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RESUMEN

Algunos compuestos de la familia de los fenilcarbamatos que recientemente se
han sintetizado en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautittan UNAM, han demostrado una accién antimicrobiana de
amplio espectro, y presentan accién antiparasitaria, especiaimente contra
Hymenolepis nana y Giardia lamblia. Esto aunado a que presentan baja toxicidad
los convierte en posibles agentes terapéuticos. Es por ello que en el presente
estudio se evalua el potencial genotéxico de los carbamatos LQMS96 y LQM211,
mediante el ensayo de Intercambio de Cromatidas Hermanas.

Se trataron cultivos de linfocitos humanos con los compuestos LQM996 y
LQM211 a las concentraciones de 25, 75 y 150 ng/ml, utilizando metronidazol a
las mismas concentraciones como comparativo.

Por los resultados obtenidos mediante e! estudio de ICH, los fenilcarbamatos
LQOM986 y LQM211 se perfilan como medicamentos de eleccion, debido a que no
produjeron efectos citotdxicos ni genotéxicos, a las concentraciones evaluadas de
25, 75 y 150 nug/mi; lo que les da ventaja sobre el metronidazol, que fue el
medicamento comparativo y que presenta un marcado efecto, tanto citotéxico

como genotoxico.
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I. INTRODUCCION.

1.1. GENERALIDADES DE LOS FENILCARBAMATOS

Los carbamatos son ésteres o sales del acido carbamico (acido
aminometanoico) que presenta la férmula general H2NCOOR (Katsung, 1990).

Los carbamatos son insecticidas efectivos en virtud de su habilidad para inhibir
la acetilcolinesterasa en el sistema nervioso, esto mediante la competencia del
sitio activo. La carbamilaciéon de la enzima es inestable y la regeneracién de ésta
es relativamente rapida comparada con el efecto de fosfarilacién producida por ios

insecticidas 6rgano fosforados.

La acetilcolina es hidrolizada a acido aceético y colina por accién de la
acetilcolinesterasa, una serina del sitio activo reacciona con el grupo acetilo para
formar un intermediario ligado a la enzima (Lodish y col., 2002). La
acetilcolinesterasa, por lo tanto es un mediador sinaptico de los impulsos
nerviosos en mamiferos e insectos; por o que una sobredosis de carbamatos
produce constriccion de las pupilas de los ojos, debilidad y espasmos musculares,
falla respiratoria, baja en la presion sanguinea e inclusive paro cardiaco. Las
convulsiones pueden ser de rigidez de los miembros o dar rapidos movimienios

involuntarios (Ganong, 1984).

La toxicidad aguda de los diferentes carbamatos va desde un alta toxicidad
hasta sdlo ligera o practicamente no toxicos. La dosis DLse reportada para la rata
es de un rango minimo de 1 mg/kg hasta por encima de 5000 mg / kg. Para ciertos
metilcarbamatos la DLsp es 20 veces o mas la correspondiente dosis efectiva
cincuenta, existe una relacién dosis efecto, entre la severidad de los sintomas y el
grado de inhibicion de la colinesterasa (Marquez, 2003).




Los fenilcarbamatos son un grupo pequeilo de fungicidas, herbicidas e
insecticidas. E| desarrollo de esta clase de compuestos fue iniciada por el
descubrimiento de algunos herbicidas N-fenilcarbamatos, quienes presentan
actividad antimicética, especialmente contra algunas cepas del hongo Botrytis
cinerea que es una de la enfermedades mas dafinas de los vifedos, las cuales
son resistentes a los bencimidazoles. Con los N-fenilcarbamatos se pretende en la
actualidad, reducir la fototoxicidad y la resistencia a los bencimidazoles que
presentan estas cepas. Estos compuestos actian inhibiendo la mitosis celular
(Roberts y Hutson, 1999).

Los herbicidas carbamicos, N-fenilcarbamato de isopropilo, N-
clorofenilcarbamato de isopropilo y Barba (N-clorofenilcarbamato de clorobutinilo),
son uUtiles en la determinacién del numero y morfologia de los cromosomas en los
apices de las raices de diversas especies debido a que contraen mejor a los
cromosomas {ogrando una mejor separacion de éstos (Marquez, 2003).

Algunos compuestos de la familia de los fenilcarbamatos han sido sintetizados
en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautittan UNAM, bajo la direccién del Dr. Enrique Angeles Anguiano, los cuales
han demostrado una accién antiparasitaria y antibacteriana, convirtiéndolos en
posibles agentes terapéuticos.

Se obtuvo un grupo de derivados carbamicos a los cuales se les realizo el
estudio tedrico de la influencia de ciertos sustituyentes presentes en ia estructura
base; encontrando gran similitud con los compuestos bencimidazodlicos, los
calculos sugirieron la posible efectividad en la actividad bioldgica deseada
(Angeles y col., 2000).



Se cree que los alquil 4-(R )-fenilcarbamatos presentan una similar actividad
antihelmintica comparada con los bencimidazoles, debido a que ambos presentan
estructuras analogas, como se observa en la figura 1 . La actividad antihelmintica
de los bencimidazoles parece estar relacionada a su accion antimicética selectiva,
debido a la preferencia de estos agentes por enlaces a la tubulina de los helmintos
(Angeles y col., 2000)

alquil 4-R-fenilcarbamato
Q.

R
,5 s
°
R—< >—N\
H
N unido al anillo aromatico

A5 7/
\~\ »—o
\>_N\
N ]
H

grupo carbamatoe bencimidazolico

carbamato

Figura 1. Estructura analoga de carbamatos bencimidazdlicos y alquil 4-(R)
fenilcarbamatos (Angeles y col., 2000).

Se realizd una investigacion en el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Estudios Superiores Cuadutitian, bajo la asesoria del M.V.Z. Pablo Martinez Labat
utilizando como modelo Hymenolepis nana en ratones CD1. Los resultados
mostraron que los compuestos probados a dosis de 5, 10 y 50 mg/kg, presentaron
una eficacia de entre el 85 al 95% de actividad antiparasitaria, siendo muy similar
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esta respuesta con respecto al medicamento prazicuantel (sustancia utilizada
como referencia), ademas a través de observaciones utilizando microscopia
electrénica se evidencio la desaparicion de las microvellosidades que recubren los
proglétidos de los parasitos afectando su nutricién (Minero, 1997). Ademas se
evaluaron in vitro algunos derivados carbamicos contra Giardia lamblia,
determinandose concentraciones efectivas entre 18.16 y 181.6 ug/mi (Marquez,
2003).

Bajo la direccion de la M. en C. Stella Reginesi en el laboratorio de
Microbiologia Industrial de Posgrado de la FES-C UNAM, se emple¢d la técnica de
difusién en caja, utilizando sensidiscos impregnados con 200 ug de los derivados
carbamicos y 18 cepas provenientes de aislamientos clinicos pertenecientes a
colecciones (ATCC), varias de las cuales son agentes infecciosos
gastrointestinales. Los resultados mostraron que los compuestos poseen una
actividad antibacteriana contra 13 géneros de bacterias Gram negativas, siendo el
género mas sensible el de Vibrio (Bernal, 2000).

Por otra parte en el laboratorio del Dr. Andrés Romero Rojas en la FES-C
UNAM se realizé la determinacion de actividad antibacteriana de los derivados
carbamicos contra Helicobacter pylori in vitro, mediante los métodos de Kirby
Bauer y de dilucién en agar. Nueve compuestos mostraron actividad inhibitoria en
diferentes grados y su concentracién media de inhibicion (CMI) fue de 12.33 a 14
mm de diametro. El compuesto LQM996 obtuvo un CMI de 32 mg/mil.

En cuanto a su mutagenicidad, se aplicd la prueba de revertentes en S.
typhymurium donde se realizaron dos métodos, el de incubacidn y preincubacion
recomendados por Maron y Ames; encontrdndose que los derivados carbamicos
no fueron mutagénicos a concentraciones mayores de 250 ug lo que muestra una
gran ventaja con respecto al metronidazol que es mutagenico en concentraciones

expresadas en nanogramos (Marquez, 2003).
7
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Actualmente, esta en proceso el registro de la patente de los nuevos derivados
carbamicos en especial del compuesto que ha resuitado hasta el momento con
mejores resultados en las diferentes pruebas, siendo este el LQM996 (Figura 2)
patente en tramite UNAM No: RPG/ 11186 (Dic. 2000) como antibiético de amplio
espectro contra Escherichia coli, Salmonella, Giardia /amblia. Entamoeba
histolytica, y para parasitos como Hymenolepis nana y hongos (género
Tricophytum) (Marquez, 2003).

Es por estas razones, que se analizaron los compuestos LQMS996 y un

fenilcarbamato de tercera generacién el LQM211, para evaluar su potencial
genotéxico, comparandolo con metronidazol.

NH
/@/ 2 CICOOEL /©/NHC OOEt
R Acetona R

LQMS96 R=Cl

Figura 2. Estructura del fenilcarbamato LQM996 (p-cloro fenilcarbamato de
etilo)



1.2 GENOTOXICOLOGIA

Cada dia crece el nimero de compuestos quimicos o de agentes capaces de
inducir cambios en el material genético. La razén fundamentail de este incremento
es que en la actualidad se ha difundido el empleo de sustancias quimicas para el
control de plagas y el enriquecimiento de ios suelos, el uso de numerosos agentes
para preservar los alimentos, la exposiciébn ocupacional a sustancias nocivas, el
impresionante desarrollo de la quimica y la farmacologia que ofrecen casi dos
medicamentos nuevos al dia. Existen aproximadamente 25,000 compuestos de
uso comun que se distribuyen libremente y que tienen propiedades mutagénicas y
algunos pueden inducir cancer (Salamanca, 1990).

Los agentes mutagénicos son de distinta naturaleza y pueden corresponder a
agentes fisicos como la luz ultraviocleta y las radiaciones, a agentes biolégicos
como los virus 0 a un gran numero de sustancias quimicas entre las que se
incluyen drogas empleadas en el armamento terapéutico (Salamanca. 1990).

Antes de que un nuevo compuesto pueda ser empleado en la terapéutica tiene
que estudiarse desde el punto de vista farmacolégico para saber st el compuesto
tiene propiedades curativas o alivia un sintoma y segundo, que no produzca dafno
a la persona que lo recibe. En primer lugar se hace la demostracion de la actividad
del farmaco y después la seguridad de que éste no produzca efectos nocivos
(Bondani, 1991).

Dentro de los estudios que evaluan ios potenciales efectos nocivos esta el
genotdxico, que se encarga de investigar el dafio producido al material genético
(ADN) causado por diversas sustancias a las que estamos expuestos
constantemente. El dafo puede presentarse a nivel cromosémico, por ejemplo en

forma de Intercambio de Cromatidas Hermanas (Alvarez, 1997).
=]



E! método del ICH es recomendado para detectar mutagenicidad por parte de
la Comunidad Econdtmica Europea y la Organizacion para el Desarrollo y
Cooperacion Econdmica (Kliesch y col., 1982). Mientras que el Comité de
Genética Toxicolbégica de los EE.UU. lo ha incluido como sistema de prueba para
detectar dafio genético por diversos agentes (Morales, 1988).

1.2.1 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LOS INTERCAMBIOS
DE CROMATIDAS HERMANAS

Los cultivos de células in vitro o la observacion directa de células provenientes
de meédula 6sea, asi como el estudio de los espermatozoides, permiten valorar,
mediante el estudio del cariotipo, los efectos mutagénicos ocasionados sobre los
cromosomas y constituyen una valiosa herramienta que la citogenética ha
aportado, principalmente en los aitimos afios, para la deteccidn de los efectos
genotoxicos. Esta herramienta se ha perfeccionado con el desarrolio de 1a técnica
del Intercambio de Cromatidas Hermanas que logra una valoracién mas objetiva
del dafio cromosomico (Salamanca, 1990)

Con respecto a la investigacion de los ICH se puede decir, que se utiliza como
una prueba a corto plazo para estudiar tanto a los agentes mutagénicos como a
los carcinogénicos . El analisis del Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH) es
una técnica que sirve para medir el impacto de agentes mutagenos como
carcinégenos sobre los cromosomas, y evaluar el dafio al DNA mediante el
incremento en la frecuencia de ICH (Latty col., 1879).
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Aunque todavia no se conoce el significado bioldgico de los ICH el hecho de
que se han observado en las células de todos {os organismos estudiados sugiere
que estos son un fendmeno o 1a expresion de un fenémeno comun y fundamental
para la célula. Por otro lado, es posible que el fenémenc de los ICH sea ia
consecuencia de un proceso que permite a la célula dividirse, atin en presencia de
lesiones en su ADN; de ser asi, pudiera haber una correlacion entre ef fenémeno y
la mutacion (Carrano y col.,, 1978). Cabe mencionar que el Sindrome de Bloom,
entidad autosébmica recesiva, con predisposicion al cancer y con fragilidad
cromosomica, presenta una frecuencia de intercambios de 15 a 20 veces mayor
que la considerada normal, lo cual constituye un nexo particular entre las
mutaciones génicas, el fendmeno de transformacibn neoplasica y el
comportamiento cromosémico (Salamanca,1990).

No fue sino hasta la introduccion de la técnica dependiente de BrdU de Latt
cuando los ICH fueron ampliamente considerados como un indicador de
potencialidad genética y carcinogénica. De hecho, los ICH son un método de
mayor sensibilidad para la deteccién de muchos mutagenos quimicos en
comparaciéon con las aberraciones cromosdmicas: de acuerdo con Latt la
sensibilidad de la prueba de ICH es aproximadamente 100 veces mayor que la
prueba estandar de aberraciones cromosomicas (Latt y col., 1979). Este interés en
los ICH como una alternativa genotoxica fue iniciada por el estudio extensivo a
cargo de Perry y Evans en 1975. Actualmente hay evidencia de que para muchos
agentes quimicos, el estudio de los ICH proporciona el indice mas sensibles para
detectar el dafio genético porque se ha encontrado que existe una correlacion
entre la frecuencia de ICH y la dosis del mutageno (Perry y Wolff, 1974).

El ICH muestra gran sensibilidad cuando se emplean agentes alquilantes, ya
gue se requieren concentraciones mas bajas de estas sustancias para inducir el
intercambio que para producir el efecto clastogénico. No sucede asi, sin embargo,
con todos los agentes mutagénicos.

11




Los inductores potentes son aquelios que inducen una frecuencia de ICH cinco
veces mayor que el valor considerado como normal; los moderados , los que
incrementan al doble; y los débiles, aquellos que inducen menos que el doble,
pero resultan significativos cuando se comparan con los valores normales
(Salamanca, 1990).

Esta técnica también puede ser utilizada en el laboratorio clinico para
monitorear el dafio cromosémico en pacientes que son sometidos a quimioterapia
con farmacos clastogenos (Latt y col.,, 1979), debido a que se ha encontrado
incremento en la frecuencia de ICH en las personas que consumen
medicamentos; también es util para detectar genotoxicidad en medicamentos
durante su etapa de investigaciéon (Waksvik y col., 1981).

La diferenciacion de cromatidas hermanas permite, ademas de evaluar el
potencial genotdxico de diversos compuestos, establecer la cinética de
proliferacién celular, debido a la diferenciacién del patron de tincién de las
metafases. Asi, las metafases de primera division se cobservan obscuras, fas
metafases de segunda divisién aparecen con una cromatida clara y otra obscura, y
las de tercera division son claras. La cinética de proliferacion celular, puede ser
modificada en presencia de ciertos compuestos que retardan el ciclo celular, es
decir, que a mayor concentracion de estos compuestos existe un mayor numero
de metafases de primera division y menor numero de segunda division y por lo
tanto pocas ceélulas llegaran a la tercera division celular.

12
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1.2.2 FORMACION Y SISTEMA DE ESTUDIO DE LOS ICH

Se puede establecer de manera sencilla que los intercambios de cromatidas
hermanas son, como su nombre lo indica intercambios de segmentos homaélogos o
casi homélogos, simétricos y equivalentes entre las cromatidas de un mismo
cromosoma (Morales, 1988) .

Desde un punto de vista molecular, los ICH consisten en un intercambio de
doble cadena entre las moléculas de ADN de las cromatidas hermanas; esto ha
dado lugar a que se propongan modelos que expliquen como ocurre el fenomeno,
basados fundamentaimente en los modelos de recombinaciédn bacteriana
(Morales, 1988).

Aungue el mecanismo de formacion del ICH aun no es conocido, existe un
modelo que asegura que es un efecto de ia reparacién del ADN durante la post-
replicacion. Se sugiere que el ICH se forma probablemente en ciertas regiones del
ADN, particularmente en los sitios dafiados (Krishna y col.,1988). Por otra parte
hay una teoria que es la mas aceptada, fue hecha por Painter en 1980 (figura 3),
donde dice que este fenémeno ocurre al replicarse el ADN, ya que se forman dos
cadenas nuevas de ADN entre las cuales existen intercambios de fragmentos
homologos, presumiblemente involucra rompimientos de ADN para su posterior
reunidon (Morales, 1988), (Tucker y col.,, 1993). Esto se basa en que durante la
fase “S™ del ciclo celular, cuando ocurre la replicacién del ADN, es el momento en
que surge fa formacién del ICH, ya que al irradiar luz U.V. se potencializa la
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formacion del ICH durante fa mitad de la fase “S". Se dice que las enzimas
topoisomerasas participan en la formacién, ya que las topoisomerasas | y H
despiralizan al ADN en el momento de replicarse, ademas, la topoisomerasa Il es
capaz de inducir rompimientos de cadena doble de ADN, para posteriormente
reunirse de manera intercambiada. Esto se sustenta al usar novobiocina que
inhibe la accién de la topoisomerasa |l disminuyendo la formacién de ICH (Perry y
Wolf, 1974).

Al inicio de la década de los 70, se desarrollé una metodologia que permite la
tincidén diferencial de las cromatidas. E! procedimiento consiste en adicionar al
medio de cultivo, 24 horas después de la siembra , una base analoga de 5§ —
bromodeoxiuridina (5 - BrdU), la cua! es incorporada en las células en lugar de la
timina. Aquellas cromatidas que difieran en el nimero de cadenas de ADN que
han sido sustituidas por BrdU pueden distinguirse faciimente si los cromosomas se
ponen en contacto con un compuesto derivado del bencimidazoi, el colorante
33258 de Hoechst, que tifie el ADN normal pero no aquel cuyas dos cadenas han
sido sustituidas por BrdU (Salamanca., 1990). Por lo tanto. el resultado en
metafases de células en primera division seran cromosomas donde sus
cromatidas contengan una cadena doble unisustituida de ADN (una cadena
sencilla normal unida a su respectiva cadena sencilla sustituida con BrdU);
mientras en metafases de células en segunda divisidon resultaran cromosomas
donde una de sus dos cromatidas contendra ADN unisustituido y en la otra estara
su cadena doble sustituida por la BrdU (Gonzalez, 1997). Posteriormente el
complejo formado con la BrdU y el colorante Hoechst 33258, es removido al
contacto con la luz ultravioleta mediante un proceso de fotdlisis resultando huecos
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Figura 3. MODELO DE PAINTER PARA LA FORMACION DEL ICH

(Gonzalez,1997).
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en el ADN, para lo que sus cargas son estabilizadas con una solucién salina de
citratos, y finaimente se realiza ia tincidon con Giemsa donde el colorante se fija
mayormente a la cromatida con mayor densidad, o bien, en la cromatida que
contenia menos BrdU .Como puede apreciarse en la figura 4, el resultado es que
una cromatida aparece tefiida en oscuro y ila otra en claro, ofreciendo las
cromatidas el aspecto de arlequines después de dos ciclos de replicaciéon celular
(Salamanca, 1990).

Las ceélulas metafasicas se obtienen de muestras que contengan céluias en
division, o algunas de cultivos donde se inducen quimicamente para dividirse in
vitro. Las muestras que contienen células en proliferacion espontanea incluyen la
médula dsea, nddulos linfaticos, tumores. Los linfocitos obtenidos por puncién, la
biopsia de tejidos y muestras de fluido amniético pueden ser cultivados in vitro
(Gersen y Keagle, 2000).

Las ceélulas que se estudian son los linfocitos, dado que los eritrocitos han
perdido su nucleo y por 0 mismo no tienen cromosomas. En condiciones
normales, los linfocitos no se multiplican en sangre periférica. Sin embargo, in
vitro, se logra su transformacion blastica y, por consiguiente, su division celular,
adicionando al medio de cultivo un agente mitogénico, siendo el mas empleado, la
fitohemaglutinina, obtenida de un extracto de FPhaseolus vulgaris (frijol). Este
agente induce la transformacion de linfocitos a linfoblastos, estimula la sintesis de
ARN una hora después de su adicion al medio de cultivo y de ADN 24 horas
después; actuando sobre la membrana celular produce leucoagiutinacién. Las
células estimuladas con la fitohemaglutinina se mantienen en un medio de cultivo
enriquecido con proteinas, aminodacidos y vitaminas a 37 °C por 72 horas.
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Para detener a las células en el estadio de metafase de la division celular, se
aftade colchicina, sustancia que impide la formacién el huso acromatico. Las
preparaciones deben tener una adecuada dispersién de los cromosomas, esto se
logra con el uso de soluciones hipotdnicas., como solucién de citrato de sodio al
0.07% o de cloruro de potasio 0.075 M. Los cromosomas deben ser fijados y esto
se logra con una solucidn de Carnoy preparada con metano! y acido acético en
una proporciéon 3:1; finaimente, para ser observados bajo el microscopio, los
cromosomas se tinen con Giemsa (Salamanca, 1990).

OMERO
— — +—
— +—
NS

CROMATIDAS ICH SENCILLO ICH DOBLE ICH TRIPLE
SIN ICH AS

Figura 4. Intercambic de Cromatidas Hermanas en cromosomas de ratéon
({Gonzalez, 1997).

o
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il. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL.

2.1.1

Determinar la capacidad genotoxica y citotdxica de los
fenilcarbamatos LOM996 y LQM211 evaluando la frecuencia de
Intercambio de Cromatidas Hermanas y la cinética de
proliferacion celular en cultivo de linfocitos humanos con la
finalidad de sugerir o no su utilizacién como principios activos.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

2.21

2.2.2

Cuantificar la frecuencia de Intercambio de Cromatidas Hermanas
en metafases de linfocitos humanos inducidos por diferentes
concentraciones de |os compuestos LQMS96, LQM211 vy
metronidazol, para evaluar su accidon genotoxica y compararlas.

Evaluar la citotoxicidad de los compuestos LQM996, LQM211 y el
metronidazot, a través de la determinacién del indice mitético y
del indice de replicacién para establecer cual es su efecto sobre
el ciclo celular.
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. HIPOTESIS

Si' los fenilcarbamatos LQM996 y LQM211, son mutagénicos. y/o
carcinogénicos, entonces el numero de Intercambio. de Cromatidas
Hermanas se vera afectado, asi como la cinética de proliferac@n de los
linfocitos. L
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IV. MATERIALES Y REACTIVOS

a) MATERIAL Y EQUIPOS

- Tubos de punta conica estériles

- Jeringas estérilesde 5y 10 ml

- Frascos ambar con tapon de rosca de 5§ ml estériles
- Pipetas pasteur

- Pipetas de 10 ml

- Portaobjetos

- Cubreobjetos

- Centrifuga clinica de 3500 rpm

- Incubadora bacteriolégica (Blue M)

- Lampara de luz U.V.

- Estufa HDP-433 (Proveedor cientifico, S.A.)
- Vortex (Super — mixer 1290)

b) REACTIVOS

- Medio de cultivo para linfocitos Mc. Coy 5° con L-Glutamina (In vitro, s.a.)
- Bicarbonato de sodio al 4.4% para uso en cultivo de tejidos pH 7.3-7.5 (In vitro,
s.a.) 3 :

- Fitohemaglutinina

- Sangre periférica de una donadora sana

- Colchicina

- KCI1 grado anatlitico (Merck)

- Metano! 99.9% (J.T.Baker)

- Acido acetico glacial (Merck)

-5 - BrdU (Sigma)

- Citrato trisddico grado analitico (Merck)

- Cloruro de sodio 99.8 % (J.T.Baker)
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- Fosfato de sodio 99.8% (Fermont)

- Colorante de Hoechst 33258 (Seelze — Hannover)

- Colorante Giemsa tipo Azure A (Sigma)

- Heparina (Elkins — Sinn)

- Compuestos LQM211, LQM996 y metronidazol fueron proporcionados por el
Laboratorio de Quimica Medicinal

c) SOLUCIONES

Solucién de 5-BrdU a una concentracién de 18ug/mi

Solucién de KCI1 0.075M

Solucidn de metanol/ acido acético 3:1 (solucion fijadora)

Solucion salina de citratos (citrato trisodico 0.03M, NaCl 0.3M)
Solucién stock de Hoechst 1.0 x 10

Solucidn de trabajo de Hoechst : 1 mi sin stock + 9 m! agua + 10 m! buffer de
diferenciacion.

Buffer de citrato / fosfato pH =7 dilucion 1:1 (buffer de diferenciacion)
Buffer de fosfatos pH = 6.8

Fitohemaglutinina dilucion 1:15

Colchicina 0.04%
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V. METODOLOGIA.

a) SIEMBRA DE LINFOCITOS

Adicionar a un frasco de 100ml de medio de cultivo,4 ml de bicarbonato de
sodio al 4.4% y 4 mlde fitohemaglutinina dil. 1:15

I

A cada frasco de punta cémca estéril, colocar 7.5 m de medio de cultivo y
10 pgotas de sangre, ob ida por p in y con hcpanna como
anticoagulante. . .

Incubar a 37 °C por 24 horas

I

Agregar los compuestos LOM211, LQM9%6 y MTZ: prcvxameiu& fiee
solubilizados y esterilizados por FItracnon de acuevdo” ala tabla 1 mas

45 nl de 5-BrdU

Incubar hasta 70 horas a 37 °C
Agregar 1 gota de colchicina al 0.04%.

Completar hasta 72 horas de incubacién y realizar 1a cosecha

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabia1. C itraci utilizadas en el cultivo de linfocitos

COMPUESTO CONCENTRACION
Agua destilada
(Ctrl. Neg)
DMSO / H20 / EtOH (50%) 2:1:1
(Blanco) LOS COMPUESTOS
LQM 996 25 ug/mi LQM996, LQM211 Y EL
LQM 996 75 ng/mi METRONIDAZOL FUERON
LOM 956 150 pg/ml DISUELTOS CON
LOM 311 25 na/mi DMSO / H20 / ETOH (50%)
HI EN UNA PROPORCION
LQM 211 75 ug/mi 2:4:1
LaQM 211 150 pug/mi
METRONIDAZOL 25 ug/ml
METRONIDAZOL 75 ng/mi
METRONIDAZOL 150 pg/ml
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b) COSECHA DE LINFOCITOS

Centrifugar a 1500 rpm por 10 min. Retirar sobrenadante y adicionar 8 .

ml de KCl a 37 °C, resuspender ¢ incubar a 37 °C por 20 min. -

l

Centrifugar por 5 min. A 3000 rpm, r pendcr el paq

Agregar con agitacion lentamentc 8 ml de solucion fijadora fria char
actuar 30 min. a temperatura ambiente

Repetir 2 veces la fijacién por 15 min. A la tercera fijacion centrifugar
por 5 min. y hacer una suspension celular adecuada.

!

Dejar cacr 3 potas de la suspension celular en un portaobjetos frios »
desengrasados. Flamear rapidamente.
Realizar la tincion diferencial.
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c) TINCION DIFERENCIAL

Colocar 6 gotas dec solucién de Hoescht 'em'cada’ portaochlos,
expandirlas y cubrirlas con un cubreobJetos enclma
Dejar a obscuridad por 20 min. ;

Adicionar el amorti

ar,

Teiir con Giemsa por 10 min.
Observar al microscopio con el ochnvo de 100X

Por cada frasco de cultivo se determinara:

- Frecuencia de ICH: Se contaron los intercambios de cromatidas
hermanas en un total de 25 metafases en segunda division, por cada
concentracion de cada uno de los compuestos y controles.

- Indice mitético: Se contd el nimero de células que se encuentran en
etapa de metafase por cada 1000 células para cada una de las
concentraciones utilizadas de los compuestos y controles.

- Cinética de proliferacion celular: Se contd el nimero de metafases
en primera, segunda y tercera division en 100 metafases de cada
concentracion. El indice de replicacion se calculo con la formula:

1(%metaf: 1% + 2(%metat. 2%) + 3(% f 3
100
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Vi. RESULTADOS

La cinética de proliferacion celular nos permitid evaluar el impacto sobre el
ciclo celular de los compuestos LQM996, LQM211 y metronidazol; los resuitados
se muestran en la tabla 2, donde se observa que los promedios de las metafases
de primera division de los carbamatos LQM996 y LQM211 no varia con respecto al
valor del control negativo que fue de 59.5, lo que se aprecia claramente en la
figura 5. Se observa ademas, en el caso del metronidazol, que hay un aumento
en las metarases de primera division, de hasta un promedio de 71 metafases a la
concentracion de 25 ng/ml. En el caso de las metafases de segunda division, los
promedios obtenidos son muy similares al comparar el control hegative con los
compuestos analizados, el LQM996, LQM211 y el metronidazol. No asi con las
metafases de tercera division, donde hay una disminucién de la mitad de las
metafases en tercera divisién con metronidazol, debido a que la mayoria de las
metafases encontradas no pasaron de la primera division, En el caso de los
carbamatos LQMY96 y LQM211 no hay un cambio significativo en el promedio de
las metafases en tercera division, respecto al control negativo, ni al compararlos
entre ellos. Este comportamiento se hace evidente en la figura 5.

Estas variaciones afectan el caiculo del indice de replicacion, que solamente se
ve disminuido en los cultivos tratados con metronidazol, lo que indica que éste
presento un impacto en la cinética de proliferacion celular, a comparacion de los
carbamatos, cuyos valores permaneces cercanos a los obtenidos con e! controt
negativo, Estas diferencias significativas se pueden observar en la figura 6.
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Los resultados que se muestran en la tabla 3 corresponden al indice mitético,
que es otro de los parametros que nos permitié evaluar el impacto sobre el ciclo
celular. No se observan efectos de! compuesto LQM996 en el indice mitético de
los cultivos de linfocitos a ninguna concentracion al compararios con el control
negativo. Hay una disminucién significativa en ia frecuencia de mitosis (P<0.08)
solo con la concentracion mas alta del compuesto LQM211, el valor de ias otras
dos concentraciones es muy similar ai reportado para el control negativo que es de
18.5. En el caso del metronidazol, la disminucion es mayor (P<0.001) a todas las
concentraciones , llegando a un indice mitético de 7, lo que se puede observar de
manera mas cilara en la figura 7, donde las barras del LQM211 a la concentracion
de 150 pug/ml y las tres concentraciones del metronidazol, se aprecian mas
pequenas que las barras correspondientes a las demas concentraciones.

En la tabla 4 se muestra la frecuencia de ICH obtenida para el control negativo
que fue de 2.4 intercambios por metafase, lo cual se tomé como parametro basal y
asi se pudo comparar el numero de intercambios provocados por {os compuestos
anatizados. Con el carbamato LOMS96, el promedio de ICH fue de 3.3, indicando
que no hay un aumento significativo . Tampoco se observa un aumento con ei
compuesto LQM211 cuyos valores van desde 2.9 a 3.8 intercambios por metafase.
En cambio con el metronidazol se observé un aumento estadisticamente
significativo, llegando hasta 6.6 intercambios por metafase. En la figura 8, las
barras correspondientes al metronidazol se ven aumentadas, concordando con lo
expuesto anteriormente.
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Tabla 2. Cinética de proliferacion celular de LQM211, LQM996 y MTZ
COMPUESTO CONC. [ M2 M3 IR, [DESVES
CTRLNEG 505 7 135 15 265
BCO 61.5 % 135 15 2506
Lam 211 Bygml | 625 % 125 15 60
Lam 21 75 ugiml 55 25 125 18 226
LM 211 150 ugiml | 575 3 95 15 40
LOM 9% 25 pgiml 57 k) 10 16 251
LOM 896 75 ug/ml 55 3 12 15 2151
LM 996 150pg/ml | 595 305 10 15 48
MTZ 25 pgiml 7 5 65 |- 13 a2
MTZ T5pgml | 685 % 65 . | 14 -3076°
MTZ 150 gl | 70 2% 5 e

Indice de replicacion (LR.) = 1{% met 1a) + 2(% met 2a) + 3{% met 3a} /100

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control neg con la prueba de ji 0=0.05 gl=2 .-
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TABLA 3. indice mitético de LQM211, LQM 996 y MT2

COMPUESTO CONC IM MEDIA DESVES
CTRLNEG 20 17 18.5 212
BLANCO 21 22 215 071
Lam 211 25 pgiml 2 19 141
LQM 211 75 pgiml 15 14 141
LQM 211 150 pg/ml 9 10* 141
LQM 936 25 pug/ml 27 255 212
Lam 996 75 pgim! 23 :
LQM 996 150 pg/ml 16
MTZ 25 pg/ml 6
MTZ 75 pgiml 5
MTZ 150 yg/m} 5

.M = # metafases/ 1000 células

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al oontrol nieg con Ia prueba de Tukey p<0 05



TABLA 4. Frecuencia de ICH de LQM211, LQM996 y MTZ

COMPUESTO CONCENTRACION #ICH DESVEST
CTRLNEG 24 0.28
BCO 35 0.25
LaM211 25 pgiml 29 025
Laman 75 pglml 38 - 087
Laman 150 pg/mi 35 - 062
LQM 996 25 pglml 33 0.62
LQM 986 75 pgimi 33 089
LOM 996 150 pg/ml 36 0
MTZ 25 pg/ml 51 o S 1 Al
MTZ 75 pg/ml 66 048"
MTZ 150 pg/mt 66 0.08"

# ICH / 25 metafases

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo

con la prueba de Tukey p < 0.05
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Vil. DISCUSION

El compuesto LQMI996 formdé parte de un vasto grupo de derivados
carbamicos, a los cuales se les realizd una serie de pruebas preclinicas
encaminadas a evaluar su actividad biolégica, que permitieron identificarlo como la
molécula lider (Marquez, 2003). De tal manera que habiéndose perfilado como
una sustancia con potente accion antibidtica y antiparasitaria (Bernal,2000;
Minero, 1997), se tuvo la necesidad de evaluar su potencial genotéxico.

La evaluacion de la frecuencia del ICH en los cromosomas metafasicos de un
cultivo de linfocitos humanos expuestos a diferentes concentraciones de LQM996
fue la prueba de eleccion, ya que se conoce de sobra ia sensibilidad que tiene
esta prueba para detectar sustancias con accién mutagénica y carcinogénica. Las
concentraciones utilizadas del compuesto en este cultivo celular fueronde 25, 75 y
150 ng/mi y representan concentraciones del farmaco en el torrente sanguineo
mayores a las que se podrian esperar después de una sola administraciéon via
oral. Los resultados indicaron que no se produjo un incremento en la frecuencia de
ICH con ninguna de las concentraciones probadas y que dicha frecuencia fue
similar a la obtenida en el cultivo de linfocitos que sirvié como testigo negativo.
Una de las ventajas de la forma en gque fueron expuestos los cromosomas (el
material genético) a las diferentes concentraciones del compuesto, es que éste fue
un sistema cerrado, en el cual, por no habérsele adicionado la fraccién microsomal
S9 no existid biotransformacion, asi como tampoco eliminacion. De manera que el
efecto observado se puede asociar integramente a la molécula per se.
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El metronidazol continua siendo el farmaco de eteccién en la mayor parte de
las parasitosis gastrointestinales producidas por protozoarios, ademas de utilizarse
en un amplio espectro contra muchas infecciones bacterianas, entre ellas la
producida por MHelicobacter pylori. Sin embargo, este farmaco presenta en la
actualidad resistencia a un gran nimero de cepas como es el caso de Trichomona
vaginalis y Entarnceba histolytica (Goodman y Gildman, 1996).

Estudios de mutagénesis y carcinogénesis han mostrade que metronidazol
tiene capacidad clastogénica y altera la proliferacion linfocitaria. La mutagenicidad
del metronidazo! esta relacionada con niveles estacionarios del medicamento en
sangre, los estudios /in vitro en células humanas indican que el metabolito
hidroxilado es el que produce alteraciones en la proliferacion de los linfocitos
(Lopez, y col., 2001; Ménendez y col., 2001).

En el presente estudio se realizd la exposicidn de un cultivo de linfocitos a 25,
75 y 150 pg/mil de metronidazol y los resultados mostraron que la frecuencia de
ICHs fue de 5.1 y 6.6, dos veces mayor que la obtenida con LOMY96 y el cultivo
testigo negativo. Estos resultados vienen a apoyar los hallazgos anteriormente
reportados en la literatura y que ponen de manifiesto la necesidad de sintetizar
nuevas moléculas que sean una alternativa con mayor seguridad para la salud de
los pacientes.

Paralelamente a la determinacion de la frecuencia de ICH se realizé la
evaluacién de la cinética de proliferacion celular. En lo que respecta a los
resultados obtenidos en el cultivo de linfocitos expuesto a LQMY996 no se
observaron cambios en la frecuencia de ceélulas de 1° , 2° y 3° divisiéon
comparados con los que presentaron los cultivos testigo negativo, en ninguna de
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las concentraciones ensayadas. Este parametro nos indica que la progresiéon en el
ciclo celular no ha sufrido cambios por la presencia de esta sustancia, aun con las
concentraciones altas que se han utilizado. No sucedid asi en los cultivos que
fueron expuestos a metronidazol, donde a las concentraciones utilizadas los
resultados presentaron diferencias estadisticamente significativas comparando
con LQM996 y el testigo negativo.

Otra medida mas del efecto citotdxico que un compuesto puede ejercer sobre
un cultivo, es la evaluaciéon del indice mitdtico que representa la capacidad total de
{a célula para poderse dividir. Cuando los cultivos fueron expuestos a LQM 996 los
resultados no mostraron alteracién en la frecuencia de figuras mitdticas, los cuales
fueron similares a los obtenidos en el testigo negativo. El indice mitético disminuyod
en un 32.56% en los cultivos expuestos a metronidazol, con respecto al cultivo
testigo negativo.

Los resultados de los primeros ensayos preclinicos realizados a LQMSg86
(Marquez, 2003) han dirigido el disefioc molecular y la sintesis de! compuesto
LAQM211 y otros compuestos analogos. Debido a que uno de los principales
objetivos de la sintesis de este segundo grupo de derivados fue el aumentar la
seguridad del compuesto, se analizé también la frecuencia de ICH en cultivo de
linfocitos humanos a las mismas concentraciones de 25, 75 y 150 ng/ml. Los
resultados mostraron que la frecuencia fue de 2.9, 3.8 y 3.5 respectivamente y
comparativamente con LQM996 no existieron diferencias estadisticamente
significativas.
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La cinética de proliferacién celular de LQM211 se encontrd muy similar al
LQM996, por lo que los cambios realizados en la estructura de los compuestos no
alteran al ciclo celular, demostrando que ninguno de los dos compuestos es
citotéxico. Ahora bien, los resultados muestran claramente que hay una alteracién
en el ciclo celular al comparar a los cultivos tratados con metronidazol a las
mismas concentraciones.

El indice mitdtico muestra un comportamiento similar al comparar al LQM211
con los cultivos de LQOMI96 y el testigo negativo. Al realizar la comparaciéon de los
cultivos con LQM211 y metronidazol, se observé una disminucion del 42%.

Los compuestos LOM996 y LQM211, no solo presentan ventaja sobre el
metronidazol, como se ha evidenciado en este estudio; sino también sobre otros
compuestos de los que se han reportado accion genotdxica como es el caso de!
tiabendazol y prazicuantel (Lopez y col.. 2001; Menéndez y col., 2001).

Esto hace pensar que los compuestos 211 y 996 per s€ no son genotoxicos. sin
embargo se sabe que en ocasiones los efectos mutagénicos y carcinogénicos de
los farmacos son debidos a sus metabolitos y no a sus moleculas intactas
(Gonzalez, 1997). Existen varias formas de abordar este problema que podrian ser
el uso del Ensayo Cometa o la Prueba de Microntcleos /n vivo (Menéndez y col.,
2001), sin embargo, este no fue por el momento el objetivo de este estudio. Los
estudios de farmacocinética, de toxicidad y genotoxicidad in vivo evaluaran tales
efectos.

Por el momento con este estudio se tiene una aproximacién del
comportamiento que estas moléculas per se tienen sobre el material genético y
muestran mejores resultados que el farmaco que desde hace décadas ha sido et
antiparasitario de eleccion.
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8.2

8.3

Vill. CONCLUSIONES

La frecuencia de Intercambios de Cromatidas Hermanas, no sufrié
elevacién en los linfocitos humanos en mninguna concentracién
estudiadas de jos compuestos LQM9Y6 y LQM211, por o cual se
considera que no son genotdxicos. A diferencia de éstos, el
metronidazol aumenta al doble la frecuencia de ¥CH a concentraciones
similares.

Los compuestos LQMI996 y LQM211, no modificaron el indice mitStico ni
el indice de replicacion del cultivo de linfocitos humanos en ninguna de
las concentraciones empleadas. Poniendo de manifiesto que son menos
citotdxicos que el metronidazol, el cual disminuye el IM y el iR.

Los fenilcarbamatos LQMS96 y LQM211, pueden ser una alternativa al
metronidazol para tratar infecciones parasitarias y/o microbianas, ya que
no presentan efectos genotdxicos ni citotdxicos similares a los niveles
provocados por este ultimo.
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GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS

Acido Desoxirribonucleico (ADN): Material genético de todas las células, doble
cadena de polidesoxirribonucledtidos unidos por enlaces fosfodiéster, antiparalela
y complementaria.

ATCC: Siglas de American Type Cuilture Collection, Coleccion Americana de
Cultivos Tipo.

5 - Bromo-2°-desoxiuridina (5-8rdU): Compuesto con la capacidad de
incorporarse al ADN sustituyendo a la timidina en la cadena sencilla que es
sintetizada durante su replicacion.

Carcinogenos: Agente O proceso que aumenta significativamente la incidencia
de neoplasias malignas en la poblacion.

Dosis Letal Media (DLso) : Dosis que se requiere para producir la muerte del
50% de la pobiacion.

Helmintos: Término general que significa gusano y que, pertenecen a dos grupos,
los nematodos y los platelmintos.

Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH): indica intercambios de segmentos
homologos o casi homdélogos, simeétricos y equivalentes entre las cromatidas de un
mismo cromosoma.

Metafases: Periodo de la mitosis o meiosis, durante el cual los cromosomas se
alinean en la placa ecuatorial.

Metronidazol (MTZ): Agente antimicrobiano y antiparasitario perteneciente al
grupo de los nitroimidazoles; efectivo para el tratamiento de infecciones causadas
por bacterias anaerobias y ciertos protozoarios.

Mutagenos: Toda sustancia que produce un cambio permanente y heredable en
el material genético.

Protozoarios: Microorganismos unicelulares eucaridticos, compuestos por un

niclec o Mas de uno y el citoplasma.
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