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Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

ATP: Adenosin Trifosfato

Bad: Proteina proapoptdtica tipo BH-3

Bak: Proteina proapoptética de tipo multidominio, que encuentra en el interior de
la mitocondria

Bax: Proteina proapoptética de tipo multidominio, que se encuentra en el exterior
de algunos organelos.

Bcl Xl: Proteina antiapoptoética del grupo Bcl-2
Bcl-2: Grupo de proteinas involucradas en la apoptosis.

Bid: Proteina proapoptética tipo BH-3, que propicia la abertura del poro
mitocondrial.

Bim: Proteina proapoptética tipo BH-3, que ayuda a la introduccién de la proteina
Bax a la mitocondria

BrdU: Bromodesoxiuridina

C33-A: Linea celular de cancer cervico-uterino VPH negativa

CalLo: Linea celular de cancer cervico uterino estadio 2

Casio: Casiopeina

CaSki: Linea celular de cancer cervico uterino en pacientes con VPH-16
CDC: Cinética de Divisién Celular

Cit-B: Citocalasina B

DaXX: Proteina asociada a muerte numero 6

EMCB: Ensayo de Micronucleos con Bloqueo de la Citocinesis

ERO: Especie Reactiva de Oxigeno



FADD: Factor de muerte asociado con Fas
Fas: Proteina transmembrana “receptora de muerte”
FISH: Técnica de Hibridacion Fluorescente in situ

HelLa: Linea celular de cancer cervico uterino proveniente de pacientes con
VPH18

IAPS: Inhibidor de las caspasas

ICDN: indice de Citoxicidad de Divisién Nuclear

ICH: Intercambio de Cromatidas Hermanas

IM: indice Mitético

IPBC: indice de Proliferacién con Bloqueo de la Citocinesis
IR: indice de Replicacion

KCL: Cloruro de Potasio

MCF-7: Linea celular de cancer de seno

HCT-15: Linea celular de cancer de colon

MMC: Mitomicina C

MN: Micronucleo

OH: Radical Oxidrilo

PN: Puente Nucleoplasmico

Raidd: Receptor de dominio de muerte asociado con interleucina
RPM: Revoluciones Por Minuto

SiHa: Linea celular de cancer cervico uterino, proveniente de pacientes con
VPH16

SMAC/DIABLO: Proteina inhibidora de los inhibidores de caspasas
TNF: Tumoral Necrosis Factor
TPL: Tiempo de Proliferacién Linfocitica

Tradd: Dominio de muerte asociado con el receptor TNF



Traf: Factor asociado al receptor TNF
TUNEL: Método de marcaje in situ del ADN fragmentado

VPH: Virus del Papiloma Humano



Resumen

Actualmente en México se sintetizan compuestos con centro metalico de cobre
(Cu®"), llamados Casiopeinas agrupados en diferentes familias de las cuales la
Casiopeina Igly [(4,7-difenil-1,10 fenantrolina)(glicina)Cu(ll)nitrato] ha mostrado
tener actividades citostatica y citotoxica tanto in vifro como in vivo, por lo que
pueden representar una alternativa quimioterapéutica para los enfermos de cancer.
Antes de pasar a la fase clinica se hacen pruebas del dafio secundario que puede
ocasionar, de tal forma que los estudios Toxicolégicos son importantes en este
sentido, dentro de estos el estudio de la proliferacion celular debe incluir el
parametro de muerte celular, que tradicionalmente se divide en dos: Necrosis 0
muerte accidental o espontanea, la segunda, Apoptosis 6 muerte celular
programada, las cuales forman parte del ensayo in vitro de Micronucleos con
Bloqueo de la Citocinesis, donde también se evaluaron los Puentes

Nucleoplasmicos.

En el presente proyecto se evaluo el efecto citotoxico, citostatico y genotéxico
de la Casiopeina Igly; mediante los ensayos de Micronucleos con Bloqueo de la

Citocinesis (EMNBC) y de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs).

Se extrajeron 10 ml de sangre por puncién venosa, se separo por sedimentacion y
se agrega aproximadamente 1 ml de sangre en tubos con medio de cultivo RPMI-
1640, a las 44hrs se aplica la Casiopeina Igly [0.615, 1.23, 2.46 pg/ml] y
Mitomicina C [0.2pug/ml]; a las 48 hrs la Citocalasina B [6 pg/ml]. A las 72 hrs.,
se cosechan las células, se elaboran las laminillas y se tifien con May-

Grunwald:Giemsa; en el caso del ensayo de Micronucleos.

Mientras que para el ensayo de Intercambio de Cromatidas Hermanas se
obtuvieron 5 ml de sangre por puncién venosa, se agregaron aproximadamente 1
ml de sangre en tubos con medio de cultivo RPMI-1640, a las 24 hrs se agrega

BrdU [5ug/ml], a las 48 hrs se agregaron los tratamientos de Mitomicina C
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[0.2pug/ml] y de Casiopeina Igly [0.615, 1.23, 2.46 pg/ml]. A las 70 hrs se agrega
Colchicina [4ug/ml] y a las 72 hrs se comienza la cosecha. Los tubos se
centrifugan y se somete a las células a un choque hipotonico con KCL (0.075M) a
37°C, posteriormente se lavan con fijador etanol-acido acético proporcion 3:1, que
después se gotean en laminillas limpias. Para la tincion diferencial se irradiaron con
luz UV las laminillas en solucion acuosa por 20 min, posteriormente se incubaron
en solucion 2XSSC de Citrato de sodio-cloruro de sodio a 50°C y luego se tifien

con Giemsa al 7%.

Las evaluaciones se realizaron tomando en cuenta el porcentaje de células
apoptoticas, necréticas, y células polinucleadas, en el caso de ensayo de
Micronucleos; ademas para el ensayo de Intercambio de Cromatidas Hermanas se
evaluaron las mitosis e interfases encontradas en las laminillas, las células en
diferentes estadios de (primero, segundo y tercer ciclo) y dentro de las células en

segundo ciclo se evaluaron las que presentaban ICHs.

Los resultados muestran que la Casiopeina Igly induce la muerte por apoptosis
mas que por la via necrética, en todas las concentraciones; ademas el indice
Mitético se redujo en las tres concentraciones y al realizar la prueba del indice
de Citotoxicidad de Division Nuclear ocurrid6 un comportamiento similar; asi
se puede decir que el compuesto es citotoxico comparandolo con el testigo
negativo. Mientras que para la citostaticidad se evaluaron el indice de
Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis que se redujo en las tres
concentraciones; el Tiempo de Proliferacion Linfocitica se vio aumentado en
todas las dosis aplicadas aunque solo resulto estadisticamente significativo dos de
ellas. Con esto se puede corroborar el efecto citostatico de la Casiopeina Igly. De
manera complementaria se evaluaron también Cinética de Divisién Celular y el
indice de Replicacion, aunque en ninguna de estas dos evaluaciones los

resultados cambiaron de manera significativa.



Respecto a la genotoxicidad se valuaron los parametros de Micronucleos,
Puentes nucleoplasmicos e Intercambio de Cromatidas Hermanas. Los tres
parametros aumentaron con respecto al testigo negativo y estas diferencias son
estadisticamente significativos en todas las concentraciones, con lo concluimos

que la Casiopeina Igly también induce genotoxicidad.

Vi



Introduccién

1.1. Tipos de tratamientos contra el cancer

Las terapias establecidas contra el cancer son varias y entre ellas se encuentra la
cirugia que es preferente para cuando se presentan tumores identificados y en
zonas accesibles. A pesar de que este tipo de terapia es exitosa la mayor parte de
las veces, no se puede hablar de un 100% de efectividad ya que es imposible
remover todas las células cancerosas de un tejido, si el tumor se encuentra
cercano a érganos vitales no puede ser removido y ademas tampoco puede ser

utilizada en casos de metastasis (Hellman y Vokees, 1996; Lavely y Poen, 1995).

Otro tipo de terapia es la de radiacion ionizante, que consiste en el uso de
radiacion (Rayos-X o gamma) para originar iones en las células neoplasicas que
puedan romper las cadenas de ADN, creando dafios irreparables al mismo que
contribuyan a la muerte de la célula o bien eliminarlas directamente. Una de las
principales ventajas de este método es que se puede radiar sobre zonas muy
pequefias, conservando asi los tejidos sanos. Como en la cirugia, este tipo de
tratamientos no pueden ser utilizados en metastasis ya que se corre un gran
riesgo de dafar tejidos sanos (Hellman y Vokees, 1996; Lavely y Poen, 1995; Mc
Laughling, 1995).

Para los casos de cancer en la etapa de metastasis se puede recurrir a otro tipo

de tratamientos tal como la quimioterapia.

1.2. Quimioterapéuticos

Los quimioterapéuticos son cualquier tratamiento meédico basado en |la
administracion de medicamentos y tienen como caracteristica contrarrestar la
division celular, sobre todo en células con un alto indice de division, sin embargo,

las células normales, incluyendo las que se encuentran en la sangre, el cabello y

1
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el revestimiento del tracto gastrointestinal, también se dividen muy rapidamente, lo
cual significa que la quimioterapia también causa dafio o mata estas células

Sanas.

Cuando esto ocurre, se pueden presentar efectos secundarios como nauseas,
anemia y pérdida del cabello. Generalmente se aplica junto con otros tipos de

farmacos que tengan la misma accion citotoxica o citostatica (Mc Laughling, 1995)

En algunas ocasiones las células cancerigenas resultan resistentes a este
tratamiento e incluso puede favorecer su desarrollo y crecimiento (Hellman y
Vokees, 1996).

La clasificacion de los antineoplasicos se realiza segun el mecanismo de accion y

dentro de éste segun la estructura quimica del antineoplasico.

Citostaticos que actuan sobre el ADN
1. Agentes alquilantes

Fueron los primeros agentes alquilantes creados y el prototipo de ellos, en general
todos son depresores de la médula 6sea porque es su principal efecto téxico.

Como ejemplo tenemos a la Ciclofosfamida y Ifosfamida (Lane, 1999).

2. Antimetabolitos

Todos son depresores de la médula 6sea y su toxicidad depende de la dosis y el
tiempo de administracion. A continuacion se presentan algunos ejemplos de

compuestos dentro de esta categoria (Didier y Chistal, 2004).
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Analogos del acido félico
o Metotrexato®.
Analogos de la pirimidina

e Fluorouracilo®.
o Citarabina®.
« Gemcitabina.

Analogos de la purina

o Cladribina.
o Mercaptopurina® .
e Fludarabina.

3. Antibiéticos antitumorales

Funcionan al unirse con el ADN para evitar la sintesis de ARN. Estos farmacos

también impiden el crecimiento celular al imposibilitar la replicacion de ADN. Los

antibidticos antitumorales evitan que el ADN se vuelva a fijar a si mismo, lo que

provoca la muerte celular (Didier y Chistal, 2004). Algunos ejemplos son:

e Doxorubicina o Adriamicina.

e Epirubicina.
e Bleomicina.
¢ Mitomicina.

e Mitoxantrona.

4. Inhibidores de las topoisomerasas

Las topoisomerasas son enzimas que ayudan al ADN en la replicacion, por lo

tanto al evitar que estas se generen provocan dafos irreparables que conllevan a

la muerte celular (Aranda, 2004).

e Jrinotecan.

e Etoposido.
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e Teniposido.

5. Platinos

Todos son inyectables, no existen medicamentos que puedan ser administrados
por via oral. Son complejos de metales pesados que actuan de forma semejante a

los agentes alquilantes (Aranda, 2004).

« Cisplatino.
o Carboplatino.

o Oxaliplatino.

6. Farmacos que actuan sobre la mitosis celular sin afectar al ADN

Alcaloides de la vinca

Estos farmacos impiden la divisién celular. Durante la metafase, los husos
mitéticos contienen los dos juegos de DNA que la célula necesita para dividirse.
Los husos son producidos usando una proteina llamada tubulina. Los alcaloides
de la vinca se unen a la tubulina, lo que impide la formacién de husos mitdticos.
Sin éstos, la célula no puede dividirse. Estos farmacos son derivados de plantas
(Celorio, 1986).

e Vinblastina.
e Vincristina.
e Vindesina.
« Vinorelbina.
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1.3. Metales en la medicina

El uso de metales como tratamientos médicos se remonta alrededor del aino 1500
A.C. cuando se usaba el zinc aplicado topicamente para promover que las heridas

se cerraran (Gray y Lippard, 1994).

Uno de los primeros usos para los metales en el tratamiento de enfermedades fue
como agentes antibacteriales. Las sales de mercurio y plata fueron las de uso mas
frecuente en un inicio, aunque en la actualidad las sales de plata son las mas
usadas mientras que las de mercurio son evitadas debido a su elevada toxicidad
particularmente en el rindn. Un ejemplo usado en el tratamiento de quemaduras
intensas es el sulfadiazeno de plata. En general el mecanismo de accion de estas
sales es el desprendimiento lento del ion metalico, el cual inhibe la pared celular
bacteriana (McClevert y Meyer, 2004). El titanio también fue usado como
antibacterial contra la tuberculosis y su infeccién cutanea a principios del siglo
pasado. Anos después, en 1963, otro grupo de investigacion reporté que el TiO;
presenta actividad contra Stafilococcus aureus y Escherichia coli (Schwiertert y
McCue, 2004). Otro metal usualmente usado en desordenes gastrointestinales
debido a sus propiedades anti-acido y astringentes es el bismuto; usado también

por su efecto contra la bacteria Helicobacter pilori.

Otro farmaco con base metalica es el carbonato de litio, el cual tiene un gran
impacto en la clinica por ser tratamiento para la psicosis maniaco-depresiva. Otro
interesante uso de compuestos metalicos en medicina son aquellos de vanadio,
los cuales tienen propiedades similares a la insulina. El ion vanadato (V) es
efectivo como hipoglucemiante si es administrado oralmente. Por ultimo tenemos
los compuestos de oro usados en la practica clinica como agentes antirreumaticos
en la artritis desde 1940 (McClevert y Meyer, 2004).

En base a lo anterior podemos ver que los metales en la medicina ha tenido una
gran cantidad de aplicaciones en diferentes tipos de enfermedades. En el caso de
las Casiopeinas podemos ver un ejemplo del uso de metales en la medicina, en

este caso el cobre.



1.4. Cobre

El cobre es un metal de transicion de color rojizo y brillo metalico que, junto con la
plata y el oro, forma parte de la llamada familia del cobre, caracterizada por ser los
mejores conductores de electricidad . Gracias a su alta conductividad eléctrica,
ductilidad y maleabilidad, se ha convertido en el material mas utilizado para

fabricar cables eléctricos y otros componentes eléctricos y electronicos.

En las plantas, el cobre posee un importante papel en el proceso de la fotosintesis
y forma parte de la composicién de la plastocianina. Alrededor del 70% del cobre
de una planta esta presente en la clorofila, principalmente en los cloroplastos. Los
primeros sintomas en las plantas por deficiencia de cobre aparecen en forma de
hojas estrechas y retorcidas, ademas de puntas blanquecinas. Las paniculas y las
vainas pueden aparecer vacias por una deficiencia severa de cobre, ocasionando

graves pérdidas econdémicas en la actividad agricola (Yruela, 2005).

En los seres humanos el cobre contribuye a la formacion de glébulos rojos y al
mantenimiento de los vasos sanguineos, nervios, sistema inmunoldgico y huesos;
y por tanto es esencial para la vida humana. El cobre se encuentra en algunas
enzimas como la citocromo c¢ oxidasa, la lisil oxidasa y la superdxido dismutasa

(O'Connor, 2001) .Las necesidades diarias son de aproximadamente 2 mg.

El desequilibrio de cobre en el organismo cuando se produce en forma excesiva
ocasiona una enfermedad hepatica conocida como enfermedad de Wilson
(Barceloux, 1999), el origen de esta enfermedad es hereditario, y aparte del
trastorno hepatico que ocasiona también dana al sistema nervioso. Se trata de una

enfermedad poco comun.

Puede producirse deficiencia de cobre en nifios con una dieta pobre en calcio,
especialmente si presentan diarreas o desnutricidn. También hay enfermedades
que disminuyen la absorcién de cobre, como la enfermedad celiaca, la fibrosis

quistica o al llevar dietas restrictivas (Giannaula, 2002).
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El cobre se encuentra en una gran cantidad de alimentos habituales de la dieta
tales como ostras, mariscos, legumbres, visceras y nueces entre otros, ademas
del agua potable y por lo tanto es muy raro que se produzca una deficiencia de

cobre en el organismo (Sancha, 2006).

Asi el cobre se puede considerar como un micronutriente importante en la dieta de
los seres humanos, ademas de esto se puede considerar como una buena
alternativa para incorporar en los medicamentos contra el cancer, como es el caso

de las Casiopeinas.

1.5. Casiopeinas

Las Casiopeinas fueron concebidas como una alternativa quimioterapéutica para
el tratamiento contra el cancer; disefiadas por la Dra. Lena Ruiz Azuara y su grupo

de investigacion en la Facultad de Quimica de la UNAM (Ruiz, 1992).

Son un grupo de compuestos de centro metalico de cobre, al observar que este
metal, en combinacion con moléculas organicas, puede impedir la reproduccion de
las células cancerosas, al interferir directamente con su ADN; estos compuestos

se basan en la estructura quimica del Cisplatino (Ramades et al.., 2007).

Ademas su centro metalico de cobre determina que la absorcion, distribucidon y
eliminacion del cuerpo sean mejores que las del cisplatino. La actividad
antitumoral ha sido evaluada en sistemas in vitro como in vivo. Existen mas de
100 compuestos diferentes y, algunos de ellos han mostrado actividad
antineoplasica’ (De Vizcaya, 2000; Gomez et al., 2006; Garcia et al., 2000; Ruiz
et al., 1993), de los cuales se han escogido los mas activos y menos toxicos, asi
en la actualidad tenemos que hay 9 grupos de Casiopeina (tabla 1), siendo los

mas efectivos las de los grupos I, Il y Il

1 . . .
Que impide el crecimiento de tumores.



Tabla 1. Sub-familias y formulas generales de las Casiopeinas® Guevara, 2008.

Sub-familias Férmula general

Casiopeina [Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina I [Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina Il [Cu(N-N)(O-O)]NO3

Casiopeina IV [Cu(4,4-dimetil-bipiridina)(O-N]NO3
Casiopeina V [Cu(5R-fenantrolina)(O-N)]NO3
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)]NOs3
Casiopeina IX [Cu(bipiridina)(O-N)]NO3

Como todos los farmacos antes de su salida al mercado, las Casiopeinas se han
sometido a una serie de evaluaciones preclinicas, para identificar sus propiedades
farmacoldgicas, farmacocinéticas, toxicologicas y genotéxicas. Asi como clinicas,
para evaluar su relacion estructura-actividad, sus efectos a corto plazo, la dosis
optima, los riesgos y su eficacia en el humano, entre otros, para que pueda salir al

mercado (Guevara,2008).

Al analizar las interacciones de las Casiopeinas con el ADN, se obtuvo que solo
existen 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, 2002).
Por otra parte, todas las Casiopeinas contienen el ligante diimina distinto, con
caracteristicas hidrofébicas, que le permiten actuar como intercalante con las
bases del ADN (Cirigo, 2002). El ligante hidrofilico le permite a la molécula ser
transportada con facilidad. La naturaleza, el nimero y la posicion de los ligantes,
son los responsables de generar selectividad preferencial sobre algunos tejidos
tumorales especificos (Alemdn, 2007; Bravo et al., 2002; Ruiz, 2000).



La formula general de las Casiopeinas (fig. 1) es:

[Cu (N-N) (N-O)] NO3 6 [Cu (N-N) (O-0)] NO;

Donde:
(N-N) = Ligante del tipo diimina (fenantrolinas o bipiridinas substituidas)
(N-O) = Ligante aminoacidatos o péptidos

(O-0) = Ligante donador (acetilacetonato o salicilaldehidato)

Fig. 1. Estructura quimica de las Casiopeinas® (Guevara,2008)

1.6. Casiopeina Igly

Entre las Casiopeinas se encuentra la Casiopeina Igly con formula quimica 4,7-
difenil-1,10-fenantrolina)(glicina)Cu(ll)nitrato, con un peso molecular de 531.6
g/mol, que es soluble en etanol, dimetil sulfoxido (DMSO) o etanol agua ( en
proporcion 3:10);la concentracién inhibitoria media es de 1.23ug en células de la

linea CalLo?.

2 Células de carcinoma epidermoide no queratinizada de morfologia epitelial. Estadio Il. Carcinoma
Cervico Uterino Humano.



En la figura 2 se aprecia la estructura quimica de la Casiopeina Igly, donde
podemos ver el centro metalico de Cu (ll) y su acompafiante organico, el

aminoacido glicina.

Fig. 2. Estructura quimica de la Casiopeina Igly (Pérez, 2008).

1.7. Mecanismo de accién de las Casiopeinas.

Respecto al mecanismo de accion de las Casiopeinas se ha propuesto que estos
farmacos promueven un incremento en las llamadas Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO) que provocan un dafio en la mitocondria, que lleva a una posterior
apoptosis que ocurre a través de las vias caspasa-dependiente y caspasa-
independiente (Tovar et al., 2004; Alemon, 2007; Rivero-Miller, 2007).
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Este mecanismo de accidn parece estar promovido por las reacciones de Fenton y
Haber-Weiss, en donde participan metales pesados tales como el Fe o el Cu,
donde se crean las ERO O2 - y H202 (Navarro et al., 2007).

Dando como resultado la liberacidon de oxigeno molecular, cerrando el proceso de
cesion de los electrones por oxidacion del metal. Acoplado a todo el sistema
formado por las distintas reacciones, se producen radicales OH- que pueden
seguir desarrollando un mecanismo en cascada de consecuencias importantes
para el equilibrio interno de la célula. Ademas, estos OH inducen dafos sobre el
ADN, lo que puede conducir a carcinogénesis por alguna de estas rutas (Navarro
et al., 2007):

e Alteraciones producidas en oncogenes y factores de crecimiento.
o Alteraciones en los genes supresores de tumores.

o Alteraciones en los genes reguladores del crecimiento.

1.8. El Ensayo de Micronucleos con Bloqueo de la Citocinesis (EMBC).

El estudio del daio al ADN en un nivel cromosomico es una parte esencial de la
genética toxicoldgica, porque las aberraciones cromosémicas son un evento
importante en la carcinogénesis; asi los ensayos de aberraciones cromosdémicas
son un excelente indicador del dafio a los mismos, al enumerar los errores
directamente en la metafase. Sin embargo esta técnica presenta una gran
complejidad debido a que los dafos deben ser apreciados por personal altamente
capacitado en el conocimiento de los cromosomas en metafase, en la busqueda
de una técnica que permita observar estos fendbmenos de una manera mas

accesible, nace la técnica del ensayo de micronucleos.

Fue propuesta de manera independiente por Heddle (1973) y Schmid (1975) para
identificar los dafos in vivo al medir los llamados Micronucleos (MN), también

conocidos como cuerpos de Howell-Jolly entre los hematdlogos (Velasco, 2005),
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estos MN se presentan en poblaciones celulares que se dividen rapidamente tales
como los de la medula ésea. Actualmente el ensayo de micronucleos en medula
Osea y eritrocitos es una de las técnicas mejor establecidas para ensayos de

citogenética en estudios in vivo e in vitro en el campo de la toxicologia genética.

Asi en el afo de 1985 la técnica fue modificada por Fenech y Morley al
desarrollar la técnica del bloqueo de la citocinesis que se basa en la aplicacion
de un metabolito llamado Citocalasina-B (Cit-B). En la figura 4 se esquematiza el

proceso de formaciéon de células binucleadas.

La Citocalasina B es aislada del hongo Drechslera dematoideum (anteriormente
Helminthosporum dematoideum) que inhibe la polimerizacién de actina (que se
encuentra en el citoesqueleto de la célula), impidiendo la citocinesis. Esta
molécula no afecta a las fibras del huso ni a la division del nucleo, por lo que
origina células binucleadas y que han sufrido una sola division (Evans,1997,

Sigma-Aldrich 2008-2009). Su estructura quimica se puede apreciar en la figura 3.

Fig. 3. Formula quimica de la Citocalasina B (Modificado de Pérez, 2008)
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Asi este ensayo ha evolucionado hasta convertirse en una de las herramientas
mas utiles en el estudio de la citogenética clasica, ya que con un solo ensayo
podemos evaluar multiples parametros; entre ellos los Puentes Nucleoplasmicos

(PN), células Apoptoéticas y células Necréticas.

Ademas este ensayo combinado con otras técnicas moleculares tales como FISH

brindan informacion aun mas precisa respecto a muchos aspectos del mismo.

/1,0

mitotica

/\ / RN @

)

Células Mononucleadas

Célula Binucleada

Fig. 4 Formacion de células binucleadas por la accion de la Citocalasina B. En la figura se
muestran las dos posibilidades de crecimiento de la célula, una sin la aplicacion de la Cit-
B y la otra con la aplicacién de Cit-B que genera a una célula con dos nucleos en un
mismo citoplasma (Zalacain et al., 2005).

1.9. Microntcleos

Los Micronucleos (MN) son pequefias formaciones nucleares que se presentan
ademas de los dos nucleos tipicos que se forman en la telofase. Generalmente 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 nucleos

telofasicos. Los micronucleos generalmente no persisten, ni tampoco las células
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de las que forman parte, ya que el nucleo de la célula presenta un déficit

correspondiente a los genes incluidos en el micronucleos (Fenech, 2000).

El micronucleo es formado durante la anafase/ telofase y de este modo la division
es requerida para el dafio cromosdmico/ gendmico para ser expresado como
micronucleo. Un aspecto fundamental para el ensayo de micronucleos es la
cinética de division. Un micronucleo debe contener por ende un cromosomar(s)
completo(s) o un fragmento(s) acéntrico(s). Para estudios con linfocitos humanos
es importante reconocer las variables que pueden afectar la frecuencia de
micronucleos como los son: edad, generd exposicion ocupacional y antecedentes
genéticos (Tucker y Preston, 1996). En la figura 5 se muestra de forma
esquematizada los diferentes tipos de células con micronucleos vy la tabla 2

muestra los criterios utilizados para evaluar las células con MN.

(B) (C)

Fig.5. Criterios para evaluar células binucleadas con MN. (A) Célula binucleadas con dos
MN, uno con un tercio del tamafo del nucleo principal y el otro con una novena parte; (B)
Un MN tocando los nucleos principales, sin solapar ninguno de los nucleos; (C) Célula
binucleadas con un PN y dos MN; (D) Una célula binucleadas con seis MN de diferentes
tamanos, este tipo de células son raramente vistas (Fenech,2003).
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Tabla 2. Criterios definidos por el HUMN-project para la seleccion de células binucleadas
y micronucleos en cultivo de células humanas (Fenech et al., 2003).

CRITERIO PARA CELULAS
BINUCLEADAS

CRITERIO PARA MICRONUCLEOS

El citoplasma debe distinguirse
claramente.

El diametro oscila entre 1/16-1/3 de la
media del diametro del nucleo principal.

Membrana citoplasmica y nuclear
intactas.

No refractarios.

Nucleos con similar grado de
condensacion de la cromatina.

Intensidad de tinciéon similar a los nucleos
principales o superior.

Igual tamafio, forma (ovalados) y patrén
de tincion

Forma similar a los nucleos de la célula
binucleadas.

Pueden estar unidos por puentes
nucleoplasmicos.

No conectados con ninguno de los
nucleos de la célula binucleadas.

Pueden tocarse pero no solaparse.

Pueden tocar los nucleos de la célula
binucleadas pero no solaparse con ellos.

Ninguno de los nucleos debe
encontrarse en etapas de apoptosis.

1.10. Puentes Nucleoplasmicos

Otro de los parametros que nos permite medir el EMBC son los llamados Puentes

Nucleoplasmicos (PNs).

Se sabe que los PNs se producen cuando los centromeros de los cromosomas

dicéntricos son atraidos a los polos opuestos de la célula en la anafase. Por ello

rara vez es posible observar puentes dicéntricos en anafase en ensayos donde no

se ha aplicado Cit-b, pues antes se forma la membrana nuclear, por lo que las

células que proceden de la anafase a la telofase rapidamente, completando la

citocinesis y finalmente ocurre la rotura de los PNs cuando la célula se separa.

Sin embargo las células hijas, en el EMBC permite la acumulacion de células

binucleadas porque la citocinesis se inhibe y la membrana nuclear logra dividirse,
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los cromosomas dicéntricos se van hacia los lados opuestos de la célula pero
como esta no se termina de dividir permanecen intactos y de esta manera se

logran formar los PN (Fenech, 2006).

Hasta hace poco tiempo este parametro no era considerado como una prueba de
dafio al ADN, pero la importancia de la evaluacion de los PNs no debe
subestimarse ya que proporciona una evidencia directa de los dafos resultantes al
ADN y de la mala reparacion de los rompimientos en el ADN que de lo contrario no
es posible visualizar con solo evaluar a los MN. Ademas la evaluacion de este
fendbmeno podria ser utilizado para identificar defectos en la recombinacion del
ADN, errores en las vias de reparacion o para identificar y diferenciar entre los
mecanismos genotoxicos de diferentes agentes (Thomas et al., 2003; Fenech,
2006).

Para que los PN sean evaluados deben de cumplir con las siguientes

caracteristicas:

1. Los PN son un vinculo permanente entre el citoplasma de los nucleos de
una célula binucleadas.

2. La anchura de un PN pueden variar considerablemente pero por lo general
no excede de un cuarto del diametro de los nucleos dentro de la célula.

3. Los PN debe tener las mismas caracteristicas de tincién
de los nucleos principales.

4. Enraras ocasiones mas de un PN se puede observar en una célula
binucleada.

5. Una célula binucleada con un PN pueden ademas contener uno o mas

micronucleos.

Los PN son preferentemente evaluados en las células binucleadas con los
nucleos claramente separados (fig. 6), ya que suele ser dificil para observar un

PN cuando los nucleos se tocan o estan superpuestos (Fenech et al., 2003).
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(A) (B) (C) (D)

Fig.6.Esquema que representa las células que pueden ser tomadas para evaluar MN y
PN. (A) Célula binucleadas; (B) Célula binucleadas con los dos nucleos muy cercanos,
mas no sobrepuestos; (C) Un Puente Nucleoplasmicos delgado entre ambos nucleos;
(D) Un Puente Nucleoplasmicos mas grueso entre los dos nucleos (Fenech et al.,
2003).

1.11. Apoptosis

La Apoptosis es un término que indica la muerte celular programada o "suicidio
celular"; proviene de la raiz griega apo: “fuera de” o "separacion” y ptosis: “caida”
y representa una serie de eventos moleculares y bioquimicos organizados por un

programa genético (Aimee y Thompson, 2004) .

La apoptosis se caracteriza por: activacion de caspasas, reduccion del volumen
celular, fragmentacion nuclear, exposicion del lipido fosfatidilserina en la cara
externa de la membrana plasmatica, y formacion de cuerpos apoptoticos
(Saikumar, 1999). La ejecucion en si depende bien de factores externos a la célula
(generalmente variaciones de concentracién de factores de crecimiento, estimulos
para la permanencia en el tejido o bien estimulos apoptéticos directos desde
linfocitos) activando el ligando de FAS en la membrana celular, o bien de factores
internos en los que la célula expresa metabdlicamente su programa de muerte
celular como consecuencia de un dano celular. Se debe matizar "dafo", puesto
que en este contexto, dafno implica desde oxidacion por radicales libres que la
célula evalua como irreparable hasta el acortamiento de telomeros debido a
sucesivos ciclos de divisidn celular, lo cual, en ultima instancia, produciria dafo

genético por pérdida de informacion en caso de nuevas divisiones celulares,
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pasando esta definiciéon de "dafio" por todos los que generan apoptosis, ninguno
de los cuales seria suficiente para suspender el programa (en su caso
hablariamos de célula tumoral, es decir, aquella que debiendo ejecutar su

programa de apoptosis no lo hace y continua dividiéndose) (Skulachev, 2006).

La apoptosis es un fenomeno biolégico fundamental, permanente, controlado e
interactivo. Existen mecanismos pro- y anti-apoptoticos, regulados genéticamente,
que actuan de forma activa (pues consumen energia) y equilibrada. Como funcién
necesaria para evitar la sobreproduccion celular se sospechaba de su existencia,
pero es un proceso ordenado y "silencioso" que no produce reaccion tisular y por
ello dificil de captar. En 1972, Kerr y col., estudiando organulos en células
neoplasicas, detectaron que muchas células desaparecian en los cultivos
(Velasco, 2005). Esto llevo al estudio de imagenes cinematicas que mostraron
mediante microscopia electréonica las alteraciones que sufre la célula en un

proceso que es de corta duracion (menos de una hora) (Oliveri, 2000).

La apoptosis puede estar frenada, en equilibrio o estimulada. Esta en equilibrio
respecto de la mitosis en los tejidos adultos sanos y ademas se presenta por dos

vias la via extrinseca o la via intrinseca.

1.10.1. Via extrinseca

La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones con el
espacio extracelular, recibiendo sefales proapoptoética desde el exterior y de las
células vecinas (fig. 7). Dos familias de receptores se han identificado con estas
caracteristicas: la proteina FAS y el factor de necrosis tumoral (TNF) (Skulachev,
2006).

La proteina transmembrana FAS en su porcion intracelular enlaza con un factor
intermedio denominado FADD (factor associated death domain), nombre que s6lo
sefala que esta comprometido con la zona de la molécula FAS que participa en la
muerte celular, activando las caspasas-8 y -10. En cambio, si la parte interna de la
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molécula se asocia a otro factor llamado DaXX, se activan protein-kinasas que
conducen al efecto contrario, es decir, estimulan el ciclo celular y la mitosis. Esta
via Fas permanece inactiva hasta que se produce en su parte externa el enlace
con un cofactor llamado ligando FAS, proteina que actia como detonador que
enciende una via en que solo las caspasas estan inactivas y el resto de la cadena
esta preparado para recibir el enlace exterior. Esta caracteristica permite actuar
con gran rapidez sin necesidad de sintetizar otros factores (Aimee y Thompson,
2004).

Algo similar sucede con el otro receptor de membrana TNF. Su porcidn intracelular
conecta con proteinas como Tradd (TNF receptor associated death domain) y
Raidd (receptor associated interleukine death domain) que activan caspasas
"iniciadoras" de la apoptosis. Pero si se asocian a otro complejo llamado Traf (TNF
receptor associated factor) activan protein-kinasas y estimulan la proliferacién

celular, es decir, el efecto contrario (Skulachev, 2006).

1.10.2. Via intrinseca o mitocondrial

Otra via de induccién de apoptosis es la via llamada mitocondrial. Las proteinas
de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su accién sobre la
mitocondria. La activacion de proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2
produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la
liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembrana; entre ellas, el
Citocromo C. En la figura 7 se puede apreciar, en forma de resumen, la via

intrinseca.

El Citocromo C, una vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado
"apoptosoma", que activa directamente a la caspasa-9. Una vez que la caspasa-9
esta activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la caspasa-3, lo que

desencadena las ultimas fases de la apoptosis (Bossy y Green, 1999).
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Las proteinas de la familia de Bcl-2 se agrupan en tres familias: la familia de las
proteinas antiapoptética (Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1 y otras); la familia de proteinas
proapoptotica de tipo "multidominio” (Bax y Bak) y las proteinas proapoptotica de
tipo "BH3-only" (Bid, Bim, Bad y otras). Las proteinas tipo multidominio pueden
producir poros por si solas en liposomas, lo que indica que probablemente son
suficientes para formar el poro mitocondrial que permite la liberacién del Citocromo
c. Las proteinas tipo BH3-only activan a estas proteinas, y las antiapoptoética
inhiben la formacion del poro. Estas proteinas son los reguladores mas

importantes del proceso de apoptosis (Desagher y Martinou, 2000).

Ademas de la salida de Citocromo ¢ desde la mitocondria, otra proteina llamada
SMAC/DIABLO, que es inhibidor de los inhibidores de caspasas (IAPS) sale de la
misma. Asi se tiene una via en la que la caspasa efectora esta libre de actuar

(dado que sus inhibidores fueron neutralizados por SMAC/DIABLO).

La via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte,
ya que una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a
la proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacion de

la caspasa-9 (Green, 2005).
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Fig. 7. Esquema que explica las dos vias de muerte celular por apoptosis.
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El criterio para la evaluacion de las células binucleadas de acuerdo con Fenech y

col (2003) son los siguientes:

1. Las células apoptéticas en estadios tempranos se pueden identificar por la
presencia de condensacion de la cromatina en el nucleo y las membranas
citoplasmaticas y nucleares intactas.

2. Las células apoptéticas en estadios finales presentan fragmentacion del
nucleo (cuerpos apoptoéticos) con una membrana citoplasmatica intacta.

3. La tincidon es usualmente mas intensa en los fragmentos nucleares, el

nucleo y el citoplasma que en las células viables.

Ademas en la figura 8 se muestran algunos ejemplos de células apoptéticas.

Fig.8. Fotomicrografias que muestran algunos ejemplos de células apoptéticas
encontradas en los ensayos de EMBC. (a-c) Células mononucleadas en varios
estadios de apoptosis que muestran cromatina condensada en el nucleo y citoplasma
mas tefido. (d-e) Células binucleadas que presentan apoptosis.(f) Célula en un
estadio muy avanzado de apoptosis, con el nicleo completamente fragmentado, pero
con el citoplasma y la membrana citoplasmatica intacta. Una caracteristica inusual de
(d) es la presencia de de grandes vacuolas en el citoplasma, que sugieren un cambio
entre apoptosis a necrosis (Fenech et al.,2003).
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1.12. Necrosis

La necrosis, a diferencia de la apoptosis, se caracteriza por perdida del ATP
nuclear, dafo de los organelos intracelulares, hinchazén y posterior vacuolizaciéon
del citoplasma (Proskuryakov et al., 2003), con la formacion de ampollas que son

fagocitadas con signos de inflamacién.

Ademas podemos decir que la necrosis es un proceso pasivo en el cual la carga
osmotica originada por el aumento de permeabilidad de la membrana celular lleva

al edema celular.

Las células sufren necrosis cuando son expuestas a estrés extremo. Distintos
tipos celulares toleran grados diferentes de estrés. Todas las células poseen
mecanismos homeostaticos elaborados que pueden compensar cambios
ambientales y mantener el compartimiento interno estable, pero la mantencién de
la integridad es limitada (Bernhardi, 2004). Condiciones adversas intensas que
superan la capacidad de los sistemas de proteccion comprometeran en forma
irreversible los mecanismos homeostaticos, dafiando y eventualmente causando la
muerte celular. Tales condiciones adversas pueden ser la falta de oxigeno o
nutrientes esenciales (isquemia), temperatura elevada, compuestos toxicos, y

estrés mecanico (trauma).

En contraste al conocimiento sobre la apoptosis, se sabe poco sobre los
mecanismos moleculares de la necrosis. Mas que un programa definido, la
necrosis se consideraba como la ruptura cadtica e inexorable de la célula en
condiciones intolerables. Este desconocimiento se explica por dos motivos
principales: la necrosis parecia carecer de caracteristicas propias bien definidas y
hasta hace poco tiempo, no se tenian modelos animales confiables que
reprodujeran aspectos de la necrosis (Syntichaki y Tavermarakis, 2002). Estas
limitaciones estan siendo solucionadas y hoy existe evidencia que la necrosis
también se asociaria a ciertos patrones regulares (Syntichaki y Tavermarakis,
2002).
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Las proteasas lisosomales y citoplasmaticas, incluyendo las caspasas, han sido
involucradas en la ejecucion de la necrosis (fig. 9). De hecho, el sistema lisosomal
es clave en los estadios finales de la destruccién celular. La destinacidén errada de
contenido celular al lisosoma o la salida de enzimas hidroliticas desde los
lisosomas hacia el citoplasma pueden inducir necrosis. Los cambios lisosomales
se correlacionan espacial y temporalmente con el envejecimiento y las patologias
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento. Los cambios en el sistema
endosoma-lisosomal se empiezan a observar temprano en la vida adulta, como lo
indica el aumento de lisosomas positivos para lipofucsina y las alteraciones en la
quimica lisosomal. Alteraciones lisosomales inducidas experimentalmente o
secundarias a alteraciones genéticas se asocian a caracteristicas propias de los

cerebros de humanos ancianos (Bernhardi, 2004).

En ambos casos, a la disfuncién lisosomal se asocia la salida gradual de enzimas
lisosomales como la catepsina D hacia el citoplasma. Se ha propuesto que la
salida de catepsina y otras enzimas hidroliticas desde los lisosomas dependeria
del dafno de la membrana lisosomal ya sea por radicales libres, o por la accion de

hidrolasas especificas.
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Fig. 9. Posible mecanismo efector de la necrosis. Tomado de (Bernhardi, 2004)

El criterio de seleccién de células necréticas de acuerdo con Fenech et al. (2003)

es el siguiente:

1. Las células en estadios tempranos de necrosis se pueden reconocer por la
presencia de de un citoplasma palido con numerosas vacuolas (sobre todo
en el citoplasma y algunas en el nucleo), una membrana citoplasmatica con
dafo y un nucleo intacto.

2. Las células en estadios avanzados de necrosis muestran perdidas de
citoplasma y una membrana nuclear irregular/dafiada solo con una parte del
nucleo intacta y usualmente con material nuclear saliendo del limite del
nucleo.

3. La intensidad de la tincién es usualmente menor que la que se observa en

las células viables.
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En la figura 10 se pueden apreciar ejemplos de células necréticas que se

pueden encontrar en este ensayo.

Fig. 10. Fotomicrografias de células necréticas encontradas en el EMNBC. (a-c)
Células en estadios tempranos de necrosis cuando el citoplasma esta vacuolado y
palido, el nucleo esta solo un poco conservado. (d-f) Células en un estadio avanzado
de necrosis cuando el citoplasma y la membrana citoplasmatica se pierden y el nucleo
no se encuentra intacto y en un claro proceso de degradacion (Fenech et al., 2003).

1.13. Ensayo de Tincion Diferencial para Intercambio de Cromatidas
Hermanas.

Los Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICHs) fueron descritos por primera
vez por Taylor (1953) en tejidos vegetales (Perry y Thompson, 1984) quien
descubrié que si se permite a los cromosomas replicarse una vez en la presencia
de timidina tritiada, y después en la ausencia del isotopo, que solo una cromatida
de cada cromosoma estaba marcada; este fendmeno se presentaba como
resultado de la replicacion semi-conservativa del ADN. Taylor observdé que
ocasionalmente ocurrian cambios simétricos entre estos cromosomas marcados y
decidié llamarlos Intercambios de Cromatidas Hermanas. Gracias al uso de las
auto-radiografias se pudo observar que varios agentes quimicos y fisicos, podian
alterar la incidencia de estos eventos (Perry y Thompson, 1984).
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Pero este método fue cayendo en desuso pues suponia mucho trabajo y la calidad
de las imagenes que se producian no eran las mejores, asi que se invento una
nueva técnica con el uso de la 5-bromodesoxyuridina (BrdU) (Latt, 1980), que es
un analogo de la base timina, este compuesto es incorporado en las hebras de
ADN durante la replicacion, asi quedan hebras con BrdU incorpora y otras que no
la presentan, dependiendo de cuantas veces pudo dividirse la célula. En la figura

11 se presenta de manera resumida la incorporacién de BrdU en las células.

Este ensayo puede ser utilizado en células cultivadas o in vivo con células de
animales a los que se les ha administrado BrdU, ademas este ensayo ha
demostrado ser util para conocer el impacto de agentes clastogénicos
administrados en la clinica, estas mediciones generalmente se aplican cuando los

pacientes estan siendo tratados con quimioterapia (Latt, 1980).

Fig.11. Esquema que presenta de manera resumida la incorporacion de BrdU en el
material genético de la célula y la obtencion de células en segundo ciclo.
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En la actualidad aun se desconoce el verdadero origen del intercambio de
cromatidas pero se sabe que es el proceso por el cual, durante la replicacién del
ADN dos cromatidas hermanas se rompen y se vuelven a unir entre ellas,
aparentemente en las regiones homologas de intercambio de la hebra patron en
los cromosomas duplicados. Este proceso es considerado conservativo y libre de
errores, dado que la informacion no es alterada durante este proceso. Estos
intercambios involucran rompimientos de ADN y reunion del mismo y los analisis
de ICHs permiten una excelente oportunidad para la deteccion citolégica de
intercambio en el ADN. Los analisis de ICHs también son utiles para evaluar el

impacto citogenético de agentes potencialmente toxicos (Wilson, 2007).
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2. Justificacion

En México el desarrollo de nuevos farmacos, en especial aquellos en la lucha
contra el cancer, no han tenido el apoyo necesario y por lo tanto se depende de
farmacos que usualmente son extranjeros y muy costosos. Por eso cuando existen
farmacos tales como las Casiopeinas se vuelve de suma importancia su estudio,
no solo para su salida al mercado sino también para promover su desarrollo y

produccion nacional.

Asi entre las multiples evaluaciones que se realizan a los farmacos antes de su
salida al mercado encontramos la medicion de parametros citotoxicos, citostaticos
y genotoxicos, a través de diferentes tipos de ensayos tales como el ensayo de
micronucleos y el intercambio de cromatidas hermanas; estos estudios se pueden
realizar tanto en sistemas in vivo e in vitro, tanto en lineas celulares transformadas

y normales.

Asi en el laboratorio de Citogenética y Mutagénesis decidimos comenzar el
estudio in vitro de células normales que ha sido un parametro poco estudiado y

por lo tanto es de vital importancia comenzar con su evaluacion.
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3. Hipétesis

La Casiopeina Igly ha probado tener efectos antineoplasicos, por lo tanto se
pueden presentar efectos citostaticos, citotoxicos y genotoxicos que podrian ser
corroborados por medio del ensayo de Micronucleos y de Intercambio de
Cromatidas Hermanas en un cultivo de linfocitos aislados humanos expuestos a

este farmaco.
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4. Objetivos

4.1. General

Determinar si existen efectos Citotéxicos, Citostaticos y Genotoxicos de

la Casiopeina Igly en un cultivo de linfocitos aislados humanos.

4.2. Particulares

Evaluar los efectos Citotoxicos (apoptosis, necrosis), en linfocitos
aislados humanos tratados con Casiopeina Igly mediante indice
Citotoxico de Divisién Nuclear (ICDN) y el indice Mitético (IM).

Evaluar los efectos Citostaticos (proliferacion celular) en linfocitos
aislados humanos tratados con Casiopeina Igly mediante el indice de
Proliferaciéon con Bloqueo de la Citocinesis (IPBC), la Cinética de
Division Celular (CDC), el Tiempo de Proliferaciéon Linfocitica (TPL) y el

indice de Replicacion (IR).

Evaluar los efectos Genotéxicos en linfocitos aislados humanos tratados
con Casiopeina Igly mediante la evaluacion de Micronucleos (MN),
Puentes Nucleoplasmicos (PN) e Intercambio de Cromatidas

Hermanas (ICHs).
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5. Materiales y Métodos

5.1. Prueba de Viabilidad

Para conocer la viabilidad de las células se utilizé el método del azul tripano, se
coloco en el borde de una camara de Neubauer aproximadamente 0.5ml de la
solucién de cultivo del testigo negativo, se coloco también una gota de azul tripano
que se dejo actuar durante 10 min, después se coloca el cubre objetos y se
observa al microscopio a 40x, se cuentan 100 células en cada campo de 16
cuadriculas, donde se evaluan las de color azul (las células muertas) y las

incoloras ( las células viables).

Para obtener la cantidad de células se usa la siguiente formula: (Promedio de las
células de los 10 cuadrantes contados)*(Factor de dilucion)* volumen por

cuadrante (10*cm?)* volumen original.

El factor de dilucién se obtiene dividiendo (volumen total / volumen de la alicuota).

5.2. Micronucleos

La siembra se realizo en condiciones de esterilidad en el cuarto de cultivo,
comienza con la obtencién de la muestra de sangre periférica por puncion venosa
(10 ml), luego se centrifuga durante 25 a 30 minutos a 1500 RPM en tubo coénico
estéril. Se obtienen alicuotas de linfocitos (ya separados del resto de células
sanguineas), de este tubo y se agregan a 10 tubos estériles con 5ml de medio de
cultivo suplementado con fitohemaglutinina, se etiquetan y se colocan en la

incubadora a 37°C.

Los tratamientos se colocaron a las 44 hrs de cultivo y se adicionan 100ul de de
Mitomicina C (concentracion final de 0.2ug/ml), sera el testigo positivo (T+), al
resto de los tubos (excepto el testigo negativo) se les adicionan las
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concentraciones de Casiopeina Igly 0.615ug (5ul),1.23ug/ml (10ul) y 2.46ug/ml
(20ul). A las 48 horas se les agregan a todos los tubos 100ul (6 pg/ml) de

Citocalacina B.

Para la cosecha se agrego a los tubos 5ml de solucion hipotonica de KCI al
0.075M posteriormente se centrifugan los tubos por 5 min a 1500 RPM, luego se
realizan lavados (centrifugando entre la aplicacion de cada fijador) con los
siguientes fijadores: metanol absoluto, metanol-acido acético en proporcion 3:1 y
85%-15% respectivamente, hasta obtener un botén celular limpio y blanco.
Posteriormente en laminillas limpias, se gotean con las células obtenidas. Para la
tincion se usaron May-Grunwald en una proporcion de 2:1 con agua destilada

durante 10 minutos y posteriormente Giemsa al 7% durante 5 minutos

A continuacién se evaluan las laminillas en el microscopio a 40 X para los
parametros de células polinucleadas con 500 células evaluadas. A 100X para los
parametros de células Apoptéticas y Necroéticas contando 500 células;

Micronucleos y Puentes Nucleoplasmicos evaluando 1000 células.

5.3. Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs)

Se extrajeron aproximadamente 5ml de sangre periférica por punciéon venosa, en
una jeringa heparinizada. En tubos estériles (con 5 ml de medio de cultivo RPMI-
1640 activado con Fitohemaglutinina) se coloco aproximadamente 1ml de
muestra. Después se incuba por 72hrs a 37°C.

A las 24 horas de comenzado el cultivo se adicionaron 100ul de BrdU (con una
concentracion final de 5ug/ml) a todos los tubos, luego a las 48 horas se
adicionaron los tratamientos que son los siguientes: para el testigo positivo se
agregan 100ul de Mitomicina C a una concentracion de 0.2ug/ml. Para el resto de
los tubos (excepto el testigo negativo) se agregaron 0.615ug (5ul),1.23ug/ml (10ul)
y 2.46ug/ml (20ul) de Casiopeina Igly.
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A las 70 horas se agrego 100ul de Colchicina a una concentracion de 4ug/ml.

Después de 72 horas se inicio la cosecha, centrifugando los tubos a 1500RPM
durante 5 minutos, para después adicionar solucion hipotonica de KCI 0.075M por
20 min a 37°C. Posteriormente se realizo la fijacion de las células con fijador
Metanol-Acido acético en proporcién 3:1; se hacen 3 lavados y se dejo reposar la
solucion fijadora 15, 10 y 5 minutos (con centrifugaciones entre cada cambio) para
al final resuspender el botén celular en 0.5ml del fijador limpio y frio, luego se

gotearon en laminillas limpias y frias.

Para la tincion diferencial de cromatidas hermanas, se comenzd por irradiar las
laminillas con luz U.V. por 20 minutos (las laminillas deben estar sumergidas en
solucion acuosa). Luego se incuban por 20 minutos en solucién doblemente salina
2XSSC de Citrato de sodio-cloruro de sodio a 50°C en una caja Coplin. Se lavan
las preparaciones con agua destilada y se tifien con Giemsa al 7% por 10 minutos

para luego eliminar el exceso en agua corriente, y se dejan secar al aire.

Se evaluaron al microscopio 30 metafases de buena calidad (bien teiidas, con
cromosomas dispersos y completos), para la frecuencia de Intercambio de
Cromatidas Hermanas por célula. Parala Cinética de Division Celular y el indice
de Replicaciéon se evaluaron 100 metafases tomando en cuenta las de primero,
segundo y tercer ciclos, a 100X. Para el indice Mitético se registraron 1000 células
tomando en cuenta tanto las metafases como las interfases a 40X. Estas
evaluaciones fueron el promedio de dos experimentos independientes cada uno

con su duplicado.

En la figura 12 se muestra un esquema de los tiempos de tratamiento para los

dos ensayos realizados.
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Fig.12. Esquema de los tiempos de tratamientos realizados para los ensayos de
micronucleos (MN), e Intercambio de cromatidas hermanas (ICHs).
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5.4. Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas que se realizaran para evaluar los resultados del Ensayo

de Micronucleos son los siguientes:

Para las evaluaciones de Apoptosis, Necrosis se empleo Z de proporciones.
Para el indice de Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis y para el indice
Citotéxico de Division Nuclear se empleo la prueba de Ji cuadrada. Y por ultimo
para Micronucleos y Puentes Nucleoplasmicos se empleo X2 con correccion

de Yates.

Mientras que para las evaluaciones del ensayo de Intercambio de Cromatidas
Hermanas se empleara la Z de proporciones para el indice Mitético y el Tiempo
de Proliferacion Linfocitica, se utilizara Ji cuadrada para la Cinética de
Division Celular y para el indice de Replicacién; y por ultimo para la frecuencia

de Intercambio de Cromatidas Hermanas se empleara la “t” de Student.
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6. Resultados

De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo se realizaron dos ensayos
citogenéticos: el Ensayo de Micronucleos con Bloqueo de la Citocinesis
(EMBC) y el ensayo de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs); para
ambos ensayos se determinaron parametros de Citotoxicidad, Citostaticidad, y

Genotoxicidad.

En el EMBC para Citotoxicidad se evaluaron las células apoptéticas y
necroéticas con lo cual se obtuvo el porcentaje de ambos tipos de muerte celular, y
con estos datos también se obtuvo el indice Citotoxico de Division Nuclear
(ICDN). Para el parametro de Citostaticidad se evaluaron las células
polinucleadas con el que se obtuvo el indice de Proliferacion con Bloqueo de la
Citocinesis (IPBC). Y por ultimo para la Genotoxicidad se valoraron los

Micronucleos (MN) y Puentes Nucleoplasmicos (PN).

Mientras que para el ensayo de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs)

se realizaron las siguientes evaluaciones.

Citotoxicidad: Se leyeron las células interfasicas y metafasicas para obtener
posteriormente el indice Mitético (IM). Para Citostaticidad se valoraron las
metafases en diferentes estadios (1°, 2° y 3° ciclo) para obtener la Cinética de
Division Celular (CDC), el Tiempo de Proliferacion Linfocitica (TPL) y el indice
de Replicacion (IR). Y para el parametro de Genotoxicidad se evaluaron la

frecuencia de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs) por célula.

Todos los experimentos se realizaron dos veces cada uno con su duplicado.
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Citotoxicidad

Porcentaje de células Apoptoéticas y

400 Necroticas
;

3.50 T I T
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2.00 T H Apoptosis
1.50 Necrosis
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HH

% células
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0.50 A A A e A e A e
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Testigo (-) Testigo (+)  [0.615] [1.23] [2.46]

Tratamientos pg/ml

Fig.13. Porcentaje de células apoptdticas y necroticas en cultivo de linfocitos humanos
aislados, tratados con Casiopeina Igly., Promedio de dos experimentos. A p<0.002
¢p<0.01, Z para proporciones.

En la figura 13 se pueden apreciar los resultados para apoptosis y necrosis.
Existen en las tres concentraciones trabajadas una diferencia estadisticamente

significativa, aunque la forma de muerte celular que predomina es la apoptotica.
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indice Citotoxico de Division Nuclear
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Testigo negativo Testigo positivo [0.615] [1.23] [2.46]

Tratamientos pg/ml

Fig.14. ICDN obtenido en cultivo de linfocitos aislados humanos tratados con Casiopeina
Igly. Promedio de dos experimentos. Ap< 0.05, X?

En la Fig.14 Se puede apreciar la grafica que muestra los resultados obtenidos
para ICDN en el ensayo, aunque no se puede apreciar un comportamiento dosis-
respuesta, si se observo un ligero aumento con respecto al testigo negativo, en las

tres concentraciones trabajadas.
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Citostaticidad

indice de Proliferacion con Bloqueo de
la Citocinesis

1.6
1.4
1.2
1
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0 T T T T )
Testigo negativo Testigo positivo [0.615] [1.23] [2.46]

Tratamientos pg/ml

Fig.15. IPBC obtenido en cultivo de linfocitos aislados humanos tratados con Casiopeina
Igly. Promedio de dos experimentos. ep< 0.005 X?

La Fig. 15 muestra la disminucion significativa del IPBC en las tres

concentraciones trabajadas, al compararlas con el testigo negativo.
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Genotoxicidad

Micronucleos
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Tratamientos pg/ml

Fig.16. Porcentaje de MN obtenidos en cultivo de linfocitos aislados humanos tratados
con Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos. ¢ p<0.005 A p<0.0005 X?y.

Puentes Nucleoplasmicos
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1.50

1.00 I

0.00 T T T T

Testigo (-) Testigo (+) [0.615] [1.23] [2.46]

% de células

Tratamientos pg/ml

Fig.17. Porcentaje de PN obtenidos en cultivo de linfocitos aislados humanos tratados con
Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos. ¢p<0.05 A p<0.0005.X?y.
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En las figuras 16 y 17 se observan los porcentajes de MN y PN respectivamente;
en el caso de los MN las tres concentraciones resultaron estadisticamente
significativas al compararlas con el testigo negativo. Los PN también resultaron
estadisticamente significativos en las tres concentraciones, esto indica un efecto
genotdxico, aunque en ninguno de los dos casos se presento una tendencia dosis-

respuesta.

Tabla 3. Resultados de Apoptosis, Necrosis, MN, PN, ICDN e IPBC en el EMBC en cultivo
de linfocitos aislados humanos tratados con Casiopeina Igly.

% de células

Tratamientos A . N . MN PN EDN EBC 1;2t|3llsse
(ug/ml) poptosis  Necrosis = 1 _ (X £EE) | (X #EE) | ovaluadas
(X $EE) (X #EE) (X *EE) (X %EE)

Testigo (-) 0.78+£0.02 0.97+0.01 0.76%£0.01 1.01+0.03 1.10+.003 1.14+0.001 5026

MMC[0.2] 3.3620.0° 2.59+0.0" 2.35%0.0° 2.54+0.0° 1.17+0.00° 1.09%0.00° 4493
Casiopeina Igly

[0.615] 3.56+0.0" 2.03%0.0° 1.71+0.0° 1.93+0.0° 1.16%0.00° 1.09%0.00° 4476
[1.23] 3.61+0.0" 2.03%0.0° 1.92+0.0° 1.79%0.0° 1.22+0.00° 1.10%0.00° 4307
[2.46] 3.44+0.0" 1.95%0.0° 1.71+0.0° 1.96%0.0" 1.14#0.00° 1.08%0.00° 4419

Significancias A p<0.002, B p<0.01,Z para proporciones; C p<0.05, X*; D p< 0.005, X*; E p<0.005,X“y; F
p<0.0005, X%:; G p<0.05, X’y.
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Dentro de los objetivos del trabajo también se incluyeron las evaluaciones del
indice Mitético, el indice de Replicacion, Tiempo de Proliferacion Linfocitica,

Cinética de Division Celular e Intercambio de Cromatidas Hermanas.

Citotoxicidad
Indice Mitodtico
20
18
16
14
12
X 10
8
6
4
2 * A . 0
0 T T T T 1
Testigo Testigo [0.615] [1.23] [2.46]
negativo positivo

Tratamientos en pg/ml

Fig.18. IM obtenido en cultivo de linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly.
Promedio de dos experimentos. P<¢0.002 A 0.005¢0.01 Z de proporciones.

En la figura 18 se aprecian los resultados obtenidos para el IM, en todas las
concentraciones se encontraron resultados estadisticamente significativos al

compararlos con el testigo negativo (p<0.002,0.005y 0.01).
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Citostaticidad

Cinética de Division Celular
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Testigo Testigo [0.615] [1.23] [2.46]
negativo positivo

Tratamientos en pug/ml

Fig.19. CDC obtenido en cultivo de linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly.
Promedio de dos experimentos.

La figura 19 presenta los resultados obtenidos para el CDC donde se
encontraron, que la cantidad de células en diferentes estadios (1°, 2° o 3° ciclos)
se presentaron de la manera esperada, aunque ninguno de ellos resulto

estadisticamente significativo con la prueba de Z para proporciones.
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indice de Replicacién
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Testigo MMC[0.2] [0.615] [1.23] [2.46]
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Fig.20. IR obtenido en cultivo de linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly.
Promedio de dos experimentos.

En la figura 20 se presentan los resultados obtenidos para el IR en este caso no
existid ningun resultado estadisticamente significativo para la prueba de Z para
proporciones. Sin embargo se puede apreciar una tendencia a reducirse al
aumentar la dosis de Casiopeina Igly.
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Fig.21. TPL obtenido en cultivo de linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly.
Promedio de dos experimentos. A p<0.005 ¢0.05 Z para proporciones.

En la figura 21 se presentan los resultados del TPL en donde se encontré que
solo dos de las concentraciones que se trabajaron (1.23 y 2.46 pg/ml) se

obtuvieron diferencias significativas (p<0.005 y 0.05).
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Genotoxicidad

Intercambio de Cromatidas Hermanas
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Fig.22. Frecuencia de ICHs por célula en cultivo de linfocitos humanos tratados con
Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos. ¢ p<0.0005 “t” de Student.

La figura 22 se observa que los resultados de ICHs presentaron un
comportamiento dosis respuesta en las tres concentraciones presentadas. En la

tabla 4 se pueden apreciar los maximos y minimos presentados en el ensayo.
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Tabla 4. Resultados obtenidos en el ensayo de ICHs en cultivo de linfocitos humanos,
tratados con Casiopeina Igly.

Tratamientos ICHs/cel ICHs IM CcDC IR TPL (hrs) Total de
kg/ml (X #EE) ~ min-  (xs3gF) M1 M2 M3 (X $EE) (X *EE) células
max

Testigo (-) 1.65£0.16 0-9 18.96x0.10 2.75 20.25 77 8.64t0.004 20.2610.02 4004
MMC[0.2] 21.63+1.11°% 3-66 10.15%0.10" 48 28 21.5 5.86+0.010 34.18+0.12° 4206

Cas Igly 2.28+0.13* 0-9 16.81£0.09° 25 355 39.5 7.15%0.010 26.85+0.07 4230
[0.615]

[1.23] 2.8840.14° 1-7 17.09£0.12° 30.2 31.7 38  6.9240.002 27.74%0.01° 4095

[2.46] 3.57+0.20° 1-13 17.31£0.12° 327 315 357 6.26£0.006 28.4010.04° 4077

Significancias: A p<0.002, B p<0.005, C p<0.01, D p<0.05, Z para proporciones; E
p<0.0005, “t” de Student.
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7. Discusion
7.1. Citotéxicidad

Un agente citotoxico es aquel que suprime las funciones de las células o les
induce la muerte (Reiger Y Green, 1982). Para el caso de el Ensayo de
Micronucleos, se emplearon dos parametros el de el ICDN y el de los porcentajes

de células apoptaticas y necroticas.

En el caso de la Casiopeina Igly tenemos que la muerte celular se presento de
manera significativa en las dos vias que se evaluaron (apoptosis y necrosis),
aunque la via por la que se presento mayormente fue la via apoptotica (fig. 13);
aunque no se puede hablar de un comportamiento dosis respuesta podemos
observar que en las tres concentraciones trabajadas son estadisticamente
significativas al compararlas con el testigo negativo. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por otros investigadores como Téllez en el afio 2004 al realizar
estudios con citometria de flujo en células de la linea HelLa encontré que la
Casiopeina Igly provocaba un mayor indice de apoptosis (Téllez, 2004). De forma
complementaria Pérez (2009) al realizar prueba de TUNEL a tres diferentes linajes
celulares de cancer (HeLa, MCF-7 y HCT-15) encontré que la Casiopeina Igly
provocaba un aumento en la incidencia de |la apoptosis en las tres lineas celulares.
Ademas Trejo en 2005 reporto que la Casiopeina ligly producia apoptosis en
células de Glioma C6, probablemente por la formaciéon de EROs lo cual apoyaria

la teoria de que las Casiopeinas tienen este mecanismo de accion.

El ICDN propuesto por Fenech y sus colaboradores en el afio 2003, como una
forma de complementar el IPBC (indice de Proliferacion con Bloqueo de la
Citocinesis), con el uso de las células apoptéticas y necréticas. Se puede evaluar
facilmente con ligeras modificaciones en el EMBC (Fenech et al., 2003). Con el
uso de este indice se puede conocer de manera mas precisa que tipo de muerte

celular se presenta en un ensayo (Suleyman et al., 2009).
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Para el ICDN aun no se ha reportado ningun estudio relacionado con las
Casiopeinas, pero resultados en otras investigaciones demuestran que al
aumentar este indice de manera significativa con respecto al testigo negativo
muestra una actividad citotéxica (Suleyman et al., 2009), como se observaron en
nuestros resultados (fig. 14) este indice se aumenta en las tres concentraciones

trabajadas.

En adicién al EMCB se realizo también el Ensayo de Intercambio de Cromatidas

Hermanas, en donde para el parametro de Citotoxicidad se mido el IM y el CDC.

El IM es la medicién de células en metafase e interfase, este indice nos da
excelente informacion respecto al crecimiento y desarrollo de los cultivos, asi el
descenso de dicho parametro nos revela informacion acerca de la citotoxicidad de
un compuesto (Rojas et al.,1992) en nuestros resultados encontramos un
descenso significativo en las tres concentraciones trabajadas (fig. 18) y estos
resultados concuerdan con lo reportado por Pérez (2008) quien también encontré
una disminucién en el IM en las mismas concentraciones de Casiopeina Igly
trabajadas en este estudio (0.615, 1.23 y 2.46ug/ml). Ademas y en condiciones
similares a las de este estudio Beltran y Roldan en 2006 presenta también que

existe una disminucién en el IM.

Al juntar todos los resultados obtenidos se puede decir que la Casiopeina Igly es
citotoxica ya que los datos obtenidos de ICDN, porcentaje de muerte celular, y el
IM muestran un efecto citotdxico, confirmando por otros estudios que afirman que
la Casiopeina Igly tiene este comportamiento. Entre ellos el de Alemén et
al.(2002), donde trabajaron con la Casiopeinas Igly, IlI-E, vy Ill-H en células
HelLa vy linfocitos humanos a las concentraciones de 10, 20, 40 y 80 uM,
reportan que la Casiopeina Igly es ligeramente citotoxica, y que
probablemente se deba a la produccion de radicales libres originada por la
reducciéon del Cu** a Cu'*. En adicidn a esto Rivero-Miiller y sus colaboradores
(2007), reporta que los complejos de Cu?* son formadores de Especies
Reactivas de Oxigeno y que la Casiopeina ligly es citotdxica por que es capaz
de generar la formacion de EROs.
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Asi mismo Alemon en el 2007 observo que la Casiopeina Igly es menos
citotoxica comparada con las del grupo ll, y lll, en células HelLa y leucocitos,
a una concentracion de 100 yM al evaluar la citotoxicidad con el porcentaje

de supervivencia por el método de Strauss.

7.2. Citostaticidad

Un agente citostatico es cualquier sustancia quimica o medicamento, capaz de
detener el desarrollo o la multiplicacion de las células (normales o transformadas)
(Martinez et al., 2002). En nuestro trabajo para la medicién de este parametro
calculamos el IPBC que es el indice de Proliferacién con Bloqueo de la
Citocinesis; una actividad citostatica se reflejara en la disminuciéon de este
parametro ya que indica que se detiene el ciclo celular. En nuestro estudio las
tres concentraciones que se evaluaron de Casiopeina Igly resultaron en
disminuciones significativas al compararlas con el testigo negativo (fig. 15), al
haber un incremento en la cantidad de células mononucleadas, es decir, de alguna
manera se detiene el ciclo celular; estos resultados se confirman con lo obtenido
por Pérez (2008) en donde se presenta un comportamiento similar, en las mismas
concentraciones de 0.615, 1.23 y 2.46 ug/ml de Casiopeina Igly en cultivo de

linfocitos humanos.

Ademas se evalué el IR (indice de Replicacion) que es un parametro que nos
indica el promedio de veces que las células se dividen en el medio de cultivo
(M'Bemba-Meka et al., 2007), una disminucién en este indice podria indicar una
inhibicion en la sintesis de ADN (Lazutka y Margolin, 1990), los datos obtenidos
arrojaron una disminucion en el IR, aunque ninguno de ellos fue estadisticamente
significativo (fig. 20), se puede observar una tendencia a la disminucion. Tal
comportamiento se puede confirmar con el trabajo de Guevara (2008) donde el IR

disminuye en manera significativa al usar Casiopeina ligly en cultivo de linfocitos
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humanos, en las concentraciones de 0.33, 0.66 y 1.0 ug/ml.

La Cinética de Division Celular es un parametro que estima la cantidad de células
en diferentes momentos de divisiones, asi se convierte en un parametro citostatico
que nos permite apreciar de manera general el comportamiento proliferativo del
cultivo. En nuestros resultados se observé que las diferentes concentraciones de
Casiopeina Igly disminuyeron la cantidad de células encontradas en tercer ciclo en
todos los casos, aunque ninguna de ellas resultd con un descenso
estadisticamente significativo (fig. 19); se pueden observar dichos cambios y se

puede deducir que este compuesto tiene un efecto citostatico.

Para el Tiempo de Proliferacion Linfocitica (TPL) se encontraron que los tiempos de
division en las tres concentraciones trabajadas aumentaron en comparacién al
testigo negativo (fig. 21), resultando estadisticamente significativa solo las
concentraciones media y alta de Casiopeina Igly (1.23 y 2.46pg/ml
respectivamente). Beltran y Roldan (2006) reportan que la Casiopeina Igly tiene un
comportamiento citostatico, en condiciones similares, también Guevara (2008)
reporta un comportamiento similar en la Casiopeina ligly, en cultivo de linfocitos

humanos, al presentarse un aumento significativo en el TPL, en sus ensayos.

Otro estudio que confirma la citostaticidad de las Casiopeinas es el de Marquez y
sus solaboradores (2000) al reportar que la Casiopeina Igly es citostatica para
las lineas transformadas de carcinoma ovarico y cérvix en las lineas celulares
HeLa 10, SiHa 11, CaSki 12, C33-A 13 y Calo.

7.3. Genotoxicidad

Las sustancias genotoxicas son aquellas que afectan los acidos nucleicos y
alteran sus funciones. Estas sustancias pueden unirse directamente al ADN o
pueden llevar al dafio del ADN indirectamente al afectar las enzimas involucradas
en la replicacion del ADN o afectar otros participantes involucrados como el huso

52



mitético, cinetocoros, centromeros y/o centriolos (University, 2008). Asi para medir
los efectos genotdxicos causados por algun compuesto, el EMCB resulta un
excelente ensayo ya que por su simplicidad y funcionalidad se pueden obtener
muchos resultados tales como células con Micronucleos y Puentes
Nucleoplasmicos, ademas de los parametros antes mencionados de Apoptosis

y Necrosis (Kirsch-Volders et al., 1997).

Nuestros resultados para el parametro de MN (fig. 16) muestran un aumento
estadisticamente significativo en las tres concentraciones trabajadas (0.615,1.23 y
2.46 pg/ml), de la misma manera se presentaron los resultados de PN que en
todas las concentraciones evaluadas se encontraron aumentos estadisticamente
significativos con respecto al testigo negativo (fig.17), aunque en ambos casos no
se pudo encontrar un comportamiento dosis-respuesta, es claro que la Casiopeina
Igly tiene efectos genotdxicos ya que de alguna manera dafa al ADN de los
linfocitos lo que favorece la aparicion de los MN y PN. El comportamiento de estos
fendmenos esta relacionado con la induccion al dafio al ADN, causado por

lesiones de rompimiento de cadena doble (Brusick, 1987; Obe et al., 2002).

Otros investigadores han reportado también estos parametros tal es el caso de
Pérez (2008) quien trabajando en condiciones similares a las nuestras con
Casiopeina Igly en MN y PN muestra un comportamiento similar a los resultados
aqui presentados, un incremento en el porcentaje de MN y PN en relacion al
testigo negativo; Alemon y sus colaboradores (2002) trabajaron con Casiopeinas
llI-E, 1l-H y Igly en células HelLa y linfocitos humanos encontrando que la
capacidad de dafo al ADN de estos compuestos es inversamente proporcional a
su tamano, es decir las moléculas mas pequefas causaran un mayor dafo. La

Casiopeina mas pequefia es la llI-E, le sigue la IlI-H y por ultimo la Igly.

En complemento a lo que se realizo con el EMBC se realizo también el ensayo de
ICHs, se sabe que la aparicion de ICHs implica algun tipo de cambio en las
cromatidas (Perry y Thomson, 1984), pero aun se desconoce si existe algun tipo
de dafio al material genético involucrado. En este ensayo los datos se
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comportaron con una tendencia dosis-respuesta, es decir a mayor concentracion
de Casiopeina Igly mayor cantidad de ICHs por célula se encontraron al
compararlos con el testigo negativo (fig.22). Esto corrobora que la Casiopeina Igly
tiene un efecto genotoxico que se refleja en forma de ICHs. Carvallo (2007)
presento que los efectos citostaticos y antiproliferativos de la Casiopeina ligly
pueden estar relacionados con su capacidad de producir dafio al ADN, aunque
este trabajo se haya realizado con otro compuesto, podrian ser comparado con la
Casiopeina Igly ya que comparten el mismo ligando organico (el aminoacido

Glicina) y probablemente tengan mecanismos de accién parecidos.

Existe una gran variedad de agentes quimicos que inducen un incremento en la
frecuencia de ICHs, la mayoria de estos compuestos producen dano al ADN y por
consecuencia dafo a los cromosomas e incluso en algunos casos pueden causar
mutaciones en los genes (Bajpayee et al., 2005; Roldan et al., 1997). De la misma
manera, las Casiopeinas, también inducen ICHs y al parecer tienen relacion con
el material genético. Sin embargo, hay evidencias de que las Casiopeinas tienen
un potencial bajo para inducir inestabilidad geondémica, esto se ha probado en
varias lineas celulares tumorales in vivo como in vitro (Marin et al., 2003). 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, 2002).

Por otra parte, todas las Casiopeinas contienen el ligante diimina distinto, con
caracteristicas hidrofébicas, que le permiten actuar como intercalante con las
bases del ADN (Cirigo, 2002; Tovar, 2002). El ligante hidrofilico le permite a la
molécula ser transportada con facilidad. La naturaleza, el nimero y la posicién de
los ligantes, son los responsables de generar selectividad preferencial sobre
algunos tejidos tumorales especificos (Alemén, 2007; Bravo et al.,, 2002; Ruiz,
2000).
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8. Conclusiones

En base a los objetivos propuestos en este trabajo tenemos que:

e La Casiopeina Igly en las tres concentraciones utilizadas (0.615, 1.23 y
2.46ug/ml) causaron muerte celular por apoptosis y necrosis, aunque el tipo
de muerte celular que se presento con mayor frecuencia fue la apoptosis.

Comprobando su efecto citotoxico.

e Por otra parte presentaron disminuciones significativas en el ICDN e IM; por

lo tanto tiene un efecto citotoxico.

e La aplicacion de la Casiopeina Igly en las diferentes concentraciones
utilizadas, provoco reducciones significativas del IPBC y aumentos en el

TPL. Por lo tanto la Casiopeina Igly tiene efectos citostaticos.

e Los parametros de MN, PN e ICHs encontrados fueron en todos los casos
aumentos estadisticamente significativos al compararlos con el testigo

negativo, por lo que se comprobd el efecto genotoxico de la Casiopeina

Igly.

e Los parametros proporcionados por el ensayo de MN e ICHs se relacionan
con dafios a la cadena doble del ADN, al resultar con aumentos
significativos en ambos parametros podemos deducir que la Casiopeina Igly

tiene un comportamiento clastogénicos.
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9. Perspectivas

Realizar pruebas moleculares como FISH para conocer el origen de los PN

y MN que provoca la Casiopeina Igly.

Realizar experimentos de Micronucleos en diferentes horas (24 y 44 hrs)
para conocer si el dafo que se presenta es S-dependiente o S-

independiente.

Realizar un experimentos con citometria de flujo laminar para comprobar la

presencia de Apoptosis en los cultivos.
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