso. Se utiliza para tratar los canceres: coiorrectal (Kohne ef al., 1995),
mama, cabeza y cuello, gastrico, tumores pancreaticos y carcinoma de células
basales de la piel (Skeel, 1982; Pratt ef al., 1994). Ademas cancer de esdéfago,

higado y vejiga (Skeel, 1982),

» Hidroxiurea.

i. Otros nombres. N-Hidroxiurea, Hydrea, N-HU, HU

ii. Peso molecular. 76.05

ii. Tipo de agente. Antimetabolito (inhibidor de la ribonucledtido reductasa) (Pratt
et al., 1994)

iv. Férmula.

HQN C

—Z—

OH

v. Dosis para personas aduitas. 80 mg/Kg (Carter ef al., 1977)
800-2,000 mg/m? (Skeel, 1982)
2 mglm2 (com. pers. Dra. A.M. Mejia)
vi. Especificidad en el ciclo celular. Fase S especifico (Pratt ef al., 1994).

vii. Mecanismo de accién. Inhibe la sintesis de DNA ya que reduce el “pool” de



nuciedtidos inhibiendo la reduccibn enzimatica de purinas y pirimidinas de
ribonucledtidos a  desoxiribonuciedtidos (Cole, 1970; Skeel, 1982).
Especificamente, la NHU tiene como blanco la enzima ribonucleétido reductasa, la
cual, ccupa una posicion Unica en el metabolismo de los nucledtidos ya que es la
Unica enzima altamente regulada y su actividad esta involucrada en la sintesis “de
novo” de todos los precursores utilizados en 1a sintesis de DNA, esto lo lleva a
cabo convirtiendo los ribonucleosidos-difostatos a desoxirribonucleétido-difosfatos.
Por o anterior, esta enzima esta relacionada con el estado de proliferacion de las
células tumorales, por lo que, es un blanco para los farmacos antineoplasicos. La
ribonucledtido reductasa esta formada por dos dimeros llamados M1 y M2. La
subunidad M2 contiene dos grupos que son importantes para su actividad
catalitica: (a) un radical libre de tirosil, el cual inicia la reaccion al quitar un atomo
de hidrogeno del sustrato, que es un centro de hierro, el cual, es necesario para
generar y estabilizar el radical tirosil. La NHU como otros compuestos inhiben a
esta enzima por medio de la desestabilizacién del ceniro de hierro y asi inactivar
la subunidad M2 (Carter et al., 1977; Pratt et al., 1994). También, interfiere con los
mecanismos de reparacion, pero esto es a concentraciones mucho mayores a las
utilizadas en este estudio (Martin et al,, 1997; Martin ef al., 1999).

viii. Uso. Se utiliza principalmente para la leucemia granulocitica crénica con
resistencia al busulfan, se emplea en combinacion con radioterapia para en
tratamiento de carcinomas de cabeza y cuello y cervicouterino (Skeel, 1982; Pratt
et al., 1994) También, se utiliza para el tratamiento de la leucemia mielégena

cronica (Hehlmann et al., 1994)



¢ Metotrexato.

i. Otros nombres. Aminopterina, MTX, mexate

ii. Peso molecular. 454 4

iii. Tipo de agente. Antimetabolito (antagonista del folato)

iv. Formula.

COOH
y!

CHa

|
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I oy COOK
v. Dosis para personas adultas. 15-20 mg/m® y 20-30 mg/m® (Skeel, 1984;
Cvitkovic et al., 1993; Kamen et al., 2000).
vi. Especificidad en el ciclo celular. Fase S especifico (Pratt ef al., 1994).
vii. Mecanismo de accion. Los folatos existen en las células de los mamiferos en
diferentes formas, la estructura principal de todos es el acido folico, el cual, para
ser utilizado por la célula como coenzima tiene que reducirse por la enzima
dihidrofolatereductasa (DHFR). Por lo anterior, esta sustancia entra a la célula por
la ruta de transporte de la reduccion del folato, inhibiendo la enzima DHFR, que es
importante en la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato, el Gltimo es un
cofactor necesario para la sintesis de timina (timidilato) una de las bases
nitrogenada del DNA (Skeel, 1982; Cvitkovic et al, 1993). Una vez que e}

Metotrexato actua y el “pool” preexistente de tetrahidrofolatos es usado para la

sintesis del TMP (timidinmonofosfato) de “novo” la produccién de nucledtidos
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(purina y timidina) se bloguea arrestando asi la sintesis de DNA pero también
afectando la sintesis de RNA y proteinas (Pratt ef al., 1994)

viii. Uso. Se utiliza para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
neoplasicas, por ejemplo, coriocarcinoma gestacional, leucemia linfocitica aguda,
sarcoma osteogénico. En combinacion con otros agentes se emplea para el
cancer de mama (Skeel, 1982; Pratt ef al, 1994), asi como para la leucemia
linfoblastica aguda en adultos (Larson et al., 1995; Reiter ef al., 1995) y en nifios
(Reiter et al., 1994; Chessells, 1995). También, existe una respuesta positiva en
algunos pacientes con cancer de pulmén, de cervix, carcinomas epidérmicos y

algunos otros tumores solidos (Skeel, 1982; Pratt ef al., 1894).

Agentes inhibidores de microtabulos

Una gran cantidad de agentes quimicos, de los cuales muchos son de origen
natural, presentan actividad antitumoral ya que son capaces de unirse a la
tubulina o a los microtibulos, estas estructuras son polimeros proteinicos de!
citoesqueleto, esenciales para el crecimiento celular, divisidon celular, movilidad,
transduccion de senales, desarrolio y mantenimiento celular. Al interactuar con
estas proteinas causan inhibicidn de la proliferacion celular especificamente en la
transicion de metafase a anafase durante la mitosis, ya que dafian al
citoesqueleto principalmente (Jordan et al., 1991; Jordan y Wilson, 1993). Algunos
de estos agentes son: Colchicina, Taxol, Taxotere, Epotitones y los derivados de
la planta Vinca rosea (Vincristina, Vinblastina, Vindesina), los cuales,

principaimente, son parte medular de los protocolos de quimioterapia para



canceres hematologicos. En este trabajo utilizamos a la vinblastina.

+ Vinblastina.

i. Otros nombres. Velbe, Velban,VBL

ii. Peso molecular. 811

iii. Tipo de agente. Alcaloide derivado de la pianta Catharanthus rosea (Vinca
rosea), inhibidor de microttbulos (Cooper, 1992, Pratt et al, 1994; Jordan y
Wilson, 1998).

iv. Férmula.

v. Dosis para personas adultas. 2mg/m* (Samuels et al., 1997).

vi. Especificidad en el ciclo celular. Los agentes inhibidores de los microtubulos,
son especificos para la fase “M” (metafase) ya que arrestan a la célula en esta
fase (Pratt ef al., 1994; Jordan y Wilson, 1998}

vii. Mecanismo de accién. Este producto natural, como ya se menciond, inhibe la
accion de los microtabulos, y por lo tanto afecta las funciones del huso mitético,
esto o logra ya que se une directa y especificamente a los dimeros libres de la

tubulina, esto hace que se rompa el equilibrio de polimerizacion vy
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despolimerizacion de los microtubulos (Wilson, 1990; Jordan ef al., 1991; Livezey
et al., 1993; Panda et al., 1996; Scala et al., 1996), ya que se forman agregados
de tubulina con la droga, causando asi un arresto en metafase, (Wilson, 1990;
Jordan et al., 1991; Livezey et al., 1993, Panda et al., 1996; Scala ef al. 1996) que
es un proceso muy complejo, el cual, depende de varios factores como son: Ia
fuerza i6nica, la concentracion del ion magnesio, interaccién con otras proteinas
(diferentes de la tubulina), la concentracion de nucledtidos y los niveles de GTP
(guanosin-trifosfato}, entre otros. Por su parte, Jordan y Wilson (1998) plantean
que el efecto antimitético de este compuesto es gracias a la estabilizacion
cinética, del huso mitdtico, mas que la desestabilizacion del proceso de
polimerizacién de la tubulina. |

Otros mecanismos de accién propuestos para este compuesto estan relacionados
con varios procesos celulares, los cuales, parecen no tener relacién con el dafio
en microtubulos. Por ejemplo, afectar la biosintesis de acidos nucleicos y lipidos,
el metabolismo de los nuclettidos y del glutation, también afectar la actividad de la
calmodulina dependiente de ATP (Adenosin trifosfato) (Creasey, 1968, Klein ef al.,
1975, Jordan ef al., 1991).

viii. Uso. Se utiliza principalmente para los linfomas tipo Hodgkin y no Hodgkin
(Liang et al., 1993; Pratt et al., 1994; Canellos, 1995), Asi como en combinacion
con otros farmacos para el tratamiento de canceres de ovario y testiculo y su
empleo es limitado en el cancer del tracto urinario, de mama y en el sarcoma de

Kaposi (Pratt et al.,1994).
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Agentes inhibidores de la funcién de la cromatina. Los cromosomas
eucariéticos son estructuras complejas que cambian de conformacion y posicidn
intracelular durante el ciclo celular, estos cambios son necesarios para la
replicacion del DNA y la division mitética. Ademas, se ha encontrado que los
agentes que interfieren con las proteinas responsables de estos cambios son
selectivamente toxicas a las células en proliferacion. Dentro de estos agentes
podemos citar a los inhibidores de las topoisomerasas (i.e. etoposido, tenipésido,
amsacrina y camptotesina) (Pratt et al.,, 1994). E! farmaco utilizado dentro de

estos agentes fue:

» Etoposido.

i. Otros nombres. VP-16-213, verapamil y epipodofilotoxina.

ii. Peso molecular. 588.6

iii. Tipo de agente. Es una podofilotoxina derivada de raices y rizomas de

Podophyllum pelltatum y P. emodii (Cvitkovic et al., 1993).

tv. Formula. OH
H\C /$o
O
0
HO
OH
( 0
0
O
H.CO H.
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v. Dosis para personas adultas. 50 mg/m? (Carter et al., 1977)

50-100 mg/m? (Skeel, 1982)

300 mg/m? (Cvitkovic, 1993)
vi. Especificidad en el ciclo celular. Fase especifico (S-G2) (Cvitkovic ef al., 1993;
Pratt ef al., 1994).
vii. Mecanismo de accion. Bloquea el ciclo celular en la fase S tardia y G2
temprana, causa rompimientos de una y dos cadenas del DNA ya que su principal
blanco es la enzima topoisomerasa-li (enzima nuclear responsable de los cambios
topologicos del DNA). También, se une al DNA de manera covalente vy
directamente para formar un fuerte complejo topoisomerasa-II-DNA; para que asi
esta enzima no sea capaz de resellar los rompimientos de las cadenas. Se ha
observado que reduce el indice mitético (Cvitkovic et al., 1993; Pratt et al., 1994).
Ademas, se ha observado que el tratamiento con etoposido previene {a activacion
de la proteina cinasa p34°d°2. Esta cinasa que normalmente se activa al final de la
fase G2 del ciclo celular, juega un papel critico en permitir a las células la entrada
a la mitosis (Pratt et al., 1994), debido a lo anterior después del tratamiento con
etopdsido se observa un arresto celular en la fase G2.
Otro aspecto importante es que induce genotoxicidad, debido a que el VP-16
contiene un grupo fenédtico, el cual es crucial para su actividad antitumoral
(Gantchev et al., 1994; Kagan ef al., 1994; Ritov ef al., 1995; Tyurina ef a/., 1995).
Se ha reportado que varios sistemas enzimaticos como peroxidasas, tirosinasas,
prostaglandin sintasas y P-450, asi como fuentes exdgenas de radicales peroxilos

(como los compuestos AZ0O), activan al VP-16 por medio de la oxidacion de un
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electron del grupo fendlico para generar metabolitos reactivos (quinonas), los
cuales pueden actuar como mutagénicos, carcinogénicos y citotdxicos por ia
interaccion directa con blancos macromoleculares como el DNA y proteinas, asi
como la generacion de radicales hydroxilo en la catalisis de metales, causando
estrés oxidante (Haim et af., 1987; Guntchev et al., 1994; Kagan et al., 1994; Ritov
et al. 1995; Tyurina et al.,, 1995). Cuando se forma el radical fenoxilo, este puede
ser convertido a productos de oxidacién o de reduccién a su estado original, estos
pasocs son criticos para suprimir o activar sus efectos citotoxicos (Guntchev et al.,
1994). Los compuestos azo se pueden descomponer unimolecular y no
enzimaticamente para generar N, y dos radicales idénticos con un centro de
carbon que podrian reaccionar con oxigeno molecular para formar radicales
peroxilos, éstos pueden sustraer el 4tomo de hidrégeno de los fenoles para inducir
radicales fenoxilos (Gantchev ef al., 1994).

viii. Uso. Se utiliza principalmente contra el cancer de testiculo (Cvitkovic et al.,
1983; Pratt et al., 1994). Aunque, también presenta actividad contra el carcinoma
de células pequefias del pulmédn, asi como para la leucemia aguda no linfocitica
(Skeel, 1982; Cvitkovic et al., 1993), leucemia mieloide aguda { Archimbaud ef al.,
1995). Ademas, se usa para tratar los linfomas de Hodgkin (Cvitkovic et al., 1993;
Canellos, 1995), no Hodgkin (Cvitkovic et al., 1993; Haioun, 1994) y linfoma de

Burkitt (Reiter et al., 1995).



29

Agentes Hormonales

Se les conoce de esta manera, porque los tumores originados en 6rganos
sexuales pueden responder de manera positiva a las hormonas ya que presentan
receptores hormonales, por lo que, el crecimiento de varios tipos de tumores
puede ser modificado con hormonas esteroideas o sus antagonistas (i.e. los
estrogenos, las progestinas y los andrégenos). En algunos casos, los tumores son
hormona-dependientes y la terapia se enfoca en remover el 6rgano productor de
la hormona, o bien previniende la sintesis hormonal en otros sitios, bloqueando la
accién endodgena hormonal de las células tumorales por tratamiento con
sustancias antihormonales. Otras clases de hormonas esteroideas son los

glucocorticoides los cuales presentan un efecto linfocitolitico (Pratt et al., 1994).

Como ya hemos mencionado, la mayoria de los agentes quimicos utilizados para
el tratamiento del cancer inducen dafio directo o indirecto en el DNA. Por lo
anterior, se han incrementado, en los dltimos anos, el desarrollo de pruebas que
detecten el daifio inducido por los agentes antineoplasicos y muchos otros agentes
quimicos, dentro de éstas podemos citar las pruebas que determinan ia induccién

de genotoxicidad.

Pruebas de genotoxicidad. La exposicidon de los seres vivos a los diferentes
agentes capaces de causar un dafio genotdxico ha generado un creciente interés
para desarrollar técnicas capaces de detectar dicha alteracion.

Los primeros ensayos surgieron en la década de los 70. Una de las primeras
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pruebas, y con vigencia hasta nuestros dias, es la de Ames o conocida como
“revertantes de histidina” (en Salmonella) que evalGa el efecto a nivel genético
causado por los agentes fisicos en bacterias auxotrofas, causando la reversion a
protétrofas (Brusick, 1987). Posteriormente, se comenzaron a realizar pruebas en
células eucariontes (levaduras), para obtener modelos cada vez mas similares a
las células humanas.

Uno de los ensayos utilizados es ia evaluaciébn de mutaciones en genes
conocidos, y un ejemplo de esto son la hipoxantin-guanosin fosforibosil
transferasa (HPRT) y la timidina cinasa (tk). El tipo de mutaciones gque aqui se
detectan son en cantidad de informacion (insercion y delecion) y estructura génica
(sustitucion de bases y rearreglos) (Brusick, 1987).

Otro tipo de prueba es la bUsqueda de aberraciones cromosomicas, esta prueba
es una de las mas utilizadas para detectar genotoxicidad.

Existen dos tipos de aberraciones: numéricas y estructurales. En este tipo de
analisis se evallan diversos parametros que proporcionan una clara idea sobre el
tipo de dafic que se produce. Entre los parametros considerados se encuentran:

« nimero cromosomico (aberraciones de tipo numérico)

» deleciones, duplicaciones, inserciones, inversiones Yy translocaciones
(aberraciones de tipo estructurales), y

e alteraciones capaces de producir formaciones en anillos por recombinacion y no
disyuncion.

Otro tipo de pruebas de genotoxicidad son:

» micronucleos, producidos por la perdida de cromosomas enteros o fragmentos
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de estos durante la divisién celular.

« intercambio de cromatidas hermanas, producidas por el rompimiento y la reunién
del material genético entre las cromatidas en el mismo “locus” sin alterar la
estructura (Brusick, 1987).

Se conocen también otro tipo de ensayos, los cuales, evalian la repacion del DNA
después de la exposicion a un xenobidtico, lo que puede descubrir mecanismos
de accion de los agentes quimicos que dificultan la reparacion, asi como encontrar
a las personas que son mas suscepiibles a los efectos a largo plazo por
dificultades reparadoras (Li ef al., 1991).

En la ultima década se ha propuesto la técnica de electroforesis unicelular o
ensayo cometa como un sistema sensible para la deteccion de dafio genotoxico,

que se manifiesta a manera de rompimientos en la cadena de DNA.

Electroforesis unicelular alcalina

Ostling y Johanson (1984) propusieron una técnica para la deteccion de dano
genotoxico al DNA en células individuales, en la que realizan una electroforesis en
microgel, donde las células son embebidas en agarosa y posteriormente lisadas
en una solucion rica en detergentes; posteriormente, se someten a un campo
eléctrico bajo condiciones neutras (pH 9.5) y por dltimo se afiade un fluorocromo
para observar al microscopio de fluorescencia, 1o que aparentemente se asemeja
a la imagen de un cometa. En los Ultimos anos, la técnica ha sufrido
modificaciones las cuales le proporcionan una mayor sensibilidad para la

deteccibn del dafio en material genético por agentes genotéxicos, las



modificaciones mas relevantes son: (1) el pH de la solucién de lisis, (2) el pH del
amortiguador de electroforesis, (3) las condiciones de electroforesis {amperaje,
voltaje), (4) tiempo de desenrollamiento de las cadenas del DNA y (5) el tiempo de
corrimiento de la electroforesis (Rojas et al., 1999).

Actuaimente existen tres versiones para el uso de esta técnica, la primera fue
propuesta por Singh et al. (1988) y recibié el nombre de “single cell gel
electrophoresis technique” (SCGE) o ensayo cometa, la cual utiliza una
electroforesis alcalina (pH 13) que es capaz de detectar rompimientos de una
cadena, sitios alcali labiles y sitios retardados de reparacion del DNA en células
individuales. La segunda fue propuesta por Olive ef al. (1990) en la cual
desarrollan una modificacion a la técnica de Ostling y Johanson, en la que utilizan
una solucién de lisis alcalina seguida por una electroforesis ya sea en condiciones
neutras para ver rompimientos de doble cadena del DNA, o bien, en condiciones
alcalinas (pH 12.3) para la deteccion de rompimientos de una cadena del DNA y
sitios retardados de reparacion.

Los resultados obtenidos con este ensayo estan caracterizados por las
condiciones de pH de la solucién de lisis y electroforesis, ya que cambiadas estas,
la sensibilidad del ensayo se ve afectada. En condiciones neutras para las dos
variables antes mencionadas se pueden detectar rompimientos de dos cadenas
del DNA. Mientras que a pH 12.3 se detectan los de una cadena, asi como sitios
retardados de reparacién y a pH>13 se puede evaluar el rompimiento de una
cadena, sitios retardados de reparacion y sitios sensibles al alcali (Rojas el al.,

1999).
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En célutas animales (i.e. roedores, pelro, oveja, pez) se ha utilizado cualquier tipo
de tejido u organc ya que unas pocas células son suficientes para este ensayo.
Dentro de éstos las células mas utilizadas son las sanguineas, médula dsea,
cerebro, mucosa gastrointestinal, higado, rifion, mucosa nasal, ovario, piel, bazo y
testiculo. También, se han utilizado lineas celulares provenientes de roedores,
donde el cultivo de los hepatocitos ha sido el mas reportado (Rojas ef al., 1999).
Entre las ventajas que le han dado gran éxito al ensayo cometa se encuentran el
poder trabajar con células individuales, ya que se necesita una pequefa muestra
ceiular (10,000-50,000 células), la mayoria de las células eucariontes se pueden
utilizar, el ensayo es sensible, simple y econdmico, los resuitados se obtienen a
corto plazo {en promedio 3 horas después de colectadas las células) y ademas se

puede detectar dafio en células sin proliferar (Rojas ef al., 1999).

Ensayo cometa y quimioterapia. En los itimos afios, se ha utilizado la técnica
de electroforesis uniceiular alcalina o ensayo cometa, en diversos estudios para
observar los distintos efectos de algunas de las sustancias antineoplasicas usadas
en el tratamiento contra el cancer. De los trabajos relacionados con los farmacos
empleados en este estudic podemos citar a Tice et al. {1992), los cuales,
trabajaron con linfocitos criopreservados de 11 pacientes con cancer de mama
tratados con altas dosis de agentes alquilantes, como la ciclofosfamida y el cis-
platino (agente precursor del carboplatino), ésto con el objeto de evaluar ia
aplicacién de la técnica para la deteccion de los diferentes niveles de dafo en el

DNA inducidos por agentes utilizados en la quimioterapia. Estos autores



describieron que estos compuestos son capaces de inducir diferentes niveles de
dano en el DNA, los cuales, no esté‘n correlacionados con las concentraciones de
los farmacos en el suero o los niveles de la toxicidad linfocitica, con respecto a las
muestras post-tratadas, la mayoria de las células no presentaron dafio en el DNA.
Estos autores concluyen que el ensayo cometa es capaz de medir el dafio
genotoxico durante el tratamiento con agentes quimioterapicos, permitiendo asi,
hacer modificaciones en la dosis y el tiempo de tratamiento para obtener el efecto
deseado.

Olivé y Banath (1993) utilizaron etopdsido entre otros agentes quimicos, para
provocar rompimientos de doble cadena en células en S, G1 6 G2/M, con el objeto
de detectar el dafio en estas células por medio del ensayo cometa en condiciones
neutras, encontrando que las de fase S presentan de 2 a 3 veces menos dafo
que en otras fases del ciclo, concluyendo que las diferencias estructurales del
DNA son las responsables de que la sensibilidad de deteccidon de los
rompimientos de dos cadenas en células en fase S del ciclo sea mas dificil.

Por su parte, Kasamatsu el al. (1996) utilizaron el ensayo cometa para observar
los efectos de distintos agentes quimicos directos (sin activacidon metabélica) e
indirectos (con activacion metabélica). Por ejemplo, agentes directos como: ei
H2>0., N-metil-N-nitrosurea y bleomicina, y de los agentes indirectos usaron el 5-
FU, Metotrexato y la 4-nitroquinoleina-1-oxido. Los autores modificaron la version
original del cometa para obtener células intactas y sin membranas celulares (DNA
desnudo) para dar el tratamiento, reportando que esta técnica puede aportar

conocimiento acerca de las propiedades guimicas y biologicas de distintos
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agentes, asi como una sensibilidad diferencial de células con y sin membranas
celulares, encontrando que sélo los agentes directos producen un efecto en la
migracion del DNA.

Pfuhler y Wolf (1996), reportaron que la técnica del cometa en condiciones
alcalinas es un meétodo rapido y sensible para la deteccion de agentes
entrecruzadores como €l cis-platino y la mitomicina-C.

Por su parte, Anderson ef al. (1987) emplearon la electroforesis unicelular aicalina
para observar el dafio genotoxico producido después de un tratamiento con
adriamicina, las células son tratadas después de estimularlas con PHA durante 20
h, lo que resuita en una actividad dosis-respuesta s6lo en células estimuladas.

Por ofro lado, Olive y Banath (1997) exponen diferentes lineas celulares
(tumorales) a agentes genotéxicos, para determinar si el dafno provocado por
éstos en el DNA, podria ser predictivo para la muerte celular y resistencia a los
farmacos que utilizaron (adriamicina, etopoésido y actinomicina-D). Concluyen que
en condiciones alcalinas se observa un dano que si puede ser correlacionado con
la muerte celular independientemente del tiempo de tratamientc o la
concentracion del farmaco. Para el etopésido y la adriamicina, no se pudo
determinar la muerte celular, pero en general para la mayoria de los farmacos el
ensayo cometa fue una herramienta efectiva y cuantitativa para la prediccion de fa
citotoxicidad en sistemas muiticelulares.

Con el objetivo de validar la electroforesis unicelular como un sistema para
detectar genotoxicidad, Sasaki et al. (1997) emplearon diferentes érganos de

raton, usando 11 mutagenos quimicos distintos, de los cuales tres eran agentes
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En 1999 Romanet et al. utilizaron el ensayo cometa para medir hipoxia celular y
RCS (rompimiento de cadena sencilla) en linfocitos de pacientes con carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello bajo un régimen guimioterapeutico en
combinacién, los resultados muestran dos poblaciones, una con poco dafo
correspondiente a las celulas hipOxicas y otra con mucho dafio correspondiente a
las celulas aerdbica. También, observaron a través del cometa una relacién entre
los aductos formados con el DNA por parte del atomo de platino y la respuesta del
tumor, sugiriendo que la resistencia clinica a los compuestos del platino es

atribuible a funciones de reparacion del DNA.

Por todo lo anterior y considerando que en los dltimos afos se ha incrementado la
necesidad de blisqueda de nuevos y mejores sistemas para la deteccion de
antineoplasicos, en este trabajo se propone a la técnica de electroforesis
unicelular o ensayo cometa como un posible sistema de deteccion de
antineoplasicos, con mecanismos de accion conocidos, siendo éste el basamento
para en un futuro poder proponer dicha técnica como un posible sistema de
prediccién de los efectos de la quimioterapia. Por lo que en el presente trabajo se

plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad de la técnica de electroforesis unicelular, que detecta dafo

al DNA, como un sistema sensible para la prediccion de los efectos de agentes

antineoplasicos con mecanismos de accion diferentes.
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En 1999 Romanet et al. utilizaron el ensayo cometa para medir hipoxia celular y
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fos aductos formados con el DNA por parte del atomo de platino y la respuesta del
tumor, sugiriendo que la resistencia clinica a los compuestos del platino es

atribuible a funciones de reparacion del DNA.

Por todo lo anterior y considerando que en los Gltimos afios se ha incrementado la
necesidad de busqueda de nuevos y mejores sistemas para la deteccién de
antineoplasicos, en este trabajo se propone a la técnica de electroforesis
unicelular o ensayo cometa como un posible sistema de deteccidon de
antineoplasicos, con mecanismos de accidn conocidos, siendo éste el basamento
para en un futuro poder proponer dicha técnica como un posible sistema de
prediccion de los efectos de la quimioterapia. Por lo que en el presente trabajo se

plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad de la técnica de electroforesis unicelular, que detecta dafio
al DNA, como un sistema sensible para la prediccion de los efectos de agentes

antineoplasicos con mecanismos de accion diferentes.



OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar e identificar el dafioc producido por agentes antineoplasicos que

interactian directamente con el DNA (agentes alquilantes e intercalantes).

+ Evaluar e identificar el dafo producido por agentes antineoplasicos que
interactuan indirectamente con el DNA (inhibidores de ia funcidn de la cromatina,

inhibidores de los microtubulos, antimetabolitos).
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METODOLOGIA

Seleccion de Farmacos:

Los agentes utilizados en este estudio se seleccionaron por las siguientes
razones:

a) Son compuestos caracterizados por su mecanismo de accion (interaccion con
el DNA), lo que hace posible predecir ciertos resultados en nuestro sistema de
estudio.

b) Son empleados con mucha frecuencia en los protocolos de quimioterapia para
canceres del tejido hematopoyético como las leucemias y los linfomas.

c) Son compuestos clasificados en grupos distintos de antineoplasicos
{antimetabolitos, antibidticos, alquilantes. entrecruzadores, inhibidores de la
funcidén de la cromatina, inhibidores de microtdbulos), lo que permite tener un

sistema detector de antineoplasicos con un ampiio especiro de mecanismos de

accion.

Preparacién de los medicamentos:

La concentracién de cada sustancia fue calculada para un equivalente en m?, ya
que las dosis de los tratamientos en los pacientes se administran en mg/m?, para
ésto se calculd la superficie corporal en m?, utilizando la tabla de relacion entre
peso corporal y estatura para personas adultas, que establece el manual de

quimioterapia del cancer (Skeel, 1982) (Tabla 1).



Tabla 1. Método para calcular la superficie (m?) de individuos adultos, utilizando peso y altura
(Skeel, 1982).
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Para la preparacion de cada sustancia se utilizaron como medidas promedio de
peso 60 kg y la altura 1.63 m, las cuales se calcularon a partir de los donadores,
ademas, se tomo en cuenta que una persona adulta tiene aproximadamente 4 L
de sangre entera, obteniendo asi la concentracion de cada sustancia
antineoplasica en mglmz, siendo la dosis reportada un equivalente equimolar de
las dosis empleadas en el tratamiento clinico.

La dosis utilizada para cada sustancia fue la que con mayor frecuencia se emplea
terapeuticamente para canceres del tejido hematopoyetico como las leucemias y
los linfomas (Tabla 2).

Tabla 2. Dosis (mg/m®) utilizadas con mayor frecuencia para el tratamiento clinico de cada
antineoplasico y su correspondiente concentracion micromolar en el cuitivo “in-vitro”. Para canceres
del tejido hematopoyético.

FARMACO DOSIS TERAPEUTICA TRATAMIENTO
mgim? pM

METOTREXATO 30 0.260
CARBOPLATINO 500 0.055
ADRIAMICINA 30 0.023
ACTINOMOCINA-D 0.6 19.40
N-HIDROXIUREA 2 0.107
ETOPOSIDO 300 0.021
5-FLUORURACILO 600 0.002
VINBLASTINA 2 1.000
MELFALAN 8 0.010

Posteriormente, las sustancias se disolvieron en 10 ml de agua estéril, con
excepcion del 5-fluoruracilo, el cual se disolvid en 10 ml de DMSO

(dimetilsulféxido), se pasaron por un filtro de 0.22 um para evitar contaminacion
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por bacterias, con estas soluciones se hicieron alicuotas en tubos eppendorf de 1

ml, y se guardaron en congelacién a -20 °C.

Selecciéon de donadores:

Se seleccionaron dos donadores con las siguientes caracteristicas: sexo
femenino, personas sanas que no se encontraran expuestas a medicamentos o a
otras sustancias por lo menos un mes previo a cada uno de los experimentos, con
una dieta balanceada y no fumadoras. Las edades correspondientes son de 24
afios para el donador 1 y de 45 afios para el donador 2, el intervalo de altura se

encuentra entre 1.61-1.67 m y el del peso corporal oscila entre 58-62 kg.

Obtencion de muestras de sangre:

Se obtuvo una muestra de sangre entera por puncidn venosa con una jeringa
previamente heparinizada, esta muestra se puso en un tubo eppendorf estéril
quitando la aguja a la jeringa previamente para evitar la hemolisis de la muestra.
Rapidamente se midié la viabilidad celular basal por medio del método de

viabilidad por fluorocromos (Strauss, 1991). Si era mayor al 80% se procedia con

el experimento.

Tratamiento “in-vitro” de 2y 24 h
En condiciones de esterilidad:

Para cada tratamiento se utilizdé un tubo eppedorf estérit de 1 mi., al cual se le

adiciono lo siguiente:
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Electroforesis unicelular alcalina o ensayoc cometa: pH>13

Se llevo a cabo la version alcalina propuesta por Singh et al. (1988) con algunas
modificaciones. Consistiendo en obtener 10 ul de sangre entera de cada una de
las condiciones de los tratamientos de 2 y 24h, se mezclaron con 75 ul de agarosa
de bajo punto de fusion 0.5% (Sigma USA), se coloco en una laminilla que
previamente fue cubierta con 200 ul de agarosa regular 0.5% (Sigma USA).

Se llevé a 4°C para que se gelificara, se removi6 el cubreobjetos y se le adicioné
una tercera capa de agarosa de bajo punto de fusién, después de gelificada se
remueve el cubreobjetos y se lleva a una solucién de lisis (2.5M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris pH 10 y se adiciona fresco: 10% DMSO y 1% Triton X-100,
(Sigma) a 4°C durante al menos 1 h; posteriormente se pusieron las laminillas en
una camara de electroforesis, conteniendo un amortiguador alcalinc (300 mM
NaOH, 1 mM NayEDTA, Sigma a un pH>13), las laminillas estuvieron en contacto
con este amortiguador durante 20 min para que las hebras del DNA se puedan
desenrollar, y posteriormente se llevé a cabo la electroforesis durante 20 min a
{0.8 V/cm), (este procedimiento se realizd bajo condiciones de luz amarilla),
posterior a la electroforesis las laminillas fueron lavadas en un amortiguador de
neutralizaciéon (0.4M Tris pH 7.5) durante 15 min y deshidratadas con etanol
(100%) por 10 min y secadas al aire. A cada laminilla, se le adicioné 20 pl de
bromuro de etidio (Et-Br) de una solucién patrén de 75 (ug/ml), y cubiertas con un
cubreobjetos. Se observaron células individuales a un aumento de 20X con un
ocular graduado en un microscopio de fluorescencia (Olimpus BMX-60, con un

filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm). Se midié la
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longitud de las colas de los cometas, esto es, de donde termina el ultimo punto
fluorescente de la cabeza hasta el Oltimo punto fluorescente de la cola. Se

evaluaron 100 células por condicion (Figura 2).

Longitud de la cola

Electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa: pH 12.3

Se llevd a cabo el ensayo cometa a pH 13 como se menciond anteriormente, las
dosis utilizadas de etopdsido fueron, fa inicial 2.07x10™, 2.07x10° y 2.07x107° .

El ensayo cometa a pH 12.3, se llevd a cabo como lo reportan Rojas et al. (2000)
(fig. 2). Brevemente, después de la lisis a 4°C durante 1 h [2.5M NaCl, 100mM
EDTA, 10 mM Tris pH 10 y fresco se le adiciona: (10% DMSO, 1% Triton X-100)]:
las laminillas se colocaron en una camara horizontal de electroforesis, con una
seolucion de corrida (300 mM NaOH, 1 mM NaEDTA pH 12.3). Las laminillas se
dejaron en esta solucion durante 1 h para desenrollar las cadenas del DNA. La
electroforesis se llevé a cabo durante 25 min (0.8 v/cm), posteriormente, las
laminillas se lavaron en una solucién de neutralizacion (0.4M TRIS pH 7.5) a

temperatura ambiente (15min), después de deshidrataron con etanol (100%)
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durante 10 min, se secaron al aire y se tifieron con Bromuro de etidio {20 ul de

una solucion patrén de 75 ug/mt). Se evaluaron 100 células por condicién.

Electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa para deteccion de
rompimientos especificos.

Esta metodologia se llevd a cabo segtn lo reportado por Green et al. (1996), en
esta se evidencia e! dafio oxidante como rompimientos de cadena sencilla de
DNA, utilizando la enzima de restriccion Exonucleasa Il (EXO lil). Después de
sumergir las laminillas en la solucion de lisis, se lavan en la solucidn
amortiguadora de la enzima (Tris-HCI 0.66mM, MgCl, 0.66mM, 2-Mercaptoetanol
1mM, pH 8.0) por 5 min, posteriormente, se le adiciona el amortiguador de
incubacidén y/o éste con la enzima, segun sea el caso (50 pl), se sella con un
cubreobjetos y se incuban durante 1 h a 37°C, los pasos siguientes de
electroforesis y neutralizacion, con excepcion del desenrroliamiento, el cual, en

este protocolo no se realiza, se llevaron a cabo como se describié anteriormente a

un pH>13.

Analisis estadistico:

Para determinar si las diferencias entre el comportamiento de cada una de las
sustancias empleadas con su respectivo testigo, se utilizdé la prueba no
paramétrica de U-Mann-Whitney, debido a que los datos no presentan una

distribucion normal (Zar, 1984). Para e! analisis de datos se utilizé el programa de

software STATISTICA version 5.0.
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RESULTADOS

Ensayo de viabilidad por fluorocromos:

Las viabilidades basales para ambos donadores se registraron por arriba del
95% en todos los experimentos. Esta se obtuvo como el porcentaje promedio
de células vivas de tres experimentos por donador.

En la tabla 3 se observa que en linfocitos sin estimular, después de 2 h de
tratamiento, el menor porcentaje se registré en la vinblastina {(89.24 + 13.0),
mientras que los porcentajes mas altos se presentaron en adriamicina e
hidroxiurea (100 + 4.5 y 100 + 3.0, respectivamente). Por su parte, en los
linfocitos estimulados, después de 24 h de tratamiento, la vinblastina volvié a
registrar los porcentajes mas bajos de viabilidad (68.24 £ 15.0) y los mayores
porcentajes fueron para el carboplatino y 5-FU (100 + 49 y 100 + 11.01,

respectivamente).

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad mediante el método de viabilidad por fluorocromos,
promedio de fres experimentos por donador a 2 ¥ 24 h de tratamiento con distintos farmacos

{pH >13).

ZH 24 H
AGENTE Donador | Donador 2 X Denador } Donzdor 2 X

{%zd.e) (%xd.c) (%xde) (%exd.c) (Votd.c) (Yoxd.e)
CTRL 100 100 100 100 100 100
MELF 100£7.0 98.245.0 99.0£1.3 95.919.0 88.424.0 92.2£5.3
MTX 100+9.7 95.7+8.0 97.8+3 87.7¢18 75.3x2.0 815487
CARBO 911115 99.1£2.3 95.115.6 100:4.9 100+4.8 10014.9
ADRI| 10046 0 100£3.0 10014.5 90.77£1.9 87.4136 89.1£2.0
VBL 78.5+18 100+8.0 89.2:313 73.86+16 62.7+15 68.3115
NHU 100+4.0 100£2.2 100+43.0 90.2+6.0 100+6.6 95.146.9
ACT-D 96.246.5 87.9199 92.1+5.8 89.645.0 1009.0 94.8£7.0
VP16 95.847.8 395.149.1 95.548.5 99 1+3.5 92.4+7.3 95.8+5 4
5-FU 99.7.8.0 100:2.2 99.8:0.2 100:7.0 100£15 10011
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En la tabla 4 se observa que los porcentajes de viabilidad para ambos

tratamientos (2 y 24 h) con diferentes concentraciones de etoposido estuvieron

por arriba del 91%.

Tabla 4, Porcentaje de viabilidad mediante el método de viabilidad por fluorocromos después de 2 y 24
h de tratamiento con diferentes concentraciones (207, 20.7 y 2.07 micromolar) de etopésido.

2H 24 H
il Donador 1 Donador 2 X Donador 1 Donador 2 X

ETOPOSIDO (%xd.e.) (%td.e)) {(Yotd.e.) (Yord.e.) (Ytd.e.) (Yokd.e.)

uM

CTRL 100 100 100 100 100 100

207 85.3%8.0 96.8+8.3 91.1+82 97.8+11 85.0+8.8 91499

20.7 100+£3.3 98.3x1.2 99.2+272 160+4.0 93442 8 96.7+3.4

2.07 95.9+8.0 95.119.1 95.548.5 99.143.5 92.4+7.3 95.815.4

Electroforesis unicelular alcalina pH> 13

Las figuras 2 y 3 muestran gue en general los antineoplasicos no presentaron
diferencias significativas con respecto al testigo en los rompimientos de DNA
bajo condiciones alcalinas pH>13. Exceptuando a la actinomicina-D y la
adriamicina que presentaron un efecto positivo (p<0.001) para el donador 2 en
linfocitos sin estimular (Figura 3) y el etopésido que mostroé los niveles mas

altos de dafio para ambos donadores.
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Figura 3. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13, por efecto de

distintos antineoplasicos, después de 2 horas de tratamiento. Promedio de 3

experimentos (donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias

Entre el testigo vs. Antineoplasicos. *** = p<(,0001.
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Figura 4. Dafio al DNA detectado por ¢l ensayo cometa a pH>13 por efecto de distintos
antineoplasicos, después de 2 horas de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
{(donador 2). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias entre el testigo vs.

Antineoplésicos. *=xx=p<(),0001.
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Para las 24 h de tratamiento en las figuras 5 y 6 se aprecia que todos los
farmacos fueron mas genotoxicos en células en division para ambos
donadores. Sin embargo, la induccion de daio por parte del etopésido vuelve

a ser la de mayor magnitud en ambos donadores.
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Figura 5. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13 por efecto de distintos
antineoplasicos, después de 24 horas de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
(donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias entre el testigo vs.

Antineoplésicos. *#+* = p<(.0001, ** = p<(0.001.



53

100

80 b SO SNSRI STV SRR
BoL

20 : .l:liJ:’ l;! S } ]
@Tiiﬁ_@éé

migracién det DNA (micrometres)
i
i
!
3
3
i
*

T +196*Std. Em.
. ; . , \ [ +1.00°Std. Err.

.20 a 5 H N i N N

CTRL 5FU CARBO NHU MTX ACT ETO MELF ADRI VBL 0 Mean

Figura 6. Daiio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13 por efecto de distintos
antineoplésicos, después de 24 horas de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
{donador 2). Prueba de I/ de Mann-Whitney para detectar diferencias entre el testigo vs.

Antineoplésicos. #** = p<(0.0001.
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Induccion de rompimientos y sitios alcali-labiles en el DNA por efecto del

etopdsido.

Estos experimentos muestran claramente un efecto positivo entre ef valor del
testigo vy las tres concentraciones de etopdsido utilizadas en linfocitos sin
estimular (figuras 7 y 8). Cabe sefalar que se presentdé un efecto dosis—

respuesta en el donador 2.
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80 F - e - ]
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Figura 7. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13 por efecto de distintas
dosis de etopésido, después de 2 h de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
(donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias entre el testigo vs.

etoposido. *** = p<0.0001.
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Figura 8. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13 por efecto de distintas
dosis de etopdsido, después de 2 h de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
(donador 2). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias entre testigo vs.

etoposido. *** = p<(.0001.
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En linfocitos estimulados cuyo tratamiento fue de 24 h, también se observaron
diferencias significativas entre el testigo y las distintas concentraciones de
etoposido utllizadas para ambos donadores. Ademas se volvié a presentar un

efecto dosis respuesta para el donador 2 (Figuras 9 y 10)
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Figura 9. Daiio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13 por efecto de distintas
dosis de etoposido, después de 24 h de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
(donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias entre el testigo vs.

etopésido. *** = p<(0.0001.
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Figura 10. Daiio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH>13 por efecto de
distintas dosis de etopdsido, después de 24 h de tratamiento. Promedio de 3
experimentos (donador 2). Prueba de U/ de Mann-Whitney para detectar diferencias

entre el testigo vs. etopdsido. *** = p<0.0001.
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Induccion de rompimientos en el DNA por efecto del etopésido.

En las figuras 11 y 12 se muestra que no hay efecto entre el testigo y las
diferentes dosis de etopésido para ambos donadores en linfocitos sin estimular,

bajo condiciones de pH 12.3.
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Figura 10. Dafio al DNA detectado por ¢l ensayo cometa a pH 12.3 por efecto de
distintas dosis de etopésido, después de 2 h de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
{donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias entre el testigo vs.

etopdsido. *+* = p<0.0001.
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Figura 12. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH 12.3 por efecto de
distintas dosis de etoposido, después de 2 h de tratamiento. Promedio de 3 experimentos
(donador 2). Prueba de U/ de Mann-Whitney para detectar diferencias entre e] testigo vs.

etopésido. *** = p<(.0001.
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Figura 14. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH 12.3 por efecto de
distintas dosis de etopdsido, después de 24 h de tratamiento. Promedio de 3
experimentos {donador 2). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias

entre el testigo vs. etoposido. *** = p<0.0001.

A partir de estos resultados se obtuvo el porcentaje de induccion de daro
producido por el etopésido tanto a pH>13 como a 12.3, para linfocitos
estimulados (24 h de tratamiento} y sin estimular (2 h de tratamiento),
posteriormente, se hizo una resta de los resultados obtenidos a pH>13 menos
los observados a pH 12.3, para asi obiener el indice de sitios alcali-labiles
(SAL), al graficar esto se nota una correlacion positiva y significativa, asi como
un efecto dosis-respuesta entre las distintas concentraciones de etopésido y la
induccién de SAL, en linfocitos sin estimular (2 h de tratamiento), tanto para el

donador 1 (r = 0.85, p<0.05) como para el donador 2 (r = 0.97 p<0.05). Sin
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embargo, en linfocitos estimulados no se presenté este tipo de correlacion.

(Figura 14).
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Figura. 15. Anélisis de correlacion entre las diferentes concentraciones de etoposido y el
indice de sitios Alcali-1abiles, tanto para linfocitos sin estimular como para linfocitos
estimulados.
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En las figuras. 16 y 17 podemos observar que en linfocitos sin estimuiar se
presentan bases oxidadas en el genoma inducidas por el etop6sido con las tres

concentraciones utilizadas y reconocidas por la enzima EXO I, para ambos

donadores.
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Figura 16. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH >13 por efecto de
distintas dosis de etoposido, después de 2 h de tratamiento, presencia de bases oxidadas
en ¢l genoma reconocidas por la enzima de restriccion exonucleasa ITI. Promedio de 2
experimentos (donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias

entre el testigo vs. etopdsido. *#** p<0.0001.
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Figura 17. Dafio al DNA detecﬁdo por el ensayo cometa a pH >13 por efecto de
distintas dosis de etopdsido, después de 2 h de tratamiento, presencia de bases oxidadas
en el genoma reconocidas por la enzima de restriccion exonucleasa IX. Promedio de 2
experimentos (donador 2). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar diferencias

entre el testigo vs. etopdsido. *#*+ = p<0.0001.
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Sin embargo, en linfocitos estimuiados los resultados obtenidos no muestran la

generacion de bases oxidadas por el etopdsido con ninguna de las dosis

utilizadas para ambos donadores (Figuras 18 y 19)
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Figura 18. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH >13 por efecto de

distintas dosis de etopdsido, después de 24 h de tratamiento, presencia de bases

oxidadas en el genoma reconocidas por la enzima de restriccién exonucleasa IIL

Promedio de 2 experimentos (donador 1). Prueba de U de Mann-Whitney para detectar

diferencias entre el testigo vs. etopdsido. *** = p<(0.0001.
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Figura 19. Dafio al DNA detectado por el ensayo cometa a pH >13 por efecto de
distintas dosis de etopdsido, después de 24 h de tratamiento, presencia de bases
oxidadas en el genoma reconocidas por la enzima de restriccidon exonucleasa III.
Promedio de 2 experimentos {(donador 2). Prueba de U/ de Mann-Whitney para detectar

diferencias entre el testigo vs. etopdsido. **+* = p<0.0001.
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En la figura 20 se observa una correlacion positiva y significativa entre el
porcentaje de induccion de dano por efecto del etoposido, reconocido por la
EXO i y las diferentes concentraciones del etopdsido en linfocitos sin
estimular, tanto para el donador 1 (r = 0.84, p<0.05) como para el 2 (0.85,
p<0.05). Por otro lado, los linfocitos estimulados no presentaron este tipo de

correlacion.

140 -

120 -

e Donl2h
g Donl 24 h

A Don22h
V¥ Don224h

60 —

% de induccion con la EXO 111

20 -

~

<E]

C 2.07 20.7 207

Etopésido {uM]

Figura 20. Analisis de correlacion entre el dafio al DNA obtenido con las diferentes
dosts de etoposido y el porcentaje de induccion obtenido con la enzima exonucleasa 11.,

tanto para linfocitos sin estimular como para linfocitos estimulados.

r{donl) 2h= 84, r(don2) 2h =385
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Por ditimo, en la figura 20 se presento una correlacion positiva y significativa
entre la induccién de dafio reconocido por la enzima EXO il y la induccion de
sitios alcali-labiles, en linfocitos sin estimular (2 h), tanto para el donador 1 {r =

0.80, p<0.05) como para el 2 (r=0.90, p<0.05).
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Figura 21. Andlisis de correlaciéon entre la induccién obtenida con la enzima
exonucleasa Il y la induccion de sitios alcali labiles por efecto del etopdsido, linfocitos

sin estimular (2 h).
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DISCUSION

En las dltimas décadas se ha observado que el tratamiento para las leucemias y
linfomas con agentes quimicos genera una gran heterogeneidad en la respuesta
celular a estos farmacos, observandose una respuesta individual a un mismo
agente genotdxico, lo que hace dificil, entre otros factores, la prediccion de la
respuesta al tratamiento. Por o anterior, se han incrementado los esfuerzos para
entender como los agentes antineoplasicos pueden danar de diferente manera al
material genético con base en sus mecanismos de accion.

Los resultados obtentdos por otros autores y los logrados en este estudio con base
en la sensibilidad y especificidad que ofrece el ensayo cometa para la deteccion
de los efectos genotdxicos que producen los antineoplasicos, se discuten a

continuacion.

MELFALAN: este farmaco con actividad bifuncional ya sea la de alquilacion al
DNA o bien, por entrecruzamientos, es uno de los agentes mejor conocidos por su
aito potencial carcinogénico para humanos (IARC, 1987). Por lo anterior, para este
farmaco, se esperaba dario inducido al DNA tanto en células en ciclo como en
células sin ciclar, primeramente por el hecho de que este agente es fase no
especifico, aunque como todo buen quimioterapico atacara mayormente a las
células en “S”, por lo que, se dice que éstas son mas sensibles (Van Putten y
Lelieveld, 1971; Cooper, 1992, Pratt ef al,, 1994). Los resultados obtenidos en
células sin estimular no muestran el efecto esperado, ya que el resultado no fue

significativo después de 2 h de tratamiento para ningun donador, consideramos
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que el tiempo de tratamiento fue suficiente para la induccidn de rompimientos por
parte de un agente de este tipo, ya que estas lesiones ocurren inmediatamente
después de la exposicion al agente en el DNA “in vitro”, (Papirmeister et al., 1985;
Mol et al., 1993). Es importante tomar en cuenta que su mayor efecto genotdxico
es debido principaimente a la actividad alquilante y no a la formacién de
entrecruzamientos, ya que éstos representan el 15% del total de los
entrecruzamientos al ADN y ¥ de ellos son intercadena (Mol ef al.,, 1993), de tal
forma que si estuviera actuando de manera entrecruzadora se deberia observar
una reduccién en las colas de los cometas con respecto al testigo (mecanismo
explicado detalladamente mas adelante}, sin embargo, esto no se presentd en
linfocitos sin estimular. Por lo que, es posible pensar que esto se debe a la
concentracion del farmaco utilizado en nuestro estudio, ya que es mucho mas
baja (0.010 pM} que las reportadas para la induccién de rompimientos o
entrecruzamientos en el DNA, por ejemplo, Mol et al. (1993) encontraron un efecto
lineal dosis-respuesta con mostaza de azufre, respecto a la induccién de
rompimientos de cadena sencilla del DNA u otro tipo de dafio genotdxico como el
intercambio de cromatidas hermanas por agentes de este tipo (Morris ef al., 1982).
Sin embargo, los resultados obtenidos en células estimuladas eran de esperarse y
el mecanismo de accion involucrado es definitivamente por alquilacidn o bien,
como consecuencia de esta lesién que es la reparacion por escision de bases del
DNA alquilado (Regan y Setlow, 1974, Pratt et al.,1994; Yu et al,, 1999.), de la
siguiente manera: la modificacion de bases por un efecto alguilante debilita el

enlace N-glicosilico que resulta en la despurinizacién/despirimidizacion de las
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bases y por lo tanto, favorece la aparicion de los sitics apurinicos/apirimidinicos
dentro del DNA (sitios AP). Los sitios AP también pueden resultar de la escision
por accion de las glicosilasas especificas al reparar la base dafiada. La remocion
de los sitios AP se logra cuando las AP endonucleasas, que se anclan junto a los
sitios AP en el DNA, crean rompimientos de cadena sencilla (Mol et al.,, 1993;

Walker et al., 1993; Yu et al., 1999).

CARBOPLATINO: A este agente al igual que el anterior, se e ha atribuido una
bifuncionalidad, cuya actividad citotoxica mas importante resulta de las reacciones
directas con el material genético, estas modificaciones resultan en su inactivacion
como molde necesario para la replicacion del DNA (Roberts y Friedlos, 1981). Sin
embargo, la actividad genotdxica méas importante es por la formacién de
entrecruzamientos con el DNA, los cuales, pueden ser de dos tipos, intra o
intercadena (Tice et al.,, 1992; Pfuhler y Wolf 1996). En experimentos realizados
para identificar los aductos producidos entre el platino y el DNA, se demostré que
los entrecruzamientos intercadenas ocurren entre el N7 de las dos guaninas de las
cadenas opuestas y que este tipo de dafio constituye menos del 1% del total de
aductos entre el platino y el DNA (Roberts y Friedlos, 1981; Sherman y Lippard,
1987). Por otro lado, los cruzamientos intracadenas es posible que sean los
responsables de la genotoxicidad del farmaco ya que son alrededor del 50% del
total de los aductos formados entre el platino y el DNA (Sherman y Lippard, 1987).
Por lo anterior, y porque este agente es derivado directo del antineoplasico cis-

platino, que es uno de los mas conocidos por su efecto entrecruzador, en nuestro
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sistema no se esperaba migracién del DNA, o bien un menor dafio que en los
testigos, ya que al interactuar el platino con el DNA y formar estos
entrecruzamientos, se pensaba que habria una menor movilidad en el gel de
agarosa del DNA roto, ya que el material genético esta “sujetado” por estos
aductos y por cuestiones fisico-quimicas este pedazo grande de DNA casi no
puede desplazarse en el gel y por lo tanto, produce un retardo o ninguna
migracion. (Tice et al., 1992; Pfuhler y Wolf, 1996), lo que se veria reflejado en el
patron de dafio en este sistema ya que el DNA apareceria como si no tuviera dafio
alguno, aunque, realmente si existe un dafio en el DNA. Definitivamente esto no
fue lo observado tanto en células sin ciclar como en c¢élulas estimuladas en ambos
donadores, en ninguna repeticion, o cual se podria explicar de la siguiente
manera:

Es posibie que en linfocitos sin ciclar, la duracion del tratamiento (2 h) es suficiente
para la formacién de los entrecruzamientos, tal y como lo reportan (Mol ef al.,
1993; Hartley et al., 1999), es importante mencionar también que el primer autor
describe la formacion de entrecruzamientos después de 30 min de tratamiento con
un agente alquilante bifuncional, sin embargo, las dosis utilizadas en ese estudio
son mucho mas elevadas {(entre 1 y 12 uM) en comparacion a la utilizada por
nosotros (0.055 pM) este hecho es de considerable importancia ya que
dependiendo de la dosis del farmaco utilizada sera la respuesta a la formacion de
entrecruzamientos. Por su parte, Pfuhler y Wolf (1996) mencionan que soélo se
formaran entrecruzamientos con el empleo de concentraciones citotdxicas, esto

concuerda con nuestros resultados ya que en la tabla de viabilidad celular
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hecesarios para llevar a cabo la sintesis de los acidos nucleicos (Pratt ef al., 1994;
Kasamatsu ef al., 1996; Huang et al., 1996; Martin et al., 1999), También, son bien
conocidos como analogos de base (Rojas, 1992; Duthie y McMillian, 1997) lo que
significa que muchos de estos compuestos se parecen estructuralmente en gran
medida a las bases puricas o piritnidicas del DNA, lo que hace posible que se
puedan sustituir en los procesos metabolicos de los nucledtidos.

Es por lo anterior, que se les ha atribuido una alta toxicidad celular,
{(principalmente por la primera via) (Pratt ef af., 1994) y una especificidad de fase
“S” dentro del ciclo celular (Cvitckovic, 1993; Pratt et al., 1994; Kasamatsu et al.,
1996; Huang ef al., 1996).

Debido al mecanismo de accion de estos agentes no se esperaba dafio con
ninguno de los tres agentes utilizados en células sin ciclar, después de 2 h de
tratamiento, lo cual concuerda con los resuitados obtenidos y con estudios
realizados con estas sustancias, los cuales, no reportan dafio con agentes
antimetabolitos como el 5-FU y el MTX, después de 1 h de tratamiento
(Kasamatsu ef al,, 1996), a dosis para el 5-FU mucho mayores (5 uM) a las
empleadas en este estudio (0.0019 uM) y para el MTX utilizan una dosis mas baja
{0.05 uM) a fa usada en este estudio (0.26 uM), adn asi tampoco encuentran dafio
después de 1 h de tratamiento en la linea celular leucémica LL1210. En otro
estudio “in-vivo” llevado a cabo por Sasaki et al. (1997), en ratones tampoco
encuentran dafo con el 5-FU después de 3 h de tratamiento (100 mg/kg), en

ningun érgane analizado (i.e. higado, puimon, bazo, rinon y médula ésea).
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Se sabe que después de tomar las muestras de sangre entera [a mayoria de los
linfocitos se encuentran en fase Go, por lo que, tampoco se esperaba dafic en
ellos.

Cen respecto a lo observado después de 24 h de fratamiento en linfocitos
estimulados, el comportamienio fue lo esperadc ya que si se registraron
diferencias significativas entre los testigos y las células tratadas con ambos
donadores. El mecanismo por medio del cual los antimetabolitos generan dafio,
traducido en rompimientos, es cuando por ejemplo el MTX inhibe la DHFR y el
“pool” pre-existente de tetrahidrofolatos es utilizado por la sintesis del timidin-
mono-fosfato (TMP), los procesos de “novo” de la sintesis y produccién de purinas
y pirimidinas se paran y se inhibe la sintesis de DNA (Cooper, 1992; Cvitckovic
1993; Pratt et al.,, 1994), al igual que cuando el 5-FU inhibe la enzima timidilato
sintetasa (TS) (son requeridas concentraciones micromolares) (Pratt ef al.,1994),
entonces, no hay timina disponible y se inhibe la sintesis de DNA, pero la
generacion de rompimientos de una y dos cadenas se da después de esto. El
mecanismo propuesto se basa en la observacion de que bajo circunstancias
normales el trifosfato de deosxiuridina (dUTP) se podria incorporar de forma
erronea en el DNA en vez del trifosfato de timidina (TTP), es entonces, cuando se
activan los mecanismos de reparacidon por escision, los cuales, cortan vy
resintetizan el pedazo de DNA que contenia el error. Cuando es mayor la cantidad
de dUTP en comparacion a fos TTP (por ejiemplo, después de una inhibicién de la
TS), los sistemas de reparacién se pueden saturar, esto sucede cuando insertan

mas uracilo del que puede remover durante cada intento de resintetizar ia regién
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escindida, lo que ileva a la acumulacion de regiones de porciones de una hebra de
DNA sin reparar (Barclay et al, 1982; Goulian et al, 1988). Por estas
observaciones, se ha propuesto que, en general, la respuesta celular a un
desbalance en la cantidad de nucledtidos es la induccidn de la actividad de las
endonucieasas 1o que genera rompimientos en el DNA (Pratt ef al, 1994).
Kasamatsu ef al. (1996) reportan que para que el DNA comience a verse
degradado deben pasar por lo menos 10 h de tratamiento con 5-FU 6 MTX por lo
que, podemos decir que los rompimientos observados después de 24 h de
tratamiento son la consecuencia de la inhibicién de la sintesis de los acidos

nucleicos al activarse los sistemas de reparacion.

ADRIAMICINA: Este agente de origen naturai es uno de los mejores estudiados
por su amplio uso en enfermedades hematoldgicas malignas, al cual, se le han
atribuido dos mecanismos de accion principales: Por intercalacion en el DNA y por
la generacion de radicales libres (Waring, 1970; Eliot et al., 1984; Muindi ef al.,
1985; Cvitkovic 1993; Anderson et al., 1998; Shen ef al., 1998 )

Por las caracteristicas estereoquimicas y eléctricas de las antraciclinas es posible
gue este agente se intercale entre la hebra del DNA, provocando una distorsion
local en la doble hélice, lo cual, conlleva a la formacién de rompimientos del DNA
(Austin y Marsh, 1998; McPpherson y Goldenberg, 1998; Kingma y Osheroff,
1998).
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Ross ef al. (1978) muestran que estos rompimientos estan asociados con una
proteina fuertemente unida la DNA, ia cual, fue identificada como topoisomerasa
f.

En los Gltimos afios se ha visto que esta respuesta es detectada o mediada por
esta enzima (topoisomerasa ll}), responsable del mantenimiento de los cambios
topologicos del DNA (Austin y Marsh, 1998; McPpherson y Goldenberg, 1998;
Kingma y Osheroff, 1998).

Los detalles del mecanismo por el cual esto sucede se desconocen, pero lo que si
se sabe, es que de alguna manera este agente interviene en el proceso de reselio
de los rompimientos realizados por la topoisomerasa Il (Tewey ef al., 1984; Myers
et al,1988; Pratt et al, 1994; Shen et al, 1998), lo cual, genera que los
rompimientos realizados por la enzima se vuelvan permanentes al estabilizar e
inducir el complejo adriamicina- topo - DNA (Cvitkovic ef al., 1993), éstos son de
doble cadena los cuales se convierten en rompimientos de cadena sencilla cuando
el DNA se abre (Pratt et al., 1994). Se estima que los rompimientos asociados con
la topoisomerasa |l ocurren en bajos intervalos de concentraciocnes de la
antraciclina para tener un efecto citotéxico (Tewey et al., 1984).

Se considera que el proceso de intercalacion por si mismo podria explicar la
actividad citotoxica de 1as antraciclinas en general, a pesar de que varios de estos
farmacos no pueden matar con facilidad a las células eucariontes, esto se dedujo
a partir de que durante la inhibicion de la sintesis de DNA y RNA que ocurre
durante el tratamiento con las antraciclinas, hay una disminucion en la actividad

por parte de las DNA y RNA polimerasas, como consecuencia del disturbio sufrido
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en la estructura de la doble helice al intercalarse el agente quimico (Cvitkovic ef
al., 1993).

Otra explicaciébn para entender su alta citotoxcicidad es que este tipo de
compuestos son capaces de inducir y mediar el anclaje de la topoisomerasa |l con
el DNA en sitios especificos ya sean los niveles de intercalacion bajos o altos,
entonces pueden inhibir la enzima. Cuando se han comparado las interacciones
moleculares de varias antraciclinas con el DNA, parece claro que su actividad
citotoxica esta mas relacionada con su habilidad de inducir rompimientos en el
DNA que con su afinidad de unién con éste (Cvitkovic et al., 1993).

El otro mecanismo de accidn por medio del cual la adriamicina puede producir
rompimientos de cadena sencilla es la generacion de radicales libres (Eliot ef al.,
1984; Muindi ef al., 1985; Cvitkovic et al., 1993, Anderson et al, 1998) (ver
introduccion). El cual, también puede ser consecuencia de la interaccién con la
topoisomerasa Il

Se ha observado que las antraciclinas, especialmente la adriamicina, pueden
sufrir reduccion de un electrén resultando en un radical de semiquinona, el cual en
presencia de O, resulta en la formacion de especies de oxigeno reactivas, como:
el anidén superoxido, el radical hidroxilo y el perdoxido de hidrogeno, los cuales
pueden ser los responsables de los rompimientos directos en el DNA (Keizer et al.,
1990; Cvitkovic et al., 1993, Yu et al, 1999), También, hay evidencia de la
formacion de radicales libres por la reduccién del complejo adriamicina-Fe3 por el

glutation o por las enzimas dependientes del NADPH, o en la ausencia de un
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complejo de reduccion por la alta afinidad de la adriamicina por los iones de los
metales (Cvitkovic ef al., 1993, Pratt et al., 1994)

Por lo anterior, se explican los rompimientos observados en el ensayo cometa en
linfocitos estimulados después de 24 h de tratamiento con esta sustancia, para
ambos donadores, aunque en estas condiciones no se puede discernir entre
rompimientos por estrés oxidativo o por la interaccion con la topoisomerasa lla.

En linfocitos tratados 2 h con el farmaco casi no hubo rompimientos para el
donador 1, en tanto que para el donador 2 se registraron rompimientos en el DNA,
por lo que consideramos que esto se deba probablemente a un estrés oxidante el
cual es posible que se lleve a cabo durante este tiempo, mdas que a una
interaccion con la topoisomerasa |l lo que se da en mayor medida en células en
fase “S” del ciclo celular (Sandri ef al., 1996, Herzog ef al, 1998) que en células
no estimuladas.

Con estas diferencias entre donadores podemos también pensar que el balance
de las enzimas antioxidantes puede variar entre donadores, lo que produciria una
respuesta diferencial de cada donador a este tipo de agentes, lo cual, se veria

reflejado en nuestro sistema (Anderson et al. 1994).

ACTINOMICINA-D: Este farmaco derivado de un cultivo de Strepfomyces, y
comunmente referido como un antibidtico antineoplasico, inhibe la sintesis de DNA
¥ RNA, ésta actividad es dependiente de la concentracion utilizada (Roots y Smith,
1976; Pratt et al., 1994; Olive y Banath, 1997), a concentracicnes bajas esta

sustancia puede detener a la célula en G1 en cambio a concentraciones altas

ESTA TESIS NO SALK
DE LA BIBLIOTE
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impide que la ceéluia entre en fase de sintesis (Kastan et al., 1991; Chang et al.,
1999). También, su alta toxicidad esta dada por la fuerte union de esta sustancia
con el DNA de doble cadena (Robles y Adami, 1998), esta unién depende de la
presencia de guanina (Chiac y Krugh, 1977, Pratt ef al, 1994) y se intercala
preferentemente en ios surcos menores, de las regiones ricas en G-C (Brown ef
al., 1984, Takusagawa et al., 1984).

Después de 24 h de tratamiento con este farmaco se observaron rompimientos en
el DNA de ambos donadores, lo cual concuerda con su mecanismo de accion
conocido, ya quée se ha observado que la actinomicina-D forma un compiejo con el
DNA el cual previene la sintesis de RNA dependiente de DNA, esto es, la fuerte
unién con el DNA, la alteracion de la estructura de la doble cadena, asi como la
interferencia con la actividad de las polimerasas para copiar el DNA y comenzar la
sintesis es lo que puede generar los rompimientos, detectados con nuestro
sistema (Olive y Banath, 1997). También la IARC informa que esta sustancia
produce rompimientos de cadena sencilla en células tratadas in vitro, lo que
coincide con lo reportado por Robles y Adami (1998) y Sato ef al., (1999) acerca
de la induccién de rompimientos por este farmaco, también se ha observado que
no es especifico para ninguna fase del ciclo celular (Cooper, 1892; Cvitkovic ef al.,
1993) y entre mas se aumenta el tiempo de tratamiento, mas cometas se formaran
(Olive y Banath, 1997) o sea que a 24 h de tratamiento habria mas dafio que
después de 2 h, lo que corresponde a lo observado en nuestros resuitados. Sin
embargo, se nota claramente que este compuesto tuvo efecto en el donador 2 en

linfocitos sin estimular, lo cual, concuerda con que puede causar dafo en
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cualguier fase del ciclo celular. Principalmente, este agente se conoce por ser un
inductor de rompimientos, tanto de una como de dos cadenas del DNA (Piret y
Piette 1996; Olive y Banath, 1997; Limoli et al., 1898) y las diferencias entre
donadores en la generacion de rompimientos de cadena sencilla en estas células,
podria deberse a que esta sustancia produce apoptosis y que este proceso esta
acompanado por un incremento en los niveles intracelulares de radicales peroxilo
y algunos productos de la peroxidacidn lipidica, lo que esta relacionado
tipicamente con un estrés oxidante, cabe sefialar que la actinomicina-D es un
agente capaz de bloquear la transcripcion de genes necesarios para las defensas
antioxidantes, lo que se puede relacionar con el balance de enzimas antioxidantes
de cada donador (Piret y Piette 1996; Limoli ef al., 1998, Pierce et al., 2000), el
cual, se refleja en el donador 2, ya que es mas sensible a este tipo de agentes

como se observa también en la respuesta a la adriamicina y al etopésido (Figura

4)

VINBLASTINA: Los derivados de la planta Vinca, son potentes inhibidores de la
proliferacion celular, por lo que, son ampliamente utilizados en terapias
anticancerigenas.

De acuerdo al mecanismo de accidn de este farmaco en particular, estudios
realizados en los anos 80 sugieren una interaccién con ios microtubulos, por
agentes como la colchicina, colcemida, VBL y vincristina principalmente. Un
estudio realizado por Crossin y Carney (1981), describe un incremento de la

sintesis (dos veces mas) de DNA en células no estimuladas, tratadas con
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colchicina, argumentando una posible relacion entre el dafio en los microtubulos
con la desencadenacion de la sintesis de DNA y eventos relacionados con la
division celular.

Chov et al. (1984) reportan que la VBL activa a las células 3T3 ya que induce la
sintesis del DNA, sugiriendo que el desensamblaje de los microtibulos por accién
de la VBL o colchicina, expande dramaticamente los “pools” de UTP (uridin
trifosfato) y decrece los “pools™ de ATP, lo que resulta en un desbalance total de
los niveles de nucledtidos. También, se afecta la sintesis de RNA lo que puede
alterar a las células en G1, en un momento antes de la fosforilacion de uridina que
usuaimente se da cuando una célula es estimulada.

Asimismo, Shinohara ef al. (1989) observan algo muy parecido a lo anterior y
concluyen que se puede inducir la iniciacion de la sintesis de DNA y de la division
celular en células quiescentes (sin factores de crecimiento), por medio de la
disrupcion del equilibrio de polimerizacion de los microtibulos, con
concentraciones altas de VBL y de la combinacion de VBL y colchicina, lo que
sugiere que un dafo en el citoesqueleto (particularmente en los microtibulos)
puede desencadenar sefiales intracelulares capaces de iniciar la proliferacion
celular.

Sin embargo, aunque el mecanismo de accidon mejor conocido y al cual se le
atribuye su accién antiproliferativa es el de la inhibicion de la mitosis por la
interaccion con la tubulina (Jordan y Wilson, 1990; Jordan et al., 1991, Livezey et
al., 1993; Panda et al., 1996; Scala ef al., 1996). También, se ha propuesto que

este farmaco puede actuar de otras maneras, poco estudiadas, ya que



posiblemente afecta varios procesos celulares que quiza tienen relacién con el
dano conocido a los microtGbulos, como: la biosintesis de acidos nucleicos, de
lipidos, metabolismo de nucledtidos y del glutation y de la actividad de la
calmodulina dependiente de ATP (Creasey, 1968, Klein et al., 1975; Jordan ef al.,
1991)

Por lo anterior, es posible explicar los resultados obtenidos después de 24 h de
tratamiento con VBL, ya que de acuerdo a su mecanismo de accion principal, no
se esperaba la induccidn de dafio (rompimientos de DNA) con este farmaco ya
que se conoce hien que no interactda con el DNA, aunque seguramente hubo un
arresto en metafase de la mayoria de las células estimuladas, por dos razones
principales: que la dinamica de los microtiibulos es mucho mayor en células en
fase M, ya que la actividad se incrementa de 20 a 100 veces mas (Cassimeris et
al., 1986; Jordan y Wilson, 1998) y la segunda razén es que a partir de dosis mas
bajas hasta la utilizada en este estudio se ha mencionado este arresto en
metafase (Jordan et al., 1991).

Otra posible explicacion es que después del bloqueo en mitosis, la célula entre en
apoptosis ya que este agente es capaz de inducir este proceso (Takano et al.,
1993; Tsukidate et al, 1993; Panda et al, 1996; Srivastava et al, 1998;
Balagoskony et al., 2000) y especificamente puede inducir la fosforilacion de Raf-
1/Bcl-2, lo cual, es un paso esencial para llevar a cabo la apoptosis (Blagosklonny
et al., 2000), y asi pensar que estos fragmentos son debidos a la degradacion del
DNA. Tal y como lo reportan Tsukidate ef al. (1993), quienes tratan con VBL o

colchicina a hepatocitos de rata y muestran claramente como después de 24 h de
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tratamiento con los farmacos el porcentaje de células muertas es del 44.8% v la
fragmentacion del DNA es de 40.9%, lo que indica que hay una importante
cantidad de fragmentos de DNA en estas celulas, a lo que atribuyen que es
apoptosis, también mencionan que la VBL produce una baja viabilidad por un
estrés oxidante y por la inhibicion del transporte de electrones en la mitocondria.

Estos resultados apoyan los resultados observados después de 24 h de
tratamiento, ya que la viabilidad celular obtenida con este farmaco fue la mas baja
para las células estimuladas (24 h de tratamiento) (x = 68.28 £ 15) en comparacion
con los demas farmacos, lo cual, posiblemente correlaciona con los fragmentos
debidos a la apoptosis. Sin embargo, no podemos atribuir todos los rompimientos
a este evento. Las otras probables explicaciones residen en lo expresado
anteriormente acerca de otros mecanismos de accidn propuestos para la VBL,
que, pueden afectar la sintesis de ADN y desequilibrar los “pools” de nucledtidos,
asi como activar la proliferacion celuiar, los cuales también afectarian, o serian
mas sensibles para las ceélulas estimuladas, y de esta manera generar
rompimientos. También, existen reportes en la literatura que apoyan nuestros
resultados, acerca de que, los agentes disruptores de microtGbulos como la
hidroquinona, son capaces de inducir clastogenicidad (Xu y Adler, 1990), asi como
la colcemida con la cual se ha observado un efecto clastogeno después de 48 h
de tratamiento en células de médula 6sea (Satya-Prakash et al,, 1986). Por tales
razones, nuestros resultados apoyarian mas estas propuestas acerca de

mecanismos de accion alternos de la VBL.
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ETOPOSIDO: Este farmaco considerado antes como un inhibidor de microtibuios,
hoy se sabe que lo que realmente afecta es la funcion de ia cromatina a través de
la inhibicion de la enzima topoisomerasa llo, la cual es muy importante en el
mantenimiento topolégico de la doble hebra de DNA (Austin y Marsh, 1998), o sea
de los cambios conformacionales que sufre el DNA en procesos normales de
replicacidon y transcripcion. También, se le ha atribuido la funcidbn de ser un
compuesto esencial requerido para la condensacidn y segregacion de los
cromosomas (McPherson y Goldenberg 1998).

Cuando el etopésido interactda con esta enzima la inhibe evitando que se lieven a
cabo estos procesos adecuadamente, esta enzima se encuentra en mayor medida
en la fase "“S”, 0 sea su estatus depende de la fase del ciclo celular (Negri ef al.,
1992; Sandri et al., 1996; Herzog ef al., 1998; Stacey ef al., 2000), por lo cual, se
esperaba dafio en células ciclando, lo que, coincide con los resultados obtenidos
para estas células, ya que debido a que [a topoisomerasa |l efectia rompimientos
transitorios en el DNA que, seran después resellados (Pratt et al., 1994; Kingma y
Osheroff, 1998}, cuando esta en contacto ia enzima con este farmaco, se inhibe su
funcion y se forman rompimientos de una y dos cadenas del DNA. Esto se lleva a
cabo debido a la constitucion de un complejo intermediario y estable (farmaco-
enzima-DNA), en el cual, una subunidad del homodimero de la enzima se une
covalentemente al extremo 5’ del ADN roto, por medio de un residuo de tirosina, lo
cual hace que mientras dure este complejo entonces los rompimientos no podran
ser resellados (Lock y Ross, 1990; Pratt et al, 1994) esto explicaria los

fragmentos observados en nuestro sistema en linfocitos estimulados (24 h de
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tratamiento). Otras propuestas para la generacion de dafio en células estimuladas
son las siguientes:

Los sitios AP son lesiones de gran importancia bioldgica ya gque se pueden
producir de manera normal en la ¢éluia (se estima que se forman ~ 10,000 sitios
AP al dia en cada célula de mamifero) o por un dafio externo (Kingma y Osheroff,
1998). Se considera, que la presencia de éstos incrementa la actividad de anclaje
de la topoisomerasa il (Kingma y Osheroff, 1998). Sin embargo, se ha observado
en estudios realizados con sistemas oligonucleotidicos que contienen lesiones
especificas, que el sitio de anclaje de la topoisomerasa 1l en el DNA no se modifica
por la presencia de los sitios AP, 0 aparentemente estas lesiones actian a través
de la alteracion de las interacciones entre la enzima y los sitios preexistentes de
anclaje. También, observan que para gue estos sitios puedan estimular el anclaje
de la topoisomerasa I, deben localizarse como a 4 bases de distancia del sitio
escindido, en contraste cuando se localizan inmediatamente después del pedazo
cortado de DNA, entonces estas lesiones inhiben el proceso de escision (Kingma y
Osheroff, 1998), estos mismos autores estiman que la presencia de un solo sitio
apurinico en una secuencia dada de anclaje incrementa la escisién de doble
cadena del DNA de 10 a 20 veces. Por estas observaciones, plantean que estas
lesiones aumentan la formacién de los complejos entre la topoisomerasa il y el
DNA, en el caso particular de los sitios apurinicos debe ser porque estimulan la
afinidad de la unién de la enzima con el ADN danado. También, cuando son
reconocidos por una AP-endonucleasa para reparar este dano entonces los corta

y genera rompimientos.
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Si bien existen estas propuestas, en nuestro sistema, ia induccién de dafic en
linfocitos estimulados fue similar tanto a pH>13 como 12.3, por lo que
consideramos que los rompimientos observados son rompimientos reales de
cadena sencilla, y no sitios AP, mientras que en linfocitos sin estimular esto no
sucede asi.

Sorprendentemente, los resultados obtenidos en células sin estimular no se
esperaban, de acuerdo al mecanismo de accidn propuesto para este farmaco
(inhibicion de la topisomerasa llI) con los resultados obtenidos a pH>13 no
podiamos explicar estos efectos, por lo que decidimos probar este compuesto
para saber si habia un efecto dosis-respuesta tanto a pH>13 como a 12.3 vy
también para conocer si se trataba de otro tipo de dafo; ya que fue tan grande
con la dosis inicial, que entonces se utilizaron otras dos dosis con un orden de
magnitud inferior (dosis inicial: 2.07x10™, 2.07x107, 2.07x10 ° M), (tanto a 2 como
a 24 h con las mismas condiciones anteriores) con el objetivo de estimar si los
rompimientos observados podrian deberse a otro evento molecular, como el que
podria generar el etopdsido, ya que a pH de 12.3 se detectan los rompimientos de
cadena sencilla y los sitios retardados de reparacion. Al comparar los resuitados
obtenidos tanto a pH>13 como a 12.3, se puede apreciar que en linfocitos
estimulados hay una gran induccién de dafio con las dos condiciones mientras que
no lo hubo a pH 12.3 en células sin ciclar, lo cual indicaria que el dafio observado

se debe a sitios alcali labiles (SAL) (Figura 21), los cuales, pueden ser generados

por estrés oxidante:
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PH>13 rompimientos de cadena sencilla
sitios retardados de reparacion

- sitios alacali-labiles (SAL)

pH 123 rompimientos de cadena sencilla

sitios retardados de reparacion

R= sitios alcali-labiles

Figura. 22, Sustraccion de los resultados obienidos a pH>13 menos Ios resultados obtenidos a

pH 12.3 para obtener la diferencia, 1a cual esta dada por los sitios alcali-labiles.

Los SAL, pueden deberse a la generacion de radicales libres como consecuencia
de estres oxidante y éstos pueden ser revelados en un medio alcalino, en realidad
se puede decir que los SAL son sitios apurinicos o apirimidinicos (sitios AP) (Mol

et al., 1993; Walker ef af., 1993; Yu ef al., 1999).

Por todo lo expresado anteriormente, acerca de la induccion de SAL y
principalmente por la observacion de la presencia de estas lesiones en linfocitos
sin estimular v porque no hay induccion de SAL en linfocitos estimuiados, creemos
que en parte a esto se deben los rompimientos observados a 2 h. Otra probable
explicacién es la propuesta realizada por Tronov ef al. (1999) acerca de que el
etopodsido puede causar la inhibicion de la topoisomerasa lip, cuya funcion no esta
relacionada con el ciclo celular (Negri et al., 1992; Herzog ef al. 1998; Tronov ef

al., 1999; Stacey et al., 2000), sugiriendo que e! etopésido puede interactuar con
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esta enzima y de alguna manera inducir un dano oxidante como consecuencia de
esta interaccion, lo cual, podria explicar nuestros resultados.

Por lo anterior, y por los reportes que existen acerca de la utilizacidon de esta
técnica con diferentes enzimas para elevar la sensibilidad y especificidad del
ensayo, decidimos realizar pruebas mas especificas para corroborar si se trataba
de un dafio oxidante el cual podria estar generando los SAL, para esto se utilizé la
enzima de restriccion exonucleasa il {(ver metodologia), que reconoce bases
oxidadas en el genoma y corta la base que esta oxidada y estos rompimientos son
detectados por medio del ensayo cometa.

Los resultados corroboran la presencia de bases oxidadas en el genoma de los
linfocitos sin estimular, tratados con las tres concentraciones del etopésido (2.07,
20.7 y 207 uM) para ambos donadores, mientras que en linfocitos estimulados
esto no sucede asi, por |0 que podemos decir que los eventos moleculares por
medio de los cuales se generan estos rompimientos son distintos.

Con los resultados obtenidos en estos experimentos podemos atribuir el dano
observado iniciaimente en linfocitos sin estimular en ambos donadores a pH>13 a
la presencia de bases oxidadas en el genoma reconocidas por la enzima
exonucleasa il , las cuales, pueden generar los SAL. Estos pueden ser debidos al
estrés oxidante generado por los intermediarios metabdlicos del etopésido, los
cuales, pueden dar origen a especies altamente reactivas, incluyendo Ila
ortoquinona (Mans ef al., 1990; Kagan et al., 1894, Gantchev y Hunting 1998; Van
Maanem et al, 1998). Otra cuestion importante, es que nuevamente se

observaron diferencias entre donadores en la generacion del dafo oxidante por
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parte de agentes que inducen radicales libres lo que podria deberse a un estatus
diferencial de! balance de las enzimas antioxidantes entre donadores. También,
podemos corroborar que existe una relacion directa entre la generacién de SAL, y
el nimero de bases oxidadas en el genoma y podemos inferir que los
rompimienios tanto en células en ciclo como en aquellas que no lo estan se deben
a un mecanismo de accion diferencial del etopésido, el cual depende de la fase dei

ciclo celular en la cual se encuentre la célula.



91

CONCLUSIONES
e [a viabilidad celular no mosiré un dafio citoidxico por parte de los
antineoplasicos, tanto en linfocitos no estimulados como estimulados (con
excepcion de la vinblastina), lo cual, podria indicar que para que un agente
antineoplasico mate o dafie severamente a una célula, se necesitan de mas de
una dosis y mas de un ciclo de administracion y en la mayoria de los casos la

combinacion de los agentes.

* La técnica de electroforesis unicelular alcalina o “ensayo cometa” es un sistema
sensible para la deteccion de dano al DNA inducido por farmacos antineoplasicos
con diferentes mecanismos de accion. Sin embargo, no refleja un patrén de datio

particular de cada uno de elios.

» En general los linfocitos en division mostraron mayor dafno con todos los agentes

utilizados que los linfocitos no estimulados (fase GO0).

» Tanto los farmacos que interactian de manera directa con ei ADN (melfalan,
carboplatino, adriamicina y actinomicina-D) como aquellos que interactian de
manera indirecta, (5-fluoruracilo, metotrexato, n-hidroxiurea, vinblastina vy
etoposido) registraron dafio en linfocitos estimulados, 10 que indica que ia técnica,

también puede detectar farmacos que darien indirectamente al DNA.
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+ El etopésido fue el agente gque mayor induccion de dafio mostré en linfocitos

estimulados y sin estimular (fase GO0), con una alta repetitividad para ambos

donadores.

» £l etopdsido es considerado principaimente como un agente “S” dependiente
que inhibe la accién de la fopoisomerasa !, sin embargo, nuestros resultados
indican que puede producir dafo en ambas condiciones celulares a pH>13,
mientras que a pH 12.3 no se observd dafio en linfocitos no estimulados, lo cual,
indicaria que este farmaco produce un dafio generado por sitios alcali-labiles, los
que podrian generar sitios AP que se revelan en nuestro sistema a manera de

rompimientos, como consecuencia de un probable dano oxidativo en linfocitos sin

estimular.

» Existe una relacién directa entre el dafo inducido por el etopdsido y la

generacion de sitios alcali-labiles presentes en linfocitos no estimulados.

» Los resultados obtenidos con la enzima de restriccibn Exonucleasa Il

corroboran la presencia de bases oxidadas en el genoma de linfocitos no
estimulados generadas con las tres concentraciones utilizadas de etopédsido,

indicando un dafio oxidante por parte de éste.
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¢ El mecanismo de accion del etopésido es dependiente de la fase del ciclo
celular, ya que los eventos moleculares por los cuales se generaron los

rompimientos son distintos tanto en linfocitos estimulados como sin estimular.

« | a técnica de electroforesis unicelular es un sistema reproducible, sensible y que
en combinacién con otras técnicas podria ser mucho mas especifico y servir para

la prediccion de los efectos genotoxicos de agentes antineoplasicos.

PERSPECTIVAS

* De un estudio inicial como este, ahora ya con conocimiento acerca del sistema

utilizado y de como responde se pueden realizar numerosos estudios acerca de la
predictibilidad de los efectos de estos y otros farmacos antineopiasicos de
preferencia que interactuen directamente con el DNA o bien, procesos

relacionados con éste, de la siguiente manera:

» Seria Gtil probar estos farmacos en otro sistema “in-vitro”, como son las
lineas celulares transformadas de céanceres de tipo hematoldgico, como las
leucemias y los linfomas, para observar y comparar ei dafio producido por las
sustancias antineoplasicas tanto en cultivo de linfocitos como en las lineas

celulares.

o Tambieén para redondear este trabajo, seria de gran importancia trabajar

con muestras de pacientes que padezcan este tipo de canceres, a los cuales
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se les trate “in-vitro” con el mismo protocolo que seran tratados in vivo,
tratando de semejar lo mas posible las condiciones in vivo para tratar de
correlacionar los resultados obtenidos "in-vitro” con los resuitados obtenidos
“in-vivo” acerca de la toxicidad generada por los farmacos. Seria
conveniente utilizar marcadores de prognosis, tanic moleculares como

clinicos y evaluarlos antes y después del tratamiento.

o Seria interesante utilizar el ensayo cometa en combinacién con otras
técnicas de biologia molecular para evaluar resistencia a medicamentos, y

asi tener otro parametro de prediccion de los efectos de los farmacos.
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