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RESUMEN

El cancer es un grupo heterogéneo de trastornos que se originan a partir de una
serie de cambios que conducen a la inmortalizacion y transformacion de una célula de un
tejido, siendo las alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumores el origen de la
mayoria de los tumores. Una vez diagnosticados, es importante dar al paciente una terapia
efectiva, que combina varios farmacos que producen efectos secundarios agresivos.

Uno de los principales componentes del propoleo es el CAPE, a este componente
se han encontrado y estudiado diversas actividades como: antiinflamatorio, antifungico,
antimicrobiano, entre otras. Entre estas diversas propiedades, destaca su efecto como un
inhibidor de la proliferacién celular de diversos tipos de lineas de células cancerigenas, asi
como también, se ha demostrado su efecto protector en hepatocarcinoma en rata.

CAPE tiene la capacidad de regular el estado redox de la célula, activando
diversos genes del elemento de respuesta antioxidante (ARE), entre los que se encuentra la
hemoxigenasa-1 (HO-1) y de igual manera es mediador del metabolismo de la
dietilnitrosasmida (DEN). En diversos estudios, se ha demostrado que la actividad
bioldgica esta en funcion de la estructura del compuesto. Con el fin de obtener una mejor
actividad bioldgica se han realizado diversas modificaciones estructurales al CAPE y de
estas modificaciones surge el derivado NAO1.

Sin embargo, al realizar estas modificaciones se debe asegurar que no exista dafio
genotoxico por parte del compuesto con la finalidad de que su uso sea seguro. Por tanto, el
objetivo de este trabajo es estudiar los efectos genotoxicos del NAO1l mediante
electroforesis unicelular en gel (SCGE). Para ello se sometieron linfocitos humanos a un
estudio de genotoxicidad a diferentes concentraciones y tiempos (10 y 100 pyg/mL a4 y 6
horas). Después se evalud la viabilidad celular, se colocaron las células en agarosa, se
lisaron y fueron sometidas a electroforesis. Después se realizo el analisis de los cometas
categorizandolos en 5 grados de dafio, contando 100 células de cada tratamiento. Al final
los resultados se analizaron estadisticamente con ANOVA y prueba de Turkey 0.05 con el
programa estadistico INSTAT. Finalmente se determin6 que el compuesto NAOL presenta
actividad genotoxica sobre este tipo de células sin embargo, no es comparable con la de
otros compuestos antioxidantes de origen natural, por lo que se sugiere seguir realizando

otros estudios sobre la actividad biolédgica de éste.
Vil



I. MARCO TEORICO

1.1 Cancer

El cancer no es una enfermedad Unica; mas bien, es un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizado por la presencia de células que no responden a los controles normales de la
division. Las células cancerosas se dividen de forma rapida y continua, para crear tumores que
desplazan y comprimen las células normales y finalmente roban nutrientes a los tejidos sanos
(Pierce, 2005).

El cancer comprende un gran numero de padecimientos diversos, todos ellos
relacionados entre si por una caracteristica en comdn: la alteracion de un conjunto de genes
cuyos productos cumplen funciones vitales para el control de la proliferacion y la
diferenciacion celular. Las células que forman las neoplasias malignas tienen, ademas de la
capacidad para proliferar de manera descontrolada y formar tumores, la posibilidad de

desarrollarlos a distancia para generar metastasis (Mas, 2004).

1.1.1 Desarrollo y progresion del cancer

El origen del cancer es clonal, es decir, una célula de un tejido presenta cambios que
conducen a la inmortalizacion y transformacion (Dominguez, 2008). Estos cambios se
producen generalmente por dos vias: inestabilidad en el DNA (mutaciones puntuales o
deleciones/ inserciones de secuencias microsatélite) y la inestabilidad a nivel cromosdmico
(translocaciones, deleciones, duplicaciones, aneuploidias o inversiones) (Dominguez, 2008.
Mas, 2004).

Las alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumores son el origen de la
mayoria, si no es que, de la totalidad de los tumores que afectan a los humanos. La incidencia
de ciertos tumores se incrementa draméaticamente con la edad lo cual indica la existencia de
eventos, a nivel molecular, que son irreversibles. Estos eventos estan constituidos por
mutaciones somaticas que se acumulan a un ritmo mayor que en células sanas, es decir,
presentan un “fenotipo mutador”. La acumulaciéon de las mutaciones son el origen del

desarrollo del cancer, ya que el fenotipo mutador puede alterar los mecanismos de control de



ciclo celular, resistencia a la apoptosis, reparacion del DNA, o aumento en las frecuencias de
errores en la replicacion atribuibles a la DNA polimerasa. En promedio se requieren entre 5y
7 mutaciones en diferentes genes para que se desarrolle un tumor invasor capaz de formar
metastasis (Dominguez, 2008. Mas, 2004). Estas mutaciones hacen proliferar un conjunto de
células troncales alteradas genéticamente, lo cual resulta en el aumento del nimero de células
iniciadas, que podrian acumular otras alteraciones y, asi, formar un tumor que terminara
matando al paciente (Mas, 2004), ésta formacion se puede observar en la figura 1 donde se

muestran las fases del desarrollo tumoral.

Las mutaciones en las células del tumor, abarcan una amplia gama de alteraciones
estructurales en el genoma, que pueden coexistir dentro de un mismo tumor. Una alteracion
simultanea en células tumorales induce anormalidades metabdlicas; las vias estimuladas
anormalmente son la glicdlisis, glutaminolisis, sintesis de &cidos nucleicos, sintesis de lipidos
y colesterol, sin embargo el comportamiento metabdlico puede variar de acuerdo al tipo de

tumor (Dominguez, 2008; Sugimura y cols, 1992).
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1.1.2 Oncogenes
Los oncogenes representan versiones alteradas de genes normales denominados
protooncogenes y se considera que sus productos funcionan de manera positiva al inducir la

proliferacion y division celular (Mas, 2004).

En 1975 Michael Bishop, Harold Varmus y colaboradores empezaron a usar sondas
para oncogenes virales en busca de secuencias relacionadas en las células normales. Estos
autores descubrieron que los genomas de todas las células normales poseen secuencias de
DNA estrechamente relacionados con los oncogenes virales. Estos genes celulares se
denominan protooncogenes. Son los responsables de funciones celulares basicas en las células
normales, cuando mutan se transforman en oncogenes que contribuyen al desarrollo del

cancer.

Se han identificado protooncogenes que codifican proteinas muy diversas:

e Factores estimuladores del crecimiento celular.

e Receptores de factores de crecimiento o de hormonas.

e Proteinas citoplaméticas que intervienen en los sistemas de transduccion de sefales.

e Factores de transcripcion que controlan la expresion de genes que codifican a su vez
proteinas implicadas en la sefializacion, el control del ciclo celular o la apoptosis.

e Proteinas responsables de la activacién directa del ciclo celular o de la inhibicion de
apoptosis (Dominguez, 2008; Munnes y cols., 1998).

Asi mismo su localizacién y funcion celular es variada, como se puede observar en la
tabla 1.



Tabla 1. Oncogenes y funcién de protooncogenes. (Tomada de Griffiths, 2005 y Pearce, 2005)

Algunos oncogenes y funcion de los protooncogenes correspondientes.
Oncogén Localizacion celular del | Funcion del protooncogen
producto

Sis Citoplasmatico Factor de crecimiento

ErbB Membrana celular Parte del receptor del factor
de crecimiento

ErbA Citoplasma Receptor de la hormona
tiroidea

Src Membrana celular Tirosincinasa de proteinas.

Ras Membrana celular Ligador de GTP y GTPasa

Myc Ndcleo Factor de transcripcion

Fos Nucleo Factor de transcripcion

Jun Nucleo Factor de transcripcion

bcl-1 Ndcleo Control del ciclo celular

Abl Citoplasma Tirosincinasa

Gsp Citoplasma Subunidad o de la proteina
G.

Fms Membrana citoplasmatica Receptor de tirosincinasa

1.1.3 Genes de supresion tumoral.

En el caso de los tumores sélidos humanos, uno de los mecanismos mas comunes para
su formacién involucra la pérdida completa de la(s) funcidn(es) normal(es) de una serie de
genes cuyos productos regulan el crecimiento de las células. Los productos de estos genes
funcionan como inhibidores del crecimiento o de la division celular y debido a esto han sido

genes supresores de tumores (Mas, 2004).

Los genes supresores de tumores son mas dificiles de identificar que los oncogenes
porque ellos inhiben el cancer y son recesivos; ambos alelos deben mutar para que

desaparezca la inhibicion de la division celular. Debido a que la insuficiencia de su funcion es



lo que promueve la proliferacion celular. Los genes supresores de tumores no pueden
identificarse agregandolos a células y buscando la inhibicion del cancer (Pierce, 2005). En
general se requieren defectos en ambas copias de un gen supresor de tumores para producir
cancer; un organismo puede heredar una copia defectuosa de un gen supresor de tumores (es
heterocigotico para la mutacion que causa cancer) y no tener cancer porque el alelo normal
restante sigue produciendo la proteina supresora del tumor. Sin embargo, estos heterocigotos a
menudo estadn predispuestos al céncer porque la inactivacion o la pérdida de un alelo
remanente es todo lo que se requiere para eliminar por completo el producto supresor de
tumores y se denomina pérdida de heterocigocidad. Un mecanismo frecuente de pérdida de
heterocigocidad es una delecion en el cromosoma que portaba una copia normal del gen

supresor de tumor.

En algunos casos la mutacién o la pérdida de un solo alelo de un gen supresor de tumor
recesivo es suficiente para producir cancer. Este efecto se denomina haploinsuficiencia. Se
considera que este fendmeno ocurre debido a los efectos de la dosificacion: el heterocigoto
solo produce el 50% del producto codificado por el fenotipo supresor de tumores (Pierce,
2005).

Al igual que los oncogenes, los genes supresores de tumor codifican proteinas que
actlian sobre distintos puntos de las rutas de sefializacion de control y de la apoptosis:
e Factores inhibidores del crecimiento celular, receptores de factores inhibidores o de
hormonas que frenan el crecimiento celular.
e Proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccién de sefiales.
e Proteinas que frenan el ciclo celular o producen apoptosis.
Y de la misma manera que los oncogenes, los genes supresores de tumor tienen

diferentes localizaciones celulares como se puede observar en la tabla 2.



Tabla 2. Genes supresores de tumores y sus funciones (Tomada de Griffiths y cols., 2005 y Pierce 2005)

Algunos genes supresores de tumores y sus funciones

Gen Localizacion celular  del | Funcion
producto
NF1 Citoplasma Activador de GTPasa
p53 Nucleo Factor de transcripcion,

regula la apoptosis.

RB Nucleo Factor de transcripcion

WT-1 Nucleo Factor de transcripcion

1.1.4 Epidemiologia del cancer
El cancer es el mayor problema de salud publica en Estados Unidos de América y en
muchas otras partes del mundo. Aproximadamente 1 de cada 4 muertes en los Estados Unidos

de América ocurren a causa del cancer (Ahmedin, 2008).

Maés de un millon de personas desarrollan cancer cada afio. En Norte América,
aproximadamente uno de cada dos hombres y una de cada tres mujeres, desarrollan algin tipo

de cancer en un momento de su vida (Beltran y cols., 2006).

Durante el afio 2006 se calculé un diagnéstico de 39 940 nuevos casos de cancer en
hombres hispanos en Estados Unidos y 42 140 en mujeres. Siendo el cancer de prostata el mas
diagnosticado en hombres y el de seno en mujeres. Los canceres de colon y recto, y de pulmén
seran el segundo y tercer cancer mas frecuente diagnosticado en ambos sexos. Los cuatro tipos
de cancer mas comunes (seno, prostata, colon y recto, pulmon) representan cerca del 50% del
total de casos tanto en hombres como en mujeres como se puede observar en la tabla 3 (A. C.
S., 2006).



Tabla 3. Probabilidades de desarrollar cancer invasivo entre hispanos. (Tomada de Sociedad Americana del
Cancer. Datos y estadisticas sobre el cancer en los hispanos/latinos 2006-2008.)

Cancer Nacimiento |40a59 |60a69 |70 en | Nacimiento
a 39 afios | afios afos adelante | a muerte
(%) (%) (%) (%) (%)
Todos Hombres | 1.11 591 12.69 | 36.84 40.95
Mujeres | 1.63 7.07 7.87 24.03 33.30
Seno Mujeres | 0.37 291 2.38 4,78 9.23
Colon Hombres | 0.06 0.72 1.38 4.17 5.03
Mujeres | 0.06 0.55 0.89 3.63 4.48
Higado y conducto | Hombres | 0.01 0.37 0.45 0.94 1.46
biliar intrahepatico Mujeres | 0.01 0.08 0.17 0.61 0.76
Pulmon y bronquios | Hombres | 0.02 0.45 1.30 4.85 521
Mujeres | 0.02 0.34 0.77 2.71 3.36
Melanoma Hombres | 0.02 0.08 10 0.36 0.45
Mujeres | 0.06 0.12 0.09 0.27 0.49
Prostata Hombres | <0.01 1.70 5.73 14.01 16.29
Estdbmago Hombres | 0.03 0.24 0.41 1.57 1.80
Mujeres | 0.03 0.18 0.23 1.12 1.36
Cuello uterino Mujeres | 0.19 0.50 0.27 0.35 1.22

Con la informacion disponible de 2004 a 2007 se observa que en México, al igual que

en el plano internacional, existe un incremento en los casos de cancer. Se puede observar en la

tabla 4 que durante 2004 se registraron un total de 135 708 egresos hospitalarios, de los cuales

43.7% ocurrieron en varones y 56.3% en mujeres; durante 2005, hay un incremento de 1 429

casos (137 137 en total); para 2006, se presenta un aumento de 8 008 egresos hospitalarios

mas por tumores malignos al reportarse 145 145 casos y en 2007 se registra otro crecimiento

en los egresos hospitalarios de 4 375 casos (INEGI, 2010).




Se entiende por etapa o estadio de la enfermedad, el alcance o propagacion del cancer
en el momento del diagnostico. El estadio local describe un cancer maligno que esta limitado
al organo de origen. El cancer que se diagnostica en estadio regional indica que se ha
extendido desde su punto original a los drganos o tejidos circundantes, o a los ndédulos
linfaticos proximos. El cancer de estadio distante se extiende a 6rganos lejanos. En general,
cuanto mas se ha extendido el cancer, menor es la probabilidad de eficacia del tratamiento. En
la figura 2 se observa que aunque los hispanos tienen tasas de incidencia y mortalidad mas
bajas que los blancos no hispanos con respecto a la mayoria de los canceres mas comunes, las
probabilidades de que su cancer se diagnostique en una etapa mas avanzada son mas altas, esto
probablemente debido a razones socioeconémicas (A. C. S., 2006). En la tabla 5 se puede ver
que en 2006 murieron 12, 320 hombres y 11, 000 mujeres hispanas. Entre los hombres, el
cancer de pulmon es responsable de aproximadamente 21% del total de las muertes, seguido
del cancer de colon y recto (11%) y el de prostata (9%). Entre las mujeres el cancer de seno es
el que tiene la mayor incidencia de mortalidad (16% del total), seguido del cancer de pulmon
(14%) y el de colon y recto (9%) (A. C. S., 2006).



Tabla 4. Incidencia del cdncer* comparando hispanos y blancos no hispanos, 2000-2003. (Tomada de
Sociedad Americana del Cancer. Datos y estadisticas sobre el cancer en los hispanos/latinos 2006-2008.)

Hombres Mujeres
_ Blancosno | Razonde | Blancosno | Razo6n de
Hispanos ] . Hispanos )
hispanos tasas' hispanos tasas’
Todos los
) 419.1 574.0 0.7 310.9 438.8 0.7
tipos
Prostata 141.1 167.9 0.8 - - -
Seno
_ - - - 89.1 140.6 0.6
(mujeres)
Colony
47.3 62.7 0.8 32.7 45.7 0.7
recto
Pulmény
) 44.7 81.9 0.5 24.0 56.8 0.4
bronquios
Estomago 15.9 9.5 1.7 9.6 4.1 2.3
Cuello
_ - - - 14.2 7.3 1.9
uterino
Higado y
conducto
N 14.1 6.9 2.0 5.6 2.5 2.2
biliar
intrahepatico
Leucemia
linfoblastica 2.3 1.7 1.4 2.0 1.3 1.5
aguda
Vesicula
o 1.5 0.7 2.0 3.4 1.1 3.0
biliar

*L_as tasas son por 100, 000 habitantes y se ajustan segtn la edad a la poblacion estandar de USA en el afio 2000. ' Las tasas

se calculan como la tasa de incidencia de los hispanos dividida entre la tasa de incidencia de los blancos no hispanos.
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Tabla 5. Mortalidad del cdncer* comparando hispanos y blancos no hispanos, 2000-2003. (Tomada de
Sociedad Americana del Cancer. Datos y estadisticas sobre el cancer en los hispanos/latinos 2006-2008.)

Hombres Mujeres
_ Blancosno | Razonde | Blancosno | Razo6n de
Hispanos ] . Hispanos )
hispanos tasas' hispanos tasas’
Todos los
) 165.1 241.7 0.7 108.1 166.3 0.7
tipos
Prostata 21.8 26.2 0.8 - - -
Seno
_ - - - 16.2 25.8 0.6
(mujeres)
Colony
17.3 23.8 0.7 11.3 16.5 0.7
recto
Pulmény
) 36.6 76.2 0.5 14.7 44.3 0.3
bronquios
Estomago 9.1 5.0 1.8 51 2.4 2.1
Cuello
_ - - - 3.4 2.3 1.5
uterino
Higado y
conducto
N 10.7 6.1 1.8 5.0 2.6 1.9
biliar
intrahepatico
Leucemia
linfoblastica 0.8 0.6 1.3 0.6 0.4 1.6
aguda
Vesicula
- 0.8 0.5 1.8 1.4 0.7 1.9
biliar

*Las tasas son por 100, 000 habitantes y se ajustan segln la edad a la poblacion estandar de USA en el afio 2000.

" Las tasas se calculan como la tasa de incidencia de los hispanos dividida entre la tasa de incidencia de los

blancos no hispanos.
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Figura 2. Distribucion por estadios de canceres especificos en hispanos y en blancos 2000-2003. (Tomada de Sociedad Americana del

Céncer. Datos y estadisticas sobre el cancer en los hispanos/latinos 2006-2008.)



1.2 Terapia farmacoldgica contra el cancer

Los farmacos antitumorales son moléculas capaces de interferir en el proceso de
desarrollo de ciertos tumores malignos y por tanto presentan la posibilidad de ser
administrados para combatir dicho mal. Sin embargo estos farmacos poseen un estrecho
margen terapéutico, elevada toxicidad y pueden inducir la aparicion de resistencia en las
células tumorales (Kalant, 2003).

1.2.1 Clasificacion de antitumorales seguin su mecanismo de accion.

Segln su mecanismo de accion estos farmacos pueden dividirse en:

e Agentes alquilantes.

Los agentes alquilantes son farmacos quimicamente diversos que actian mediante
enlace covalente de grupos alquilo con macromoléculas intracelulares. Estos agentes se
clasifican como monofuncionales (un grupo reactivo) o bifuncionales (dos grupos
reactivos). Los agentes alquilantes bifuncionales pueden formar enlaces cruzados entre
moléculas bioldgicas y son el tipo mas util en la clinica. Los agentes alquilantes fueron los
primeros empleados para tratar tumores malignos y ahora se usan en muchos regimenes
quimioterapicos combinados. Algunos ejemplos son melfalan, nitrosoureas y clorambucil
(Kalant, 2003).

e Antimetabolitos
Los antimetabolitos son farmacos sintéticos que actlan como inhibidores de vias
bioquimicas fundamentales en la formacion de DNA, RNA o la division mitotica (Florez,
1992; Kalant, 2003). Estos agentes tienden a ser dependientes del ciclo puesto que afectan
celulas en division rapida. La toxicidad mas comun se observa en la mucosa gastrointestinal
(estomatitis y diarrea) y medula 6sea (neutropenia y trombocitopenia). Algunos ejemplos

son el metotrexato, 5-fluoracilo y 6-tioguanina(Kalant, 2003).

e Antibioticos antitumorales
Los antibi6ticos antitumorales, al igual que sus homdlogos antimicrobianos, son

productos de fermentacion derivados de cultivos de hongos o plantas, por ejemplo la
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vinblastina y vinorelbina (Kalant, 2003). Sus mecanismos de accion difieren desde
produccion de rupturas en el DNA hasta union selectiva al DNA, y existe toxicidad

especifica caracteristica de cada farmaco (Florez, 1992).

e Agentes diversos

L-asparaginasa

El uso de la enzima L-asparaginasa (Elspar, Kidrolasa, Oncaspar) es resultado de
uno de los intentos satisfactorios para identificar algin factor o rasgo unico de las células
cancerosas que pueda aprovecharse con propdsitos diagndsticos o terapéuticos. Ciertas
células leucémicas son deficientes en la enzima sintetasa L-asparaginasa y por tanto,
dependen del suministro extracelular del aminoécido L-asparagina. Si este suministro se
interrumpe por administracion de L~asparaginasa, aquellas células leucémicas que carecen
de la sintetasa L-asparagina sufren inhibicion notable de la sintesis de proteina y no
sobreviven. (Kalant, 2003).
Hidroxiurea

La hidroxiurea es un derivado de urea que se emplea sobre todo para reducir con
rapidez el recuento alto de leucocitos en pacientes con leucemia granulocitica crénica
(LGC). Su mecanismo de accién es inhibir la enzima ribonucleétido reductasa, por tanto,
agota las reservas intracelulares de nucledtido y causa acumulacién de células en la fases

G1 tardia y S temprana del ciclo celular (Kalant, 2003).

e Hormonas
En el tratamiento de canceres dependientes de hormonas se emplean algunos
analogos sintéticos de hormonas y sus antagonistas, principalmente en canceres de mamay
de préstata (Kalant, 2003), ya que su funcion dependera de si existen o no los receptores

apropiados en las células blanco (Florez, 1992).

e Principios activos de plantas
Este grupo de compuestos esta representado por alcaloides de la vinca,
epipodofilotoxinas, taxanos y camptotecina y sus analogos, todos ellos extraidos de plantas.

Algunos de los mecanismos de proteccion de estas sustancias son el secuestro de radicales

14



libres, la reduccion en la generacion de especies reactivas del oxigeno o nitrégeno

(ROS/RNS), el incremento del nivel de glutation, la peroxidacion lipidica y la oxidacion de

proteinas, el aumento de la reparacion del DNA, el incremento de la proliferacion celular,

la detencion del ciclo celular y la estabilizacion del potencial de membrana del citoplasma y

la mitocondria (Alegria, 2006)

1.2.2 Clasificacion segun su actividad en el ciclo celular.

También se pueden clasificar los quimioterapéuticos segin su actividad sobre la

cinética celular:

Agentes fase especificos (Ciclo dependientes y fase dependientes) son farmacos
que actuan sobre una fase concreta del ciclo celular. Su efectividad puede
favorecerse por una exposicion prolongada, ya que permite extender su accion sobre
un mayor namero de células, pero a partir de una dosis determinada el incremento
de dicha dosis no incrementa la respuesta. Son ejemplos de agentes fase especificos
los alcaloides de vincristina y vinblastina que acttan en la fase M y la L-asperginasa

que actua en la fase G1.

Agentes ciclo especificos, pero fase inespecificos (ciclodependientes y fase
independientes) destruyen las células que estan dentro del ciclo celular,
independientemente de la fase en que se encuentren. No actGan sobre la fase de
reposo, mas bien en las fases S, G2 y M. Son ejemplos de estos agentes los

compuestos alquilantes, el cisplatino y los antibi6ticos antitumorales.
Agentes cicloinespecificos y fase inespecificos: son efectivos tanto para células en
fase de division como en fase de reposo. Son ejemplos de este tipo de sustancias los

esteroides y la bleomicina (Kuklinski, 2000).

Sin embargo, de manera reciente se han buscado farmacos o productos, que

prevengan la aparicion del cancer. La quimioprevencion se basa en la hipdtesis de la

interrupcién de los eventos bioldgicos involucrados en la carcinogénesis, ésta inhibira el
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proceso Yy evitara la presencia de cancer (Beltran y cols., 2006) reduciendo los gastos en

tratamiento a mediano y largo plazo, proporcionando un ahorro monetario tanto a las

personas susceptibles como a las instituciones de asistencia publica.

La quimioprevencion se acuii0 para describir una nueva disciplina en

oncologia, que consiste en el uso de compuestos sintéticos o naturales como el CAPE,

para inhibir, retardar o revertir la carcinogénesis (Beltran y cols., 2006).

1.3 CAPE
1.3.1 Propdleo

El propdleo es una resina cérea, de composicion compleja y consistencia viscosa

que las abejas elaboran a partir de sustancias resinosas de diferentes vegetales y que utilizan

en la construccion, reparacion y proteccion de la colmena. Ampliamente utilizado desde la

antigtiedad con diversas finalidades (Farré y cols., 2004). El propdleo ha sido utilizado en

Ceras

fesinas

ac. wlatiles

+  Flavonoidss (galangina, querciting, fc.)

»  Acidos arométicos y sus steres (Acido cafeico, cinimico..)
o Aldehidos aromaticos (vamnillina, isovainillina)

¢ Comarinas

¢ Vitaminas y minerales.

medicina tradicional desde 300 a. C. y
ha sido reportado con un gran espectro
de propiedades como antiinflamatorias,
atimicrobianas, antineoplasicas,
antifingicas y antioxidantes (Nagaoka
y cols., 2003) las cuales pueden
contribuir a efectos protectores en
varios procesos patofisioldgicos (Wang
y cols., 2010). Actualmente se investigan
las acciones, efectos y posibles usos del
propdleo en biologia y medicina,
destacando su utilizacion  como
suplemento dietético y en la industria

farmacéutica (Farré y cols., 2004).

Figura 3. Composicion principal del propdleo. (Tomada de Saiz y cols., 2001.)
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Los principales componentes del propdleo son resinas y balsamos que contienen
flavonoides y acidos fenolicos o sus ésteres (50%); poseen ceras de naturaleza variable
(7.5-35%) que afectaran a los correspondientes componentes restantes; aceites volatiles
(10%); polen (5%) e impurezas (4.4-19.5%). El propdleo contiene ademas pequefias
cantidades de terpenos, taninos, restos de las secreciones salivales de las abejas y otros
posibles contaminantes (Dominguez, 2008).

1.3.2 Acido caféico y sus derivados

El éster fenetilico del acido caféico (CAPE) ha sido identificado como uno de los
componente principales del propéleo de abeja (Etzenhouser y cols., 2001). EI CAPE es un
derivado del acido cindmico (figuras 4 y 5), que confiere directamente varias de estas
propiedades al propdleo, el cual es citotoxico al tumor y a la transformacion virica pero no
a las células normales. A este compuesto se le han realizado diversos estudios desde
principios de la década de los 90°s con los cuales se comenz6 a establecer su potencial
como agente quimiopreventivo por distintos mecanismos (Saiz y cols. 2001). CAPE es un
antioxidante que ha tenido actividad contra el cancer oral y de colobn, debido al efecto
inhibitorio de la ciclooxigenasa Il (COX-2) (Ya-Ting y cols., 2005).

0
HD“&/%fQ@J\DH
HO~ ~F

Figura 4. Estructura del acido caféico.
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Figura 5. Estructura del CAPE.

1.3.3 Mecanismos de accion del CAPE
En afios recientes la atencion se ha centrado en el empleo de compuestos

polifendlicos como inhibidores del proceso oxidativo y estudiar su mecanismo de accion
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(Etzenhouser, 2001). El dafio oxidativo sobre las macromoléculas acarrea diversas
alteraciones, por ejemplo tanto en los &cidos nucleicos en el DNA nuclear, que puede
causar alteraciones genéticas, mutaciones, enfermedades autoinmunes y cancer, como en el
DNA mitocondrial, involucrado en los procesos de envejecimiento, pueden ser afectados

por modificaciones oxidativas (Saiz y cols., 2001).

Saravana y colaboradores realizaron un estudio de mutagenicidad con la prueba de
Ames acerca de la sintesis de 3 esteres cafeicos, llamados metil cafeato (MC), feniletil
cafeato (PEC) y feniletil dimetilcafeato (PEDMC), los examinaron contra el 2,3-dimetil-4-
aminobifenil (DMAB, un carcindgeno de mama y colon) induciendo mutagenicidad en
cepas de Salmonella typhimurium TA 98 y TA 100. Ambas cepas de S. typhimurium
tuvieron una sobrevivencia mayor de 98%, con una concentracion de 2,500 uM de CA, 150
UM de MC, 70 uM de PEC y 80 uM de PEDMC/placa. Mas de 150 uM de MC, 40-80 uM
de PEDCM, 40-60 uM de PEC inhiben significativamente la mutagenicidad inducida por

DMAB (carcinégeno de colon y mama) en ambas cepas (Saravana y col., 2009).

Se ha encontrado que el CAPE inhibe el nimero de papilomas en piel de 24, 30, 45
y hasta 70% y el tamafio de los tumores por raton decrecié en 42, 66, 53 y 74%,
respectivamente. Esto debido a que CAPE inhibe la activacion del NF-xB dependiente de
TNF, de manera dosis dependiente con un maximo efecto alrededor de 25 pg/mL. La
activacion del NF-pB inducida por el éster de forbol, forbol-12-mistirato-13-acetato (PMA)
y por perdxido de hidrégeno también fue inhibido por CAPE. Esto previene la traslocacién
de la subunidad p-65 del NF-xB hacia el nucleo sin afectar la degradacion de IkBa
dependiente de TNF (Wang y cols., 2009).

Finalmente en el estudio de Saravana y colaboradores, se concluyé que CA vy su
derivado CAPE: (1) inhibe la actividad enziméatica de MMP-9 que juega un papel muy
importante en la invasion de cancer y metastasis, (2) bloqueando el potencial invasivo a
través de la supresion de la transcripcion de MMP-9 por inhibicién de la funcion NF-xB en
PMA- simulado en células HepG2 y (3) supresion del crecimiento de células HepG2 y

xenoinjertos en ratones sin pelo. Por tanto, estos dos compuestos fueron reportados como
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fuertes candidatas para el tratamiento de cancer y metéstasis via mecanismo dual
(inhibicidn de actividad enzimatica especifica de metéstasis y transcripcion) (Saravana y

col, 2009). En la tabla 6 se muestran los resultados de estudios en diversas lineas celulares

in vitro.
Tabla 6. Resumen de estudios in vitro del CA y CAPE. (Saravana y col., 2009)
Componente | Linea celular probada Resultados /Observaciones
Sustancia % Inhibicién Concentracion
CAPE HelLa DNA 95 20uM
RNA 75 20pM
Proteina 47 20uM

(a) Méxima inhibicion del NFkB a 25pg/mL después del
tratamiento con TNF.

CAPE U-937 (b) Sin efecto inhibitorio sobre AP-1, TFIID, y Oct-1

(c) Anélogos estructurales 5, 6-dihidroxi inhibieron
fuertemente el NF-xB

CAPE C6 g|i0ma (a) Fragmentacion de DNA a 50 xM después de 24 horas
(b) p-p53 1, actividad de Caspasa 31, Bak and Bax 1, Bcl2 |

(a) CA 'y CAPE inhibieron MMP-2 y 9 con ICsode 10-20 uM y
2-5 M

CA, CAPE HepG2 (b) CA ala concentracion de 200 pg/mL redujo la viabilidad
celular a 61% comparado con los controles, y el tratamiento con
CAPE (20 pg/mL) en células HepG2 redujo la viabilidad a 72%
de los controles

(@) Los niveles de m-RNA de MMP-2 y MMP-9 fueron inhibidos

CAPE HT 1080 ! _
(b) Los niveles de m-RNA de TIMP-1 y MT-1 MMP fueron

inhibidos

El CAPE también es un potente inhibidor de las enzimas ornitina descarboxilasa,
ciclooxigenasa, lipooxigenasa e integrinas de HIV-1. Es sabido que las células poseen
sistemas enziméticos antioxidantes capaces de metabolizar los radicales libres (RL)
generados en los diversos procesos redox del metabolismo celular. La catalasa y la
glutation peroxidasa (GHX) que descomponen H,0; y la superéxido dismutasa (SOD) que
descompone O, son las mas importantes. Las deficiencias de selenio, cobre, cinc o
manganeso pueden condicionar una inadecuada actividad de las enzimas antioxidantes lo
que puede llevar a un estrés oxidativo en la célula y con ello a diversos cambios en las
biomoléculas (Saiz y col, 2001). De igual manera al CAPE se le atribuye la capacidad de
inhibir la formacion de H,O, intracelular y bases oxidadas en el DNA en células humanas

con lo cual se ejerce un efecto cito y genoprotector (Etzenhouser y cols., 2001).
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El control de la proliferacion celular mediante apoptosis en diversos tipos celulares
de mamifero es dirigido por un receptor mediante eventos que pueden conducir a la
generacion de O, y H,0,. Entonces la proliferacion y apoptosis celular son respuestas
alternativas que dependen de un balance celular redox especifico en un determinado tiempo
(Chia y cols., 1995). La toxicidad de CAPE en células tumorales esté influida por el estado
redox de las células. La sensibilidad de las células a CAPE puede ser determinada por la
pérdida de la regulacién del estado redox normal en las células transformadas (Saiz y cols.,
2001).

Trabajos previos de Wang, 2008 y Barafiano, 2002 demuestran que el efecto
citoprotector del CAPE contra el estrés oxidativo fue hecho por la regulacion positiva del
mMRNA de la hemoxigenasa-1 (HO-1) y esta correlacionado con la produccién de la enzima
(Wang, 2008) que es altamente inducible por diversos estimulos que causan el estrés celular

(Barafiano y cols., 2002).

Asi mismo se ha demostrado que CAPE posee un efecto citoprotector a dosis de 5-
10 pg/mL (Wang y cols., 2006), contra la menadiona inducida por estrés oxidativo en
HUVEC: a través del mecanismo de la induccién de la enzima HO-1 (Wang y cols., 2008).
HO-1 ha sido identificada como el componente mayoritario del sistema de defensa celular
contra el estrés oxidativo mediante la generacion de biliverdina, bilirrubina y mondxido de
carbono que poseen potentes actividades antioxidantes y antiinflamatorias. Se ha
encontrado también que a través del reciclamiento del hierro molecular en productos finales
de degradacion de ferroglobinas (Ryter y cols., 2006) el CAPE reduce los niveles de

especies reactivas de oxigeno intracelulares (Wang y cols., 2010).

Un mecanismo cuantificable para la induccion de la HO-1 es a través de la
activacion de la via Keapl/Nrf2/ARE por CAPE y F-CAPEs como aceptor en la reaccion
de Michael. En condiciones basales Keap-1 es, una proteina citoplamatica, asociada con la
actina del citoesqueleto; secuestra Nrf2 en citoplasma en forma del complejo Keap1-Nrf2,

asi reprime su funcion. Los inductores con carbonilos a-f3 insaturados, tales como CAPE y
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F-CAPE pueden reaccionar directamente con los grupos sulfihidrilos de dos residuos de
cisteinas (C273 y C288) de Keapl resultando en la formacion de enlaces disulfuro. Este
cambio conformacional disocia el enlace de Keapl con Nrg2 liberando a Nrf2 el cual puede
ser transladado hacia dentro del nucleo donde se une al elemento de respuesta antioxidante
(ARE) para acelerar la activacion trascripcional de los genes antioxidantes de fase 2 los
cuales incluyen la enzima HO-1 (Wakabayashi y cols., 2004; Wangy cols, 2010).

Por otra parte se reporta que en diversos tumores se han encontrado altas
concentraciones de prostaglandinas que estimulan la proliferacién celular y a su vez inhiben
la respuesta inmune. La inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, incluyendo la
inhibicidn selectiva de la COX-2 (inhibe apoptosis), ejerce un efecto protector contra la
carcinogenesis. EI CAPE, con sus propiedades anticancerigenas y antiinflamatorias inhibe
el desarrollo de criptas aberrantes en colon de ratas y también blogquea la tumorogénesis en
cancer de piel. Dichas propiedades del CAPE han sido atribuidas a que logra la supresion

de la sintesis de eicosanoides (Michaluart y cols., 1999).

Michaluart y colaboradores (1999), reportan que el CAPE a concentracion de
1ug/mL inhibe la accion mutagénica del TPA mediante la inhibicion directa de COX-1y
COX-2 e inhibe la liberacion de &cido araquidédnico de la membrana fosfolipidica, in vivo
se ha demostrado, debido a dicha accion que CAPE es capaz de estimular apoptosis y el
sistema inmune. Sin embargo el acido araquidénico puede ser convertido en otros

eicosanosides por la lipooxigenasa, que modulan la inflamacién y la tumorogénesis.

Con el descubrimiento del mecanismo por el cual CAPE suprime la induccion de
COX-2, se puede decir que CAPE puede inhibir la actividad de proteincinasa C y la

activacion nuclear de la transcripcion del factor NF-xB (Michaluart y cols., 1999).

Otro mecanismo a través del cual actla el CAPE es el 6xido nitrico (NO). EI NO se
secreta normalmente como mecanismo de defensa ante dafios al DNA y como molécula
regulatoria con actividades homeostaticas, sin embargo su excesiva produccion ocasiona

dafios a los tejidos. El extracto etandlico del propdleo posee una potente actividad
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inhibitoria en la activacion de macrofagos de raton via LPS. La elongacién de cadena de
sitios alquilados de los ésteres del acido caféico incrementan la inhibicién del NO. Sin
embargo, la cadena mas larga de carbono muestra efectos toxicos. Pero la inhibicion de la
actividad del NO puede estar correlacionada con las propiedades antiinflamatorias del
propoleo (Nagaoka y cols, 2003). La accién antioxidante de los flavonoides se produce en
el rango de concentracion de 0.1-100 nM (Matsuno, 1994).

1.3.4 Modificaciones al CAPE

A pesar de la gran variedad de actividades bioldgicas relacionadas con el CAPE,
solo un limitado nimero de analogos estructurales han sido examinados, especialmente
aquellos que implican modificaciones al anillo de catecol. EI reemplazo del atomo de
hidrogeno o de un grupo hidroxilo por un atomo de fltor en el arilo es importante debido a
que la posicion del sustituyente en este anillo puede retardar la degradacién metabdlica,
incrementar la lipofilicidad y ejercer un impacto profundo en la unién al receptor o la
selectividad (Wang y cols., 2006 y 2010). La introduccion de un haldgeno en el anillo de
catecol ejerce un efecto inductivo negativo, incrementa la densidad electronica en el
sistema conjugado, fortalece el enlace éster y disminuye las interacciones con la catecol
metiltransferasa. Asi mismo el nimero de grupos hidroxilo puede tener un papel importante
en la actividad antioxidante (Wang y cols., 2006), por lo que es necesario experimentar con
diferentes modificaciones estructurales como las del N[2-clorobencil]cinamida (NAO1) que

se puede observar en la figura 6.

@ylm

Figura 6. Estructura del derivado NAO1

En estudios en modelos in vivo se ha demostrado que el CAPE posee capacidades
antigenotdxicas y antineoplasicas mediante un mecanismos de deteccion de radicales libres

y antioxidantes. El grupo de Carrasco y colaboradores (2006), ha demostrado el efecto
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protector del CAPE cuando se administra una sola dosis antes del inicio de
hepatocarcinogénesis en un modelo de rata, en el cual se observan resultados de proteccion
contra la induccién de lesiones preneoplésicas. Debido a los resultados obtenidos con el

CAPE, este mismo grupo ha comenzado a trabajar con diversos derivados.

Este mismo grupo ha demostrado que el CAPE ejerce un efecto quimioprotector al
disminuir la expresion de mRNA"s y disminucion de la expresion de la proteina Glutation-
S-Transferasa. Y basados en estudios tanto in vitro e in vivo han concluido que el CAPE

tiene propiedades antioxidativas, antigenotoxicas y eliminador de radicales libres.
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1.4 PRUEBAS PARA LA EVALUACION GENOTOXICA

Las pruebas de evaluacion genotoxica son diversas y cada una de ellas se enfoca en
distintos tipos de dafios al DNA, que pueden o no estar relacionados con la citotoxicidad,
entre estas pruebas se encuentra la identificacion de microndcleos (fragmentos de
cromatina separados del nucleo principal), intercambio de cromatidas hermanas
(intercambio reciproco y simétrico de DNA entre crométidas hermanas), electroforesis
unicelular en gel (deteccion de rupturas de doble cadena, cadena sencilla y sitios alcali-
labiles) (Salamanca, 1990).

1.4.1 Ensayo cometa o electroforesis unicelular en gel (SCGE).

Ostling y Johanson, en 1984 desarrollaron un método para la evaluacion de
mutagenos potenciales de la industria quimica y farmacéutica, basado en la electroforesis
de células embebidas y lisadas en agarosa sobre un portaobjetos. La lisis y la electroforesis
fueron ajustados a un pH de 9.5, con esto no se rompid el DNA, después de la electroforesis
de células irradiadas con rayos vy, el DNA es evidenciado con un fluorocromo, que se
revela como un cometa con una cabeza y una cola (Hartmann y cols., 1997; Rojas, 2008).
En 1976 Cook y colaboradores adicionaron detergentes no idnicos a la solucion de lisis,
bajo estas condiciones se detectaron rupturas de cadena doble (DSB) en el DNA (Klaude y
cols., 1996).

Singh y colaboradores en 1988, usaron una electroforesis alcalina para analizar el
dafio al DNA de tratamientos con rayos X y peroxido, esto incrementd la duracién y por
tanto permitié la deteccion de rupturas de cadena sencilla (SSB) y sitios alcali-labiles
(ALS), sin embargo la migracion se ve reducida por agentes que provocan aductos en el
DNA (Rojas, 2008). Ademas se han encontrado aplicaciones dentro de distintas areas como
son toxicologia genética, deteccion de dafio y reparacion de DNA, ecotoxicologia,
nutricion, epidemiologia humana, monitoreo de tratamientos, quimio y radioterapia, etc
(Hartmann y cols., 2003. Klaude y cols., 1996).
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1.4.1.1 Principio de la electroforesis unicelular en gel

Las células embebidas en gel de agarosa, son lisadas para remover proteinas y restos
celulares, después se colocan en solucion alcalina que permite que la doble hélice se
desenrolle contribuyendo a la expresion de ALS y rupturas en la cadena del DNA. Durante
la electroforesis la cromatina y restos de DNA migran hacia el &nodo, por presentar cargas
negativas, de una manera mas rapida que el nacleo. De esta forma se observan dos

mecanismos de formacién del cometa:

1. La migracion del DNA que esta en funcion del namero y tamafio de los fragmentos
libres de DNA.
2._El incremento en el largo de la cauda que depende de las condiciones de electroforesis y

no del tamafio de los fragmentos (Hartmann y cols., 2003. Rojas, 2008).

1.4.1.2 Cultivo celular

Esta técnica tiene las ventajas de ser cuantitativa y muy sensible en la deteccion del
dafo al DNA, ademas permite seguir el dafio y reparacion del DNA y es indistinto a células
eucariontes o procariontes in vivo o in vitro (Klaude y cols., 1996). Se puede realizar en
cualquier momento del ciclo celular con una cantidad de muestra desde 5 pL, solo se
realizan determinacion en 50 a 100 células por individuo de cualquier tejido, es una técnica
que se puede obtener en horas ademas de que no es invasiva si se utiliza en humanos y que

proporciona informacion de cada célula (Klaude y cols., 1996).

1.4.1.3 Evaluacion de citotoxicidad y viabilidad celular

Para la realizacion de este ensayo es necesario llevar a cabo primero la evaluacion
de la citotoxicidad mediante una cuenta de viabilidad celular. Esto se debe a que la muerte
celular esta asociada con los niveles elevados de dafio y rupturas en el DNA (Hartmann y
cols., 2003). La imagen microscopica resultante, en el ensayo cometa, de células necroticas
0 apoptéticas son cometas con una pequefia o inexistente cabeza y caudas largas y difusas.
Para tratamientos in vitro la viabilidad puede estar en un intervalo de 58 a 86%, excluidas
con Azul de Tripan. Si se incluyen las células necréticas o apoptdticas en el estudio es

posible obtener resultados falsos positivos (Hartmann, 1997).
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1.4.1.4 Sustancias a evaluar por electroforesis unicelular en gel y controles
Las sustancias a evaluar en caso de ser solidas tienen que estar disueltas o
suspendidas en solventes o vehiculos que no produzcan efectos tdxicos a las dosis

utilizadas y ademas no deben de reaccionar con la sustancia a evaluar (Hartmann, 2003).

Los controles positivos y negativos deben incluirse para cada sexo en cada parte
experimental en caso de ser necesario. El control positivo tiene que ser un genotoxico
estable, de actividad genotoxica bien conocida y detectable por ensayo cometa. Algunos
ejemplos de controles positivos son:

Tabla 7. Ejemplos de sustancias utilizadas como controles positivos para el ensayo cometa. (Tomada de Hartmann,
1997.)

e EMS: Etil metano sulfonato. e MMS: Metil metano sulfonato.

e ENU: Etil nitrosourea. e N-nitrosodimetilamina

1.4.1.5 Anélisis de los cometas

Los reactivos fluorescentes mas utilizados para la visualizacion de los cometas son
el bromuro de etidio, yoduro de propidio, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), SYBR Green
I y YOYO-1. Para realizar el analisis de éstos, como minimo se deben de contar 100

cometas por tratamiento, con una cuenta de 50 cometas por portaobjeto.

La evaluacion del dafio, determinado por la cantidad de migracion del DNA debe
ser determinada visualmente y se puede llevar a cabo categorizando las diferentes clases de
migracion mediante varias formas de manera cuantitativa o semicuantitativa:

a) A través de evaluaciones visuales, para estimar en la imagen la longitud de la cauda y
ancho del nucleoide o cabeza con un micrometro para después calcular diversos parametros
ylo

b) La clasificacion en 5 categorias del dafio dependiendo de la migracion de DNA

observada como se ilustra en la figura 7 (Collins, 2004).
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c) De igual forma con ayuda de una analizador de imégenes es posible determinar:
intensidad, area total, largo de la cauda, largo del cometa, tamafio de la cabeza, momentum

de la cauda y momentum de la cauda de Olive. (Hartmann, 2003; Rojas, 2008).

Figura 7. Imagenes de cometas (de linfocitos), tefiidos con DAPI. Representan las clases 0-4 usadas para la
clasificacion visual. (Tomada de Collins, 2004.)

Obteniendo con el Gltimo método datos méas precisos y confiables de una manera
mas rapida, sin embargo es necesaria la utilizacion de un analizador de imagen y equipos
especializados que resultan ser costosos para algunos laboratorios. Por otro lado la
determinacion visual con la categorizacién en 5 clases, arroja informacion confiable y no

requiere de equipo adicional al microscopio de fluorescencia.
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1. JUSTIFICACION

Uno de los principales componentes del propoleo es el CAPE, el cual entre sus
diversas actividades bioldgicas presenta una capacidad anticancerigena como una de las
mas relevantes y debido a esta capacidad se perfila para ser utilizado como un agente
quimioprotector, debido a que hoy en dia la incidencia de casos de cancer en el mundo
aumenta considerablemente y en la actualidad se considera uno de los problemas mas

importantes de salud mundial.

Con la finalidad de tener mayor efectividad que el compuesto original se realizaron
diversas modificaciones estructurales al CAPE, las cuales se espera tengan actividad

biolégica de mayor relevancia.

Por lo anterior, es importante investigar si el derivado NAO1 presenta una actividad
similar al CAPE en el organismo, o si por el contrario, debido a las modificaciones que
presenta, podria actuar de manera diferente o contraproducente ocasionando dafio
citotoxico o genotoxico ya que actualmente no se han realizado estudios al respecto.

Y por esto en el presente trabajo se realizard dicho analisis por medio de la técnica
de electroforesis unicelular en gel in vitro, debido a que presenta una gran sensibilidad ante
los dafios al DNA en una o en ambas cadenas para comprobar si NAOL presenta 0 no

genotoxicidad y citotoxicidad.
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III. OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar la capacidad genotoxica y citotoxica del compuesto polifenodlico clave
NAO1 por medio de electroforesis unicelular en gel para determinar si existe una

correlacion entre la dosis de compuesto y el dafio genotoxico.

PARTICULARES

Exponer cultivos de linfocitos humanos a diferentes concentraciones del compuesto

NAOL1 a distintos tiempos y evaluar el dafio producido al DNA mediante SCGE.

Determinar el dafio al DNA que produce a linfocitos humanos el MMS, mediante

SCGE para comparar el dafio producido por el compuesto NAO1.

Establecer una relacion concentracién respuesta del grado de dafio del NAOL para

establecer su potencial genotdxico.
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IV. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL
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V. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Equipos y materiales
Céamara de electroforesis.
Camara de Neubawer.
Cubreobjetos largos.

Diverso material de cristaleria.

Jeringas de 10 mL desechables.

Micropipetas 0.1-2 pL, 50-200uL y 100-1000pL.

Microscopio de fluorescencia.
Microscopio optico.
Portaobjetos con pantalla.
Tubos falcon de 15 ml.

Vaso Copplin

Material Bioldgico

Sangre heparinizada

Reactivos
Agarosa de bajo punto de fusion.

Agarosa de normal punto de fusién.

Agua desionizada.

Azul de Tripan.

Bromuro de etidio.

Buffer de fosfatos.
Cloruro de sodio.
Dimetilsulfoxido.

EDTA sal disddica.

Ficoll Hystopaque
Heparina

Hidroxido de sodio.
Medio de cultivo RPMI.
Metanol

Metilmetano sulfonato.
MMS

NAO1

Solucién de lisis
Solucion de electroforesis
Solucion de neutralizacion
Triton X-100.

Trizma base.
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METODOS

Desarrollo Experimental.

a)

b)

Obtencidn y separacion de linfocitos.

Se obtuvo sangre venosa periférica, con jeringa previamente heparinizada
aproximadamente de 10 a 12 mL, en zona de esterilidad, la cual se repartié en 4
tubos con igual cantidad de Ficoll para obtener Unicamente los linfocitos,
posteriormente se centrifugd por 30 minutos a 3500 rpm, a temperatura ambiente.

En esterilidad se retird la capa de linfocitos (capa blanca), que se encuentra
entre el Ficoll y el plasma. Estos linfocitos se colocaron en 5 mL de medio de
cultivo RPMI, se mezclaron adecuadamente con ligera agitacion y se centrifugaron
10 minutos a 3000 rpm, después se retiro el sobrenadante. Este lavado con medio de
cultivo se realizd 2 6 3 veces para eliminar el Ficoll.

Tratamiento con NAO1L.

En la Gltima centrifugacion del lavado con RPMI, se elimind el sobrenadante
y se agregaron 4.9 mL de medio de cultivo a dos tubos, en uno de ellos se agregan
100 pL de DMSO (Control negativo); al otro tubo se agregaron 100 pL de solucion
de NAO1 obteniendo una concentracién en el medio se 100 pug/mL; a un tercer tubo
se agregaron 4.99mL y 10 pL de solucién de NAO1 resultando una concentracién de
10 pg/mL; a un ultimo tubo se agregaron 4.9986 mL de medio de cultivo y 1.4 pL
de MMS con una concentracion final de 60ng/mL en el medio. Se agitaron para que
todas las células estuvieran en contacto con el medio y se incubaron por 4 y 6 horas
a37°C.
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c)

d)

Viabilidad celular (Citotoxicidad).

Una vez concluido el tiempo de incubacidn se agitaron ligeramente los tubos
y se obtuvo una muestra de 10 pL de cada uno, estos 10 pL se mezclan con 10 pL
de Azul de Tripan hasta homogenizar. Se colocan en la camara de Neubawer y se
contaron dentro de las 4 cuadriculas periféricas, se multiplican por un factor de 5.
Se obtuvo el numero total de células y el nUmero de células muertas para obtener el
porcentaje de la viabilidad celular.

Preparacion de los portaobjetos con las capas de agarosa.

Primero se fundio la agarosa de punto de fusion normal. En portaobjetos
limpios y desengrasados se colocaron 150 pL de agarosa de punto de fusién normal
posteriormente se coloc6 un cubreobjetos largo encima, se esper6 a que solidificara
lo suficiente para retirar el cubreobjetos sin romper la capa de agarosa. Finalmente
se dej6 solidificar para que quedara perfectamente adherida al portaobjetos.

Los tubos con el medio de cultivo y las células de cada tratamiento se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm y se retir6 el sobrenadante, se
resuspendieron en 1 mL de agarosa de bajo punto de fusion. La agarosa de bajo
punto de fusion se fundid. Después se agregaron 600 uL de agarosa de bajo punto
de fusion y se resuspendieron las células en la agarosa. Se tomaron 150 pL de la
suspension y se colocaron en el portaobjetos con capa de agarosa de punto de fusion
normal, se puso el cubreobjetos encima de la agarosa y se retird antes de que
solidificara.

Se dejé solidificar la capa de agarosa con las células y se agregaron 150 pL
de agarosa de bajo punto de fusién sin células y se colocd un cubreobjetos que se
retird antes de que solidificara.

Lisis y electroforesis.

Los portaobjetos se colocaron en solucion de lisis en vaso Copplin por una
hora, posteriormente en la caja de electroforesis se cubren con el buffer de
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electroforesis por lo menos 20 minutos, para expresar los sitios alcali labiles, pasado
este tiempo se comenzo la electroforesis en condiciones de 30 V y 300 mA por 15
minutos.

f) Neutralizacion y fijacion.

Se retiraron los portaobjetos con ayuda de una pinza de la cadmara de
electroforesis, se colocaron en solucion de neutralizacion por 1 minuto y
posteriormente en metanol absoluto por 2 minutos. Se dejaron secar y se guardaron
las laminillas para su posterior analisis.

g) Tincion Fluorescente

Se colocaron 30 pL de bromuro de etidio sobre el portaobjetos con la
agarosa y las células, se cubrio con un cubreobjetos largo para expandir el bromuro
en todo el portaobjetos. Finalmente se analizaron los cometas a 10x y 40x, en
microscopio de fluorescencia en una longitud de onda de 490-520nm.

i) Observacion y analisis de los cometas.

Se analizaron 100 células de cada tratamiento, las cuales se clasificaron en 5
clases de grado de dafio.

j) Realizar analisis estadistico.
Se utiliz6 el programa estadistico INSTAT version 2 y se realizé el ANOVA
y la comparacion de medias con la prueba de Turkey P< 0.05 de los datos obtenidos.
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VI. RESULTADOS

Citotoxicidad

En la tabla 8 y figura 8 se presentan los resultados de la evaluacion de la
citotoxicidad, observandose que en todos los tratamientos el porcentaje de viabilidad esta

por encima del 90% aconsejable para el SCGE.

Tabla 8. Porcentaje de viabilidad celular por medio de azul de tripan

Tratamiento % Viabilidad
4 horas 6 horas
Control + (MMS) 98.7 98.4
Control - (DMSO) 99.4 99.6
NAO1 10 pg/mL 97.8 95.1
NAO1 100 pg/mL 99.5 95.5

VIABILIDAD CELULAR

e ——

PORCENTAIJE
[
=
-
Y

—
——
DMSO MADL —
10pg/mL  NAOI
100 pugfmL

TRATAMIENTOS

W 4 horas

| 6 horas

Figura 8. Viabilidad celular de los distintos tratamientos con NA01, MMS y DMSO a 4 y 6 horas.
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Dafio genotdxico.

En la tabla 9 y figura 9 se presentan los resultados obtenidos de la SCGE en el
tratamiento a 4 horas del NAO1 mostrandose el porcentaje de células por categoria (tipos de
cometa).

Tabla 9. Resultados del analisis de ensayo cometa de 4 h por categorias.

. . % Células por categoria
Tratamiento | Concentracion 0 1 > 3 1
MMS 60 ng/ml 0 0 0 0 100
DMSO 20 pL/mL 100 0 0 0 0
NAO01 10 pg/mL 90 10 0 0 0
NAO1 100 pg/mL 3 94 3 0 0

Genotoxicidad a 4 horas

uMMS
EDMSO

% de células

NAO1 10 ug/mL
®NAO1 100 pg/mL

Grado de daio

Figura 9. Resultados de la distribucion de genotoxicidad en base a la cantidad de células en cada categoria de dafio
después de la exposicion a NA0O1, MMS y DMSO durante 4 horas. (**Diferencia estadisticamente significativa con
respecto al control negativo con P<0.01. *** Diferencia estadistica altamente significativa con respecto al control

negatuivo con P<0.001.)
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En la tabla 10 y figura 10 se presentan los resultados obtenidos de la SCGE en el
tratamiento a 6 horas del NAO1 mostrandose el porcentaje de células por categoria (tipos de

cometa).

Tabla 10. Resultados del analisis de ensayo cometa de 6 h por categorias.

Células por categoria

Tratamiento Concentracion 0 1 2 3 4
MMS 60 ng/ml 0 0 0 0 100
DMSO 20 uL/mL 0 100 0 0 0
NAOL 10 pg/mL 0 92 8 0 0
NAOL 100 pg/mL 0 25 73 2 0

% de células

Genotoxicidad a 6 horas

Grado de daio

uMMS
EmDMSO

NAQO1 10 ug/mL

mNAO1 100 pg/mL

Figura 10. Resultados de la distribucion de genotoxicidad en base a la cantidad de células en cada categoria de dafio
después de la exposicion a NAO1, MMS y DMSO durante 6 horas. (*** Diferencia estadistica altamente significativa
con respecto al control negativo con P<0.001)
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VII. DISCUSION

Como resultado del efecto quimioprotector que ha demostrado tener el compuesto
polifendlico CAPE en los estudios de Carrasco y colaboradores desde 2006, en el
Laboratorio de Quimica Medicinal de la FESC se realiz6 un analisis de la molécula y por
disefio computarizado se obtuvo un grupo de derivados de éste que hipotéticamente pueden
tener la misma o mejor accion quimioprotectora. EI NAO1 es uno de estos compuestos,
obtenido por sintesis en dos partes, en la primera se obtiene el acido cindmico (figura 11),

mediante una reaccién de Knovenagel con la modificacion de Doehner.

0 HC=CHCOOH
0 0 ‘
Ao+ 5
HO OH
Acido
Ac. maléniceo Benzaldehido cinimico

Figura 11. Sintesis del acido cinamico precursor del NAO1.

Una vez obtenido el &cido cindmico se procede a realizar una reaccion de
condensacion con la 2-Clorobencilamina para obtener finalmente el NAO1 (Angeles, datos
no publicados) segun se puede observar en la figura 12. Una de las razones de realizar la
sintesis del derivado es preservar la fuente natural de obtencion y a su vez mejorar la
actividad bioldgica, para esto ultimo se reemplazé el grupo funcional éster por un grupo
amida por lo que al cambiar sus propiedades fisicoquimicas se puede modificar la actividad
biolégica. Esta modificacion estructural no ha sido realizado por ningun investigador ya
que solamente se habian analizado analogos del éster (Nagaoka, 2003).

HC=CHCOOH NH, 0
c1 K
i
Aﬂdﬂ . NAO1

Cl1

Z-Clorobencilamina
CIHAMICH

Figura 12. Sintesis del NAO1 a partir del acido cindmico
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Los polifenoles son un componente del propoéleo que incluso pueden ser usados
como marcadores para un particular tipo de propoleo, entre estos polifenoles se encuentran
la quercetina, los hidroxicinamatos y flavonoides, sin embargo los que han mostrado mayor
accion antiproliferativa en lineas celulares son el acido cafeico, los estéres del acido
caféico, crisino, galangin, quercetina, acacetina, camferol, pinocembrina, pinobanksina y

apigenina (Ferreres y cols., 1994; Saravana y cols., 2009).

En diversos estudios se ha demostrado que los polifenoles derivados del propéleo
tienen una amplia actividad anticancerigena, como por ejemplo la quercetina en la linea
celular HL-60 (Celulas de leucemia humana) demostrd un efecto inhibitorio remarcado en
la actividad de la enzima PKC citosélica y TPK membranal, ademas en células de glioma
provoca que éstas se arresten en el punto de restriccion de G2 del ciclo celular y reduce el
indice mitdtico; el Camferol disminuye el potencial mitocontrial y aumenta el nivel de
caspasa 3 en células HL-60; la pinobanksina inhibe la permeabilidad de la membrana de

transicion de la mitocondria (Saravana y cols., 2009).

Pero este efecto, esta en funcion de su concentracion debido a que pueden llegar a
causar efectos citotoxicos a altas concentraciones, por ejemplo, la quercetina que en bajas
concentraciones (1-20 uM) promueve la proliferacion celular, en concentraciones mas altas
(50-200 uM) muestra un citotoxicidad dependiente de la concentracion (Kang y col., 1997;
Saravana y cols., 2009).

Como podemos observar el CAPE tiene un potencial quimioprotector contra el
cancer, de ahi la importancia de iniciar con los estudios preclinicos de NAOL y que en el

presente estudio abordaron su capacidad genotdxica in vitro.

La evaluacion de la citotoxicidad del compuesto NAO1 tuvo 2 objetivos, por un lado
obtener las concentraciones de trabajo para el SCGE ya que un aumento de los niveles de
ruptura de las cadenas de DNA se asocia con el incremento de muerte celular, y a su vez

este incremento puede ocasionar la aparicion de falsos positivos (Hartmann, 2003). En la
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tabla 7 se presentan los resultados de citotoxicidad sobre el cultivo de linfocitos humanos, y
se puede observar en ambos tiempos de exposicidbn que aumentd ligeramente la
citotoxicidad a las concentraciones de 10 y 100 pg/mL, aungque se mantuvo por arriba del
95% de células vivas, lo cual permitio proseguir con la SCGE. Estas concentraciones se
propusieron en relacion a otros ensayos realizados con el CAPE (Wang y cols., 2006-2009),
donde el intervalo de concentracion correspondio a un efecto cito y genoprotector.

Los datos de dafio al DNA obtenidos en este estudio mediante el ensayo de SCGE
muestran que el efecto observado se debe a la sustancia de prueba, el tiempo de exposicion

y la concentracion utilizada.

El grado de dafio se determind clasificando las células en 5 categorias, dependiendo
de la migracion observada, clasificandolos dentro de cada una de las clases de migracion de
0 a 4, como también se ha realizado en diversos estudios como el hecho por Gilherme y
colaboradores (2010), donde mediante la categorizacion de los cometas se determind en
células sanguineas de Anguilla anguilla que el herbicida Roundup® es un genotoxico

potencial debido a que produce rupturas de cadena sencilla.

El MMS se ha utilizado como control positivo ya que actia como un agente
alquilante del DNA que genera rupturas de doble cadena (DSBs) durante la replicacion
(Wyatt, 2006), esto lo hace un control ideal para el estudio por SCGE algunos autores como
Rojas en 2008 utilz6 al MMS como control positivo en un estudio genotéxico de
compuestos tiomorfolinicos donde se demostré que produce la fragmentacion del DNA en
diversos tipos celulares. En primera instancia, se puede observar en los datos el incremento
en el dafio al DNA gue pone en evidencia la induccion de la genotoxicidad en los linfocitos
donde el porcentaje de células en categoria cero es del 100% para el control negativo y por
parte del MMS como control positivo se categorizan al 100% en el grado 4, manifestando

con esto una diferencia estadisticamente significativa.

El MMS puede ser utilizado como control positivo en los estudios de intercambios

de cromatidas hermanas (ICHs) debido a su capacidad conocida desde hace algin tiempo
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para inducir ICHs, de igual manera se le reconoce la propiedad de producir DSBs y por
tanto utilizarse como control positivo, con base en el mismo mecanismo de alquilacion
(Wyatt, 2006). Por otro lado la ifosfamida es otro agente alquilante del DNA que contiene
un grupo cloroetil (-CH,-CH,-CI) el cual, al separarse del sustituyente cloro, forma iones
carbonio muy reactivos, de los cuales el blanco principal son las bases nitrogenadas del
DNA. Debido a esto se forman puentes entre dos sitios blanco, resultando en enlaces
cruzados entre cadenas sencillas, entre dos cadenas o entre cadenas de DNA vy
nucleoproteinas. Estas reacciones pueden inhibir la separacion o bien dar lugar a una
separacion anormal (Kallant, 2003). Debido a que el dafio producido por el MMS y la
ifosfamida es evaluable por estas dos técnicas se puede tener un punto de comparacion
entre una y otra. A partir de esto se puede hacer la comparacién de los datos obtenidos por
Dominguez (2008) del dafio genotoxico del CAPE con respecto del NAO1, pudiéndose
observar que el NAO1 se comporta igual que el CAPE al mostrar dafio genotoxico minimo
no comparable con el control positivo (MMS), en este caso demostrado con SCGE y en
caso de Dominguez con ICHSs, lo cual es muy importante porque esto da pauta a realizar
otros estudios y se puede decir que el NAO1 se perfila como un compuesto que podria ser

utilizado como un anticancerigeno.

Analizando los resultados obtenidos para el tiempo de 4 horas las células expuestas
al NAO1 en la concentracion de 10 pg/mL produjeron un 10% de células cuyo dafio fue
grado 1, lo cual estadisticamente arroja diferencias significativas con respecto al control
negativo (P<0.01); al aumentar la concentracion en este mismo periodo se observa que
existe un dafio en grado 1 en un 94%, representando un dafio genotoxico altamente
significativo en en comparacion con el control negativo (P< 0.001). Sin embargo, en la
exposicion a 6 horas se observa que no existe diferencia con el control negativo en la
concentracion de 10 pg/mL lo que puede ser debido a que, para este momento, la célula fue
capaz de reparar el poco dafio ocurrido que se observé a cuatro horas. Mientras que en el
caso de la concentracion de 100 pg/mL, se observé que la mayor parte de las células se
encontraron con un dafio genotdxico tipo 2 con un 73% y un 2% en tipo 3, con el analisis
estadistico realizado se puso en evidencia que en comparacion con el control negativo si

existe una diferencia altamente significativa.
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El epigallocatecina-3-galato (EGCG) es el principal constituyente polifendlico del té
verde y cuya funcidn es antioxidante. En los estudios in vitro de Kwang y colaboradores en
2009 se reporta que el EGCG produce una disminucion de la viabilidad celular de una
manera concentracion dependiente, en células pancreéticas beta HIT-T15, mientras que el
NAO1 no muestra ésta tendencia en linfocitos humanos. En este mismo trabajo, se realizo el
SCGE vy se observd que en concentraciones mayores de 50 uM de EGCG, el dafio en las
células es de tipo 3 y 4, los autores concluyeron que la disminucion de la viabilidad celular
causada con EGCG esta acompafiada por un incremento en la apoptosis; los resultados de
viabilidad y de dafio al DNA por parte del compuesto NAO1 comparados con EGCG
podrian sugerir que éste derivado del CAPE se perfila como un antioxidante seguro y

eficaz.

En los estudios de Carrasco y colaboradores en 2006, se explica que uno de los
posibles mecanismos del CAPE es la modificacion de la actividad de algunos CYP que
podrian estar involucrados en el metabolismo de la dietilnitrosamina (DEN), como el
CYP1Al1/1A2 y el CYP2B1/2B2; y al ser el NAOL un derivado del CAPE seria aconsejable
evaluar si puede tener el mismo mecanismo. Ademas del efecto protector que puede
lograrse por la induccion de la transcripcion de los genes antioxidantes de fase 2 los cuales
incluyen la enzima HO-1 (Wakabayashi, 2004. Wang, 2010).

Debido a que el compuesto NAO1 es de disefio reciente no existen estudios que
comparen su actividad con la del CAPE sin embargo al evidenciar leve actividad
genotoxica por medio de este estudio es importante considerar realizar otros estudios in
vivo de genotoxicidad y actividad antes de poder considerarlo como un quimioprotector o

incluso un anticarcinégeno.
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VIII. CONCLUSIONES

El presente trabajo demuestra que el compuesto NAO1 evaluado mediante el ensayo
de SCGE presenta actividad genotdxica en linfocitos humanos en cultivo lo cual depende

de la concentracion y el tiempo de exposicion.
Comparado con el dafio ocasionado por el MMS, el NAO1 produce un dafio al DNA

mucho menor y en relacion a la citotoxicidad las dosis de 10 y 100 ug/mL no produjeron

una muerte celular mayor al 5%.
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PERSPECTIVAS

El trabajo realizado apoya la realizacién de trabajos in vivo que permiten
determinar si el derivado NAOL podria ser un buen agente antitumoral. Asi mismo, se
deben de realizar mas estudios in vitro que muestren por otras técnicas que el derivado

NAO1 no presenta genotoxicidad.

De igual manera se puede continuar la linea de investigacion realizando la
evaluacion de antigenotoxicidad que pudiera demostrar el derivado NAO1 frente algun
genotoxico comprobado. Ademdas se sugiere realizar estudios de inhibicion de la

proliferacion con diversas lineas celulares.

También es recomendado realizar ensayos de induccion de apoptosis en diversas

lineas celulares.
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ANEXOS

Preparacion de soluciones y reactivos.

a) Agarosas.

i)

Agarosa de bajo punto de fusién.
Se prepara al 5% en PBS (Solucién Buffer de Fosfatos, preparada con agua

desionizada). Se pesan 125 mg de agarosa y se coloca en un matraz Erlenmayer de 50
mL que contien 25 mL de PBS, se mezcla un poco, se comienza a calentar poco a poco,
agitando constantemente hasta obtener una solucidn transparente. Se guarda en
refrigerador a 4° C, en viales de 5 mL.

Agarosa de punto de fusién normal.
Se prepara de igual manera que la agarosa de bajo punto de fusion.

b) Solucidn de lisis.

<)

i)

Stock de lisis.
Para un litro de solucién en agua desionizada, se pesan por separado 146.1 g de

NaCl (Concentracién final 2.5 M), 37.2 g de EDTA (C. F. 100 mM), Trizma Base 1.2 g (C.
F. 10 mM) y NaOH =10 g. Se disuelve primero el NaOH y se coloca a pH= 10, después
se pueden agregar los demds reactivos debido, a que, a este pH todos se solubilizan.
Se guarda a temperatura ambiente.

Solucion de lisis de trabajo.
Se mezclan 26.7 ml de solucién stock de lisis, 3 mL de dimetilsulféxido y 0.3 mL de

Triton X-100. Si es necesario, se pueden modificar las cantidades segun la necesidad y
se utiliza justo después de prepararse.

Buffer de electroforesis.

i)

iii)

Solucién A.
Se pesan 200 g de NaOH y se disuelven en 500 mL de agua desionizada, para tener

una solucion de concentracion 10 N.

Solucién B.
Se pesan 14.89 g de EDTA y se disuelven en 200 mL de agua desionizada, para

tener una solucién de concentraciéon 200 mM.

Buffer de trabajo para electroforesis.
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d)

f)

Para preparar el buffer de electroforesis en el momento de utilizarlo se mezclan 30
mL de la solucién A con 5 mL de la solucidn B, se ajusta a pH 13 y se afora a 1 litro con
agua desionizada.

Solucion de neutralizacidn.
Se pesan 48.5 g de tris y se disuelven en agua desionizada, se lleva a un pH de 7.5

con HCl concentrado y se afora a un litro con agua desionizada.

Solucién de colorante fluorescente.
i)  Solucidn stock (10X).
Se pesan 10 mg y se disuelven en 50 mL de agua desionizada, se tiene una soluciéon

de concentracidn final 20 ug/mL, guardarlo protegido de la luz.

ii) Solucidn de trabajo (1X).
Se mezcla 1 mL de la solucién stock con 9 mL de agua desionizada y se protege de
la luz.

Solucion de CAPE.
i) Se pesa 1 mg de CAPE y se disuelve en 200 puL de DMSO, obteniéndose una
concentracion final de 5 ug/uL.
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