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GLOSARIO

ACA’s: Anticuerpos anticentroméricos

ACENTRICO : Que no posee centrémero

ADN: Acido desoxirribonucieico

ANA: Anticuerpos anti-nucleares

ANEUGENO: Xenobidtico que produce alteracién a nivel de las proteinas del
husoe mitético o de la regién del cinetocoro de los cromosomas y por lo
tanto produce aneuploidias

ANUCLEADA: Sin niicleo

ARN: Acido ribonucleico

CD-1: Cepa de ratones experimentales

CENP” s: Proteinas centroméricas

CLASTOGENO: Xenobidtico que produce rupturas en cualquier parte de la
cadena de ADN, reflejindose como ruptura cromosomica.

CREST: Acrdstico de: Calcinosis, Raynaud, Esofagea, Sclerodactilia y
Telangectasia

ENC: Eritrocitos normocromicos

EPC: Eritrocitos policromaticos

EPCJECN: Relacién eritrocitos policrométicos entre normocromicos

EPCMIN: eritrocitos policromaticos micronudeados

ESCLERODERMA: Enfermedad del tejido conectivo en la cual se produce
fibrosis en diversos 6rganos y en los vasos sanguineos; con frecuencia
afecta brazos y manos.

HETEROCROMATINA: Cromatina inactiva, que se encuentra altamente
condensada en la interfase celular por lo que se tifie intensamente con los
colorantres para ADN y cromosdmicos.

HISTONAS: Proteinas basicas que son el componente principal de la

cromatina.



K (-): Cinetocoro negativo

K {+): Cinetocoro positivo

LQM-211,LQM-996,LQM-919: carbamatos de nueva sintesis

(MN) MICRONUCLEO: Cromosoma o fragmento de cromosoma condensado
y rezagado en el citoplasma celular, inducidos por ruptura o al alterar el
huso mitético.

MICROTUBULO: Estructura cilindrica de 20-27 nm de didmetro que se
encuentra en muchos tipos de células de mamiferos y que forma parte del
citoesqueleto formado por la proteina tubulina.

MUTAGENO: Agente fisico, quimico o biolégico que produce un cambio en
la secuencia de pares de bases del material genético, el cual es heredado a
la descendencia.

XENOBIOTICO: Sustancia quimica que normalmente no se encuentra en jos
sistemas biolégicos, pero que pueden entrar en contacto con los

organismos por diferentes vias.
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RESUMEN

En el presente estudio se evalué la capaddad genotéxica del carbamato
LOM211 mediante el ensayo de micronicleos (MN) in vivo y utilizando una
técnica de inmunofluorescencia indirecta que utiliza los anticuerpos CREST,
se determiné el tipo de dafio cromosdmico producido, ya sea aneugénico o
clastogénico.

Para determinar el potencial genotéxico del compuesto se utilizaron
ratones de la cepa CD1, formando 8 lotes, administré el compuesto por via
intraperitoneal a las dosis de 30, 100 y 300 mg/Kg del compuesto LQM211
por cada lote; dos lotes con colchicina a la dosis de 0.6 y 1 mg/Kg como
controles aneugénicos. Dos lotes se administraron con doxorrubicina como
controles clastogénicos dosis de 5 y 10 mg/Kg respectivamente. El octavo
grupo fue el control negativo experimental con aceite de maiz que fue el
disolvente y vehiculo del carbamato. Los animales fueron muestreados a
las 24, 30, 48 y 72 horas. Se realizaron frotis sanguineos, se analizé la
frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) y la
proporcion de eritrocitos policromaticos entre eritrocitos normocrémicos
(EPC/ENC) por 1000 eritrocitos analizados respectivamente. Se obtuvieron
las dosis y tiempos de induccién de MN que permitieron el estudio del
mecanismo de formacién de MN producidos por Colchicina de 1mg/Kg,
Doxorrubicina de 10mg/Kg a las 48 horas. De tal manera que el ensayo de
inmunofluorescencia indirecta se realizé administrando a grupos de 3
animales con colchicina y doxorrubicina a las mismas dosis y el compuesto
LQM211 a 300 mg/Kg a las 48 horas. Se evaluaron los MN inducidos, por
la presencla o ausencia de] marcaje de las proteinas centroméricas (K+ o
K-).

Los resultados mostraron que el carbamato LQM211 no aumentd la
frecuencia de EPCMN en ninguna de las dosis en los tiempos estudiados;
en relacién al parametro de ditotoxicidad dado por la proporcion de
EPC/ENC tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre el control y los grupos administrados con el compuesto.

En el estudio del mecanismo de formacién de MN, la colchicina produjo un
% de K+ y la doxorrubicina un % de K-, marcando muy claramente la
diferencia entre el mecanismo aneugénico y clastogénico respectivamente.
De los escasos MN que produjo LQM211 a la dosis de 300 mg/Kg se
determiné que el 20 % son K+ y 80 % K- por lo cual se concluy6 que éste
compuesto no es genotdxico, pero que los MN gue llegaron a formarse
fueron por efecto clastogénico.




INTRODUCCION

Los cromosomas estin expuestos a la accion de diversos agentes
ambientales genotoxicos que los dafan y ocasionan fracturas o
rompimientos y deficiente segregacién. Estos agentes pueden ser: de
naturaleza fisica, como lo son las radiaciones; quimica, como los agentes
alquilantes; o biolégica, como los virus. Existen mecanismos de reparacién
celular que tratan de subsanar el dafo, pero éste puede ser tan grave, o los
mecanismos de reparacién no ser tan eficientes, que se produzcan

alteraciones cromosdmicas estructurales o numéricas (Salamanca,1993).

Los métodos cromosémicos para evaluar el dafio genotdxico de
diversos agentes no estin considerados como una 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 extrapolados casi a cualquier especie o linea celular
con respecto a las respuestas que producen los agentes genotdxicos
(Salamanca, 1993).

Los estudios citogenéticos evaliian principalmente dos tipos de
acciones de los agentes-genotéxicos sobre los gomosomas, los cuales
son: el efecto clastogénico, que es cuando el agente produce rupturas
cromosomicas y la accién genotdxica S dependiente, gue se suscita
durante la etapa en la cual el ADN se duplica. Por esta razén los primeros
estudios citogenéticos enfocados a evah.iar el efecto de agentes
mutagénicos sobre los cromosomas comprenden la evaluacion de la
frecuencia de aberraciones cromosdmicas. Sin embargo, este analisis
generalmente requiere el estudio de una gran cantidad de metafases con
excelentes caracteristicas que consumen muchas horas de andlisis
microscdpico por parte del investigador, por lo cual se han buscado
métodos mas rapidos y menos costosos para evaluar el dafio

cromosémico.




Il. ORETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la genotoxicidad del carbamato LQM211 mediante el
ensayo de MN /n vivo y evaluar el tipo de daio que produce (aneugénico o
clastogénico), empleando la técnica de inmunofluorescencia indirecta que
utiliza los anticuerpos CREST para cubrir uno de los aspectos del estudio
preclinico de este compuesto

ORJETIVOS PARTICULARES.

1)  Determinar la capacidad aneugénica del carbamato, comparando la
frecuendia y el tipo de MN que producen éste y la colchicina que es una
sustancia de reconocida accién aneugénica.

2)  Determinar la capacidad cdlastogénica del carbamato, comparando la
frecuencia y el tipo de MN que producen, éste y la doxorrubicina que es
una sustancia de reconocida accion clastogénica.

3) Determinar la citotoxicidad de colchicina, doxorrubicina y el
carbamato, evaluando la reladén: eritocitos policromaticos/eritrocitos
normocrémicos (EPC/ 1000 eritrocitos) en sangre periférica de ratones.

4)  Determinar el tipo de MN mediante la tincién con anticuerpos CREST
fluorescentes para diferenciar el tipo de genotoxicidad (clastogénica y/o
aneugénica) producida por el carbamato.




. MARCO TEORICO DE LA INVESTIGACION.

PRUEBA DE MICRONUCLEOS

El ensayoc de micronicleos es una prueba citogenética rdpida y
sencilla para evaluar el efecto clastogénico de muchos compuestos. Fue
desarroitada por Schmid y Heddle en la década de los setenta y tiene como
fundamento el hecho de que en la anafase los cromosomas que se han roto
o sufrido rezago, no migran hacia polos opuestos celulares para ser
incluidos en los nacleos principales de las células hijas formadas, sino que
permanecen en el citoplasma con tendencia a formar pequefias masas o
ndcleos (microniicleos) gue pueden ser claramente distinguidos dentro del
citoplasma (Schmid, 1975).

Los micronicleos (MN) son corplusculos intracitoplasmaticos de
cromatina, separados del nicleo principal y que se forman a partir de la
ruptura de fragmentos cromosémicos acéntricos o bien por aquellos
cromosomas que sufren un rezago anafasico, lo cual se traduce en la
aparicidn de un pequeiio nicleo en células anucleadas como los eritrocitos,
o bien en el citoplasma de las nucleadas como linfocitos o

espermatogonias (Salamone y Mavounin 1994).

El descubrimiento de los MN tuvo lugar cuando en 189!, Howell
encontré por primera vez un MN en eritrocitos humanos, posteriormente el
corpisculo fue descrito por Jolly. De aqui surge el nombre de cuerpos de
Howell-Jolly {como se tes conoce en hematologia), que se encuentran con
cierta frecuencia, y se relacionan particularmente con padecimientos
sanguineos como las anemias megaloblastica y hemolitica (Davidsohn y
Henry, 1978).



Sin embargo, fue hasta 1959 cuando Evans y colaboradores
realizaron el primer intento por utilizar a los MN para monitorear el dafno

citogenético inducido por un agente ambiental, que en este caso se tratd
de los rayos gamma y los neutrones, en presencia y ausencia de oxigeno.

Al comienzo de los afios setenta (Schmid y Von 1973), se iniciaron
los estudios para determinar que parametros podian ser utiles como
indicadores del dafio citogenético en la médula 6sea de ratén /n vivo, ko
que llevd a la conclusién de que la incidencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) era un daro indicador del dafio citogenético, con
lo que fue posible desarrollar una prueba simple /7 vivo, donde la
identificacién de EPCMN pemmitié evaluar el grado de genotoxicidad que

caracteriza a diversos xenobidticos.

Durante la eritropoyesis, por efecto de las sustancias clastogénicas y
aneugenicas, se forman micronicleos ya sea por rezago de fragmentos de
cromosomas acéntricos, asi cumo algunos cromosomas completos
(Figural, pag 5). De esta manera el ensayo de micronicleos /7 vivo nos
permite potencialmente detectar agentes que causan rupturas
cromosomicas y aquellos que actian sobre el huso acromdtico. Sin
embargo, este tipo de ensayo no puede diferenciar el mecanismo
(aneugénico o clastogénico) de la formacién de micronicleos.



AGENTE INDUCTOR D&
CLASTOGENICIDAD

AGENTE INDUGTOR DE
EUPLOID

MEDULA GSEA BANGRE PERIFERICA

“lgura 1.~ Representacién asquemética del macanismo de formacién de microndicleos en aritroblastos de rédula 4sea resultando en la
‘armacién de fragrmaentos cromosdmicos acéntricos y/o cromosomas razagados.




En la figura 1 pag. 5 se muestran los 2 diferentes mecanismos de

formacién de microniicleos en eritrocitos de medula 6sea, originados por
fragmentos cromosOmicos acéntricos y cromosomas completos. En la
parte superior se presenta la formacion de un microniicleo debido a la
ruptura de un cromosoma por un agente clastégeno; en la parte inferior se
presenta un micronicleo, resultado de un rezago cromosémicoc. Es
importante citar que la presencia o ausencia del cinetocoro o el centrémero

en si, hace la distincién entre los dos mecanismos de micronucleacion.

Los primeros intentos para diferenciar entre los dos mecanismos de
generacién de micronicleos fueron utilizando el tamafio del corpisculo
(Wakata y Sasaki,1987), el bandeo C que marca los centrémeros, asi como
pof {a cuantificacion de la cantidad de ADN (Heddle y Carrano,1977). Sin
embargo estos métodos no son muy confiables, por lo que actualmente
para su estudio se emplean dos métodos moleculares citogenéticos con los
cuales se puede identificar la presencia de centrémeros en microniicleos,
de tal modo que se pueda diferenciar entre microniicleos de origen
clastogénico y/o aneugénicos (Gudi y col., 1930), estos métodos son:

1) Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos CREST

2) Hibridacién in situ con fluorescencia (técnica de FISH) con sondas de

ADN paracentromérico.

Los anticuerpos contra proteinas centroméricas fueron encontrados y
aislados de pacientes con escleroderma de la variante denominada CREST,
de aqui que se conozcan con tal nombre. Los anticuerpos fueron
caracterizados por Cox y colaboradores (1983). Ellos encontraron tres

proteinas centroméricas diferentes, denominadas CENP-A, B y C



respectivamente. Posteriormente fueron identificadas otras proteinas que
se conocen como CENP-D, E Y F (Mitchell 1996).

Estos anticuerpos son utilizados eficientemente en la deteccion de
cinetocoros en MN, la prueba se basa en la consideracion de que un
cinetocoro positivo contiene un cromosoma completo y que un cinetocoro
negativo es solo un fragmento cromosémico (Terditt y col 1994).

Se han encontrado dos principales ventajas que presentan el método
de deteccién de cinetocoros con anticuerpos CREST sobre el método de
FISH y es que este liltimo 1) no diferencia entre eritrocitos normocrémicos
y policromaticos y 2) el costo de la técnica es mas elevado.

Por otra parte, una gran desventaja de la metodologia CREST es que
las proteinas asociadas al cinetocoro (por las cuales tienen afinidad los
anticuerpos CREST) si son visualizadas, pero no el ADN centromérico
(Vademecum, 2001; Secane y Dulout, 2001); por jo tanto, si un mutiageno
induce rezago cromosémico produciendo microniicleos por inactivacion o
inhibicién de la formacién de tales proteinas del dnetocoro, estos
micronicleos con centrémero (daffo anéugeno), no pueden ser detectados
por este método, pero por el método de FISH si.

ESCLEROSIS TIPO CREST

La Esderosis Sistémica Progresiva variante CREST, conocida
anteriormente como Escleroderma, es una enfermedad predominante en ia
mujer de edad media, sin incidencia familiar ni predileccion racial. £l
nombre de la variante se basa en un acrénimo de las 5 afecciones

principales que presentan los padentes:




« Calcinosis cutis.

+ Raynaud fendmeno de

+ Esofagea hipomotilidad

s Sclerodactyly- escleroderma
+ Telangectasia.

la enfermedad también puede aparecer en [a infancia con
manifestaciones similares al adulto desarrollando al finai la esderosis
sistémica progresiva del tejido conjuntivo. En los casos de escleroderma se
presentan alteraciones cromosdomicas, con ruptura de cromatidas,
translocaciones y deleciones de caracter adquirido mas noc hereditario,
asociados con un factor sérico de fractura (Mole-Bajer, 1 990;Berkow,1986)
La esclerosis sistémica es una enfermedad de causa desconocida. Su
caracteristica esencial es el depésito excesivo de coligena que da fugara la
produccién de distintos factores de aecimiento de los fibroblastos.
Alteraciones Inmunitarias como vasculares desempefian un papel
importante en la fibrogénesis {(Kahaleh,1992; LeRoy,1992). Existen
abundantes datos sugestivos de que la inmunidad humoral también esta
alterada. Practicamente todos los pacientes con escleroderma tienen
anticuerpos antinucleares (ANA) gque reaccionan ante diversas dianas
intracelulares (Sontherimer y Col.,1991) y se han descrito dos dianas mds o
menos especificas de fa esclerosis miltiple. Una de ellas dirigida contra la
ADN topoisomerasa |, la cual es muy especifica. Dependiendo del método
utilizado, se encuentra en el 28 al 70% en pacientes con esclerosis
sistémica difusa. La otra diana son las proteinas del centrémero, de aqui
gue, {os anticuerpos anticentroméricos, aparecen entre et 22 a 36% de los
pacientes. E! hecho de mayor importancia es que el 96% de los que tienen
dichos anticuerpos tienen sindrome de CREST. Por tantc estes anticuerpos,




al contrario del anti ADN topoisomerasa se encuentran casi exclusivamente
en los enfermos que presentan formas de esclerosis sistémica limitada. Es
raro detectar los dos tipos de anticuerpos en el mismo paciente.

Utilizando los anticuerpos CREST se ha podido determinar que existen
xenobidticos que actidan de diferente manera sobre los cromosomas, tal es

el caso de la colchicina y la doxorfrubicina, como se explicard mds adelante.

En las fotografias que aparecen a continuacion fig. 2 (pag. 10} pueden
observavarse las imagenes caracteristicas de las preparaciones utilzadas
para la prueba de MN de sangre perifrica procesada con la técnica de
inmunfluorescenia indirecta con anticuerpos CREST. En el procedimeitno se
utiliza loduro de propidio que permite la diferenciacion de EPC y de ENC;
en el anticuerpo secundario, que pone de manifiestoc que al anticuerpo
primario esta unido a su blanco, con una anti IgG humana conjugada con

fluoresceina.




TECNICA DE INM CIA INDIRECTA CON
ANTICUERPOS CREST

C ‘
=

FIGURA 2. En |a figura B se aprecia a una célula con sus cromosomas intactos dentro del
nidcleo celular, en la cual los centromesos se tifien de color amariflo. En la figura C
eritrocitos policroniiticos con cinetocosos positivos K{(+) y cinetocoros  negativos K(-)
anaranja/amariliofrojo en e centro. D eritrocito policromdtico con centrémero y E

. . P . i
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ESTRUCTURA CROMOSOMICA

REGION CENTROMERICA.

Las entidades fisicas del nicleo celular, donde residen los genes en
sitios especificos, son los comosomas; estructuras compuestas de
cromatina, formadas por ADN unido a proteinas, principalmente histonas,
recibiendo este nombre porque tienen la propiedad de tefiirse con ciertos
colorantes (Figuras 3a y 3b pag. 11 y 12 respectivamente). Cada especie
animal y vegetal tiene un complemento cromosdmico propio Y
caracteristico en cuanto al nimero y forma. Con una ampliacion
microscopica, los cromosomas se observan como estructuras alargadas
simétricas constituidas por dos elementos idénticos que reciben el nombre
‘de cromitidas hermanas las cuales contactan entre si, en una constriccion
que recibe el nombre de centromero (Diaz Barriga y Bonilla, 2001;
Solari,1999).

il




CROMOSOMAS HUMANOS

NET IS

KK KXCBh Wh MK &

Xh K X¥ XA XX AD

XX XA X% xa B2
19 20

2t 22 %23y

FIGURA 3b. LOS CROMOSOMAS Y SUS REGIONES.

En la Figura.3a, pag 11 se presenta un cromosoma con sus diferentes regiones que lo
forman y en la pag. 12 figura 3b se tiene la representacion esquemdtica del cariotipo
humano.

£l centromero se define desde el punto de vista citolégico como una
constriccion primaria, la cual es requerida para la apropiada segregacion
de los cromosomas en los procesos mitoticos y meidticos. Adicionalmente,
éste sirve como punto de andaje para ambas cromatidas hasta su
disociacion en la anafase y como sitio para la interaccion cromosémica con
el huso acromatico (Karp,1996).
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El ADN centromérico se dasifica como alfa satélite (secuencias de alta
repeticién) y consta de unidades repetitivas de aproximadamente 170 pb
que pueden alcanzar en conjunto varias megabases, pero cuya secuencia
es especifica de cada cromosoma. A nivel proteico, los centrémeros son
diferentes de otras regiones cromosomicas, pero muy similares entre si.
Desde la duplicacién de las cromatides en fase S hasta su separacién en

anafase, la unidn entre las cromdtides hermanas se estabiliza por dos
grupos de proteinas. Las proteinas ligantes de cromatina (CliPs por su
nombre en inglés) se mantienen en filamentos proteicos perpendiculares al
eje longitudinal de los cromosomas, en ka zona de unién de las cromatides.

La region centromérica, en general, comprende el centrémero
propiamente dicho, o constriccion primaria que esta constituida por ADN
alfoide (que es la parte asocdiada a las cromitidas hermanas); y los
cinetocoros (uno de cada lado del centrémero en la metafase) que son
elementos cupuliformes que se observan en la mitosis y en los cuales se
insertan los microtibulos (Solari,1999). La estructura fina del cinetocoro es
tipicamente trilaminar, con su placa o lamina interna apoyada sobre la
caomatina central del centromero (Figwra 4 pag 14). El cinetocoro es
esencialmente de estructura proteinica, en la cual se distingue ADN solo en
su placa interna (Mitchell,1996; Sullivan,1996).

En la regién mis periférica de los centromeros se ha identificado una
proteina con actividad ATPasa, la dineina, a la cual se adjudica un papel
funcional en el movimiento. También kinesina, otra proteina relacionada
con los microtibulos, parece asociada a fos centromeros de ciertos

organismos (Solari,1999).
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CROMOSOMA

CENTROMERO
PLACA EXTERNA
DINEINA
-~ |
- ”~
'+ MICROTUBULO
CORONA
FIBROSA
~o .
-
PLACA INTERNA PLACA EXTERNA KINEBINA \

FIBRA DE LA COROLA
PLACA INTERMEDIA

FIGURA 4. EL CINETOCOROQ. Represantacién esquemitica del cinatacoro, el cual contlena una palca interna separada de (a placa extarna por una placa Intermadia, de
color verde. La placa intarna consiste de una capa aspacializada de cromatina gue esta adjunta a la haterocromatina cantromérica del cromosoma y la placa externa

contlene las protelnas a través da las cuales se unen los microtibulos, Asocladas con |a placa esta la corona fibrosa [a qua contlene las proteinas motoras Involucradas

an ol movimiento cramosdmico.
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B} suero de los pacientes con escleroderma variante CREST contienen
anticuerpos los cuales reaccionan con varias proteinas centroméricas
conocidas como “CENPs” localizadas dentro de la zona del complejo
centromero/cinetocoro el cual comprende, al cinetocoro, 1a
heterocromatina y las proteinas asociadas. El estudio de las CENPs a
contribuido significativamente al conocimiento actual de {a bioquimica del
centromero, el cinetocoro y eventos como el movimiento de los
microtiibulos en los procesos de 1a divisién celular (Earnshaw vy col., 1985;
Mole—Bejer,1990; Mitchell,1996).

Las proteinas reconocidas por los anticuerpos CREST, o anticuerpos anti-
centromeros (ACAs), son principalmente proteinas estructurales que han
sido aisladas y purificadas; sus caracteristicas y localizacién son descritas
en la tabla 1 (pag 15) (Mitchell,1996).

Tabla 1.- Principales proteinas centroméricas.

Tipo de | Tamailo

Localizacion Caracteristicas
proteina (kDa)
CENP-A 17 Centrémero general JVariante de la Histona H3
CENP-B 80 Regién central Se asoclal al ADN aflcide
Placa interna del
CENP-C 140 . Presente solo en cinetocoros activos
cinetocoro
CENP-D - 50 Cinetocoro Regulador de condensacion cromosémica
Placa intema del]Proteina asociada al movimiento de los
CENP-E 312
cinetocoro cromosomas y de los microtibulos
Placa externa del]lIniciador del ensamblaje del centrémero y
CENP-F 400

cinetocoro del cinetocoro
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COLCHICINA (ACCION ANEUGENICA)
la colchicina es un alcaloide, cuya estructura quimica se presenta en la
figura 5 pag.16, que se extrae del Colchicum autumnale (azafrin de otoiio
o azafran de los campos). El nombre quimico es {s)-N-(5,6,7,9-Tetrahidro-
1,2,3,10 tetrametoxi-9-oxobenzol [a] Heptalen-7-il) acetamida.

lLa colchicina bloquea la formacion de los microtabulos al unirse a los

mondémeros de la tubulina evitando su polimerizacion, por tanto se emplea
para detener la divisién celular en la mitad de la metafase por interrupcén
de las fibras del huso acromdtico (Bennington,1991). A consecuenda de
esta accion, los cromosomas completos pueden quedar rezagados y formar
un MN en el citoplasma. Debido a estas caracteristicas, la colchicina se
utiliza en el ensayo de MN como un agente aneugénico positivo {(Eastmond
¥ Truker,1989). Las células con mayor actividad de division y metabolismo
son las primeras en afectarse. Las células normales y cancerosas se afectan
de la misma manera. Esta accién no es especifica de la colchicina, pues la
presentan otros alcaloides de la vinca, como lo son los antineoplasicos
vincristina y vinblastina.

o
CH50 )\
NH CHs;
CH;0O
o
CHy”

coiLcHicina  CH30

Figura 5.- Estructura guimica de la Colchicina
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Propiedades farmacoldgicas: la Colchicina es utilizada en el tratamiento
preliminar en la gota como antinflamatorio, no es analgésico ni alivia otros
tipos de dolor y se ha observado que causa neuropatias en los pacientes
tratados. Es utilizada como agente antimitético y se ha empleado
ampliamente para estudiar los aspectos normales y anormales de la
division celular, asi como funciones celulares (Bennington,1991).

Mecanismo de accién: la colchicina tiene la capacidad de conjugarse a la
proteina microtubular (tubulina), por fo gque se trastorna la funcién del
huso mitético y causa la despolimerizacion vy la desaparicién de los
microtubilos fibrilares, o cual trae consigo su actividad antiinflamatoria y
antimitética (Bennington,1991).

DOXORRUBICINA (SUSTANCIA CLASTOGENICA)

Por otro Iadd, la doxorrubicina, cuya estructura se presenta en la
figura 6 pag.18, se intercala entre las bases del ADN y esto causa la
ruptura de las cadenas; ademds genera también radicales libres, éstos |
producen alteracién de la membrana celular per se, por lipoperoxidacidn
que genera mas radicales libres y especies oxidantes que en un ciclo,
seguirdn dafiando al ADN y las membranas de otras células. En
consecuencia, este xenobiético es utilizade como un compuesto de
reconocida accidn clastogénica (Bennington,1991).
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Figura 6.- Estructura quimica de la Doxorrubicina.

Propledades Farmacologfcas.

Es un ghlucdsido tipo antraciclina obtenido de Streptomyces
peucetius, es especifico de la fase S del ciclo de division celular. Su
actividad antineoplisica puede implicar unién al ADN al intercalarse entre
los pares de bases e inhibicién de la sintesis de ADN y ARN por desorden
del molde e interferencia estérica. No atraviesa la barrera
hematoencefilica. Se une a los tejidos en gran proporcion, se metaboliza
en forma rdpida en el higado (1 hora) y produce un metabolito activo, el
adriamicinol. La biotransformacién posterior también es hepdtica. Se
elimina por via biliar 50% inalterado y 23% como adriamicinol, y por via
renal menos de 10%, hasta la mitad como metabolitos (Vademecum, 2001).

Propiedades farmacodindmicas: Aunque se sabe que las antracidinas
pueden interferir con un ndmero de funciones bioguimicas y bioldgicas
dentro de las cdlulas eucaridticas, el mecanismo citotéxico exacto de la
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doxorrubicina y/o sus propiedades antiproliferativas no han sido
completamente elucidadas. Una vez que la droga ha penetrado dentro de la

célula se une en su mayoria a la cromatina. A nivel molecular la
doxorrubicina puede formar un complejo con el ADN por intercalacion de
sus anillos planos entre los pares de bases de nucleétidos, la consecuencia
de esta intercalacién son serios desarreglos en la sintesis del ADN, sintesis
de ARN dependiente de ADN y sintesis de proteinas. Sin embargo, las
concentraciones de doxorrubicina requeridas para ejercer su efecto
antiproliferativo a través de estos mecanismos parece ser algo mayor que
aquél que se logra en el sitio del tumor en la prictica clinica, tal
intercalacion puede desencadenar la fragmentacién del ADN por la
topoisomerasa ||, dando como resultado serios desérdenes en'la estructura
terciaria def ADN. Este efecto es observado con concentraciones de la
droga, las cuales han sido encontradas dentro del intervalo terapéutico
dinico. La doxorrubicina estd involucrada en reacciones de
oxidacién/reduccioén, ciertas reductasas celulares dependientes de NADPH
son capaces de reducir la doxorrubicina a una semiquinona libre de
radicales, que puede reaccionar con el oxigeno molecular para generar
compuestos citotéxicos altamente reactivos, como el superéxido, radicales
hidroxilo y peréxido de hidrégeno. La formacién de radicales libres ha sido
implicada en la cardiotoxicidad de la doxorrubicina (Vademecum, 2001).

Otro sitio de accién para la doxorrubicina puede ser a nivel de
membranas, ya que la droga puede unirse, por ejemplo, a los lipidos de la
membrana celular y afectar varias funciones.

La citotoxicidad y/o la actividad antiproliferativa de {a doxorrubicina
puede resultar como una consecuencia de alguno de los mecanismos

mencionados y puede haber otros.



Los estudios de cinética celular han demostrado que [a doxorrubicina
es activa a través del ciclo celular incluyendo la interfase. Los tejidos
ripidamente proliferativos como los tumores tisulares (pero también la
médula 6sea, el aparato gastrointestinal, la mucosa oral y los foliculos
pilosos) son por lo tanto, los mds sensitivos a los efectos antiproliferativos

de la doxorrubicina.

Biotransformacién: La doxorrubicina es metabolizada principalmente por
el higado. B principal metabolito de la doxorrubicina es el 13-OH-
doxorrubicinol, producido por aldo-ceto-reductasas, las cuales poseen un
cierto grado de actividad antitumoral. La doxorrubicina y el 13-OH-
doxorrubicinol predominan en la orina y en fa bilis. Otros metabolitos
presentes en cantidades detectables en el plasma son las agliconas de
doxorrubicina y el 13-OH-doxormrubicinol (Vademecum, 2001).

Mecanismo:

Esta antraciclina reacciona con los microsomas especificamente con
la citocromo P-450 reductasa en presencia del fosfato de nicotinamin-
adenin-dinudeétido reductasa formando un radical semiquinona
intermediario, el cual puede reaccionar con el oxigeno y producir un radical
anién superéxido. Estos pueden formar puentes de hidrégeno y radicales
perdxido e hidroxilo, .con alta destructividad celular. La transferenda de
electrones intramoleculares de la semiquinona intermediaria da por
resultado la generacién de otros radicales y éstos a potentes agentes
alquilantes (vademecum, 2001).

Las antraciclinas pueden también interactuar con las membranas
celulares y alterar sus funciones, esto es evidencia de que juegan un papel
importante en la accién antitumoral y en la toxicidad cardiaca causada por

antraciclinas (Vademecum, 2001).



CARBAMATOS

Los carbamatos son ésteres o sales del acido carbimico (acido
aminometanoico) que presentan la férmula general H2NCOOR. Llos
pesticidas carbamatos han sido usados comiinmente por que son mas
biodegradables que los insecticidas organociorados y tienen una toxicidad
dérmica mas baja que los pesticidas organofosforados comunes.

Existen tres clases de carbamatos, los plaguicidas derivados de los
ésteres, usados comeo insecticidas y nematocidas que generalmente son
estables y poseen una baja solubilidad en agua. Los carbamatos herbicidas
que contienen radicales aromaticos o alifiticos y los carbamatos
funguicidas que contienen el grupo bencimidazol.

Los carbamatos insecticidas son frecuentemente usados en el control
de insectos, que por alguna razén no responden o se han hecho resistentes
a los compuestos organofosforados; ejemplos de estos insectos son los
moscos, hormigas, cucarachas, tijerillas y avispas (Hassall 1990).

Mann y Storey (1996} encontraron que }os herbicidas carbamicos N-
fenilcarbamato de isopropilo, N—clorofenilcarbamato de isopropilo y el
Barbaran {N-clorofenilcarbamato de clorobutinilo), son udtiles en la
determinacién del nimero y morfologia de los cromosomas en los apices
de las raices, debido a que contraen mejor a los cromosomas logrando una

mejor separacion de éstos.
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MODO DE ACCION

Son efectivos insecticidas en virtud de su habilidad para inhibir la
acetikcolinesterasa en el sistema nervioso, esto mediante la competencia
del sitio activo. La carbamilaciéon de la enzima es inestable y la
regeneracion de ésta es relativamente rapida comparada con el efecto de
fosforilacion producida por los insecticidas orgaofosforados (Maan y Storey
1996).

La acetilcolinesterasa es una estearasa que contiene serina que
determina la accidon del neurotransmisor acetilcolina a colina y addo
acético; por lo tanto ésta es un mediador sinapticc de tos impulsos
nerviosos en mamiferos e insectos, por lo que una sobredosis de
carbamatos producen constricci6n de las pupilas oculares, debido a
espasmos musculares, fallas respiratorias, bajas en la presién sanguinea e
inclusive paro cardiaco. Las convulsiones pueden ser de rigidez de los
miembros o de ripidos movimientos involuntarios (Lu,1992; Terry y
Hutsson,1999).

TOXICIDAD

La toxicidad aguda de los diferentes carbamatos va desde una alta
toxicidad hasta solo ligera toxicidad o practicamente no téxicos. La DLS0
reportada para la rata es de un rango minimo de 1mg/Kg hasta por encima
de 500 mg/Kg. Para ciertos metilcarbamatos la DL50 es de 20 veces a mis
de la correspondiente dosis efectiva cincuenta (DE50). Existe una relacién
dosis efecto, entre la severidad de los sintomas y el grade de inhibicion de
la colinesterasa (Hermandez y col.,1990).



La toxicidad dérmica de los carbamatos es de baja a moderada; una
excepcién es el aldilcarbamato debido a su alta toxicidad. Algunos
carbamatos son muy téxicos, como es el caso del tiocarbamato que causa

neurotoxicidad, la cual incluye ataxia que es asociada con una
desmetilacién del nervio y una paralisis ascendente. Sin embargo, el
carbaryl por ejemplo, requiere dosis orales muy altas para producir una
ataxia. Algunos autores concluyen que se requiere administrar repetidas
dosis altas para inducir neuropatologias tipicas como las que se presentan
con el uso de insecticidas organofosforados (Klassen,1996; Hernandez y
col. 1990).

Los fenilcarbamatos, se clasifican como un pequefic grupo de
funguicidas, herbicidas e insecticidas, siendo el inico miembro comerdial
el dietofencarb. Estos compuestos ejercen su efecto inhibiendo la mitosis
celular, por lo que se consideran potencialmente genotéxicos.

Algunos compuestos de esta familia que recientemente se estin
sintetizando en el laboratorio de quimica medicinal de la FESC, han
mostrado una accidén antimicrobiana de amplio espectro y baja toxicidad
que los convierte en posibles agentes terapéuticos. Surgiendo un proyecto
que se dividié en diversos estudios como lo son el disefio de moléculas, el
cual consistié en un estudio teérico comparativo de ¢é6mo influyen ciertos
~ sustituyentes presentes, en farmacos antihelminticos: albendazol,
mebendazol, fenbendazol, oxfendazol, flubendazol, oxibendazol,
triaclabendazol y pérbendazol, en la contribucién de los orbitales HOMO y
LUMO, en la densidad electronica y en calores de formacién. Se observd
que los sustituyentes sobre el nicleo bencimidazélico son muy similares
entre ellos, provocando variaciones en la poblacidn electrénica presente en
el anillo bencénico y en el imidazol. En base a estos resultados, se

obtuvieron un grupo de derivados carbamicos a los cuales se les realizé



también el estudio tedrico de influencia de los sustituyentes presentes en
la estructura base; encontrando gran similitud con los compuestos
benzimidazélicos (Angeles y col., 1997; Angeles y col., 2000).

Entre bos primeros cabamatos sintetizados y sometidos a diversos estudios
estuvieron el LQM996 y LQMI19 (figura 7  pag.24) que fueron
caracterizados mediante las técnicas comunes de espectroscopia como son
Infrarrojo, Espectrometria de Masas y Resonancia Magnética Nuclear de
C13 e HI.

H CICOOEt NHOEL
Acetona
LQM396 R=Cl
LOMI19 R=Br

Figura 7.- Sintesis quimica de los fenikarbamatos £QM996 y LQM919

De igual modo se realizaron pruebas sobre su actividad biclégica

que se subdividieron en:

Parasitologia: actividad contra Hymenolepis nana, realizado en el
laboratorio de Parasitologia de la FES C, en ratones CD-1. Los resultados
mostraron que los compuestos probados a dosis de 5,10 y 50 mg/Kg,
presentaron una eficacia de entre el 85 al 95% de actividad antiparasitaria,
siendo muy similar esta respuesta con Trespecto al medicamento
prazicuantel (sustancia usada como referencia), ademds a través de
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observaciones, utilizando microscopia electrénica se evidendd Ia

desaparicién de las microvellosidades que recubren los proglétidos de los
parasitos afectando su nutricién (Minero,1997).

Se evaluaron /n vitro algunos derivados carbamicos contra Giardia
Lambdia determinindose concentraciones efectivas entre 3.80 y 18.16
ng/mt (Jiménez et al., 2003)

Actividad antibacteriana: Esta determinacién se reaiizd6 en el
Laboratorio de Microbiologia industrial dentro del area de postgrado en la
FESC-C UNAM, empleando la técnica de difusién en caja, utilizando
sensidiscos impregnados con 200 pg de los derivados carbamicos y 18
cepas provenientes de aislamientos clinicos pertenecientes a colecciones
ATCC, varias de las cuales son agentes infecciosos gastrointestinales. Los
resultados mostraron que los compuestos poseen una actividad
antibacteriana contra trece géneros de bacterias Gram (-), siendo el género
mas sensible el de Vibrio (Bernal 2000).

De igual forma se realizé la determinacion de la actividad
antibacteriana de ios derivados carbamicos contra Helicobacter pylori in
vitro, mediante los métodos de Kirby Bauer y de dilucién en agar, en donde
nueve compuestos mostraron actividad inhibitoria en diferentes grados y
su concentracion media de inhibicion (CMI) fue de 12.33 a 14 mm de
diametro. Et compuesto LQM996 obtuvo una CMI de 32 mg/mL (Patente
pendiente UNAM IMP1 No. RPG/11186, 2000).

Inmunotoxicidad: Se han llevado a cabo estudios para evaluar el
efecto de los derivados carbamicos: en los valores hematolégicos, la
produccion de células productoras de anticuerpos, la cantidad de
subpoblaciones de linfocitos T (CD-4 y CD-8) v en la concentracién de




anticuerpos totales; reportando al momento que no se han encontrado
diferencias significativas en ninguna de las evaluaciones con respecto a los
controles positivos (Ramirez 2005).

Modo de accidn. Se realizé la evaluacion in vitro de diez derivados
carbamicos sobre la inhibicion del crecimiento de £ntamoeba histolytica,
encontrandose al LQM996 como el compuesto mds efectivo. Con él se
estan realizando las investigaciones sobre el modo de accién que tiene
este compuesto sobre las amibas (Ordaz, y col., 2004).

Pruebas toxicoldgicas

Mutagénicas: Estas pruebas se realizaron a través de dos métodos: el
de incubacién y preincubacion recomendadas por Maron y Ames;
encontrindose que los derivados carbamicos no fueron mutagénicos a
concentraciones mayores de 250 pg, lo que muestra una gran ventaja con
respecto al metronidazol que es mutagénico en rango de nanogramos.

Genotoxicidad: Se han realizado diversos ensayos de genotoxicidad
a varios de los derivados carbidmicos, entre éstos se tiene un ensayo de
micronicleos in vivo realizado por Marquez (2003), donde se puso de
manifiesto que estos derivados han perdido la accién sobre la tubulina y
por lo tanto no son aneugénicos y que comparados con la accién
clastogénica que produce la coichicina o la doxorrubicina, no aumentan la
frecuencia de microniicleos.

Siguiendo con los estudios genotéxicos, al compuesto LOM211 se le
realizé un primer ensayo de ICH (intercambios de crométidas hermanas) i

vitro, que consistié en exponer cultivos de linfocitos humanos a diferentes

concentraciones del compuesto y determinar la frecuencia de ICH y la




cinética de proliferacién celular. Los resultados de este estudio pusieron de
manifiesto que el compuesto LOQM211 no es genotéxico y su
comportamiento fue similar al LQM996 (Herndandez, 2003). Por lo cual, en
el presente estudio se ha propuesto evaluar al nuevo compuesto con la
prueba de micronicleos /n vivo y comparar los resultados con los que se

obtuvieron de los compuestos de primera generacion.

Por lltimo, se esta llevando acabo el registro de la patente de los
nueves derivados carbamicos, en especial del compuesto que ha resultado
hasta el momento con mejor resultado en los diferentes ensayos
realizados, siendo este: el LQM-996, patente en tramite UNAM No:
RPG/11186 (Dic. 2000), como antibiético de amplio espectro contra:
Escherichia cofi, Salmonella, Giardia lambdia, Entamoeba, para parasitos
como Hymenolepis nanay hongos (género Tricophitum).

Los resultados de todos estos estudios dirigieron el disefio por
computadora de un nuevo compuesto, el derivado LQM211 (Figura 8 pag
27), el cual de manera teérica posee todas las caracteristicas del derivado
LQMI96 que es el compuesto lider en todas las determinaciones biolégicas
realizadas, pero que se supone, presentara mayor efectividad y menor
toxicidad.

O NHOOOEt
» »
LQM211
Figura 8. Estructura quimica del derivado LQM211




Iil. MATERIAL Y METODOS
mm b‘@’g!m-
Se emplearon ratones machos cepa CD1, con un peso de 25+/-5 a
30 gramos, proporcionados por el bioterio de ENCB del IPN.
Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico, con cama de aserrin y

tuvieron libre acceso al alimento y agua, durante todo el proceso de
Se utilizé también, una muestra de 10 ml de sangre, obtenida de una
paciente donadora con escleroderma variante CREST para la obtencion de

suero rico en anticuerpos anticentromeéricos.

Reactivos biotdgicos.

Anticuerpos ANA-1{Hemagen Laboratories)

Anticuerpos anti-}gG humana - FITC de cabra (Sigma Chemical)
Suero fetal bovino (in Vitro)

Albiimina bovina (Sigma Chemical)

-

Reactivos quimicos.
Colchicina (Sigma Chemical)
Doxorrubicina (Doxorrubicina) Solucién inyectable. El frasco dampula con

licfilizado contiene: Clorhidrato de doxorrubicina 10 mg
Carbamato LQM211 Lab.de Q.Medicinal FESC- UNAM

loduro de propidio (Sigma Chemical)

Giemsa en solucién (Sigma Chemical)

Aceite de maiz (Sigma Chemical)

Metano! absoluto

Silica Gel como desecante

Solucion de antifade (Vectashield, Vector Laborateries H-1000)
Solucidn Buffer de FosfatopH 7.4y 6.8

Tween 20 (Sigma Chemicai)



Nitrogeno {gas)
Ensayo de microniicleos
Se distribuyeron los animales de experimentacién en tres grupos. El

grupo | fue tratado con Colchicina para lo cual, fueron administrados 3
ratones por cada dosis de 0.6 y 1.0 mg/kg de peso por via intraperitoneal
(IP). Se realizé una segunda administracion respectivamente a las 24 horas,

al grupo de ratones de la dosis mas baja (nuevamente 0.6mg/Kg).

Al grupo It conformado por 6 ratones, se le administré Doxorrubicina, tres
de ellos con la dosis de 5 mg/kg, y otros tres con 10 mg/kg de peso por
via intraperitoneal (IP). Se realizé una segunda administracion a las 24
horas, al grupo de los ratones de la dosis mas baja (nuevamente 5 mg/Ka).

Al grupo lli se le administré el compuesto LQM211, para lo cual se
emplearon 12 ratones que se distribuyeron en 4 grupos de 3 ratones cada
uno y se administraron de la siguiente manera: con dosis en mg/kg de
peso: 0 (testigo), 30, 100 y 300 por via oral (VO).

Todos los animales fueron muestreados en los siguientes tiempos: O,
24, 30, 48 y 72h, realizando frotis de sangre periférica obtenida de la cola
de raton y teitidos con colorante de Giemsa en buffer de fosfatos pH=6.8.
Para la evaluacién de la frecuencia de MN en sangre periférica de los
ratones tratados, las faminillas fueron fijadas durante 5 minutos en
metanol absoluto y se tifieron durante 15 minutos con el colorante de
Giemsa 1:10 diiuido en buffer de fosfatos con un pH de 6.8, por dltimo las
laminillas se lavaron con agua corriente y se secaron al aire para su lectura

en microscopio éptico.

 Por cada raton, cada dosis y en todos los horarios se determiné la
frecuencia de EPCMN por cada 1000 EPC y la relacién entre eritrocitos




policromdticos (EPC) y eritrocitos normocromicos (ENC) por cada 1000
eritrocitos. El andlisis estadistico se realizé con el programa INSTAT 2.

La siguiente parte de nuestra investigacién, que a continuacion se
describe, se realizé con la dosis y el tiempo en el cual se observé la mayor
cantidad de MN y la menor citotoxicidad por parte de todos los
compuestos administrados.

Se utilizaron 3 lotes de 3 animales cada uno, los cuales se
administraron de la siguiente manera:

Lote A: Colchicina Dosis dnica de 1 mg/Kg
Lote B: Doxorrubicina Dosis dnica de 10 mg/Kg
Lote C: LQM211 Dosis linica de 300 mg/Kg

La muestra de sangre de {a ccla de los animales se tomé a las 48
horas en todos los casos y los frotis sanguineos de los ratones se
prepararon con una gota de suerc fetal bovino (SFB) y se guardaron en
atmésfera de nitrégeno en refrigeracién hasta su tratamiento y anilisis.

Técnica de Inmunoflucrescencia para MN utilizando los anticuerpos
CREST. (Collins y col; 1992)

Se ensayaron tanto anticuerpos provenientes del suero de una
paciente femenina de 45 afos con escleroderma variante CREST, como
anticuerpos comerciales de Hemagen Laboratories. En el primero de los
casos, se tomaron 10 mi de sangre que se mantuvieron en tubo a
temperatura ambiente hasta que se formd el coagulo y entonces se
procedio a separar ef suero. A éste se le adiciond azida de sodio en una

proporcén de 1:10 y se guardé a -70°C en criotubos de 1 ml.



Independientemente del origen de los anticuerpos, se determind la
frecuencia de EPCMN con cinetocoro (K+) y los EPCMN cinetocoro (K-} de la
siguiente manera, segin la metodologia de Collins y col., 1992:

tas laminillas a analizar se dejan previamente a temperatura
ambiente, posteriormente se les da un tratamiento inicial a 37°C con
solucién PBST/ 2% BSA (solucion buffer de fosfatos-Tween conteniendo 2%
de albimina bovina) durante 15 minutos, se les adiciond el anticuerpo
primario (suero de la paciente o comerdial) dejandolas por 45minutos a
37°C. Se escurrieron y enjuagaron con solucion PBST {solucién buffer de
fosfatos-Tween) para después adicionarles anticuerpo secundario
conjugado con fluoresceina (anti IgG humana-FITC de cabra) y se dejaron
nuevamente por 45 minutos a 37°C, después se enjuagaron con solucion
PBST, se protegieron siempre de la luz y posteriormente se tifieron con
yoduro de propidio en solucion de antifade para su fectura en microscopia

de epifluorescencia.

Los eritrocitos normocrémicos y policromaticos se observaron de la
siguiente manera: los ENC de color verde, los EPC de color anaranjado y los
nuclecs de los Jeucocitos color rojo; los MN de colofr rojo intenso, y los
cinetocoros (K+) por la fluoresceina color verde, por tal motivo los EPCMN
K+ se observaron de color verde-amarillo, resultado de la combinacién de
los colores anteriormente descritos. Se registraron 100 EPCMN y se
clasificaron en K+ 6 K- y se estimd {a accon del compuesto. Si este es
aneugénico existira mayor cantidad de K+ y de ser clastegénico habra
mayor cantidad de K- (Salamanca,1993; £astmond y Tucker, 1989; Seoane
y Dulout, 2001).
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RESULTADOS

En los resuitados de los EPC/1000 eritrocitos obtenidos para cada uno de
los ratones sometidos a los tratamientos de Colchicina y Doxorrubicina
respectivamente; se observé que la Colchicina en la dosis de 0.6 mg/kg
presenté una citotoxicidad bastante notoria por que hubo una
disminucién en la frecuencia de EPC  desde las 24 horas teniendo su
maxima disminucion a las 48 horas. Se presento6 el mismo comportamiento
con la Colchicina a dosis de 1.0 mg/Kg, teniendo diferencias en la
respuesta, la cual es mds marcada en la dosis de 0.6 mg/kg debido a la
doble administracién a las 24 horas de tratamiento. En ambos casos se
tiene la maxima induccidon a la 48 horas; y a las 72 horas se presentd
recuperacién mas acentuada en la dosis de 0.6 mg/kg. La recuperacién sin
embargo, se presenta de forma mis lenta en la dosis de 1.0 mg/kg. (fig. 9
pag.32)
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Figura 9. % de EPC/1000 eritrocitos producidos por colchicina
*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al tlempo cero.




Por otra parte, cuando se administré6 Doxorrubicina a dosis de 5 mg/kg se
observé un incremento en la frecuencia de EPC/1000 eritrocitos a las 30
horas y disminuyd a las 48 horas y continud hasta las 72 horas. A la dosis
de 10 mg/kg de peso, se presentd & mismo comportamiento en los
diferentes tiempos. Cabe mencionar que algunos animales de
experimentacion a las 72 horas murieron, por lo gue los datos fueron
tomados de fos que quedaron vivos. (fig. 10 pag 33)
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Figura 10. X de EPC/1000 eritrocitos producidos por Doxorrubicina. *Diferencias
estadisticamente significativas con respecto a tiempo cero.

{a relacion de EPC/1000 eitrocitos para of compuesto LOM211 a la dosis
de 30 mg/kg no presentd disminucién significativa en ninguno de fos
tiempos, solo una muy discreta a las 48 horas. En las dosis de 100 y 300
mg/kg se presentd el mismo comportamiento, siendo mas marcado, en fa
dosis de 300 ma/kg; las tres dosis presentaron un incremento hadia ia
recuperacion después de 72 horas (fig. 11 pag 34).
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Figura 11. %de EPC/1000 eritrocitos producidos por LQM 211.
No hubiercn diferencias estadisticamente significativas con respectc al tiempo cerc.
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Figura 12. Frecuencia de EPCMN en todos Jos grupos y alanberdtos.
*Diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles.

La figura 12 muestra los resultados de EPCMN/1000 EPC para Colchicina a
dosis de 0.6 mg/kg presentando un aumento desde las 24 horas de
administracion la cual tuvo su maxima a las 48 horas. Esta dosis tuvo una
segunda administracion a las 30 horas del ensayo. £n la dosis de 1.0
mg/kg se observd el mismo comportamiento que la anterior, aumentando
desde las 24 horas post administracién y teniendo su maxima a las 48
horas, siendo estadisticamente significativo en este tiempo. Ademas
present6 disminucion a las 72 horas a valores casi basales.

Con lo que respecta a la Doxorrubicina en dosis de 5 mg/kg (figura 12), se
observé un aumento estadisticamente significativo en la relacién de
EPCMN/1000 EPC desde las 24 horas de administracion y tuvo un maximo
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a las 30 horas en donde se realizd una segunda administracion de esta
dosis, ¥ a las 48 horas inidé la disminucion de EPCMN. En la dosis de 10
mg/kg presentd un ligero aumento de MN comparado con la dosis anterior
(5 mg/kg), a las 30 horas llegé a ser de igual nimero y disminuyd de
manera mds pronunciada desde las 48 horas. En ambas dosis de
Doxorrubicina se presentd fa ausencia de células y MN a las 72 horas del

ensayo, debido a la mwerte de los animales de experimentacion que

presentaron una ligera coloracion azul caracteristica de anoxia.

El ensayo realizado, utilizando el suero de la paciente con sindrome CREST,
di6 resultados falsos negativos; debido a la inespecificidad de la sefial
emitida dada la gran cantidad de anticuerpos encontrados en drculaciéon y
por ende en la muestra de suero de la paciente. Se prepararon dos
dilucones del suero de {a paciente las cuales fueron 1:100 y 1:1000
siguiendo la metodologia para tefiir cinetocoros. Estas diluciones sin
embargo no permitieron identificar lo que se puscaba durante e| desarrolio
del presente trabajo, ya que al observar a las células tefiidas para
identificar los cinetocoros, se observd una coloracién fluorescente
inespecifica en todas las células por lo que se decidid el emplear solo el
anticuerpo comercial. Con lo cual se presentan los siguientes resultados

En las dosis del compuesto de ensayo el LOM211 (ver fig 12, pag 35) no se
presentd aumento significativo en el niimero de micronicleos en ninguna
de las dosis experimentales, slo se aprecid un discreto aumento dentro de
niveles normales en las dosis de 100 y 300 mg/kg.



CINETOCOROS

En los resultados del ensayo para diferenciar el tipo de micronticleos que
se producen a través de los cinetocoros positivos y negativos se encontrd
que en la Colchicina et 20% de todos sus microndicleos fueron cinetocoros

positivos K(+) siendo el 70 % restante cinetocoros negativos K (-) (fig. 13
pag 38).

Doxorrubicina no presentd cinetocoros positivos K(+) de tal manera que el
100% de sus micronucleos fueron negativos K(-).

Con respecto a £QM211 en el cual solo a las dosis de 300 mg/kg se
produjeron escasos micronlcleos siendo solo el 1 % cinetocoro positive
K(+) siendo el resto cinetocoros negativos (K-). (fig. 13 pag 38).

En la figura 14 (pag 38), puede observarse que otros compuestos de la
familia de estos carbamatos LQM 996 Y LQM 919 producen el mismo tipo
de miagontcleos, ¢ sea por clastogenicidad.




Figmra 13. Presencia de cinetocoros K+ vy K- producidos por jos compuesto
experiunemnales. De acuerdo 2 esto ef mecanismo de formacion de MN del compuesto
LOM211 es de tipo clastogénico.
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Figura 14. Frecuencia de los cnetocoros K+ y K- producikdos por diferentes destvados
carbamicos en jos cuales se hace evidente e efecto dastogénico para todos los
compuestos LOM




DISCUSION.

La evaluacion de los diferentes compuestos sobre la actividad mitética
medular, se realizé mediante la cuantificacién de la relacidn EPC/1000
eritrocitos, es decir, la proporcion de células jovenes, producidas y
liberadas durante el tiempo de exposicion de los xenobidticos, por lo que
un incremento en su nimero sugiere un dafio a la médula 6sea lo que se
traduce en una aceleracién del producto eritropoyético, o bien, en caso
contrario, una disminucién de !a relacién de EPC/1000 eritrocitos indica
una supresion de la actividad eritropoyética (Marquez,2003).

En diversos estudios se ha usado la cinética de EPCMN con el fin de
establecer algunos pardmetros farmacéuticos o aln inferencias acerca de fa
farmacodinamia de algunos mutigenos acorde a los analisis de induccion
de EPCMN, determinados en sangre periférica dependiente de los efectos
que puede causar el xenobidtico sobre la division celular, Ia
farmacocinética del agente, requiriendo la activacion metabdlica y el
mecanismo para la inducdén de MN.

La relacién entre genotoxicidad y citotoxicidad de los xenobidticos es
dificil de discemir, porque varios de estos agentes que dafian el DNA
tienen ambos efectos. Una posible explicacion, es que, estos agentes son
considerados alquilantes, reaccionan con distintas moléculas esenciales
para la funcion y la vida de la célula, lo cual tiene gran importancia con los
farmacos alquilantes antineoplasicos porque éstos son usados para la
muerte celular y ain en cierto modo danan ambos tipos de células sanas y
neoplisicas. En cierto modo, los aneuploidégenos no dafan directamente
el ADN, lo hacen afectando e! equilibrio, por pérdida o gananda de

aomosomas y esto los hace genotédxicos por disfuncién microtubular

imvolucrada en diversas funciones celutares, siendo ésta la principal razén




por lo que se usan diversos aneuploidégenos en los tratamientos contra el

-

cancer.

Altas dosis de Colchicina son la causa de un decaimiento en la division
celular, lo que indica que llega a ser citotdxica, dado que afecta procesos
celulares dependientes de microtabulos, particularmente requeridos en el

metabolismo como transporte intracelular de vesiculas y proteinas.

La Colchicina redujo el indice de EPC/1000 eritrocitos a las 48 horas de
tratamiento, efecto citotdxico esperado de acuerdo a las actividades ya
probadas de este antimitético, ampliamente utilizado para realizar
preparaciones cromosémicas (Hayashi y col, 1994) por su capacidad de
inhibir la polimerizacién de los microtibulos de tubulina (Russell y
col,1992).

Lo anterior se observa en ambas dosis administradas en el ensayo.
Empleando dosis de Colchicina hubo una disminucién de células que se ve
reflejada con el paso del tiempo, en dosis de 1.0 mg/kg presenté una
disminucién en la relacién EPC/1000 eritrocitos lenta al ser comparada con
la dosis de 0.6 mg/kg, dado que, ésta fue una doble administracién de
Cochicina a las 24 horas postadministracién. La caida en el indice celular
se presenté a las 30 horas con respecto a la dosis de 1.0 mg/kg, sin
embargo la recuperacion es mas rapida en la dosis de 0.6 mg/kg como se
aprecia a las 72 horas que ha recuperado casi el basal, mientras que en
dosis de 1.0 mg/kg la recuperacién es mas lenta lo que nos indica un
efecto dependiente de la dosis administrada.

En cuestién a la Doxorrubicina se tiene un aumento en la relacién
EPC/1000 eritrocitos en ambas dosis, que se hace evidente desde las 30
horas de administracién, siendo mas evidente en la dosis de 5.0 mg/kg




que tuvo al igual que la cokchicina de menor dosis una doble
administradén a las 24 horas, y por tanto aumentd significativamente el
niewero de MN a las 30 horas. Lo anterior hace suponer que este aumento
se presenté debido a una respuesta del organismo por compensar el efecto
que la Doxorrubicina produjo sobre la médula dsea al deprimirla de

manera violenta. Como se sabe, este compuesto es usado durante las

terapias para combatir el cincer, lo cual evidenca un decaimiento en la
relacién EPC/1000 eritrocitos a las 48 horas en ambas dosis, por lo que
resulté dificil encontrar EPC en circulacién. Ademas se vié acompafiado
este decaimiento con la muerte de algunos ratones después de 48 horas
(como se comentd en las seccion de resultados fig 9 -pag. 32 para
colchicina y fig 10 pag. 33 para doxofrubicina). Los animales presentaron
un color ligeramente azul en orejas y lengua amoratada al igual que en
otras mucosas, es por esta razén que no se obtuvieron datos suficientes
para continuar con el comportamiento a las 72 horas y solo se presentaron
los resultados de los animales sobrevivientes.

En ambos compuestos colchicina y doxorrubicina utilizados como testigos
positivos se observd un comportamiento que va en linea con los efectos
sobre las células, el aumento en los MN y la disminucién de EPC (fig12 pag
35). Solo que en doxorrubicina el efecto fue mds critico y condujo a la
muerte de los animales en experimentacién; mientras que en Colchicina se
sobreviene la recuperacion después de las 48 horas.

El compuesto LQM-211 no presentd efecto citotéxico con la primera dosis
de 30 mg/kg, mientras que en las dosis de 100 y 300 mg/kg se presenté
disminucién en la retacién EPC/1000 eritrocitos a las 48 horas del ensayo;
ésto se debe probablemente a que los carbamatos se utilizan
principalmente como insecticidas por su habilidad para inhibir la acetil
colinesterasa en el sistema nervioso, produciendo entre otros sintomas,
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fallas respiratorias que disminuyen el aporte de oxigeno en el organismo,

es decir, producen un estado de hipoxia e incluso de anoxia. En la
literatura se menciona el desarrolio de reticulocitosis en enfermedades
hemoliticas cronicas, después de estados hipoxicos o de hemdlisis intra
vascular, debido a un reemplazo de las células eritrocitarias en la medula
osea (Terry y Hutson, 1999). Cabe mencionar que el carbamato tiene un
comportamiento simifar a la Colchicina al disminuir el indice celular, y el
mismo mecanismo de recuperacion que en Cochicina, dependiente de la

dosis {comparar la tendencia que se presentan en las figuras 9 y 11 pag 32
¥y 34 respectivamente).

En la frecuencia de EPCMN el LQM211 (fig 12, pag 35) no presenté un
aumento significativo con respecto a la Colchicina o Doxorrubicina. En la
dosis de 30mg/kg no presentd ningtn aumento en el nimero de MN con
respecto al aceite de maiz, mientras que en las dosis de 100 y 300mg/kg
se presenté un aumento que no es considerado como significativo, pues ya
que fue de S MN a las 48h; ademds, ésto condujo a pensar que el
compuesto LQM211 es dependiente de la dosis como lo es 1a Colchicina.

Con lo que respecta a cinetocoros, el compuesto LQM211 solo presentd el
1% de cinetocoros K(+), lo que conllevo a pensar dado este pequefo
porcentaje que tiene un mecanismo de formaciéon de cinetocoros muy
parecido al de Doxorrubicina (cinetocoros K(-)) y no actiia sobre el
centromero; a diferencia de los resultados de la Colchicina que presenta un
mayor porcentaje K{+) {(fig 13 pag 38).

En comparacion con otros nuevos derivados carbamicos como o es el
LOM9I96 considerado como el lider del proyecto, la frecuencia de EPCMN
presentd la maxima induccién de MN a las 48h (Marquez,2003), que fue fa

misma encontrada en el compuesto LQM211 (fig 12 pag 35).




B compuesto LQM996 no presenta efecto citotéxico en las dos primeras
dosis 10 y 30 mg/kg empleadas y solo presenté un incremento de la
relacion EPC/1000 eritrocitos en la tercera dosis evaluada de 300mg/kg a
las 48 horas de la administracion (Marguez, 2003). .

De esta manera el compuesto LQM211 en ninguna de las dosis empleadas
presentd un incremento de la relacién EPC/1000 eritrocitos y por el
contrario se obtuvo una disminucién en la relacion EPC/1000 eritrocitos en
las res dosis empleadas siendo solo apenas estadisticamente significativa
en las dosis de 100 y 300mg/kg a las 48 horas de la administracién
evidendiando asi que el compuesto no es citotdxico (figura 11 pag 34).

Con respecto al tipo de cinetocoros que genera et compuesto LQM211, se
observé que de los pocos microniicleos que se inducen, la mayor parte son
cinetocoros negativo K(-) y que comparado con los compuestos ya
anteriormente evaluados (LQM919 Y LQM996) no mostré diferendias
estadisticamente significativas siendo asi un compuesto no genotéxico (fig
14 pag 38).

Por otra parte es importante mencionar que de acuerdo con otros
resultados de evaluaciéon gentéxica experimentales como lo fue la
determiacién de la frecuencia de ICH s (Hernandez 2003) y e! presente
trabajo, los carbamatos que muestran mayor beneficio y menor dano han
sido LQM996 y LQM211, esto permite deducir, que puede ser efectivo su
empleo en el tratamiento contra los padecimientos para los cuales fueron
sintetizados, lo que representa una ventaja respecto a los efectos
secundarios que acompanan a los diversos farmacos que en la actualidad

se emplean.
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La modificacion quimica del compuesto LGM99%6 no cambié el
comportamiento genétoxico de dicho compuesto, por lo que se llegé a la

conclusién de que el compuesto LQM211 es una molécula adecuada para
continuar los estudios farmacolbgicos y farmacecinéticos que permitiran
introducirto al mercado como un antibiético.




CONCLUSIONES.

El compuesto LOM211 no resulté ser genétxico ya que no incremento de
manera significativa la frecuencia de EPCMN en ninguna de las dosis
probadas.

Los escasos micronicleos producidos por el derivado LQM211 no fueron
originados por rezago anafisico (aneuploidia), sino por ruptura
cromosémica (dastogenicidad) ya que la mayoria de MN producidos fueron
cinetocoros negativos K(-).

El compuesto LQM211 no resulté ser citotdxico, ya que su administracion
no alterd la relacién de EPC/1000 eritrocitos.
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