UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

Induccién de Intercambios de
Cromatidas Hermanas y modificacién de
la cinética de proliferacién celular
provocada por el extracto hexanico de
cvachalalate en cultive de linfocitos
humanos.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A t

MARITZA QUINTANAR TALONIA

ASESORA..
DRA. SANDRA DIAZ BARRIGA ARCEO

CuautiHan lzcalli Edo. de México 2005




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agtorizo a la Direccién General de Bibliotecas de la
UNAM 2 difundit en formato elecirdnico e impreso of
contenido d i \raha&o recepcignal.

e 5 5
NOMBRE:HMMMEWO

cecna: 19 } Sfﬂ“(ﬂ“bfe l 2005
FIRMA: (?(ﬁﬂhm




FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

Frog-

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE | KRR

ATN: Q. Ma. del Carmen Gardla Mijares
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitian

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos permitimos comunicar a
usted gue revisamos la TESIS:

Tmdyeridn de intercambios de cromftidas hermanas y
modificacién de la cinédtica de sroliferacidn celular
wrovocada por el extracto nexanico de cuachalaiate

an_rultivn 2 linfocitcs humancsS. _ ,
que presenta __la  pasante: Maritzz Quintanar Talonia
con rdimero de cuenta: _400n1497-9 para obtener el titulo de
Quimica Farmacéutics Bidloga

Considerando que dicho trabajo retne los requisitos necesarios para sef discutido en
EXAMEN PROFESIONAL corespondiente, otorgamos nuestro YOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
=pOR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Cuautitlan lzcalli, Méx. a 23 de _annsto de 2005
PRESIDENTE Dra. Gilda Flores Rosales i
VOCAL QFB, Juan Chiu Chan

- {
SECRETARIO Dra. Sandra Ciaz Barrigd® Arceocjw ﬂﬂ
==
PRIMER SUPLENTE MC. Marina L. Morales Galicia Q@”/

SEGUNDO SUPLENTE __OFE . Rosalba Bonilla Sinchez M,&_




AGRADECIMIENTOS.

ﬁ%mpﬂmﬁm@mmmmmmm
Gracias Sef

Gracias Sefof...
Porque en [a cruel tormenta, me haces escuchar el suave susurro de tu
wz.

Gracias Sefior..
%aw:hsmyasd’eﬁwgmi&um}wnndmmmxﬁbafzfas
adversidades.

Gracias Seor...
Tvrmd’ainsmnteymdhpmﬁmquemmahnﬁmesﬂfaiieﬁ

Gracigs Senor...
Porque hasta en {o alto del cielo y en (a profundidad del océano Tus
dﬁsaﬁnda@mamsamm'c&umt

Gracias Senor...
Porque a pesar de fos errores de la gente, Sigues enviando sol y
{frvia sobre todos sin distincion.

Gracias Senor...

Por este dia, mefq‘uem:fasfaaportwdd‘az{d'emnuemmtt
Gracias Sefor...
?orcmfasaﬁwnamgueszm&zammicmnfm,puzsa@od’csmsqne
aprenda de él

Torwffo&swybqucmcsaiabw'ﬁ&&mmﬁiﬁm...
jiiGracias Sefior!!!




A [z Unéversidad Nacional Auténoma de México, por forjar grandes profesionistas.
ﬂmﬁymdamugasﬂ&melﬁne{pormap@v,pmmaﬁmmwfom,
porqtzsimtprzpoe{rénmnmrmrmngoym:pmpm{rémmwncﬂﬁs.

A {a Dra. Sandra por mpacimahyamlﬁai

A lz QFB. Rosalba Bonilla, por su amistad y [z revisidn de ésta tesis.

A la Dra. Gilda Flores Rosales por su paciencia consqbspamfamg’amd’zéstatasis.

A QFB. Juan Chiu Chan y MC. }fa:ﬁm&ﬁl{ora&sgaﬁa}zporﬂ:ma:qﬁudz&z
pr:semztqus.

Al [aboratorio de Quimica Medicinal o caggo def Doctor Enrique Angeles Anguiano
por su apoyo ex {a reafizacion de ésta tesis.

A Sar, Maritere y Laum parsuayudh,amktﬂd’ycmfim
A Sr. Pablo por su ayuda.

ﬂmmmwm@mmmmmwﬁ;pm&mnﬁsmm&
urnfversidad mﬂ.sgmta ﬁamg(,,‘)‘uﬁo, ﬂrizfyLuisSl{mm’

ﬁrrdﬁafstz&z,pmu[ﬁqgmmmmimmwaﬁlnﬁmpmfcﬂbmﬂ .....
GRACIAS




DEDICATORIAS

A mis papds, Torio y Maru, por que sin eflos yo estaria perdida. . ..

Gracias papd por tu trabajo, por guiar a nuastmfanuﬁa,porquzmﬁasmmiaﬂ%
que con trabajo y esfuerzo todo se puede lograr. Papd Foy quiero que sientus este logro
como tuo.

nunca te has rendidp ante {as adversidades y por ser [a mejor mujer del mundo. Gracias.

ﬂmmWWymmm,mWs%msguws

mmpmﬁdo,wrdapayamwmﬁﬁamfguﬂkmpmmﬁanﬁﬁuﬁdaypmfbguaﬁn
nos falta.




indice

Lista de abreviaturas
Lista de figuras

Lista de tablas
Resumen

Capitulo [ Generalidades

. Ciclo celular

Etapas del ciclo celular

Regulacitn del cicio celular
Ciclinas

Proteinas cinasas dependientes de ciclinas
Puntos de control

Ciclo celular y cancer

Genes supresores de tumores
Proteina retinoblastoma (pRb)
Elgen p53

Apoptosis

Famacos antitumorales
Clasificacion de tos antineoplasicos

Epigenética

10

12

12

15



Metilacion y cancer
. Genotoxicidad
Clasificacion de los agentes genotoxicos

Sistemas de prueba

. Intercambios de Cromatidas Hermanas

Antecedentes y definicion

Teorias sobre la formacién de ICH
Ventajas de la técnica

Cinética de proliferacién celular
indice mitdtico

. Viabilidad celular

Ensayo de exclusién por azui de tripano
. Cuachalalate

Descripcion

Reproduccion

Habitat

Distribucion geografica

Manejo

19

20

21

23

23

25

27

28

28

28

29

30

30

32

32

32




Capitulo Il Hipotesis y
bicti

Capitulo IH Maferial y

métodos

Comercializacion

Usos

Estudios fitoquimicos

Estudios fanmacolbgicos

Estudics genotéxicos

Acidos anacardicos

Hipétesis

Objetivos

Material biolégico
Material de cristaleria
Material diverso
Material quimico

Métodos

Obtencién del extracto

identificacidn

32

37

141

41

42

42

42

43

45

e 47




Capitulo IV Resultados
Capitulo V Discusion
Capitulo VI Conclusiones

Capitulo VII Bibliografia

Intercambio de cromatidas hermanas
Determinacion de la viabilidad celutar

Resultados

47

51

61




Lista de abreviaturas

A
DNA
brdu

CDK
CMPH
CPC
CTPB
DMSO
dNTP

Adenina

Acido desoximibonucleico
Bromodesoxiuridina

Citosina

Cinasas dependientes de ciclinas
Células mononucleares periféricas humanas
Cinética de proliferacion celular
Amida derivada del acido anacardico
Dimetilsuif&xado

Dinucledtido trifosfato

Extracto hexanico

Guanina

Histonas acetil fransferasas
Intercambios de cromatidas hermanas
Indice mitotico

Indice de replicacion

Mitosis

Factor promotor de la maduracién
Metros sobre el nivel del mar
N-fosfonoacetil-L aspartato

Sintesis

Twmina

Tmidin monofosfato




Lista de figuras

FIGURA 1
FIGURA 2
FIGURA 3

FIGURA 4
FIGURA 5
FIGURA 6
FIGURA 7
FIGURA 8
FIGURA 9
FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

FIGURA 15

FIGURA 16

FIGURA 17

Ciclo celular

Expresion de cidinas en el ciclo celular

Lugar de accidn de kos principales antineoplasicos en el ciclo
celular

Mecanismos moleculares de los antineoplasicos

Metilacion del DNA

Posibles consecuencias de las mutaciones

Intercambios de Cromatidas Hermanas

Modelo de la formacién de iICH

Arbol, corteza y fruto del cuachalalate

Estructuras de los compuestos de Amphipterygium
adstringens

Diagrama de flujo para la obtencién de ICH

Diagrama de flujo para analizar viabilidad celular

Frecuencia de ICH inducidos por el extracto hexanico de
cuachalalate

Cormelacion lineal de la frecuencia de ICH en un donador de
género masculino

Correlacién lineal de la frecuencia de 1ICH en un donador de
género femenino

Relacién entre las concentraciones de cuachalalate y el indice
de replicacion

Correlacion lineal entre la concentracion dei extracto hexanico
de cuachalalate y la viabilidad celular

13
14
18
21
24
26
3

45

52

53



Lista de tablas

TABLA 1

TABLA 2

TABLA 3

TABLA 4

TABLA S

TABLA B

TABLA 7

Ciclinas y CDK involucradas en la regufacién del ciclo celular
Usos del Cuachalalate

Acumulacion de los componentes presentes en A. adstringens
respecto al sexo de la planta

Acumulacion de compuestos presentes en A. adsiringens en
refaci6n a la época de recoleccion

Frecuencias de ICH por metafase en cultivo de linfocitos

indice de replicacidn, indice mitético y cinética de proliferacion
celiar en cultivo de linfocitos sometidos a diferentes
concentraciones de extracto hexanico de cuachalalate

Viabibdad celular después de la exposicion a diferentes
concentraciones de extracto hexanico de cuachalalate

35

52

55

]




Resumen

El Cuachalalate (Amphipterygium adstringens) es una planta utilizada para el
tratamiento de diversas enfermedades en la medicina tradicional mexicana, por

ejemplo, cancer del tracto gastrointestinal, colelitiasis, hipercolesterolemia, Glceras
géstricas, varias enfermedades inflamatorias, entre otras. El objetivo de este
trabajo es evaluar in vitro el potencial genotéxico inducido por el extracto hexanico
de la corteza de cuachalalate, el cual fue ensayado a diferentes concentraciones
(233, 466, 698 y 931 ng/mL} por adicion del exiracto a cultivos de linfocitos
humanos obtenidos de sangre periférica de dos donadores de diferente género. A
las 24 horas de incubacién se adicioné un andlogo ds base, la 5-
bromodesoxiuridina, a una concentracion final de 5pg/mL y las diferentes
concentraciones del extracto de cuachalalate. La obtencion de las metafases se
Hevd a cabo de acuerdo a los métodos convencionales. Una vez obtenidas las
preparaciones se realizd la tincion diferencial. Los puntos evatuados fueron
intercambios de cromatidas hemanas (ICH), indice de replicacién {IR), indice
mitético (IM) y viabilidad celular. El andlisis estadistico se realizé utilizando un
analisis de varianza ANOVA y Tukey-Kramer. El analisis revela que el extracto
hexdnico de cuachalalate a las dosis ensayadas no incrementa la frecuencia de
ICH. El IR y viabilidad celular fueron estadisticamente no significativas, mientras
que el IM disminuye a las concentraciones de 638 y 931 ng/mL. Estos resultados
indican que el extracto hexdnico no induce dafic genotdxico o citotéxico a las
concentraciones probadas.



Capituio |. Generalidades

1. Ciclo celular

El ciclo celular puede ser considerado como el ciclo vital de una célula individual,
ks acontecimierdos principales son la sintesis de DNA y la division celular. La
sintesis de DNA en células eucariotas se efectiia en un momenio muy preciso,

mientras que en las bacterias esta sintesis es casi continua.

Muchas veces se piensa que ciclo y division celular son témminos intercambiables,
en sentido estricio no lo son. El ciclo celular es el conjunto de procesos que
ocumren ordenadamente y por medio de los cuales una célula crece y se divide,
dando lugar a dos células hijas, mientras que durante la division celular, o mitosis,
una célula genera dos células hijas, en una accién, que es tan solo una de las
cuatro partes del ciclo celular, la llamada fase M [Lopez, 2002]

Etapas del ciclo celular

El cicko celular esta determinado por cuatro tases diferentes, fase S (sintesis), fase
M (mitosis) y las fases llamadas G1 y G2 que anteceden a la fases de sintesis y
de mitosis respectivamente. Desde el punto de vista metabdlico, el ciclo cetular
podria definirse como una sucesion de interfase y mitosis, en la primera ocurren
todos los procesos metabdlicos y regulatorios necesarios para la ordenada
progresién del ciclo, mientras que la mitosis da lugar a dos células hias (Figura 1).

a) Interfase. Una célula en interfase parece estar inactiva, muestra el nicleo y
el citoplasma bien definido, sin embargo, es justo durante la interfase
cuando las células que se puedan dividir se preparan. Durante la interfase
ocurren tres fases del ciclo celular, conocidas como G1, S y G2. Ei simbolo
G proviene del témino en ingkés gap, indicando que se trata de un “periodo
de laguna” (reposo o intervalo}.

1. Fase G1. Es la fase postmitdtica y presintética, por lo tanto
commesponde a condiciones diploides (2n), donde cada



cromosoma estd constituido por una crométida simple.
Durante G1, la célula incrementa su tamafio y en este
momento se produce la sintesis de muchos elementos
citoplasmaticos, como enzimas, ribosomas y organelos,
iniciando los preparatives para una division o bien quedarse
en un estado de quiescencia que suele denominarse fase
GO.

2. Fase S. La sintesis de DNA tiene lugar en ésta fase,
produciéndose una copia duplicada de cada cromosoma,
por lo que al final de ésta fase la célula tiene una dotacién
diploide {2n), pero el material genético se encuentra
duplicado (4C), es decir, los cromosomas hijos, cada uno
con una cromatida ahora poseen dos cromatidas [Etienne,
2000]. Al principio de la fase S se sintetizan las histonas,
después se replica el DNA, primero la eucromatina rica en
G-C y después la rica en A-T, ia heterocromatina [Paniagua,
1999).

3. Fase G2. Es una fase postsintética y premittica. En esta
fase tienen Iugar los preparativos necesarios para la
préxima mitosis, prosigue el crecimisnio de la célula, son
sintetizadas otras proteinas y enzimas para preparar la
divisién celular [Tortora y Grabowski, 2002}

b) Mitosis o fase M Durante la fase M los cromosomas replicados se
segregan al interior del nicleo hijo. La division celular se compone de la
divisidn o reparto de material nuclear denominado mitosis y de la divisién
citoptasmatica o citocinesis. Consiste esencialmente en la distribucién a dos

celulas hijas de los materiales celulares en forma equitativa [Karp, 1998].




mm M-ciclina
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(fosforilada) M-alclina

Proteina cinasa
pp3M activade

FASE G2

ER
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Figura 1 Ciclo celular. En esta figura s ilustran las fanes del ciclo celular, interfase (fase G1, fase de sintesis o Sy fase G2) y mitosis
(Profase, Metafase, Anafase y Talofase), También se observan algunos de los factores que regulan la progresidn de las células
eucaridtica. [Tortora y Grabowski, 2002; Gardner y col., 2003] @ representa un grupo fosfato en la protetna pp34 que produce el
estado inactivo.




Existen algunas células llamadas quiescentes, como las células nerviosas, que no

sedeenypemanecenenesladodereposollamadoGO,reaﬁzanmacchtm
metabdlicas pero no se dividen. Otros tipos celulares, como los gicbulos blancos,
puewnserreclutadosparavotverdelataseGOyentra:mevamemea}cHo
celutar [Klug y Cummings, 1999).

Sobre la base de la frecuencia de la division celular, los distintos tejidos o
poblaciones celulares se pueden clasificar en poblaciones estiticas, poblaciones
estables y poblaciones renovables.

Las poblaciones estiticas se componen de células que sufren division sdlo
durante el desarrolio embrionario, puesto que no se vueiven a dividir, se dice que
han sufrido diferenciacién terminal, se encuentran entonces en la denommnada
fase GO def ciclo celular. Las poblaciones estables se componen de células que
rara vez se dividen y que también se encuentran en la fase GO. Estas células no
presentan diferenciacién terminal dado que se pueden activar en respuesia a
estimulos extenos, por ejemplo, distintas formas de lesién celudar, tras la cual
regresan a la fase G1 del ciclo celular y sufren division nommal. Son ejemplos de
este tipo de poblaciones los fibroblastos y las células endotefiales. Las
poblaciones celufares renovables represertan tejidos en los que se produce
renovacién constante y actividad mitética regular, un ejemplo tipico lo constituye la
epidermis y el epitelio del intestino [Finn, 2000].

La célula se encuentra la mayor parte del ciclo celular en interfase, ya que la
mitosis se produce rapidamente, normalmente en menos de una hora. La duracién
total de un ciclo en mamifero es, aproximadamente, de 10 a 30 horas. Sin
embargo puede variar ampliamente entre células en el ciclo biologico de un
organismo y entre tipos celulares diferentes del mismo organismo [Mojica ¥
Ramos, 2001].



La fase G1 tiene gran interés en el estudio de la proliferacién celular y de su
control. En un momento tardio de G1, todas las células siguen uno de estos dos
caminos: o bien abandonan el ciclo y entran en una fase de repeso, GO, o bien son

obligadas a iniciar la sintesis de DNA y completar el ciclo (Figura ). El momento
en que se toma esta decisién se denomina punto de control G1 [Klug y
Cummings, 19991

Regulacion del ciclo celular

Gracias a Leland H. Hartwell, Paul M. Nurse y R. Timothy Hunt, podemos explicar
ol ciclo celular con base a procesos moleculares y genéticos; los dos primeros
descubrieron genes mvolucrados en la regulacidon del ciclo celular y el ditimo
descubrid un importante mecanismo de regulacin de CDK.

£n el control del ciclo celular existen dos clases de proteinas que desempefian un
papel muy importante (Tabla 1). Una clase es un grupo de enzimas llamadas
proteincinasas, que fosforilan selectivamente proteinas diana. El segundo grupo
de proteinas se les denomina ciclinas, implicadas en el controf de la continuacién
del ciclo celular, se sintetizan constantemente durante la interfase y después son
degradadas bruscamente por enzimas protectiticas al final de cada mitosis (Figura
2) [Etienne, 2000; Klug y Cummings, 1999] .

Tabta 1. Ciclinas y CDK involucradas en la progresién del ciclo celular

Ciclina Cinasa Funcion
D CDK4, CDK6 Progresion tras el punto de restrccién en
el limite G1/S
E, A CDK2 Iniciacién de la sintesis de DNA al
comienzo de lafase S
B CDK1 Transicion de G2 a M

Tomada de Manson, Jones y Morris, 2003.



Ciclinas

Las ciclinas controlan el ciclo celular mediante la regulacién de las cinasas
dependientes de ciciinas. Existen numerosas ciclinas, las principales en humanos
sonlascidhasA,B.DyEA}gmasdelaswabesconsmuyenfan&s,por
ejemplolasciﬂfmasB1yB2,olasD1,D2,D3yD4.

a) Ciclinas de la fase G1 o ciclinas de inicio. Son aquellas que intervienen
regulando e punto de control G1/S. En humanocs pertenecen a este grupo
las cidlinas de! tipo D y la ciclina E. Tienen una vida media muy corta
(Figura 2).

b) Ckﬁnsnﬂéﬁcasode!afase@.Estegmpoestafonnadoportasddinas
A, Bi yB2,reguIanelpuntodeoontrolem.LacidinaAparticipaenel
oontroldelareplicaciéndelDNAyenlaentradaa mitosis; la ciclina B, solo
participa en la mitosis [Luque y Heraez, 20011.

La ciclina A, cuya funcién es necesaria en la transicién hacia la mitosis, es también
una proteina importante en la fase S, la sintesis de esta ciclina en G1 tardia es
esencial para la entrada de las células hacia la fase S [Girard y Col., 1991].

LaciclhaDpareoeserlaresponsabledeeslableoerladec&siéndemtrar al ciclo
celular, actuando como sensor de factores de crecimiento y su expresion depende
mas de factores extracelulares que el estadio de la célula en el ciclo celular [Sherr,
1994},



| S
Fases del ddo celular

Figura 2. Expresi6n relativa de los momentos y de las cantidades de ciclinas durante el
ciclo celular [Klug y Cummings, 1995].

Proteinas cinasas dependientes de ciclinas

Constituyen una familia de proteinas con gran homologia de secuencia (superior al
50%) que fosforilan residuos de serina y treonina de proteinas sustrato
especificas. Se trata por b tanto de serina/trecnina cinasas.

Sin embargo, las CDK (cinasas dependientes de las ciclinas), como su nombre lo
indica, séfo son activas cuando se unen y forman un complejo con las ciclinas
formando heterodimeros que se componen de una unidad reguladora llamada
ciclina y, su contraparte catalitica, las CDK. Las CDK activadas estimulan la
progresion del ciclo celular fosforilando proteinas especificas de la célula,
necesarias para el paso al siguiente estadio, son consideradas reguiadores
positivos del ciclo [Richardson y Le, 2002].

Puntos de control
En el ciclo celular existen dos puntos de control cruciales: la transicion de G1a Sy
la transicién de G2 a M (Figura 1).

1) En la transicion G1 — S existe un punto denominado punto sin retomo o

punto de restriccién (punto R), se llama micio en levaduras de gemacion. Ocurre



cerca del final de G1 (2n, 2C); en este punto la célula entra de manera ireversible
en la fase S de sintesis de DNA. El paso por este punto lo regulan las cicinas G1.

2) Teansicion G2— M, ocurre al final de G2 (2n, 4C). Si la céhia no supera
esie punto, permanece con un compiemento doble de dotacién cromosémica. Este
punto de conrof es lamado “punto T {transicion). Se ha considerado controlado
por un factor promotor de la maduracién (MPF). Este factor consiste tambien en el
ensambiaje de un grupo de ciclinas, denominadas ciclinas mitéticas con moléculas
C[H(.Iaadivadéndeambasprdeinascon@ceamasecuemiade
fosforitaciones que inicia la entrada a mitosis (Figura 1). Este punto esta
controlado por lka ciclina B [Paniagua, 2002].

Ademds de las ciclinas, el ciclo celular esta inftuido por otros factores entre los que
podemos encontrar factores de crecimiento, hormmeonas e interacciones
intercelulares.

Iﬁrepeﬁdti\ordmadayoonb'ohadadnelcidooelulardeﬁnesuduracién
caracteristica, es decir determina el grado de profiferacion nommal de las células en
cada tejido. Cuando la produccion celular es continua, excesiva y descontrolada
se origina el cancer.

2. Ciclo celular y cancer

El cancer se caracteriza por un crecimiento celular incontrolado y por la capacidad
deeﬁath‘seopmdudrmetéslasisdesdewbwﬁzadénoﬁginalaoﬂas
localizaciones corporales. Las células cancerosas pierden el control sobre el ciclo
celular y profiferan rapidamente.

El cancer representa la expansién clonal de una célula en la que se ha producido
suficiente cambio de DNA gendmico como para transformar el fenotipo de la célula
[Gardner, 2003].



Actualmente se acepta que el cdncer es una enfermedad genética, resultado del

cumuilo de aleraciones en un conjunto de genes que pertenecen a dos grandes
grupes, los oncogenes y los genes supresores de tumores, cuyos productos
ejercen funciones basicas para el buen funcionamiento, crecimiento y muerte de
todas nuestras células.

Genes supresores de tumores

La mitosis puede estar requiada de dos maneras, por genes que actuan
nommalmente deteniendo la divisién celular o por genes que nomalmente
funcionan promoviendo la divisidn celular (protooncogenes). La primera clase son
llamados genes supresores de tumores, son genes expresados en células
normales, bloquean la proliferacion celular y su pérdida de actividad produce un
crecimiento sin inhibicidn. Los mdas estudiados en este momento son el gen
retinoblastoma (Rb) y el p53 {Solari, 1980; Orozco y Gariglio, 1999].

Proteina retinoblastoma {pRb)

Los productos del gen Rb (localizado en el brazo largo del cromosoma 13, 13q14)
bloquean la proliferacidn celular mediante el secuestro de proteinas reguladoras
de genes, actuan en la fase G1 inhibiendo el paso a la fase S y pudiendo producir
el estado GO [Paniagua, 2002]. La hiperfosforilacién de pRb ocurre siguiendo la
formacién de complejos CDK4-ciclina o CDK6-ciclna durante la mitad y hacia la
fase final de G1. Este evento de fosforilacion resulta en la liberacion del factor de
transcripcién, E2F1, de pRb, el cual transcribe genes criticos para la progresion
del ciclo celular, ejemplo, dihidrofolato reductasa, ciclina A y ciclina E [Sherr,
2000].

El Gen p53

El antioncogen p53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.1} y
contiene 11 exones que codifican para 393 aminodcidos. Codifica una
fostoproteina nuclear de 53 kDa, actta como factor de transcripcidn y se



encuentra abolida funcionalmente en mas del 50% de los tumores malignos
[Solari, 2000].

La proteina p53 llamada “guardian del genoma” participa en la respuesta celular
al dafio genético en dos formas: 1) deteniendo el ciclo celular en la fase G1, lo
cual pennﬂeq:eserepareelDNAantesdelacﬁvﬁéncelularya participando en
el inicio de apoplosis, cuando el dafio genético ha sido muy importante y ya no se
puede reparar [Orozco y Gariglio 1998; Vousden, 2002).

Existen algunos factores de estrés que pueden iniciar la estabilizacién,
acumulacién y activacion de p53. Estos incluyen dafio al DNA, decremento de los
niveles de dNTP, hipoxa, pérdida de una sefial de supervivencia celular,
activacién de oncogen, célula en crecimiento anormal y, mas recientemente,
quelacion con hierro (Fe) [Richardson, 2002]. Una vez activado p53 puede iniciar
la transcripcion y subsecuente expresién de varios genes rio abajo que
encomiendan a la célula a diferenciacion senescente, reparacion del DNA,
detencion celular y/o apoptosis [Vousden y Woude, 2000].

Se ha observado que como resultado de diversos tratamientos genotoxicos
aumenta la concentracion intracelular de p53, ko cual induce detencion del ciclo
celular y reparacién del DNA o apoptosis [Crighton y Ryan, 2004].

Apoptosis

La muerte celular esta regulada, ciertas células Began de manera ordenada a una
muerte programada genéticamente, este proceso se llama apoptosis [Tortora y
Grawboski, 2002].

La apoptosis es un proceso fisiokégico, controlado genéticamente, que se da en
todo tipo de células de organismos multicelulares y por tanto en todos kos drganos
y sistemas, mediante el cual sélo las céludas dafladas o no deseadas activan
mecanismos que conducen a su propia destruccion [Luque y Herraez, 2001]. Enla
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necrosis, en cambio, se observan numerosas células vecinas en similares
circunstancias, en estadios diferentes de desintegracién, y sus causas son
siempre patolégicas (agentes téxicos, traumdticos, entre otros}). La principal
diferencia de la necrosis, es que se trata de una muerte celular accidental, con
liberacién del contenido celular de la célula necrdtica al tejido y la consiguiente
inflamacién y dafo tisular.

Las caracteristicas morfolégicas que ocurren en una célula en apoptosis consisten
en: la condensacién de la cromatina, se fosforila y desensambla la lamina nuclear,
posteriormente se fragmenta el nicleo, mientras que el reticulo endoplasmico se
dilata y forma vesiculas que se fusionan con la membrana. Finaimente, la célula
se rompe en varias vesiculas, llamadas cuerpos apopiGticos, gue contienen
organelos intactos y fragmentos nucleares, los cuales son fagocitados. &l
contenido celutar no sale al exterior, evitandose la inflamacion y dafio tisular. En
células de cultivo este procesc puede durar en tomo a 30 a 60 minutos [Jiménez y
Merchant, 2003].

La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de la fase G1 de la mitosis para
evitar que una célula dafiada pase a la fase de sintesis, y en la fase G2 para evitar
que algunas células aun inmaduras entren en mitosis; de hecho en esta fase G2
existen elernentés de deteccidn de inmadurez celular que inducen la apoptosis
cuando la célula no esta capacitada para entrar en mitesis. El resultado final es
que durante el ciclo celular se determina cudndo la célula debe entrar en el
proceso de auiodestruccion o continuar el cicko y dividirse, lo que en la practica
supone un equilibrio entre mitosis y apoptosis, regulando la poblacion celular de
cada tejido.
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Farmacos antitumorales

Los fArmacos denominados antitumorales o antineopldsicos son capaces de
interferir en el proceso de desamroflo de ciertos tumores malignos (cancer) y por lo
tanto combatiros [Kuklinsk, 2000].

Muchos de los citotéxicos mas potentes actian mediante dano al DNA (ver figura
3), su toxicidad es mayor durante la fase S del ciclo celular, otros, como los
alcaloides de la vinca (vinblastina y vincristina) y los taxanos, bloguean la
formacién del huso mitético durante la fase M. Por lo anterior, las neoplasias en el
ser humano que muestran mayor susceptibilidad a los quimioterapéuticos son los
que tienen un alto porcentaje de células en la divisién, pero no solo eso, sinc que,
tejidos normales que proliferan con rapidez como son médula dsea, foliculos
pilosos y epitelic intestinal también pueden ser lesionados. Por otra parte las
neopiasias de crecimiento kento con fraccién de proliferacion pequefa, como son
carcinoma de colon o pulmones, frecuentemente no reaccionan ni son destruidos
por citotoxicos {Goodman, 2001].

Clasificacién de los antineopldsicos
Los antineoplasicos pueden clasificarse de acuerdo a la actividad que ejercen
sobre la cinética celular en (Figura 3}

1} Agentes fase especificos (ciclo dependientes y fase dependientes). Son
farmacos que actilan sobre una fase concreta del ciclo celular, ejemplo, los
alcaloides vincristina y vinblastina, actdan en la fase M y la L-asparaginasa
que achia en la fase G1.

2) Agentes ciclo especificos pero fase inespecificos (ciclo dependientes y
fase independientes). Son famacos que destruyen las células que estan
dentro del ciclo celular, independientemente de la fase en que se
encuentren, ejemplo, agentes alquilantes (mostazas nitrogenadas, tiaminas
y nitrosoureas), cisplatinc y los antibiéticos antitumovrales.



3) Agentes ciclo inespecificos y fase inespecificos. Son efectivos tanto
para células en fase de division como en fase de reposo, ejempio
esteroides y la bleomicina [Kuklinsk, 2000].

En general, los famacos especificos del ciclo celular han probado ser mas
eficaces en las neoplasias hematoldgicas y otros tumores en los cuales una
proporcién relativamente grande de células esta profiferando o se encuentran
en la fraccién de desarrollo. Los medicamentos no especificos del ciclo celular,
mucho de los cuales se fijan al DNA y dafan a estas macromoléculas, (ver
figura 4) son efectivos en tumores sélidos tanto en la fraccion de bajo como de
alio desarrollo [Katzung, 2002].

o

/

Figura 3. Lugar de accién de los principales antineoplasicos dentro de las fases del
ciclo celular [Kuklinsk, 2000].
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Epigenética
La epigenética se entiende como el analisis de los cambios de las funciones de
los genes que son heredablss y que no involucren cambics en la secuencia

original de DNA, lo que significa determinar las expresiones altemas de un mismo
gen [Garcia, R., 2003].

Waddington en 1942, definié a la epigenética como el estudio de la relacion entre
el genotipo y el fenotipo o como el “proceso por el cual el genotipo genera el
fenotipo™ [Riddihough, 2001].

Este tipo de regulacion de la expresién génica, nos ayuda a explicar la diversidad
morfoldgica y funcional de las células con un mismo genoma, lo que nos indica
que no depende de la secuencia de DNA.

El control de la expresidn génica depende de numerosos procescs dindmicos, asi
como de la estructura silente, propia del DNA, es decir, la no codificante que
incluye inirones y efementos repetitivos. Concretamente se ejerce a traveés de la
metilacidn y la acetilacion del DNA. La presencia de metilacion en el DNA humano
determina cierta proteccién para la conservacion de las secuencias y reduce la
capacidad de mutacion, asi por ejfemplo en la especie de Drosophila malanogaster
no existe la metilacion por lo que la capacidad de mutacién de esta especie es
sumamente elevada [Riddihough, 2001].

La metilacién del DNA consiste en la incorporacion de un grupo metido en la
posicion cinco de la citosina (Figura 5). Esta metilacion aparece casi
exclusivamente en la secuencia dinucleotidica CG, que ademas es especialmente
abundante en las regiones promotoras de los genes, dando lugar a ios islotes
CpG. Actualmente se conocen tres enzimas responsables de la metilacion del
DNA: la Dnmtt, Dnmt3a y Dnmt3b. Estas enzimas son esenciales para la vida
celular y son responsables tanto de la metilacién conocida como de novo, como de
la de mantenimiento. Los genes que se transcriben activamente en ciertos tejidos
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poseen islotes CpG sin metilar (o islotes hipometilados), mientras que en los
tejidos donde el gen no se expresa si estan metilados. Actualmente muchas
enfermedades como el retraso mental en ninas (Sindrome Rett), algunas
anomalias craneofaciales, ciertas neoplasias, |a inestabikdad de los centromeros y
algunas inmunodeficiencias son padecimientos potenciaimente causados por
cambios en la maquinaria de la metilacion [Lugue y Herraez, 2001, Bestor, 2000;
Bird, 2002; Riddihough, 2001].

Lamodiliadénepigenéﬁcaalravﬁsdelamtﬂaciénﬁemmevefconla
represién o silenciamiento de la expresion génica. La interferencia es uno de los
modelos que explican como un DNA metilado puede regular negativamente la
expresion de un gen; consiste simplemente en la incapacidad por parte de un
factor transcripcional de unirse al DNA en su secuencia de reconocimiento, dado
que el o los grupos metilo localizados en los CpG impiden directamente dicha
unién [West y col., 2002].

El seqgundo modelo es mds complejo, en él participan un grupo de proteinas
flamadas MeCP con la particularidad de unirse al DNA metilado y no requieren
secuencias especificas de unién. La unidn de estas proteinas al DNA metiado
provoca la interaccién secuencial de ofras proteinas, teniendo como finakdad el
inducir una estructura de cromatina attamente compacta, y por lo tanto, refractaria
para la activacion transcripcional [Bird, 2002].

Metilacién y cancer

Los procescs de metdacion-desmetilacion se han podido investigar gracias a la
observacion en células cancerosas de alteraciones en la metilacion de DNA,
msﬂanaﬁemmsabEdelamodmcﬁnenlaemméngénba
caracteristica det proceso tumoral, aunque, como ya se ha mencionado, no [a
Unica. En éstas células el DNA esta globalmente hipometilado, pero al mismo
tiempo akjunos genes parecen estar hipermetitados (genes supresores de
tumores, ver en apartados anteriores) Esta aparente contradiccién es el resultado
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de una elevada expresién de ambas enzimas, la metilasa y la desmetilasa (figura
5). La hipometilacién provocaria la expresion de genes que habitualmente estan
silenciados, conduciendo posiblemente a algunos de los desajustes causantes de
céncer, mientras que la hipermetilacion de los genes supresores de tumores
bioquea su expresién, eliminandose su funcién natural, el freno de la proliferacién
celular, y conduciendo a la multiplicacién anérquica de las células que generan el
tumor [Luque y Herraez, 2001].
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3. Genotoxicidad

Todos los organismos vivos se encuentran expuestos a diversas condiciones
ambientales o a la accién de agentes exégenos que les pueden provocar efectos
adversos, dichas acciones son estudiadas por la toxicologia. Esta ciencia se ha
subdividido en varias especialidades, entre las que encontramos la toxicologia
genética, la cual se encarga de relacionar la accién mutagénica de diversas

sustancias y sus consecuencias en la salud humana [Solari, 1980 |.

Se estima que existen en el mundo mas de 70 000 sustancias quimicas y que
aparecen alrededor de 1000 nuevas anualmente. La exposicion a estos
compuestos, ya sea durante su formulacién, produccién o utilizacion puede tener
en algunos casos efectos adversos en la salud. Estos efectos no tienen por que
estar relacionados con lesiones inmediatas y aparentes, sino que pueden tardar
incluso afios en manifestarse [Solans y Hemandez, 2005).

Algunas de estas sustancias pueden ser genéticamente activas, siendo capaces
de interaccionar con el material genético (DNA).” A las sustancias que pueden
provocar alguin tipo de modificacion en la informacion genética se las denomina
genotdxicas y pueden ocasionar efectos mutagénicos o carcinogénicos (Figura 6)
[Sclans y Heméndez, 2005; Guizar, 1996].

Dichos agentes pueden ser reactivos y actuar directamente, 0 de ofra manera ser
biotransformados por enzimas que los hacen mas electrofilicos, lo que incrementa
su reactividad y por lo tanto pueden actuar indirectamente como promutagencs
[Ritschel, 1983; Parke, 1969].




Clasificacién de los agentes genotdxicos

Los agentes que son  genotoxicos pueden clasificarse en dos categorias
dependiendo de la fase dei ciclo celular en la cual actien: agentes S-dependientes
y agentes S-independientes.

a) Los agentes S-dependientes (radiacion ultravioleta, agentes
alquilantes, entre otros): inducen alteraciones de tipo cromatidico
en cualkquier fase del cicto celular y las alteraciones sélo se
visualizan una vez que la célula atraviesa la fase S del ciclo
celular [Solans y Hemandez, 2005]

b) Los agentes S-independientes {radiaciones ionizantes y algunos
compuestos quimicos radiomiméticos como bleomicina y
neocacinostatin) inducen aberraciones de tipo cromosomico
cuando actian durante las fases GO y G1, aberraciones de tipo
cromatidico durante la fase G2 y una mezcla de ambos tipos
durante la fase S del ciclo celular {Martinez y Folle, 2000].
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Figura 6. Posibles consecuencias de una mutacién causada por un agente mutagénico
[Tomade de Bello y Lépez 2001].

Sistemas de prueba

La gran variedad de mecanismos por los cuales los agentes fisicos y quimicos a
los cuales estamos expuestes, inducen mutaciones, hace practicamente imposible
proponer esquemas generalizados de proteccion. Es por eso que los genetistas
han tratado de desarrollar sistemas de prueba para detectar efectos adversos en

los cromosomas.

Las caracteristicas que debe tener todo sistema de prueba son basicamente la
sensibilidad y la capacidad de reproducirse. La sensibilidad de un sistema de
prueba se define como la capacidad del sistema para detectar con facilidad y
precisién estadistica un pequefic efecto mutagénico mducido. La capacidad de
reproduccién implica la similitud de respuesta de un sistema en y entre
laboratorios [Omega-ILCE, 2005].
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Los estudios para identificar el potencial genotéxico de una sustancia se pueden
realizar tanto en células somaticas como en células germinales, cumpliendo con
distinta funcién en cada tipo celular.

La EPA {Enviromental Protection Agency) propone las sigulentes tres categorias
en la seleccién de sistemas de evaluacion de la genotoxicidad [Brusick, 1982,
Salamanca, 1990; Bello, 2001]:

1. PARA DETECTAR MUTACIONES GENICAS {microlesiones)
a) Bacterias
b) Levaduras
c) Insectos
d) Células somaticas de mamiferos en cuftivo
e) Prueba del locus especifico en ratén.

2. PARA DETECTAR ABERRACIONES CROMOSOMICAS
(macrolesiones}
a) Pruebas citogenéticas in vivo en mamiferos
b) Pruebas en inseclos para detectar efectos CIOMoSOMIcCos
hereditarios
¢) Ensayo del dominante letal en roedores

3. PARA DETECTAR DANO PRIMARIO AL DNA
a) Reparacion de! DNA en badlerias
b) Sintesis de reparacion de DNA no programada en células de
mamiferos

c) Intercambio de cromatidas hermanas
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4. Intercambios de cromatidas hermanas

Antecedentes y definicion

La prueba de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) es ampliamente utilizada
en el analisis citogenético por su senshilidad para detectar agentes que inducen
dafic genético. Aunque el mecanismo molecular que los produce no se ha
identificado, se ha determinado una clara cosrelacion entre la induccién de ICHs y
la genotoxicidad [Gardner y col., 2003; Katto, 1977].

Los ICH son intercambios reciprocos entre cromatides de un mismo cromosoma.
Estos se producen en loci homédlogos, involucrando rompimiento y posterior union
durante la replicacién del DNA [Lait y Shreck, 1980, Tucker 1986]}. Estos cambios
no alteran la polaridad, la estructura de la doble héfice del DNA ni la morfologia de

los cromosomas [Salamanca, 1990].

La primera en percatarse de este fenémeno fue Barbara Mc Clintock en 1938, y
mds tarde en 1957, J. Herbert Taylor, Philip Woods y Walter Hughes demostraron
el intercambic de cromatidas hermanas mediante la técnica de autorradiografia
para detectar la cromatda hemana marcada. Estos investigadores
experimentaron con puntas de raiz de haba (Vicia faba) y examinaron los
cromosomas de estas células tras la replicacion del DNA. Pudieron seguir el
proceso de replicacién marcando el DNA con timidina — °H (timidina tritiada) y
autorradiografia, el resultado final del experimento es la presencia de manchas
oscuras o “granos” en la superficie de la seccion, identificando asi el DNA recien
sintetizado [Taylor, 1984].

Actualmente la identificacion y el estudio de los ICH se han facilitado por las
iécnicas de tincién modema. Las células se replican durante dos generaciones o
mas en presencia de una base analoga, 5-bromodesoxiundina (5-BrdU), que
sustituye a la timina durante la replicacion celular. Se efectia un tratamiento con el

colorante Hoechst 33258, el cual no se incorpora al DNA normal, pero si a aquel
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cuyas dos cadenas han sido sustituidas por la 5-BrdU y finalmente se lleva a cabo
la tincion con el colorante Giemsa [Pery y Wolf, 1974]; el resultado de dicha
thciénesquemac:nméﬁdaapareceteﬁkiaenoswroylaolraendam,
facilitando la observacién, en caso que existan, de segmentos intercambiados
tratandose de un ICH (Figura 7).

Centromeso
\
Cromatidas ICH sencille ICH doble ICH triple

Hermanas sin ICH

Figura 7. Representacién de los intercambios entre cromatidas hermanas {ICH), en
un cromosoma del tipo de los que se presentan en las células de raton [Morales-
Ramirez, 1988].

En condiciones nommales, las células humanas tienen una frecuencia basal
relativamente constante de ICH espontanecs por metafase, el nimero varia en las
diferentes céiulas, con un intervalo de 2-20, y una frecuencia promedio por
metafase de 5 a 8 en sangre {Latt y col., 1977; Salamanca 1980; Verma y Babu,
1995].

Se ha descrito que factores genéticos y ambientales representan entre el 50 y

60% de la variacién en la frecuencia de ICH [Hirsch y col., 1992] en menor grado,
el promedio de ICH varia con la edad y & género [Pérez-Herrera y col., 1999]
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Teorias sobre 1a formacion de los ICH

Actualmente aungue no se conoce con precisién el mecanismo molecular de
formacion de fos ICH se sabe que para que este fenémeno ocurra debe existir
sintesis de DNA y que estos se producen en la horquilla de replicacion o en un
lugar muy cercano a ésta [Rodriguez y Morales, 2005]. Se han propuesto varias
teorias para tratar de explicar su formacion, asi se sugiré en un principio que se
orignaban en los puntos de replicacién que contenian una alta cantidad de
guanina [Hoo y Parslow, 1979], otros autores proponen que los ICH son causados
por lesiones discretas que se producen en el sitio de lesion o en un lugar préximo
a él [Kato 1997, Shanfer 1997, Morales-Ramirez 1988], Painter (1 980) sugiere que
son lesiones miittiples las que desencadenan el proceso y por lo tanto, el sitio en
que ocurren los ICH no necesariamente esta asociado con la lesion en particular,
sugiere que estos son una consecuencia de reameglos moleculares que

involucran regiones dei DNA mucho mds largas que los sitios danados.

Debido a sus propiedades y a la importancia que tienen en la replicacidn, se ha
propuesto que la topoisomerasa | y la topoisomerasa |l del DNA participan en la
formacion de los ICH [Katto, 1977; Tucker, 1893] ya que la topoisomerasa Il rompe
transitoriamente ambas cadenas del DNA.

De esta manera el dafio condiciona una detencion en la progresion de los
origenes de replicacién, induciendo a una asincronia en la replicacion de dichas
unidades e incrementando la posibilidad de dobles rupturas, después de que una
unidad ha concluido su replicacién y su vecina no. Si esto ocurre, las dos cadenas,
parenta! y su hermana de cada polo, podrian estar disponibles para unirse con la
unidad de replicacion adyacente aln no replicada (Figura 8}.

Aunque todavia no se establece con exactitud el mecanismo de formacion y el
significado biolégico de los ICH, su utilizacién como un parametro de
genotoxicidad es indudable, ya que se han observado en células de todos los

organismos estudiados, lo que sugiere que son un fenémeno, o la expresion de un
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fenomeno fundamental paralaoédula,ademésdemesehacomprobadoquela
mayor parte de los mutdgenos conocidos son capaces de inducir ICH y que existe
una comelacion entre la frecuencia de éstos y la dosis del mutageno [Morales-
Ramirez, 1988, Takehisa y col., 1982]. Los ICH son el primer suceso visible que
refieia el evento mutagénico a largo plazo, lo que la hace una prueba atamente
sensible para la deteccién de dafto cromosomico.

Figura 8. Modelo de la formacién de ICH como uni6n entre replicones continuos con
diferentes tiempos de replicacién. Las lineas punteadas indican la cadena sintetizada y
las lineas continuas indican la cadena parental de DNA. El simbolo W muestra un corte
en la cadena, 0 indica el origen de replicacion [Tice y Hollaender, 1984]
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Los agentes denominados S-dependientes, mencionados con anterioridad, son
eficaces inductores de intercambios de cromatidas hermanas, la lesion que
conduce al intercambio puede haber sido origmada en cualquier fase del ciclo
celular aunque no se manifiesta citolégicamente hasta que la célula entra en
divisién y atraviesa la fase S.

Los mejores inductores de intercambios de cromatidas hermmanas son las
sustancias que forman aductos covalentes con el DNA o que interfieren con su
metabolismo precursor o de reparacion.

Se ha observado que la frecuencia de ICH se incrementa en sindromes de
inestabilidad cromosémica, como la ataxia telangiectasia y el sindrome de Bloom
en los que el sistema de reparacion de DNA esta defectuoso, y por o tanto,
presentan un alio riesgo de desarrollar tumores malignos como el cancer de piel
[Spitz y Bondy, 1993]. Esta inestabilidad cromosémica también ha sido reportada
en frecuencias mas bajas en linfocitos de sangre periférica de pacientes con
cancer de mama y cancer de ovario [Dhillon y col., 1995]. También se ha
encontrado que la frecuencia de ICH se ve afectada en pacientes con carcinoma
invasor [Contés y col., 2005]. Reportes recientes indican que la frecuencia de ICH
podria ser utilizada como biomarcador de céncer [Aristel y col., 2004).

Ventajas de la técnica

Frente a determinados agentes quimicos, la induccién de intercambios de
cromatidas hemmanas puede presentar una mayor sensibilidad que las
aberraciones cromosomicas, pudiendo manifestarse efectos genotéxicos a
concentraciones hasta 100 veces menores a las necesarias para producir las

aberraciones cromosémicas [Solans y Hemandez, 2005}

> Este estudio puede realizarse en una amplia variedad de cultivos cetulares,

como por ejemplo en linfocitos humanos.
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» Es un método sensible y de bajo coslo, para la deteccion de dafio en el DNA
cromosomico inducido por agentes genotoxicos.

> Permite una identificacién inequivoca del nimero de fases S y por tanto de
ciclos celuilares completados.

Esta técnica nos permite evaluar ofros pardmetros como son fa cinética de

proliferacién celular y el indice mitdtico

Cinética de proliferacion celular.

La cinética de proliferacion celular (CPC} es un andlisis que resulta muy atil como
indicador de las alteraciones en la hematopoyesis inducidas por agentes intemos y
externos, o por exposicion a xenobidticos; aplicada a un cultivo de linfocitos con
alglin agente, nos sirve para detectar su efecto estimulante o inhibidor sobre la
proliferacién de dichas células.

indice mitético

El indice mitético (IM) de una poblacion celular o tejido, es una medida de la
proporcion de células que estan en fase de mitosis en un momento particular, se
conoce también como indice de profiferacién y es un pardmetro que ha sido
utiizado para determinar el efecto citotéxico de agentes quimicos sobre el cultivo
de linfocitos humanos, pues pone de manifiesto que han ocurrido cambios
bioquimicos, fisiolégicos o genéticos en la célula, que la conducen a la muerte

[Ostrosky-Wegman, 1993).

5. Viabilidad celular

Es importante confirmar el estado vital de las muestras celulares después de su
exposicién a un agente con posible actividad citotoxica y puesto que mediante los
pardametros observados en la técnica de ICH solo se puede observar si existe
modificacion en el ciclo celular, pero no si lo que en realidad esta sucediendo es
un efecto citotéxico, es conveniente realizar una prueba de viabilidad cehular.
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El concepto de viabilidad alude a la capacidad de una célula para realizar sus
procesos fisiologicos y bioquimicos, especialimente en kb que respecta a su
metabolismo y su capacidad de divisién. Sin embargo en la practica el término es
relativo, pues se utiliza con diversos criterios; por ejemplo 8s comutn que se hable
de wviabilidad refiriéndose simplemente a la integridad de la célula, o bien a su
actividad metabélica o, finalmente, a su capacidad de division (proliferacion)
[Lugue y Herraez, 2001].

Los métodos para medir viabilidad celular son diversos y pueden ser rapidos,
generalmente basados en la integridad de la membrana celular por exclusién o
caplura de colorantes o por iclusion y retencién de iones radioactivos (*'C*)
[Rodriguez, 2004].

Ensayo de exclusién por azul de tripano

Una de las pruebas de viabilidad celular mas utilizadas es ia prueba de exclusion
con azul de tripano [Philips 1973]. El azul de tripano es un colorante soluble en
agua cuyos grupos cargados amino y sulfato impiden atravesar las membranas
celulares intactas, por lo tanto, tife solo las células muerias o danadas, las
células vivas no se tifien. Lo anterior nos indica que las células que aparecen
claramente tefiidas de azul, son consideradas no viables [Femandez y Vaciav,

1995).

29



6. Cuachalalate »
Esmaespedeq:ehasidomuycomerdalizadapo:bqueastaconsideradam
peigmdeenhdén.Laconezadeestearbdlapodeﬂosemonharaiaventam
todos los mescados pos mas pequefios que éstos sean. Se le conoce con o
nombre nihuatt de quauhchalalat, de cuahuitl, arbol, y chachalaih, cierto pdiaro
hablador, y tamb#én como cuachquetchalalatl, maxiteran y volador [Stanley, 1920;
Rzedowski, 1978; Baytelman, 1993]. Su nombre cientifico es Amphipterygium
adstringens Schiede ex Schecht, pertenece ala familia Anacardeaceae.

Descripcion
Elcuad‘xaialale%mérbolcmeabanzahasta10mdearlurayde10a40c:m.de
diametro, de tronco generaimente torcido, con pocas ramas gruesas, ascendentes
y torcidas, de ramificacién simpodial y copa aplanada. Las hojas estéan agrupadas
en las puntas de las ramas en nimero de tres a cinco, obtusas, desnudas,
dispues!asenespira!,aglmneradasenIaspmtasdelasramasdeﬁawcm
in@yaﬁoapedob,enelan\ersosmverdeopacoymelrevefsoverde
grisdceo. Pierde las hojas durante seis meses del afo en sus dos sSexos,
generalmente de noviembre a mayo (Figura 9) [www.amphitrigyumadstringens.net,
revisado en mayo 2005; Martinez, 1987).

Las flores masculinas se encuentran en ramillete en las axilas de hojas nuevas, de
hasta 15undelargo,ﬁenendecincoasieieestambresmemidendeunoa1.5
mm de fargo, con el filamento muy corto y la antera oblonga; ovario ausente. Las
flores femeninas se encuentran solitarias en las axdas de las hojas nuevas,
poseen un receptaculo gicboso, con cinco dientecillos agudos, que contiene un
ovario y florece de mayo a junio [Solares y Galvez, 2005).

Los frutos son nueces abultadas y alargadas que estan en ramas de color verde

pélido, contienen una o dos semillas muy aptanadas de 5 min de largo (ver Figura
9).
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Figura 9. A Corteza de cnachalalate. B. Muestra del fraio del érbol de cuachalalate. Cy
D. Arbol de coachalalate, Aseglipfrrygism adsiringens.

La corieza extema fiene grandes escamas engrosadas, [a parie ksa de [a coreza
va de gris oscwro a gris plomizo, con numerosas lenficelas protuberantes,
redondas y palidas. La corieza intemna es de color crema rosado a rosado, fibrosa,
con un exudado blanco extremadamente astringente y de olor picante; el grosor
iotal de la corteza es de 10 a 20 mm, sin incluir las escamas (Figura 9).
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Reproduccion
Este arbol se puede reproducir por semilla y por estaca, siendo esta ultima una

mejor manera de multiplicar esta especie.

Habitat

Esta especie es de clima calido, y templado, se encuentra desde los 100 hasta los
1700 msnm. Habita en climas célido, semicdlido y templado. Crece en la selva
tropical caducifolia, subcaducifolia, matorral xerdfilc y bosques mesdfilo de
montafia, de encino y pino [SIRE, 2005].

Distribucion

Se encuentra en los estados de Jalisco, Colima, Guerrsro, México, Puebla,
Nayarit, Morelos, Michoacan, Oaxaca y la Cuenca del Balsas, cuyas coordenadas
geograficas van de kos 22°30’ a 15°45’ Lat. N. y de 94° a 106° Long. W.

La regién que abastece esta corteza se limita solo al estado de Morelos, la
mixteca poblana y parte de la cuenca del Balsas, con ko cual sus poblaciones
naturales se ven fuertemente impactadas, debido al descortezamiento tradicional,
imegular y destructivo.

Manejo

La planta se recolecta en las dreas de distribucion natural de la especie y se utiliza
parte para autoconsumo y parte se comercializa en mercados locales. Su
aprovechamiento estd regulado por las normas NOM-004-RECNAT-1996, NOM-
D05-RECNAT-1997 y NOM-007-RECNAT-1997.

Comercializacién

La planta seca se vende en mercados locales y regionales. En el Mercado de
Sonora se indica como sitio de origen el estado de Guerrero. También se vende
en conjunto con Hetheroteca inuloides (Amica) como remedio contra la
inflamacion.
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Usos

La corteza y las raices han sido usadas tradicionalmente en medicina casera
(Tabla 2). La infusién que se obtiene de su cocimiento se utiliza para endurecer
encias y como antiséptico para lavar heridas, también es utilizada para tratar
colelitiasis, cancer del fracto gastrointestinal, fisbre, hipercolesterolemia, gastritis,
diceras, quemaduras y heridas recientes de la piel {Mata, 1993). Estudios
farmacoldgicos en esta especie han demostrado que los extractos metandlico y
hexanico presentan actividad antiuicerosa e hipocolesterolémica, respectivamente.
[Navarrete y col. 1998; Mata y col. 1991].

Tabla 2. Algunas formas de uso en medicina tradicional

Formma de Usos Aplicacion

preparacion

Remojado Cicatrizante Como agua de uso

Pomada Cicatrizante Local

Jarabe Tos Se toma 3 - 4 veces
al dia

Ténico Fortalecer el pulmédn, [Se tomade unaa

tos, asma tres veces al dia

Té Cicalrizante Se toma varias

veces al dia

La corteza del cuachalalate se puede preparar también en tintura ¢ en polvo para
uso extemo, cuando se prepara en jarabes o ténicos se combina con otras
plantas. [Linares y Flores, 1999]
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En 1999 Olivera-Ortega y col,
hidroximasticadiendnico, ademas de dos mezclas de acidos masticadienénico/
isomasticadienénico y el acido hidroximasticadiendnico con un compuesto
desconocido. Por otra parte también se estudio la acumulacion de estos
ounwestosysureiaciénconelsexodelapiamaytaépomdelaﬁoen la cual se
recolecta (Tablas 3 y 4).

aislan los Acidos masticadien6nicos y a-

Tabla 3. Acumulacion de compuestos presentes en A. Adstringens en relacién at

sexo de la planta*
SEXO Comp. 1 Comp.2 Comp.3 Comp. 4
Masculino 1.717 0.780 0.172 0.251
Femenino 2.329 0.912 0.368 0.056

Tabla 4 Acumulacién de compuestos presentes en A. Adstringens en relaciénala

época de recoleccién®

MES Comp.1 Comp.2 Comp. 3 Comp. 4
Noviembre 1311 0.891 0.352 1.00
Febrero 1.883 0.183 0.172 1242
Mayo 0.852 0.617 0.0009 0.064

*Valor&smostadosmmrcmtayealpesosecodelaplarﬁaCmplaodo

masticadiendnico, comp.2, a-hidroxmasticadiendnico, comp.3,
} isomasticadiendnico,

masticadiendnico

hidroximasticadiendnico / compuesto desconoddo.

com.

mezda de addos

4,nmdadea0dosu—

Finalmente Makino y colaboradores (2004} reportan el aislamiento de cinco
tirucalenos tipo triterpencs y evallan su actividad citotéxica en células de leucemia

(L - 1210).
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Existen estudios realizados en otras plantas de la familia Anacardeaceae, en las
cuales se encuentran presentes los acidos anacdrdicos, uno de oS principales
componentes de la corteza de cuachalalate.

Acido masticadienénico Acido 3-o-hidroximasticadienénico

Acido 3-epi-oleandlico B-sitosterol

Acido instipolindcico Acido isomasticadienénico

Figura. 10 Estructuras para los compuestos extraidos de Amphipterygium adstringens
(Rosas, 2000).
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Estudios farmacolégicos

Debido a la gran cantidad de componentes quimicos presentes en la corteza, la
mayoria de los estudios fammacolégicos se han llevado a cabo con los extractos
hexanico y metandlico.

El extracto metandlico ha mostrado efecto inhibitorio, dosis dependiente en Glceras
gastricas, ademas el extracto hexanico y acuoso de la corteza se probaron en dos
modelos de inflamacion aguda en ratones, edema de oido inducido por 12-o-
tetradecanoilforbol-3-acetato (TPA) y edema de pata inducido por cammagenina,
encontrdndose que el extracto hexanico posee una actividad dosis dependiente en
edema de oido y el extracto acuoso no muestra efecto inhibitorio, sin embargo en
edema de pala, el extracto hexanico mostré solo un 14.4% de actividad, y al igual
que el caso anterior, el extracto acuoso no mostré actividad, indicando que los
extractos poseen diferentes mecanismos de accién antiinflamatoria [Navarrete y
cotl., 1998, Oviedo-Chavez y col., 2004].

En un estudio realizado en ratas mantenidas en ayuno por 24 horas se demostro
que la administracién subcutdnea del extracto hexanico de la corteza induce un
efecto hipocolesterolemiante significativo, disminuyendo los niveles de colesterol
en un 31% mientras que los fenoles Acidos obtenidos del fraccionamiento del
extracto antes mencionado, causan una disminucién leve de los niveles de
colesterol (6%), y por el contrario, la mezcla de aldehidos incrementa ligeramente
{os nivedes por arriba de |a basal [Mata y col.,1991].

También se ha evaluado la actividad cicatrizante del cuachalalate, encontrandose
que no aumenta la velocidad de contraccion de la herida ni la cantidad de
coldgena, sin embargo permite una mejor epitelizacidn y remodelacién de la
cicatriz, favoreciendo la calidad de ésta y evitando que el tejido quede con marcas
antiestéticas [Femandez, 2004)
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Estudios genotdxicos

Aungue como se ha descrito con anterioridad, la corteza de cuachalalate cuenta
con diversos estudios, tanto en ef 4mbito quimico como fammacologico, son pocos
los estudios de tipo genotdxico realizades en dicha corteza.

Martinez y Flores {2003) evaluaron el efecto genotoxico del exiracto hexanico en
pmebademkxomkﬂeos.dondeencmﬁarmquedichoeﬂradomres&téser
genotéxico per se, por consecuencia ésto indica que los acidos masticos
presentes en el exiracto no provocan dafio de tipo clastogénico al material
genético. Sin embargo, se observé que cuando se administra ifosfamida junto con
el extracto, ésle presenta una tendencia citotoxica significativa. Por otro lado,
también se evalud e efecto antigenotdxico contra un mutageno conocido, la
ifosfamida, logrando una inhibicion de la formacién de microniicleos de hasta ef
90%.

Dominguez (2005), realizé un estudic genotoxico de dos acidos anacardicos
aislados de la corteza de cuachalalate, por medio de la prueba de micronucleos,
determiné que el acido 6-{nonadecil}-salicilico y su éster metilico no preducen
dafio genotéxico y que solo a la dosis de 10 mg/kg de peso es cuando se obtienen

dafios citotoxicos.

Acidos anacardicos

L os acidos anacardicos se han aistado principalmente de Anacardium occidentale,
Ginkgo biloba y Schoepfia californicas. Se encueniran ampliamente distribuidos en
la naturaleza y dado que son uno de los componentes principales de cuachalalate
es importante mencionar a}gu_mas de las propiedades estudiadas.

Se han realizado diversos estudios con este tipo de &cidos, y se ha demostrado
que tienen diversas actividades biolégicas. Se demostro los efectos de los acidos
anacardicos, de Ginko biloba, como inhibidores de ghicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, en crecimiento y sintesis de lipidos en Bacillus subtilis y células
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3T3-L1 [Masatsune y col. 1996]. Ademas, también se determind que los acidos
anacardicos inhiben a la DNA polimerasa B [Chen y col., 1998]. Toyomizu, y col.,
[1999] reportan un efecto desacoplante en la fosforilacion oxidativa de la
mitocondria en higado, determinando que la cadena alquil y el grupo carboxilo de
los acidos anacardicos juegan un papel importe en dicho desacoplamiento.

Otro efecto importante atribuido a los acidos anacdrdicos es la inhibicidn de
xantina oxidasa, lo que induce a una disminucion de dcido Urico e inhibicion de
radicales superdxido formados por esta enzima [Masuoka y Kubo, 2004].

Al igual que en cuachalalate, se comprobé que la corteza de Anacardium
accidentale posee propiedades antinflamatorias e incluso se reporta un 97% de
inhibicién en la sintesis de prostaglandinas en vesiculas seminales de bovino
[Otajide y col., 2004; Ibewuke, 1997].

Recientemente se ha reportado que los dcidos anacardicos inhiben a la enzima
histona acetiltransferasa (HAT) por medio del coactivador transcripcional p300 y
PCAF de forma muy efectiva, pero usando una amida derivada del dcido
anacardico se encontré que ésta es la Unica molkécula pequena activadora de
algunas enzimas histonas acefiliransferasas, en este caso p300;
significativamente, ésta amida (CTPB) muestra una especificidad exclusiva para la
actividad de HAT p300 [Varier, y col., 2004]. Cabe mencionar que ésto es muy
importante ya que la actividad transcripcional de los genes esta asociada con
hiperacetilacién de histonas, mientras los genes silentes estan asociados con
hipoacetilacién. La acetilacién de los residucs de lisina en las regiones amino
terminales de las histonas contribuye a neutralizar la carga neta de las histonas,
favoreciendo un relajamiento de la estructura nucleosomal, y por lo tanto en la
interaccién de las histonas con el DNA, esto conlleva a una estructura de la
cromatina mas relajada favoreciendo la actividad trascripcional, mientras que la
desacetilacién genera una estructura de la cromatina compacta y, por lo tanto, no
se favorece la actividad transcripcional.
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Por ofra parte, en otra especie de planta, usada en Zimbabwe, Ozoroa insignis, se
reporta la aclividad citotéxica de un acido anacérdico, el acido 6-{pentadecil)-
saliciico, contra Hep G2 (carcinoma hepatocelular humano), MDA-MB-231
{(Adenocarcinoma mamario humano), Hs 578T (Carcinoma de ductc mamario
humano), MCF7 (adenocarcinoma mamario humano), SK-MEL-28 (Melanoma
humano) y 5637 (Carcinoma primario de vefiga de humano) [Rea, y col. 2003].



Capitulo Il. Hipétesis y objetivos

Hipétesis

El extracto hexanico de cuachalalate contiene la mayoria de los componentes
quimicos presentes en la corteza, por ko que si al evaluar dicho extracto a través
del ensayo de intercambios de cromatidas hermanas, la frecuencia de éstos
incrementan con respecto al control, entonces se podra decir que Amphipterygium
adstringens es una planta que induce dano genotdxico.

Objetivos

OBJETIVO GENERAL: Evaluar la genotoxicidad in vitro del extracto hexanico de
cuachalatate en cultivo de linfocitos humanos por medio de la técnica de
intercambios de cromatidas hermmanas para determinar su posible mecanismo de

accidn anticancerigeno.

OBJETIVOS PARTICULARES:
s Determinar la frecuencia de mntercambios de cromatidas hemmanas
inducidos a diferentes concentraciones por'el extractc hexanico de
cuachalalate en cultivo de linfocitos humanos.

o Evaluar el indice de replicacién y determinar si existe variacion de éste a
las diferentes dosis. (233, 466, 698 y 931 ng/mL), para conocer si existe

modificacion del ciclo celular.

e Calkcular ef indice mitdtico y determinar si se modifica a las diferentes dosis.
(233, 466, 698 y 931 ng/mL), para establecer si existe dano citotéxico

s Evaluar la citotoxicidad del extracto hexanico de cuachalalate utilizando la
prueba de viabilidad celular de azul tripan
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Capitulo lIL. Material y métodos

1. Material

a) Material biolégico

Se tomd una muestra sanguinea a un sujeto de 23 afos de edad, género
masculino, que al momento de la expermentacion no se encontraba bajo
tratamiento medico y que al menos 48 horas antes no habia ingerido bebidas
alcohdlicas. Se tomé una segunda muestra sanguinea a un sujeto de 22 anos de
edad, género femenino, aparentemente sano, que al igual que el anterior no se
encontraba bajo los efectos de medicamentos y/o bebidas alcohdlicas.

b) Material de cristaleria

Vasos de precipitados de 50, 100 y 250 mbL
Matraces aforados de 10 mL y 25 mL
Probeta de 100 mL

Pipetas estériles de 10 mL

Pipetas graduadas de 5y 10 mL

Pipetas Pasteur

Tubos de punta de 10 mL

4 tubos de punta estériles de 10 mL

Frascos para cultivo

¢} Material diverso

Jeringas de 1,5y 10mL
Algoddén

Centrifuga IEC

Balanza granataria Chaus
Balanza digital Scaltec SBA 42
Alcohol

Cubre cbjetos
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Portaobjetos

d) Material quimico

A) Extracto hexanico de cuachalalate: Se encuentra en forma semisdlida y
para solubilizaro se utiizé DMSO. El DMSO es un liquido higroscopico,
practicamente incoloro e inodoro. Densidad 1.1, soluble en agua, etanol,

acetona, éter, benceno y cloroformo. DLs; en ratas 17.9 mL/kg.

B} Heparina 10,000 Ul

C) Solucién de colchicina 0.04%
Pesar 0.04 g de colchicina y disolverlos en 100 mL de agua destilada

D) Sclucién hipoténica 0.075M
2.796 KCl g en 500 mL agua destilada

E) Solucidn fijadora metanol: dcido acético 3:1
metanol absoluto 75 mL - acido acético glacial 25 mL

F) Bisbenzimida Hoeschst 33258
Solucidn concentrada: 0.025 g en 10 mL agua destilada
Solucion de trabajo: 1 mL de selucién concentrada
9 mL de agua destilada
10 mL de buffer de diferenciacién

G) Buffer de diferenciacién:
Solucion A) 1.8 g de citrato trisédico en 50 mL de agua destilada
Solucién B) 0.221 g de fosfato de sodio monohidratado en 10ml de agua
destilada. Agregar lentamente la solucidén B a ia solucidn A hasta alcanzar
unpHde?7

H) Solucidn salina doble de citratos
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8.823 g de citrato de sodio
17.532 g de cloruro de sodio
Aforar a 1 litro con agua destilada

I} Colorante Giemsa:
5 mL de colorante Giemsa sigma
5 mL de buffer de fosfatos pH 6.8
40 mL de agua destiada neutra
J) Solucién azul de tripano

K) Medio RPMI 1640

L} Fitohemaglutinina Gibco
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Figura 11. Diagrama de flujo para la obtencién de ICH
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VIABILIDAD CELULAR
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> Obtencion del extracto hexanico e identificacién
La corteza utilizada se compré en un lugar de distribucién conocido.

Se realizdé la extraccidn de una muestra de la corteza (130 g) con 500mL de
hexano colocandolo a reflujo por una hora, lo anterior se reakizé tres veces.
Posteriormente, la evaporacién del solvente se realizé en un rotavapor, logrando
asi la separacion del extracto.

La corroboracion de la autenticidad de la planta se realizé en el laboratoric de
Quimica Medicinal de la FES-Cuauititlan, por comparacion del exiracto hexanico
de la corleza con estdndares de los acidos hidroximasticadiendnico y el 3a-
hidroximasticadienénico, comiendo una muestra en HPLC (Cromatografia de
Ligquidos de Alta Resolucion) en una columna C18 de longitud 3.9 X 150 mm,
marca Walers, usando un detector de luz UV (Spectra System p400, Detector
System UV 1000). También se identificd por electroforesis capilar, usando un
capilar de tongitud efectiva de 50cm y una longitud total de 60 cm y un detector de
diodos, marca Beckman Coulter [Liliana Sanchez, tesis en proceso].

Las concentraciones a fas cuales se trabajo el extracto hexanico de cuachalalate
fueron 2.095, 4.189, 6.284 y 8.378 ug/cultivo

> Intercambio de cromdtidas hermanas in vitro

A) Toma de muestra

Se obtuvo una muestra de sangre por puncién venosa, por medio de una
jeringa heparinizada.

B) Muestra control

Se utilizé un control de DMSO y uno de 5-Brdu. Todas las muestras se

realizaron por duplicado.
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C) Tratamiento de la muestra

Se adiciond a cada tubo estéril 8 mL del medio de cultivo, 4 gotas de
fitohemaghutinina y 10 gotas de sangre. El contenide de los tubos se mezcls
bien y se incuban en la estufa a 37°C durante 24 horas.

A las 24 horas se agrego 45 L de 5-brdU a una concentracién de 1 mg / mL,
ademas de las diferentes dosis del extracto hexanico de cuachalalate. Se
incubaron nuevamente hasta completar 71 horas. Todo lo anterior se trabajé
en condiciones de esterilidad.

Una vez transcumido ese tiempo se agregd a cada tubo 50 pL de colchicina a
una concentracién de 0.1 mg / mL. Ya no son necesarias las condiciones de
estarilidad. Se mezclaron bien ios tubos y se continué la incubacién por una

hora mas.

D) Obtencion de preparaciones cromosémicas

Se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 10 minutos y se retiré el
sobrenadante. Se resuspendié el paquete celular y se adiciond 8 mL de KCl
0.075M a 37°C y se incubaron durante 30 minutos a 37°C.

Se volvié a centrifugar durante 5 minutos y se desechd el sobrenadante. Se
resuspendid el paquete celular con ayuda de un vdrtex y con una pipeta
Pasteur. Con agitacion constante, se agregé lentamente 8 mL de solucion
fijadora de metanol-acido acético (3:1) recientemente preparada y fria, dejando
reposar por alrededor de 15 min. Se repitié lo anterior dos veces mas sin
necesidad de agregar lentamente la solucion fijadora.

Después de la Ultima centrifugacién se dejo un poco de solucion fijadora para
hacer una suspension celular adecuada {aproximadamente 0.5mL). Se
resuspendio el paquete celular y se realizaron las preparaciones cromosomicas



por gotec sobre porta objetos limpios y frios. Las preparaciones se secaron al

aire. Las laminillas se dejaron madurar por 24 horas antes de fa tincién.

E) Tincion diferencial

Se coloct en cada laminilla 4 o 5 gotas de la solucién de trabajo Bisbenzimida
Hoechst y se colocd encima un cubrecbjetos para expandirlas. Las laminillas
se mantuvieron en la oscuridad por 20 minutos. Una vez pasado el tiempo se
colocéd alrededor del cubre objetos unas gotas de buffer de diferenciacién. Se
expusieron las laminillas a la luz UV por una hora y quince minutos, a una

distancia no mayor de 2cm de la lampara.

Se retiraron los cubrecbjetos, por inmersién de las preparaciones en un vaso
de precipitados con agua desionizada. Se sumergieron las laminillas en un
vaso coplin que contenga solucion doble de salinacitrato a 60°C por 15
minutos, después se enjuagaron las laminillas en agua caliente y luego en
agua fria. Por Gltimo se tifiieron las laminillas con Giemsa en buffer de fosfatos

pH 6.8 durante 10 minutos.

Se cuantificaron 100 metafases y clasificaron en primera, segunda o tercera
divisién celular para establecer la cinética de proliteracion celular. En las
metafases de segunda division celular se analizé la frecuencia de ICH, se
cuantificaron 25 metaftases para calcular el indice de replicacién celular de la
siquiente manera:

IR={1X%M1 + (2 X %M2) + (3 X %M3}
100

Donde M1 son las metafases de primera divisién celular, M2 metafases de

segunda division celular y M3 metafases de tercera divisién celular.

49



> Determinacion de la viabilidad celular
A) Separacién de células sanguineas por gradiente de ficoli-hypaque

1) Las células mononucleares periféricas humanas (CMPH) se obtienen a
partir de sangre heparnizada

2) La sangre se deposité en un tubo de punta sobre un volumen igual de la
solucion de Ficoll-Hypaque, formando asi un sistemna bifasico

3) Se centrifugé a 300 xg durante 45 minutos, quedando las CMPH en ila
interfase

4) tas CMPH se retiraron con cuidado, se transfirieron a un tubo y lavaron 3

veces con medio de cultivo (200 xg durante 10 minutos)

B) Método de exclusion del azul tripano
La concentracion de las células por analizar debe de ser 2-5 X 10°celmL
El azul tripano se prepara al 0.2%{P/) en agua destilada

Para este ensayo de viabilidad se mezclaron partes iguales de la solucion
colorante y la suspension celular después del tratamiento. En camara de Neu
Bawer se contaron las células totales y las coloreadas. Las células muertas toman
la coloracion azul del tripano, mientras que en las células vivas se observa ef
nicleo refringente. El porcentaje de viabilidad se calculd como se muestra a

continuacion:

% de viabilidad = (No. De células no tefiidas/MNo. Total de células contadas) X 100.
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Capitulo IV. Resultados

a) Extracto hexanico
Se obtuvo un extracto de apariencia aceitosa y cokor verde olivo, con un
rendimiento del 3.9%. La identificacién de dicho extracto demostré la autenticidad

de la planta.

b) Frecuencia de ICH

En la tabla 5, se presentan las frecuencias de ICH por metafase (media +
desviacién estdndar) obtenidas en dos pacientes de diferente género, sus
controles negativos presentaron una frecuencia de ICH considerada dentro del
rango aceptable para este estudio. También se observa la frecuencia de ICH
después de exponer los culiivos a diferentes concentraciones del extracto
hexanico de cuachalalate. En su gréfico comespondiente (Figura 13), se observa
que la frecuencia de ICH no se alteré respecto al control negativo en ambos

donadores.

Se realizé una correlacion lineal para ambos casos (Figuras 14 y 15), en donde se
observa que existe una tendencia a [a disminucién de ICH con respecto a la
concentracion de EH. Tedricamente a una concentracion mayor de EH se podria

obtener una frecuencia de ICH igual a cero.

b) indice mitético

En la tabla 6, se muestra el valor de indice mitético promedic de los dos individuos
analizados, obtenido al analizar 1000 células, en este caso se observaron
diferencias estadisticamente significativas a las concentraciones de 698 y 931
ng/mL.

c) indice de replicacién y viabilidad celular
En el andlisis del indice de replicacion (Tabla 6), se encontrd que no existen
diferencias estadisticas entre ambos donantes por lo que se promediaron los
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valores para establecer una grafica de comelacion lineal {(Figura 16), en la que se
observa que e IR se modifica poco, ya que la pendiente es muy pequefia
{0.0000601), y lo cual nos sugiere que no existe modificacién en el ciclo celular. La
evaluacién de la viabilidad celular se Bevo a cabo a diferentes concentraciones de
HE y a dos tiempos distintos {ver tabla 7). Se establecié la correlacion lineal para
ambos tiempos no encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(Figura 17)

Tabla 5. Frecuencias de ICH por metafase en cultivo de linfocitos, expuestos a
diferentes concentraciones de extracto hexdnico de cuachalalate, correspondientes

a dos sujetos de diferente género.
Género femenino Género masculino
Tratamiento X de ICH + Desviacion |X de ICH + Desviacion
estandar estandar
Control 493 + 1.73 412 + 1.36
| negativo
Control DMSO  |5.44 + 2.29 4.28 + 1.79
233 ng/cultivo 4.42 + 1.50 3.72 + 1.95
466 ng/culivo  |4.40 + 1.88 3.92 + 1.61
698 ng/cultivo  |3.36 + 1.381 3.92 + 2.18
931 ng/cultivo 4.40 + 1.61 2.96 + 1.31
7 -
6 T
5 = T _ T T
4| guln |
T
Q
3 .
2
B Control neg.
1 BDMSO ;
0233 ng/cuftivo |
0 - ' 03466 ng/cultivo |
MASCULINO FEMENINO W 638 ng/cultivo
GENERO B 931 ng/cuttivo |

Figura 13. Promedic de ICH encentrados en denadores de diferente género. Ne se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Los resultados se analizaron
realizando un andlisis de varianza {(ANOVYA).




ICH
©C = N W b wv

0 233 466 698 931
CONCENTRACION ng/mL

Figura 14. Correlacién lineal entre las diferentes concentraciones de extracto hexénico e
ICH. Y = -0.00097X + 4 2. Datos obtenidos del donador de género masculino.

»

ICH
C RN WhR OO

T T T

0 233 466 698 931
CONCENTRACION ng/mL

Figura 15. Correlacion lineal entre las diferentes concentraciones de extracto hexénico vs
ICH, encontrada en el donador de género femenino. y = -0.00113X + 4.88
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Tabla 6. fndice de replicacién, indice mitético y cinética de proliferacién celular,

observado en cultivos de linfocitos humanos sometidos a diferentes
concentraciones de extracto hexanico de cuachalalate.
PROMEDIO DE
METAFASES
Tratamiento M + DE |1° 2* 3 m + D.E
Control 17 + 424 |72 17.5 |10.5 1.33 + 0.035
Eﬂtlw
Control BMSO 19.5+ 0.71 |62 21 34 144 + 0.042
233 ng/euttivo 12 + 141 |59 28 13 156 + 0.061
466 ng/cultivo 105+ 354 |655 (215 13 1.48 + 0.021
698 ng/cultivo 7.5 + 0.71 |575 |26 175 |153 + 0225
931 ng/cultivo 10" + 0.0 |66 215 |[125 [1.36 + 0.196
*Datos estadisticamente significatives prueba ANCVA para p> 0.05
1.49
z
0 148
3
w 1.45
o
w 1.44
o
2 1.43
1.42 . . .
0 233 466 698 931
CONCENTRACION ng/mi

Figura 16. Relacién entre diferentes concentraciones de cuachalalate y el indice de

replicacién, y = -0.0000601x + 1.48
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Tabla 7. Viabilidad cetular después de la exposicién a diferentes concentraciones

del extracto hexdnico, cuantificada a 30 y 60 minutos.

% DE VIABILIDAD

CONCENTRACIO
TIEMPO DE

30 MINUTOS 60 MINUTOS
EXPOSICION
CONTROL 94.65 92.28
233 ng/ml 87.17 g3.14
466 ng/mL 91.74 91.69
698 ng/ mL 94.10 90.93
931 ngy mL 86.70 95.44
—&— 30 minutos
—— B0 minutos
94 j
93 ——
‘W/
3
5 N
E \
< 90 —
>
® g9
88
87
86 - T r
0 233 466 698 [2C} ]

CONCENTRACION ng/mL

Figura 17. Se muestra la relacién lineal de la concentracién de extracto hexédnico respecto a
la viabilidad celular. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

prueba de t pareada.
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Capitulo V. Discusion

El conocimiento de las virtludes de las plantas medicinales es uno de los vinculos
mas directos que existen entre la medicina empirica del pasado y la Farmacologia
actual [Viesca, 1933].

Algunas sustancias quimicas que fabrican las plantas tienen importancia médica y
ambiental porque tienen efectos letales, por ejemplo, sobre las célutas
cancero&s,omjajentmmeene!ambientepamcmhnhrakgunas&spedesde
animales, en especial invertebrados [Klaassen y Watkins, 1999].

Hasta el sigio XX, cuando hubo una notoria desviacion de la medicina hacia el uso
de sustancias quimicas puras como farmacos, la intoxicacion no intencional por
plantas era frecuente. Es por eso que hoy en dia con el fuerte resurgimiento
mundial de la practica de la herbolaria se busca evaluar, et efecto farmacologico y
toxicolégico de los fitofdmmacos, de una manera mas precisa a como se realizaban
en el pasado.

En el presente estudio se expusieron cultivos de linfocitos humanos a dosis
crecientes de extracto hexanico (HE) de Amphipterygium adstringens. Se decidid
preparar un extracto de tipo hexdnico debido a que en el extracto metandlico y
acuoso las cantidades de acido masticadienénico no son detectables por los
métodos comunes de cuantificacion {Rosas y col. datos no publicados), ademas
de que en el extracto acucso tampoco se confima la presencia del dcido 3a-
hidroximasticadienénico, por lo que al realizar el exiracto hexanico se pretende
concentrar la mayoria de los componentes quimicos presentes en la corteza ya

que el objetivo es evaluar su potencial genotoxico.

Las concentraciones utilizadas en los cultivos se seleccionaron mediante pruebas
previas, en donde se observd que a concentraciones por armiba de 700 ng/mL no
se obtiene crecimiento celular 6ptimo para este estudio.




El ensayo de ICH es de gran valor para la deteccion de potencial genotdxico y

carcinégeno, representa un cambio simétrico de las cadenas complementanas de
DNA entre cromatidas dentro de un mismo cromosoma [Swierenga y col.,, 1991]
Esta prueba ha sido seleccionada para detemminar el potencial genotoxico de otros
extractos de plantas, por ejemplo, de Chenopodium ambrosivides y Sanguinaria
canadensis [Gadano y col., 2002; Das y col., 2004], que son utilizadas en la

medicina tradicional de Aménica Latina.

Gadano y colaboradores, demostraron que la infusién de Chenopodium
ambrosioides induce efectos genotéxicos, per un incremento en la frecuencia de
ICH y una disminucién en el indice mitdtico (IM) proporcional a la concentracion
utilizada. Por otro lado Das y colaboradores, al realizar la prueba de ICH utilizando
un alcaloide de Sanguinaria canadensis encontraron que éste es genotdxico
puesto que incrementa la frecuencia de ICH, pero no es citotoxico ya que no

modifica el indice de replicacidn.

Los datos presentados en la tabla 5 y figura 13 musestran que el EH de
cuachalalate en comparacion con el control negativo no incrementa la frecuencia
de ICH, demostrdndose asi que no existe interaccion de los principios activos
presentas en el EH y el DNA, por lo tanto también se puede decir que no se trata
de agentes que ocasionen dafo de tipo S-dependientes, pues como ya se
mencioné ef ensayo de ICH es susceptible a detectar dafio genotdxico inducido
por este tipo de agentes. Este resuftado concuerda con lo obtenido por Flores y
Martinez {2003), quienes al evaluar el EH de cuachalalate por medio del ensayo
de micronucleos demostraron que dichc exiracto no produce dafio de tipo
clastogénico. Esto es importante, ya que hasta este punto se ha demostrado que
el EH de cuachalalate no induce dafio genotoxico al ser evaluado por dos ensayos

que detectan genotoxicidad.
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Lo anterior también se puede observar en los graficos de comelacion kneal (figura
15 y 16), en donde para ambos casos existe una pequefia tendencia por parte del
extracto a disminuir la frecuencia de ICH, lo que nos hace pensar gue existe un
mecanismo por el cual el EH de cuachalalate no permite que las células dafadas
entren a divisién celular. Este caso se puede tratar de dar explicacion mediante los
otros parametros analizados, el indice de replicacion (IR) e indice mitdtico (IM).

El indice de replicacién nos indica si la sustancia probada modifica el ciclo celular,
yaseaaoelerandooretardandoladivisién.En%lecasonoseobservé
modificacién alguna, lo que indica que et EH no actia sobre el ciclo celular. Sin
embargo, al analizar el IM se observa que a las concentraciones mas elevadas de
EH (698 y 931 ng/mL} se reduce el nimero de células que entran en mitosis, por
lo que se puede inferir que el EH de cuachalalate actua probablemente en.la fase
G2 después de la replicacion de DNA y antes de que las células entren a mitosis o
propiamente sobre la fase mitética, el mecanismo aun no se puede explicar. Este
punto es muy importante pues hay que recordar que fas células cancerosas se
caracterizan por una elevada entrada a la fase mitética y que existen dos puntos
de restriccion dentro del ciclo celular y uno de ellos es de G2 a M [Paniagua,
2002].

Analizando ambos parametros, IR e IM, se observa que existe una disminucién
del numero de células que entran en la fase mitética, pero que las células que lo
hacen no modifican su IR, es decir, la division celular se lleva acabo de forma
nommal.

Los estudios de citotoxicidad se han realizado principalmente con dcidos
anacardicos en donde, como ya se ha mencionado, se ha detectado una gran
influencia citotéxica sobre células de diferentes lineas cancerosas; poco es lo que
se ha realizado al respecto en acidos masticadienénicos, principales componentes
de la corteza de cuachalalate, por ejempio, en un estudio se observo gue existe
citotoxicidad en leucocitos polimorfonucieares a una concentracion de 30uM y

58



100uM [Giner-Larza, y col., 2002]. Sin embargo, en este caso no se encontro
ningun efecto citotéxico ejercido por el EH a las concentraciones ensayadas sobre
linfocitos. Una explicacion de lo que sucede es que las concentraciones a las
cuales se colocod el EH son pequefas para alcanzar la concentracion citotoxica
reportada, asi, se tendria que colocar entre 333.3 mg ¥ 1000 mg de EH para
lograr observar un efecto citotdxico. Ademas es importante tomar en cuerta que
estos datos se pueden modificar un poce ya que como se mosiro en las tablas 3y

4 la concentracién de los componentes quimicos de la corteza de cuachalalate
dependen tanto del sexo de la planta como de la época de recoleccion, por lo que
las cantidades de EH necesarias para causar citotoxicidad pueden vanar

ligeramente.

Por otro lado, cabe mencionar que la prueba realizada para evaluar viabilidad
celular es una prueba de exclusién, que valora el efecto citotéxico por medio de la
integridad de la membrana, pero no ayuda a determinar si las células perdieron su
actividad metabdlica o si se encuentran en un estado de apoptosis, lo cual daria
mas indicios sobre el posible mecanismo de citotoxicidad del cuachalalate.

Hasta el momento el cuachalalate se perfila como una altemnativa probable para el
tratamiento de cancer pero ailn quedan muchas cosas por hacer, por ejemplo es
importante realizar pruebas de citotoxicidad del EH mas especificas, realizar el
presente estudio in vivo, para determinar si es posible que los metabolitos ejerzan
otros efectos o definir cual de los componentes del EH son los que manifiestan
mayor actividad.
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Capitulo VL Conclusiones

 El exracto hexanico de cuachalalate no modifica la frecuencia de ICH a las
concentraciones ensayadas (233, 466, 698 y 931 ng/mt), por lo tanto no
induce dafio genoldxico.

« El exracto hexanico de cuachalalate no modifica el indice de replicacion y
por ende el ciclo de division celular a las concentraciones de 233, 466, 698
y 931 ng/mL

e EI exdracto hexanico de cuachalalate logra modificar el IM a las
concendraciones de 698 y 931 ng/mL

» No se presenta citoloxicidad por parte del extracto hexanico de
cuachalalate sobre células polimorfonucleares a las concentraciones
probadas {233, 466, 638 y 931 ng/mL)
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