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I. RESUMEN

Actualmente en la bisqueda de antineopldsicos menos téxicos se disefiaron a
las Casiopeinas, un grupo de fdrmacos contra el cdncer, las cuales son
sintetizadas y patentadas por la UNAM desde 1992, siendo los primeros
antineopldsicos mexicanos. Dentro de estas encontramos a la Casiopeina Igly,
la cual ha mostrado tener actividad citostdtica, citotéxica y antineopldsica
tanto /n vivo como /n vitro. Como se pretende usar en clinica en pacientes con
cdncer, se deben realizar una serie de pruebas antes de ser utilizada, entre
ellas las de Toxicologia que incluyen las de tipo Genotéxico. Para evaluar la
genotoxicidad se cuenta con una bateria de pruebas dentro de las cuales
destaca la de microndcleos por las ventajas que ofrece: su evaluacién es rdpida,
sencilla, no se requiere mucha experiencia y las células analizadas tienen que
haberse dividido al menos una vez, lo que indica que son viables.

Los objetivos planteados en este trabajo, fueron evaluar la actividad
genotéxica, citotdxica y citostdtica de la Casiopeina Igly en linfocitos humanos
in vitro, para ello se partié de la concentracion inhibitoria media para la linea
celular Calo de 1.23pug/ml donde se evaluo el Indice Mitdtico (IM), para
obtener una curva dosis respuesta y elegir las concentraciones para los
experimentos siguientes en los cuales se realizo la técnica de bloqueo de
citocinesis con Citocalasina B. El tratamiento de los cultivos fue a las 44 hrs.
con las concentraciones 0.615, 1.23 y 2.46 pg/ml, de la Casiopeina Igly, se
conté con un testigo positivo (Mitomicina C, 0.2 ug/ml), ademds de un testigo
negativo. Para obtener pardmetros como el Indice de Proliferacién en células
con bloqueo de la citocinesis (IBPC) que evalda citotoxicidad, el porcentaje de
células polinucleadas (citostaticidad), la frecuencia de micronicleos (MN) y la
formacidn de puentes nucleopldsmicos (PN), que evaldan la genotoxicidad.

Las frecuencias de MN y PN aumentaron en funcion de la concentracion, con
una tendencia dosis respuesta, esto nos indica actividad genotéxica, el IPBC
tiende a disminuir y presenté un comportamiento inverso dosis respuesta, por
lo tanto se observa un efecto citotdxico. El porcentaje de células polinucleadas
refleja un efecto citostdtico. En base al andlisis de resultados se puede
concluir que la Casiopeina Igly es genotdxica, citotoxica y citostdtica para los
linfocitos humanos /n vitro a las concentraciones antes mencionadas.
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II. MARCO TEORICO

1. Cancer

En la actualidad se reconoce al cdncer como una anomalia genética en el
dmbito celular, que implica la mutacion de un pequefio nimero de genes o en
un solo gen. Las alteraciones gendémicas asociadas con el cdncer pueden
implicar cambios a pequefia escala, como la sustitucién de un solo nucleétido,
o a gran escala, como reordenaciones cromosémicas, ganancia o pérdida de
cromosomas o incluso la integracién de genomas virales en el cromosoma

(Klug y Cummings, 1999; Alberts et al., 2002).

Las alteraciones a gran escala son un gran rasgo comin del cdncer; la
mayoria de los tfumores en la especie humana se caracteriza por cambios
cromosomicos visibles. Por lo tanto es una enfermedad genética, resultado
del cimulo de alteraciones en un conjunto de genes que tienen a dos grupos
oncogenes' y genes supresores® cuyos productos ejercen funciones bdsicas
para el funcionamiento, crecimiento y muerte de todas nuestras células

(Klug y Cummings, 1999; Alberts et al., 2002).

Las células de los tumores malignos presentan dos caracteristicas que las
distinguen de las normales. La primera que consiste en la reproduccion
descontrolada, la segunda consiste en invadir y colonizar tejidos u érganos
distantes. La combinacién desafortunada de estos eventos celulares, es lo
que hace tan peligrosa y mortal a la mayoria de las formas del cdncer. Asi
pues, si en un momento dado una célula aislada presenta caracteristicas

aberrantes, pero su crecimiento esta restringido como el de sus vecinas, no

! Genes implicados en el desarrollo del cdncer
? Genes normales cuya ausencia puede conducir al cdncer

-2-
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ocurrird un dafio mayor. Sin embargo, si su crecimiento fuese desordenado
las consecuencias seguramente serian devastadoras, pues terminarian con la
vida del organismo que las origino (Klug y Cummings, 1999; Alberts et al,

2002).

Evidentemente una dnica mutacion no es suficiente para convertir una célula
sana tipica en una célula cancerosa que prolifere sin restricciones, porque
de ser asi ho seriamos organismos viables. Diversas lineas de evidencia
indican que en realidad el origen de un cdncer requiere que se produzcan en
la misma célula varios accidentes independientes, y poco frecuentes (Klug y

Cummings, 1999; Alberts et al., 2002).

Se ha estimado que se requieren entre 3 y 7 sucesos independientes al
azar, cada uno de ellos de baja probabilidad, para que una célula normal se
transforme en un tumor: masa de células que no controlan el crecimiento y
proliferacion celular, convirtiéndose en un tumor benigno o maligno en el
primero la proliferacion de las células dafiadas no invade otros tejidos y por
lo tanto es mas fdcil eliminar estas células. Por otra parte el tumor maligno
se convierte en un verdadero problema ya que este tiene la capacidad de

invadir otros tejidos (Alberts et al, 2002).

Los tumores se clasifican generalmente segun el origen de las células de

donde surgen y se agrupan en:
1.-Carcinomas: aquellos cuyo origen son las células epiteliales

2.-Sarcomas: cuyo origen son las células del tejido conectivo y las células

musculares (tejidos blandos)
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3.-aquellos que no se ajustan a ninguna de las dos categorias anteriores y
que incluyen la leucemia y los tumores del sistema nervioso (Klug y

Cummings, 1999; Alberts et al, 2002; Jiménez y Merchant, 2003).

Las células cancerosa pueden ser extirpadas quirdrgicamente o destruidas
con agentes quimicos o con radiacion, pero es dificil erradicarlas todas y
cada una de ellas. La cirugia raramente puede descubrir todas las
metdstasis® y los tratamientos que matan a las células cancerosas
generalmente también son toxicos para las células normales. Ademds si
queden unas cuantas células cancerosas pueden proliferar y producir un
resurgimiento de la enfermedad; a diferencia de las células normales,
pueden desarrollar resistencia a los téxicos utilizados en su contra.

(Alberts et al., 2002).

1.2. Incidencia de cancer en México

Durante la Cumbre Mundial contra el Cancer para el Nuevo Milenio,
celebrada en febrero de 2000, se establecié mediante la Carta de Paris,
que el dia 4 de febrero de cada afio sea declarado Dia Mundial contra el
Cancer. Por ello el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informdtica (INEGI), presenta informacion referente a la mortalidad y
proporcion de la poblacién mexicana con tumores malignos ya que esta
enfermedad afectan a ambos sexos; el cdncer de pulmdn, trdquea y
bronquios con mayor incidencia en los varones y, los de tipo ginecoldgico, en
la poblacién femenina (figura 1) (www.inegi.gob.mx).

El INEGI reporta que las tres principales causas de muerte por tumores
malignos en los hombres corresponden a: cdncer de prostata (17.1%)
trdquea, bronquios y pulmén (16.6%), y estémago (10.4 %). En las mujeres, el

Habilidad de las células cancerosas para penetrar dentro de los vasos sanguineos y linfdticos
permitiendole circular a través del torrente sanguineo para después invadir tejidos normales de
otras partes del cuerpo

-4-
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de mama (15%), el cuello del Gtero o cérvico-uterino (13.9%), e higado y vias

biliares, (7.9%), tienen la mayor incidencia (figura 1) (www.inegi.gob.mx)

Figura 1.Distribucién de cdncer por sexo (www.inegi.gob.mx).

Por otra parte en el 2006, los fumores malignos fueron la tercera causa de

muerte en México, 63 888 personas fallecieron por éstos, el volumen

representa 12.9% del total de las defunciones registradas. En la figura 2,

se muestra el porcentaje de defunciones causadas por los fumores malignos

para varios afios, el total y por sexo (www.inegi.gob.mx).

Porcentaje de defunciones generales y por sexo causadas por tumores malignos, 1997 -2006
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Figura 2. Porcentaje de defunciones generales y por sexo causadas por alglin tumor

maligno registradas de 1997 al 2006 (www.inegi.gob.mx).
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Actualmente existen una gran variedad de fratamientos para la cura de
cdncer entre ellos la cirugia, la radioterapia, la fototerapia y la
quimioterapia, han llegado a ser modalidades terapéuticas bdsicas, ya que
han incrementado la posibilidad de supervivencia de los pacientes ademds de
reducir los efectos secundarios del fratamiento (Murphy et a/, 1996). En la
quimioterapia se utilizan antineopldsicos los cuales se describen a

continuacion.

1.3. Antineopldsicos

Los antineopldsicos son fdrmacos que actdan sobre células cancerosas. La
clasificacién de estos es muy variada ya sea de acuerdo a su mecanismo de
accion, los que actian sobre el ADN, agentes especificos de fase y no
especificos entre otros. En el cuadro 1 se muestra los antineopldsicos mds
utilizados en clinica (Rankin y Kaye, 1990; Gonzdlez et al, 1992; Mehta et
al, 1992; Mitsuhashi et al, 1992; Ozols, 1992). Cabe sefalar que fue
modificada al adicionar la definicion del antineopldsico y algunos ejemplos

(McLaughlin, 1995; Hellman y Vokes, 1996).
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Cuadro 1. Antineopldsicos mas utilizados en la clinica.

Clasificacion Agente Mecanismo
Antimetabolitos: Metotrexato, Citosina de | Inhiben enzimas que
Compuestos que poseen | Arabinosa  (Ara-C), 6- | bloquean selectivamente

una estructura molecular
semejante a los
metabolitos de la célula,
pero capaces de
interferir con las
funciones de
antimetabolitos propios.

mercaptopurina (6MP)

las vias metabolicas.

Alquilates:  compuestos
que sustituyen dtomos de
hidrogeno por  grupos
alquilo.

Mecloretamina,
Ciclofosfamida, Cisplatino,
Clorambucil, Melfalan,
Busulfan.

Producen modificaciones
tanto estructurales como
funcionales en el ADN.

Antibiéticos:
antitumorales:compuestos
heterogéneos de origen
bacteriano.

Bleomicina, Actinomicina D,
Mitomicina C, Gramicidina
D. Doxorrubicina

Todos actdan a nivel de
ADN, sus mecanismos de
accion son muy variados

Alcaloides: sustancia
orgdnica nhitrogenada, con
propiedades alcalinas

Vincristina, Vinblastina,

Vindesina

Inhiben la divisién célula,
su efecto se debe a una
alteracién estructural y

funcional del aparato
mitético.
Inhibidores de la | Topotecan e Irinotecan Evita la replicaciéon vy

topoisomerasa I: enzima
intranuclear implicada en
el desenrrollamiento de
las hebras de ADN

transcripcién del ADN.

Miscelaneos:

Hexametilmelamina,
Hidroxiurea y
Procarbazina.

Los mecanismos de

accién son variados.

Rankin y Kaye, 1990; Gonzdlez et al, 1992; Mehta et al, 1992; Mitsuhashi et al, 1992;
Ozols, 1992; McLaughlin, 1995; Hellman y Vokes, 1996.
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Dentro de esta lista de antineopldsicos se utilizo la mitomicina C de la cual

se dan algunas caracteristicas a continuacion.

1.4 Mitomicina C

La mitomicina € (MMC), (figura 3). Es un antibiético aislado de
Streptomyces caespitosus (Lown, 1979) La cual presenta actividad
antitumoral, es muy téxico. Se utiliza en clinica como tratamiento para los
tumores de cervix, ovario, pecho, pulmon, estomago, pdncreas, recto y colon
(Crooke y Bradner, 1976; Carter y Crooke, 1979; Loebl y Spratto, 1986). La
MMC se usa como testigo positivo en muchas pruebas toxicologicas donde se
utilizan bacterias, cultivos celulares de linfocitos y fibroblastos entre
otros, en donde actla como agente alquilante mono-funcional (Orozco,
1993). Se conoce que la MMC es un agente alquilante del ADN e interactia
covalentemente con el ADN /n vitro e in vivo, inhibe la sintesis de ADN
ocasionando ruptura del ADN y Aberraciones Cromosémicas (AC) e induce la
formacion de Intercambio de Cromdtidas Hermanas (ICHs) y Microndcleos

(MN) (Schale-Bartusiack et al, 2002; Medina, 2005; Seutap et a/,, 2005).

Figura 3. Estructura quimica de la Mitomicina C (Carter y Crooke, 1979)
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Sin embargo el surgimiento de tumores refractarios a la combinacién de
estos tratamientos, los efectos téxicos desagradables y los costos elevados
de estos tratamientos, han promovido la bisqueda continua de moléculas que

posean actividad antineopldsicas (Magrath, 1989; Boyd y Paull, 1995).

Personal de la Universidad Nacional Auténoma de México realizaron
investigaciones con metales que pudieran tener efecto anticancerigeno

entre ellos el cobre.

1.5. Cobre

El cobre es esencial para la sobre vivencia de plantas y animales, algunos
estudios han mostrado que esta involucrado en la funcion de varias enzimas
entre las que se incluyen la tirosina (implicada en la formacién de la
melanina) y varias oxidasas como citocromo oxidasa, super oxido dismutasa

y amino oxidasa (Carson et al/, 1987, Olivares y Uauy 1996).

Algunos estudios confirman que este metal se requiere en cantidades
apropiadas durante el crecimiento en mamiferos incluyendo el humano. En
los nifios para la maduracién de células blancas y rojas, para dar la
resistencia a los huesos, en el metabolismo del colesterol y la glucosa, el
desarrollo del cerebro, entre otros. Por ello la Comisién de Alimentos y
Nutricién de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos de
Ameérica (1980), recomienda ingerir 0.5-1.0 mg/dia los lactantes, 1.0-2.0
mg/dia adolescentes y 2.0-3.0 mg/dia adultos (Orten y Neuhaus, 1984)

Las condiciones dcidas del estomago facilitan la solubilidad del cobre
permitiendo su paso a la sangre, en donde juega un papel importante en la

incorporacion de hierro en la hemoglobina. Reportando 93 a 108 ng/100ml
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como contenido normal de este metal en la sangre. Los casos de toxicidad
por cobre en humanos son raros, se producen con la ingesta de dosis
superiores a 10 mg/dia, causando nduseas, vomito y diarrea (Stokinger,

1981; Furst et al, 1998).

El cobre esta ampliamente distribuido en los alimentos pero es
especialmente abundante en el higado, rifion, yema de huevo, ostras y
algunas legumbres. Debido a su abundancia en los alimentos, la deficiencia
del cobre es poco frecuente en el ser humano. Si se presenta su deficiencia
se produce la enfermedad de Menkes, en donde se ha observado que
ocasiona alteraciones en desarrollo mental, anemia, IeucociTopenia4,
defectos dseos, y debilidad en las paredes intestinales, este padecimiento
se debe a que la absorcion o el transporte del metal son deficientes. Por
otra parte el exceso de este metal ocasiona la enfermedad de Wilson,
donde se acumula las concentraciones de cobre en el tejido hepdtico y
cerebral (Orten y Neuhaus, 1984; Carson et al, 1987; Olivares y Uauy,
1996; Mckee y McKee, 2003).

La actividad anticancerigena del cobre se reporto por primera vez en los
afos sesentas cuando se realizaron estudios con sales de este elemento
empleadas como complemento diario en la dieta o el agua administrada a
ratas o ratones sujetos a un tratamiento con carcindgenos quimicos. Los
resultados observados sugieren que el cobre es capaz de inhibir la accion

carcinogénica de una amplia variedad de compuestos (Rojas, 1992).

Se ha reportado que los metales de transicién entre ellos el cobre tiene la
capacidad de intercalarse en el ADN con una gran afinidad y que la union del

cobre es selectiva sobre las células tfumorales. Algunos estudios reportan

* Reduccién de la concentracién de leucocitos en la sangre

-10 -
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que este elemento tiene efectos anticancerigenos, reducen el crecimiento y

el tamafo de tumores malignos (Rojas, 1992).

Estas caracteristicas llevaron a la seleccién del cobre como centro metdlico

para el disefio de nuevos compuestos antineopldsicos llamados Casiopeinas.

1.6. Casiopeinas

En busca de antineopldsicos menos tdoxicos basados en metales, fue que se
disefiaron y sintetizaron una mezcla de quela‘ros5 basados en cobre, dando
como resultado los compuestos llamados Casiopeinas: una familia que
comprende una serie de compuestos de coordinacién de Cu® como centro
metdlico que en la esfera de coordinacion, presenta un ligante bidentado
neutro del tipo diiminas (N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o
donadores (O-0) (Ruiz et al, 1993; Gracia-Mora et al.,, 2000; Romero et al,
2006).

Estudios /n vivo e in vitro muestran un potencial antineopldsico de las
Casiopeinas al igual que el cisplatino en una gran variedad de lineas de

células tumorales (De Vizcaya-Ruiz et al., 2000; Gracia-Mora et al,, 2001).

Estos compuestos con las caracteristicas descritas fueron disefiados por
Lena Ruiz Azuara cientifica de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM) y su grupo de trabajo. Marcando un
avance en el camino de fdrmacos con actividad antineopldsica. Las
Casiopeinas han sido sintetizadas y patentadas por dicha institucion (Ruiz-

Azuara, 1992).

® Estructura molecular en la que los iones metdlicos se hallan unidos a un compuesto drganico
bidentado por valencias residuales

-11 -
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A la fecha se han sintetizado aproximadamente 100 compuestos y algunos
de ellos han mostrado actividad antineopldsica tanto /n vitro como /n vivo.
(Bravo, 1997; Mdrquez, 2000; Romero, 2000; Trejo-Solis et al, 2005). Se
han seleccionado las mds activas y menos téxicas para realizar pruebas
preclinicas. Del total de compuestos, se eligieron 24 de los cuales se
seleccionaron cinco, y finalmente, tres, los mds prometedores por su
solubilidad y su selectividad para leucemia y carcinomas. Estos tres
compuestos que llevan el nombre de Casiopeinas I, IT y III, han
demostrado tener actividad antineopldsica en los ensayos exigidos por el
Cancer Chemotherapy National Service Center del National Center
Institute, de los Estados Unidos (Ruiz-Azuara et al, 1995; Miiller et al,
1999).

Actualmente las Casiopeinas se encuentran en la fase preclinica y se estdn
realizando los estudios necesarios para obtener informacion sobre su
farmacodindmica y sus propiedades toxicoldgicas, dentro de esta dltima, es
necesario evaluar el dafio producido al material genético (Verdejo et al.,

1998; Santiago, 2004; Carvallo, 2007).

Los trabajos realizados en esta fase llevo a la Dra. Lena Ruiz recibiera el
premio Canifarma® 2007, por sus trabajos orientados, a desarrollar los
primeros fdrmacos producidos en México para combatir el cdncer con el
proyecto “Desarrollo de nuevos fdrmacos antineopldsicos: Casiopeinas.
Evaluacion preclinica”, elegido entre mas de 40 trabajos cientificos de

excelente calidad (Romero, 2008).

® Galardén otorgado anualmente por la Cdmara Nacional de la Industria Farmacéutica
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Ventajas de las Casiopeinas con respecto a otros fdrmacos antineopldsicos
v" Reduce costos, ya que el cobre es mucho mds econémico que el platino
v" La aplicacién de dosis es menor que otros antineopldsicos

v" Tienen la misma o mayor actividad que otros anticancerigenos y una

toxicidad mucho menor.

v" Las Casiopeinas son los primeros anticancerigenos hechos en México

(Pia, 2007).

1.7. Posibles Mecanismos de accion de las Casiopeinas

Los complejos mixtos de cobre denominados Casiopeinas interactian
preferentemente con Adenina, esta interaccion es de tipo apilamiento, lo
cual llevaria a pensar que estos complejos (si es que llegan integros al ADN)

tendrdn como mecanismo de accidn el de intercaladores (Tovar et al., 2004).

Se sugiere que el mecanismo de accion de las Casiopeinas esta relacionado
con la reduccidn del atomo de Cobre (II) a cobre (I) en su estructura lo que
subsecuentemente generaria la formacién de especies reactivas de
Oxigeno, como el radical hidroxilo o el ién sdper oxido, las cuales pueden
reaccionar con diferentes macromoléculas tales como los dcidos nucleicos,
proteinas o lipidos de la membrana; causando un dafio oxidativo en el

interior de la célula (Alemén et al, 2007).

Debido a los escasos antecedentes de tipo general de la Casiopeina Igly nos

dedicamos a estudiarla. La cual presenta las siguientes particularidades.
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1.8. Casiopeina Igly

La formula quimica de la Casiopeina Igly es [Cu(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina) (glicina) ] NOs. 2H,0O (figura 4), tiene un peso molecular de
568.05 g/mol, es estable en estado sélido e inerte si se disuelve en etanol o
dimetilsulfoxido (DMSO) o en etanol/agua (3:100), poco soluble en glicerol y
tarda varios dias en descomponerse. La concentracién inhibitoria media
(CIso) es de 1.23 ug/ml para la linea celular Calo “(Ruiz et al, 1994;
Mdrquez et al., 2000a).

o).

Figura 4. Estructura quimica de la Casiopeina Igly

1.9 Toxicologia Genética

La Toxicologia Genética es una disciplina cientifica que trata de identificar

y analizar los mecanismos de accion y las propiedades de aquellos agentes

7 Células de carcinoma epidermoide no queratinizado, de morfologia epitelial.
Estadio II. Carcinoma Cérvico-Uterino Humano
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fisicos, quimicos o bioldgicos que sean capaces de producir efectos téxicos

en el material genético de los seres vivos (Brusick, 1987).

A partir de esta definicion la toxicologia genética permite evaluar la
habilidad de las sustancias quimicas para inducir el cambio en el material
hereditario de los organismos, mediante una variedad de tipos celulares.
Desarrollando varias pruebas en las que se usan modelos bioldgicos /n vivo e
in vitro. Incluyendo bacterias, levaduras, hongos, cultivo de células de
mamifero, células somdticas y germinales, de plantas superiores (Hoffmann,

1982; Roldan, 1992, Yiizbasioglu et a/., 2006).

Entre las pruebas para evaluar el dafio al ADN se encuentran las AC
Estructurales o Numéricas, ICHs y MN. Las dos primeras se aprecian en
células en mitosis mientras que los Micronlcleos se observan en células en
interfase que han pasado por al menos un ciclo de divisién. Estas pruebas,
incluyendo las variantes que de estas se desprenden, pueden medirse en
cultivo de células de mamifero, y tienen la finalidad de detectar la induccion
de rompimientos en los cromosomas (efecto clastogeno) o alteraciones en la
maquinaria del huso mitotico y/o desactivacion del centréomero que conducen
a un inadecuado reparto de material genético durante la division celular
(efecto aneugénico) (Anderson, 1993; Obe et al, 2002; Natarajan y Boei,

2003). Enseguida se definen los Micronlcleos.

1.10. Microndicleos

Los Microntcleos (MN) son cuerpos que contienen cromatina, representan
fragmentos cromosémicos o cromosomas enteros que no se incorporaron al
nicleo al final de la mitosis (figura 5). Estas pequefias formaciones

nucleares se presentan ademds de los dos nicleos tipicos que se forman en
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la telofase. Habitualmente se forman a consecuencia de un retraso de un
cromosoma en anafase o de fragmentos de cromosomas que no se han
incluido en ninguno de los nicleos telofdsicos (Schmid 1975; Tucker y

Preston 1996).

BLOQUEO DE LA CITOCINESIS

Figura 5. Diagrama ilustrativo de (A) Origen de MN por fragmentos acéntricos o
cromosomas completos en células en division, (B) Origen de un puente nucleopldsmico o
puente dicéntrico en una célula binucleada. (Fenech, 1997).

El uso de MN como una medicion del dafio cromosémico en linfocitos
humanos fue propuesto por primera vez por Countryman y Heddle (1976), y
subsecuentemente modificada por Fenech y Morley (1985) al bloquear la
citocinesis con Citocalasina B (Cit-B), provén un método esencial para
distinguir a las células que no se han dividido de las que han completado una
division nuclear durante el cultivo /n vitro (Parry et al, 2002). Asi se
introdujeron a los linfocitos como un sistema celular Gtil, para la deteccion
del dafio cromosémico mediante la determinacién de la produccién de MN,

recomendando a este sistema como biomarcador en disefios experimentales.
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Las ventajas del ensayo son las siguientes: sensitivo, simple, reproducible,
las células pueden ser contadas rdpidamente, tiene una estadistica poderosa
ya que se cuentan muchas células, y evalia clastogenicidad y/o
aneugenicidad de xenobidticos ademds de ser un marcador de dafo
citogenético confiable (Kirsch-Volders, 1997; Miller et al, 1997; Fenech,
2000; Pastor et al, 2001; Mateuca et al, 2006; Diaz et al, 2007). Este
ensayo también da informacion para complementar resultados de
genotoxicidad /n vitro (Stopper et al, 1997). Adicionalmente, la informacion
obtenida por esta técnica puede ser extrapolada para predecir riesgos de

salud en humanos (Sanjeeu et al., 2006).

Desventajas: no permite determinar el tipo de aberracion cromosémica

(Surrallés y Natarajan, 1997).

Tipos celulares para el ensayo de Micronicleos

El ensayo de MN se realiza en diferentes tipos celulares como son: células
germinales (Ldhdetie y Parvienen, 1981), Células del higado fetal (Cole et al,
1981), linfocitos (Fenech y Morley, 1985; Fenech y Crott, 2002), en
eritrocitos policromaticos de Hamsters Chino, de ratas, ratones y de peces
(Liu et al,, 1998; Sugher et al., 2003;Trosic et al, 2002; Ateeq et al, 2002,
Campana et al., 1999), células de colon (Heddle et a/, 1983), y exfoliados de
células que son obtenidos de numerososo tejidos, incluyendo mucosa bucal,

bronquio, vejiga urinaria, uréter y estomago (Stich y Rosin, 1982).

A partir de los trabajos de Fenech 1997 y 2000, Fenech et a/, 2003 donde
utiliza la técnica de bloqueo de citocinesis con citocalasina B, actualmente
se consideran los siguientes criterios para evaluar MN y Puentes

Nucleopldsmicos (PN). Los puentes nucleopldsmico son cromosomas
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dicéntricos; es decir cromosomas con dos centrémeros que forman puentes

de tensidn en anafase cuando cada centrémero tiende a migrar a un polo

diferente (Guizar-Vazquez, 1988; Fenech, 2000). Ahora bien en el cuadro 2

se describen las caracteristicas de la células binucleadas para este tipo de

ensayo.

Cuadro 2. Caracteristicas de las Células para el ensayo de Microntcleos

Células binucleadas

Frecuencia de MN

Puentes Nucleoplasmicos

> El  citoplasma debe
distinguirse claramente.

> Membrana
citoplasmdtica y nuclear
intactas.

» Ndcleos con similar
grado de condensacion
de cromatina, igual
tamafio, forma
(ovalados) y patron de
tincion.

» Ninguno de los nicleos
debe encontrarse en
etapa de apoptosis.

> Se observar en
células binucleadas.

» Los nidcleos no
pueden estar unidos
por puentes
nucleopldsmicos.

> El didmetro del MN
no debe ser menor a
1/3 de los nicleos.

> El MN debe ser oval
o redondo, tefiido
similar a los nicleos
y separado de estos.

>

Se observan en
células binucleadas.

La amplitud del
puente varia pero
usualmente no
excede 1/4 parte de
los ncleos.

Deben tener la
misma tincion  que
los nicleos.

Fenech 1997 y 2000, Fenech et a/, 2003

1.11. Linfocitos como sistema de prueba

En la sangre hay diferentes tipos de células con funciones diversas, todas

se forman por el tejido hematopoyetico en médula ésea. Esta célula madre

hematopoyética (6 formadora de sangre) es por lo tanto pluripotencial, ya
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que da lugar a distintos tipos de células sanguineas diferenciadas. Las
células sanguineas se pueden clasificar en eritrocitos (rojas) y leucocitos
(blancas). Los globulos blancos en base a su aspecto microscopico se
clasifican en granulocitos, monocitos y linfocitos (figura 6). Con respecto a
los linfocitos hay de dos tipos By T. Los linfocitos B fabrican anticuerpos,
su concentracién en la sangre es de 2x10°. Los linfocitos T matan células
infectadas por virus y regulan la actividad de otros globulos blancos, la
concentracion en la sangre es de 1x10°. Presentan una vida media de 2-4
afos lo que permite que acumule dafio al ADN, estado definido el ciclo

celular 60, baja actividad de reparacion (Alberts, et al, 2002)

Al presentar estas caracteristicas ha permitido realizar una gran variedad
de andlisis, como AC, ICHSs, asociacién de satélites (AS), cinética de division
celular (CDC), MN, mutaciones puntuales (MP) (Evans y O'Riordan, 1975;
Natarajany Obe, 1982; Albertini et al, 1982; Celik et al, 2004). Esto llevo
a que el cultivo de linfocitos humanos sea un modelo bioldgico ampliamente
empleado en ensayos citogenéticos (Evans et al, 1979; Rolddn y Altamirano,
1990; Tucker y Preston 1996; Albertini et al/, 2000; Wu et al, 2004).
Donde se puede evaluar la genotoxicidad 7 vitro ya que da informacién para
posibles efectos téxicos de compuestos farmacéuticos (Castell y Gémez-

Lechdn, 1997).
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Figura 6. Hematopoyesis (www.down21.org/salud/salud/leucemia_sd.htm)

El cultivo de linfocitos es utilizado en pruebas de genotoxicidad como las
AC, ICHs y AS entre otfros. A continuacién se dan algunas caracteristicas
de la colchicina ya que es un compuesto que inhibe la formacion del huso
mitotico, permitiendo observar células en metafase ya que para estas

pruebas se necesitan células en esta etapa del ciclo celular.

Colchicina

La colchicina es un alcaloide derivado del azafran silvestre y utilizada como
planta medicinal para el tratamiento de la gota desde la época de los
antiguos egipcios. En la figura 7 se muestra la estructura de la colchicina, la
cual es utilizada en laboratorio para estudios de citogenética donde se
necesita evaluar células en metafase. Ya que la colchicina envenena el

extremo de un microtibulo donde se encuentra la tubulina y cada molécula
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de colchicina se une fuertemente a una molécula de tubulina evitando que no
se forme el huso mitdtico en las células tratadas con bajas concentraciones
de colchicina (Klug y Cummings, 1999; Alberts et a/, 2002; Lodish et al,
2002). Este es solo un compuesto que afecta a la célula, dentro de una gran
variedad. En este trabajo utilizamos otro compuesto que afecta a los
microfilamentos de la célula para ello, primero se mencionara los tipos de

filamentos que existen en el citoesqueleto de la célula.

CH,40 .
“NHCOCH,
CH,0
CH,0
o
C22H25N05 DCHS

Figura 7. Estructura quimica de la colchicina (www.med.javeriana.edu.com)

1.12. Citoesqueleto

El citoesqueleto es una estructura sumamente dindmica que se reorganiza
continuamente mientras que la célula cambia de forma, se divide y responde
a su entorno, también se conoce con el nombre de citomusculatura. La
capacidad de adoptar una gran variedad de formas y llevar acabo
movimientos direccionales y coordinados depende de una red compleja de
filamentos proteicos que extienden a través del citoplasma. Las diversas
actividades del citoesqueleto se dividen en fres ftfipos de filamentos
proteicos: filamentos de actina, microtibulos y filamentos intermedios
ademds de una red microtubular (Lodish et a/, 2002; Jiménez y Merchant,

2003)
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Microtibulos: son estructuras tubulares largas y huecas mds rigidas que los
filamentos de actina, tienen un didmetro de 25 nm. Estdn constituidas por
unidades de tubulina, intervienen en el movimiento de los cromosomas. Son
sensibles a temperatura, presién y drogas como la colchicina, vinblastina y
taxol. Se consideran los organizadores primarios del citoesqueleto (Lodish

et al, 2002; Jiménez y Merchant, 2003).

Presentan estructuras polares con un extremo mas (+) que es capaz de
crecer a gran velocidad mientras que el otro extremo menos (-) tiene
tendencia a perder subunidades si no esta estabilizado. En la mayoria de las
células el extremo menos esta estabilizado mediante la unién a una
estructura que recibe el nombre de centrosoma y los extremos mas estdn
libres para afiadirse a moléculas de tubulina (Lodish et al, 2002; Jiménez y

Merchant, 2003).

Red microtubular: emerge a partir del centrosoma, constantemente forma
nuevos microtdbulos que remplazan a los viejos que se han despolimerizado,
es parte de la materia bdsica del citoplasma, sirve como soporte e
interconexion a diversos organelos del citoplasma (Lodish et a/, 2002;

Jiménez y Merchant, 2003)

Filamentos intermedios: estructuras parecidas a cuerdas que tienen un
didmetro de 8-10 nm y estdn formados por diversas proteinas como
queratina, vimentina, desmina etc. Uno de los tipos de filamentos
infermedios forma una red llamada ldmina nuclear. Otros filamentos
intermedios se extienden a lo largo del citoplasma proporcionando a las
células resistencia mecdnica. Se encuentran entre los finos filamentos de
actina y el de los gruesos filamentos de miosina (Lodish et a/, 2002;

Jiménez y Merchant, 2003).
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Filamentos de actina o microfilamentos: son polimeros helicoidales
enroscados de dos en dos tienen un didmetro de 5-9nm y estructuras
flexibles, formados por la proteina actina, estdn dispersos por el citoplasma
de la célula pero altamente concentrados por debajo de la membrana
citoplasmdtica especialmente para que se lleven acabo los movimientos en la

superficie celular (Lodish et a/, 2002; Jiménez y Merchant, 2003).

Tienen una estructura polar con dos extremos distintos, un extremo menos
(-) relativamente inerte y de crecimiento lento y un extremo mas (+), de
crecimiento rdpido. Son sensibles a drogas como la faloidina y citocalasina
las cuales alteran su distribucién, grado de polimerizacién y estdn
involucrados en procesos de motilidad celular y movimiento intracelular

(Lodish et al, 2002; Jiménez y Merchant, 2003).

Las citocalasinas son productos sintetizados por hongos, que impiden la
polimerizacion de la actina ya que se une al extremo mds de actina. Se ha
demostrado que esta sustancia inhibe diversas actividades celulares en la
que participan algunos tipos de microfilamentos por ejemplo la contraccion
del mdsculo liso, el latido de las células cardiacas, la migracién celular, la
citocinesis, la endocitosis, la exocitosis entre otros (Lodish et a/, 2002;

Jiménez y Merchant, 2003).
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MICROFILAMENTO DE ACTINA

modeculas de actina
MICREOTURLILD

-
|

suburidades de tubuking
FILAWMENTO TNTEEMEDLID

Figura 8.Filamentos del citoesqueleto
(www.bioitj.blogspot.com/2007/04/citoesqueleto.html)

Citocalasina B

La citocalasina B (Cit-B) es metabolito extraido del un hongo del genero
Drechslera (Heiminthosporium anteriormente) dematioidea. Es un potente
inhibidor de la polimerizacion de la actina. La actina es necesaria al final de
la telofase, durante la citocinesis, para formar el anillo contrdctil de actina
y miosina que terminara por dividir a la célula en dos células hijas. Asi las
células divididas una vez tendrdn una apariencia binucleada (Evans, 1997;

Sigma-Aldrich, 2008-2009).

Perturba la disposicion regular de los microfilamentos asociados con algunas
de estas funciones por ejemplo el anillo contrdctil de los microfilamentos

observados durante la citocinesis también llamada clivaje celular. Los
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microfilamentos sensibles a la Citocalasina B constituyen la maquinaria

contrdctil de las células no musculares (Robertis et al, 1978).

La citocalasina afecta solo a la citocinesis que forma parte de la mitosis,
pero no a la contraccion muscular, ya que esto no implica polimerizacion-

despolimerizacion de la actina (Jiménez y Merchant, 2003).

Figura 9. Estructura quimica de la Citocalasina B (Alberts et a/, 2002)
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III. JUSTIFICACION

Este trabajo tiene el propdsito de contribuir al avance de medicamentos con
actividad antineopldsica como es el caso de la Casiopeina Igly la cual se
encuentra en fase preclinica. Por lo tanto se deben realizar estudios de
toxicidad ya que son necesarios y tienen gran importancia en los programas
de identificacion y eleccién de los fdarmacos a desarrollar, por tal razon,
deben de ser aplicados a todos los compuestos quimicos que presentan un
interés terapéutico. Por ello se realizaron estudios de genotoxicidad donde
se evalla la frecuencia de MN, debido que es una prueba que se utiliza en el
desarrollo de fdrmacos.

Estas evaluaciones también son importantes ya que todos estamos
expuestos a padecer alguin tipo de cdncer, ademds que apoya la investigacion
en un farmaco mexicano lo cual es interesante debido a que es el primero en
la gran lista de compuestos antineopldsicos, que pretenden ser mds

accesibles para la poblacién afectada y de pocos recursos.
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IV. HIPOTESIS

Las Casiopeinas son una familia que comprende una serie de compuestos de
coordinacion de Cu2', creadas a partir de la geometria quimica del
Cisplatino. ¥ han mostrado actividad antineopldsica tanto /n vitro como /n
vivo. Por lo tanto si la Casiopeina Igly presenta como centro metdlico al
cobre, que es un elemento que utiliza el hombre como micronutriente,
entonces ocasionard menor dafio al ADN, que otros agentes antineopldsicos
que ho presentan esta caracteristica, dafio que se manifestard en forma de

Micronicleos (MN).
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V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
Evaluar las actividades citotdxica, citostdtica y genotéxica de la Casiopeina
Igly en cultivo de linfocitos humanos.

OBJETIVO PARTICULARES:

# Evaluar la actividad citotéxica de la Casiopeina Igly por medio del
indice de proliferacion en células con bloqueo de la citocinesis
(IPBC) en las mismas condiciones.

# Evaluar la actividad citostdtica de la Casiopeina Igly por medio del
porcentaje de células polinucleadas bajo las mismas condiciones.

# Evaluar la induccion de MN por la Casiopeina Igly con las tres

diferentes concentraciones elegidas a partir de la curva dosis
respuesta.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Cultivo de Linfocitos Humanos

Siembra

Al medio de cultivo RPMI-1640 de 100ml se le adiciona 0.5ml de
fitohemaglutinina se agita y en tubos se colocan 5ml del mismo.
Posteriormente se extrae sangre periférica 5ml con una jeringa
heparinizada, agregar Iml de sangre en cada tubo, enseguida se incuban a
37°C por 72 hrs.

Tratamientos

Para obtener la curva dosis-respuesta de la Casiopeina Igly en funcién del
indice mitético los cultivos fueron tratados a las 44 hrs con la Casiopeina
Igly en las siguientes concentraciones 0.41, 0.615, 1.23, 2.46, 3.69, 4.92
Hg/ml al testigo positivo se le adiciono MMC, a una concentracién de 0.2
ug/ml; al testigo negativo no se adiciona nada. A las 70 hrs de iniciado los
cultivos, se adiciono la colchicina (concentracion final de 4 pg/ml). Al
cumplir las 72 hrs se lleva acabo la cosecha. Las concentraciones elegidas
de la Casiopeina Igly se escogieron a partir de la CIso con la linea Calo
(Mdrquez et al, 2000a). Todos lo tratamientos se realizan por duplicado y
con dos repeticiones.

Cosecha

Consistio en centrifugar a 1500 revoluciones por minutos (rpm) por 5
minutos (min) las muestras, pasado el tiempo se elimina el sobrenadante, al
paquete celular se le adiciono 5ml de solucién hipoténica KCL 0.075M a 37°C
y se dejo incubar por 20 min, posteriormente se fijan las células. En este
paso al paquete celular se le adiciono bml de solucién fijadora (metanol-
acido acético 3:1 frio) y se dejo ahi por 10 minutos, cumplido el tiempo se
elimina el sobrenadante (centrifugando los cultivos a 1500 rpm), y
nuevamente se repite la operacion para lavar del paquete celular hasta que
el botdn se limpio, una vez logrado esto, se re suspende en 0.5ml del fijador,
y se elaboran las laminillas por goteo.

Preparacion de laminillas

El goteo del botén celular se realiza en laminillas limpias, desengrasadas,
frias y marcadas se realiza a 30 cm minimo de distancia y se dejan secar al
aire.

-29 -



%naﬂﬂfﬂzra

Tincidn

Las laminillas se introducen en Giemsa al 10% durante 15 min. Después se
lavan a chorro de agua de la llave y dejan secar al aire. Por ultimo se
realizan las observaciones en el microscopio de campo claro con un aumento
de 40x para evaluar el indice mitético.

Técnica de Micronlcleos /n vitro con bloqueo de la citocinesis

Se realiza la siembra de los linfocitos de la manera descrita anteriormente.
Los cultivo de linfocitos fueron tratados a las 44 hrs después de la siembra
con las concentraciones 0.615, 1.23 y 2.46 pg/ml de Casiopeina Igy, como
testigo positivo 0.2 pg/ml de MMC. A las 48 hrs se adiciono 6 pg/ml de
Citocalasina B (Cit-B), también se conté con un testigo negativo, al
completarse las 72 hrs de la siembra se realizo la cosecha.

En la cosecha los cultivos se centrifugan a 1000 rpm por 10 min pasado el
tiempo se elimino el sobrenadante, quedando el paquete celular al cual se le
dio un choque hipotdnico con 5ml de solucién KCL 0.075M por 10 min a 37°C.
Posteriormente se centrifugan nuevamente a 1000 rpm por 10 min y se
elimina el sobrenadante y, enseguida se realizo la fijacién con Bml de
solucion de metanol-dcido acético en una proporcién 3:1 frio, efectuando
dos cambios a los 15 y 10 min respectivamente. Al termino de estas
fijaciones se realizaron lavados del paquete celular con una solucién fijadora
de metanol-acético en proporcion 85:15, hasta que el paquete celular quede
limpio. En seguida, se resuspende el paquete el 0.5ml de la misma solucién y
se procedid al goteo de las laminillas.

El goteo se realizo a una distancia no mayor a 10cm y tres laminillas por
tratamiento de cada experimento, estas se dejan secar al aire. Finalmente
se realizo la tincion la cual es doble primero con el colorante May-6Griinwald
en una relacién 2:1 por 6min se lavaron y dejaron secar, la segunda tincion
se hace con Giemsa al 10% durante 15 min nuevamente se lavan y dejan
secar. Una vez tefiidas se realizaron las observaciones en el microscopio de
campo claro con un aumento de 40x para la evaluacién del porcentaje de
células en division y con el aumento de 100x para la evaluacion del
porcentaje de puentes nucleopldsmicos y porcentaje de microndcleos. Cabe
seflalar que se realizaron tres experimentos independientes cada uno con su
duplicado.
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Evaluaciones y andlisis estadistico

Evaluacién del Indice Mitético

Para el indice mitético (IM), se deben contar 1000 células por tratamiento
como minimo, en el microscopio éptico, con el objetivo de 40x, contando las
células en divisién distinguiéndolas de la que se encontraban en interfase
para aplicar la siguiente formula:

IM= (N° de célula en divisiéon / N° total de células) (100)

El andlisis estadistico consistio en aplicar la prueba “Z" para proporciones
(Z/proporciones).

/

Figura 10. Microfotografia de células en metafase (M) e interfase (I) de linfocitos
humanos tratados con Casiopeina Igly (40x).

Con el ensayo de MN se pueden evaluar pardmetros para conocer la
citotoxicidad, genotoxicidad y citostaticidad entre ellos indice de
Proliferacion en células con Bloqueo de la de la Citocinesis (IPBC),
porcentaje de MN, porcentaje de Puentes Nucleopldsmicos, y porcentaje de
células en divisidén respectivamente.

Evaluacién del Indice de Proliferacién en células con Bloqueo de la
Citocinesis (IPBC)

Se calculo con los datos obtenidos de la lectura de 500 células
polinucleadas como minimo tal como lo reporta Surrallés et al, 1995 y
utilizando la siguiente formula:
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IPBC= (1*M1)+ (2*M2)+ (3*(M3+M4))/ Total de células polinucleadas

El andlisis estadistico consistié en aplicar la prueba estadistica de Ji
cuadrada con correccién de Yates (x°y).

Evaluacidn del porcentaje de células polinucleadas

Se obtiene a la par con las células polinucleadas contadas para el IPBC. Se le
aplico la prueba estadistica Z para proporciones

M4

M2 s

M2
M1

«— W4
M3

Figura 11. Microfotografia de células polinucleadas de linfocitos humanos con inhibicion de
la citocinesis con citocalasina B, tratados con Casiopeina Igly M1: célula mononucleada, M2:
célula binucleada, M3: célula trinucleada, M4: célula tetranucleada (40x).

Evaluacion del porcentaje de MN

Se evalud utilizando los criterios descritos en el cuadro 2. Donde se
registraron al menos 1000 células binucleadas al azar, considerando las que
presentaban MN vy las que no los presentaban por cada fratamiento. La
lectura de laminillas se hace en un microscopio de campo claro con el
objetivo de 100X. La prueba estadistica aplicada fue (x%).
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Figura 12. Microfotografia de célula binucleada con micronicleo en linfocitos humanos
tratados con Casiopeina Igly e inhibicién de la citocinesis (100x).

Evaluacidn del porcentaje de Puentes Nucleopldsmicos (PN)

Se obtuvo con el registro de 1000 células binucleadas al azar, considerando
las que presentaban PN y las que no, de acuerdo con las caracteristicas
mencionadas en el cuadro 2, por cada tratamiento. La lectura de laminillas
se hace en un microscopio de campo claro con el objetivo de 100x. La
prueba estadistica aplicada es la misma de MN (x%y).

Figura 13. Microfotografia de PN en linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly
(100x).
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VII. RESULTADOS

Los distintos pardmetros citogenéticos evaluados para conocer el efecto de
la Casiopeina Igly en linfocitos humanos /n vitro fueron porcentaje de MN,
PNy células en division e IPBC . El IM se utilizé para obtener la curva dosis
respuesta de la Casiopeina Igly . Se partié de la concentracién inhibitoria
media para la linea celular CalLo (1.23 wg/ml). De ahi se selecciono una
concentracién inferiores que corresponden a un 1/3 y el doble de la CIso.
Cabe sefialar que el experimento se realizo dos veces cada uno con su

duplicado (los resultados no se muestran).

En la figura 14 se presentan los resultados del porcentaje de MN, donde
se puede apreciar que al aumentar la concentracion de la Casiopeina Igly la
presencia de MN lo hace de la misma manera es decir hay un efecto dosis-
respuesta. Este efecto tiene una diferencia estadisticamente significativa
(p <0.0005) respecto al testigo negativo en todas las concentraciones. La
presencia de MN nos esta indicando que hay un efecto genotdxico al igual

que los PN los que se muestran en la figura 15.

4 N\
20 - MICRONUCLEQOS
18 A
16 -
14 13.16
z i
= 12
o 10 4
Y
S 6 - e 4.26 4.97
T
4 1 2.32 1 .
2] 0.98 I——-I
O T L T ;\ T * T T 1
T- MMC 0.2 0.615 1.23 2.46
Tratamiento
S (pug/ml) J

Figura 14. Porcentaje de microntcleos en linfocitos humanos /n vitro con bloqueo de la
citocinesis tratados con Casiopeina Igly. Promedio de 3 experimentos independientes con
su duplicado.  *p<0.0005 (X?y) VS Testigo negativo.
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La figura 15 muestra los resultados de la evaluacién del porcentaje de PN
donde se aprecia que tiende aumentar la presencia de estos conforme se
incrementa la concentracion de la Casiopeina Igly. Este aumento de PN es
significativo con respecto al testigo negativo (p <0.0005, p<0.001, p<0.005 )
en todas las concentraciones. Ademds se puede apreciar que también
presenta un efecto dosis-respuesta lo mismo que sucede en el porcentaje

de MN.

Figura 15. Porcentaje de puentes nucleopldsmicos en linfocitos humanos /n vitro con
bloqueo de la citocinesis tratados con Casiopeina Igly. Promedio de 3 experimentos
independientes con su duplicado.
+¢¢ p<0.0005, +¢ p<0.001, ¢ p<0.005 (X?y) V'S Testigo negativo.

En el cuadro tres se muestra el porcentaje células polinucleadas a partir de
linfocitos en cultivo tratados con Casiopeina Igly y con bloqueo de la
citocinesis. Donde se nota que a todas las concentraciones es mas dificil que
la célula se divida ya que en cada tratamiento el porcentaje de células
mononucleadas aumenta de forma significativa en relacién al testigo
negativo (p<0.05). Lo que nos esta indicando que la mayoria de células se
estdn quedando sin dividir, es decir un porcentaje menor en relacién al
testigo se esta dividiendo, lo cual se puede constatar en el porcentaje de

células bi, tri y tetranucleadas. Esto quiere decir que la Casiopeina Igly
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tiene un efecto citostdtico pero éste, no indica un comportamiento dosis-

respuesta. Sin embargo nuevamente se manifiesta la actividad cistdtica de

la familia de las Casiopeinas que las caracteriza y que ha sido mostrada en

diferentes sistemas de prueba.

Porcentaje de Células Polinucleadas

Tratamiento pg/ml %Mononucleadas | %Binucleadas | %Trinucleadas | %Tetranucleadas
T- 45.89 39.35 6.53 8.2
MMC 0.02 74.67% 29.54 % 1.71% 0.96x%
0.615 53.63:# 37.37 4.46% 4.2%
1.23 71.89% 27.35% 0.64 0.35%
2.46 78.27 % 21.33# 0.31 0.09x

Cuadro 3. Porcentaje células polinucleadas de los linfocitos en cultivo tratados con
Casiopeina Igly. Promedio de 3 experimentos independientes con su duplicado. #p < 0.05, Z

p/proporciones.

INDICE DE PROLIFERACION EN CELULAS CON BLOQUEO DE

LA CITOCINESIS

18 - 1.7
1 2 1 = 1.52
) 1.34 — 1.31
1.4 - - 1.21
1.2 =
@ 101 & &
o 0.8 A
0.6 - 4 L
0.4 1
0.2 A
OO T T T T 1
T- MMC 0.2 0.615 1.23 2.46
Tratamiento
(ng/ml)

Figura 16. Indice de Proliferacién Celular con Blogueo de la Citocinesis (IPBC) en linfocitos
humanos /n vitro tratados con Casiopeina Igly. Promedio de tres experimentos
independientes con su duplicado. * p<0.0005 VS Testigo negativo (X°y).
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La figura 16 representa el IPBC (Indice de Proliferacién Celular con
Bloqueo de la Citocinesis), del promedio de tres experimentos, donde se
observa que al aumentar las concentraciones de la Casiopeina Igly tiende a
disminuir el IPBC significativamente (p < 0.0005) con respecto al testigo
negativo en todas las concentraciones, presentado un comportamiento

inverso dosis-respuesta.

Indice Mitdtico

2.5 -
2.02
2
. i 1.42
s 15 1.29
s 4] 0.96
" A 0.71
0.5 - A A
A A
0 . . .
T MMC 0,2 0,615 1,23 2,46

Tratamiento
(Hg/ml)

Figura 17. Indice Mitético de linfocitos humanos in vitro con inhibicién de la citocinesis,
tratados con Casiopeina Igly. Promedio de tres experimentos independientes. 4 p < 0. 01,
44 p<0.002 VS Testigo negativo, Z p/ proporciones.

La figura 17 muestra el IM evaluado en las laminillas del ensayo de MN
linfocitos humanos /n vitro tratados con Casiopeina Igly ya que se
encontraron células en metafase sin haber adicionado colchicina.

Asi en esta grdfica se puede ver que al aumentar la concentracién de la
Casiopeina Igly, el indice mitético disminuye significativamente (p < 0.01, p <

0.002) comparada con el testigo negativo.
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El cuadro 4 resume los resultados obtenidos de todos los pardmetros
evaluados a partir del ensayo de MN de manera conjunta. Para observar el
promedio de tres experimentos independientes mds-menos su desviacidn
estdndar (X + D.S.) del porcentaje de MN, de PN, IBPC e IM y el total de

células leidas para cada uno de estos.
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Cuadro 4. Resumen de los resultados del Promedio de MN, PN, IPBC e IM en el ensayo de Micronicleos
en cultivo de linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly.

Tratamientos MN PN IPBC IM Células Contadas para
(wg/ml)  (hrs)|(X £ DS) X+£DS) |((X+DS) | (X+DS) | MN | PN | IPBC | IM
Testigo (-) 0.98+0.23 | 0.46+0.03 | 1.68+0.42 | 2.48+1.61 |6,077 6,646 | 3,239 | 6,235

Testigo (+) 44
13.02+4.25* | 2.50+0.69*** | 1.34:+0. 201 1.43+1.154 | 5563 |6,233| 3,085 | 6,414
MMC 0.2
Cas Igly
0.615 " 12.32£0.19 * | 1.30£0.29+¢ | 1.52+0.36* | 1.29:0.844 | 6,104 | 6,245 | 3,103 | 6,273
1.23 " | 4.26+1.29* | 1.55+0.08+ | 1.31:0.174 |0.96+0.3844 | 6,172 | 6,164 | 3,114 6,119
2.46 " | 4.97:0.41*% | 1.69+0.61++ | 1.21:0.08+ | 0.56+0.1444 | 5,146 | 5,077 | 3,146 | 5,603
Citocalasina B 48

* p < 0.0005, *+ p < 0.0005, * p < 0.001, *p < 0.005,* p < 0.0005 VS Testigo negativo, (X?y).
4 p<0.01, 44 p<0.002 VsTestigo negativo, (Z p/proporciones).
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VIII.DISCUSION

De acuerdo con los objetivos planteados del presente trabajo, se evalué el
efecto de la Casiopeina Igly en linfocitos humanos /n vitro con las
concentraciones 0.615, 1.23, 2.46 pg/ml, mediante el porcentaje de
microndcleos, puentes nucleopldsmicos y células polinucleadas; indice

mitético, e indice de proliferacién en células con bloqueo de la citocinesis.

Citotoxicidad

Se entiende por citotéxico a aquel agente o proceso que citotéxico a las
células, lo cual significa que suprime las funciones de las células o le
provoca la muerte (Reiger y Green 1982). En el ensayo de MN se utiliza el
Indice de Proliferacién con Bloqueo de la Citocinesis como pardmetro de
citotoxicidad, Pastor et al/, 2001 y Diaz, et al, 2007, sefialan que si un
agente fisico o quimico presenta citotoxidad se reflejard en la disminucién
de este pardmetro ya que indica que se detiene el ciclo celular. De acuerdo
con estos autores y los resultados presentados en la figura 16 se observo
que el IPBC tiende a disminuir significativamente con el testigo negativo (p <
0.0005) al aumentar la concentracion de la Casiopeina Igly por lo tanto se ve
reflejado el efecto citotoxico que presenta la Casiopeina Igly en los
linfocitos humanos /n vitro a las concentraciones de 0.615, 1.23 y 2.46

pg/ml.
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Por otra parte se ha sefialado que el andlisis del Indice Mitético pone al
descubierto la existencia de aquellas alteraciones que entorpecen la
progresion del ciclo celular. Una disminucion del indice mitdtico, es
consecuencia de una reduccién en el promedio de las células en divisién, la
cual puede ser ocasionada por la perdida permanente de la capacidad para
proliferar, que finalmente conduce a la muerte celular o citotoxicidad

(Rolddn y Altamirano 1990; Rodriguez, 2001).

Para ello se evalud el IM en el ensayo de MN debido a que se encontraron
metafases, lo cual no se esperaba, ya que no se adiciono un veneno del huso
mitdtico (colchicina y/o colcemida) para obtener células en esta fase de la
divisién (metafases) ver figura 17. Cabe sefialar que la OECD® tiene
lineamientos para la prueba de microndcleos /n vitro donde menciona que la
frecuencia de mitosis puede ser utilizado para evaluar toxicidad siempre y
cuando no se le haya adicionado citocalasina B, en estos casos se debe
utilizar el pardmetro de IPBC y con ello se da la pauta para entender que si
se pueden observar células en mitosis pero no se toman en cuenta (OECD,

2007).

Aun con los lineamientos de la OECD se evalué el IM en el ensayo de MN ya
que Evans, (1997), Jiménez y Merchant, (2003) y Sigma-Aldrich, (2008-
2009), sefalan que la citocalasina B solo afecta a la citocinesis en la
polimerizacion de la actina, que es necesaria al final de la telofase, durante
la citocinesis, para formar el anillo contrdctil de actina y miosina que
terminara por dividir a la célula en dos células hijas. Ademds pone de
manifiesto que la Casiopeina Igly en los cultivos de linfocitos humanos no

tiene un efecto mitogénico ya que no estimula la division celular, ya que al

8 . .z , .z
Organizacion de Economia y Cooperacion al Desarrollo
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aumentar la concentracién de la Casiopeina Igly el IM tiende a disminuir de
manera significativa comparada con el testigo negativo (p<0.01) ver figura
17, y muestra al mismo tiempo la citotoxicidad de la Casiopeina Igly con la

disminucién de este pardmetro.

Con los resultados obtenidos de IPBC e IM de los linfocitos humanos in
vitro tratados con Casiopeina Igly a las concentraciones de 0.615, 1.23,
2.46 pg/ml, se dice que esta presenta un efecto citotdxico, previamente

mencionado.

Existen trabajos anteriores que refuerzan los resultados obtenidos en este
trabajo entre ellos el de Alemén et a/, (2002), donde trabajaron con la
Casiopeinas Igly, ITI-E, y ITI-H en células Helay linfocitos humanos a las
concentraciones de 10, 20, 40 y 80 uM, reportan que la Casiopeina Igly es
ligeramente citotdoxica, y que probablemente se deba a la produccion de
radicales libres originada por la reduccién del Cu® a Cu". Esto concuerda
con Rivero-Miiller et al, (2007), ya que reporta que los complejos de Cu®
son formadores de Especies Reactivas de Oxigeno (EROS) y que la
Casiopeina IIgly es citotéxica por que es capaz de generar la formacion de

ERO.

Trabajos preliminares por Beltrdn y Rolddn (2006), reporta que la
Casiopeina Igly es citotéxica en linfocitos humanos in vitro a las
concentraciones de 0.615, 1.23, 2.46 pg/ml. Asi mismo Alemén et a/., (2007)
observo que la Casio Igly es menos citotoxica comparada con las del grupo
IT, y III, en células HelLa y leucocitos, a una concentracion de 100 yM al
evaluar la citotoxicidad con el porcentaje de supervivencia (método de

Strauss, 1991).
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De acuerdo con los antecedentes presentados en este trabajo y los
resultados obtenidos, se plantea que la citotoxicidad que genera la
Casiopeina Igly en este sistema de prueba es debido a la formacién de
EROS como sefiala Alemén et al, (2007) ya que la reduccién del dtomo de
Cobre (II) a cobre (I) en su estructura, subsecuentemente generaria la
formacién de especies reactivas de Oxigeno, como el hidroxilo o super
oxido, las cuales pueden reaccionar con diferentes macromoléculas tales
como los dcidos nucleicos, proteinas o lipidos de la membrana; causando un

dafio oxidativo en el interior de la célula.

Por otra parte Alemén et al, (2007), reporta a la Casiopeina Igly menos
citotoxica que la Casiopeina III-H-a que contiene acetilacetonato. Con ello
se puede decir que este efecto esta relacionado también con los
acompafiantes de las Casiopeinas, ya que como recordaremos la Casiopeina
Igly tiene como grupo neutro a dimetil-fenantrolina y como donador a la
glicing, la cual hace que sea menos toxica que la ITI-H; ya que la glicina es

un aminodcido que forma parte de las proteinas de los seres vivos.

Avellar et al, 2004 observa que el complejo de Fe-fenantrolina es
generadora de EROS pero no dafian al ADN. Por estas razones la
citotoxicidad se le atribuye a la glicina, mds que a la fenantrolina, de
acuerdo con Cai et al,, (2007) reporta que el cobre unido a 1,10 fenantrolina
es una molécula muy permeable, lo que aunado a su Iipofilidad9, favorece el
transporte del cobre a través de membranas bioldgicas, como es el caso de

la Casiopeina Igly.

9 .. . . .
Afinidad que tiene una sustancia para disolverse en grasas
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Citostaticidad

Cualquier agente fisico o quimico capaz de inhibir el crecimiento y la
multiplicacién celular indica un efecto citostdatico (Reiger y Green 1982). De
acuerdo con esta definicion se realizo la evaluacion del porcentaje células
polinucleadas (monucleadas, binucleadas, trinucleadas, tetranucleadas). Este
porcentaje se muestra en el cuadro 3 y se puede observar que al aumentar
la concentracion de la Casiopeina Igly el porcentaje de células binucleadas,
trinucleadas y tetranucleadas tiende a disminuir de manera significativa
(p<0.05), mientras que las células mononucleadas aumentan, con estos
resultados se nota que la Casiopeina presenta un efecto citostdtico ya que

es capaz de inhibir y/o retfrasar el ciclo celular.

Este retraso celular que se aprecia con el aumento del porcentaje de células
mononucleadas y la disminucién de las células binucleadas, trinucleadas y
tetranucleadas, concuerda con los trabajos preliminares de Beltrdn y
Rolddn (2006) ya que mencionan que la Casiopeina Igly es citostdtica a las
concentraciones de 0.615, 1.23 y 2.46 pg/ml en linfocitos humanos /n vitro
al aumentar el tiempo generacional promedio. Es decir que al aumentar la
concentracién de la Casiopeina Igly las células se tardan mas tiempo en

dividirse.

También existen otros trabajos que respaldan esta informacion como es el
caso de Mdrquez et al, (2000a) al reportar que la Casiopeina Igly es
citostdtica para las lineas transformadas de carcinoma ovdrico; y cérvix en

las lineas celulares HelLa'®, SiHa'' Caski®?, €33-A"y Calo.

10 Células de adenocarcinomas de cérvix queratinizados, de morfologia epitelial. Estadio IV A.
1" Carcinoma de células escamosas de cérvix, de morfologia epitelial. Estadio Il B.

12 Carcinoma de células epidermoide de cérvix de morfologia epitelial. Estadio Il B.
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Por otra lado Ruiz-Ramirez et al., (1993), menciona que las Casiopeinas han
demostrado inhibir el desarrollo de células /n vitro de lineas celulares de
tumores humanos HelLa y Calo, y muestran una comportamiento dosis
respuesta similar al de la Mitomocina C y el Cis-platino. Y esta
caracteristica apoya a la Casiopeina Igly como un buen candidato para

usarse en la clinica.

El hecho de presentar un efecto citostatico en linfocitos humanos esta
indicando que tiene el mismo comportamiento que otros antineopldsicos ya
que todos ocasionan una disminucion, en la produccion de linfocitos
provocando que el sistema inmunoldgico decaiga con estos tratamientos,
pero como era de esperarse ya que desafortunadamente no hay alguin
farmaco selectivo hasta el momento, pero aun asi se puede observar que el
porcentaje de células binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas en los
tratamientos con la Casiopeina Igly son mayores que en el caso de la MMC,
la cual es utilizada en clinica, al observar estos resultados es posible que al
complementar las pruebas preclinicas (farmacodindmica y farmacocinética,

entre otras) sobre la Casiopeina Igly, sea utilizado en pacientes con cdncer.

Genotoxicidad

Kirsch-Volders, (1997) y Garriott et al, (2002) sefialan que la prueba de
Microndcleos /n vitro es usada en las primeras etapas de desarrollo
farmacéutico para evaluar genotoxicidad. El ensayo de MN fue evaluado en
este trabajo para conocer el efecto genotdxico de la Casiopeina Igly en

linfocitos humanos /n vitro a través del porcentaje de MN y PN.

13 Células de carcinoma de cerviz de morfologia epitelial. Estadio Il A
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Los puentes nucleopldsmicos son cromosomas dicéntricos; es decir
cromosomas con dos centrémeros que forman puentes de tensién en anafase
cuando cada centrémero tiende a migrar a un polo diferente. Este
cromosoma dicéntrico puede resultar de una translocacion de cromosomas
no homdlogos o de traslocaciones de las dos cromdtidas del mismo
cromosoma (Guizar-Vazquez, 1988; Kilbey et al, 1984). Asi los PN dan
informacion extra y complementan la medicién de un nuevo arreglo de
cromosomas y se consideran como un biomarcador de rearreglo

cromosémico (Fenech, 2000; Thomas, 2003).

Ahora bien de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo con
respecto a la presencia de estos PN sefialan que se inducen en todas las
concentraciones de manera dosis dependiente de manera significativa
(p<0.005) (figura 15). Lo que indica que si es genotdoxica y que hay un nuevo
arreglo cromosémico por ello es necesario realizar otro tipo de pruebas,

como la de aberraciones cromosémicas (AC).

Debido a que trabajos preliminares de Gémez y Rolddn (2006), con
Casiopeina Igly en linfocitos humanos in vitro utilizando las mismas
concentraciones de este estudio 0.615, 1.23, 2.46 pg/ml, reportan que el
porcentaje  de  aberraciones  cromosomicas  tiende  aumentar
significativamente (p<0.05 con Z para proporciones comparado con el

testigo negativo).

En cuanto al porcentaje de MN se reporta una basal de 0-5 como minimo y
8-25 como mdximo por cada 1000 células binucleadas contadas. Aunque
puede variar de acuerdo con la edad, genero, alimentacion y ocupacién con
un incremento promedio de 0.17 MN por afio (Surrallés y Natarajan, 1997;
Wu et al, 2004). Los resultados que se obtuvieron en el testigo negativo

concuerdan con los reportados por estos autores, (figura 14). Con respecto
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a los MN presentes en linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly a las
concentraciones de 0.615, 1.23 y 2.46 pg/ml se observo una tendencia de

comportamiento dosis-respuesta al igual que el porcentaje de PN.

Recordando que los MN pueden ser fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos. Indica que esta genotoxicidad puede ser producida
por una sustancia tanto clastégena como aneugénica, para descartar entre
una y otra existe una prueba llamada hibridacién /n situ por florescencia

(FISH).

Alemon et al., (2002), trabajaron con la Casio III-E, Casio III- H y Casio
Igly en células Hela y linfocitos humanos a las concentraciones de 10, 20,
40 y 80 pM, reporta que el dafio al ADN va en relacién inversa con el
tamano de la molécula dado que la mds pequeiia Casio III-E es la mas
genotéxica en ambos tipos celulares mientras que la Casio III- H y Casio

Igly, son en este orden menos genotdxica y de mayor tamario.

Otros trabajos de genotoxicidad de la Casiopeina Igly son los de Sdnchez
(2006), Beltrdn y Rolddn (2006), el primero reporta que la Casiopeina Igly
es genotdxica a una concentracion de 0.47 upg/ml al evaluar el intercambio
de cromdtidas hermanas (ICHs) en linfocitos humanos /n vitro. Por otro
lado Beltrdn y Rolddn reporta un aumento significativo (p<0.005 con Z para
proporciones) en la frecuencia de ICHs por célula en linfocitos humanos /n

vitro a la concentracion de 2.46 pg/ml.

Como se menciona anteriormente es necesario complementar estos datos
con los de aberraciones cromosémicas ya que se ha visto en otros trabajos
como el de Atilano (2007) reporta que la Casiopeina IIgly induce MN a las
concentraciones 0.33, 0.66, 1.0 pg/ml con una tendencia dosis respuesta

mientras que al evaluar aberraciones cromosomicas estructurales encontré
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diferencia significativa comparada con el testigo negativo solo en la ultima
concentracién, y mostré que no hay formacién de aberraciones

cromosomicas huméricas

Por su parte los MN y PN presentan una tendencia a aumentar conforme a la
concentracién de la Casiopeina Igly. Este comportamiento esta relacionado
con induccion de dafio al ADN, causado por lesiones de rompimiento de
cadena doble, de acuerdo con lo que menciona Blasiack et a/, (2002) “e/
comportamiento dosis respuesta de drogas anticancerigenas, esta
relacionado con un efecto directo sobre e/ ADN". Asi mismo Brusick (1987)
y Obe et al, (2002) reportan que para la formacion de, MN AC
estructurales e ICHs, es necesaria la presencia de lesiones al ADN en

forma de rompimientos de cadena doble.

Otra posibilidad para explicar la genotoxicidad de la Casiopeina Igly en
estas condiciones de trabajo, seria por el mecanismo de accion de tipo
apilamiento del cobre de la Casiopeina, propuesto por Tovar et al., (2004),
donde sefiala que los complejos de cobre formados con fenantrolina y
aminodcidos tendrdn un efecto intercalante mucho mayor que aquellos
complejos que contienen bipiridinas. Es el caso de la Casiopeina Igly (ligante
1,10 fenantrolina y glicina). Es por ello que se propone que la genotoxicidad
se debe a que el cobre se une a las adeninas presentes en el ADN,
provocando dafio al material genético, que se manifiesta con la presencia de
los microndcleos y puentes nucleopldsmicos. O bien por la formacion de
EROS de acuerdo con lo que reporta Fenech (1997), que en células tratadas
con sistemas que generan radicales, como la radiacién ionizante y peréxido

de oxigeno se observan puentes nucleopldsmicos.

Es decir el efecto genotéxico de la Casiopeina Igly puede llevarse acabo por

cualquiera de los mecanismos antes mencionados. En base con estos
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resultados y a los posibles mecanismos de accién de la Casiopeina lleva a que
se sigan realizando mds estudios y también a clasificarla dentro de los

antineopldsicos misceldneos.

Al observar el porcentaje de MN y PN presentes en el testigo positivo
(MMC) es mayor que el que presentan las diferentes concentraciones de la
Casio Igly adn con tales efectos es utilizada en clinica. Por tal razén
aunque la Casio Igly es genotéxica de acuerdo a las condiciones de trabajo
ya mencionadas se propone realizar otras pruebas de genotoxicidad como es
el caso de aberraciones cromdsomicas, ya que Miller et al,, (1997) muestran
que los resultados obtenidos con la Prueba de MN se correlaciona con la
frecuencia de aberraciones cromésomicas inducidas en células por algin
clastogeno. Ademds con estos resultados también se puede aceptar la
hipotesis planteada en este trabajo "Si la Casiopeina Igly presenta como
centro metdlico al cobre, que es un elemento que utiliza el hombre como
micronutriente, entonces ocasionard menor dafio al ADN, que otros agentes
antineopldsicos que no presentan esta caracteristica, dafio que se
manifestara en forma de Micronlcleos”, donde se observé que, el dafio fue

menor.

Por Ultimo de acuerdo con la investigacion realizada se puede apreciar que el
daio genotéxico ocasionado a los linfocitos, producido por la Casiopeina Igly
es multifactorial ya sea por la reduccién del cobre y consecuentemente la
generacion de EROS, rompimientos de cadena doble, o apilamientos con la
adenina del ADN. Y los efectos a nivel de la proliferacion celular. Es
necesario seguir estudiando mds afondo estos efectos, para poder
encontrar el mecanismo que mejor manifieste el dafio ocasionado a las

células.
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IX. Conclusiones

< Al evaluar el indice de proliferacion en células con bloqueo de la
citocinesis se observo que la Casiopeina Igly es citotoxica en el
cultivo de linfocitos humanos a las concentraciones de 0.615, 1.23,
2.46 pg/ml.

% Con base en el porcentaje de células polinucleadas en los linfocitos
humanos /n vitro se mostré que la Casiopeina Igly es citostatica a las
concentraciones ya mencionadas.

% Los resultados del porcentaje de MN y PN sugieren que la Casiopeina

Igly es genotoxica para este sistema de prueba.

Resumiendo, los datos obtenidos de la Casiopeina Igly, bajo las
condiciones y concentraciones ya expuestas y evaluaciones realizadas
hasta el momento, permiten afirmar que es citotoxica, citostatica y

genotoxica en cultivo linfocitos humanos.
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PERSPECTIVAS

Realizar FISH para distinguir si la Casiopeina Igly es clastégena o
aneugénica. Evaluar si la Casiopeina Igly ocasiona dafio de cadena sencilla
mediante la técnica de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa).
Para poder complementar y comparar los resultados de genotoxicidad

obtenidos en este estudio.

Evaluar los efectos apoptéticos y necroticos en cultivo de linfocitos
humanos para tener informacion complementaria respecto a la citotoxicidad

de la Casiopeina Igly.

Si pasa las otras pruebas preclinicas representa una esperanza de vida para
los enfermos de cdncer. ¥ debido a su naturaleza quimica seria mds
accesible a la poblacién, al disminuir los costos para los pacientes y/o el
sector salud, ya que las Casiopeinas se disefiaron en México y se esperaria

que se sintetizaran en su lugar de origen.
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ABREVIATURAS

AC: Aberraciones cromésomicas

ADN: Acido desoxirribucleico

CIso: Concentracion Inhibitoria Media
Cit-B: Citocalasina B

Cu: Cobre

EROS: Especies Reactoras de Oxigeno
ICHs: Intercambio de cromatidas hermanas
IM: Indice mitético

IPBC: Indice de Proliferacién en células con Blogueo de la Citocinesis
MMC: Mitomicina C

MN: Micrunucleos

nm: nanometros

PN: Puentes Nucleopldsmicos

KCl:Cloruro de potasio
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