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GLOSARIO

s Acetilserina: f. aminoacido poco frecuente, presente en algunas proteinas, que

se forma por {a acetilacion de la serina una vez que la protelna ha sido transducida.

e« ADN DNA: Abreviatura de éacido desoxirribonucleico (en inglés
desoxyribonucleic acid o DNA). Es la molécula que contiene y transmite la
informacion genética de los organismos excepto en algunos tipos de virus

(retrovirus).

# Antigeno: Es una sustancia que induce la formacién de anticuerpos debido a
que el sistema inmune la reconoce como una amenaza. Esta sustanda puede ser
extrafia (no nativa) proveniente del ambiente (como quimicos) o formada dentro

del cuerpo (como toxinas virales o bacterianas).

s Antimicrobiano: Bactericidas, si produce la muerte del microorganismo y

bacteriostéticos, si disminuyen la mulitiplicacion del microorganismo.

» Ataxia: Es un desorden del ritmo y de la coordinacién del movimiento en el
que intervienen mecanismos complejos. Se manifiesta como desequilibrio al andar y

dificultad para realizar movimientos ritmicos y precisos.

s ATP: Es una molécula que actia como el transportador de energia quimica mas
importante en las células de todas las especies vivientes, y a medida que transfiere su
energia a otras moléculas. pierde su grupo fosfato terminal y se transforma en

difosfato de adenosina (ADP).

» Carbamatos: Son derivados del acido carbamico. cuya actividad principal suele

ser como insecticidas.
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¢ CPA’s: Células que exponen los complejos péptido-MHC (Complejo principal
de histocompatibilidad), en una forma tal que puede ser reconocida por las células
T.

¢ DLso: Dosis a la cual se produce una mortalidad del 50%.

# DMSO: Es un solvente aprético con notables propiedades de aumento de

penetracién de muchas drogas de aplicacion local.

# Electroforesis: Es un método analitico semipreparativo, en el que se separan
biomoléculas, en dependencia entre otros factores de su carga y bajo la accién de

un campo eléctrico.

# Fracciébn Microsomal: (Citocromo P450) El citocromo P450 es una familia de
enzimas con grupo hem que participan en la oxidacién de esteroides, acidos grasos

y muchos xenobidticos ingeridos del ambiente.

s Genotoxicidad: Alteracion o dafio en el material hereditario, producido por

algunos agentes ambientales fisicos, quimicos o biol6gicos.
s Helminto: o gusano, pluricelular, no se dividen dentro del huésped
generalmente. Suelen adquirirse por via oral a través de contaminacion fecal del

agua o alimentos.

s ICH: Fenémeno del intercambio de crométidas hermanas que es Gtil para

valorar efectos mutagénicos.

# LGG: Linfocitos granulosos grandes.

v



& LOCUS: Es la posicion en un cromosoma en la que un gen en particular se

encuentra, el locus puede estar ocupado por uno de los alelos del gen.

= LOM: Clave que identifica los compuestos proporcionados por el Laboratorio

de Quimica Medicinal.

= Nematodos: Son gusanos cilindricos insegmentados. En este caso también
suelen ser parésitos y producir enfermedades. Ejemplo: Trichinella spiralis

(triquinosis).

# Peroxido de hidrégeno: (conocido también como agua oxigenada) es un
lfiquido incoloro a temperatura ambiente con sabor amargo, es inestable y se
descompone répidamente a oxigeno y agua con liberaciébn de calor. Forma
radicales libres, que se unen covalentemente al grupo amino de la molécula de

DNA, provocando rupturas.

# Relacién N:C : Se refiere a la relacién, del volumen relativo del ntcleo y el

citoplasma, de los linfocitos.

& Sitio alcali labil: Lugar al interior de la molécula de ADN sensible a la accién de

agentes alcalinos y, por lo tanto, es una regién fragil y susceptible de lesionarse.

+ TLAM: Tejido mucoso endotelial en donde las células T efectoras y de memoria
se asientan 'preferentemente y en cada localizacién, las células muestran distintas

caracteristicas fenotipicas y funcionales.
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El interés de realizar un estudio de genotoxicidad de los compuestos
derivados del &cido carbdmico, se basa en que en los dltimos afios se ha
incrementado la sintesis orgéanica de estos compuestos por medio de estudios
tedricos comparativos que consisten en el anélisis de la relacién estructura quimica
con la actividad biolégica, lo que aporta valiosa informaciéon para sintetizar nuevas
sustancias con mejor actividad terapéutica y menores efectos secundarios.

En este contexto, el grubo de Quimica Medicinal de la FESC, ha sintetizado
un grupo de sustancias derivadas del acido carbdmico que han mostrado actividad
antiparasitaria y antimicrobiana, en modelos experimentales /n vivo e in vitro.

Debido a que el Ensayo Cometa es una técnica que evalGa el dafio al DNA,
sensible, répida, reproducible y confiable se eligi6 como prueba para estudiar el
comportamiento genotéxico de los compuestos derivados del acido carbémico
-sobre los linfocitos humanos.

El presente estudio se llev6 a cabo in vitro, sin la adicion de la fraccién
microsomal hepatica, con la finalidad de observar el efecto genotéxico de los
compuestos per se (LOQM 901, LQM 904, LOM 930, LOM 996, Metronidazol,
Mebendazol y Albendazol).

El material biologico empleado fue sangre periférica tomada por puncién
venosa de una donadora sana. En este estudio se probaron 3 concentraciones
diferentes (10, 50 y 100mg/ml), utilizando un testigo negativo y un testigo positivo
(H,O; ) en cada ensayo, para cada uno de los compuestos trabajados: LOM 901,
LQM 904, LOM 930, LQM 996, Metronidazol, Mebendazol y Albendazol.

El modelo celular utilizado fueron linfocitos humanos que se obtuvieron a
partir de la muestra de sangre por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque, de
aqui se prepard una suspension celular de 350 000 céls/ml y se expusieron a los
compuestos durante 1 hora. Después en todos los casos se realizé el Ensayo Cometa.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias estadisticamente significativas
en el grado de dafio al DNA por los diferentes compuestos.

Al comparar los resultados tanto de los carbamatos como de los
antiparasitarios de primera eleccidon se puede observar sin lugar a dudas que el

compuesto elegido como lider (LQM 996), presenta una genotoxicidad menor a los




otros derivados y parecida a los antiparasitarios por lo que se vislumbra como una
alternativa real en el tratamiento de las enfermedades parasitarias y también de la

provocada por H. pylori.
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II. INTRODUCCION




Capitulo 1 :

EL USO DEL
LINFOCITO EN LAS
PRUEBAS DE
GENOTOXICIDAD.




El linfocito es una de las células que se pueden utilizar como modelo en
pruebas de genotoxicidad ya que se encuentran en cualquier parte del cuerpo
humano (cavidad bucal, nasal, mucosa gastrica. sangre, etc.), debido principalmente
al papel primordial que juegan dentro del sistema inmune, organizdndose a su vez
en tejidos y organos. estructuras que reciben el nombre genérico de sisterna linfoide
(Regueiro, 2002).

Los linfocitos entran en contacto directo con sustancias genotOxicas del
medio ambiente.

Los linfocitos pueden ser estimulados para proliferar fuera del cuerpo
hurmnano, y su tiempo de vida media puede ser de sernanas e incluso décadas. Nos
provee informaciéon del dafio ain después de la exposicion debido, a la lenta
reparacién que muestran los linfocitos aislados recientemente, que aquellos que ya
han sido estimulados para su proliferacién, ya que debido a la funcién que tienen
los linfocitos dentro del cuerpo humano, se considera que son células con una alta
capacidad de divisién (Kassie et al: 2000) (Roitt: 2002).

El linfocito es un modelo excelente para estudiar el DNA, porque pueden
hacerse estudios tanto /n vitro como in vivo, debido a que como todas las células
sanguineas: proviene de células hematopoyéticas pluripotenciales y éste al
diferenciarse no pierde el material genético. lo que lo hace un modelo

representativo(Regueiro.2002)
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Capitulo 2 :

ONTOGENIA DEL
LINFOCITO HUMANO




Los linfocitos se producen diariamente en grandes cantidades en los érganos
linfoides centrales o primarios. Algunas de estas células migran hasta los érganos
linfoides secundarios a través del torrente sanguineo.

Un ser humano adulto normal posee unas 10" células linfoides y el conjunto
de tejido linfoide representa aproximadamente un 2% del peso corporal total. Las
células linfoides constituyen alrededor del 20% de los leucocitos circulantes totales.
Muchas células linfoides maduras son de vida larga, y pueden persistir como células
de memoria durante toda la vida del individuo.

Eil sistema linfoide esta formado por linfocitos, células accesorias (Macréfagos
y Células presentadoras de antigeno CPA'S), algunos tejidos y células epiteliales.
Puede estar organizado en forma de érganos encapsulados aisiados o consistir en
acumulaciones de tejido linfoide difuso. Los principales drganos y tejidos linfoides se
clasifican en primarios (centrales o encapsulados) y secundarios (periféricos o
difusos). (Fig. 1)

Los organos linfoides primarios son los lugares en donde se produce
mayoritariamente la linfopoyesis (desarrollo de los linfocitos). En ellos los linfocitos
se diferencian a partir de las células madre linfoides. proliferan y dan lugar
finalmente a células maduras funcionales. En los mamifferos, las células T maduran
en el timo, mientras que las células B maduran en el higado del feto y en la médula
Osea.

Los organos linfoides secundarios son el bazo, los ganglios linfaticos y los
tejidos asociados a las mucosas (TLAM), entre los que se encuentran las amigdalas y
las placas de Peyer del fleon (Fig 1). Los ganglios linfoides secundarios proporcionan
a los linfocitos un entorno en el que éstos pueden interaccionar entre sf, con las

células accesorias y con los antigenos (Roitt, 2000)(Garcia Tamayo, 1997).




ENCAPSULADO DIFUSO (MALT)
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Fig. 1. Sistema Linfoide: Localizacion de los drganos linfoides primarios
o encapsulados y secundarios o difusos. (Regueiro; 2002)




Capitulo 3 :

FUNCIONES
BIOLOGICAS DE LOS
LINFOCITOS
HUMANOS




Una vez que han madurado, las diferentes subpoblaciones de linfocitos
abandonan el timo y médula 6sea, pasan a la circulacion sanguinea, se reparten por
todo el cuerpo vy, finalmente, abandonan los vasos para filtrar casi todos los tejidos.
particularmente los organos linfoides secundarios (Fig. 2). Sin embargo, su
localizacién tisular resulta transitoria porque los linfocitos recirculan.

Esto quiere decir que los linfocitos tisulares regresan a la sangre y, que mas
adelante, vuelven a salir hadia los tejidos y asi sucesivamente.

Los linfocitos B y T son los encargados de reconocer los antigenos del medio
ambiente, que penetran al cuerpo. Ademas inician y dirigen respuestas del sistema
inmunitario, cada una de las cuales est4 dirigida especificamente contra los antigenos

que lo estimularon (Garcia, 1997).

Fig. 2. Canglio linf&tico, que elemplifica 1a recirculacion
del linfocito humano (Regueiro: 2002).




Capitulo 4 :
Morfologia del linfocito
humano




Los linfocitos que se observan en un frotis sanguineo convencional presentan
diversos tamafios que van de 6 a 10um de didmetro, asi como también variada
morfologia.

Hay diferencias en cuanto al volumen relativo del nicleo y el citoplasma
(relacién N:C), la forma del nicleo y la presencia o ausencia de granulos azuréfilos.

Mediante microscopia y una tincién hematolégica clasica, como la tincién de
Giemsa (Fig. 3), se pueden observar intracitoplasmaticos y se denominan linfocitos
granulosos grandes (LGG). Los LGG no se deben confundir con los dos tipos
morfolégicos de linfocitos en la circulacién. Unos son relativamente pequerios,
carecen de granulos y presentan una relacién N:C elevada. Los otros son mas
grandes presentan una menor relacion N:C, contienen granulos azuréfilos
intracitoplasmaticos y se denominan linfocitos granulosos grandes (LGG). Los LGG
no se deben confundir con los granulocitos, los monocitos, ni sus precursores, que

también contienen granulos azuréfilos (Roitt, 2000).

e -_.

Fig. 3. Morfologia del linfodto
humano (Reitt; 2000)




Capitulo 5 :
GENOTOXICIDAD




Importancia de los estudi‘os genotoxicos.

La Genética Toxicoldgica fue reconocida en 1969 como una nueva disciplina
de la toxicologia, encargada de identificar y analizar la accién de los agentes con
toxicidad dirigida hacia los componentes hereditarios de los sistemas vivos (Bello y
Lopez de Ceran, 2001).

Las consecuencias que sobre fa salud pueden tener los agentes mutagénicos
dependen del tipo de células donde el agente en cuestion actie. Asi que, en el caso
de interaccionar con células sométicas adultas los efectos pueden verse reflejados
como una transformaciéon maligna de éstas, como causa de un envejecimiento
celular prematuro o incluso como muerte celuiar. En el caso de afectar células
somaéticas embrionarias la respuesta clinica de la mutacion pueden ser anomalias
congénitas, muerte embrionaria fetal o perinatal, o bien células transformadas que
conduzcan al cdncer.

El dafio genotdxico puede ocurrir también a nivel de células germinales, las
cuales si cuando forman gamétos viables mutantes daran origen a individuos

mutantes; pero si éstos no estén balanceados, el efecto serd esterilidad y abortos
(Fig. 4).




Fig. 4: Esquema de no disyuncién que ejemplifica los gametos no balanceados




Si bien, las pruebas de eleccién para evaluar los agentes sospechosos de ser
genotdxicos son mucho muy variadas, existen dos etapas primordiales que deben
ser tomadas en cuenta por cualquier ensayo de esta naturaleza. La primera etapa
comprenderia la deteccion del potencial genotoxico y la segunda etapa evalia el
riesgo-beneficio, ya que de esto Gltimo dependeria el control de la produccién vy el
consumo del agente genotdxico estudiado (Salamanca, 1990; Bello y Lopez de

Ceran, 2001).




Capitulo 6 :

ESTUDIOS
CITOGENETICOS




Una mutacién se considera como una modificacién en la secuencia de las
bases nitrogenadas que constituyen al DNA, Este cambio puede ocurrir en los genes
o en el agrupamiento de éstos, denominados cromosomas: de tal manera que
podriamos distinguir dos niveles a los cuales puede ser estudiado el dafio al material
genético.

A nivel génico, los estudios para detectar mutaciones generalmente se
realizan con pruebas en micrdorganismos. las razones para ello son la relativa
simplicidad con que puede detectarse el cambio en un gen provocado por un
agente especifico. Estos estudios estdn representados por el ensayo de Ames en
Salmonella typhymurium (Tice et al, 2000).

Los métodos cromosémicos para evaluar el dafio genotdxico de diversos
agentes no estan considerados como prueba sobre un organismo especifico o como
una mutacién génica en un locus determinado, de tal manera que las inferencias
obtenidas a través de estos métodos permiten ser extrapolado casi a cualquier
especie 0 linea celular con respecto a las respuestas que producen los agentes
genotoxicos.

Los estudios citogenéticos evallian principalmente dos tipos de acciones de
los agentes genotéxicos sobre el material cromosémico: estos son: el efecto
clastogénico, o sea cuando el agente produce rupturas cromosémicas: y la acciéon
genotdxica § dependiente que se suscita durante la etapa en la cual el DNA se
replica. Por esta razén los primeros estudios citogenéticos enfocados en evaluar el
efecto de los agentes mutagénicos sobre los cromosomas comprenden los
parametros de evaluacién de la frecuencia de aberraciones cromosémicas y mas
tarde el estudio de la frecuencia de los intercambios entre las cromatidas hermanas
(ICH). | |

El dafio producido por diversos factores al material genético, a través de la
mutagénesis, es uno de los riesgos toxicolégicos que no se han valorado
suficientemente, a pesar de su repercusion en la salud de los individuos afectados y
de sus descendientes. Esto ha propiciado que aparezcan nuevas técnicas que buscan
ser rapidas y mas econdémicas que las anteriores (Enciso, 2000: Tice et al, 2000;

Bello y Lopez de Ceran, 2001).




Las técnicas que en la actualidad han tomado gran importancia en el analisis
de los efectos mutagénicos de los agentes genotdxicos son las técnicas de
citogenética molecular y el estudio electroforético de células individuales cuyo

material cromosémico ha sido dafiado.

FISH.

Aunque los procedimientbs de utilizacién de fluorescencia en hibridizaciones
in situ (FISH) se han realizado desde la década pasada. la aplicacion de esta técnica
para la deteccion de aberraciones cromosémicas inducidas por agentes genotdxicos
no habfa sido explotada sino hasta ahora gracias a la obtencién de sondas que son
especificas de cada cromosoma o incluso de regiones cromosémicas como por
ejemplo las sondas de DNA satélite. Esta novedosa técnica implementada por Evans
y colaboradores ha permitido el estudio de aberraciones cromosémicas especificas
en la interfase; de ésta forma , no se necesitan obtener metafases para poder
detectar de qué tipo de aberraciones cromosémicas se trata. Hasta el momento la
técnica de FISH ha sido utilizada para estudiar a las aberraciones cromosémicas en

general.

ENSAYO COMETA.

El ensayo cometa es también conocido como “Ensayo en gel unicelular”
(SCG). “Electroforesis Unicelular”, o “Electroforesis en Microgel” (MGE); fue
utilizado por primera vez por Ostling y Johanson (Ostling, 1984) como una técnica
electroforética para la observacién directa del dafio al DNA en células individuales.

Originalmente, estos dos investigadores suspendieron un pequeiic nimero de
células irradiadas en un delgado gel de agarosa colocado sobre un portaobjetos, a
esta preparacién se le hacia un corrimiento electroforético que posteriormente seria
tefiida con un colorante fluorescente de unién al DNA, el resultado fueron imégenes
que por su apariencia fueron nombradas “cometas”.

Este proceso de electroforesis hace que el nicleo migre de forma diferencial
poniendo de manifiesto el dafio al DNA, de forma que el DNA intacto migra

integro. mientras que el DNA dafiado o fragmentado migra de manera diferencial
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mostrando una cola de cometa y la extensién de ese DNA liberado de la cabeza del
cometa esta en funcién del dafio.

Dentro de las principales ventajas de la metodologia es que es, sendilla y
rapida (en 24 horas se pueden tener los resultados), se puede aplicar a
practicamente cualquier tipo de tejido que pueda ser disgregado, se requiere de una
muestra pequena de células (500-1000 células), es muy sensible (a pH>13; <5c¢Gy
de rayos X) y finalmente provee la distribucién de los datos de dafio al DNA y de
reparacion de dafio al DNA.

El ensayo cometa alcalino o el ensayo electroforético unicelular en microgel
(SCGE). es un método de deteccién de sitios de ruptura en el DNA asi  como sitios
&lcali labiles en células individuales. Desde su introduccion en 1988, se ha aceptado
como una técnica répida, simple y sensible para medir las rupturas en el DNA que
ha encontrado aplicacién en estudios de dafio y reparacién del DNA, biomonitoreo,
analisis de alimentos radiados y determinacién de la genotoxicidad (McKelvey-
Martin et al, 1993). Esta basado en la habilidad de las cargas negativas expuestas
cuando hay una ruptura en el DNA, que al estar en un gel de agarosa, responden a
un campo eléctrico. Ademas la extensién de la migracion del DNA es relacionada
directamente con la frecuencia de rupturas en el DNA (Singh, 1998).

Una suspensién celular es mezclada con agarosa y montada en una laminilla.
Son lisadas con un detergente alcalino y se corre una electroforesis a pH>13. En la
versién alcalina del ensayo, el DNA en células sin tratar se observa con una fuente
de fluorescencia compacta. mientras el DNA en las células tratadas para romper las

cadenas migran en direccion al &nodo provocando la aparicion de cometas (Fig. 5).




Fig. 5. Fotografias del Infocito humano en el ensayo cometa.
(A)Control negativo. (B) Control positivo. (Henderson: 1999)

El tamafio del cometa y la distribucién de la fluorescencia tiene una
correlacién cuantitativa con la frecuencia del rompimiento en las cadenas del DNA

(Olive y Banath, 1993) (McCarthy, 1997).

Deteccién de la ruptura en el DNA.

Algunos de los agentes que dafian al DNA y que causan un incremento en la
migracion del DNA en el ensayo cometa son: lLuz U.V., radiacién ionizante,
peréxido de hidrégeno (H,O,) y otros quimicos que forman radicales libres, agentes
alquilantes, hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PAH’s), quimicos radiomiméticos
y varios metales (Tice, 1995). En principio la version alcalina del Ensayo cometa,
detecta rompimientos en una sola cadena inducidos en el DNA y lesiones capaces de

inducir un rompimiento sencillo en una sola cadena (Ej. Sitios alcali labiles) (Fig. 6).
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Fig. 6: Esquematizacion de rupturas de cadena sencilla

Las uniones (DNA-DNA o DNA-Proteinas), inducidos por cistaplatina,
ciclofosfamida o formaldehido, puede causar problemas en el protocolo estandar de
la prueba, por que los cruzamientos pueden estabilizar el DNA cromosémico e
inhibir la migracién del DNA (Hartmann, 1995). Una forma de detectar un
cruzamiento es inducir primero la fragm'entacién del DNA con un agente de
referencia (Ej. Radiacién ionizante, o metilmetanosulfonato MMS) y detectar la
reduccion de la migracion en presencia de agentes enlazantes (Pfuhler, 1996).

El cruzamiento también puede ser analizado por el incremento en la duracién
del desenrrollamiento y/o electroforesis en células control sin tratar que exhiben una
migracién significativa en contraste con células tratadas que migran pobremente
(Fuscoe, 1996). En adicion directa de inductores del rompimiento de cadenas, los
procesos en que se inducen éstos rompimientos tales como la incisién durante la
escision en los procesos de reparacion, también pueden ser detectados. En algunos
casos (Ej. U.V. PAH's) la contribucién de la reparacion por escisién inducida al DNA

y sus efectos en el Ensayo Cometa toman mayor importancia (Speit, 1995).
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Algunas clases especificas de dafio al DNA en una base, puede ser detectada
con el ensayo cometa con ayuda de endonucleasas que reconocen la lesion
especificamente. Estas enzimas se afiaden a las laminillas por un corto tiempo antes
de la lisis, provocando rupturas en sitios especificos, donde se encuentra la
alteracién de una base, y resultando en rupturas de cadena sencilla, que pueden ser
cuantificada por el ensayo cometa. Usando esta modificacién del ensayo cometa, la
oxidacién de bases en el DNA puede ser detectada con una alta sensibilidad con
ayuda de endonucleasa lll o formamidopiridina-DNA-glicosilada in vivo e in vitro
(Collins, 1993; Dennog. 1996).

Sistema de evaluacion.

El andlisis de las laminillas del ensayo cometa puede ser reportado usando
varios métodos diferentes, incluyendo métodos manuales y analisis de imagen
automatizadas o computarizadas. El método manual usado por Gedik (1992), es
donde los cometas son medidos visualmente y dlasificados de acuerdo con la forma
del cometa. La forma del cometa refleja el dafio y las imagenes son definidas en
grados 0, 1, 2, 3 y 4 donde 0 indica que no existe dafio y 4 indica un dafio méaximo.
Otros investigadores miden el didmetro del nicleo y la longitud total de la imagen

directamente usando un micrémetro ocular (Fig. 7).

LONGITUD DE LA
MIGRACION DEL DNA

Fig. 7.- Pardmerros para el sisterma de evaluacidn por
micrémetro ocular.




Otro método manual es donde se mide la longitud de la cola del cometa, el
didmetro del nicleo y el area del cometa son medidos usando calibradores y
trasparencias gréaficas (McKelvey, 1990). El sistema de anélisis de imagen provee un
rango de pardmetros cuantitativos que describen propiedades densitométricas y
geométricas del cometa que no pueden ser cuantificadas en un anlisis manual

(Olive, 1990: MCKelvey, 1992) (McCarthy, 1997: Singh, 1998).

Caracteristicas de los donadores.

En el caso de los donadores, la parte ocupacional, el tipo de vida y la
exposicion ambiental a genotdxicos pueden influir en los resultados que se muestran
en el ensayo cometa, ya que se necesitan niveles bajos de exposicion debido al a
gran sensibilidad del ensayo.

La exposicion ocupacional a pesticidas, benceno, gases anestésicos,
radiaciones y estireno causan un incremento significativo de dafio al DNA, asi
mismo contaminantes ambientales exhiben un dafio significativo al DNA.

El efecto del tabaco del cigarro en los fumadores, muestran un incremento
significativo de la ruptura de las cadenas en el DNA, esto no tiene ninguna
correlacion con el nimero de cigarrillos que se fumen durante el dia; usualmente los
fumadores muestran un incremento en la respuesta a los agentes mutagénicos mayor
que la que presentan los no fumadores.

El gjercicio fisico excesivo muestra un incremento significativo en el dafio al
DNA en comparacién con el dafio bajo condiciones normales, aunque puede
disminuirse cuando se consumen suplementos alimenticios que contengan vitamina
E (Kassie et al: 2000).

Entre las personas sanas la variabilidad a la respuesta de las pruebas de
genotoxicidad es minima, no asi las personas que cursan por una enfermedad aguda
o croénica.

En el caso de enfermedades hereditarias. se ha encontrado que las células de
los pacientes con ataxia telangiectasia, son mas sensibles que las células normales,
lo que era de esperarse; sin embargo. también encontraron que las células de los

heterocigotos fueron las mas sensibles a los efectos citotoxicos del arsénico.




Las muestras de sangre deben ser tomadas de donadores sanos, que no cursen
alguna infeccién viral o reciban tratamiento con algin medicamento (Anderson
1989). Si se trata de un estudio en el que se tomaran muestras en diferentes dias, la
toma de muestra, deberé realizarse a la misma hora y bajo condiciones semejantes,

conservando la menor cantidad de variaciones o variantes posibles.




Capitulo 7 :
COMPUESTOS




CARBAMATOS

Los carbamatos también llamados uretanos, son compuestos organicos que

tienen un grupo -NH2, NHR- 0 -NR2 unido a un grupo carbonilo de éster. La

estructura basica de los carbamatos es la siguiente: (Fessenden y Fessenden, 1983).

RIN-COOR;
Ry

Fig.8. Estructura bisica de los Carbamatos
(Fessenden y Fermmden, 1383).

Asi como los ésteres del acido fosférico, los ésteres del acido carbamico se

usan como insecticidas. Algunos de estos compuestos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Derivados del Acido Carbamico y sus Usos.

DERIVADO CARBAMICO Usos
Aldicarb Plaguicida
Carbofuran Plaguicida
Metomil Plaguicida
Propoxur Plaguicida
Carbaryl Plaguicida
Uretano Actividad antimitética
Aponal Hipnético
Hedonal Hipnético
Aleudrin Hipnético
Voluntal Hipnético
Albendazol Antihelmintico

{Cordoba, 2002)(Di Paima, 1989)(Goldsmith,1995)




Existen tres clases principales de pesticidas carbémicos, los derivados de los
ésteres, usados como insecticidas y nematocidas que generalmente son estables y
poseen una baja solubilidad en agua. Los carbamatos herbicidas que contienen

grupos aromaticos o alifaticos y los carbamatos funguicidas que contienen el grupo
bencimidazélico (Lu, 1992).

Modo de Accién.

Los ésteres del &cido carbamico, conducen a la muerte de los insectos por
medio del bloqueo a la acetilcolinesterasa. Los sintomas de intoxicacién son
similares a los que se observan por envenenamiento con los ésteres del acido
fosférico. La carbamilacidn de la enzima es inestable y la regeneracién de ésta
relativamente rapida comparada con el efecto de fosforilacién producida por los
insecticidas organofosforados (Ronaldi, 1984).

La acetilcolinesterasa es una esterasa que contiene serina, lo que induce la
accion del neurotransmisor acetilcolina para producir colina y acido acético; siendo
ésta un mediador sindptico de los impulsos nerviosos en mamiferos e insectos; por
lo que una sobredosis de carbamatos producirian constriccion de las pupilas,
debilidad o espasmos musculares, fallas respiratorias, baja en la presion sanguinea e
inclusive paro cardiaco. Las convulsiones pueden ser rigidez de los miembros o dar
rapidos movimientos involuntarios (Lu, 1992: Terry. 1999).

La terapia consiste en el uso indirecto de parasimpaticomiméticos, la
hidrélisis de la serina del acido carbamico es mucho mas lenta que la hidrdlisis de
acetilserina. Mas del 80% de la sustancia absorbida es eliminada antes de las 24

horas.
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Toxicidad

La toxicidad de los diferentes carbamatos va, desde una alta toxicidad hasta
s6lo ligera toxicidad o practicamente no toxicos. La dosis LDs, reportada para la
rata es de un rango minimo que va de 1mg/Kg hasta por encima de 5g/Kg. Para
ciertos metilcarbamatos la LDsy es 20 veces o mas la correspondiente dosis efectiva
cincuenta, ademéas existe una relacion dosis efecto, entre la severidad de los
sintomas y el grado de inhibicién de la colinesterasa (Hernandez, 1990).

La toxicidad dérmica de los carbamatos es baja 0 moderada; una excepcion
es el aldilcarbamato debido a su alta toxicidad. Algunos carbamatos son muy
téxicos como lo es el caso del tiocarbamato, que causa neurotoxicidad, esto inciuye
ataxia que es asociada con una desmielinizacién del nervio y una paralisis
ascendente. Sin embargo el carbaril por ejemplo, requiere dosis orales muy altas
para producir una ataxia. Algunos autores concluyen que se requiere administrar
repetidamente altas dosis para inducir neuropatologias tipicas como las que se
presentan con el uso de insecticidas organofosforados (Hernéndez, 1990; Klaassen,
1996).

Se han reportado evidencias de los efectos toxicos crénicos de los
carbamatos, que en esencia muestran que se requieren grandes dosis para producir
alteraciones en el ciclo estral o inducir un impedimento en la fertilidad. Sin embargo
se ha observado efectos teratogénicos en conejos alimentados con carbaril entre el
dia 6 y el 18 de gestacion e incremento en el nimero de abortos en monos
prefiados durante la administracion. En un estudio de 22 meses se observd un
decremento en los niveles de hemoglobina en ratas hembras administradas

diariamente con 400 ppm de carbaril en el alimento (Ronaldi. 1984: Russell, 1992).

NUEVOS DERIVADOS CARBAMICOS

Se probaron diferentes 4-R-fenilcarbamatos de metilo y 4-R-fenilcarbamatos
de etilo. Estos compuestos fueron sintetizados y proporcionados por el Laboratorio
de Quimica Medicinal de la Unidad de Postgrado de la FESC. La reaccién general de

la sintesis de estos se ilustra a continuacion.




NHy
[e] NaHIBEN'CENO
)j\ :
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R

Fig. 9. Reaccion genera de lasintesis de
4-R-fenilcarbamatos de metilo (Fessenden; 1983).
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R

Fig.10. Reacaon genera delasintesis de
4 -R-fenilcarbamatos de etilo. (Fessenden; 1983).
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TABLA 2: Nombre y estructura de los Compuestos carbamicos.

COMPUESTO ESRUCTURA NOMBRE
LOM 901 0 p-lodofenilcarbamato de
H—N)KO/\ etilo.
|
LOM 904 0 p-Bromofenilcarbamato de
H—N)J\O/ metilo.
Br
LOM 930 o p-Nitrofenilcarbamato de
‘ H—N)J\O/ metilo.
NO2
LOM 996 0 p-Clorofenilcarbamato de
H—NAO/\

etilo.
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TABLA 3: Propiedades Fisicas de los compuestos carbamicos de éste estudio.

COMPUESTO

APARIENCIA

SOLUBILIDAD

LOM 901
p-lodofenilcarbamato de

etilo

Cristales en forma de
agujas grandes de color

amarillo, sin olor.

Soluble en DMSO,
acetona, cloroformo y

etanol. Insoluble en agua.

LOM 904
p-Bromofenilcarbamato de

metilo

Cristales pequefnos de

color café, sin olor

Soluble en DMSQ,
Acetona, Cloroformo y

Etanol. Insoluble en Agua.

LOM 930
p-Nitrofeniicarbamato de

metilo

Cristales pequefios de
color amarillo-café. $in

olor

Soluble en DMSQO,
acetona, cloroformo y

etanol. Insoluble en agua.

LQM 996

p-Clorofenilcarbamato de

Cristales en forma de

agujas de tamafio

Soluble en DMSQO,

acetona, cloroformoy

etilo mediano, color café. Sin | etanol. Insoluble en agua.
olor
Albendazol Polvo blanco, sin olor. Soluble en DMSO.
Insoluble en acetona,
cloroformo, etanol y agua.
Mebendazol Polvo blanco, sin olor. Soluble en DMSO.

Insoluble en acetona.

cloroformo, etanol y agua.

Metronidazol

Polvo de aspecto cristalino
ligeramente amarillo. sin

olor.

Soluble en DMSO.
Ligeramente soluble en
acetona. Insoluble en

cloroformo, etanol y agua.
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PRINCIPALES ANTIPARASITARIOS INTESTINALES

ALBENDAZOL

El albendazol actia sobre las larvas y ias formas adultas de los neméatodos
gastrointestinales y pulmonares y las formas adultas de los céstodos y trematodos.
Es mas eficaz contra Ascaris lumbricoides, Enterovius vermicularis, Anquilostoma
duodenalis , Nicator americanis, Trichinella trichura, Tricomonas vaginalis, Taenia
saginata, T. Solium, Hymenolepis nanay Fasciola hepética..

Su efecto se atribuye a que inhibe la polimerizaciébn de tubulina, y por lo
tanto, depleta los niveles energéticos hasta que estos llegan a ser insuficientes para la
sobrevivencia de los parésitos. De este modo el albendazol, inicialmente inmoviliza
y después mata a los helmintos susceptibles.

Después de su administracién oral se absorbe aproximadamente un 5% a
través de la mucosa gastrointestinal y alcanza concentraciones plasmaticas maximas
a las 3 horas, se distribuye en todo el organismo y la mayor concentracién se
obtiene en el higado y en los rifiones. Se metaboliza en el higado, donde se produce
sulféxido de albendazol. su metabolito principal, que se elimina lentamente en la
orina y en las heces.

A la dosis de 6.6 mg/Kg. de albendazol la concentracién en plasma de su
principal metabolito, alcanza un méximo de 0.25 a 0.30 ug/mL. La vida media del
sulféxido de albendazol en el plasma es de aproximadamente 8.5 horas.

El albendazol presenta efecto teratogénico y embriotéxico en ratas y conejos.
Fue negativa la evidencia de mutagénesis y genotoxicidad en pruebas in vitro e in
vivo. En estudios de toxicidad a largo plazo efectuados en ratas y ratones con dosis
diarias por arriba de 30 veces la dosis recomendadas para el humano, no se observé
formacién tumoral relacionada con el tratamiento (Vandemecum Farmacéutico.

2002)(Merck Index, 1989).
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Fig. 1. Estructura quimica del Albendazol
(Merk Index; 1989).

MEBENDAZOL

Es utilizado para la erradicacién de infestaciones intestinales debidas a
nemétodos y/o protozoarios como tricocéfalos, é&scarls, uncinarias oxiuros,
anquilostomas, estrogiloides, giardias, trichomonas y en casos de amibiasis intestinal.

El mebendazol a concentraciones bajas, bloquea la captacién de glucosa por
el helminto, provocando una depresién de glucégeno y del adenosin trifosfato
(ATP), necesarios para la sobrevivendia del parésito, lo que ocasiona su muerte. Aln
a dosis elevadas no se afecta el metabolismo de la glucosa de los mamifferos. Por ser
un medicamento practicamente Insoluble, se absorbe solo parcialmente en el tracto
digestivo, 90% de la dosis aparece sin alteracién en las heces. La porcién absorbida
se metaboliza por descarboxilacién transforméndose en la amina correspondiente,
los metabolitos se excretan en la orina para totalizar el 10% restante.

No se han demostrado efectos teratégenicos en humanos. En ratas prefiadas
el mebendazol tuvo efectos teratégenicos, por lo que no se recomienda su uso
durante los primeros meses de embarazo (Vandemecum Farmacéutico, 2002)(Merck
Index, 1989).
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Fig12. Estructura quimica del Mebendazol
(Merk Index;: 1989}.

METRONIDAZOL

El metronidazol se absorbe rapidamente por via oral y su bicdisponibilidad
es de aproximadamente 100% alcanzando concentraciones plasméticas méximas 1
hora después de su administracién. El metronidazol administrado por via V.
alcanzo concentraciones plasmaticas de 25ug/mL que han sido reportadas en
pacientes a quienes se les ha administrado dosis de 15mg/Kg. de peso corporal,
seguidas de 7.5mg/Kg. cada 6 horas. El metronidazol se distribuye en la mayor parte
de los tejidos y liquidos corporales, incluyendo liquido cefalorraquideo, bitis, saliva,
liquido pleural y peritoneal, secreciones vaginales, leche materna, liquido del oido
medio, liquido seminal, abscesos hepaticos y cerebrales y huesos. Cruza con facilidad
barrera placentaria y hematoencefélica.

Menos del 20% del metronidazol se encuentra unido a protefnas plasmaticas.
El metronidazol se metaboliza en el higado por oxidacién de sus cadenas laterales y
conjugacién de glucurénidos formando los siguientes metabolitos oxidativos: 1-(2-

hidroximetil)-2-hidroximetil-5-nitroimidazol, el cual tiene actividad antibacteriana,

- es detectado en plasma y en orina; y el acido 2-metil-5-nitroimidazol, no tiene

actividad antibacteriana y no es frecuente que se detecte en plasma, pero es
excretado en orina.
Pequefias cantidades de metabolitos reducidos, acetamidas y &cido oxamico-

N-(2-hidroxietil), han sido detectados en orina y probablemente se forman por la
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flora intestinal. La vida media de eliminacién plasmética es de 8 horas. Casi 60 a
80% de las dosis se excretan como compuesto de origen o sus metabolitos. Un 20%
de la dosis de metronidazol se excreta sin cambios por orina; 6 a 15% se excreta por
heces.

Su accién antiprotozoaria depende de su reduccién quimica intracelular; en
estas condiciones interactia con el DNA y produce pérdida de la estructura
helicoidal y rompimiento de las cadenas. Estas acciones inhiben la sintesis de acidos
nucleicos y producen muerte celular. El farmaco es activo en sitios intestinales y
extraintrestinales. Actua contra la mayor parte de bacterias anaerobias y
protozoarios, incluyendo Bacteroides fragilis, B. Melaninogénicus, Fucobactericim,
Verniollena, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus, Entamoeba histolytica,
Tricomonas vaginalis, Giardia lambliay Balantidium coli.

Una revisién de la evidencia disponible hecha en 1983, por Roe, conciuyé
que el metronidazol podrfa ser usado sin temor de riesgo carcinogénico o
mutagénico y que aparentemente esta libre de potencial teratogénico. Sin embargo
un estudio posterior demostr6 que el uso del metronidazol en forma crénica, en
animales, puede llegar a ser carcinogénico; por lo que se deberé evitar su uso en

forma indiscriminada (Vandemecum Farmacéutico, 2002){Merck Index. 1989).

Fig.13. Estructura quimica del Metronidazol
(Merk Index: 1989).
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III. OBJETIVO E
HIPOTESIS




OBJETIVO

El objetivo de la presente investigacion fue realizar la primera evaluacién del
dafio al DNA, con el ensayo cometa, a un grupo de 4 derivados carbamicos, en
comparacién con compuestos empleados como antiparasitarios de primera eleccion

con la finalidad de establecer si son candidatos factibles en la terapéutica humana.

HIPOTESIS
Si el efecto genotdxico mostrado por los compuestos derivados del &cido
carbdmico, evaluado mediante el ensayo cometa muestran un comportamiento
igual o menor a los antiparasitarios de primera eleccién y cercano al control
negativo entonces podemos identificar un compuesto lider con la finalidad de que
pueda ser utilizado como una alternativa terapéutica para las infecciones intestinales

provocadas por parésitos.




IV. MATEBIAL Y
METODO




Material.

Tubos de ensaye para centrifuga
Pipetas graduadas de 1, 2, 5 y 10 ml
Pipetas pasteur

Tubos de ensaye

Vasos de pp. de 50, 100 y 150 ml
Puntillas para micropipeta

Matraz aforado de 50, 100, 200 y 2000 m|
Gradillas

Mechero Bunsen

Tripié

Rejilla de asbesto

Portaobjetos esmerilados
Cubreobjetos largos

Pinzas

Vasos Copplin

Probeta de 100 ml

Propipetas

* % * ¥ * * * * * X * * * * * * * *

Tubos eppendorf

Reactivos

NaCl (Cloruro de sodio)
EDTA

Tris

NaOH (Hidréxido de sodio)
HCI (Acido clorhidrico)
Triton X-100

DMSO (Dimetil sulféxido)
Medio McCoy 5A modificado

* * * * * * * *




-\

* % * ¥ * % * *

* % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ * % *

PBS (Solucion buffer de fosfatos)

Acetona

AN (Agarosa normal) y LMPA (Agarosa de bajo punto de fusién)
Agua desionizada

Agua destilada

Ficoll-Hypaque

Heparina

H,O; (Peréxido de Hidrégeno)

Equipo

Centrifuga clinica
Microcentrifuga

Estufa de incubacion
Céamara de electroforesis
pH-metro

Balanza analitica

Balanza granataria de doble plato
Microscopio de fluorescencia
Microscopio éptico
Autoclave

Campana de flujo laminar

Método

Preparacién de la Solucién del Compuesto.

Todos los compuestos se prepararon de la siguiente manera: Se pesé 0.005g..
0.025g. y 0.050g disolviéndose en 0.5 mi de DMSO o Acetona, segin la
solubilidad del compuesto. para obtener las concentraciones de 10, 50 y 100
mg/mL.
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Toma de muestra.

Se tomé en una jeringa de pléastico de 5ml, 0.1ml. de heparina en solucién
acuosa.

Con la misma jeringa se tomaron mediante puncién venosa 5ml. de sangre.

Se mezcl6 suavemente la sangre con la heparina para evitar la coagulacién.

Aislamiento de Linfocitos Humanos.

Se realizé el aislamiento de linfocitos humanos por gradiente de Ficoll-
Hypaque en proporcién 1:1 (sangre: Ficoll), centrifugande 30min a 2000rpm
(Fig. 12).

Se realizaron 2 lavados con medio McCoy 5A modificado, centrifugando en
cada lavado 10 min. a 1000rpm.

Sangre total
diluida

Fig.14. Separacién de cflulas mononudleares de
sange periférica mediante centrifugacién en un
gradiente de Ficoll-Hypaque (Regueiro: 2002).
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Viabilidad celular

Una vez obtenida la suspension de los linfocitos (Iml.), se realiz6 la cuenta
viable (% de viabilidad celular), colocando 0.1ml de la suspensién celular y
0.9ml. de azul de tripén (0.5%), se mezcl6 y se cargé el hemocitémetro.

Se ajustd la suspension a 350 000céls/ml en cada microtubo de prueba.

Se destinaron 4 tubos eppendorf de prueba para cada concentracién del
compuesto, asf como para el control positivo y el control negativo, de los
cuales 3 se utilizaron para preparar laminillas en las que posteriormente se
evajuarfa el efecto genotoxico y 1 tubo eppendorf se empleé para
monitorear la viabilidad celular en cada concentracién de prueba, al igual

que en los controles,

ENSAYO COMETA

Preparacién de laminillas

Se colocd la suspension celular en un tubo eppendorff y se adicion6 la
cantidad adecuada para tener la concentracién de 200uM de H,0, (testigo
positivo) en un volumen total de Iml. Al testigo negativo se les agregé 50 ul
de Acetona o DMSO. en base al volumen agregado de los compuestos y la
solubilidad de estos. lLos tubos de prueba se les realiz6 el mismo
procedimiento, sustituyendo el H,O, por el compuesto a sus diferentes
concentraciones.

Se colocaron las muestras en incubacién a 372C durante 60min.

Se tomé un tubo eppendorf, de cada una de las muestras. para realizar
conteo viable como se describe anteriormente.

Se preparé una camara con solucién de lisis pH 10 (NaCl 2.5M, Na,EDTA
100mM, Tris 10mM, NaOH 10N, Triton X-100 y DMSO) vy se colocd en
refrigeracion.

Se rotul6 un tado del portaobjetos. se colocd una capa de 150uL de agarosa
normal 0.75% por la parte completamente esmerilada y se colocaron sobre

paquetes congelantes.
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Después de la exposicién, se centrifugaron los tubos durante Tmin.

Se decant6 la mayor cantidad posible de sobrenadante, y se resuspendi6 la
pastilla de cada tubo en 75ul. de agarosa de bajo punto de fusion (LMPA)
0.5% A 37°C y se colocaron como capa sobre cada laminilla previamente
preparada

Se dejé6 solidificar la agarosa y después se removieron los cubreobjetos con
cuidado y se colocaron las laminillas verticaimente en la solucién de lisis fria;

colocando los vasos Copplin en el refrigerador durante 24-48hrs.

Corrimiento de Electroforesis.

Se retiraron suavemente los portaobjetos de la solucién de lisis y se colocaron
en la cdmara de electroforesis.

Se llené la cdmara con el buffer de electroforesis pH 13, recientemente
preparado, hasta que cubrié los portaobjetos (evitando la formacién de
burbujas sobre la agarosa) y se dejaron en estas condiciones durante 25min.
(unwinding)

Se corri6 la electroforesis durante 25min a 25V y 300mA ajustando con el
incremento o disminucién del nivel de buffer de electroforesis.

Una vez terminada la electroforesis se levantaron los portaobjetos de ia
cémara y se gotearon hasta cubrirlos con buffer de neutralizacidén por al
menos 5min., repitiendo este procedimiento dos veces mas.

Se conservaron los portaobjetos en cdmara himeda hasta 72hrs. a 4°C.

Tincién de las preparaciones.
Se adicion6 a las laminillas 20-30 uL del colorante de yoduro de propidio

(51g/mti) y se montaron con un cubreobjetos.
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Evaluacion del dafio al DNA,

% Las observaciones se realizaron usando un microscopio de fluorescencia
equipado con un filtro de excitacién de 515-560nm y un filtro barrera de
590nm, usando un micrémetro ocular y el objetivo de 40X.

- Las evaluaciones se realizaron en 50 células por cada concentracién
del compuesto, asf como el testigo positivo y negativo: dichas
evaluaciones fueron:

% Medida del didmetro del nacleo celular

% Medida de la longitud del nacleo celular.

Andlisis estadistico.

% La relacién longitud / didmetro se obtuvo a partir de los valores del
anélisis celular microscopico en el que se midié la longitud y el
didmetro de cada una de 50 células en los diferentes grupos
experimentales.

~\

% Los gfupos de 50 resultados fueron tratados estadisticamente.
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V. RESULTADOS




El porcentaje de viabilidad nos mostr6, que derivados carbédmicos, y a que
dosis poseen efecto citotoxico: esto se realiz6 con el fin de asegurar que la
evaluacién del dafio al DNA, es causada exclusivamente por los derivados

carbamicos (Tabla 4).

TABLA 4: Porciento de Viabilidad mediante la Prueba con Azul de Tripén.

COMPUESTO CONCENTRACION % DE VIABILIDAD
(M)

LOM 901 2.38 994
11.91 95.6
23.82 94.7
LOM 904 2.17 80.0
LQM 930 2.55 99.5
12.75 99.2
25.51 97.8
LOQM 996 2.50 96.5
12.53 92.2
25.06 91.7
METRONIDAZOL 2.92 99.1
14.60 98.0
MEBENDAZOL 1.69 98.9
8.46 97.3
16.93 97.0
ALBENDAZOL 1.85 98.5
9.42 97.3
18.84 97.0
TESTIGO POSITIVO (H,0,) 200 92.5
TESTIGO NEGATIVO 5% (v/v) 91.2
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La relacién que se muestra en las medias de la relacion Iongitud total de la

imagen/diametro del nicleo (/D). de los diferentes derivados carbédmicos, nos

permite explicar el grado de dafio que causan estos al DNA (efecto genotdxico) en

base a la dosis a la que fueron expuestos los linfocitos (Tabla 5).

TABLA 5. Relacién Longitud total de la imagen / didmetro del nicleo (L/D)

COMPUESTO CONCENTRACION RELACION /D
uM (media y desviacién
estdndar)
LOM 901 2.38 1.42 0.085%
11.91 1.75 0.41%
23.82 1.40 0.21*
LQM 904 217 1.37 0.22%
LOM 930 2.55 1.39 0.18*
12.75 1.30 0.13*
25.51 1.39 0.18*
LQM 996 2.50 1.04 0.08*
12.53 1.08 0.15%
25.06 1.14 0.17*
METRONIDAZOL 2.92 1.02 0.07*
14.60 117 0.33%
MEBENDAZOL 1.69 1.13 0.20*
8.46 1.05 0.11*
16.93 117 0.07*
ALBENDAZOL 1.88 1.0 0.00
9.42 1.0 0.00
18.84 1.01 0.04
TESTIGO POSITIVO (H,0,) 200 2.50 0.00
TESTIGO NEGATIVO 5% (v/v) 1.00 0.00

© *= diferencia estadistica significativa con respecto al testigo negativo. P=HSD-

Tuckey o=0.05 (Daniel; 2002).
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GRAFICO 9 COMPUESTO LOM 904
% DE CELULAS vs. RELACION L/D
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GRAFICO 10 COMPUESTO LQM 930
% DE CELULAS vs. RELACION L/D
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GRAFICO 13 METRONIDAZOL
% DE CELULAS vs. RELACION L/D
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GRAFICO 14 MEBENDAZOL

ON /D

P

% DE CELULA vs. RELACI

b
‘@ =
§2ZE 2
(] o
328357
: o I
e~ 08°E-1LE
b U0z ¢-10€
et |
A 09°¢-15°¢
I 0S°E-Lb'E
I OV'E-LEE

0E'C-1Z'E
0Z€-11E
0L'E-10°E
00E-16Z
062182
08'z-122
0LZ192
092162
- B
0512
o¥'Z-1'Z S
cTIzT
h
022112
012102
00°Z-16'}
5'1-18')
AR
1-19')
-yt

T i T B T ) T o T T T 1 T e P e T e 1T e e e Testigo Negativo

Ly

v

b L-LETL
At
VAN
ob1-1o't
™ 0'}-10°0

60%==

#NRD 3q%



%De Células

GRAFICO15: COMPARATIVO DE DIS TRIBUCION DE DANO DE LOS
COMPUES TOS CARBAMICOS
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GRAFICO 16: COMPARATIVO DE DISTRIBUCION DEL DANO DE
ANTIPARASITARIOS DE PRIMERA ELECCION
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VI. DISCUSION




El estudio de la citotoxicidad es una parte integral del andlisis del cometa
puesto, que la citotoxicidad produce las rupturas de los filamentos dei DNA
aumentando la migracién, por ello se recomienda que el anélisis del cometa no se
deba realizar en las muestras que presentan una citotoxicidad mayor al 20%
(Carbonell et al., 1994).

En base a los resultados se observa que el compuesto LOM 904, tiene una
gran citotoxicidad, por lo que sélo se trabajo la concentracién mas baja que es de
2.17uM, la cual presenta una viabilidad del 80%.

Este compuesto presenta como sustituyente un 4&tomo de Bromo, el Bromo
por densidad electrénica desestabiliza la cadena de DNA, el grupo metilo de la
Timina es remplazado por el &tomo de Bromo, ejerce su actividad mutagénica que
aumenta por el gran poder de movilizacién de electrones del Bromo comparado
con el grupo metilo de la Timina, dando como resultado un aumento en la
citotoxicidad (Lewin, B. 1997).

Los compuestos LOM 901, LQM 930 y LQM 996, no presentan citotoxicidad
por lo que se trabajé con las tres concentraciones elegidas, por su parte en los
antiparasitarios la citotoxicidad fue muy baja ya que se obtuvieron porcentajes del
0.9% al 3.0% de citotoxicidad (Tabla 4).

En base a los resultados obtenidos para cada uno de los compuestos
(LOMB901, LOM904, LOM930 y LOM9I96), indicaron un incremento del dafo al
DNA, visualizado por el ensayo cometa en linfocitos, que se correlaciona con el
incremento de las concentraciones.

Aunque todos los compuestos son derivados del acido carbamico. el anélisis
estadistico muestra un grado de dafo al DNA diferente entre ellos, considerando la
media de la relacion /D en base a las concentraciones (Tabla 5).

La media de la relacién L/D para el compuesto LQM 901, se observé que el
dafno al DNA aumenta en la concentracién intermedia, no observdndose un
incremento en la concentracién mas alta como se esperaria debido a que el
compuesto tuvo una ligera precipitacion, y por lo tanto. suponemos que no tuvo
una interaccién adecuada con la célula, resultando la concentracién intermedia de

éste compuesto la mas genotoxica de los compuestos estudiados (Grafico 1).
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Para la primera concentracién de todos los compuestos se observé una
correfacién entre LQM 901, LQM904 y LQM 930, ya que la media de ta relacién
L/D es similar, no asf en el compuesto LQM 996 ya que éste estuvo muy por debajo
de las medias de los compuestos anteriores y muy cerca de la media del testigo
negativo (Graficos 1. 2, 3y 4).

Para la concentracién intermedia, se observé una ligera disminucién de la
media de la relacién L/D. en el compuesto LQM 930, y en el compuesto LOM 996,
si se observo un ligero aumento en la media de la relacion L/D, correlaciondndose
con el incremento de la concentracién (Grafico 3 y 4).

Para la dltima concentracion los valores de la media de la relacién L/D,
mostré un ligero aumento para el compuesto LQM 996, quedando establecida la
correlacion que existe entre la genotoxicidad con el incremento de la concentracién.
Este compuesto presenta como sustituyente un dtomo de Cloro, el cual puede
formar aductos en el DNA, como por ejemplo en el caso del Cisplatin, el cual
también tiene como sustituyente un par de dtomos de Cloro, y se ha demostrado
que forma aductos en el DNA (Grafico 4) (O’Connor, J; 2001).

Para el caso del compuesto LQM 930 se observé un incremento en la media
de la relacién L/D, pero no existe una correlacion entre dafio y concentracién
(Crafico 3).

Para la primera concentracién se observ6 una correlacién entre el Albendazol
y el Metronidazol, ambos antiparasitarios mostraron medias de la relacién L/D muy
semejantes al testigo negativo. En cuanto al mebendazol la media de !a relacion L/D
resultd ser mayor a los antiparasitarios y testigo negativo (Graficos 5, 6 y 7).

Para la segunda concentracion el albendazol, mostré una media de la
relacion L/D. semejante a la que presenta el testigo negativo, con respecto al
metronidazol se observé un incremento en la media de la relacién L/D que se
" correlaciona con el incremento de la concentracién, por el contrario el mebendazol
presenta una media de la relacion L/D disminuida y semejante al testigo negativo
(Grafico 7).

En la dltima concentracion el albendazol presentd una correlacion semejante

con la media de la relacién L/D del testigo negativo, para el mebendazol se observé
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un incremento de la media de la relacién L/D, que se correlaciona con el incremento
de la concentracién (Grafico 6y 7).

En el caso del metronidazol, la concentracion de 29.21uM, no se trabajé
debido a que, a esta concentracion la precipitacién que presenté el compuesto
impidi6 la lectura de las laminillas, por lo que para evitar resultados tanto negativos
como positivos falsos, estas no fueron tomadas en cuenta (Grafico 5).

De los antiparasitarios el metronidazol resulté ser el més genotéxico. esto se
debi6é a que este compuesto induce rompimiento en cadena sencilla y doble
(Edwards, 1993), intercaléndose preferentemente en Adenina y Timina, y creando
aductos entre Citosina y Guanina, induciendo la sintesis de reparacién, provocando
trasversiones (GC-CG) y rompimiento del DNA (Grafico 5) (Reitz, et al 1991; Trinh
and Reysset, 1998).

Para el mebendazol y el albendazol, estos compuestos no provocan dafio
considerable al DNA a menos. que se manejen concentraciones muy elevadas,
mayores a las terapéuticas o que se agregue fraccién microsomal para metabolizarlos
(Grafico 6 y 7) (Dayan, 2003).

Al comparar los resuitados tanto de los compuestos como de los
antiparasitarios de primera eleccién se observo sin lugar a dudas que el compuesto
elegido como lider (LQM996), present6 una genotoxicidad menor a los compuestos
y parecida a los antiparasitarios por lo que se vislumbra como una alternativa real
en el tratamiento de las enfermedades parasitarias, incluyendo la provocada por el
H. pylori.

En relacién a la distribucién del dafio se observé que en el caso del
compuesto LOM 901, la genotoxicidad que presentd la concentracién de 11.91uM

tiene una variabilidad en la formacibn de cometas de diversos tamanos,

sobrepasando incluso al testigo positivo, sin embargo en la primera y Gitima dosis

no se observé éste comportamiento (Grafico 8).
En el compuesto LOM 904, la genotoxicidad mostré una gran variabilidad,
formando cometas que se distribuyen casi en su totalidad, fuera del rango del

testigo positivo (Grafico 9).
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El compuesto LQM 930, presenté una genotoxicidad con distribucién uniforme,
formando cometas que se encuentran en el rango del testigo negativo y positivo
(Grafico 10).

El compuesto LQOM 996, presenté una genotoxicidad gradual conforme a las
concentraciones, que van desde un comportamiento similar al testigo negativo y
cercano al positivo (Grafico 11).

En el caso de los antiparasitarios, estos mostraron una genotoxicidad con
distribucion uniforme, entre el testigo negativo y positivo, excepto el Metronidazol
en la concentraciébn més alta trabajada, que mostr6 una genotoxicidad que
sobrepasa al testigo positivo, no considerado significativo (Graficos 12, 13 y 14).

Al realizar la evaluacién del daiio al DNA, con el Ensayo Cometa, a 4
derivados carbamicos (LOM 901, LOM 904, LOM 930 y LOM 996). se logré
identificar un compuesto lider (LQOM 996), ya que éste mostré un comportamiento
de genotoxicidad semejante a los antiparasitarios de primera eleccién y muy cercano
al testigo negativo, basandonos en la relacion L/D que determina el grado de
genotoxicidad por la formacién de cometas y en la distribucién del grado de dafio
que se obtuvieron por la variacién en el tamafio de los mismos, y significativamente
menor a los demds compuestos carbamicos estudiados, por lo que se vislumbra
como una alternativa real en el tratamiento de las enfermedades parasitarias y
también de las provocadas por H. pylori.

Ademés se a observado que en diversas pruebas que se han realizado a los
derivados carbamicos, al utilizarlos como antiparasitarios en el laboratorio de
parasitologia de la FES Cuautitlan bajo la asesoria del MVZ Pablo Martinez L., se
estudio la actividad contra Hymenolepis nana en ratones CD1. Los resultados
mostraron que los compuestos probados a dosis de 5, 10 y 50mg/kg presentaron
una eficacia del 85-95% de actividad antiparasitaria, siendo muy similar esta
respuesta a la del prazicuantel (testigo), ademés, mediante microscopia electrénica
se evidencio la desaparicidon de las vellosidades que recubren los proglétidos de los
pardsitos lo que afectaba la nutricién del organismo (Minero, 1997).

Por otro lado se evaluaron /n vitro algunos derivados carbadmicos contra

Giardia lamblia, y se determino una concentracién efectiva entre 3.80 y 18.16ug/ml,
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por la Doctora Enedina Jiménez C.. del Hospital Infantil de México (Jiménez et al,
2003).

Cuando se utilizan como antibacterianos como en el caso del Laboratorio de
Microbiologia Industrial del Posgrado de la FES Cuautitlan bajo la asesoria de la M.
en C. Stella Reginensi, empleando la técnica de difusion en caja, utilizando
sensidiscos Impregnados con 500 y 2000ug de los derivados carbéamicos. Se
evaluaron 18 cepas provenientes de muestras clinicas y pertenecientes a la coleccién
ATCC, las cuales son agentes infecciosos gastrointestinales. Los resultados mostraron
que los derivados carbamicos tienen efectividad contra 13 géneros de bacterias
CGram negativas al utilizar 2000ug, dentro de los cuales el género Vibrio figurd
como el mas sensible (Moreno, 1997; Bernal. 2000).

En el Laboratorio del Doctor Andrés Romeo R., en la FES Cuautitlédn, se
determind la actividad de los derivados carbamicos contra Helycobacter pylori,
mediante los métodos de Kirby Bauer y de dilucién en agar, la concentracién
minima inhibitoria (CMI) fue de 12.33 a 14mm de didmetro. En el caso del
compuesto LQM 996 se obtuvo una CMI de 32mg/ml (Marquez, 2002).

Actualmente, se realiza la evaluacién in vitro de 10 derivados carb&micos
sobre la inhibicién del crecimiento de Enfamoeba histolytica, estos estudios se
realizan en el departamento de Biologia Celuiar del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del IPN, por la M. en C. Cynthia Ordaz, bajo la direccién de la
Doctora Mireya de la Garza Amaya. Hasta ahora, los resultados muestran que los
compuestos en estudio presentan una gran actividad inhibitorio, en particular el
compuesto LOM 996, al compararlo con el efecto del metronidazol (Marquez,
2002).

En las pruebas toxicolégicas mutagénicas se realizé la prueba de revertentes
~en . Typhymurium, mediante la prueba de Ames y de preincubacion, por parte de
la Doctora Miriam Arriaga del Hospital Juérez de la SSA. Los derivados carbamicos
no fueron mutagénicos a concentraciones mayores de 250ug, en comparacién con

el metronidazol. que es mutagénico en concentraciones de nanogramos (Marquez,
2002).
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Se evalud la genotoxicidad vy citotoxicidad de algunos derivados carb&micos
mediante la prueba de micronucleos bajo la direccién de la Doctora Sandra Dfaz
Barriga A. y el Doctor Eduardo Madrigal B., en el Laboratorio de Genética de la
Escuela Nacional de Ciendlas Biolégicas del IPN, los resultados mostraron que los
compuestos LOM 996 y LOM 181 presentaron genotoxicidad a partir de una dosis
de 30mg/kg. También se evalud el mecanismo de formacién de MN, mediante la
utilizacién de tincién de anticuerpos CREST que detecta cinetocoros en los MN
encontrandose que en los escasos MN que producen los nuevos derivados
carb&micos son por ruptura y no por efecto aneugénico (Méarquez, 2002).

Bajo la direccién de la Doctora Sandra Dfaz Barriga A., en el Laboratorio de
Citogenética de la FES Cuautitlan UNAM, se realizé el estudio del potencial
genotéxico de los fenil-carbamatos mediante la técnica de Intercambio de
Crométidas Hermanas in vitro. Obteniendo como resultados que estos no alteran
cidlo celular, no interfieren con a division celular y no aumentan el nimero de ICH,
en comparacién con el metronidazol usado como testigo a las mismas
concentraciones (25, 75 y 150pg/ml); por lo tanto no presentan efectos
genotéxicos, ni citdtéxicos (Hernandez, 2003).

En pruebas de inmunotoxicidad se llevan a cabo estudios para evaluar el
efecto de los derivados carb&micos respecto a los valores hematolégicos, en la
produccién de células productoras de anticuerpos, en la cantidad de subpoblaciones
de linfocitos T (CD4 y CD8) y en la concentracién de anticuerpos totales. No se a
encontrado diferencia significativa en las evaluaciones realizadas con respecto a los

testigos positivos (Marquez, 2002).
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VII. CONCLUSION




Al realizar la evaluacién del dafio al DNA, con el Ensayo Cometa, a 4 derivados
carbamicos (LQM 901, 904, 930 y 996), se logré identificar un compuesto lider
(LQM 996), basdndonos en la -relacion L/D que determina el grado de
genotoxicidad por la formacién de cometas, y en la distribucién del grado de dafio
que se obtuvieron por la variacién en el tamafio de los mismos, ya que éste mostrd
un comportamiento de genotoxicidad semejante a los antiparasitarios de primera
eleccibn y muy cercano al testigo negativo y significativamente menor al
comportamiento de los deméas compuestos carbdmicos estudiados.

Asf como en los estudios realizados /n vitro mediante las pruebas de actividad
antiparasitaria, antibacteriana, mutagénicas y de inmunogenotoxicidad a los
compuestos carbdmicos donde el compuesto LQM 996 ha dado mejores resultados
como antibiético de amplio espectro, contra el género Vibrio, Escherichia cofl,
Salmonella y Helycobacter pylori, como antiparasitario contra protozoarios como
Giardia lamblia y Entamoeba, contra céstodos como Hymenolepis nana y contra

hongos del género Tricophyton (Méarquez, 2002).
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IX. APENDICE




Soluciones
* Agarosas
La agarosa de normal punto de fusién se prepara al 0.75% (187mg de
agarosa/25ml. de PBS), y la de bajo punto de fusién se prepara al 0.5% (125mg de
agarosa/25ml. de PBS): ambas en PBS (libre de Ca*+y Mg**.
Nota: Se sugiere la concentracién de 0.75% para la agarosa normal para

evitar que se desprenda del portaobjetos,

% Solucién Stock de Lisis
Para preparar 1 litro:
2.5M NaCl  146.1gr.
100mM Na,EDTA 37.2gr.
10mM  Tris 1.2gr.

-Ponga a pH=10 con NaOH
-Cuando se alcanza el pH=10 todos los ingredientes se solubilizan.
Por cada vaso Copplin:

33.5ml. Sol. stock de lisis

3.7ml. de Tritén X-100

0.4ml. de DMSO

* Buffer de Electroforesis
Solucién “A” 10N NaOH (200gr/500mi. H,O)

Solucion “B” 200mM EDTA (14.87gr. /200ml. H,0)

Nota: La vida media de la solucién “A” es de 2 semanas.
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* Buffer de trabajo de electroforesis
30ml. de solucién “A”

5ml. de solucién “B

Aforar a 1 litro, mezclando bien.

* Solucién de Neutralizacién
0.4M de Tris (48.5gr./1 litro de H,0)

-Lievar a un pH=7.5 con HCl concentrado

* Solucién del Colorante Fluorescente

Yoduro de propidio 5ug/ml.

% Solucion de H,O, (Testigo positivo)
Solucién 200uM '
Marbete: 100ml contienen; 3.34g de H.0, equivale a 982umol/ml

* Preparacién de Cdmara Hiimeda
En un recipiente plano con tapa (vidrio o plastico), colocar en el fondo una
capa de algodén vy gasas, que cubra perfectamente la superficie. Esta se humedece

con agua desionizada.
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