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RESUMEN

La familia de las CASIOPEINAS® comprende una serie de quelatos ternarios
de Cobre (Il) con férmula general [Cu(N-N)(X-X)]NO3; donde N-N es un donador
de electrones de tipo diimina y X-X de tipo O-O (acetilacetonato o
salicilaldehidato) o N-O (L-aminoacidatos). Dichos compuestos han
demostrado actividad anticancerosa en estudios de fase preclinica.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las actividades citostatica, citotoxica y
genotoxica de las Casiopeinas Igli, ligli y lll-ia, tanto in vitro como in vivo
empleando linfocitos humanos en cultivo y médula d&sea de ratdn,
determinando los siguientes parametros: indice Mitético (IM), Cinética de
Proliferacion Celular (CPC), Tiempo de Proliferacion Linfocitaria (TPL) e
Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH). Los linfocitos humanos en cultivo,
la médula 6sea y los linfocitos de sangre periférica de ratén son indicadores
muy sensibles para la evaluacién de la actividad citotdxica, citostatica y
genotéxica de algunos compuestos, ademas de dar informacion sobre el
comportamiento que puedan tener in vivo e in vitro respectivamente.

En el presente estudio se utilizaron linfocitos humanos en cultivo y la médula
O0sea de ratones ICR:Hsd machos de 8 semanas de edad, los cuales fueron
tratados con diferentes concentraciones y dosis, utilizando la técnica para la
tincion diferencial de cromatidas hermanas para su posterior analisis al
microscopio.

Los resultados obtenidos fueron: /n vitro ninguna de las Casiopeinas fue
citotdxica, no obstante fueron citostaticas a una concentracion equivalente a su
respectiva concentracion inhibitoria 50 (CI50) en la linea celular HelLa. In vitro,
la unica Casiopeina con actividad genotéxica fue la Casiopeina Igli, no
obstante no se descarta la posibilidad de que las otras dos Casiopeinas
probadas lo sean a menores concentraciones de las que se utilizaron ya que,
la capacidad citostatica es dependiente de la concentracién utilizada, por lo
que a menor concentracion se puede observar un efecto genotéxico y no
citostatico. En orden decreciente de citotoxicidad in vivo se tiene a la
Casiopeina Igli (0.05 mg/kg) seguida de la Casiopeina ligli (4.42 mg/kg) y por
ultimo la Casiopeina lll-ia (12.34 mg/kg). Solo la Casiopeina llgli a la dosis de
2.21 y 1.05 mg/kg resultd ser citostatica in vivo. Sélo la Casiopeina lll-ia a las
dosis de 6.17 y 3.085 mg/kg resulté ser genotdxica in vivo.

Al analizar las laminillas tanto in vitro como in vivo se observaron células
muertas con morfologia apoptotica, confirmandose en todos lo casos este
mecanismo de muerte celular al utilizar la técnica de TUNEL.

Se puede concluir que las Casiopeinas son citotoxicas, citostaticas y
genotodxicas, dependiendo de la dosis 0 concentracidn que se use, aunque en
menor grado que el cisplatino, siendo diferente su perfil de actividad en un
sistema in vitro que en un sistema in vivo. Esta diferencia sélo se puede deber
a la modificacion que pueda tener la molécula dentro del sistema ADME en el
animal completo, por lo que se recomienda que los estudios de la fase
preclinica se hagan en animales completos, ya que dichos modelos nos
pueden dar mayor informacién de como podrian comportarse las Casiopeinas
dentro del cuerpo humano.



RESUMEN

La familia de las CASIOPEINAS® comprende una serie de quelatos temarios
de Cobre (Il) con formula general [Cu(N-N)(X-X)]NO3 donde N-N es un donador
de electrones de tipo dimina y X-X de tipo O-O (acetilacetonato o
salicilaldehidato) o N-O (L-aminoacidatos). Dichos compuestos han
demostrado actividad anticancerosa en estudios de fase preclinica.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las actividades citostatica, citotdxica y
genotéxica de las Casiopeinas Igli, ligli y ll-ia, tanto in vifro como in vivo
empleando linfocitos humanos en cultivo y meédula 6sea de ratén,
determinando los siguientes parametros: Indice Mitético (IM), Cinética de
Proliferacidon Celular (CPC), Tiempo de Proliferacion Linfocitaria (TPL) e
Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH). Los linfocitos humanos en cultivo,
la médula ésea y los linfocitos de sangre periférica de raton son indicadores
muy sensibles para la evaluacion de la actividad citotoxica, citostatica y
genotdxica de algunos compuestos, ademas de dar informacion sobre el
comportamiento que puedan tener in vivo e in vitro respectivamente.

En el presente estudio se utilizaron linfocitos humanos en cultivo y la médula
6sea de ratones ICR:Hsd machos de 8 semanas de edad, los cuales fueron
tratados con diferentes concentraciones y dosis, utilizando la tecnica para la
tincion diferencial de cromatidas hermanas para su posterior analisis al
microscopio.

Los resultados obtenidos fueron: In vitro ninguna de las Casiopeinas fue
citotéxica, no obstante fueron citostaticas a una concentracion equivalente a su
respectiva concentracion inhibitoria 50 (}C150) en la linea celular Hel a. In vitro,
la Unica Casiopeina con actividad genotOxica fue la Casiopeina Igli, no
obstante no se descarta la posibilidad de que las otras dos Casiopeinas
probadas lo sean a menores concentraciones de las que se utilizaron ya que,
la capacidad citostatica es dependiente de la concentracion utilizada, por lo
que a menor concentracion se puede observar un efecto genotdxico y no
citostatico. En orden decreciente de citotoxicidad in vivo se tiene a la
Casiopeina Igli (0.05 mg/kg) seguida de la Casiopeina ligli (4.42 mg/kg) y por
ultimo la Casiopelna lli-ia (12.34 mg/kg). Sélo la Casiopelna ligli a la dosis de
2.21 y 1.05 mg/kg resultd ser citostatica in vivo. Sélo la Casiopeina Ill-ia a las
dosis de 6.17 y 3.085 mg/kg resultoé ser genotdxica in vivo.

Al analizar las laminillas tanto in vitro como in vivo se observaron células
muertas con morfologia apoptética, confirmandose en todos 1o casos este
mecanismo de muerte celular al utilizar la técnica de TUNEL.

Se puede concluir que las Casiopeinas son citotdxicas, citostaticas y
genotoxicas, dependiendo de la dosis o concentracion que se use, aungue en
menor grado que el cisplatino, siendo diferente su perfil de actividad en un
sistema in vitro que en un sistema in vivo. Esta diferencia s6lo se puede deber
a la modificacion que pueda tener la molécula dentro del sistema ADME en el
animal completo, por lo que se recomienda que los estudios de la fase
preclinica se hagan en animales completos, ya que dichos modelos nos
pueden dar mayor informacion de como podrian comportarse las Casiopeinas
dentro del cuerpo humano.



ABSTRACT

The family of CASIOPEINAS® includes a serles of Copper(ll) ternary
chelates with general formula [Cu(N-N)(X-X)]NO3; where N-N is a donor of
electrons (phenanthroline or bypiridine) and X-X a O-O donor electron
(acetylacetonate or salicylaldehidate) or N-O (L-aminoacidates). These
compounds have demonstrated anticancer activity in studies of Non-clinical
phase.

The objective of this work was the evaluation of Casiopeinas Igly, ligly and
INi-ia, determining the following parameters: Mitotic index (Ml), Cellular
Proliferation Kinetic (CPK), Lymphocyte Proliferation Time (LPT) and Sister
Chromatid Exchange (SCE) in human lymphocytes in culture, bone marrow
and lymphocytes of peripheral blood of mice being these very sensible
indicators for the evaluation of the cytotoxic, cytostatic and genotoxic
activities, In order to clarify the behavior that a new drug can have in vivo
and in vitro.

In the present study human lymphocytes in culture and the bone marrow of
ICR:Hsd male mice of 8 weeks old were treated with different concentrations
and doses, and stained for differential Sisters Chromatid Exchanges for its
analysis to the microscope.

The obtained results showed: In vitro none of the Casiopeinas studied seem
to be cytotoxic, but were cytostatics to an equivalent concentration of its
respective IC50 in the cellular line HelLa. /n vitro only Casiopeina Igly
showed genotoxic activity, we can not discard this effect with the other two
Casiopeinas, testing these to a smaller doses of those used, so minor doses
can have a genotoxic effect and non cytostatic.

In decreasing order of cytotoxicity in vivo, Casiopeina Igly (0.05 mg/kg) is
followed for Casiopeina ligly (4.42 mg/kg) and finally Casiopeina Ill-ia (12.34
mg/kg). Only Casiopeina ligli to the dose of 2.21 and 1.05 mg/kg turned out
to be cytostatic in vivo. Only Casiopeina lil-ia to the doses of 6.17 and 3.085
mg/kg turned out to be genotoxic in vivo.

When analyzing the samples as much in vitro like in vivo, cells died with
apoptotic morphology, confirning this mechanism of cellular death using the
TUNEL technique.

It is possible to conclude that the Casiopelnas show cytotoxic, cytostatic and
genotoxic activities, depending on the dose or concentration used, being an
important founding that the activity of the Casiopeinas are different in the in
vitro and in vivo systems using the same variables, such difference it's only
possible if the ADME system modify the activities of the Casiopeinas,
reason why it recommends that the studies of the non-clinical phase become
in animals, since these models can give better information of how
Casiopeinas could behave in the human body.



Abreviaturas

ABREVIATURAS

IS-BrdU - 5-Bromodesoxiuridina
acac = Acetilacetonato

ADN = Acido Desoxirribonuciéico

ADME - Sistema de Absorcién, Distribucién, Metabolismo y Excrecién de un

Féarmaco

CPC -» Cinética de Proliferacién Celular

CI50 - Concentracién Inhibitoria 50

DSBs > Double-Strand Breaks (Rompimientos doble de cadena)
DS - Desviacién Estandar

DLS50 - Dosis Letal 50

EPA - Environmental Protection Agency

ERO ->Especies Reactivas de Oxigeno

Fase S -> Fase de Sintesis del ADN durante el ciclo celular
Hrs. > Horas

ICH > Intercambio de Crométidas Hermanas

IM - Indice Mitético

M.O. & Médula Osea

n > Niumero de Muestras Analizadas

NCI = Nacional Cancer Institute

n.d. 2 No Determinado

S - Sangre

SSBs > Single-Strand Breaks (Rompimientos sencillos de cadena)
salal -> salicilaldehidato

SPH -> Sangre Penférica Humana

TGP = Tiempo Generacional Promedio

TUNEL - Tranferase-mediaded dUTP Nik End Labeling
QSAR = Quantitative Structure-Activity Relationship
pm —> revoluciones por minuto

U.V. = Ultravioleta
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Antecedentes

2. Antecedentes

2.1 Cancer

Las mas de 30 000 millones de células que constituyen nuestro organismo nacen,

crecen, se dividen y mueren bajo la estricta vigilancia del material hereditario (ADN);

por tanto unas cé¢lulas regulan la proliferacion de otras, para asegurarse de este modo

que los d6rganos y tejidos crezcan en equilibrio y mantengan la arquitectura corpora

1.16

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

de alteraciones en un conjunto de genes, especificamente los oncogenes y los genes

supresores de tumores, cuyos productos ejercen funciones basicas para el buen

funcionamiento, diferenciacion, crecimiento y muerte de todas nuestras células. Las

células transformadas presentan una serie de caracteristicas que las diferencia de células

normales, tales como: 17

1.

Las células transformadas no dependen de factores de crecimiento como lo
hacen las células normales. Esto puede deberse a dos posibilidades: a) Las
células cancerosas son capaces de secretar sus propios factores de crecimiento,
con la finalidad de estimular su propia proliferacion (estimulacion autdcrina) y/o
b) Los receptores para los factores de crecimiento situados en la superficie de la
célula estan alterados de tal manera que ya no es necesaria la unién con el factor
de crecimiento para la estimulacion de la proliferacion.

Las células normales requieren de contacto con una superficie en la matriz
extracelular mientras que las células cancerosas crecen sin un anclaje especifico.
Las células normales responden a la presencia de otras células, es decir tienen
una inhibicidn del crecimiento por contacto, mientras que las células cancerosas
carecen de esta caracteristica. Es por esto que las células normales paran su
proliferacion al llegar a cierta densidad de poblacion, en cambio las células
cancerosas continuan su proliferacion.

Las células transformadas tienen menos adherencia por la matriz extracelular

que las células normales.



Antecedentes

2.1.1 Carcinogénesis

Al proceso del paso de una célula normal a una célula cancerosa se le conoce como

carcinogénesis, el cual consta de varias etapas, las que en términos generales son:

e Iniciacion.- el dafo ocurre al cambiar una proteina, rutas de sefializacion o
cambio directo al ADN (mutacién), pero no implica la transformacion a una célula
maligna, es decir, la célula sigue siendo fenotipicamente normal.

e Promocion.- el dafio que normalmente debid ser reparado, persiste y propicia
una mayor tasa de mutaciones y cambios fenotipicos de la célula.

¢ Progresion o Carcinogénesis.- la célula ya no respeta los procesos normales de
diferenciacion y crecimiento, transformandose por completo, ahora su crecimiento
es descontrolado, la angiogénesis, la invasion y la metastasis son posibles.

e Enfermedad Clinica.- existe una disfuncion del tejido que trae como
consecuencia una manifestacion clinica, es decir, hay signos y sintomas
caracteristicos.

e Metastasis.- la c€lula estd totalmente transformada y obtiene la capacidad de
invadir tejidos circundantes, ingresar al sistema circulatorio del organismo y
establecerse en zonas de proliferacion alejadas del sitio de aparicidon original, a lo

. . .. . . ., 18
que se le denomina invasividad y diseminacion.

Aunque se observa que el proceso del desarrollo de un tumor canceroso es un proceso
de varias etapas que implican varios eventos, no esta claro si el orden de estas etapas es
critico para dicho desarrollo. Sin embargo, se sabe que es mas importante la

.y 1,1
acumulacion de eventos y no el orden en el que ocurran.'"”
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Antecedentes

Expansion de la
Célula cancerosa

Iniciacién Promocion Promocion Progresion o o
00 0 o0 0 000 0 .0 0O
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000 000 0°0"0 000 o g &
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Fenotipo precancerosa
normal METASTASIS

Figura 1.- Proceso multietapas de la carcinogénesis.

Existen sustancias quimicas que tienen la capacidad de promover alguna o varias de las
etapas anteriores, con lo que se puede deducir que no existe una causa particular del
Cancer sino varias y que algunas pueden ser concurrentes, sin embargo se puede hacer

: ., 20
una clasificacion de agentes de acuerdo a la etapa que favorecen.

2.1.2 Agentes Fisicos, Bioldgicos y Quimicos como causa de Cancer

Considerando en forma general, los factores cancerigenos pueden ser de naturaleza

fisica, bioldgica o quimica

Carcinogenos Fisicos:

Dentro de este tipo de carcindgenos se encuentras las radiaciones ionizantes y la
radiacion ultravioleta (U.V.), ambas producen lesiones en el ADN, ya sea por un
rompimiento de la hélice de ADN, mutaciones a lo largo del genoma y formacion de
dimeros de pirimidinas, entre otros. Sin embargo, la accion y consecuencia de las
radiaciones dependeran de las caracteristicas propias de la radiacion, tiempo de

exposicion, forma de exposicion y cuestiones fisiologia de cada individuo.

11



Antecedentes

Carcinogenos Biologicos:

Los agentes carcinogénicos de tipo bioldgico més importantes son los virus llamados
oncogénicos, los cuales al infectar a una célula normal le transfieren informacion
genética que promueve la activacién de un oncogen o la informacién transferida es un
oncogen en si que promueve la transformacion maligna de la célula infectada. Algunos
de los virus que posen esta caracteristica son: el virus de Epstein-Barr asociado a
linfoma de Burkitt’s, virus de Hepatitis B asociado con cancer de higado, virus del

papiloma humano asociado a cancer cervicouterino, entre otros.

Carcinogenos Quimicos:

Existe un gran nimero de compuestos quimicos que pueden causar o favorecer la
aparicion del Cancer, estos pueden dividirse en iniciadores o promotores, dependiendo
cual etapa de la carcinogénesis estimulen, existen también los llamados carcindgenos
completos, los cuales favorecen tanto la iniciacidon como la promocion de la
carcinogénesis. El riesgo de desarrollar un cancer debido a estas substancias esta dado
principalmente por la exposicion a ellas (que en su mayor parte es ocupacional). Sin
embargo no se debe olvidar que también puede influir la alimentacion, edad, estado
inmunologico, la ingesta de algunos medicamentos, la carga genético del individuo,
entre otros. Algunos compuestos quimicos carcinogénicos son: benceno, asbestos,

. . . o, . L. 21
cloranfenicol, ciclofosfamida, gas mostaza, compuestos policicliclos aromaticos, etc.”
22,23, 24

12



Antecedentes

2.1.3 Epidemiologia del Cancer en México.

Ciertos tipos de cancer son mas comunes en determinadas regiones geograficas; en
Japon, por ejemplo, existen muchos casos de cancer gastrico, mientras que en los
Estados Unidos este tipo de cancer es relativamente poco comun. Es posible que esta
diferencia tenga relacion con las variantes en la dieta o en la genética interracial.

En nuestro pais, constituye la segunda causa de muerte desde el afio de 1990; en 2000
causd 55,731 muertes, de las cuales 52% fueron mujeres y el 48% hombres. La
distribucion por edad de acuerdo al sexo muestra en el sexo masculino el primer lugar
en el grupo de 75 afios 0 mayores con el 20%, seguido por el de 60 a 64 con el 11.8%.
En las mujeres también fue el grupo de 75 afios y mayores el mas elevado con el 11.5%
seguido por el grupo de 45 a 49 afios con el 11.2% y después el grupo de 40 a 44 afios
(10.0%).”

Distribueion porcentual de las principales causas de defuncién por tumeres malignos segun sexo, 2004

J— 2.4 Encéfalo

Traquea, bronguios y pulmén 15.5 = 1.1 Traquea, bronguics y pulmén

13.3 Mama
7.8 Estbmago
Estémago 9.4 8.1 Higado y vias biliares
Higado y vias biliares 7.6 52 Pancreas
Pancreas 5.0 46 Ovarios
Vias urinarias 2.9
Practata 15.2 135 Cuello del atero
Colon 4.1 4.2 Colon
-_—
5.2 Leucemia
Leucemia 6.3 2.4 Linfoma no hedkin
Linfoma no hodkin 3.6 26.2 Otros
Otros 27.1

La distribucién es para cada saxo
Fuents: INEGI. Estadisticas Witales, Base de datos 2004

Encéfalo 3.3

Figura 2.- Casos de Principales Tumores Malignos en México durante el afio 2004.

INEGI.
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Antecedentes

Los primeros cinco lugares de nuevos casos registrados segin su topografia fueron:
cancer cervicouterino (23.5%), piel (13.1%), Mama (10.9), Prostata (5.9%), Estdbmago

(3.9%).

Tabla 1.-Distribucion de casos de neoplasias malignas por topografia en hombres.

2005

Lugar Localizacion
Glandula Prostatica
Estémago
Ganglio Linfatico
Tejidos Blandos
Testiculo
Traquea, Bronquios y Pulmén
Vejiga Urinaria
Laringe
Encéfalo
0 Rifién y otros 6rganos urinarios

— O 00 1NN AW~

No.
3,674
1,620
1,566
1,332
1,233
1,139
1,136
842
702
660

%

14.
6.3
6.1
52
4.8
4.4
4.4
3.3
2.7
2.6

2

Fuente: Estadisticas Vitales Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica

Tabla 2.- Distribucion de neoplasias malignas por topografia en mujeres.

2005

Lugar Localizacion
Cuello del Utero
Mama
Ovario
Cuerpo del Utero
Estémago
Glandula Tiroides
Ganglios Linfaticos
Tejidos Blandos
Vesicula Biliar y Vias Intrahepaticas

0 Colon

— O 00 1IN DN W~

No.

15,749

7,791
1,684
1,432
1,258
1,211
1,179
1,080
763

728

%
332
16.4
3.5
3.0
2.7
2.6
2.5
23
1.6
1.5

Fuente: Estadisticas Vitales Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica

2005
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Antecedentes

2.1.4 Tratamiento del Cancer

La deteccion, diagndstico y manejo terapéutico de las neoplasias malignas requieren de
una estructura organizada de médicos, paramédicos, técnicos, instituciones y tecnologia
de elevado costo, por lo que se necesita una continua busqueda de fairmacos de menos

costo e igual o mejor eficacia para poder atender la alta demanda que se tiene.” *

El tratamiento varia de acuerdo con el tipo de cancer y con su etapa. La etapa del cancer

hace referencia a cudnto se ha diseminado o no desde su ubicacion original.

e Si el cancer esta confinado a un solo lugar y no se ha diseminado el objetivo del
tratamiento estara orientado hacia la cirugia y al cuidado posquirargico.

e Si el cancer se ha diseminado solo a los ganglios linfaticos locales, estos algunas
veces se pueden extirpar.

e Si el cancer no se puede extirpar totalmente por medio de cirugia, las opciones
de tratamiento son la radiacion, quimioterapia o ambas.

e Algunos tipos de céncer requieren la combinacion de cirugia, radiacion y

quimioterapia.

Sin embargo no son las Unicas opciones ya que estdn en fase de experimentacion y
desarrollo otras terapias como son: la inmunoterapia, la terapia hormonal y mas reciente

. ;. 26
la terapia génica.

Cabe sefialar que estos procedimientos no son excluyentes uno de los otros, ya que por
lo general se suele ocupar dos o mas de estos para tener un alto porcentaje de éxito, sin
embargo la quimioterapia es el tratamiento mas usado, aunque la calidad de vida a

menudo sufre deterioro.

La tendencia actual de la quimioterapia del cancer es el uso de compuestos disefiados en
el laboratorio que incrementen su eficacia y selectividad. La falta de especificidad de los
agentes quimioterapéuticos en contra de las células malignas en relacion con las células
en proliferacion relativamente rapida, como las de médula osea, piel y mucosa

intestinal, da como resultado un muy estrecho margen de seguridad para estos agentes.
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Los efectos toxicos mas comunes que producen los agentes anticancerosos en general
son: anorexia, vomito, diarreas, supresion funcional de la médula 6sea y del sistema

inmune y problemas cardiacos.

Los agentes anticancerosos que se conocen actualmente se pueden clasificar de las

siguientes manera:

e Agentes alquilantes del ADN..

Los agenteas alquilantes son compuestos muy reactivos que transfieren grupos alquilos
a importantes constituyentes de la célula por combinacion con grupos amino,
sulfhiidrilo, carboxilo y fosfato. Son no especificos del cilco celular, considerandose
que estos agentes alquilan preferentemente a la guanina.causando un dafio irreparable de
tal forma que se inhibe la proliferacion celular. Como por ejemplo: Mecloretamina,

Ciclofosfamida, Busulfan, Carmustina, entre otros.

e Antimetabolitos

Los agentes de esta categoria incluyen firmacos diversos e interesantes que tienen en
comun su capacidad de inhibir la biosintesis de algun elemento esencial en la célula, o
remedar la accion de estos metabolitos naturales, trayendo como consecuencia una
disminucién en la capacidad vital de las células. Algunos elementos de esta
clasificacion son: Metotrexato (andlogo del acido f6lico), 5-Fluoracilo (andlogo de

pirimidina), 6-Mecaptopurina (analogo de purina), entre otros.

e Productos de origen natural
Estos se caracterizan por ser de naturaleza organica y principalmente provenir de una
fuente natural, ya sea animal o vegetal. Algunos fdrmacos de esta familia son:

Vincristina y Vinblastina (Vinca rosea Linn.), Taxol o Paclitaxel (Taxus breviflolia),

Daunorrubicina y Doxorrubicina (Streptococcus peucetius var. caesius).
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e Hormonas y antagonistas hormonales

Dentro de este grupo se encuentran en general farmacos de estructura esteroidal, los
cuales al igual que los antimetabolitos tratan de inhibir o emular alguna funcién vital de
la célula cancerosa de tipo dependientes a hormonas, tales como en el céncer de
testiculos, cancer de prostata, cancer de ovario o cancer de glandula mamaria. Ejemplo
de este tipo de compuestos son: Tamoxifeno, Citrato de Clomifeno, Ciproterona,

Espironolactona, Cimetidina, entre otros.

e Agentes diversos.

Esta clasificacion envuelve a todos aquellos fArmacos que no comparten caracteristicas
con los grupos anteriores. Entre los farmacos que se encuentran dentro de esta

clasificacion estan: el Cisplatino, Hidroxiurea, Procarbazina, Mitotano.>
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Figura 3.- Mecanismos y sitios de accion de los agentes anticancerosos (Goodman and

Gilman, Bases Farmacologicas de la Terapéutica, 9°Ed.)

2.1.5 Complejos de Platino como Agentes Anticancerosos.

Como ya se menciono el tratamiento actual del cancer depende fundamentalmente de la
cirugia, la radiacion y la quimioterapia; sin embargo, la evolucidn en los conocimientos
biologicos de la transformacion de una célula normal a cancerosa, el conocimiento de
las diferencias en el control de la proliferacion de células normales y neoplésicas, asi
como la elucidaciéon de los mecanismos de accion de los diferentes farmacos que
actualmente se utilizan en la clinica, dard mas bases para encontrar o disefiar nuevos
farmacos que tengan una eficacia, potencia y especificidad mayor en contra de células

cancerosas que los que se encuentran en el mercado hoy en dia.

18



Antecedentes

En 1965, Rosenberg encontrd accidentalmente que un complejo de coordinaciéon con
centro de platino (diamino, dicloro platino (II)) inducia un crecimiento normal y muerte
en bacterias. Estudios posteriores demostraron que también inhibia el crecimiento de
células tumorales tanto de tumores solidos como de tumores diseminados, como por
ejemplo leucemias y linfomas. En 1978 fue aprobado por la FDA como agente
quimioterapéutico contra el cancer de testiculo y ovario.*”*° Posteriormente se demostro
su eficacia contra otros tipos de tumores por lo que también se utiliza para el

tratamiento de cancer de cabeza y cuello, prostata, eséfago y linfomas, entre otros.

Derivados del conocimiento farmacodindmico del Cisplatino en lineas tumorales
Rosenberg propuso los siguientes postulados como propiedades que deben cumplir este

tipo de compuestos para tener una actividad anticancerosa:

A) Estos complejos deben intercambiar rapidamente so6lo algunos ligantes en
reacciones con moléculas bioldgicas.

B) Los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la forma activa puede
estar cargada después de intercambiar algun ligante dentro del organismo.

C) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (o uno bidentado) como grupos
salientes. Los isomeros frans son inactivos.

D) Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentra en un intervalo
especifico de labilidad.

E) Los ligantes no intercambiables en la molécula deben estar fuertemente

enlazados.

El reconocimiento del Cisplatino como un agente antitumoral dispar6 una respuesta
entre la comunidad cientifica tanto quimica como médica. Con el objeto de identificar
agentes activos contra el cancer y diferentes al Platino, se han evaluado compuestos
cuyo centro metalico es: rutenio, titanio, paladio y especies metalicas de estaio, entre

otros.
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Cuando se disefia un complejo metélico con posibilidad de usarlo como farmaco se debe
considerar lo siguiente: la hidrolisis, la unién a proteinas, si tiene o no un mecanismo de
transporte y la molécula blanco. La hidrélisis del complejo es importante ya que el
medio bioldgico es un medio netamente acuoso, lo que podria desactivarlo. La unién a
proteinas y si tiene o no un mecanismo de transporte ya que de esto dependera la
distribucion del farmaco dentro del organismo, por lo que si se une fuertemente a
proteinas, el fArmaco no estara disponible y la accion bioldgica no se dara. Por otro lado
también se debe considerar el caracter lipofilico de las membranas, vesiculas o sitios
activos de las células blanco para el correcto disefo de los ligantes de tipo hidrofobico

del complejo.*"

A pesar de su efectividad contra un numero considerable de tumores, el cisplatino tiene
graves efectos secundarios entre los que estan: nefrotoxicidad (degradacion del las
células de los tabulos renales), mielotoxicidad, ototoxicidad (tinitus, perdida del oido a
altas frecuencias), neuropatias del sistema nervioso periférico, hipomagnesemia,
leucopenia, trombocitopenia, anemia, reacciones anafilacticas y problemas
gastrointestinales (ndusea severa, vomito y diarrea). Por otro lado debe mencionarse que
una desventaja que tienen estos compuestos es que existen algunos tipos de tumores que

son o se vuelven refractarios al cisplatino y a sus derivados (resistencia cruzada).”

H3N Cl H3N OCO NH, o—/
Ny N, N,
N
., o—
H3N/ \CI 4 \oco ”N.{ N

Figura 4.- Cisplatino, Carboplatino y Oxaliplatino
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Es por esto que la busqueda de nuevos fairmacos anticancerosos se debe proponer bajo

las siguientes caracteristicas:

1. Ausencia de resistencia cruzada al cisplatino.

2. Un espectro mas amplio de actividad, particularmente en areas clinicas donde el
cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos significativos.

3. Mayor efectividad clinica tumoral.

4. Disminucion de los efectos toxicos.

. . . . 4
5. Sinergismo en terapias combinadas.’

2.2 Complejos de Cobre como Agentes Anticancerosos.

La Dra. Lena Ruiz, en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica
de la UNAM, concibié la idea de disenar compuestos de coordinacién de cobre con
posible actividad contra el cancer. Los compuestos de coordinacion desarrollados
mostraban, de manera tedrica, una actividad biologica potencial. A partir de la década
de los 80 los compuestos fueron caracterizados y en 1986 iniciaron los trabajos de
constatacion biolodgica in vitro € in vivo de los compuestos con centro metalico de cobre

cuyo nombre genérico son Casiopeinas®.*’

Durante el desarrollo de estas moléculas se tomaron en cuenta tres aspectos

fundamentales:

1. La inclusion de un metal esencial en vez del platino, con lo que se disminuiria la
toxicidad. Esto debido que existiran mecanismos de destoxificacion si se
encuentra en exceso dentro del organismo.

2. La presencia de quelatos favorecen la orientacion cis alrededor del i6n metalico.

3. La asociacion de moléculas con capacidad quelatante que le confiere diferentes
niveles de hidrofobicidad, con sustituyentes periféricos que aumentan o

disminuyen dicha propiedad.”
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Partiendo de estas consideraciones se llevo a cabo la sintesis de la familia de las
Casiopeinas.” Esta familia comprende una serie de compuestos con féormula general
[Cu(N-N)(N-O)H,0INO;3; 6 [Cu (N-N)(O-O) H,0O] NOs; donde N-N es una diimina
como la 1,10-fenantrolina o la 2,2’ bipiridina, sustituidas por radicales fenilo, metilo o
grupos nitro en diferentes posiciones; en tanto que el donador N-O puede ser cualquier
aminoacido esencial y el donador O-O es una acetilacetonato (acac) o salicilaldehidato
(salal), como ligantes anionicos. Las diversas combinaciones entre los sustituyentes de
las Casiopeinas® ha originado alrededor de 100 compuestos que se han clasificado por
subfamilias que van de la familia I a la IX. Alguna de estas subfamilias han demostrado
actividad en contra de lineas tumorales in vitro y tumores iso® y heterotransplantados”.*’
Cabe mencionar que las Casiopeinas® no cumplen en su totalidad los postulados de

Rosenberg y muestran una actividad superior al Cisplatino en los ensayos

mencionados.’

2.2.1 Casiopeina® Igli.

Esta Casiopeina®, cuyo nombre quimico es: Nitrato de acua (4,7-difenil-1,10—
fenantrolina) (glicinato) cobre(Il), con peso molecular de 550.03 g/mol ha demostrado
ser activa en varias lineas tumorales humanas como por ejemplo HelLa, SiHa, CaSki,
C33, Calo, lineas tumorales murinas como S180, L1210 y B16, en concentraciones

muy por debajo de lo requerido para mostrar la misma actividad con Cisplatino.

Sin embargo es poco soluble lo que dificulta su administracion, ademés de presentar
aspectos citotoxicos in vivo, no obstante el estudiar su comportamiento dentro y fuera
de un organismo puede dar informacion sobre el posible mecanismo de accioén de las

Casiopeinas®.*®

? Isotransplante.- Aquel entre individuos de una cepa endogamica a otro de la misma cepa.

® Heterotransplante.- Aquel entre diferentes especies.
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Figura 5.- Casiopeina® Igli

2.2.2 Casiopeina® Ilgli

La Casiopeina IIgli con nombre Nitrato de acua (4,7-dimetil 1,10-fenantrolia)
(glicinato) de Cobre (II) con un peso molecular de 423.5 g/mol 5.4 ha demostrado
actividad antineoplésica y una toxicidad menor hacia las células sanas que el Cisplatino.
Actua sobre células HelLa, Calo, leucemia murina L1210, S180 y B16 induciendo
apoptosis. El efecto toxico mas severo in vivo es la hemolisis producida por la

. . . : . 39, 40, 41
capacidad del cobre de la Casiopeina para reducirse y generar radicales libres.”” ™

Se ha propuesto que se une al ADN como lo hacen otros agentes anticancerosos.
Adicionalmente se ha demostrado que su actividad puede deberse a que reacciona con
agentes reductores produciendo radicales libres, que rompen la molécula del ADN, y

con ello produciendo la muerte celular.**

La Casiopeina Ilgli al ser administrada por via intravenosa se une libremente a proteinas
plasmaticas (en la mayor parte probablemente via el centro de cobre). La union de la
Casiopeina Ilgli a proteinas parece ser relativamente débil debido a que el complejo
muestra mas afinidad por membranas celulares, como resultado de la lipofilia de la

fenantrolina.*’
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Se ha demostrado que la Casiopeina IIgli produce especies reactivas de oxigeno tanto in
vivo como in vitro lo que le permite causar dafio y muerte celular por apoptosis, falla
respiratoria y trastornos de membrana, los cuales serian atractivos si ocurrieran mas
especificamente en células cancerosas. No hay evidencia clara de blancos especificos
por Casiopeina IIgli a células tumorales, pero la sensibilidad de éstas es alta a bajas
dosis debido a que los mecanismos de proteccion para las especies reactivas de oxigeno

, ~ . - , 44
estan danados por mutaciones intrinsecas de las células transformadas.

NO,

ot
DN
A\

Figura 6.- Casiopeina® II-gli.

2.2.3 Casiopeina® Ill-ia

De nombre Nitrato de (4,4'- dimetil, 2,2'- bipiridina, acetilacetonato)cobre(Il) y de un
pKa igual a 8.25 y un peso molecular de 426.92 también ha demostrado actividad sobre
lineas tumorales murinas y humanas. La Casiopeina IlI-ia presenta un ligante bidentado
de nitrégenos, con geometria de cuadrado plano y un ligante del tipo O-O en el otro

extremo de la molécula.

Al igual que la Casiopeina Ilgli la Casiopeina Ill-ia produce especies reactivas de
oxigeno, aunque en menor proporcion y a una menor velocidad, sin embargo la
citotoxicidad es muy parecida lo que nos puede dar una idea que el mecanismo de
accion de estos dos farmacos es diferente, a pesar de tener una estructura semejante
siendo también activa, tanto in vivo como in vitro, sobre células murinas de L1210,

B16, y células humanas como SiHa, HCT15, HeLa, entre otras.
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Por otro lado, en estudios realizados comparando la actividad de esta Casiopeina® con 'y
sin activacion metabdlica sobre células cancerosas y células normales en cultivo se
observa que la actividad aumenta cuando se aumenta la activacion metabdlica,
agregando fraccion microsomal S9. Asi mismo se observo que la sensibilidad al
farmaco es mayor en cé€lulas cancerosas que en células sanas, en condiciones de

actividad metabolica aumentada.

NO;

Figura 7.- Casiopeina® IlI-ia

2.3 El Sistema ADME y su influencia en la actividad Farmacologica

La accion de los farmacos no depende unicamente de su capacidad para desarrollar una
respuesta farmacologica. Es también de importancia critica que posean propiedades
farmacocinéticas que les permitan alcanzar el lugar requerido para su accidon y que su
toxicidad sea minima, para esto debe tener una buena absorcion, distribucion y
excrecion, sin embargo no todos los farmacos se eliminan de la misma forma en la que
se adsorbieron, es decir son transformados por el organismo para que su excrecion sea

, . , . . ., 45
de una manera facil y rdpida, a este proceso se le conoce como biotransformacion.
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SITIO DE ACCIGN DEPOSITOS
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Figura 8.- Esquema de las relaciones entre absorcion, distribucion, biotransformacion y
eliminacion de un farmaco (sistema ADME)

(Goodman and Gilman, Bases Farmacologicas de la Terapéutica, 9°Ed.)

El resultado final de las reacciones de biotransformacion es el de transformar
quimicamente al compuesto original en otro distinto llamado metabolito. Este
metabolito es en general mas hidrofilico que el original, esto aumenta su solubilidad en
agua y reduce la habilidad que pueda tener para atravesar membranas biologicas, lo que
lleva a una restriccion de la distribucion en los tejidos. Otra consecuencia de esa
transformacion es que disminuye la reabsorcion intestinal y la reabsorcion tubular en el
rifién, promoviendo su excrecion por via renal y biliar.*® Sin embargo en algunos casos
se producen metabolitos activos, es decir, con una actividad bioldgica igual o diferente
en tipo y magnitud al del compuesto original o con propiedades tdxicas como

, . . , . , . 47.48
mutagenesm, carcinogenesis o teratogenesw. 7

La biotransformacion de los farmacos es una transformacion quimica que se realiza por
medio de reacciones enzimaticas, tales reacciones se pueden clasificar en dos tipos:
Reacciones de fase I, que involucran reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis y
Reacciones de fase II que consisten en la reacciones de conjugacion con sustancias

enddgenas. ¥
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A pesar de que las reacciones de fase I convierten al farmaco en metabolitos mas
solubles en agua, introduciendo grupos funcionales como: OH, SH, NH,, COOH, etc.,
algunos no son lo suficientemente polares para ser excretados. Estos grupos le permiten
a la molécula entrar a reacciones de fase II la cuales son de tipo biosintético, es decir,
unen al fairmaco metabolizado con sustancias enddgenas como el 4cido glucurdnico,
sulfatos, o glicina para formar productos mas hidrosolubles que se excreten con mayor

facilidad.>® !

/Fase 1‘4

M. Act M.inact
l \Fase If/<
Efecto

i v

v

Excrecion Excrecion Excrecion
de F. activo Metabolitos Metabolitos
+
F. activo

Figura 9.- Esquema del metabolismo de un farmaco

dentro de un organismo.

Los sistemas enzimaticos que intervienen en la biotransformacion de los fAirmacos en su
mayoria estdn en el higado, sin embargo existe una actividad metabolica en los
diferentes tejidos que conforman a un organismo, como por ejemplo los rifiones, vias
gastrointestinales, piel y pulmones. Dentro de una célula particular, gran parte de la
actividad metabolizante reside en el reticulo endopldsmico y el citoplasma, aunque
también pueden efectuarse biotransformaciones en mitocondrias, cubierta nuclear y

ret 2
membranas plasmatica.’
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2.3.1 Familia CYP P450

La familia de enzimas del citocromo P450 constituye el principal catalizador de las
reacciones de biotransformacion de medicamentos. Las enzimas del citocromo P450 son
proteinas de membrana con un grupo hemo, localizadas en el reticulo endoplasmico liso
de varios tejidos; dichas hemoproteinas estan en estrecha relaciéon con una segunda
proteina de membrana, la NADPH-citocromo P450 reductasa, a una razéon de

: . : 53
aproximadamente de 10 moléculas de citocromo por una de reductasa.

Las reacciones oxidativas catalizadas por el sistema de monooxigenasa microsémica
necesita de la hemoproteina citocromo P450, de la reductasa, de NADPH y del oxigeno
molecular, llevando una reaccion multifasica. El sustrato (farmaco) reacciona con la
forma oxidada del citocromo P450 (Fe*), para formar un complejo de enzima-sustrato.
La reductasa del citocromo acepta un electron de NADPH, que a su vez reduce el
complejo oxidado del citocromo-farmaco. El complejo reducido (Fe*") reacciona con
oxigeno molecular y un segundo electron de NADPH donado a través de la misma
reductasa, para formar una especie de oxigeno activado. En las fases finales se libera un
atomo de oxigeno en forma de agua y otro se transfiere al sustrato. Una vez liberado el

sustrato sometido a oxidacién, la enzima oxidada se regenera. >* >

En seres humanos se han identificado 12 familias del gen que codifica las enzimas del
citocromo P450, y a menudo en una sola célula existen diversas enzimas de estas

familias.

La clasificacion de la familia de multigenes de citocromo P450 se basa en la similitud
de secuencias de las proteinas en forma individual. Los miembros de una familia génica
particular tienen una identidad que incluye mas de 40% de los aminoéacidos. Una familia
particular del citocromo suele dividirse en subfamilias, de tal manera que las secuencias
proteinicas dentro de la misma subfamilia son idénticas en mas del 55% de los casos.”®
3738 Las Familias 1, 2 y 3 del citocromo P450 (CYPI, CYP2, CYP3) codifican las
enzimas que intervienen en la mayor parte de las biotransformaciones de los farmacos.

Como resultado de la especificidad relativamente pequefia por el sustrato entre las
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proteinas del citocromo P450, dos o mas enzimas individuales suelen catalizar una
reaccion de biotransformacion particular.
Sin embargo la enzima CYP3A44 interviene en la biotransformacion de casi todos los

) . . 59
farmacos, y se expresa en niveles altos fuera del higado.

Como ya se menciond, muchas de las enzimas metabodlicas se encuentran distribuidas en

tejidos hepaticos y no hepaticos como el cerebro, pulmones, médula dsea y sangre.

Entre los componentes celulares de la sangre se encuentran las células blancas que
incluyen a los linfocitos, monocitos y granulocitos; siendo los linfocitos y monocitos los

que tienen una mayor cantidad de enzimas metabdlicas del citocromo P450.

Las enzimas metabolicas que tienen los linfocitos incluyen la CYP1A1l, CYPIBI,
CYP2EI1, CYP2D6 y CYP3AS. Sin embargo estas enzimas no estan activas todo el
tiempo ya que su accion se ve influenciada con la edad, el tipo de alimentacion,
enfermedades, embarazo y hasta la época del afio, por lo que no se pude utilizar al
linfocito en experimentos in vitro para conocer como afecta la biotransformacion a la

.. , / 1
actividad de algtin farmaco.®°

2.4 Toxicologia Genética

La Toxicologia Genética es una rama de la Genética o de la Toxicologia que identifica y
analiza la accion de aquellos agentes que, a niveles subtoxicos de exposicion, producen
algln tipo de alteracion en el material genético o en sus componentes asociados. Esta
disciplina tiene dos funciones; por una parte, la implantacion de métodos para evaluar el
riesgo de los agentes genotoxicos presentes en el ambiente y cuya interaccion con el
material genético puede alterar la integridad del genoma humano y, por otra, la
aplicacion de estas metodologias para la deteccion y el conocimiento de los mecanismos
de actuacion de los carcindgenos. De este estudio han surgido un niimero de pruebas,
tanto in vivo como in vitro. Estas pruebas estan disefiadas para evaluar el efecto de
sustancias quimicas sobre los mecanismos genéticos y el riesgo que puedan tener los

organismos expuestos, incluyendo a los humanos. Asi mismo se puede obtener
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informacion sobre los posibles dafios en tres diferentes niveles: gen, cromosoma y la

magquinaria para la correcta segregacion de los cromosomas durante la division celular.®

Se han desarrollado mas de 200 ensayos para la identificacion de sustancias
genotoxicas, entre los sistemas de pruebas se incluyen: virus, bacterias, hongos, células
en cultivo, plantas, insectos y mamiferos.®

Dentro de estos sistemas biologicos de prueba los mas utilizados para determinaciones
genotoxicoldgicas son: el cultivo de linfocitos de sangre periférica (in vitro) y la médula
O0sea de ratén (in vivo), los cuales se han visto que son indicadores confiables y
sensibles tanto in vitro como in vivo respectivamente. Adicionalmente existe una buena
correlacion entre los dos sistemas al realizar las determinaciones del dafio que se
pudiera producir a nivel genético.**** Al realizar estos estudios en los sistema in vivo e
in vitro proporciona informacion particular del comportamiento genotoxicolégico en
cada unos de ellos, sin embargo, después de hacer un analisis de los resultados que se
obtengan en cada uno de los sistemas, se podra obtener informacion complementaria.'®
Principalmente la influencia del sistema ADME del sistema in vivo en el perfil
genotoxicoldgico; aspecto que no se da en el sistema in vitro por carecer de la mayoria

de las enzimas y barreras bioldgicas propias del organismo completo.'*

La sangre periférica es el tejido que se extrae con mayor facilidad, ademas de ofrecer las

siguientes ventajas como sistema de prueba:

e Se obtienen facilmente un gran nimero de células humanas.

e Virtualmente todos los linfocitos de sangre periférica son una poblacion celular
sincronizada ya sea en Goo Gj.

¢ En individuos sanos, estas células no se encuentran en proliferacion mitdtica.

e Pueden ser estimulados por mitdégenos, lo que provee un buen numero de células

en division.%

También se han realizado investigaciones a nivel citogenético, teniendo como modelo
animales de experimentacion, entre ellos se han empleado principalmente ratas y
ratones, obteniéndose de éstos la médula osea o los linfocitos de sangre periférica como

tejido de prueba, para la determinacion del efecto genotoxico.
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Este tipo de estudios tienen la ventaja, en relacion a los estudios que se realizan in vitro,
de mantener a los organismos en condiciones controladas, dandonos informacion
importante de como pudiera influir el metabolismo, la reparacion del ADN y la

o, 6
farmacodinamica. ¢’

2.3.1 Intercambio de Cromatidas Hermanas.

Una de las pruebas genotoxicoldgicas mas utilizadas es el Intercambio de Cromatidas
Hermanas (ICH). Un ICH es la manifestacion de la reparacion de una lesion en el ADN,
la cual fue reparada por un mecanismo de recombinacion homologa durante la fase S
del ciclo celular.®® Dicha recombinacion homologa involucra la reparacion de los
rompimientos de cadena doble (DSB, por sus siglas en inglés). Estos se pueden forman
a partir de rompimientos sencillos de cadena (SSB, por sus siglas en inglés) que lleva a
un colapso de la orquilla de replicacion en la fase S del ciclo celular.” Esta prueba se ha
empleado para evaluar la respuesta citogenética a la exposicion de quimicos tanto en
sistemas in vitro como in vivo y tiene una excelente relacion dosis-respuesta para
cientos de compuestos desde la nicotina hasta carcinogenos completos.”” Ademas ha
sido reconocida por la Environmental Protection Agency (EPA) como una de las
pruebas necesarias para el registro de farmacos, plaguicidas y sustancias toxicas."""

La metodologia de ICH se basa en la incorporacion de un analogo de base la 5-
Bromodesoxiuridina (5-BrdU) al ADN durante dos ciclos de replicacion continuos y su
posterior revelado mediante la luz ultravioleta y un colorante como el Giemsa, de tal
modo que las células cuyo ADN ha incorporado la 5-BrdU por un ciclo de duplicacion
tefiiran de una manera homogénea, mientras que las células que ya han pasado por dos
ciclos de replicacion mostraran una cromatida monofilarmente sustituida y la otra
bifilarmente sustituida (debido a la replicacion semiconservativa del ADN), y tefiirdn de
una manera diferencial, obscura la primera y palida la segunda. De esta manera se

: : : : ” 72,73
pueden evidenciar los intercambios entre las cromatidas hermanas.
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1st cycle 2nd cycle

Gz Meiaphase G, S [52 Metaphase

Figura 10.- A) Incorporacion de la BrdU en la replicacion del cromosoma y la
formacion de los ICH's. B) Metafase en primer ciclo de replicacion. C) Metafase en

segundo ciclo de replicacion. D) Metafase en tercer ciclo de replicacion.

Una vez tefiidas las células con la tincion diferencial, es posible no sélo leer el numero
de intercambios por células, también es posible determinar en la misma muestra: el
indice Mitético (IM), la Cinética de Proliferacion Celular (CPC) y el Tiempo
Generacional Promedio (TGP), los cuales se ven afectados dependiendo del mecanismo

de accién del farmaco utilizado.”

El IM nos da informacion sobre la capacidad que tiene el tejido para seguir en
proliferacion, es un parametro porcentual de la cantidad de células en replicacion en
relacion a las células obtenidas o que responden al mitégeno, mientras que la CPC

proporciona idea de la capacidad citotoxica (muerte celular) o citostatica (arresto del
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ciclo celular normal en alguna etapa especifica) que pueda tener el xenobidtico probado,
ya que representa la proporcion de metafases encontradas que han pasado por uno, dos o
tres ciclos de replicacion. Estos pardmetros junto con el TGP (tiempo necesario para que
una célula se replique) y los ICHs nos pueden dar un perfil genotoxicolégico, ademas
de poder saber la influencia de otros factores como lo son el metabolismo, edad,

embarazo, influencia hormonal, entre otros.”
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3. Hipétesis y Objetivos

3.1 Hipotesis

Si el perfil genotoxicoldgico de las Casiopeinas Igli, IIgli y Illia evaluado in vivo e in
vitro es diferente entre si, serd indicativo que su interaccion con biomoléculas a través

del sistema ADME influira su actividad.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

e Evaluar a nivel celular los perfiles toxicoldgicos de las Casiopeina® Igli, Iigli y
III-ia empleando linfocitos humanos en cultivo, médula dsea y sangre periférica

de raton.
3.1.2 Objetivos Particulares

e Evaluar la capacidad genotdxica mediante la cuantificacion del nimero de
Intercambios de Cromatidas Hermanas en linfocitos humanos de sangre
periférica en cultivo, médula d6sea y linfocitos de sangre periférica de ratén en

. L ®
presencia de las Casiopeinas .

e Valorar la capacidad citostatica por medio de la determinacion de la Cinética de
Proliferacion Celular y el Tiempo Generacional Promedio en presencia de las
Casiopeinas” en linfocitos humanos en cultivo, médula 6sea de raton y linfocitos

de sangre periférica de raton.
e Evaluar la capacidad Citotoxica de las Casiopeinas® determinando el Indice

Mitotico en linfocitos humanos en cultivo, médula 6sea de raton y linfocitos de

sangre periférica de raton.
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4. Disefio Experimental y Metodologia

4.1 Diseino experimental in vitro

Se utilizé sangre periférica de un donador (sano, 24 afios de edad, no fumador) para
realizar un cultivo de linfocitos humanos. Los experimentos se realizaron por duplicado,
a continuacion se presenta una tabla donde se observan las concentraciones utilizadas

como tratamientos.

Tabla 3.- Tratamientos utilizados en los experimentos in vitro.

_ Testigo ' . '
Testigo - Casiopeina* | Casiopeina* | Casiopeina*
) Positivo ) ) .
Negativo _ ‘ Igli IIgli II1 ia
(Cisplatino)
Dosis | pg/ml | ------m--- 0.1 0.47 0.33 16.84

mmol/ ; 7 7 5
T 3.4x10° 8.27x10° 7.43x10° 3.78x10°
m

Tejido SPH SPH SPH SPH SPH

utilizado

SPH = Sangre Periférica Humana

* Casiopeina Igli lote 151MBG060205, Casiopeina Ilgli lote 170MBG030305 y Casiopeina III-
ia lote 173MBG300305 sintetizadas en el laboratorio 210 del Departamento de Quimica

Inorganica y Nuclear, Facultad de Quimica.

¢ Si bien un solo donador no posee significancia en términos estadisticos, el efecto citostatico, citotoxico
y/o genotdxico de un farmaco antineoplasico debera resultar evidente sin importar la ideosincracia del
donador, no obstante este estudio contempla una siguiente etapa como protocolo de Doctorado donde se
incluiran suficientes donadores.
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Las concentraciones utilizadas en los experimentos in vitro se basaron en las
Concentraciones Inhibitorias 50 (CI50), de cada una de las Casiopeinas®, utilizadas
sobre la linea celular transformada HelLa (Carcinoma epitelial de cervix) con la
finalidad de ver la sensibilidad de células normales a una concentracioén que es toxica
para células transformadas. Con lo que respecta a la concentracion del testigo positivo,
se uso cisplatino a una concentracion de 0.1 pg/ml, ya que en estudios previos se
observo que a esta concentracion la viabilidad celular era suficiente para observar los
efectos genotoxicos del cisplatino.

Una vez realizada la tincion diferencial de cromatidas hermanas se prosiguio6 al analisis

de las muestras, todo esto se realizd conforme se explica en la seccion de metodologia.

4.2 Disefio experimental in vivo

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron 5 ratones exogamicos machos
Hsd:ICR (Harlan México) de 8 semanas por grupo. Con respecto a las dosis utilizadas,
se partid de la respectiva Dosis Letal 50 (DL50) de las Casiopeinas y se realizd una
subdivision en factor de 2, con la finalidad de encontrar una dosis en la que se pudieran

observar los pardmetros requeridos, como se muestra en la siguiente tabla.

39



Disefio Experimental y Metodologia

Tabla 4.- Tratamientos utilizados en los experimentos in vitro.

Testigo
Testigo - Casiopeina | Casiopeina | Casiopeina
Positivo
Negativo . ‘ Igli* [gli* I ia*
(Cisplatino)
7.5
Dosis 3.5
1.875 4.42 12.34
mg/kg | ---------- 1.78 0.93 2.21 6.17
0.46 1.05 3.085
0.2
0.05
1.30 x 10”
6.60 x 10°°
330 x 10° | 9.95x10° | 2.77x 107
mmol/ 3 . s s
—————————— 5.97*10° 1.65x 107 490 x 10° 1.38x 107
ke 7 6 6
8.25x 107 248 x 107 6.93 x 107
4.12x 107
1.03x 107
Tejido M.O.yS |MO.yS M.O.yS M.O.yS M.O.yS
utilizado

M.O. = médula 6sea

S= Sangre

* Casiopeina Igli lote 151MBG060205, Casiopeina IlIgli lote 170MBG030305 y Casiopeina III-
ia lote 173MBG300305 sintetizadas por la candidata a Dr. Ma. Elena Bravo Gémez en el

laboratorio 210 del Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear, Facultad de Quimica.

Una vez realizada la tincion diferencial de cromatidas hermanas se prosiguid al analisis

de las muestras, conforme se explica en la seccion de metodologia.

Se debe hacer mencion que la realizacion de la prueba de TUNEL sobre la médula dsea

fue con el objetivo de determinar so6lo la via de muerte de las células, y no la intensidad

de respuesta de la misma.
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4.3. Metodologia

La metodologia usada en el desarrollo de esta tesis sigue los lineamientos de las guias

internacionales de la EPA (Enviromental Protection Agency) con nimero:

OPPTS 870.5900 In Vitro Sister Chromatid Exchange Assay
OPPTS 870.5915 In Vivo Sister Chromatid Exchange Assay

4.3.1 Tincion Diferencial de Cromatidas in vitro

Partiendo de un donador sano de las caracteristicas antes mencionadas, se extrajeron por
puncién venosa 5 ml de sangre periférica por medio de un sistema de extraccion de
sangre al vacio con heparina (S-Monovette, Sarstedt). Posteriormente 0.5 ml de esta
sangre se cultivo en 4.75 ml de medio McCoy 5a (Gibco BRL) suplementado con
antibidticos y aminodcidos esenciales y 0.25 ml de fitohemaglutinina M (Microlab),

incubandose por 24 hrs. a 37°C.

A las 24 horas de iniciados los cultivos, se adicionaron los tratamientos
correspondientes y unos minutos después se adiciondé 0.1 ml de una soluciéon de 5-
Bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma) para una concentracion final de Spug/ml. A las 70
horas de comenzado el cultivo se le adicioné 0.1 ml de una soluciéon de Colchicina
(Merck) para una concentracion final de 4ug/ml, dejandose en incubacion hasta

completar las 72 horas.

Una vez transcurrido este tiempo, los cultivos se centrifugaron a 2500 rpm. durante 5
minutos y el paquete celular fue sometido a un choque hipotonico con una solucion de
cloruro de potasio 0.075 M (KClI, J.T.Baker) por 20 minutos a 37°C. Posteriormente se
realizd otra centrifugacion, retirando el sobrenadante y fijando al paquete celular con
una mezcla de metanol-acido acético (3:1) (J.T.Baker) por 20 minutos cambiando la

mezcla dos veces con un tiempo de 15 y 10 minutos respectivamente.
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Del ultimo cambio de la solucion fijadora se realizaron preparaciones por goteo las
cuales se dejaron secar al aire, una vez secas las preparaciones se irradiaron con luz
U.V. por 20 minutos dentro de un solucion 2XSSC (citrato de sodio 0.03 M y cloruro de
sodio, 0.3M) (J.T.Baker). Transcurrido este tiempo las laminillas se lavaron en agua
corriente y fueron puestas en un bafio Maria a 60°C con la solucion 2XSSC durante 20
minutos, pasado esto se lavaron al agua corriente y se dejaron secar. Las laminillas

fueron codificadas para su posterior lectura a doble ciego.

Una vez secas las laminillas fueron tefiidas con una solucién de colorante Giemsa (1:10)
(Hycel de México) por 10 minutos, al término se lava el colorante excedente con agua.

Posteriormente se realiz6 el anlisis correspondiente, seglin el pardmetro a evaluar.

4.3.2 Tincion diferencial de Cromatidas in vivo

Se emplearon ratones exogadmicos machos Hsd:ICR (Harlan México) de 8 semanas de
edad y peso aproximado a los 30-32g, los cuales se mantuvieron bajo condiciones
ambientales controladas que incluyeron extraccion e inyeccion de aire a una razon de 18
recambios/h filtrdndose particulas hasta de 5 um. La temperatura se mantuvo a 23°C *
1°C con un 40-55% de humedad relativa, los ciclos de luz oscuridad fueron de 12/12
horas. Se les proporciond alimento esterilizable para raton/rata Harlan Tekland 2018S
(Harlan México) y agua ad libitum.

El farmaco de prueba se administrd por via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos después los
animales fueron inyectados por esa misma via con una solucién que contenia 1.5 mg de
BrdU/g de raton, 1.5 ml de agua y 150 mg de carbon activado. Transcurridas 22 horas
después de la inyeccion de la BrdU, se les administrd por via i.p. 0.1 ml/10g de peso
corporal de una solucion de colchicina al 0.1%, 2 horas después (24 horas a partir de la
administracion de la BrdU) se procedié a sacrificar a los animales por dislocacion
cervical y se extrajo la médula osea de los fémures del raton y la sangre periférica por

corte de la vena yugular.
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Para realizar la extraccion de la médula dsea se disectd el fémur, limpiandolo
adecuadamente y cortando las epifisis con unas tijeras de diseccion. Se utiliz6 una
jeringa de 10 ml (Henke Sass Wolf GMBH), se lavo el interior con 5 ml de solucion
salina hipotonica (cloruro de potasio al 0.075 M) precalentada a 37°C, la médula se
colectd en un tubo para centrifuga (Corning) y se resuspendié utilizando un agitador de
toque y se dejo reposar por 40 minutos a 37°C, la sangre obtenida se trat6 de la misma

manecra.

Transcurrido el tiempo, se centrifugaron las muestras a 2500 rpm. durante 5 minutos,
eliminandose el sobrenadante, resuspendiendo el boton y en agitacion se le agregaron 5
ml de una solucién fijadora (metanol-Ac. acético 3:1) dejandose reposar por 15

minutos.

Este paso se repite 2 veces mas en intervalos de 10 y 5 minutos respectivamente.
Finalmente, las células se centrifugaron a 2500 rpm. durante 5 minutos y el boton se
resuspendié en 0.5 ml de fijador. A partir de esta suspension se realizaron las

preparaciones por goteo y se dejaron secar al aire.

Para realizar la tincidn diferencial las preparaciones se tifieron con una solucion Hoechst
33258 (Sigma) (0.05 pg/ml) durante 20 minutos a la oscuridad. Una vez transcurrido
este tiempo, las preparaciones se irradiaron con luz U.V. por 20 minutos en una
solucion 2XSSC, posteriormente se lavaron al agua corriente y se incubaron en la

misma solucion a 55°C en bafio Maria.

Transcurrido ese tiempo se las laminillas se lavaron y fueron tefiidas en una solucién

Giemsa 1:10 durante 10 minutos.
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4.3.3 TUNEL (Tranferase-mediaded dUTP Nik End Labeling)

Para esta determinacion las laminillas obtenidas en las tinciones anteriores que tenian
células con aparente morfologia de apoptdsis fueron tratadas por 10 minutos en horno
de microondas con una solucion recuperadora de antigenos pH 6.0 (Dako), dejandose
enfriar a temperatura ambiente y lavandose con tris-buffer con tween 20 pH 7.6 (Dako),
posteriormente se les aplico la reaccion mixta de TUNEL (Roche), incubandose a 37°C
por 1 Hr, al término de la incubacion se lavo con tris-buffer y se adiciond el convertidor
POD (Dako) por 30 min a 37°C, nuevamente se lavd con tris buffer y se reveld la
reaccion de TUNEL con diamino bencidina (Dako) por 5 minutos formando un
producto final permanente de color café, luego los cultivos fueron lavados y
contrateilidos con hematoxilina de Mayers (Dako) por 3 minutos, finalmente fueron
lavados con agua corriente, deshidratados, cubiertos con resina y observados al

microscopio.

Para esta prueba soélo se revisd si la reaccion era positiva o negativa, lo que es

equivalente a si sufrieron o no apoptosis.

4.4 Tratamiento de datos

4.4.1 Indice Mitdtico

Para calcular el indice mitotico (IM) se revisaron 1,000 células al azar por

tratamiento y por raton, utilizdndose la siguiente formula para calcularlo:

N° de células en metafase

IM= x 100

N° de células totales

Una vez obtenidos los datos de IM, estos se analizaron mediante la prueba de diferencia

de proporciones Z.
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4.4.2 Cinética de Proliferacion Celular y Tiempo Generacional Promedio

Se observaron 100 células en metafase al azar, por tratamiento y por ratdon, se
cuantificaron las células en primera, segunda o sucesivas divisiones. A partir de estos

datos se obtuvo el Tiempo Generacional Promedio utilizando la siguiente formula:

hrs. en Presencia BrdU
TGP = x 100
1(I) + 2(I1) + 3(110)

Donde I, II y III representan las proporciones de células en primera, segunda y

tercera o subsecuentes divisiones.

Para comparar los porcentajes de células en primera, segunda y tercera division se

aplicé la prueba estadistica y’, al igual que a los datos de tasa de proliferacion celular.

443 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH's)

De las laminillas obtenidas se observo un minimo de 30 metafases en segundo ciclo por

tratamiento y por raton, cuantificandose el namero y tipo de ICH's.

A los datos de la frecuencia de ICH’s se les aplica la prueba estadistica ¢ de Student,

para la cual se calcul6 la media aritmética de ICH's por célula y su desviacion estandar.
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Figura 11.- Esquema de Tratamiento in vitro
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5. Resultados

5.1 Experimentos in vitro

Linfocitos humanos en cultivo

5.1.1 Determinacion del indice Mitético en linfocitos humanos en cultivo.

En los experimentos realizados con linfocitos humanos se utilizaron las concentraciones

inhibitorias medias (CI50) para la linea celular HeLa. Como se puede observar en la

Tabla 5, los tratamientos con Casiopeinas no alteran de manera estadisticamente

significativa el indice mitotico de los linfocitos humanos en cultivo.

Tabla 5.- Indice Mitdtico de los cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica,

tratados con las diferentes Casiopeinas.

Testigo Testigo Casiopeina  Casiopeina  Casiopeina
Negativo Positivo Igli 1igli 11l-ia
Cisplatino
0.01 ug/ml 0.47 ug/ml  0.33 ug/ml  16.84 ug/ml
34x10" 827x107  7.43x107  3.78x107
mmoles/ml mmoles/ml  mmoles/ml  mmoles/ml
8.49 3.63* 59 4.73 9.89
M (%) (0.50) (0.29) (0.33) (0.16) (0.76)
DS) : : . . .
Numero de
2 2 2 2 2
repeticiones

* p<0.05 Z para proporciones
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indice Mitético en Linfocitos Humanos en Cultivo

% de Células
[}

*

4

2

O i

Testigo Negativo Testigo Positivo Casiopeina Igli Casiopeina ligli Casiopeina ll-ia

Cisplatino 0.47 pg/mi 0.33 pg/mi 16.84 pug/ml
0.01 pg/mi 8.27x107 7.43x107 3.78x10°
3.4x 10" mmoles/ml mmoles/ml mmoles/m
mmoles/ml

Figura 13.- Determinaciéon del indice mitotico en linfocitos humanos de sangre
periférica en cultivo en presencia de diferentes Casiopeinas.

* p< 0.05 Z para proporciones
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5.1.2

Cinética de Proliferacion Celular en linfocitos humanos en cultivo.

Como se puede observar en la Tabla 6, la cinética de proliferacion celular se ve alterada

significativamente (p<0.05) con las tres Casiopeinas deteniendo a las células en el

primer ciclo de replicacion a diferencia del Cisplatino que las detiene en el 2° ciclo.

Tabla 6.- Determinacioén de la Cinética de Proliferacion Celular para los tratamientos

con Casiopeina en linfocitos humanos en cultivo.

Testigo Testigo Casiopeina  Casiopeina  Casiopeina
Negativo Positivo Igli 1igli 1l-ia
Cisplatino
0.01 ug/ml 0.47 ug/ml  0.33 ug/ml  16.84 ug/ml
34x 10" 8.27x107 743107 3.78x107
Ciclos mmoles/ml mmoles/ml ~ mmoles/ml  mmoles/ml
1° (%) 30.7 52.31 85.98%* 91.08%* 84.15%*
DS (1.11) (3.93) (0.53) (0.82) (1.06)
2° (%) 59.45 33.85% 14.02%* 8.91%* 15.84%*
DS (1.839 (6.3) (0.54) (0.82) (1.06)
3° (%) 9.85 13.82 O** O** O**

DS (0.71) (2.37) (0.0) (0.0) (0.0)
Numero de 2 2 2 2 2
repeticiones
* p<0.05 x*

#* p<0.01 y*
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Cinética de Proliferacion Celular en Linfocitos Humanos en
Cultivo

Testigo Negativo Testigo Positivo
Cisplatino
0.01 ug/mi
34 x 10"
mmoles/ml

**

**

mmoles/ml

n -

Casiopeina Igli
0.47 pg/mi

8.27x107

*%

**

o1°
m2°
o3°

*%

ii- Ll -

Casiopeina ligli
0.33 pg/ml
7.43x107
mmoles/ml

Casiopeina lll-ia
16.84 pg/ml
3.78x10°
mmoles/m

Figura 14.- Efecto de las Casiopeinas en la Cinética de Proliferacion Celular en

linfocitos humanos en cultivo. * p<0.05 x> ** p<0.01 y>

5.1.3 Tiempo Generacional Promedio en linfocitos humanos en cultivo.

En la siguiente Tabla se observa que el Tiempo de Proliferacion Celular se ve

aumentado en comparacion con el testigo negativo al ser tratados con las Casiopeina, lo

que demuestra, junto con los resultados de la Cinética de Proliferacion Celular, que los

farmacos utilizados tienen la capacidad de ser citostaticos.
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Tabla 7.- Tiempo Generacional Promedio para los linfocitos humanos tratados con

Casiopeina.
Testigo Testigo Casiopeina  Casiopeina  Casiopeina
Negativo Positivo Igli 1igli 1l-ia
Cisplatino
0.01 pg/ml 0.47 ug/ml 0.33 ug/ml  16.84 ug/ml
34x 10" 8.27x107 743107  3.78x107
mmoles/ml mmoles/ml ~ mmoles/ml ~ mmoles/ml
TGP (hrs.) 26.79 29.71 42.09* 44.07* 41.43*
(DS) (0.062) (0.28) (0.20) (0.33) (0.38)
Nuemro de
o 2 2 2 2 2
repeticiones

* p<0.05 Z para proporciones

50 -

45

40 |

35

30 4

25

Horas

20 A

Tiempo Generalcional Promedio en Linfocitos Humanos en Cultivo

* *_

Testigo Negativo Testigo Positivo Casiopeina Igli Casiopeina ligli Casiopeina ll-ia
Cisplatino 0.47 pg/mi 0.33 pg/ml 16.84 ug/mil
0.01 pug/mi 8.27x107 7.43x107 3.78x10°
3.4 x 10" mmoles/ml mmoles/ml mmoles/m
mmoles/ml

Figura 15 .Determinacion del Tiempo Generacional Promedio en linfocitos humanos de

sangre periférica en cultivo tratados con las diferentes Casiopeinas. * p<0.05 Z para

proporciones
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5.1.3 Intercambio de Cromatidas Hermanas en linfocitos humanos en cultivo.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para los intercambios de

cromatidas hermanas: se observa que para la Casiopeina Igli hay un aumento

significativo con respecto al testigo negativo, por lo que se considera que esta es

genotoxica bajo las condiciones del experimento, por otro lado para las Casiopeinas

IIgli y III ia no se pudo determinar este parametro debido a que no se encontrd un

numero suficiente de metafases en segundo ciclo como consecuencia de la capacidad

citostatica antes mencionada.

Tabla &.- Determinacion del Intercambio de Cromatidas Hermanas

humanos de sangres periférica en cultivo.

en linfocitos

Testigo Testigo Casiopeina  Casiopeina  Casiopeina
Negativo Positivo Igli 1igli 11l-ia
Cisplatino
0.01 ug/ml 0.47 ug/ml  0.33 ug/ml  16.84 ug/ml
34x10" 827x107  7.43x107  3.78x107
mmoles/ml mmoles/ml ~ mmoles/ml  mmoles/ml
ICH 1.57 7.1% 4.13%*
n.d. n.d.
(DS) (0.14) (0.6) (0.24)
Numero de
o 2 2 2 2 2
repeticiones

* p<0.05 “t” de Student

n.d. = no determinado
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Intercambio de Cromatidas Hermanas en Linfocitos Humanos en

Cultivo
9 .
*
8 4
y [
£ 6
=
\8 5 *
4 o
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2 4
-
1 4
N.D. N.D.
0 ; ; ‘
Testigo Negativo Testigo Positivo Casiopeina Igli Casiopeina ligli Casiopeina lIFia
Cisplatino 0.47 ug/mi 0.33 pg/mi 16.84 pg/ml
0.01 pg/mi 8.27x107 7.43x107 3.78x10%
3.4 x 10" mmoles/ml mmoles/ml mmoles/m

mmoles/ml

Figura 16.-Determinacion del Intercambio de Croméatidas Hermanas en linfocitos

humanos de sangre periférica en cultivo. * p<0.05 “t” de Student, N.D.. = no

determinado
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5.2 Experimentos in vivo.

Sangre periférica y médula osea de raton.

5.2.1.- TUNEL

La prueba de TUNEL se realizé s6lo como confirmacion de muerte celular, ademas de
por determinar con mayor seguridad el mecanismo de muerte, por el cual optaron las

células de la médula 6sea de los ratones.

En la Tabla nimero 9 se observa que todas las dosis administradas de Casiopeina Igli
producen muerte celular por apoptosis en la médula ésea, por lo que no fue posible
realizar la cuantificacion de los parametros citogenéticos, excepto a la dosis mas baja
(0.05 mg/kg) en donde a pesar de encontrar un nimero considerable de células
apoptoticas, fue posible determinar dichos parametros.

Tabla 9.- Resultados obtenidos para la Casiopeina Igli con la técnica de TUNEL en

médula dsea de raton.

Casiopeina Igli

7.5mgkg 3.75mgkg 1.875mg/kg 093 mg/kg 046mgkg 0.2mgkg  0.05 mg/kg
1.32x10° 6.6x10® 3.3x10°® 1.65x10°° 8.25x107 4.12x107 1.03x107

mmoles’kg mmoles’kg  mmoles’kg mmoles’kg mmoles’kg mmoles’kg  mmoles/kg

TUNEL Positivo  Positivo Positivo Positivo  Positivo Positivo Positivo

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos con la Casiopeina IIgli en la médula
Osea de raton, observandose que a todas las dosis la mayoria de las células mueren a
través de un proceso de apoptosis (confirmado por e), sin embargo esto no impidi6 la

cuantificacion de los pardmetros genotoxicologicos antes mencionados.
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Tabla 10.- Resultados obtenidos para la Casiopeina IIgli con la técnica de TUNEL en

médula 6sea de raton.

Casiopeina 11gli
442 mg/kg 2.21 mg/kg 1.05 mg/kg
9.95x10°  4.9x10° 2.48x10°°
mmoles’kg  mmoles/kg mmoles/kg
TUNEL Positivo Positivo Positivo

Al tratar a los ratones con la Casiopeina Ill-ia se observa (Tabla 11) que igualmente a
todas las dosis utilizadas producen muerte celular por apoptosis, sin embargo esto no
impidio las determinaciones genotoxicologicas requeridas, exceptuando a la dosis mas
alta debido al poco material que se encontr6 ya que la gran mayoria de las células

estaban muertas.

Tabla 11.- Resultados obtenidos para la Casiopeina IlI-ia con la técnica de TUNEL,

positiva a apoptosis.

Casiopeina Ill-ia
12.34 mg/kg 6.17 mg/kg 3.085 mg/kg
2.77x107 1.38x107 6.93x10°
mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
TUNEL Positivo Positivo Positivo

5.2.2 Experimentos realizados con sangre periférica de raton
No existié material en la sangre periférica que se pudiera analizar bajo las condiciones

del experimento en ninguna de las dosis utilizadas para cualquiera de las Casiopeina

utilizadas.
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5.2.3 Experimentos realizados con la médula 6sea de raton

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos para los grupos testigo que fueron

comparados con los tratamientos con Casiopeinas como farmaco de prueba.

Tabla 12.- Resultados obtenidos para los controles positivo y negativo en médula 6sea

de raton.
Testigo
Positivo
Testigo Negativo Cisplatino
1.78 mg/kg
6.0x10° mmol/kg
IM (%) 14.14 9.15
(DS) (7.70) (1.13)
CPC
38 45
1* (%)
(5.89) (1.64)
(DS)
” 50 45
9.08 1.48
DS) (9.08) (1.48)
3 12 10
(4.18) (3.11)
(DS)
TGP (Hrs.) 13.8 14.6
(DS) (0.65) (0.8)
ICH £ ES 0.67 5.6 #**
(DS) (0.077) (0.19)

* p<0.05 Z para proporciones
% p<0.05 1>
**% p<0.05 “t” de Student
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Casiopeina Igli

La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos para los experimentos en donde se utilizo
la Casiopeina Igli como farmaco de prueba, se observa que solo en la dosis mas baja
probada se pudo determinar los parametros requeridos exceptuando los Intercambios de
Cromatidas Hermanas, en las demés dosis no se pudo determinar ningin pardmetro
debido a que no existia suficiente material para analizar a consecuencia de que el tejido
estaba muerto, confirmandose esto por la técnica de TUNEL y dando positivo a

apoptosis como se menciond anteriormente.
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Tabla 13.- Resultados obtenidos para la determinacion del IM, CPC, TGP e ICHs en médula ésea de raton utilizando Casiopeina Igli a diferentes

dosis.
Testigo
Testi Positivo 7.5mglkg  3.75mglkg 1.875mg/kg 0.93 mg/kg  0.46 mg/kg 0.2 mglkg 0.05 mg/kg
estigo
N ? Cisplatino 1.32x10°  6.6x10” 3.3x10°  1.65x10°  8.25x107 4.12x107 1.03x10”7
egativo
& 1.78 mg/kg mmoles/kg  mmoles/kg — mmoles/kg  mmoles/kg  mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
6.0x10° mmol/kg
IM (%) 14.14 9.15 4.9 *
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(DS) (7.7) (1.1) (2.2)
CPC
1? (%) 38 45 58**
(DS) (5.8) (1.6) (1.4)
2? 50 45 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 42%*
(DS) 9.1) (1.4) (1.2)
3? 12 10 0**
(DS) (4.1) (3.1) (0)
TGP (Hrs.) 13.8 14.6 14.3
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(DS) (0.6) (0.8) (1.3)
ICH 0.67 5.6 *¥**
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(DS) (0.077) (0.2)
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
* p<0.05 Z para proporciones ** p<0.05 5 n.d. = no determinado 59
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En la Figura 17 se muestra la grafica del indice mitotico donde se observa que la

Casiopeina Igli disminuye significativamente el indice mitdtico con respecto al testigo

negativo.

indice Mitdtico en Médula Osea de Ratdn

25

20 -

-
a
L

% de Células
3

Casiopeina Igli

Testigo Positivo

Testigo Negativo Cisplatino 0.05 rrg/l;gl
1.78 mglkg 1.03x10
6.0 x 10 mmoles/ml
mmoles/ml

Figura 17.- Determinacién del Indice Mitético en médula 6sea de raton en presencia de

la Casiopeina Igli. * p<0.05 Z para proporciones

En la Figura 18 se muestra la cinética de proliferacion celular, donde se puede observar
que la dosis utilizada de Casiopeina Igli (0.05 mg/kg) cambia la distribucién de la

metafases segun los ciclos de replicacion por los que ha pasado, dejando a las células en

la primera division.
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% de Células
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10 A

Cinetica de Proliferacion Celular en Médula Osea de Ratdn

a1°
m2°
aa3°

Testigo Negativo Testigo Pc?sitivo Casiopeina Igli
Cisplatino 0.05 mg/kgl
1.78 mg/kg 1.03x107
6.0 x 10° mmoles/ml
mmoles/ml

Figura 18.- Efecto en la Cinética de Proliferacion Celular de la Casiopeina Igli en

médula 6sea de ratén. * p<0.05 x>

En la Figura siguiente se observa que el tiempo generacional promedio no se ve

afectado de forma estadisticamente significativa en comparacion con el testigo negativo.

61



Horas

Resultados

Tiempo Generacional Promedio en Médula Osea de Ratén

16
15.5 1 T
15
14.5 -
14 -
13.5 1
13
12.5 -
Testigo Negativo Testigo Positivo Casiopeina Igli
Cisplatino 0.05 mg/kgl
1.78 mg/kg 1.03x107
6.0 x 10 mmoles/ml
mmoles/ml

Figura 19.- Tiempo generacional promedio en médula 6sea de raton utilizando una dosis

de Casiopeina Igli. * p<0.05 Z para proporciones

Casiopeina 11gli

A continuacion se muestran los resultados con la Casiopeina Ilgli, donde se observa
que, so6lo a la dosis mas alta utilizada, hay una disminucion significativa del Indice
Mitotico. Asi mismo se observa una marcada tendencia a dejar a las células en un
primer ciclo de replicacion por lo que el Tiempo Generacional Promedio de las células
se ve aumentado casi al doble del testigo negativo. Sin embargo debido al poder
citotoxico de las Casiopeina no existid material suficiente para cuantificar los

Intercambios de Croméatidas Hermanas, como se puede ver en la Tabla 14.
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Tabla 14.- Resultados de la determinacion del IM, CPC, TGP ¢ ICHs, obtenidos con la

Casiopeina IIgli en médula dsea de raton a diferentes dosis.

Testigo 4.42 mg/kg  2.21 mg/kg 1.05 mg/kg
Positivo— 9.95x10°  4.9x10° 2.48x10°
Testigo Cisplatino  yyoles/ke  mmoles/kg mmoles/kg
Negativo 1.78 mglkg
6.0x10°
mmol/kg
IM (%) 14.14 9.15 4.1* 6.7 6.9
(DS) (7.7) (1.1) 2.1) (1.3) (1.6)
CPC (%)

1? 38 45 0g** 96 ** 98 **
(DS) (5.8) (1.6) (4.3) (1.78) (2.34)
2 50 45 [** 4 2%
(DS) 9.1) (1.4) (2.6) (0.83) (1.14)
3a 12 10 ] %% (0 0%*

(DS) (4.1) (3.1) (1.3) (0) (0)
TGP (Hrs.) 13.8 14.6 22.16 * 22.07* 22.82%
(DS) (0.6) (0.8) (2.3) (0.6) (0.5)
ICH 0.67 5.6 ***
(DS) (0.077) (0.2) nd nd nd
n 5 5 5 5 5

* p<0.05 Z para proporciones
% p<0.05 5>
#*% p<0.05 “t” de Student
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A continuacion se presentan las graficas derivadas de los datos presentados en la Tabla

anterior.
Indice Mitdtico en Médula Osea de Raton
25 -
20 -
%)
S 15 1
=
)
O
[0)
©
2 10 -
*
5 1
0 A
Testigo Negativo Testigo Positivo Casiopeina llgli Casiopeina ligli Casiopeina ligli
Cisplatino 4.42 mg/kg 2.21 mg/kg 1.05 mg/kg
1.78 mg/kg 9.95x10° 4.9x10°® 2.48x10°
6.0 x 10® mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
mmoles/ml

Figura 20.- Determinaciéon del Indice Mitético en médula 6sea de raton utilizando

diferentes dosis de Casiopeina IIgli. * p<0.05 Z para proporciones
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Cinética de Proliferacion Celular en Médula Osea de Ratén

120 |
100 | *
80 |
m1°
60 | m2°
o3

40 |
20
* * * % * *
04 T -
Testigo Negativo  Testigo Positivo Casiopeina ligli Casiopeina ligli Casiopeina ligli
Cisplatino 4.42 mg/kg 2.21 mg/kg 1.05 mg/kg
1.78 mg/kg 9.95x10° 4.9x10° 2.48x10°
6.0x10° mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg

mmoles/ml

Figura 21.- Determinacion de la Cinética de Proliferacion Celular en médula 6sea de

raton utilizando Casiopeina II gli a diferentes dosis. * p<0.05 y*-cuadrada
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Resultados

Tiempo Generacional Promedio en Médula Osea de Ratén

30 -
* % *
25 4
20
15 4
10 4
51
0
Testigo Negativo  Testigo Positivo Casiopeina ligli Casiopeina ligli Casiopeina ligli
Cisplatino 4.42 mg/kg 2.21 mg/kg 1.05 mg/kg
1.78 mg/kg 9.95x10® 4.9x10° 2.48x10°®
6.0 x 10°® mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
mmoles/ml

Figura 22.- Determinacion del Tiempo generacional promedio en médula 6sea de raton

utilizando diferentes dosis de Casiopeina Ilgli. * p<0.05 Z para proporciones
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Casiopeina Ill-ia

En la Tabla 15 se observa que a la dosis mas alta utilizadas no se pudieron medir los

parametros requeridos ya que no se encontré material que pudiera ser analizado debido

a que las células estaban muertas, comprobandose esto por la prueba de TUNEL como

se menciond anteriormente, sin embargo a dosis menores se pudieron obtener todos los

parametros.

Tabla 15.- Resultados obtenidos con la Casiopeina IlI-ia en médula dsea de raton a

diferentes dosis.

Testigo
Positivo
12.34 mg/kg 6.17 mg/kg 3.085 mg/kg
Testigo Cisplatino s
2.77x107 1.38x107 6.93x10
Negativo  1.78 mg/kg
s mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
6.0x10°
mmol/kg
IM (%) 14.14 9.15 14.8 11.2
(DS) (7.7) (1.1) n.d. (4.2) (1.38)
CPC
1* (%) 38 45 19 27
(DS) (5.8) (1.6) (5.3) (4.0)
2? 50 45 69 61
n.d.
(DS) 9.1) (1.4) (3.0 (2.9)
3? 12 10 12 12
(DS)) (4.1) (3.1) (4.3) (3.5)
TGP(Hrs.) 13.8 14.6 n.d. 12.9 12.4
(DS) (0.6) (0.8) (0.4) (0.6)
ICH 0.67 56* q 2.79%* 3.1%*
n.d.
(DS) (0.077) 0.2) (0.12) (0.10)
N 5 5 5 5 5

* p<0.05 “t” de Student
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Al comparar con el testigo negativo se observa que no existe diferencia significativa
para ningun pardmetro, excepto en el Intercambio de Cromatidas Hermanas en donde se

observa un aumento estadisticamente significativo (p<0.05).

A continuacion se presentan las graficas derivadas de los datos presentados en la Tabla

anterior.
indice Mitético en Médula Osea de Ratén
25 |
20 |
15
10 |
5 N
N.D.
0+
Testigo Negativo Testigo Positivo Casiopeina llll-ia Casiopeina lll-ia Casiopeina lll-ia
Cisplatino 12.34 mg/kg 6.17mg/kg 3.085 mg/kg
1.78 mg/kg 2.77x107 1.38x10° 6.93x10°
6.0x10° mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
mmoles/ml

Figura 23.- Determinacion del indice Mitético en médula 6sea de raton utilizando

Casiopeina IlI-ia a diferentes dosis. * p<0.05 Z para proporciones
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Cinética de Proliferacion Celular en Médula Osea de Ratén
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Testigo Negativo Testigo Positivo ~ Casiopeina llll-ia Casiopeina lll-ia Casiopeina lll-ia
6.17mg/kg 3.085 mg/kg

Cisplatino 12.34 mg/kg
1.78 mg/kg 2.77x10°
6.0x10° mmoles/kg
mmoles/ml

1.38x10° 6.93x10°
mmoles/kg mmoles/kg

Figura 24.- Determinacion de la Cinética de Proliferacion Celular en médula 6sea de

raton utilizando Casiopeina Ill-ia a diferentes dosis.
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Tiempo Generacional Promedio en Médula Osea de Ratén

18 -

16 -

Horas

Testigo Negativo ~ Testigo Positivo Casiopeina lll-ia

Cisplatino 12.34 mg/kg
1.78 mg/kg 2.77x10°
6.0 x 10 mmoles/kg
mmoles/ml

Figura 25.- Tiempo Generacional Promedio en

diferentes dosis de la Casiopeina Ill-ia.

14
12
10 -
8 |
6
4
2
0. N.D.

Casiopeina llFia  Casiopeina lll-ia

6.17mg/kg 3.085 mg/kg
1.38x10% 6.93x10%
mmoles/kg mmoles/kg

médula Osea de raton utilizando
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ICHs / célula

Determinacion de los Intercambios de Cromatidas Hermanas en
Médula Osea de Raton

7 -
*
6 -
54
4
3
2
1 4
- N.D.
0
Testigo Negativo ~ Testigo Positivo Casiopeina llFia  Casiopeina llFia  Casiopeina ll-ia
Cisplatino 12.34 mg/kg 6.17mg/kg 3.085 mg/kg
1.78 mg/kg 2.77x10° 1.38x10° 6.93x10*¢
6.0 x 10 mmoles/kg mmoles/kg mmoles/kg
mmoles/ml

Figura 26.- Efecto de la Casiopeina IlI-ia sobre el Intercambio de Cromatidas Hermanas

en médula 6sea de raton. * p<0.05 "t" de Student
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En la Tabla 16 se presentan en forma resumida los perfiles toxicologicos a nivel celular
de cada Casiopeina dependiendo el sistema de prueba utilizado, en cada una de las

Casiopeinas.

Tabla 16.- Perfiles Citotoxicologicos de las Casiopeinas Igli, IIgli y I1I-ia segun su

sistema de prueba.

In vitro In vivo
(Cultivo de linfocitos (Médula 6sea de raton)
humanos de sangre
periférica)
Casiopeina Igli Citostatica Citostatica
No citotdxica Citotoxica"
Genotoxica Genotoxica (ND)
Casiopeina Ilgli Citostatica Citostatico”
No citotoxica Citotdxico
Genotoxico(ND) Genotoxico(ND)
Casiopeina IlI-ia Citostatica Citotoxico
No citotoxica Citostatica
Genotoxico(ND) Genotoxica"

* Efecto predominante.

ND - No determinado
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Discusion y Conclusiones

6.- Discusion y Conclusiones

6.1.- Sistema In vitro

De los resultados obtenidos en los experimentos en el sistema in vitro se observa que los
linfocitos humanos no son tan sensibles a las Casiopeinas como las células HeLa a dosis
igual a la CI50 en estas ultimas. Si se observa el IM no existe una diferencia
significativa con respecto al testigo negativo, aunque si hay una tendencia a disminuir
su valor. Esta diferencia de sensibilidad puede deberse a diferencias fisioldgicas entre
las células sanas y las transformadas, como por ejemplo, el potencial de membrana ya
que ha sido ampliamente demostrado que la células neoplésicas facilitan la acumulacion
de solutos catidnicos lipofilicos menores a 1500 D, lo que activa la liberacion del
Citocromo C y la ejecucion de la via intrinseca de la apoptosis.”® Los hallazgos
anteriores nos hacen ser optimistas ya que la baja toxicidad de estos compuestos en
células sanas es una de las caracteristicas deseables en el desarrollo de un nuevo
farmaco anticancerigeno e importante para la obtencion de su registro ya que serd mas

. .. ., 8
seguro su manejo y administracion.”””’

Las Casiopeinas mostraron ser citostaticas en este mismo sistema. Posiblemente este
efecto puede ser resultado de una interaccion dafiina con moléculas esenciales que
impiden y/o retrasan la entrada de la célula a un proceso de division. Dicho dafio tendra
que ser reparado antes de empezar una nueva division. Esta hipotesis se ve apoyada en
estudios previos que mostraron la capacidad de las Casiopeinas para producir ERO y
con ello lipoperoxidacion de membranas” y desacoplamiento en la cadena

. . 80,81
respiratoria.

Dentro de estos mismos estudios se debe hacer especial mencion de los resultados
obtenidos por Trejo (2005) en donde se menciona que al tratar células de glioma (C6)
con Casiopeina Ilgli in vitro a diferentes dosis con y sin la adiciéon de N-acetilcisteina
los resultados fueron: a) el ciclo celular es afectado de manera dosis dependiente de la
Casiopeina Ilgli, b) Las células tratadas con la Casiopeina IIgli son secuestradas en una
fase inicial del ciclo celular (G¢/G;) d) la generacion de ERO dentro de la célula es uno

de los posible mecanismos de accion de la Casiopeina Ilgli lo cual se evidencia al
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adicionar un atrapador de radicales libres como la N-acetilcisteina, con lo cual

disminuye la muerte celular y el dafio provocado al ciclo celular.*

Con base en lo anterior y haciendo referencia a nuestros resultados, podemos afirmar
que si el dano es persistente, las células no pueden entrar en un ciclo de replicacion
normal, con lo que el IM disminuye, el TGP aumenta y existe una marcada diferencia

en la distribucion de metafases.

Para el caso de la Casiopeina Igli se observa que aumenta de manera significativa el
numero de intercambios de cromatidas hermanas, indicando rompimientos de la doble
hebra del ADN en sintesis y el cual fue reparado por una recombinacion homologa lo

- - .11, 12
que dio lugar al intercambio.

No obstante se desconoce, con este ensayo, si la
interaccion con el ADN fue de la Casiopeina, de algiin metabolito de ésta o de un

producto de la reaccion de generacion de ERO.

Debido a sus propiedades citostaticas de las Casiopeina Ilgli y III-ia no fue posible
determinar los ICHs, sin embargo no se descarta la posibilidad de que se pueda dar una
interaccion con el ADN. Para poder determinar la genotoxicidad de las Casiopeina Ilgli
y Ill-ia se recomienda bajar la concentracion utilizada, con la finalidad de que la
capacidad citostatica no sea tan grande y sea posible encontrar metafases en un segundo

ciclo de replicacion, estado necesario para la cuantificacion de la ICHs.

En resumen las Casiopeinas en un sistema in vitro (linfocitos humanos de sangre

periférica en cultivo) presentan el siguiente perfil toxicologico:

e C(Citostaticas = siendo en orden decreciente la Casiopeina IIgli>Casiopeina Igli =
Casiopeina IlI-ia.

e No citotdxicas a las condiciones en que se realizo este experimento.

e Solo con la Casiopeina Igli se observo la capacidad genotoxica, sin embargo no
se descarta la posibilidad que las otras dos lo sean a menores dosis, como se

menciond anteriormente.
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6.2.- Sistema in vivo

En los experimentos con sangre periférica de raton, las Casiopeinas, no inducen
proliferacion de los linfocitos de sangre periférica, es decir no son mitogénicas, lo que
disminuye la posibilidad de tener efectos secundarios del sistema inmunitario, como

respuestas alergénicas o de choque anafilactico.”’

Adicionalmente se observo que la Casiopeina Igli a 1/256 de su DL50 (0.05 mg/kg;
1.03*10”7 mmol/kg), la Casiopeina Ilgli a 1/2 de su DL50 (4.42 mg/kg; 9.95%10°
mmol/kg) y la Casiopeina IlI-ia a 1/2 de su DL50 (12.34 mg/kg; 2.77*%10” mmol/kg),
tienen un efecto citotoxico similar. Esto es congruente con los resultados obtenidos por
Bravo donde se observa en un estudio de Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad
(QSAR por sus siglas en inglés). En el que se sefiala que las Casiopeinas con un nimero
mayor de anillos aromaticos presentaran una mayor toxicidad, por aumento en su
lipofilicidad. La presencia de anillos aromaticos en las diiminas de las Casiopeinas,
producen un incremento en la capacidad de formar enlaces m, generando la posibilidad
de una intercalaciéon mas fuerte con el ADN, ademas la presencia de los diferentes
sustituyentes periféricos producen una variacion en el potencial de media onda del cobre
en las Casiopeinas confiriéndole la capacidad de participar en reacciones tipo Fenton-

Haber Weiss y de generar radicales libres.*

En relacion a la Casiopeina Igli, se observa un perfil altamente citotoxico pues so6lo a
una dosis equivalente a 1/256 de su DL50 en raton se pudieron evaluar los parametros
requeridos en este estudio; cabe mencionar que esta dosis es 35 veces menor a la
utilizada con cisplatino (1/10 DL50 1.78mg/kg; 6.0 *10°° mmol/ml), lo que nos puede
llevar a plantear que el margen de seguridad terapéutico de la Casiopeina es mayor que
el Cisplatino, pues la dosis letal y la dosis a la cual existe un efecto citotoxico estdn muy

alejadas entre si.
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Con esto se puede decir que el perfil toxicoldgico a nivel celular in vivo de la

Casiopeina Igli a la dosis de 0.05 mg/kg (1.03x10” mmoles/kg) es:

e Citotoxico y citostatico, predominando el efecto citotdxico sobre el citostatico a
la dosis utilizada y

e Debido al poder citotdxico y citostatico, no se pudo determinar la capacidad
genotdxica a la dosis utilizada, sin embargo no se descarta la posibilidad que sea

genotoxica a menores dosis.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los experimentos con la Casiopeina Ilgli s6lo
a la dosis equivalente a 1/2 de su DL50 (4.42 mg/kg; 9.95%10° mmol/kg) resulté ser
citotoxica disminuyendo significativamente (p<0.05) el indice Mitético, sin embargo a
las dosis de 1/4 (2.21 mg/kg; 4.9%10°) y 1/8 (1.05 mg/kg; 2.48*%10°) de su DL50 se
abati6 el IM, pero sin ser estadisticamente significativo, con esto se puede proponer que
existe una tendencia inversamente proporcional a la dosis.

Al observar la CPC se ve que a todas la dosis arriba del 90% de las células se detienen
en una primera division, esto puede deberse al dafio que pueda generar la Casiopeina y
el proceso posterior de reparacion dentro de la célula como se menciond anteriormente,
esto se comprueba al calcular el TGP el cual se ve aumentado significativamente en

todas las dosis ocupadas.

Con respeto a la genotoxicidad de esta Casiopeina no se pudo determinar los ICHs,
debido a la alta capacidad citostatica presentada, sin embargo no se descarta la
posibilidad de que se tenga una interaccion con el ADN, que pueda generar dicha
genotoxicidad, recomendandose realizar ensayos a dosis menores para poder dilucidar si

el efecto citostatico enmascara al efecto genotoxico.

Con esto se puede decir que el perfil toxicoldégico a nivel celular in vivo de la

Casiopeina Ilgli a las dosis utilizadas es:

e Citostatico y Citotdxico, predominando el efecto citostatico sobre el citotoxico a

las dosis utilizadas y
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e Debido al poder citotdxico y citostatico, no se pudo determinar la capacidad
genotoxica a la dosis utilizada, sin embargo no se descarta la posibilidad que sea

genotoxica a menores dosis

Por otro lado la Casiopeina Ill-ia s6lo a la dosis mas alta (1/2 DL50; 12.34 mg/kg,
2.77%¥10° mmol/kg) resultd ser citotoxica, matando a la célula por apoptosis
comprobandose ésto por la técnica de TUNEL. A las dosis equivalentes de 1/4 y 1/8 de
su DL50 no se encontrd diferencia con respecto al control negativo de ninguno de los
parametros analizados (IM, CPC, TGP e ICH).

4 J .
8485 utilizando un sistema de

En un estudio realizado por Carvallo F. (2006)
xenotrasplantacion en raton desnudo con el carcinoma de colon (HCT15), se probaron
las mismas dosis de Casiopeina Ill-ia que en este estudio (1/4 y 1/8 de la DL50),
observandose que a dichas dosis la pérdida de peso de los animales no es significativa,
lo que es un indicio de su baja toxicidad, ademds se observd una marcada actividad
anticancerosa sobre el carcinoma, aumentando el tiempo en el que el tumor tarda en
doblar su tamafio. Estos resultados apoyan lo obtenido en este estudio ya que los
parametros relacionados con la citotoxicidad y la citostaticidad (IM, CPC y TGP) no se
ven alterados, mostrando que la médula 6sea de los ratones no es sensible en las
condiciones del experimento, lo anterior sugiere la baja toxicidad que tiene este farmaco

para la células sanas, lo cual es una excelente caracteristica en cualquier fAirmaco y

excepcional en farmacos anticancerosos

El tinico pardmetro que se vio afectado, mas no de forma significativa, son los ICHs, lo
que demuestra una interaccion con el ADN que provocé un dafio susceptible de
reparacion. Se recomienda hacer un estudio en donde este parametro sea determinado a
las mismas concentraciones utilizadas pero a diferentes tiempos para poder observar si

este dafio disminuye conforme la Casiopeina es excretada del organismo.

En resumen se puede decir que el perfil toxicologico a nivel celular in vivo de la

Casiopeina IlI-ia a las dosis utilizadas es:
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o C(Citotoxica a dosis de 12.34 mg/kg y no citotoxico a dosis menores de 6.17
mg/kg.
e No Citostatico a dosis menores de 6.17 mg/kg.

e Genotodxico a dosis menores de 6.17 mg/kg.

En paginas anteriores se ha analizado cada Casiopeina por separado y en cada uno de
los sistemas de prueba (in vitro e in vivo) dando informacion importante del perfil
citotoxicoldgico en cada uno de ellos, sin embargo, si se observa con cuidado estos
perfiles (in vitro e in vivo) para cada Casiopeina, se observa que son diferentes en cada

sistema.

La diferencia en el comportamiento entre el sistema in vitro e in vivo, s6lo puede
deberse a la capacidad biotransformante del sistema ADME en el sistema in vivo, un
farmaco que podemos citar como ejemplo de la necesidad de activacion metabdlica para

., . ;. ;. . . 13,62
la produccion de efecto citotoxico y genotoxico es la ciclofosfamida.'*®

Vale la pena
seflalar que esta misma Casiopeina ha mostrado diferencias en su capacidad
antiproliferativa in vitro sobre lineas celulares al ser evaluada en presencia y ausencia
de activacion metabolica, siendo activa en ausencia de esta pero incrementando su
actividad al agregar la fraccion microsomal, lo que nos lleva a proponer que la
Casiopeina una vez metabolizada es transformada en una molécula con mayor

actividad.*

En este estudio un hallazgo importante es que la cantidad de Casiopeina administrada,
en el sistema in vivo es menor que en el sistema in vitro aproximadamente en 2 ¢ 3
ordenes de magnitud, no obstante se produce un dafio mayor en el sistema in vivo a
pesar de tener una menor cantidad de fdrmaco, esto puede deberse a que el sistema
ADME potencializa la accion citotoxica, citostatica o genotdxica del farmaco™ lo que
comprueba la hipdtesis propuesta y con lo mencionado anteriormente.

: - - . 37-41.44
Por otro lado al observa los resultados obtenidos en esta tesis y estudios previos® *!**

6680 g observa que el comportamiento de las Casiopeinas es diferente entre ellas, lo que

nos hace pensar que probablemente tengan mecanismos de accion diferentes.
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Un dato importante que se debe de resaltar, es el hecho de que todas las dosis utilizadas
de las Casiopeinas en los experimentos in vivo se encuentran de 2 a 4 ordenes de
magnitud por debajo de la dosis utilizada de cisplatino. En los casos de las Casiopeinas
Igli y IIgli a pesar de que la dosis es menor se produce un dafio citotéxico y citostatico
parecido e inclusive mayor que el cisplatino. Sin embargo este efecto se realizaria tanto
en células cancerosas como en células sanas (médula 6sea), este ultimo efecto traeria
consecuencias importantes, como lo puede ser una inmunosupresion. Sin embargo este
no debe de verse como un aspecto negativo de estos farmacos, pues se sabe que lo
compuestos anticancerosos tienen este tipo de comportamiento. Probablemente este
efecto de las Casiopeinas sobre la médula 6sea es dependiente del tiempo, por lo que se
recomiendo realizar otros experimentos a diferentes concentraciones y tiempos para
observar si existe un cambio conforme son excretadas del organismo, como se

menciond anteriormente.

En el caso de la Casiopeina Ill-ia los resultados son mas prometedores pues como se
menciond anteriormente a la misma dosis utilizada en este estudio, se observa una
marcada actividad anticancerosa, sin repercutir en el tejido sano. Sin embargo se
encuentra que esta Casiopeina tiene una actividad genotdxica, por lo que se recomienda
seguir realizando estudios en toxicologia genética, para conocer de una mejor manera la

repercusion que pueda tener en los individuos expuestos.
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