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LO QUE HE APRENDIDO EN LA VIDA...
Con el correr de los arios...

He aprendido, que cuando estas enamorado, se te nota.

Que una persona diciéendome, “Me alegraste el dia’... alegra mi dia.
Que siempre puedo rezar por alguien, cuando no tengo otro modo de
ayudarlo.

Que no importa que tan serio requiera la vida que seas, todos necesitamos
un amigo con el que podamos reir a carcajadas.

Que algunas veces, todo [o que una persona necesita, es una mano que
sostener y un corazon que entender.

Que la vida es como un espiral. Mientras mds se acevca al fin, mds rdpido
camina.

Que el dinero no compra la clase.

Que esas pequerias cosas que pasan diariamente, son las que hacen la vida
espectacular.

Que debajo del duro escudo de las personas, hay alguien que quiere ser
apreciado y amado.

Que Dios no lo hizo todo en un solo dia... ;qué me hace pensar que yo
puedo?

Que ignorar los hechos... nunca los cambia.

Que es el amor y no el tiempo... el que cura todas las heridas.

Que cada persona a la que conoces, merece ser obsequiada con una sonrisa,
porque nunca se es tan pobre para no poder regalarla, ni tan rico como
para no necesitarla.

Que nadie es perfecto... hasta que te enamovras de alguien.

Que las oportunidades nunca se pierden, alguien mds tomara aquella que
tu dejaste pasar.

Que uno debe decir palabras suaves y tiernas, porque mds adelante puedo
tener que tragarme las ofensas.

Que una sonrisa es la manerva mds barata, de lucir mucho mejor.

Que no puedo elegir como me siento, pero puedo elegir que hacer con
respecto a eso.

Que todos quieren estar en la sima de la montaria, sin darse cuenta que
toda la felicidad y experiencias agradables, suceden mientras se escala
hacia ella.

Que no puedo hacer que alguien me ame, solo convertirme en alguien a
quien se pueda amar; el resto ya depende de los otros.

Que por mucho que me preocupe por los demds, muchos de ellos no se
preocuparan por mi.

Que puede requerir arios construir la confianza y unicamente segundos
para destruirla.
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Que lo que verdaderamente cuenta en la vida, no son las cosas que tengo
alrededor, sino las personas que tengo alrededor.
Que puedo encantar a la gente por 15 minutos, después de eso necesito
poder hacer mds.
Que no debo compararme con lo mejor de lo que hacen los demads, si no con
lo mejor que puedo hacer yo.

Que lo mds importante no es lo que sucede sino lo que hago al respecto.
Que hay cosas que puedo hacer en un instante que ocasionan dolor durante
toda la vida.

Que es importante practicar para convertirme en la persona que yo quiero
ser.

Que siempre debo despedivme de las personas que amo con palabras
amorosas; podria ser la ultima vez que los vea.

Que puedo [legar mucho mads lejos que lo que pensé posible.

Que soy responsable de lo que hago, cualquiera que sea el sentimiento que
tenga.

Que, controlo mis actitudes o ellas me controlan a mi.

Que por mds apasionada que sea la relacion en un principio, la pasion se
desvanece y algo mds debe tomar su lugar.

Que los héroes son las personas que hacen aquello de lo que estan
convencidos, a pesar de las consecuencias.

Que aprender a perdonar requiere mucha prdctica.

Que con los amigos podemos hacer cualquier cosa, o no hacer nada, y tener
el mejor de los momentos.

Que a veces las personas que creo que van a patear cuando estoy caido, son
aquellas las que me ayudan a levantar.
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Que por mds fuerte que sea mi duelo, el mundo no se detiene por mi dolor.



Que siempre por que dos personas pelean, no significa que no se aman la
una a la otra; y que simplemente por que dos personas no discuten, no
significa que si se amen.

Que no tengo que cambiar de amigos si comprendo que los amigos cambian.
Que no debo afanarme averiguando un secreto; podria cambiar mi vida
para siempre.

Que dos personas pueden mirar la misma cosa y ver totalmente algo
diferente.

Que hay muchas maneras de enamorarse y permanecey enamorado.
Que sin importar las consecuencias; cuando soy honesto con migo mismo
(lego mads lejos en la vida.

Que muchas cosas pueden ser generadas por la mente; el truco es el
autodominio.

Que por muchos amigos que tenga, si me convierto en su salvador, me
sentiré solitaria y perdida en los momentos que mads los necesite.

Que aun cuando pienso que no puedo dar mds, cuando un amigo pide
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Que tanto escribir como hablar puede aliviar los dolores emocionales.
Que los titulos en la pared no nos convierten en seres humanos decentes.
Que las personas mueren demasiado pronto.
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valor cuando se utiliza con ligereza.

Que es muy dificil determinar donde fijar el [imite entre no hevir los
sentimientos de los demads y defender lo que creo.

Que aunque quiera mucho a la gente, algunas personas no me devolverdan
ese amor.

Que la mejor ensefianza que se aprende de la vida es estar junto a una
persona adulta.

Que la violencia atrae mds violencia.

Que las personas que critican a los demads, también me criticaran cuando
tengan la oportunidad.
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Que es mucho mejor expresar mis sentimientos que guarddarmelos dentro de
mi
Que ganar no lo es todo... es [o uinico.
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Anonimo.
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|. RESUMEN

Actualmente, diversas instituciones de nuestro pais se centran en la busqueda,
aislamiento y sintesis de nuevos agentes terapéuticos con propiedades
anticancerigenas. Las Casiopeinas son una familia de compuestos quimicos
que han sido patentados por la Facultad de Quimica de la UNAM, las cuales,
fueron creadas tomando como base la estructura quimica del Cis-platino el cual
es un anticancerigeno de excelencia, pero que desafortunadamente presenta
un alto grado de toxicidad. Actualmente se sigue estudiando las propiedades
anticancerigenas de las Casiopeinas, las cuales son compuestos con centro
metalico: cobre Il (Cu Il), lo que les proporciona algunas ventajas: toxicidad
menor, ya que el cobre es un elemento esencial para el organismo v,
econdmico, ya que es mas abundante que otros elementos (como el platino),
por lo tanto mas accesible para las personas de bajos recursos. Este nuevo
compuesto ha demostrado que tienen actividad antineoplasica en sistemas de
prueba tanto in vitro e in vivo, ademas de inducir apoptosis en lineas celulares
murinas (L1210 y CH1).

Los objetivos de este trabajo fueron, evaluar la actividad genotéxica, citotdxica
y citostatica de Casiopeina ligly, mediante el Intercambio de Cromatidas
Hermanas (ICHs), indice Mitético (IM), Cinética de Division Celular (CDC),
Tiempo de Proliferacion Linfocitica (TPL), e Indice de Replicacion (IR) en
linfocitos humanos in vitro, tratados con 0.33, 0.66 y 1.00 ug/ml, de Casiopeina

lIigly durante 24 horas.

Los resultados mostraron que se incrementaron los ICHs (8.05, 8.30, 11.38 VS
5.52), disminuyendo el IM (2.45, 1.45, 1.37 VS 3.93), se invierte el
comportamiento de la CDC (1er.ciclo 18.05, 27.96, 37.25, VS 15.41, 2do.ciclo
29.55, 30.85, 38.29 VS 27.59 3er.ciclo 52.39, 41.18, 24.46 VS 56.92), el TPL
se incremento (20.6, 22.61, 25.74 VS 20.01), y por ultimo el IR disminuy¢ (2.09,
1.92, 1.64 VS 2.17). Todos fueron comparados con el testigo negativo, y todos
con excepcion del TPL mostraron en las tres concentraciones trabajadas ([0.33,

0.66, 1.00 ug/ml] expuestas durante 24 hrs) diferencias estadisticamente



significativas. Lo cual nos llevo a concluir que la Casiopeina ligly, indujo un
efecto genotodxico, citotdxico y citostatico en los linfocitos de sangre periférica

humana in vitro.



II. INTRODUCCION

A partir de 1909, cuando el bidlogo William Bateson, bautizé con el nombre de
genética a esta ciencia que acumula cada vez mas conocimientos en torno a la
herencia bioldgica [Lorente, 2004], se ha podido trabajar en tres areas

diferentes:

1) La genética clasica: la cual se ocupa de la teoria cromosdmica de la
herencia, la concepcion de que los genes estan dispuestos de forma lineal en
los cromosomas; las posiciones relativas de los genes. 2) La genética
evolutiva: que estudia los mecanismos del cambio evolutivo y los cambios en
las frecuencias genéticas de las poblaciones. 3) La genética molecular: es el
estudio del material genético y su estructura, replicacion y expresién. Donde
también se incluye la informacién surgida de los descubrimientos de las

técnicas del ADN recombinante (ingenieria genética) [Tamarin, 1996].

Gracias a los esfuerzos a gran escala se ha llegado a secuenciar varios
genomas (virus, bacterias, hongos, gusanos, vegetales, aves, etc.) entre ellos
el de los mamiferos que constan de 25,000 genes y aproximadamente 3X10°
pares de bases (pb)1 [Lewin, 2007]. En particular, el genoma humano tiene 3,2
mil millones de pb y aproximadamente 24 000 genes y un solo gen tiene cerca
de 27 000 pb de longitud y solo cerca del 25% del DNA se transcribe en RNA 'y

menos del 2% codifica proteinas [Pierce, 2006].

1. EL MATERIAL GENETICO: ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)

1 - . . .

Entendiéndose por genoma, el conjunto de ADN de un organismo y en su interior se encuentran todos los genes que
posee dicho organismo. La publicacion de la secuencia completa del genoma humano, se realizo en el 2003 [Chieri,
2001].



El ADN, descubierto el 28 de febrero de 1953, por James Watson y Francis
Crick [Lorente, 2004], es un polimero, constituido por la union de muchas
unidades simples llamadas mondémeros, cada uno de ellos esta integrado por
tres moléculas: cuatro bases nitrogenadas (las purinas y las pirimidinas), una
azucar (la desoxirribosa) y fosfatos (el acido fosférico) [Audesirk y Audesirk,
1996; Chieri y Zannoni, 2001]. Las bases nitrogenadas que se insertan a la
cadena, sobre el azucar, se llaman: adenina (A), guanina (G), timina (T) y
citosina (C)?, de estas son aproximadamente 3,000 millones [Soberén, 2004;
Hidalgo et al., 2006]. El ordenamiento de las bases nitrogenadas permite que
los genomas de los seres humanos sean idénticos en el 99.9% de su
secuencia, existiendo variaciones entre individuos solamente en el 0.1%
[INMEGEN, 2006]. Las variaciones genéticas, como los SNPs® (Single
Nucleotide Polymorphism), nos confieren individualidad y pueden determinar el
riesgo que tenemos a padecer alguna enfermedad cronica degenerativa
[INMEGEN, 2006].

El ADN es una doble hélice, integrado por dos cadenas que son
complementarias [Soberdn, 2004]. Esta cadena mide cerca de metro y medio,
pero se compacta y alberga en el nucleo de cada una de los trillones de células
que forman el cuerpo humano. EI genoma humano se compacta en los
cromosomas, estructuras que se agrupan en 23 pares es decir, 22 pares

autonomicos y 1 par sexual [Hidalgo et al., 2006] (Figura. 1).

2
La adenina y la guanina son llamadas purinas, y la citosina y la timina, pirimidinas. [Lorente, 2004; Soberon, 2004;
Hidalgo et al., 2006]

3 Un polimorfismo de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism) es una variacién en la secuencia de
ADN que afecta a un solo nucleétido (A, T, C o G) del genoma. Por ejemplo, un SNP puede hacer que la secuencia
AAGCCTA pase a ser AAGCTTA. Una de estas variaciones debe darse al menos en un 1% de la poblacién para ser
considerada como un SNP. Los SNP forman hasta el 90% de todas las variaciones genémicas humanas, y aparecen
cada 100 a 300 bases a lo largo del genoma humano. Dos tercios de los SNP corresponden a la sustituciéon de una
citosina (C) por una timina (T). Estas variaciones en la secuencia del ADN pueden afectar a la respuesta de los
individuos a enfermedades, bacterias, virus, productos quimicos, farmacos, etc. Los SNP son de gran utilidad para la
investigacion médica en el desarrollo de farmacos. Debido a que los SNP no cambian mucho de una generacion a otra,
es sencillo seguir su evolucién en estudios de poblaciones. También se utilizan en algunos tipos de pruebas genéticas.
Los SNP se consideran una forma de mutacion puntual que ha sido lo suficientemente exitosa evolutivamente para
fijarse en una parte significativa de la poblacién de una especie [Yunis y Yunis 2002, http://es.wikipedia.org/wiki/SNP]
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La cromatina tiene una estructura muy compleja con varios
niveles de organizacion.

Figura 1. Estructura del ADN (Acido desoxirribonucleico) (Tomada de Pierce, 2006).

2. CICLO CELULAR

Debido a que todos los organismos vivos tienen una o mas células, y todas las
células descienden de células preexistentes, la reproduccion celular es
absolutamente esencial para la existencia de la vida en la tierra [Audesirk,
1996].

Casi todas las células se reproducen como se expresa en estas frases
reiterativas: crecimiento y division en dos, crecimiento, division en dos, etc.
Este proceso llamado division celular, produce dos células hijas que, si todo
funciona de manera adecuada, tienen exactamente la misma informacion

genética que la célula que les dio origen, la cual esta contenida en los



cromosomas, que son copias exactas de los cromosomas originales. Cada
ciclo de crecimiento y division celular recibe el nombre de ciclo celular
[Audesirk, 1996].

El ciclo celular eucariético consta de dos fases principales. La primera, la
interfase: que es el periodo entre las divisiones celulares, durante la cual la
célula adquiere nutrimentos del medio, crece y duplica el material genético.
Durante la segunda fase, la divisién celular (también llamada fase M), se divide
una copia de cada cromosoma y la mitad del citoplasma aproximadamente

entre cada una de las dos células hijas (Figura. 2) [Audesirk, 1996].

La interfase esta dividida en tres fases, llamadas G1, S, G2. El periodo
posterior a la division celular mas reciente y previa a la duplicacion de los
cromosomas es la fase G1. La mayor parte del crecimiento y de la actividad de
las células ocurre durante la fase G1. Esta fase es un punto llamado de
restriccion, ya que en la célula ocurre una especie de “evaluacion interna” de su
capacidad para completar el ciclo celular y producir dos células hijas viables. Si
la evaluacion resulta negativa, la célula no se divide; si resulta positiva, la
célula esta autorizada para duplicar el ADN y entrar en la division celular. Una
vez que se ha dado la sefial de “siga”, la célula no puede regresar [Audesirk,
1996].
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Figura 2. Ciclo celular (Tomada de Pierce, 2006).

La duplicacién de cromosomas define la fase de sintesis o fase S; este es el
unico momento de sintesis de ADN que ocurre en condiciones normales. Cada
cromosoma se duplica (s6lo una vez). Durante la fase S, en los animales
también se duplican los centriolos. El periodo posterior a la sintesis de ADN,

pero previo a la proxima division celular, es la fase G2 [Audesirk, 1996].

Muchos tipos de células de mamiferos progresan lentamente durante la
interfase, pasando aproximadamente, cinco horas en la etapa G2, siete
duplicando su ADN durante la fase S, vy tres horas en G2 preparandose para la
division celular. Aunque la division celular generalmente dura en promedio una
hora, algunos otros son muy cortos, mientras que otros pueden durar semanas

o toda la vida sin duplicarse [Audesirk, 1996].

El ciclo celular promedio de los linfocitos dura aproximadamente 24 horas,

donde: G1 es de doce horas, la fase de sintesis o (S), seis horas, G2 cuatro



horas y finalmente mitosis que solo dura una hora [Watt y Stephen, 1986;
Lodish et al., 2005]. La division celular consiste de una division nuclear y una
division citoplasmatica. Durante la divisidon nuclear, copias completas e

idénticas de todos los cromosomas quedan contenidas en dos nucleos nuevos.

La divisidon nuclear recibe el nombre de mitosis (del griego “hilos”). Durante la
divisién citoplasmatica, la citocinesis?; el citoplasma se divide en dos células
hijas, recibiendo cada célula uno de los nucleos recientemente formados y de
manera general, cantidades casi iguales de citoplasma. Por consiguiente las
dos células hijas son esencialmente idénticas. Aunque casi todas las células se
ajustan a este esquema, la divisidn nuclear y la division citoplasmatica son

acontecimientos potencialmente independientes [Audesirk, 1996].

La mitosis es un proceso continuo, sin embargo, y con fines descriptivos, se
divide en cuatro estadios: profase, metafase, anafase y telofase (en griego: pro-
, antes; meta-, medio; ana- detras; telo-, final). La duracion de los cuatro
estadios varia entre especies, entre 6rganos dentro de una misma especie, e
incluso entre células dentro de un tipo celular dado. Aparentemente, la division
celular se halla bajo el control general de dos proteinas, una que permanece
constante a lo largo de todos los ciclos celulares, llamada cdc2 (por cell-division
cycle protein number two o proteina numero 2 del ciclo de division celular) y
otra, que oscila durante el ciclo celular, denominada ciclina. Cuando se
combinan y modifican, estas dos proteinas inician la division celular. La
proteina cdc2 es una quinasa, una enzima que transfiere un grupo fosfato del
ATP a otras proteinas. Una forma habitual que emplean las células para
regular la actividad enzimatica es controlando el nivel de fosforilacién de las

enzimas [Tamarin, 1996].

La primera fase de la mitosis recibe el nombre de profase, y se caracteriza por

un acortamiento y engrosamiento de los cromosomas, de manera que éstos se

“Enla mayor parte de las células, durante la telofase se inicia la division del citoplasma en dos partes casi iguales. En
las células animales, los microfilamentos compuestos de las proteinas actina y miosina forman anillos alrededor del
plano ecuatorial de la célula, rodeando los restos del huso mitético. Los microfilamentos se fijan a la membrana
plasmatica. Durante la citocinesis, los anillos se contraen vy jalan el plano ecuatorial de la célula. Finalmente la “cintura”
se contrae completamente, dividiendo el citoplasma en dos células hijas. La citocinesis en las células vegetales es muy
diferente [Audesirk, 1996].



pueden distinguir unos de otros (condensacion de los cromosomas). También
en este momento la envoltura (membrana) nuclear se desintegra, el nucléolo
desaparece, los centriolos cuando estan presentes se duplican y migran a
polos opuestos de la célula y se forma el aparato mitético o huso (esto se
conoce también como: ensamble del huso mitdético y captura de los

cromosomas por parte del huso) [Tamarin, 1996].

A medida que avanza la profase, se puede observar que cada cromosoma esta
formado por dos cromatidas hermanas y que las fibras del huso se unen a los
cromosomas individuales por sus cinetocoros, dos estructuras proteicas
discoidales en cada centromero. Los cinetocoros se encuentran en lados
opuestos del centromero, y cada uno estd asociado con una cromatida
hermana esta disposicidn asegura que las cromatidas se separen unas de

otras durante el siguiente estadio de la mitosis [Tamarin, 1996].

El segundo estadio de la mitosis es la metafase, donde los cromosomas son
dirigidos a su posicion en el plano ecuatorial del huso. La alineacién de los
cromosomas en este plano marca el final de la metafase. La siguiente etapa
es la Anafase, la cual inicia con la separacion de las cromatidas hermanas,
siendo éstas arrastradas a polos opuestos de la célula. El arrastre tiene lugar
a velocidad uniforme, y los cromosomas parecen ser empujados hacia los

centriolos por accién de las fibras del huso [Tamarin, 1996].

La telofase, ultimo estadio, donde ahora la célula recorre a la inversa los pasos
de la profase para volver al estadio de interfase activa. Los cromosomas se
desenrollan y empiezan a llevar a cabo sus funciones fisiolégicas (direccion de
la sintesis de proteinas, replicacion, etc). Se forma de nuevo una envoltura
nuclear alrededor de cada conjunto de cromosomas, se forman los nucléolos, y
tiene lugar la citocinesis. La célula ha entrado ahora en la fase G1 del ciclo

celular [Tamarin, 1996].

El ciclo celular es muy importante y delicado, ya que un mal funcionamiento de
los controles de crecimiento de las células pueden desencadenar diversas

anomalias en el organismo, que en el mejor de los casos pueden ser tratados y



algunos curados. Por otra parte, cuando se pierde el control del ciclo celular se
puede desencadenar enfermedades como el cancer, donde una célula se ha
escapado del proceso de regulacion normal y que se divide sin control; esta
enfermedad se caracteriza por tener una gran proliferacion celular que

posteriormente se puede diseminar y causar la muerte.

3. CANCER

En la actualidad se reconoce al cancer como un proceso complejo que
involucra anomalias genéticas en el ambito celular, que implica una serie de
mutaciones secuenciales en los genes de control de division celular
[Butterworth y Bogdanffy, 1999; Yodada, 2000]. Muchos de estos genes
actuan normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular,
y la pérdida o inactivacion de estos genes da lugar a dos procesos sucesivos;
el aumento en la proliferacién de un grupo de células denominadas tumor o
neoplasia, y la posterior adquisicion de estas células de la capacidad invasiva
que les permite migrar de su sitio natural en el organismo, colonizando y
proliferando en otros tejidos u 6rganos, proceso conocido como metastasis
(aspecto mas critico del cancer) [Bruce et al., 1989; Mufioz, 1997;
Butterworth y Bogdanffy, 1999; Yodada, 2000].

El cancer puede ser, el resultado de que en una célula se produzca de forma
aleatoria varias acciones indeseables, cuyos efectos son acumulativos. Se
conocen algunos efectos quimicos, fisicos y biolégicos que juegan un papel
importante en las alteraciones genéticas que son necesarias para transformar
células normales en cancerosas. [Klug y Cummings, 2000] El aumento de la
probabilidad de estos sucesos criticos, hasta el punto lo suficientemente alto,
se hace practicamente inevitable, que al menos una célula se convierta en
cancerosa [De Vita et al., 1993; Murphy et al., 1996; Gil et al., 1997].

Por otra parte, algunos genes que regulan la apoptosis son cruciales en esta

transformacion celular, como los miembros de la familia de genes bcl-2: bcl-2 y

bcl-X|, que codifican productos proteinicos que inhiben la apoptosis. Por lo que
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se piensa que una alta expresion de esta familia de genes ayudan a
transformar las células linfoides en células cancerosas de linfomas por
inhibicion de las sefiales que inducirian en condiciones normales la muerte
celular. [Goldsby, 2003] Las mutaciones en los genes también juegan un papel
muy importante en este evento. Un suceso como el cancer requiere al menos
de mutaciones en cinco genes: c-myc, c-fos, c-ras, c-sys y c-cyg [Valle y
Weiss, 2003].

El aumento de la proliferacién de un grupo de células denominado tumor o
neoplasia y la posterior adquisicion de estas células de la capacidad invasiva
que les permite migrar de su sitio natural en el organismo, colonizando vy
proliferando en otros tejidos u 6rganos, proceso conocido como metastasis.
Ambas alteraciones son necesarias para definir un cancer, ya que, si sélo tiene
lugar un aumento del crecimiento de un grupo de células en el lugar donde
normalmente se hallan, se habla de un tumor benigno, mientras que, cuando
las células de un tumor son capaces de invadir los tejidos circundantes o
distantes tras penetrar en el torrente sanguineo o linfatico, se habla de un

tumor maligno [Bruce et al., 1989; Mufioz, 1997].

4. TRATAMIENTOS CONTRA EL CANCER

A lo largo del tiempo, se han desarrollado distintas formas de tratamiento para
el cancer, ya que antes la estrategia fundamental era la extirpacion quirurgica
del tumor local, por lo que no existian alternativas para los pacientes con
neoplasias metastasicas. Durante la década de los 40’s y 50°s surgio la
radioterapia como opcion alternativa para algunas localizaciones primarias,
tales como el cancer del cuello del utero y el cancer de las zonas de la cabeza,
asi como para los linfomas. La radiacién también resulté eficaz como terapia de

muchas formas de cancer metastasico, incluyendo la infiltracién del hueso.
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Posteriormente, con el desarrollo de farmacos antineoplasicos (década de los
50°s) la quimioterapia del cancer comenzé a ser utilizada para las neoplasias
diseminadas [De Vita et al., 1993; Murphy et al., 1996].

Actualmente la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia han llegado a ser
modalidades terapéuticas basicas, ya que han incrementado la posibilidad de
supervivencia de los pacientes ademas de reducir los efectos secundarios del
tratamiento, aunque hoy en dia existen otros tipos de procedimientos
terapéuticos tales como: la fototerapia, la hipertermia, la crioterapia, y la

inmunoterapia [Murphy et al., 1996].

5. QUIMIOTERAPIA

Una gran proporcion de la investigacion clinica sobre el cancer se centra en el
problema de como matar selectivamente las células cancerosas. El uso
apropiado de un agente contra el cancer depende, del entendimiento de su
mecanismo de accion a nivel molecular, celular, de tejidos y 6rganos, asi como
dentro del animal como un todo. Sin este conocimiento solo se pueden tomar
decisiones intuitivas para la eleccién de agentes anticancerigenos y esperar

que el resultado clinico sea util [Sport y Suh, 2000].

La quimioterapia del cancer, es el uso de farmacos de composicion conocida
para tratar a los tumores diseminados y esta dirigida contra tumores que se han
extendido desde un inicio o que tienen una alta capacidad de metastasis. El
indice terapéutico de la quimioterapia del cancer varia marcadamente de un
tumor a otro y de farmaco a farmaco, segun su actividad bioquimica y su
origen, por lo que se han clasificado en: agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibioticos antitumorales, alcaloides vegetales, agentes hormonales vy
compuestos miscelaneos [Magrath, 1989; Murphy et al., 1996].

Aunque los principios de la quimioterapia han sido claramente demostrados en

animales (perros, gatos, conejos, raton) [GoOmez et al., 1994; Quiroz et al.,
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1996; Fuentes et al., 2002], asi como en estudios clinicos en humanos,
ninguno de los agentes anticancerigenos existentes es ideal, debido a la falta
de eficacia, de selectividad y a sus efectos tdéxicos producidos [Bruce et al.,
1989].

Muchas de las mas recientes drogas son sintetizadas con la tecnologia de la
quimica organica. La sintesis quimica produce agentes con una alta pureza. La
gran ventaja de estas drogas sintéticas es que se pueden hacer cambios en la
estructura del farmaco durante el proceso de sintesis y estos cambios pueden
realzar la actividad farmacolégica o reducir sus efectos [Burgen, 1986; Sarel
et al., 1992].

La quimica organica tradicional sintetiza y purifica un nuevo compuesto. La
bioquimica estudia el metabolismo de los procesos vivos. La toxicologia
investiga los efectos dafinos potenciales del quimico. La farmacologia examina
las actividades farmacologicas especificas y su relacién estructura-actividad. La
ciencia de la computacién, utiliza maquinas y softwer sofisticados para analizar
y evaluar los nuevos farmacos. Cada una de estas disciplinas contribuye con el

desarrollo de nuevos farmacos [Chi-Jen, 2000].

El descubrimiento y desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos es
particularmente dificil debido a varios factores; a) a la falta de un adecuado
conocimiento en la bioquimica de diferentes tipos celulares de tumores, b) a
la heterogenicidad de los tumores, c) al desarrollo de resistencia bioquimica de
los farmacos, y d) a la baja predictibilidad en modelos animales. Existe una
continua necesidad de descubrir y desarrollar nuevos agentes antineoplasicos

debido a su escasez [Magrarh, 1989].

Dentro de la quimioterapia existe un gran numero de farmacos antineoplasicos
tanto de origen organico como inorganico, sin embargo, la existencia de
tumores refractarios a estos tratamientos, su toxicidad y costos elevados,
estimulan la busqueda de nuevas moléculas. Por ejemplo, existen 44

compuestos aprobados para su uso contra el cancer, de ellos solo dos, el
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cisplatino y el carboplatino son farmacos inorganicos basandose en el platino, y

ninguno de ellos son de tecnologia nacional [Bravo et al., 2002].

6. CASIOPEINAS

Actualmente, diversas instituciones de nuestro pais se centran en la busqueda,
aislamiento y sintesis de nuevos agentes terapéuticos con propiedades
anticancerigenas, como las Casiopeinas (su nombre proviene de la
constelaciéon Casiopea, formada por seis estrellas, ordenadas con el mismo
arreglo molecular de estos compuestos) las cuales comprenden una serie de
compuestos de coordinacién de cobre (ll) como centro metélico, esta
constituida por una parte inorganica (fenantrolina) y otra organica (glicina), en
la esfera de coordinacion presenta un ligante bidentado del tipo diiminas (N-N)
y otro que puede ser aminoacido (N-O) o donador (O-O) (Figura 3). Los
complejos estudiados de esta familia han demostrado tener actividad

citostatica, citotoxica y antineoplasica [Keppler, 1993].

Las Casiopeinas fueron desarrolladas en la Facultad de Quimica de la UNAM,
tomando como base la estructura molecular del Cis-platino el cual resulta un
anticancerigeno de excelencia, que desafortunadamente presenta un alto
grado de toxicidad. Por lo que el centro metalico cobre (ll), proporciona a las
Casiopeinas ciertas ventajas, como el ser econdmicas (mas que el Cis-platino),
debido a que el cobre es un metal abundante en la naturaleza; asi mismo
también presenta una menor toxicidad ya que este elemento es esencial en los
organismos vivos y puede ser eliminado facilmente por medio de procesos
homeostaticos en comparacion con los complejos de platino. [Ruiz Azuara,
2000; Bravo et al., 2002]. La Dra. Lena Ruiz Azuara consider6 a las
Casiopeinas como componentes quimioterapeuticos, por lo que inicié su
desarrollo en 1976, como una alternativa para el cancer [Santiago, 2004;
Atilano, 2007].
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Cuando un farmaco es prometedor, como las Casiopeinas, se someten a una
serie de evaluaciones preclinicas, para identificar sus propiedades
farmacologicas, farmacocinéticas, toxicoldgicas y genotoxicas; dentro de esta
ultima es necesario evaluar el dafio producido al material genético. Asi como
clinicas, para evaluar su relacion estructura-actividad, sus efectos a corto
plazo, la dosis 6ptima, los riesgos y su eficacia en el humano, entre otros, para
que pueda salir al mercado [Chi-Jen, 2000]. Cabe resaltar que se estan
llevando a cabo trabajos en los que se trata de establecer los mecanismos de
induccién de dano de las Casiopeinas [Verdejo et al., 1998; Carvallo et al.,
2002].

Al realizar estudios para observar las interacciones de las Casiopeinas con el
ADN, se obtuvo que solo hay interacciones con la adenina, mediante el
apilamiento entre los sustituyentes bipiridina o fenantrolina del complejo mixto
y el anillo de la base, lo cual lleva a pensar que las Casiopeinas actuan como
intercalantes [Tovar et al, 2002].

Por otra parte, todas las Casiopeinas contienen el ligante diimina distinto, con
caracteristicas hidrofdébicas, que le permiten actuar como intercalante con las
bases del ADN [Cirigo et al, 2002; Tovar et al, 2002]. El ligante hidrofilico le
permite a la molécula ser transportada con facilidad. La naturaleza, el numero y
la posicion de los ligantes, son los responsables de generar selectividad
preferencial sobre algunos tejidos tumorales especificos [Ruiz Azuara, 2000;
Bravo et al, 2002; Alemon et al., 2006].

También se ha propuesto que el mecanismo de accién de las Casiopeinas,
esta relacionado con la reduccion del atomo de cobre (ll) a cobre (I) en su
estructura, lo que subsecuentemente generaria la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como hidroxilo (OH) o super 6xido (O7;), las
cuales pueden reaccionar con diferentes macromoléculas tal como los acidos
nucleicos, proteinas o lipidos de la membrana, causando un dafio oxidativo en

el interior de la célula [Alemédn et al., 2006; Rivero Miller et al., 2007].

La formula general de las Casiopeinas son:
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[Cu (N-N) (N-O)] NOs 6 [Cu (N-N) (O-0)] NO3

/\ Donde:

N
N"
\

i Q-N (N-N) = Ligante del tipo diimina (fenantrolinas o
C ' bipiridinas substituidas)
(N-O) = Ligante aminoacidatos o péptidos

O (O-O) = Ligante donador (acetilacetonato o

salicilaldehidato)

i

S

Figura. 3. Estructura quimica
general de las Casiopeinas.

Este grupo de compuestos fue disefiado pensando en:

X/
L X4

Que la planaridad en la geometria de la molécula y el ligante diimina con
caracter hidrofébico le conferirian la posibilidad de actuar como
intercalante a través de interacciones con las bases del ADN vy el ligante
cargado le proporcionaria una polaridad necesaria para el transporte de

la molécula.

Que estos ligantes presenten propiedades hidrofébicas e hidrofilicas, le

confiere la caracteristica de quelatos mixtos.

La naturaleza, numero y posicion de los sustituyentes en el ligante

diimina serian los responsables de la variacion en la actividad biologica.

Al presentar un nucleo metalico de transicion que es esenciales para los
procesos vitales como el cobre Il, tiene una geometria mas cercana a
los compuestos de platino (Cis-platino), pues al igual que éste, el cobre

forma estructuras cuyos atomos se encuentran en un mismo plano.
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

El uso de elementos esenciales disminuye de manera importante la
toxicidad de los farmacos, ya que los organismos tienen procesos

homeostaticos para regular los aspectos de elementos esenciales.

El cobre puede o no intercambiar algunos de sus ligantes para
coordinarse directamente en el nitrégeno de las bases, formando

enlaces similares a los observados con el Cis-platino.

Los ligantes son los responsables de la modulacion en la distribucion y

transporte, y por tanto de la selectividad tumoral de la molécula.

Los ligantes quelatos aumentarian la estabilidad de los sistemas y
mantendrian la geometria cis, la cual es la mas activa [Ruiz Azuara,
2000].

Durante la década de los 80°s, se comprob¢ la actividad antitumoral de algunos

compuestos de la familia de las Casiopeinas en ensayos in vivo basados en

protocolos internacionales [Ruiz-Ramirez et al., 1991; Gracia et al., 2001],

posteriormente fueron patentados en 1992, por la Universidad Nacional

Auténoma de México (UNAM), en la facultad de quimica [Ruiz-Azuara et al.,

1992].

Tabla 1. Sub-familias y férmulas generales de las Casiopeinas®.

Sub-familias Foérmula general

Casiopeina | [Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)INO3
Casiopeina Il [Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(O-N)JNO3
Casiopeina |l [Cu(N-N)(O-O)]NO3

Casiopeina IV [Cu(4,4-dimetil-bipiridina)(O-NJNO3
Casiopeina V [Cu(5R-fenantrolina)(O-N)]NO;

Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina VII [Cu(fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina VI [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina IX [Cu(bipiridina)(O-N)INO3

Hasta el momento, de las mas de 100 Casiopeinas que han sido sintetizadas y

caracterizadas [Ruiz-Ramirez et al., 1992; Gasque et al., 1999], se han
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seleccionado las mas activas y menos toxicas para realizar pruebas preclinicas
en animales. Del total de compuestos se eligieron 24, de los cuales se
seleccionaron cinco, y finalmente, tres, los mas prometedores por su
solubilidad y su selectividad para leucemia y carcinomas. Estos tres
compuestos que llevan el nombre de Casiopeinas |, Il y Ill, han demostrado
tener actividad antineoplasica en los ensayos exigidos por el “Cancer
Chemotherapy National Service Center del National Center Institute”, de los
Estados Unidos [Ruiz-Azuara et al, 1995; Muller et al., 1999].

7. CASIOPEINA ligly

Particularmente, la Casiopeina ligly, con férmula: Aqua (4,7-diimetil-1,10-
fenantrolina) (glicina) cobre (ll) Nitrato, tiene un peso molecular de 425.89
g/mol y un pKa de 5.4, es estable en estado solido y una vez disuelta en agua
hasta por 21 dias en condiciones de oscuridad y refrigeracion, se degrada
facilmente cuando se expone a la luz [Ruiz-Azuara, 1992]. Es un polvo fino
color azul intenso, con una densidad aparente de 0.425 g/ml, con un tamafio de
particula >40 y <50 micras [Fuentes et al., 2004], que no se puede administrar
por via oral, pues el pH del estdmago es de 1 y la Casiopeina se disocia a ese
pH, por lo que no presentaria actividad farmacolégica [Ferrer et al., 1995]. Es
soluble en agua, etanol y metanol y se puede abreviar con la siguiente clave
Cas llgly (Figura 4). Se ha reportado que la Casiopeina ll-gly se une
eficientemente a las proteinas plasmaticas como la albumina [Garcia y
Fuentes, 2002], lo que implica que puede ser transportada a los diferentes

organos del cuerpo.

18



\ Ana Nos”

Figura. 4 Estructura quimica de la Casiopeina ligly.
[4,7-dimetil-1,10-fenantrolina, glicina cobre Il) nitrato]
[Tomado de Reyes et al., 2003]

En distintas pruebas, la Casiopeina ligly a mostrado una mayor reduccion del
indice Mitético en contraste con el Cisplatino y la Mitomicina C; ademas tiene
un espectro de accién amplio contra tumores solidos y contra lineas celulares
HelLa, Calo, L1210, S180, B16 y LW1; es citotdxica y también elimina células
por apoptosis; puede degradar ADN vy realizar interacciones con la Adenina y
con la proteinas plasmaticas como la albumina, ademas de ser embriotoxica y
teratogena [Huber et al., 1987; Morales et al., 1995; De Vizcaya et al., 1996;
Rivero, Miller et al., 1998; Tovar et al., 2002; Gonzalez, 2004].

A la par de los tratamientos empleados actualmente en el cancer, se han
realizado grandes esfuerzos para identificar sustancias o mezclas complejas
que puedan en un futuro ayudar a tratar o inhibir el cancer, tal es el caso de las
Casiopeinas. Aun con todas estas investigaciones, en la actualidad se les ha
dado un enfoque hacia la prevencion del cancer. Estudios en los que se revela
una reduccion en el padecimiento del cancer, si se incrementa el consumo de
frutas y vegetales, asi como de algunos fitonutrientes como los flavonoides,
carotenoides, entre otros. [De Vita et al., 1993; Murphy et al., 1996; Gil et al.,
1997; Garcia et al., 2001; Young y Ferguson, 2003].
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A la fecha las Casiopeinas se encuentran en la fase preclinica y se estan
realizando los estudios necesarios para obtener informacion sobre su
farmacodinamica y sus propiedades toxicologicas, dentro de esta ultima, es
necesario evaluar el dafo producido al material genético [Verdejo et al., 1998;
Santiago, 2004; Carvallo, 2007].

8. ANTECEDENTES DE LAS CASIOPEINAS®

Los estudios de genotoxicidad, se refieren al estudio sistematico de los efectos
de diversos agentes fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en el ambiente,
sobre el material genético de los organismos [Prival, 1980; Moutsschen,
1985].

Dado que las Casiopeinas |, Il, y Ill, han demostrado tener una mayor actividad
antineoplasica, éstas han sido sometidas a un gran numero de pruebas tanto
in vitro como in vivo, por ejemplo, un estudio realizado por Ruiz-Ramirez et al.,
(1991), reporté que las Casiopeinas I, Il, y Il tienen actividad antineoplasica in
vivo en lineas tumorales, tales como, L1210 (leucemia), S180 (sarcoma), B16

(melanoma) y L5178 (de un clon llamado LW).

Garcia et al., (1991) sefala que los ratones que fueron tratados con Casiopeina
llgly (2.0mg/Kg) presentan hipotermia, diarrea leve y una perdida de peso de
aproximadamente el 13%, la muerte se presenta a las 12 hrs después de la
inyeccion, dicha muerte se debe aparentemente al decrecimiento de la
actividad motora, hipotermia y alteraciones en la respiracion. Posteriormente se
demostro que la Casiopeina llgly interactua directamente con las mitocondrias
aisladas o dentro de las células intactas, causando una variedad de efectos en
diferentes sitios, como la inhibicion tanto de la fosforilacion oxidativa, como de
la sintesis de ATP [Marin et al., 2003].

Este compuesto es citotoxico en lineas tumorales humanas de Sarcoma S189,

CalLo y Hela, ademas, a través de estudios toxicolégicos (LDsp) han mostrado

20



ser menos téxicas [Ruiz-Ramirez et al., 1993]. Otros estudios, indican que las
Casiopeinas producen mutaciones somaticas en ojos y alas de Drosophila
melanogaster [Ruiz-Ramirez et al., 1993; Cruces et al., 1994], Por otra parte,
la inhibiciéon del indice mitético es 4 veces menor en comparacion con el

Cisplatino o la Mitomicina C [Morales et al., 1995].

De Vizcaya et al., (2000), mostré que la Casiopeina llgly es capaz de inducir
muerte celular por apoptosis en lineas celulares, tales como, de leucemia
murina L1210 y de carcinoma ovarico humano CHO, y cuando se realizo el
analisis de la morfologia nuclear éste mostré6 condensacién de cromatina y
fragmentacidn nuclear (apoptosis). Estudios de microscopia electrénica y
fluorescente, apoyan la hipétesis de que la intercalacion con la adenina es el
mecanismos de accidn entre las Casiopeinas y el ADN [Cirigo et al., 2002].
Otros estudios confirman que las Casiopeinas tienen actividad antineoplasica
en las lineas celulares murina (B16) y humana (HelLa, SiHa, CaSki, C33-A y
CalLo), y que ademas tienen una mayor actividad en lineas celulares humanas

cérvico-uterinas [Gracia—Mora, 2001; Rico et al., 2002].

Asi mismo, Vizcaya et al., (2003), encontré6 que la Casiopeina ligly, induce
anemia hemolitica en ratas, provocada por un dafo directo a los eritrocitos.
Gonzalez (2004), demostr6 que la Casiopeina ligly, es embriotdxica y
teratégena en ratones de la cepa CD-1. Florin et al., (2004) reporté que la
Casiopeina ligly ejerce un efecto citotoxico, y que induce dano al ADN que se
refleja en el incremento de la longitud de los cometas, asi como en la aparicion
de células con dafio total. Castafeda et al., (2004) utilizando ratones CD-1,
encontré que la viabilidad espermatica se reduce cuando se administra la
Casiopeina llI-gly en dosis de 1.1 y 2.2 mg/kg (que corresponden a 1/4 y 1/8 de

la LDS0 ) en tratamientos de 60 dias.

Mas recientemente Atilano y Roldan, (2006), reporta que la Casiopeina ligly es
un estupendo agente antineoplasico, puesto que es capaz de inhibir la division
celular con eficacia, sin incrementar considerablemente el contenido de
micronucleos en células sanas, ademas de que no induce aberraciones

cromosomicas estructurales. Cermeno et al., (2006), reporta que hay
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disminucién de la viabilidad en las células del corazon, higado, bazo, rifén, y
testiculo de ratones de la cepa CD-1 cuando se expusieron por 24hrs a la
Casiopeina llgly a 72 de la LD50, también los resultados de electroforesis
unicelular alcalina mostraron incremento en la longitud total de los cometas.
Asi mismo Alemoén et al.,, (2006) reporta que las Casiopeinas manifestaron
actividad citotoxica y genotdéxica en células HelLa 'y tumores

xenotransplantados.

Por otro lado, Carvallo, (2007) demostré, que la Casiopeina ligly induce
apoptosis y oncosis a HCT-15 (en las dosis 1.25, 2.5, 5, 10 yg/ml). Inhibe la
proliferacion celular, es irritante en la administracion intraperitoneal. Tiene
actividad antitumoral sobre HelLa transplantando al raton desnudo en las dosis

utilizadas.

Todos estos estudios que se han realizado hasta la fecha, tanto en lineas
tumorales como en animales de laboratorio, han demostrado baja toxicidad y
una alta selectividad por algunos tumores, lo cual las hacen una serie de
compuestos con mucho futuro, tal es el caso de la Casiopeina ligly, que fue
seleccionada como uno de los compuestos mas apropiados de esta familia
para realizar estudios de genotoxicidad [Santiago, 2004], ésta es una fuerte
candidata a convertirse en un farmaco de uso comun para combatir el cancer.
No obstante, aun se requiere la realizacion de varias pruebas para realizar este
fin [Atilano, 2007].

9. LINFOCITOS

En 1950, se reconocieron los linfocitos como las células, a cargo de las
inmunidades celular y humoral, estas células son uno de muchos tipos de
glébulos blancos que se producen en la medula 6sea por el proceso de

hematopoyesis [Goldsby, 2003].

22



Los linfocitos salen de la medula &sea, circulan en la sangre y los sistemas
linfaticos. Residen en diversos érganos linfoides. Debido a que producen y
muestran receptores en su superficie celular que une antigenos, los linfocitos
median los atributos inmunolégicos definidores de especificidad, memoria y

autorreconocimiento [Goldsby, 2003].

En la sangre de las personas sanas, las concentraciones de linfocitos varia
mucho con la edad, encontramos por ejemplo en un adulto de 21 afos el
ndmero de estas células es de 2500/mm?®, mientras que en los recién nacidos
la cantidad es mas del doble (5500/mm?®) [Nataranjan y Obe, 1982]. Un adulto
normal tiene alrededor de cinco litros de sangre con unos 2000 linfocitos/mm?®
para un total de casi 10" linfocitos. Durante una infeccién aguda aumenta la
cifra de linfocitos de cuatro a 15 veces y se obtiene una cuenta total de
linfocitos de 40 a 50 X 10°. Debido a que el sistema inmunitario no puede
sostener un incremento tan masivo de las cifras de células por un periodo
prolongado, el sistema requiere un medio para eliminar los linfocitos activados
innecesariamente una vez que pasa la amenaza antigénica. Se estima que una
célula plasmatica aislada puede liberar mas de 2000 moléculas de anticuerpos
por segundo [Goldsby, 2003].

Los linfocitos constituyen del 5 % de los glébulos blancos del cuerpo humano
(los limites dependen del tamafio del cuerpo y la edad ~10"° a 10'?) [Rooney y
Czepulkowski, 1978; Goldsby, 2003].

Los linfocitos B y T en reposo son células pequefias moviles, no fagociticas,
que no es posible diferenciar a nivel morfologico. Los linfocitos B 'y T que no
han interactuado con antigeno, son conocidos como virgenes o sin cebar, son
células en reposo en la fase GO del ciclo celular. Dichas células que se llaman
asimismo linfocitos pequenos, solo tienen alrededor de 6 ym de diametro. Los
linfocitos pequefios tienen cromatinas empacadas a gran densidad, pocas
mitocondrias y un reticulo endoplasmico y aparato de Golgi poco desarrolladas.
A menudo se piensa que el linfocito virgen posee un periodo de vida corto. La
interaccion de linfocitos pequefios con antigeno, en presencia de ciertas

citosinas, inducen a estas células a entrar en el ciclo celular y progresar de GO
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a G1y mas adelante a S1, G2 y M. A medida que transcurren a través del ciclo
celular, los linfocitos crecen hasta células blasto de 15 uym de diametro
llamadas linfoblastos; éstos muestran una relacion citoplasma-nucleo mas alta
y mayor complejidad de organelos que los linfocitos pequefios [Goldsby,
2003].

La evaluacién de dafo genético inducido por agentes fisicos y quimicos, por
ejemplo: estudios de individuos expuestos a agentes quimicos industriales y al
desarrollo de nuevos compuestos farmacéuticos y terapéuticos, y de células
en cultivo, han mostrado que los linfocitos humanos de sangre periférica son un
indicador extremadamente sensitivo de cambios en la estructura cromosémica
inducidos tanto in vivo [Evans et al., 1979; Evans, 1982; Ylzbasioglu et al.,
2006], como in vitro [Evans, 1970; Buckton y Evans, 1973; Yuzbasioglu et
al., 2006]. Dichos cambios en la estructura cromosémica ofrece una evidencia
morfolégica de dano al material genético. A pesar de los problemas que existen
en la extrapolacion de los resultados in vitro a la situacién in vivo, los linfocitos

ofrecen muchas ventajas como sistema de prueba.

1. Se obtiene facilmente un gran numero de células humanas: en pocos mi
de sangre periférica que se extraen facil y repetidamente de un individuo

se obtienen por cada ml de 1 a 3 x 10° linfocitos.

2. Los linfocitos se distribuyen en todo el cuerpo, circulando en todos los

tejidos y una proporcion tiene vida larga.

3. Virtualmente todos los linfocitos de sangre periférica son una poblacion
celular sincronizada en el mismo estado GO de la interfase, y en
individuos sanos, estas células no se encuentran en proliferacidon

mitdtica in vivo.

4. Una proporcion de los linfocitos puede ser estimulada por mitdgenos
para inducir a la division en cultivo, son facilmente cultivables y esto
provee de una fuente rapida de células en division para la evaluacion de

parametros citogenéticas como las Aberraciones Cromosomicas
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5. Los linfocitos han demostrado poseer una baja actividad de reparacion y
presentan una vida media de dos a cuatro afos, lo que permite que
acumule lesiones en su ADN, por lo que durante mucho tiempo han sido
uno de los sistemas ideales para el estudio del efecto de la exposicion
cronica a bajas concentraciones de mutagenos, y realizar una gran
variedad de analisis, como las ya mencionadas [Evans, 1970; Buckton
y Evans, 1973; Evans et al., 1979; Evans y O'Riordan, 1975; Evans,
1982; Nataranjan y Obe, 1982; Albertini et al., 1982, Moutschen,
1985; Roldan y Altamirano, 1990; Tucker y Preston, 1996; Albertini
et al., 2000].

10. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICHs)

El hecho de que la naturaleza del material genético o ADN, sea esencialmente
la misma en todos los organismos ha permitido utilizar una serie de modelos
biolégicos de prueba para obtener informacion util sobre el potencial

mutagénico de los agentes quimicos [Prival, 1980; Moutschen, 1985].

Los Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs) son transposiciones
simétricas en el mismo locus entre las cromatidas de un mismo cromosoma,
que no produce alteraciones estructurales® (Figura 5). Los ICHs ocurren de
manera natural, como eventos asociados a la replicaciéon normal del ADN y
sobre el colapso natural de la horquilla. Con una estimacién de existencia de 3
a 4 intercambios por célula por ciclo celular, bajo condiciones donde los niveles

de 5-bromodesoxiuridina (BrdU) es muy poco o inexistente [Albertini et al.,

® Pueden llegar a existir ICHs asimétricos los cuales son el resultado de algunas fracciones de cambio que ocurren en
locis no homodlogos, y estos ICHs, pueden representar eventos mutacionales o deleciones cromosémicas o estar
relacionados con amplificaciones de ADN [Bagpayee, et al., 2005].
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2000; Roldan, 2002; Bajpayee et al., 2005; Wilson y Thompson, 2007]. Los
ICHs solo son detectables en las cromatidas hermanas diferenciandose por su
tincion (Figura 5 y 6), por lo que un incremento en su frecuencia en los
linfocitos de la sangre, es utilizada como un marcador de dafio en el material
genético producido por agentes quimicos, genotoxicos, mutagénicos,
carcinogeénicos, ultrasonido, luz UV, radiacion ionizante, desnutricion vy
temperatura entre otros [Kato, 1980; Ortiz y Betancourt, 1984; Morales et al.,
1987, 1988; Tsuji, et al., 1988; Betancourt et al., 1992; Barale et al., 1993;
Gennart et al., 1993 ; Lakhanisky et al., 1993; Leonard y Gerber, 1994;
Sivikova y Dianovsky, 1995; Donovan et al., 1997; Albertini et al., 2000;
Roldan, 2002; Bajpayee et al., 2005; Wilson y Thompson, 2007].

ICHs <
- L

Figura 5. Fotomicrografia que muestra una metafase de segundo ciclo de

divisién con tincion diferencial presentando ICHs, en linfocitos humanos in vitro (100X).

El Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs) fue descubierto hace 68 afos
por Barbara McClintocken en los cromosomas del maiz, y son observados por
primera vez por Taylor Philip en células de plantas usando autorradiografia con
timidina tritiada. Descubrié que la incorporacion de analogos de base (BrdU) en
combinacién con Hoechst 33258 hace diferenciar las cromatidas hermanas vy
revela los ICHs [Wojcik et al., 2004; Wilson y Thompson, 2007].
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En 1974, Latt, Perry y Wolff de manera independiente implementaron una
técnica de Tincion Diferencial de cromatidas hermanas (Figura. 6) que ha
aportado valiosos datos acerca del efecto de las sustancias quimicas en el
ADN [Evans y O'Riordan, 1975; Tucker y Preston, 1996; Albertini et al.,
2000; Woijcik et al., 2004; Aydemir et al., 2005; Bajpayee et al., 2005].
Actualmente la metodologia de Tincién Estandar o Diferencial, se utiliza para
visualizar los cambios que ocurren dentro del desarrollo celular es la
Fluorecencia mas Giemsa, utilizando en el medio de cultivo, la BrdU. Debido a
que la replicacion del ADN es semiconcervativa, la BrdU que se encuentra en
el medio es incorporado eficientemente dentro de la hebra hija de cada duplex,
durante el segundo ciclo de division. Observandose que la hebra patrén es
normal y la otra hebra es transparente a causa del efecto de la BrdU [Wojcik et
al., 2004; Wilson y Thompson, 2007].

Por lo tanto, la técnica de Intercambio de Cromatidas Hermanas requiere la
replicacion del ADN en presencia de (BrdU), por dos ciclos celulares
consecutivos [Tucker y Preston, 1996; Albertini et al., 2000] y su posterior
revelado mediante el uso de luz ultra violeta y colorantes como la Giemsa, de
tal modo las células cuyo ADN ha incorporado BrdU por un ciclo de duplicacion
(monofilarmente sustituidas) estaran tefiidas de una manera homogénea,
mientras que las células que ya han pasado por dos ciclos de replicacion y
cuyos cromosomas muestran una cromatida monofilarmente sustituida vy la
otra bifilarmente sustituida, es decir, tefiran de una manera diferencial, obscura
la primera y palida la segunda [Perry y Wolff, 1974]. De esta manera se
pueden diferenciar los intercambios entre las cromatidas hermanas y ademas
evidenciar que el ADN se replica semiconservativamente [Wilson vy
Thompson, 2007].

INCORPORACION DE BrdU
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(Tincion diferencial de Cromatidas Hermanas)
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Figura 6. Es la incorporacion de BrdU al ADN de linfocitos humanos, para que en los

cromosomas de metafases en segundo ciclo de divisién celular sean observables los ICHs. Por

el efecto de la tincidn diferenciadas de las cromatidas.

Esta técnica citogenética de ICHs es una de las mas frecuentes y se ha

desarrollado ampliamente hasta

la fecha para determinar el

potencial

genotoxico de un compuesto. Algunos autores mencionan que ninguna

discusidn citogenética estaria completa si no se hace mencion de esta prueba.
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Debido a que en la evaluaciéon de los ICHs en exposiciones in vivo muestran
una acumulacién y persistencia limitada, a causa del proceso de reparacion del
ADN [Tucker y Preston, 1996], se ha considerado a esta técnica como un
marcador esencial de genotoxicidad en estudios in vitro [Aydemir et al., 2005],
porque ha mostrado ser una prueba clastogénica altamente sensible (incluso
mas que AC), econdmica, muy rapida (incluso mas que cualquier metodologia
citogenética), sencilla y produce datos cuantitativos empleando pequeias
concentraciones, ademas se puede desarrollar de manera in vivo, in vitro y ex
Vivo en humanos, animales de laboratorio y plantas [Tucker y Preston, 1996;
Albertini et al.,, 2000; Aydemir et al., 2005; Bajpayee et al., 2005;
Yuzbasioglu, 2006; Wilson y Thompson, 2007].

Todo esto ha llevado a ser a esta técnica muy atractiva, sin embargo la falta de
especificidad para la deteccion de actividad mutagénica (como AC) la ha
mantenido con un uso reducido [Tucker y Preston, 1996]. Su mecanismo de
formacion y su significado biolégico son confusos e inciertos, quizas estas

caracteristicas sean las desventajas que pudiera presentar esta metodologia.

Respecto al proceso de formacion de los ICHs se han propuesto algunos
modelos que tratan de explicar este fendmeno [Tucker et al., 1993], entre los
cuales destaca, el de Painter, (1980) que propuso, que los ICHs son el reflejo
de errores en la sintesis, e involucran rompimiento y reunion del ADN en loci
homologos de las cromatidas, como resultado de una mala replicacion de la
hebra molde de ADN dafado, probablemente por recombinacion o pérdida de

velocidad de la horquilla de replicacion.

Ademas, posiblemente los intercambios de dos filamentos entre las dos
moléculas de ADN ocurren por alguna de las tres siguientes vias: 1) Un
intercambio entre cromatidas que han sido rotas independientemente en sitios
homologos; 2) Un sistema de reparacion que opera durante la replicacién del
ADN y 3) Un error en la replicacion del ADN [Knuutila, 1979; lannuzi et al.,
1991; Morales et al., 1995; Tucker y Preston, 1996].
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Otros autores mencionan que los ICHs estan relacionados con el rompimiento
de cadenas doble del ADN en ambos brazos del cromosoma y su posterior
reubicacion, sin llegar a alterar la morfologia del cromosoma; asi como, errores
en la replicaciéon del material genético [Perry y Evans, 1975; Tucker vy
Preston, 1996; Albertini et al., 2000; Aydemir et al., 2005; Bajpayee et al.,
2005; Wilson y Thompson, 2007].

También se cree que es un proceso recombinacional que puede presentarse
espontaneamente, o bien que se origina por lesiones en el ADN que persisten
antes del periodo de sintesis [Wolff et al., 1974; Kato, 1980]. Se ha obtenido
evidencia de que este evento es también causado por la inhibicion de la
sintesis de ADN o de las enzimas involucradas en este proceso [Rainaldi y
Mariano, 1982]. Recientemente se ha propuesto que los ICHs son el producto
de la Recombinacion Homodloga (RH), estrechamente ligado con el proceso de
replicacion [Sonoda et al., 1999; Droonkert et al., 2000; Wang et al., 2003;
Bajpayee et al., 2005; Wilson y Thompson, 2007].

Wilson y Thompson, (2007) senalan que las vias por las que probablemente
ocurren los ICHs es a través de la mediacion de la RH de un rompimiento en la
horquilla de replicacién del ADN cuando se encuentra un nick o gap en una
hebra parental. En otras palabras, el incremento de los ICHs sugiere que hay
deficiencia para reparar las lesiones que probablemente son la consecuencia
del colapso de la horquilla y la iniciacion de la reparacion por RH. Lo que
conlleva a pensar que, la no reparaciéon de los Rompimientos de Cadena
Sencilla (RCS) y la progresion del mecanismo de replicacion, hacen que el
RCS se convierten en Rompimiento de Cadena Doble (RCD) que es
potencialmente una consecuencia de la RH la cual determina la frecuencia de
los cambios. Estos autores implican a los RCS, como el primer intermediario
genético de la naturaleza de los ICHs. Ademas sugieren que puede haber mas

de una via molecular responsable de la formacion de los ICHs.

De igual manera, se ha sugerido que las lesiones en el ADN que no fueron
reparadas durante la G1 podrian causar ICHs en la siguiente division sucesiva

[Morimoto, 1983] y si ellas trascienden el periodo de sintesis del ADN pueden
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causar ICHs en divisiones sucesivas [Morales et al., 1984, 1988, 1990, 1992,
1995] a menos que fueran reparadas en la subsecuente G1 [Gonzalez,
2004].

Mientras que para el significado bioldgico, no se ha observado una asociacion
entre el aumento de la frecuencia de ICHs y el riesgo de padecer cancer, sin
embargo, el incremento de los ICHs es usado clinicamente como un marcador
de diagnostico para el Sindrome de Bloom (SB) [Wilson y Thompson, 2007].
Asi como también se ha reportado que no son letales o citotdxicos, pero son
ampliamente usados como una prueba en citogenética y mutagénesis [Tucker
y Preston, 1996; Albertini et al., 2000; Bajpayee et al., 2005; Wilson y
Thompson, 2007].
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I1l. JUSTIFICACION

Como todo compuesto quimico que se proponen como un posible
medicamento para la cura parcial o total de los efectos de las enfermedades
cronico-degenerativas (como el cancer), es necesario someter al compuesto a

una serie de estudios preclinicos, antes de su aplicacion.

El camino para el desarrollo de un farmaco es verdaderamente complicado,
largo y costoso. Al final, el resultado es impredecible y puede llegar a ser
desfavorable. Cientos de compuestos quimicos deben ser aislados o
sintetizados y probados para encontrar el que resulte 6ptimo para lograr una
actividad farmacolégica especifica, sin que esta involucre efectos colaterales

de consideracion.

En el caso de las Casiopeinas, las cuales fueron propuestas como posibles
antineoplasicos en humanos, es necesario someterlas a pruebas preclinicas.
Actualmente se encuentran en esta etapa. Dentro de las pruebas preclinicas se
ubica a las de Toxicologia y dentro de estas a las de Toxicologia Genética,
donde se evallan diferentes parametros, como la clastogenicidad,

mutagenicidad, genotoxicidad, toxicidad y citostaticidad, etc.

Debido a que no es posible observar directamente una molécula de ADN para
verificar si ha sido dafiado o no, es necesario recurrir a pruebas de toxicologia
genética. Una de éstas es el Intercambio de Croméatidas Hermanas (ICHs), la
cual mediante la tincion diferencial de los cromosomas de linfocitos humanos
se convierte en una técnica muy sensible donde se pueden detectar mutagenos
y/o carcindgenos que dafian el ADN tanto in vivo como in vitro. Los estudios
donde se investiga la relacion de los ICHs y las expresiones de genotoxicidad,
muestran una correlacion positiva entre la sobrevivencia y alteraciones en la
cinética del ciclo celular. Lo que hace aun méas completa la informacién

arrojada por dicha metodologia.
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Por tal motivo en este trabajo se trata de colaborar y complementar otras
investigaciones, para que la evaluacidon de la Casiopeina ligly sea mas

completa, y finalmente sea aceptada, como un compuesto anticancerigeno.
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IV. HIPOTESIS

Si se sabe que la Casiopeina ligly (Aqua (4,7-diimetil-1,10-fenantrolina)
(glicina) cobre (Il) Nitrato), ha inducido dafio al ADN que se expreso como
Cometas, Micronucleos y Aberraciones Cromdsomicas en sistemas in vitro.
Entonces si en linfocitos humanos tratados con diferentes concentraciones de
Casiopeina ligly, se presentaran cambios, en la Frecuencia de Intercambio de
Cromatidas Hermanas (ICHs), indice Mitético (IM), Cinética de Division Celular
(CDC), indice de Replicacion (IR), Tiempo de Proliferacion Linfocitica (TPL),
indicaria que el compuesto esta causando algun tipo de alteracion en el ADN o

en el proceso de division celular.
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V. OBJETIVOS

GENERAL:

Evaluar los efectos genotdxico, citotdxico y citostatico de la Casiopeina ligly
con concentraciones de 0.33, 0.66 y 1.00 pug/ml, en cultivo de linfocitos

humanos.
PARTICULARES:
= Determinar el efecto genotdxico de la Casiopeina ligly por medio de

la técnica de Tincion Diferencial del Intercambio de Cromatidas

Hermanas (ICHSs).

= Analizar el efecto citotoxico de la Casiopeina ligly, usando como

parametro el indice Mitético (IM).

= Evaluar la citostaticidad de la Casiopeina ligly, por medio de la
Cinética de Division Celular (CDC), el Tiempo de Proliferacion

Linfocitica (TPL) y el indice de Replicacion (IR).
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VI. MATERIAL Y METODO

A partir de donadores clinicamente sanos, se extrajeron por puncion venosa 5
ml de sangre periférica con una jeringa heparinizada (PiSA, México).
Posteriormente 0.5 ml de esta sangre se cultivaron en 4.75 ml de medio RPMI-
1640 (Sigma, USA) suplementado con 0.25 ml de fitohemaglutinina M (Sigma,
USA), y se incubaron durante 72 hrs a 37°C.

Posteriormente a las 24 hrs de incubacion, se adiciono 0.1 ml de la solucion
bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma, USA) en una concentracién final de 5 pg/mi
y a las 48 hrs se aplico el tratamiento que consistio en afadir: 0.33, 0.66, 1.00
ug/ml de la Casiopeina ligly. Se utilizo un control negativo (sin tratamiento) y un
positivo de Mitomicina C (200 ng/ml) (Sigma, USA).

A las 70 hrs se adiciono 0.1 ml de una soluciébn de colcemida (IRVINE
SCIENTIFIC, USA) en una concentracion final de 4 ug/ml y se dejo actuar por
dos horas. A las 72 hrs los cultivos se centrifugaron a 1500 rpm durante 5
minutos (Figura 7). El paquete celular se sometié a un choque hipotdnico con
una solucién de KCI (Beker, México) 0.075M, durante 20 min a 37 °C. Se
realiz6 otra centrifugacion y las células se fijaron en una solucion de metanol-
acido acético (Beker, México), frio y recién preparado (3:1) con tres cambios en
la mezcla fijadora 15, 10 y 5 min. En el dltimo cambio se resuspendio el botén

celular en 0.5 ml de fijador.

Luego de esto se realizaron las preparaciones por goteo y se dejaron secar al
aire. Las laminillas con el material genético se irradiaron con luz ultravioleta
durante 20 minutos sumergidas en una solucion acuosa. Trascurrido este
tiempo se incubaron por 20 minutos en una solucion citrato salina 2xSSC
(Cloruro de sodio 0.30M (Sigme, USA) + Citrato de sodio 0.03M (Beker,
México)) a 50 °C en una caja coplin. Se lavaron las preparaciones con agua
destilada y luego se tifieron con Giemsa (Sigma) (1:10) durante 10 minutos. Se

lavaron en agua corriente y se dejaron secar al aire.
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Figura 7. Esquema de tratamientos. A. Es el testigo negativo, B. esquematiza
en que momento se adicionan los tratamientos de Casiopeina ligly y la
Mitomicina C (200 ng/ml) la cual funciona como testigo positivo.
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VII. EVALUACIONES

Para el analisis de la frecuencia de ICHs, se analizan 30 células en metafase
bien extendidas de segundo ciclo duplicacion y se cuantifico el nUmero y tipo
de ICHs. Considerando a los intercambios terminales como uno y a los

intersticiales como dos. (Figura 5y 10)
Para la determinacion del indice Mitético (IM) se evaluaron 1000 células por
tratamiento, incluyendo células en interfase y metafase, de acuerdo con la
siguiente formula:

IM= No. De células en division / N° total de células X 100
Mientras que para la CDC el TPL y el IR se cuantifican 120 células en
metafase, por tratamiento. Para determinar la CDC se cuantifican las células en
My, M2y M3,
Para calcular el TPL se utilizo la siguiente férmula:

TPL=[48 hrs de BrdU / 1(M;)+2(M2)+3(M3)] X 120

Y para el IR se utilizé la formula que a continuacion se presenta:

IR = 1(My) + 2(My) + 3(M3) / 120

Donde M; M, y Mgz son células en primera, segunda y tercera division

respectivamente.
Por cada concentracion se realizan tres experimentos independientes, con su

respectivo duplicado. Se utiliz6 un microscopio de campo claro a 100X y 40X

respectivamente.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis y evaluacion de los resultados que se obtuvieron se aplico a la
frecuencia de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs), la prueba
estadistica de “t” de Student, para la Cinética de Division Celular (CDC) e
indice de Replicacién (IR), Ji cuadrada (X?), y para el Tiempo de Proliferacién
Linfocitica (TPL) y en el indice Mit6tico (IM) se emplea la Z para proporciones.

Con el valor minimo de significancia de p<0.05.
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IX. RESULTADOS

Para poder cumplir con los objetivos planteados, fue necesario primeramente
identificar microscopicamente el estadio en el que se encontraban los linfocitos,
ya sea que se encontraran en interfase o metafase, una vez identificados de
esta manera se podia analizar el indice Mitético. Posteriormente, a las
metafases completas (46 cromosomas) encontradas, se les evaluaba la
cantidad de veces que habian realizado su proceso de division celular, en otras

palabras la cantidad de veces que hayan ciclado.

La Figura 8, muestra una célula que se encuentra en interfase y otra que se
encuentra en metafase, mientras que en la figura 9 se encuentra una
metafase de primer ciclo de division celular, donde los cromosomas estan
homogéneamente tefiidos; en la figura 10 hay otra metafase, pero a diferencia
de la anterior esta se encuentra en segundo ciclo de divisién celular, donde se
pueden apreciar los ICHs, de la misma manera se observan los cromosomas,
que pueden presentar uno o varios ICHs, ya sea sencillos o dobles o una
combinacion de ambos. La figura 11, presenta una metafase de tercer ciclo de
division celular, donde se pueden presentar cromosomas palidos, cromosomas
con una cromatida sin tefiir y la otra bien tefiida. Una vez identificados los ciclos
de division en el que se encontraban los linfocitos con la ayuda de la tincién
diferencial antes mencionada, se pueden evaluar los siguientes parametros,
ICHSs, IR, CDC y TPL. Todo esto fue observado en todos los tratamientos

realizados.
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Figura 8. Fotomicrografia, de dos células humanas, una que se encuentra en
interfase y la otra en metafase (100X).
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Figura 9. Fotomicrografia de una célula humana en metafase que se encuentra
en primer ciclo de divisiéon celular (100X).

Figura 10. Fotomicrografia, de una célula humana en metafase con tincion
diferencial que se encuentra en segundo ciclo de division celular, sefialado los
cromosomas que tienen ICHSs. La flecha sefiala el inico cromosoma que
presenta un ICHSs intersticial o doble (100X).
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Figura 11. Fotomicrografia, de una célula humana en metafase, que se
encuentra en tercer ciclo de division celular (100X).
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El nimero de ICHs encontrado en los tres experimentos independientes con
sus respectivos duplicados por concentracion de Casiopeina ligly, después de
48 hrs. de incubacién, se muestran en la grafica 1. Aqui se puede apreciar
gue todas las concentraciones de la Casiopeina lligly inducen un incremento

estadisticamente significativo de ICHs, comparados con el testigo negativo.
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Esta diferencia se presenta desde la primera concentracion [0.33 pg/ml]
siguiendo un comportamiento dosis-dependiente. Donde los ICHs incrementan
al aumentar la concentraciéon de la Casiopeina ligly, llegando a duplicarse en la
concentracion mas alta [1.00 pg/ml] respecto al testigo negativo (de 5.52 VS
11.38). EI maximo y minimo de ICHs que se presentaron en las metafases, en

las tres concentraciones de la Casiopeina se muestran en la Tabla 2.

Grafica 1. Frecuencia de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs) en
linfocitos humanos tratados in vitro con Casiopeina ligly.
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Promedio de tres experimentos independientes con sus respectivos duplicados por
concentraciéon. Se evaluaron un total de 180 células en segundo ciclo de divisién.
*p <0.025, ** p < 0.01, *** p < 0.0005 (“t" de Student)

La distribucion del dafio citotoxico, evaluado con el indice Mitético de los
linfocitos de sangre periférica humana expuestos a tres concentraciones (0.33,
0.66 y 1.00 pg/ml) diferentes de Casiopeina ligly, se muestran en la grafica 2.
En este se puede notar una tendencia de abatimiento proporcional al aumento
de la concentracion de la Casiopeina ligly. Por lo que, conforme aumenta la
concentracion de la Casiopeina ligly el IM disminuye significativamente,
(p<0.05 a p< 0.002) apreciando que en la concentracion mas alta [1.00 pg/ml]
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hay una disminucién aproximadamente tres veces menor del IM comparando

con el testigo negativo.

Grafica 2. indice Mitético (IM) de linfocitos humanos tratados in vitro con
Casiopeina ligly.
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Promedio de tres experimentos independientes con sus respectivos duplicados por
concentracion. Evaluando un total de 6000 células (en interfase y metafase).
*p<0.5, **p<0.01, ***p < 0.002. (Z para proporciones).
La grafica 3, muestra todos los resultados de la evaluacién de la CDC de los

linfocitos expuestos a las mismas concentraciones ya mencionadas de
Casiopeina ligly, donde se aprecia un comportamiento inverso en relacién con

el testigo negativo, respecto a la capacidad de las células para seguir ciclando.

Recordando que el ciclo celular promedio de los linfocitos varia entre las 24
horas [Watt y Stephen, 1986; Lodish et al., 2005], y que en este experimento
las células se mantuvieron incubadas durante 72 horas, se ve en la gréfica, que
los linfocitos del testigo negativo, los cuales no tuvieron interaccién con el

compuesto, ciclan la gran mayoria tres veces, ya que es pequefia la cantidad
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de células que quedan en primero y segundo ciclo comparadas con las que

alcanzan a llegar a la tercera division.

Lo anterior seria el comportamiento normal de una células sin tratamiento, pero
cuando los linfocitos interactian con la Casiopeina ligly a una concentracion de
[0.33 pug/ml] vemos un ligero aumento en las células que quedan en primer y
segundo ciclo y una disminucién significativa (p< 0.0005) en las células de

tercer ciclo, en relacion al testigo negativo.

Cuando la concentracion se duplica [0.66 pg/ml] aqui es mas evidente una
dificultad que presentan las células para ciclar tres veces, ya que aqui, un
mayor numero de células se quedan en primer y segundo ciclo, disminuyendo
la células que pasan al tercer ciclo. Por dltimo en la concentracidbn mas alta
[1.00 pg/ml] es evidente que la Casiopeina ligly esta impidiendo de alguna
manera a las células que puedan seguir ciclando, debido a que se observa una
mayor cantidad de células que se quedan en primer ciclo y que no alcanzan a
ciclar tres veces, por lo que en esta Ultima etapa el nimero de células

disminuye.

Por lo tanto, se ve una disminucion del numero de células que llegan a ciclar
tres veces, conforme aumenta la concentracion de la Casiopeina ligly, contrario
a esto, el numero de células que se quedan estancadas en el primer ciclo
aumentan comportamiento dosis-dependencia. Presentdndose una diferencia
estadisticamente significativa en todos los tratamientos segun la prueba de Ji
cuadrada.
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Grafica 3. Cinética de Division Celular (CDC), de linfocitos humanas tratados in
vitro con Casiopeina ligly.
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Promedio de tres experimentos independientes con sus respectivos duplicados por
concentracion.
Evaluando un total de 720 metafases.

& p < 0.0005 (Ji cuadrada)

Para el caso del TPL no se presentd una diferencia estadisticamente
significativa, en ninguno de los tratamientos de la Casiopeina ligly, sin embargo
se presenta una tendencia de aumento del tiempo de divisién celular, conforme
incrementa la concentracion del tratamiento, comparadas con el testigo
negativo. Reflejandose en la grafica 4 una tendencia dosis-respuesta, ya que
al incrementar las concentraciones del tratamiento, se aumenta el tiempo que
requieren las células para ciclar, por lo que el TPL obtenido para la dosis mas
alta resulto mucho mayor que el correspondiente a las dosis mas bajas.

Por ejemplo, el testigo negativo, necesita aproximadamente 20 horas para
concluir su ciclo celular, mientras que las células que tienen la concentracion
mas alta de la Casiopeina ligly [1.00pg/ml] requieren de seis horas

aproximadamente, para realizar su ciclo celular.
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A pesar de que no se presenta la diferencia estadisticamente significativa, son
muy coherentes los resultados si se comparan con los de la CDC, ya que si nos
enfocamos, solo por mencionar algo en la concentracion mas alta [1.00 pg/ml]
de la Casiopeina ligly, se puede apreciar que es légico que a mayor
concentracion del compuesto las células necesitan de mas tiempo para ciclar,
por lo que 72 hrs., que fue lo que se dejo el tratamiento en incubacion, no les
basté para llegar a ciclar tres veces, guedandose estancadas en los dos

primeros ciclos de division celular.

Grafica 4. Tiempo de Proliferacién Linfocitica (TPL), en células humanas in
vitro tratadas con Casiopeina ligly.
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Promedio de tres experimentos independientes con sus respectivos duplicados por
concentracion.
Evaluando un total de 720 células en metafase.

Por altimo, la grafica 5, representa los resultados del IR, el cual muestra que la
Casiopeina ligly disminuye significativamente este indice comparados con el
testigo negativo. Presentdandose un comportamiento inverso dosis-respuesta,
ya que al aumentar las concentraciones del compuesto el IR decrece de forma

significativa. La cual muestra diferencias a partir de la primera concentracion.

Grafica 5. indice de Replicacion (IR) de linfocitos humanos tratados in vitro con
Casiopeina ligly.
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T- MMC [0.33] [0.66] [1.001

Tratamientos [Mgiml]

Promedio de tres experimentos independientes con sus respectivos duplicados por
concentracion. Evaluando un total de 720 metafases.

4 p<0.1, ¢ p<0.2, Ji cuadrada.

En la tabla 2, se resumen los resultados obtenidos de las evaluaciones de
todos los pardmetros. Aqui estan los datos mencionados en las gréficas, para
que puedan verse de manera conjunta. En esta tabla se observa la frecuencia
de ICHs presente por cada tratamiento de Casiopeina ligly, asi como la
cantidad minima y maxima de ICHs que se presentaron en las metafases. De
la misma manera se puede observar el comportamiento del IM, asi como los
linfocitos encontrados en cada ciclo de divisién celular por cada concentracién
en el caso de la CDC, también es apreciable, el TPL y por ultimo el IR. Cada
uno muestra su diferencia estadisticamente significativa evaluada con

diferentes pruebas dependiendo el pardmetro.
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Tabla 2. Media de ICHs, IM, IR, CDC y TPL de linfocitos humanos in vitro
tratados con Casiopeina ligly.

Tratamientos ICH CcDC TPL (X + EE)
(ng/ml) (48 hrs)  ICHs/cel (X*EE) min - max IM (X £ EE) M, M, M; IR(X £ EE) (hrs)

Testigo Negativo 5.52+0.48 0 - 13 3.93+0.68 15 27 57 217+£0.05 20.01+0.73

Testigo Positivo  29.46 + 1.79** 7-77 278%0.75* 31* 30° 38  1.89+0.16" 23.44%1.09
(MMC) 0.2

Casiopeina lIGly:

0.33 8.05 + 0.65* 0- 21 2.45+0.33* 18* 29* 52° 2.09+0.12° 20.6 +0.72
0.66 8.30 £ 0.65* 2 - 23 1.72£0.29** 28" 31" 41° 1.92+0.14° 22.61+3.60
1.00 11.38 £ 0.90*** 4 - 27 1.37 £ 0.40*** 37* 38" 24° 1.64 £0.04" 2574+11.92

Se evaluaron en total: 180 metafases en segundo ciclo de division celular para los ICHs,
720 células en metafase para CDC, TPL e IR, y 6000 células en metafase para el IM.

* p< 0.025, ** p< 0.01, *** p< 0.0005 (t-de Student).
* p< 0.5,** p< 0.01,*** p< 0.002 (Z para proporciones).

* p< 0.0005 (Ji Cuadrada).
¢ p< 0.01, * p< 0.02, (Ji Cuadrada).
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X. ANALISIS DE RESULTADOS

Recordando el objetivo del presente trabajo, el cual consistia en hacer una
evaluacion de los efectos de la Casiopeina ligly, tanto de genotoxicidad como
de toxicidad y citostaticidad con las siguientes concentraciones de 0.33, 0.66 y
1.00 pg/ml, en cultivos de linfocitos humanos in vitro. Por lo que se ha

analizando los siguientes parametros ICHSs, IM, CDC, TPL, y IR.

1. GENOTOXICIDAD

Evaluar el efecto genotoxico de drogas anticancerigenas en células no
tumorales, es de especial importancia, debido a la posibilidad de que estas
puedan inducir tumores secundarios en pacientes con cancer [Aydemir et al.,
2005]. Es por ello la importancia de determinar el potencial genotéxico de una

droga que se pretende usar como un quimioterapeutico en las células humanas

Un gran numero de compuestos quimicos, como los alquilantes inducen un
incremento en la frecuencia de ICHSs, tanto en células animales y humanas in
Vivo e in vitro, la gran mayoria de estos compuestos aumentan el dafio al ADN
y a los cromosomas e incluso pueden causar mutaciones en los genes
[Bajpayee et al., 2005]. De la misma manera, hay otros compuestos quimicos
que no son alquilantes, como las Casiopeinas, pero que también inducen ICHs
y al parecer tienen intima relacion con el material genético. Sin embargo, hay
evidencias de que las Casiopeinas tienen bajo potencial para inducir
inestabilidad geondmica en una variedad de lineas celulares tumorales tanto in
vivo como in vitro [Marin et al., 2003] a diferencia de otros compuestos como

la MMC vy el Cis-platino.

Para poder verificar el potencial que tiene la Casiopeina ligly de generar dafio
al ADN de los linfocitos humanos en cultivo, en el presente trabajo, se evalué
su genotoxicidad determinando la frecuencia de los Intercambios de

Crométidas Hermanas lo que nos muestra un comportamiento dosis-
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dependiente (Grafica 1, Tabla 2). Lo que indica que el efecto genotdxico (que
observamos con los ICHSs) es producto del incremento de las concentraciones.
En otras palabras, la frecuencia de los ICHs aumenta significativamente al
aumentar la concentracién, presentandose este comportamiento a partir de la
concentracion mas baja (0.33 pg/ml). Esto quiere decir que la Casiopeina ligly
es capaz de inducir la formacién de ICHSs, por lo tanto, esta manifestando

alteraciones en el material genético.

Otros autores proponen que los comportamientos dosis-dependencia de drogas
anticancerigenas, como en nuestro caso, estan relacionados con un efecto
directo del compuesto quimico con el ADN para la induccidon de rompimientos
[Blasiak et al., 2002]. Asi mismo, Carvallo, (2007) dice que los efectos
citostaticos y antiproliferativos de la Casiopeina ligly pueden estar relacionados
con su capacidad de producir dafio al ADN. En otros trabajos, cuando se
evaluo la genotoxicidad con los ICHs, también se manifesté un comportamiento
dosis-dependencia [Blasiak et al., 2002] lo que estaria indicando, interaccion
de la Casiopeina con el ADN. Esto a su vez nos lleva a pensar de la misma
manera que Carvallo, (2007) que la citostaticidad y la citotoxicidad son

consecuencia del primer efecto.

Con respecto a lo anterior, sobre el comportamiento dosis-dependencia, seria
normal que ocurriera este dafio al aumentar la concentracién del compuesto ya
qgue uno de los principales blancos de las drogas a bases de quelatos mixtos de
cobre (Il), es el ADN, dada su demostrada actividad nucleasa [Sigman et al.,
1979]. El ion de cobre (ll) en presencia de perdxido de hidrégeno es capaz de
romper el ADN, e incluso de una forma mas agresiva que el dafio causado por
Fe™ [Aruoma et al., 1991]. Aunado a lo anterior, el cobre unido a 1-1-
fenantrolina tiene una actividad nucleasa comprobada, la que esta basada en
su habilidad de romper ADN a través de un mecanismo oxidativo [Kuwabara et
al., 1986; Kuwabara y Sigman, 1987]. El hecho de que, otros investigadores
demostraron que el complejo 1,10-fenentrolina-cobre con peroxido de
hidrogeno como correactante, es una nucleasa artificial que rompe ADN por un
mecanismo oxidativo en condiciones fisioldgicas [Sigman et al., 1979; Zelenko
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et al., 1998], demuestra que la Casiopeina de alguna manera esta disefiada

para causar dafio al ADN.

Por otra parte los datos del trabajo realizado por Trejo et al., (2005) apuntaron
al centro metalico cobre (Il) y a su ligante (1, 10-fenantrolina) como los
responsables de la induccidén de apoptosis. Por lo que, se postula que el cobre
unido a 1,10 fenantrolina es una molécula muy permeable, lo que aunado a su
lipofilidad favorece el transporte del cobre a través de membranas bioldgicas
[Cai et al., 2007]. Facilitando de esta manera la interaccion del compuesto con
el material genético, lo que justifica la presencia de ICHs en linfocitos humanos

al ser tratados con Casiopeina ligly.

Un estudio posterior de genotoxicidad realizado por Atilano, (2007) en el que
utilizé el mismo compuesto (Casiopeina ligly) y las mismas concentraciones
que se emplean en este trabajo (0.33, 0.66 y 1.00 pg/ml) evalué micronucleos
(MN) in vitro y también reportd un comportamiento dosis-respuesta, semejante
a nuestros resultados. Antes también se habia reportado que la Casiopeina
ligly tiene la capacidad de inducir un ligero incremento en la frecuencia de
micronucleos en el sistema de linfocitos humanos bajo las mismas condiciones
ya sefialadas. [Atilano y Roldan, 2004] Por otra parte, Florin, (2005) sefiala
en su trabajo con linfocitos humanos tratados con Casiopeina ligly [1.04, 2.08,
4.17, 8.35, 16.0 pg/ml] sometidos a Electroforesis Unicelular Alcalina en Gel
(EAUG), que la Casiopeina lIgly es capaz de producir rompimientos de cadena
sencilla (RCS) en concentraciones que no afectan la viabilidad celular. También
indica que el efecto genotoxico es ocasionado por el farmaco y no por una
consecuencia derivada de un efecto citotdxico. Por lo que siendo los MN vy la
EAUG parametros de genotoxicidad al igual que los ICHs, sustentan los
resultados aqui reportados, con lo cual se puede afirmar que la Casiopeina es

genotoxica.

De la misma manera Atilano, (2007) encuentra que en la concentracion mas
alta de la Casiopeina ligly (1.00 pg/ml) hay presencia de aberraciones
cromosomicas estructurales (ACE), recordando que los rompimientos de

cadena doble (RCD) son las principales lesiones en el proceso de formacion de
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ACE, MN e ICHs [Brusick, 1987; Obe et al., 2002]. Por lo tanto se puede
inferir que el dafio causado a las células por la Casiopeina ligly es producto de
la accion directa en el ADN. Ya que en todas las concentraciones se produce
RCS segun Florin y segun Atilano en la concentracién mas alta (1.00 pg/ml) se
produce RCD, mientras que los datos reportados en este trabajo sefalan
incremento de la frecuencia de los ICHs en todas las concentraciones.
Manifestandose de esta manera que la Casiopeina lIgly tiene una interaccion
directa con el ADN, causando en él diferentes efectos (RCS, RCD, ICHSs) que
se manifiestan de una u otra manera en todas las concentraciones de la

Casiopeina ligly.

Segun Wilson y Thomsom, (2007) implica a los RCS como el primer
intermediario genético de la naturaleza de los ICHs. Ya que si una célula no
lleva a cabo de manera adecuada la reparacion de los RCS y continta con la
progresion del mecanismo de replicacion se convierten en RCD, lo que a su
vez conduce a incrementar la frecuencia de los ICHs. Por lo que se puede
inferir, que la observacién de ICHs se debe a que el dafio causado por la
Casiopeina llgly rebaso la capacidad de la célula para reparar el dafio en las

concentraciones aqui trabajadas.

En reportes previos, donde se utilizaron células murina (de leucemia L1210 y
C33-A), y humanas transformadas (de carcinoma ovarico CH1 y de cervix
SiHa, CaSKi y CalLo) se encontr6 que la Casiopeina ligly produce muerte
celular en concentraciones de 0.1 a 100 pg/ml, donde la disminucién en
concentraciones altas alcanza hasta un 80%, con respecto a los controles [De
Vizcaya et al., 2000; Gracia et al., 2001].

Comparando las concentraciones y resultados de Atilano, (2007) de Florin,
(2005) y los nuestro, con el trabajo anterior de De Vizcaya y Gracia, se aprecia
que las concentraciones de Casiopeina ligly utilizadas por Florin en células
sanas, son mayores a las de todos los trabajos antes mencionados,
presentando viabilidad celular por lo menos en las tres primeras
concentraciones y RCS en todas las concentraciones, por lo tanto, aunque hay

dafio genotoxico, las ceélulas siguen siendo viables, por otra parte, en los
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resultados obtenidos de las células murinas y las trasformadas humanas de De
Vizcaya y Gracia, las cuales son tratadas con concentraciones menores de
Casiopeina ligly y una de ellas igual a nuestra concentracion mas alta, se
reporta muerte celular, lo que permite concluir que los modelos de cancer son

mas sensibles al efecto genotdxico del compuesto.

Lo anterior es confirmado con el trabajo realizado por Alemén et al., (2006),
donde al tratar células HelLa y linfocitos humanos con diferentes Casiopeinas,
las primeras mostraron mayor sensibilidad a los compuestos. Por otro lado
Tucker y Preston, (1996) mencionan que las lineas celulares que presentan
defectos en la reparacion del ADN, incrementan su sensibilidad para detectar
efectos quimicos y de radiacion. El que las células cancerosas sean mas
sensibles que las células sanas seria ideal, ya que si la Casiopeina ligly altera
al genoma de las células transformadas sin dafiar de manera significativa las
células sanas, muchos de los efectos secundarios que se generan con el
progreso de los tratamientos contra el cancer con diferentes farmacos, podrian

ser evitados y asi la recuperacion de esta enfermedad seria menos tortuosa.

En otros trabajos que reportan que la Casiopeina ligly no es genotéxica como
el realizado por Santiago, (2004), donde al evaluar MN in vivo, con las
concentraciones 3.3 y 4.4 mg/kg en ratones, no encuentra una diferencia
significativa respecto a su control, para el caso de las hembras y machos sin
prefar, tratados de forma aguda y subcronica. Por otro lado, sefiala que si es
genotdxica en los fetos obtenidos de hembras tratadas de manera subcronica
con 3.3 mg/kg. El que no se presente genotoxicidad en machos y hembras sin
prefar tratadas de forma aguda y subcrénica, quizas se pueda explicar con lo
reportado por Reyes et al., (2003), demostrando mediante cromatografia de
liquidos, que al administrar 8 mg/kg de Casiopeina ligly a ratas, ésta es
eliminada del plasma en un corto tiempo, y se observa que al tiempo cero se
obtuvo en plasma una concentracion de 25.67 pg/ml de Casiopeina, lo que
hace pensar que la Casiopeina ligly fue metabolizada rapidamente, y si

causara dafo genotoxico este seria inmediato.
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Recordando que el centro metalico de la Casiopeina ligly es el cobre dos, es
importante sefialar que en humanos, la sobrecarga de cobre (hasta 15 veces el
consumo base) puede ser tolerado por largos periodos sin evidenciar sintomas
de toxicidad. Esta tolerancia esta asociada a la rapida movilizacion y excrecion
del cobre y con la induccibn de mecanismos desintoxicantes, como
metalotioneina, la que se une e inactiva los excesos de cobre en los tejidos
[Daniel et al., 2005], lo que indica que este compuesto Casiopeina ligly tiene
menos efectos indeseables.

Estos resultados a diferencia de los nuestros son in vivo, (en estas
condiciones el metabolismo del organismo, es una variable que marca
diferencias entre ambas condiciones), sin embargo, el efecto de genotoxicidad,
al igual que en los trabajos antes mencionados, se sigue manifestando por lo
menos en los fetos. Dicho comportamiento se deba quizas, a que estos
presentan una mayor division celular debido a que se estan desarrollando y
esto al parecer les proporciona cierta vulnerabilidad al ser expuestos a los
agentes quimicos, en este caso la Casiopeina ligly. Lo cual se ve apoyo por
Rotember et al., (1999), [citado en Gonzalez, 2004] donde dice que las células
mas susceptibles son aquellas que tienen una alta capacidad de proliferacion,
aun que también se afectan las células normales que suelen tener un alto
recambio. Por lo que tal vez, la Casiopeina ligly, est4 dafiando el ADN de estas
células en constante division, y probablemente genere conflictos de informacion
a la hora de la sintesis, la trascripcion o la traduccion del ADN, lo que impediria
que las células sigan dividiéndose adecuadamente y cause diversos efectos.
Como lo que reporta Trejo et al., (2005) y Carvallo, (2007), cambios
morfologicos celulares relacionados con oncosis y apoptosis. Y a la larga
genere embriotoxicidad (incremento de la frecuencia de reabsorcion y
disminucién en el peso fetal), y/o Teratogénesis (incidencia de malformaciones
macroscopicas) o incluso la muerte, como lo reporta en sus resultados
Gonzalez, (2004).

Asi mismo De Vizcaya et al., (2000), demostré que la Casiopeina ligly es capaz
de inducir muerte celular por apoptosis en lineas celulares, tales como, de

leucemia murina L1210 y de carcinoma ovarico humano CH1, y cuando se
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realizo el analisis de la morfologia nuclear esté mostr6 condensacion de
cromatina y fragmentacion nuclear (apoptosis). Por otro lado, Carvallo, (2007)
observo un barrido de ADN, que relaciona con un hallazgo compatible con la
degradacion del ADN, en las concentraciones 5y 10 pg/ml, trabajando con
electroforesis en gel de agarosa (2%) de ADN de carcinoma de colén HCT-15
expuestas in vitro a Casiopeina ligly. Lo anterior sigue reafirmando la
interacciéon de la Casiopeina ligly con el ADN de los linfocitos humanos
tratados bajo las condiciones y concentraciones ya mencionadas del presente

trabajo.

Otras investigaciones, siguen confirmando esta aseveracion Tovar et al., (1993)
dice que estudios de la interaccién del ADN con la Casiopeina I, 1l y Ill, en
ensayo cometa muestran que las Casiopeinas
I y Il interactian fuertemente con el ADN. Asi mismo Ruiz-Ramirez et al.,
(1992) dice que hay una interaccion entre la Casiopeina y el ADN, en las
pruebas mutagénicas realizadas a Drosophila melanogaster. Con todo lo
analizado, se refuerza el argumento de que la Casiopeina ligly presenta un
efecto genotoxico detectable con la prueba de ICHs en linfocitos de sangre
periférica humana, por lo tanto todos los antecedentes mostrados y nuestros
resultados, apoyan la idea de que probablemente el efecto genotdxico
observado en los tratamientos de este trabajo, sea debido al dafo directo al
ADN.

2. CITOTOXICIDAD

El indice Mit6tico es un marcador bioldgico sensible y citogenético que permite
determinar muerte celular y alteraciones en la progresion del ciclo celular. Este
parametro evalla la toxicidad (la cual esta dada por su capacidad para causar
lesiones graves, intoxicacion, deterioro de la calidad de vida, e incluso la
muerte del organismo) [Rodriguez, 2001; Di Saia y Creasman, 2002] inducida
por los agentes quimicos en el sistema celular. La disminucion del IM es
generalmente consecuencia del retraso en la mitosis por arrestos en alguna de

las fases del ciclo celular, paro también, es debida a la perdida permanente de
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la capacidad de proliferacion que finalmente conduce a la muerte celular
[Scout et al.,1991; Kirkland y Muller, 2000]. EIl andlisis de este parametro
consiste en evaluar microscépicamente las células que se encontraban en

mitosis de una poblacién de 1000 células [Muehlbauer y Schuler, 2003].

Garcia et al., (1991) menciona que las Casiopeinas presentan una baja cinética
de proliferacién celular e Indice Mitético, en cultivos de linfocitos humanos
comparando con concentraciones equivalentes o menores que las del Cis-

platino y Mitomicina C.

El abatimiento del IM en este trabajo, refleja la muerte celular (citotoxicidad)
causada por la Casiopeina ligly, de aquellas células que no fueron capaces de
superar el dafio al ADN, aun cuando éste, estuviera presente solo como RCS.

En la gréfica 2, se aprecia como entre mas se eleve la concentracion de la
Casiopeina ligly, la muerte celular se incrementa, presentdndose de manera
clara un comportamiento inverso de dosis-dependencia. Trejo et al., (2005)
reporta que las células de gliomas C6 de ratas tratadas con Casiopeinas ligly
se inhibe significativamente la viabilidad en las siguientes concentraciones 1.0
2.5, 5.0, 10 pg/ml, observando que a mayor concentracion menor viabilidad,
inverso a esto, a mayor concentracion mayor induccion de apoptosis. La
concentracion mas baja para Trejo es la mas alta para nosotros, sin embargo
sigue siendo significativa la muerte celular para ambos trabajos en esta
concentracion. Esto nos esta indicando que se afecta de igual manera la
viabilidad celular, tanto de las células sanas como las transformadas, por lo

menos en la concentracion mas alta de nuestro este trabajo (1.00 pg/ml).

En otras investigaciones también se reporta que la Casiopeina ligly in vitro
sobre células de carcinoma de colon HCT-15, tratadas durante 24 hrs.
disminuyo la viabilidad e indujo apoptosis a partir de la primera concentracion,
(1.25, 2.5, 5.0, 10 pg/ml), respecto al testigo [Carvallo, 2007]. Comparando
con nuestros resultados se puede apreciar que aunque las concentraciones
que nosotros utilizamos son menores y las células son linfocitos de donadores

sanos, se sigue viendo el mismo comportamiento dosis respuesta.
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Asi mismo el efecto citotoxico in vivo de la Casiopeina ligly en ratones
xenotransplantados subcutdneamente con células de carcinoma de colon
humano HCT-15, muestra que con 1.00 pg/ml de Casiopeina ligly el indice
Mitotico tumoral disminuye alrededor del 50% con relacién al grupo testigo
[Carvallo, 2007]. Aunque en nuestro trabajo fue de forma in vitro, semejante a
Carvallo en la concentracion de 1.00 pug/ml de Casiopeina ligly, nosotros
también observamos un aumento en la muerte celular muy significativo. Lo
anterior nos indica que las células estan respondiendo al compuesto,

impidiendo que estas sigan proliferando.

Tovar et al., (2004) sefiala que las células L1210 expuestas a la Casiopeina
ligly, presentan fragmentaciones en el ADN, indicando que el complejo mixto
mata ha las células, preferentemente por apoptosis. Mas recientemente se ha
reportado que la Casiopeina ligly produce citotoxicidad en las células de
sangre, corazoén, higado, rifidn y testiculo a partir de 12 horas de tratamiento en
ratones de la cepa CD-1 expuestos durante 24 horas, a 4.4 mg/Kg (que
corresponde a % de la LD50). En otros trabajos se observa que la reduccion
del cobre (Il) incrementa considerablemente la citotoxicidad afectando tanto a
las células HelLa y a los linfocitos, observando una sobrevivencia menor del 50
% en ambas células, tratadas con 100 uM de Casiopeina lIgly. Respecto a la
toxicidad se observa en este mismo trabajo que las células transformadas son
mas sensibles que los linfocitos, al dafio inducido por las Casiopeina [Alemon
et al., 2006]. Con los datos reportados y los antecedentes mostrados se puede
inferir que la Casiopeina ligly al igual que otros compuestos no son selectivos
para algun tipo de células ya sea dafiadas o no, sin embargo, las células
transformadas presentan mayor sensibilidad segun algunos autores, De esta
misma manera, la Casiopeina lIgly, comparada con otros compuestos e incluso
con otras Casiopeinas, es menos agresiva respecto a su toxicidad. Por
ejemplo, se tiene reportado que la Casiopeina lll E-a es actualmente la mas
genotoxica seguida por la Casiopeina | gly y finalmente por la Casiopeina IlI-H-
a [Alemoén et al., 2006] (comparada con otros compuestos el Cis-platino es
mas toxico). Todo lo expuesto anteriormente esta fundamentando el hecho de

que la Casiopeina ligly es citotoxica, tanto in vivo como in vitro en diferentes
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tipos celulares, entre ellas los linfocitos. Lo anterior apoya nuestros resultados,
donde se puede apreciar (grafica 2) que conforme aumenta la concentracion
del compuesto disminuye el indice Mitético, esto también esta indicandonos
que la Casiopeina llgly es citotoxica.

Trejo et al., (2005) menciona que la administracion de la Casiopeina ligly en
tumores murinos incrementa el promedio de vida, similar a otras drogas
antineoplasicas. Por lo que se puede adjudicar a la Casiopeina ligly que tiene
la caracteristica de tener un mayor potencial para atacar las células dafadas y
proporcionar un periodo de vida mas amplio. Sin embargo, este compuesto no
es totalmente selectivo ya que también dafia las células sanas como lo

podemos apreciar en este trabajo (grafica 2).

El decremento del IM observado en este experimento puede ser debido a
muchas posibilidades, algunas de ellas son: que existe un bloqueo en la fase
G2, la cual previene a la célula de entrar en mitosis o puede ser causado por
un decrecimiento en los niveles de ATP o por el estrés, o por la inhibicion de
ciertas proteinas especificas del ciclo celular o enzimas que inhiben la sintesis
de ADN, o por la inhibicién del huso, o la mala orientaciéon de ensamblaje
[Yuzbasigolu, 2006]; una o mas de estas posibilidades pueden explicar el
efecto antimitotico de la Casiopeina ligly Sin embargo se tiene que seguir
investigando cual es la via, es importante sefialar que la interpretacion de este
parametro nos permite analizar la cobertura del dafio que es causado por el
compuesto quimico en los linfocitos humanos [Muchlbaver, 2003]. Este es

uno de los motivos por lo que se evalué este parametro.

Sin embargo aunque las células transformadas son mas sensibles a la
Casiopeina, segun algunos autores y el presente trabajo, este compuesto no
esta exento de presentar dafios secundarios al igual que otros compuestos
anticancerigenos, ya que sigue siendo no selectivo y dafiando una buena
porcion de células sanas. Sin embargo como presenta menor toxicidad que
otros compuestos quimicos presenta mayores posibilidades de utilizarse como

un quimioterapeéutico.
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3. CITOSTATICIDAD

La evaluacion citostatica provee informacion acerca de agentes quimicos,
permitiendo la identificacion de las moléculas que pueden estimular o
entorpecer su division celular al alterar el ciclo celular [Fenech, 1997]. La
CDC, el TPL y el IR, son pardmetros de citostaticidad, los cuales fueron
empleados en esta investigacion para evaluar el efecto citostatico de la

Casiopeina llgly en el cultivo de linfocitos.

Los datos obtenidos en este trabajo para la citostaticidad se presentan en las
gréficas 3, 4 y 5, donde se puede determinar que la Casiopeina llgly tiene un
comportamiento dosis-dependencia para la CDC y el TPL, mientras que para el
IR es un comportamiento inverso dosis-respuesta, ya que al analizar estos
datos podemos ver que en la CDC, el comportamiento del ciclo celular se esta
invirtiendo, lo que quiere decir que en la concentracion mas baja [0.33 pg/mi]
del compuesto a las 72 hrs, una buena proporcion de las células llegan a ciclar
tres veces, manteniéndose una baja proporcion celular que se quedaron en un
primer ciclo, por otro lado, para la concentracibn mas alta [1.00 pug/ml] este
comportamiento se invierte, quedando de la siguiente manera, a las 72 hrs de
cultivadas las células en las mismas condiciones ideales, la mayoria
permanecen en primera division siendo muy poca la proporcion de éstas que

alcanza a ciclar tres veces.

Contrastando este comportamiento con los datos del TPL, aunque no muestren
una diferencia significativa se aprecia claramente una tendencia a incrementar
el tiempo necesario que requieren las células para llevar a cabo su ciclo
(grafica, 4), presentando un comportamiento dosis-dependencia, conforme
incrementa la concentracion se necesitan mas horas para que las células
ciclen, en otras palabras el ciclo celular de las células tratadas con Casiopeina

ligly, es mas largo (4.7 horas mas), respecto al testigo negativo.

En suma, si las células tratadas requieren mayor tiempo para ciclar conforme

aumenta la concentracion, es normal que las células a las 72 hrs, que deberian
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de haber ciclado tres veces en condiciones normales, ahora requieran mas
tiempo para llevar a cabo su division celular, por lo que en este periodo de

tiempo muy pocas células hayan alcanzado con éxito estas tres divisiones.

Este pequefo éxito se debe probablemente a los mecanismos de reparacion de
las células que estan intactas y por lo tanto trabajan bien. Asi como a la
susceptibilidad, metabolismo, respuesta a agentes ambientales, edad y la
salud del individuo, asi como a las condiciones del cultivo [Rojas et al., 1992;
Aydemir et al., 2005].

Aunado a estos datos, es logico que la replicacion de las células tenga un
comportamiento inverso dosis-respuesta (grafico 4) a mayor concentracion
menor replicacion. Por lo que en concentraciones altas, las células requieren
mas tiempo para replicarse, por lo tanto, a las 72 hrs hay un menor nimero de

éstas.

Lo anterior se ve respaldado en el trabajo en el que las células estuvieron
expuestas durante 28 hrs a la Casiopeina ligly (1.00, 0.66 y 0.33 pug/ml), donde
se observo que los linfocitos tienden a disminuir su indice de Proliferacion en
relacion con el testigo negativo, (a demas de presentar un potencial citostatico
ligeramente mayor al de Cis-platino) [Atilano, 2004]. También se ha reportado
que la Casiopeina ligly disminuye el Indice de Division Nuclear (IDN) en las
mismas concentraciones y tiempo de exposicion [Roldan y Atilano, 2005].
Como se puede apreciar las concentraciones y tiempo de exposicion es el
mismo al que nosotros empleamos, lo que fortalece aun mas la aseveracion de

que la Casiopeina ligly es citostatica.

Por otro lado Ruiz-Ramirez et al., (1993), menciona que las Casiopeinas han
demostrado inhibir el desarrollo de células in vitro de lineas celulares de
tumores humanos, en HelLa y CalLo muestran un comportamiento dosis

respuesta similar al de la Mitomicina C y el Cis-platino.

De la misma manera, la exposicibn de las células C6 de glioma con

Casiopeinas ligly inhibe significativamente la proliferacion celular, el volumen
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del tumor, tanto in vivo como in vitro, segun Trejo et al., (2005) y Alemon et al.,
(2006) Ademas, Ruiz-Ramirez et al., (1993) demostr6 que se inhibe el
crecimiento celular en lineas tumorales humanas de Sarcoma S189, Calo y
Hela, tratadas con esta Casiopeina. Por otro lado, Marin et al., (2003), reporta
que se inhibe el desarrollo celular de varias lineas tumorales cuando se

incuban durante 24 hrs con Casiopeina ligly a 1uM o 1 nmol/10°.

Si todo este andlisis es correcto la Casiopeina ligly, primero interactuaria con el
ADN ya sea por alguno de estos dos mecanismos siguientes: como un
intercalante (interaccién Casiopeina-adenina, mediante el apilamiento entre los
sustituyentes bipiridina o fenantrolina del complejo mixto y el anillo de la base)
o por medio de la reduccion del atomo de cobre (II) a cobre (I) en su estructura,
lo que subsecuentemente generaria la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), las cuales pueden reaccionar y alterar la capacidad de

apareamiento de las bases del ADN y/o romper las hebras de ADN.

Si la Casiopeina ligly se une al ADN por este Ultimo mecanismo, entonces, las
células activaran su mecanismo de reparacion, proceso que incluye cortes en
el ADN que finalmente conducen a un aumento de rompimientos, que
finalmente se manifiestan como ICHs; dandose asi la genotoxicidad, lo cual
alteraria los medios de informacion celular, que no permitirian que se llevara de
manera adecuada la division celular o incluso que no se realice; generando asi
el efecto citostatico, que culminaria en un efecto citotéxico, provocando por lo
tanto, dafos irreversibles como lo es la muerte. De cualquier manera el

mecanismo de accién de la Casiopeina liglly debe seguir siendo estudiado.

Un trabajo que de alguna manera apoya el planteamiento antes citado, es el de
Cermefio, (2007) diciendo que la toxicidad celular de la Casiopeina ligly, se
presenta a partir de 12 horas y el efecto genotdxico desde 3 horas de
exposicion al trabajar con ratones de la cepa CD-1 expuestos durante 24 hrs a
4.4 mg/Kg de la Casiopeina ligly (que corresponde a % de la LD50). Esto
constata que primero se manifiesta la genotoxicidad y como consecuencia la
citotoxicidad. Entre otras cosas también sefiala que la Casiopeina ligly es un

agente genotoxico, debido al aumento en el nimero de las células con dafio y
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al incremento de la longitud de los cometas en los tejidos y érganos analizados
(los 6rganos mas susceptibles fueron rifidn e higado seguidos de testiculo y
corazon). También observé un comportamiento tiempo-dependiente en el dafio
al ADN. Por otra parte, Florin, (2005) también reporta algo semejante,
sefialando que las diferencias estadisticas muestran que la Casiopeina ligly es
capaz de inducir dafio al ADN desde los 20 min de exposicion con 8.35 pg/ml
del compuesto, efecto que se ve acentuado en 30, 60, y 180 min de
tratamiento. De la misma manera reporta que la Casiopeina ligly disminuye la
viabilidad celular en dosis altas y con tres horas de exposicion. Lo cual esta
también indicando que primero se da el dafio genotdxico y por ultimo el

citotoxico.

Asi es que, aungue resulte un poco complicada la relacion de los resultados de
la Casiopeina llglly, de la pruebas in vivo como in vitro, de cualquier manera en

ambas se sigue presentando dafio en el ADN.

Los resultados obtenidos por Alemoén-Medina, (2006), sugieren que el aumento
de la generacion de ROS es causa de citotoxicidad, la cual parece estar

relaciona con dafo genético. Esto sigue apoyando la propuesta anterior.

Asi es que todo lo anterior nos permite determinar que la Casiopeina ligly, esta
alterando el ciclo de divisién celular, haciendo que las células ya no puedan
proseguir con su division. Lo cual es perfecto para el caso de las células
cancerosas las cuales se caracterizan por una division exagerada, por lo que

dicho desarrollo podria ser contrarrestado por la Casiopeina ligly.

Las tres caracteristicas aqui evaluadas de la Casiopeina ligly nos lleva a
deducir que, si el cancer se caracteriza por la proliferacion celular
descontrolada, entonces la Casiopeina ligly ya sea por una o por la
combinacion de dos o las tres actividades (genotoxica, citotdxica o citostatica)
que presenta segun los resultados de este trabajo, contrarrestaran a este
comportamiento celular. Dicha caracteristica convierte a este compuesto
quimico hasta el momento como un buen candidato, como agente terapéutico

contra el cancer.
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XlI. CONCLUSIONES

Debido a que el grupo control negativo no presento diferencias
estadisticamente significativas y que el grupo control positivo haya
presentado una diferencia mayor estadisticamente significativa en
comparacién con los resultados mencionados anteriormente de la
Casiopeina ligly. (con excepcion del TPL), se puede decir, que se
evaluo, de manera adecuada todos los parametros ICHs, IM, CDC, TPL,
e IR para la Casiopeina ligly en los cultivos de linfocitos humanos in

vitro.

. Con la evaluaciéon de la frecuencia de los Intercambios de Cromatidas

Hermanas, se puede determinar que la Casiopeina ligly presenta un
comportamiento de genotoxicidad para los linfocitos de sangre
periférica humana in vitro en las siguientes concentraciones 033, 0.66 y
1.00 pg/ml.

. Asi mismo, con los resultados del Indice Mitético se puede decir que la
Casiopeina ligly es citotoxica para estas mismas células, bajo las

mismas condiciones.

Por otro lado, con los resultados y la evaluacion respectiva de CDC, TPL
e IR, se concluye que la Casiopeina ligly es citostatica, inhibiendo de

alguna manera el desarrollo celular.

. Todo lo anterior nos lleva a deducir que si el cancer se caracteriza por la
proliferacion celular descontrolada, entonces la Casiopeina ligly ya sea
por una o por la combinacién de dos o las tres actividades, genotoxica,
citotoxica o citostatica, que presenta segun los resultados de este
trabajo, contrarrestan a este comportamiento celular. Por lo que este
estudio siguen confirmando la aseveracion de que la Casiopeina ligly es
hasta el momento un buen candidato, como agente terapéutico contra el

cancer.
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Resumiendo, los datos obtenidos de la Casiopeina ligly, bajo las condiciones y
concentraciones ya expuestas y evaluaciones realizadas hasta el momento,
permiten afirmar que es genotodxica, citotoxica y citostatica, en linfocitos de

sangre periférica humana in vitro.
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Xll. COMENTARIOS FINALES Y
PERSPECTIVAS

Hasta el dia de hoy el suefio de contrarrestar una enfermedad es casi siempre
alentada por el descubrimiento y uso apropiado de un farmaco. Este interés
hace posible que la investigacién en quimioterapia siga progresando. En este
caso nos dimos a la tarea de evaluar algunas propiedades del compuesto
Casiopeina ligly, el cual se ha venido proponiendo desde su descubrimiento,
como una buena alternativa para el tratamiento del cancer. Los resultados
arrojados por dicha investigacidon sefialan que: es genotdxica, citotoxica y
citostatica. Sin embargo considero que hay que implementar otras técnicas y
otros proyectos de investigacion para cerciorarnos de los efectos de este

compuesto.

1. Seguir evaluando el efecto de la Casiopeina ligly hasta que ya no haya

discrepancias en los resultados de las respectivas investigaciones.
2. Establecer el mecanismo de accion de la Casiopeina ligly.

3. Implementar otras técnicas como la de FISH y cariotipo espectral® en la
UNIGEN, para ver si el compuesto quimico tiene alguna afinidad en

especifico por algun o algunos cromosomas.

4. Estandarizar una metodologia de secuenciacién de bases de ADN para
cerciorarnos de que la adenina es la base purica con la cual tiene

interaccion la Casiopeina, como via alternativa de accion.

5. Verificar hacia que tipo de tumor en especificé iria dirigido el tratamiento

con Casiopeina ligly.

L FISH: Hibridacién in situ fluorescente. Las fluorescencias son producidas por dos sondas diferentes.
Cariotipo espectral: los diferentes cromosomas humanos se identifican mediante sondas distintas, cada
una especifica para un cromosoma que producen un color diferente cada una.[Pierce, 2006]
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El trabajo es arduo y extenso, sin embargo, para lograr lo anterior, hay que
trabajar en equipo con la misma finalidad... encontrar algun tratamiento que
contrarreste los efectos y consecuencias del cancer o por lo menos que se

dignifique la vida de quien padece esta enfermedad.
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