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1. INTRODUCCION
1. 1. Cancer

El cancer surge como resultado de los defectos fundamentales de la regulacién
celular. En el curso de los afos se ha propuesto un gran numero de teorias para explicar el
cancer, pero en la actualidad se sabe que la mayoria de los canceres, y quiza todos, surgen
por defectos en el ADN (Pierce, 2005), dando lugar a un crecimiento indémito y

diseminado de las células cancerosas (Guyton, 1984).

Las células cancerosas difieren de las células normales en muchas caracteristicas,
incluyendo la perdida de la capacidad de diferenciacién, de invasividad y la disminucidn de
la sensibilidad a las drogas citotdxicas, estas caracteristicas son resultado de Ia
proliferacién celular descontrolada y del proceso de evolucién de la célula normal hacia

una célula con potencial tumorigénico (Zaragoza et al., 1997).

Las células cancerigenas son capaces de propagarse por el cuerpo gracias a dos
mecanismos: invasion y metdstasis. La invasion es la migracidn y la penetracién directa de
células cancerigenas en los tejidos vecinos (Macarulla et al., 2009). Si las células del tumor
permanecen localizadas, se dice que el tumor es benigno; si las células invaden otros
tejidos se dice que el tumor es maligno. Las células que viajen por contigiiidad a los tejidos
adyacentes donde se establecen tumores secundarios, se dice que han establecido
metdstasis (Pierce, 2005), dicha diseminacidon se puede producir por via linfatica, por la

sangre (Garcia, 2003).

El cancer empieza cuando una sola célula sufre una mutacién que determina que la
célula se divida a una velocidad anormalmente rapida. La célula prolifera y da lugar a un

clon de células, cada una de las cuales puede poseer la misma mutacidon o no (Pierce,
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2005). Se ha sugerido que las células cancerosas presentan mutaciones que inducen

inestabilidad genédmica y, por lo tanto, aceleran la tasa de mutaciones del genoma.

Algunas de estas mutaciones afectan a genes que codifican componentes de los
mecanismos de control del ciclo celular (puntos de control), los cuales determinan el
orden de los eventos de dicho ciclo, asi como la fidelidad e integridad de los sistemas de

replicacion y reparacion del ADN (Zaragoza et al., 1997).

Se estima que, a nivel mundial, la mortalidad por cancer aumentara un 45% entre
2007 y 2030 debido en parte al crecimiento demogréfico y al envejecimiento de la
poblacién, durante el mismo periodo el nimero de casos nuevos de cancer aumentard de
11,3 millones a 15,5 millones (OMS, 2009). En la mayor parte de los paises desarrollados el
cancer es la segunda causa principal de mortalidad después de las enfermedades
cardiovasculares, y los datos epidemiolégicos muestran que el comienzo de esta
tendencia se presenta en partes del mundo menos desarrollado, en particular en los
paises «en transicion» y paises de ingresos medianos, mdas de la mitad de los casos de

cancer se registran ya en paises en desarrollo (OMS, 2009).

En México, durante 2007 se registraron 514 420 defunciones, de los cuales los
tumores malignos ocuparon el tercer lugar entre las principales causas de muerte del pais
con 68 815 casos (13.4%); por debajo de los decesos por las enfermedades del sistema

circulatorio y las enfermedades endocrinas, nutricionales y metabdlicas (INEGI, 2010).

1. 2. Tratamientos contra el Cancer

La meta terapéutica contra el cancer es lograr la muerte selectiva de células
neopldsicas. En principio, existen al menos dos estrategias para alcanzar esta meta. La
primera, es importante que el fairmaco se acumule en el tejido tumoral para que favorezca

su acumulacién en células transformadas. La segunda, busca activar selectivamente la
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maquinaria de muerte celular en las células tumorales sin dafiar las células sanas (Alberts

etal., 1999).

Los tres tipos mas comunes de tratamiento para el cadncer son: la cirugia; que es el
retiro quirdrgico de la masa tumoral, se aplica a tumores sélidos y semisélidos,
preferentemente bien localizados (Josep y Lopez, 1998). La radioterapia clinicamente se
refiere a la erradicacidon de tumores mediante radiaciones ionizantes, rayos x, rayos gama
(Josep y Lopez, 1998; Morris et al., 1998), sin embargo de la misma manera que actua
sobre células tumorales puede provocar cambios sobre las células normales,

transformandolas en tumorales y por ultimo la quimioterapia (Josep y Lopez, 1998).

La quimioterapia, consiste principalmente en el uso de farmacos capaces de
actuar sobre el organismo eliminando a las células cancerosas que contindan
proliferandose, con el fin de combatirlo y destruirlo causando el minimo dafio a las células
normales (Pratt et al., 1994). En la actualidad, se han descubierto y se estan utilizando
otras formas como son la inmunoterapia, la hipertermia, la hipotermia, Ia
hormonoterapia, asi como otros que se encuentran en fase experimental como la terapia
génica (Bravo, 1998), las cuales han reducido el uso de procedimientos quirdrgicos

radicales, ademas de que pueden combinarse para lograr mejores resultados.

Sin embrago, la utilizacidon de antineopldsicos o citostaticos los cuales son farmacos
utilizados en el tratamiento del cadncer, es la alternativa mds comun (Phillip, 2003). Los
citostaticos se pueden administrar con fines curativos o paliativos, ya que a veces canceres
avanzados pueden ser controlados con terapia farmacoldgica durante periodos

prolongados aumentando el tiempo de supervivencia del paciente (Garcia, 2003).

Los fdrmacos antineopldsicos tienen caracteristicas especiales que los hacen
diferentes a otros grupos farmacolégicos, son farmacos con un estrecho margen

terapéutico, una elevada toxicidad y pueden inducir resistencia en las células cancerosas
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(Didier y Delprat, 2004). En cuanto a su mecanismo de accion afectan principalmente a la

sintesis del ADN (Taylor y Dawson, 2003).

Existen factores farmacolégicos que pueden influir en la respuesta a estos
farmacos como son; la via de administracion, la farmacocinética, la transformacién y la
farmacodinamica del compuesto, la biotransformacién, la excrecidn, la interaccién con
otros medicamentos, la resistencia neoplasica y la toxicidad (Ruano y Calderén, 2001;

Chabner y Longo, 2006).

Los farmacos empleados en las terapias oncoldgicas pueden clasificarse en varias
categorias, ya sea en funcidn de cdmo actlan y cdmo afectan a las células cancerigenas
(Skeel, 2007). Conociendo en qué momento del ciclo celular actian y qué actividad
concreta bloquean para frenar la multiplicacidon de la enfermedad, los médicos pueden
decidir qué farmaco actuara mejor sobre cada tipo de tumor, si deben combinarse varios
de ellos para lograr una mayor eficacia, si se puede emplear conjuntamente con algun
otro tipo de medicamento e incluso cudndo debe administrarse para lograr el efecto

deseado (Didier y Delprat, 2004).

En la actualidad, los agentes quimioterapéuticos pueden agruparse de acuerdo a

su estructura quimica y mecanismos de accién:

» Antineopldsicos que actuan sobre el ADN
Afectan a la integridad de las cadenas de acidos nucleicos, fundamentalmente al ADN,
impidiendo la replicacion celular normal. Dentro de este extenso grupo de antineopldasicos

existen distintos subgrupos (Garcia, 2003):

I. Agentes alquilantes; actdan a través de un grupo reactivo alquilo capaz de formar

enlaces covalentes con los acidos nucleicos. Se establecen enlaces transversales entre dos
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filamentos del ADN, lo cual impide la replicacion o la transcripcidén o se puede producir la
ruptura de los filamentos del ADN y de esta manera alterar o evitar la duplicacién celular
por ejemplo: Platinos, Ciclofosfamida y Busulfan (Taylor y Dawson, 2003; Boulikas et al.,

2007).

Il. Antimetabolitos; la estructura quimica de los antimetabolitos es parecida a la de
ciertos componentes necesarios para la sintesis de los acidos nucleicos (Skeel, 2007).
Debido a esta similitud interfieren en el metabolismo normal de la célula y en particular
en la sintesis de las bases puricas y pirimidicas. Su toxicidad es dependiente de la dosis y el
tiempo. Actuan directamente sobre enzimas especificas, ya sean inhibiéndolas o bien
sintetizando moléculas aberrantes no funcionales. Por ejemplo, 5-Fluorouracilo (5-FU) es
un analogo de la base pirimidicas uracilo, y puede incorporarse en su lugar o llevar a cabo

un blogueo enzimatico de su transformacion en timidina (Didier y Delprat, 2004).

lll. Antibidticos citostaticos; los farmacos de este grupo sélo tienen en comun su
origen natural, principalmente son heterogéneos de origen bacteriano. Actuan alterando
el ADN celular por mecanismos muy variados (Garcia, 2003). Algunos de estos dependen
del antibidtico, por ejemplo; la dactinomicina impide la transcripcion al interferir con el
ARN polimerasa. La doxorrubicina inhibe la transcripciéon y la replicacién porque inhibe la
topoisomerasa Il. La bleomicina actia fragmentando las cadenas de ADN (Taylor vy

Dawson, 2003).

» Antineopldsicos que actuan sobre la mitosis celular

Actuan interfiriendo en el proceso de la mitosis y, por tanto, impiden la reproduccion
celular (Pratt et al., 1994). No afectan directamente al ADN y tienen poco efecto sobre
las células que no se dividen (Garcia, 2003). Afectan a los microtibulos necesarios para
formar el huso cromatico en la mitosis, impidiendo su formacién (alcaloides de la

Vinca) o promoviendo la formacién de estructuras microtubulares alteradas que no
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pueden participar en la mitosis (taxoides) (Skeel, 2007). Por ejemplo los alcaloides de la
vinca, vinblastina y vinprelbina y el etopdsido (Pratt et al., 1994; Taylor y Dawson,

2003).

»  Antineopldsicos hormonales

Amplio grupo de farmacos que actdan en tumores cuyo crecimiento depende del estimulo
hormonal. Se utilizan fundamentalmente en procesos dependientes de hormonas
sexuales como cancer de mama y prostata (Garcia, 2003). Ejemplos: Corticosteroides
suprarrenales, antagonistas estrogénicos, estrégenos, progestagenos, antagonistas de los

andrégenos (Taylor y Dawson, 2003).

» Antineopldsicos que actuan sobre el sistema inmunitario

Los farmacos de este grupo potencian la accidn del sistema inmunitario, ya que éste es
capaz de reconocer y destruir las células cancerosas. Los dos representantes de este grupo
son la aldesleukina y la vacuna Bacilo Calmette Guerin (BCG). La aldesleukina tiene accion
inmunomoduladora y antineopldsica. Quimicamente es una glucoproteina cuya accién
antitumoral es debida a que induce una respuesta citolitica, mediada por linfocitos T, en

las células tumorales (Garcia, 2003).

En cuanto a la elevada toxicidad de los antineplasicos en general, ésta se debe
fundamentalmente a que no actian sélo sobre las células tumorales sino también sobre
células normales o malignas, especialmente sobre las células con mayor actividad
proliferativa ciclica y su actividad es minima frente a las células en reposo (Taylor y
Dawson, 2003), por ejemplo las de la mucosa digestiva, las de la médula 6sea y las de los
foliculos pilosos (Garcia, 2003). Como consecuencia de este efecto citotdxico sobre
células normales producen alteraciones gastrointestinales, anemia, vémito, nauseas,

diarrea, supresion funcional de la medula ésea y del sistema inmune, asi como anafilaxia y
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cambios en el sistema urinario. De forma crénica se presentan dafios en el corazéon (Powis
y Hacker, 1991), trombocitopenia, leucopenia, alopecia (Garcia, 2003), toxicidad

pulmonar, toxicidad hepatica y dafo renal (Phillip, 2003).

Ademas de que muchos de estos farmacos pueden producir también esterilidad,
teratogenicidad y carcinogenicidad, sumados a los efectos secundarios propios de cada

farmaco (Szabo, 1998; Chabner y Longo, 2006).

Por lo anterior, en las ultimas décadas la produccién de antineopldsicos se ha
enfocado en la investigacidon de quimioterapéuticos de menor toxicidad y mas especificos
para cada tipo de cancer. Dentro de estas nuevas drogas se encuentran las conformadas
por metales como el platino, rutenio, oro, plata, mercurio, arsénico, zinc, vanadio y cobre

(Fajardo, 2007).

1.3. El Cobre y sus propiedades

El cobre (Cu) se encuentra principalmente en forma de compuestos minerales. Esta
ampliamente distribuido en todos los continentes y forma parte de la mayoria de los
organismos vivos (Gunnar, 1998). Aunque se han descubierto algunos depdsitos naturales
de cobre metalico generalmente se extrae en forma de sulfuros, como es el caso de la
covelita (CuS), la calcocita (Cu,S), la calcopirita (CuFeS,) y la bornita (CusFeSs); o de éxidos,
como la malaquita (Cu,CO3(OH),); la crisocola (CuSiO3-2H,0) y la calcantita (CuSQ4-5H,0)
(Carson, 1987; Gunnar, 1998) .

Debido a sus propiedades eléctricas, mas del 75 % del cobre que se produce se
utiliza en la industria eléctrica (Gunnar, 1998). Se utiliza en muchas aleaciones: laton,
berilio-cobre, latdn, bronce, 6xido cuprico, cromatos de cobre (Carson, 1987). Entre otros
usos de este metal se encuentra la fabricacidn de cafierias para el agua, material para

techos, baterias de cocina, equipos quimicos, farmacéuticos y produccion de aleaciones
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de cobre (Gunnar, 1998). Es componente de pesticidas, pinturas, fungicidas, insecticidas y

ceramicas (Carson, 1987).

El cobre es un elemento esencial en los sistemas bioldgicos incluyendo el humano,
sus propiedades quimicas le permiten la participacion en procesos fundamentales que
involucren la transferencia de electrones asociada a enzimas oxidantes, por ejemplo la
hemocianina, citocromo oxidasa y superdxido dismutasa (Bravo et al., 2002), también
interfiere en la respiracién mitocondrial, biosintesis de melanina, metabolismo de Ia
dopamina, homeostasis del hierro, defensa antioxidante, angiogénesis, formacion de

matriz extracelular y amidacion peptidica (Mejia et al., 2006).

Cuadro 1. Diferentes tipos de exposicion al cobre, concentraciones y su toxicidad (OMS,
2003; ASTSDR, 2004; Araya et al., 2005).

Agua (resultado <2 mgll >10 mgl/l » Toxicidad Aguda: problemas gustativos,
de la corrosion de vomitos, diarrea, hiperactividad, calambres
tuberias interiores estomacales, sudoracion, sindrome
ViaOral  de cobre) premenstrual, irritacion del tracto
gastrointestinal.
Alimentos 12-15 8-10mg/dia > Toxicidad Cronica: dafios hepaticos y
mg/dia renales, hepatitis, cirrosis, convulsiones,

comay la muerte.

> Toxicidad Aguda: alta temperatura, sabor

metalico, nausea, tos, debilidad general, dolor
Inhalacion  Polvos y humos 1-200ng/m3  >5,000 ng/m3 muscular, y agotamiento.

» Toxicidad Cronica:; irritacion del tracto
respiratorio superior, congestion de
membranas mucosas nasales, ulceracion y
perforacion del tabique nasal, y congestion de
la faringe.

» Toxicidad Aguda; Causa irritacion a la piel,
Via Polvos y humos 01-1.0 >1.0 mg/m3 incluyen enrojecimiento, comezén y dolor,
Cutanea mg/m3 decoloracion de la piel a negro-verdoso,
causar dermatitis suave.
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El cobre es absorbido por el estomago, el intestino, en el suero sanguineo es
transportado principalmente por el ceruloplasmina, en partes pequeias por la histidina y
la albumina, la exposicion al cobre puede ser por via oral, por inhalacidon y cutanea

(Cuadro 1) (Carson, 1987; Nasulewics et al., 2004).

La deficiencia de dicho metal en el organismo y su alteracion en la metabolizacion
puede inducir anemia, neutropenia, anormalidades esqueléticas (por desmineralizacidn),
algunas de las enfermedades relacionadas con el déficit de cobre es la enfermedad de
Wilson también llamada degeneracidén hepatolenticular progresiva; es una enfermedad
hereditaria por genes recesivos autosdmicos, los cuales codifican una proteina
transportadora de cobre, cuya disfuncidon permite que se acumulen grandes cantidades de
este metal en el organismo, lo que origina una disfuncidn de las estructurales hepaticas,
del sistema nervioso central, de los rifiones, huesos y ojos (Gunnar, 1998; Mejia et al.,

2006; Cermefio, 2007).

Sin embargo, el cobre también ha sido utilizado con fines terapéuticos. Algunos
compuestos reductores del Cu, tales como, penicilamina, tetratiomolibdato (TM) y
capyopril, entre otros, son efectivos en la terapia antiangiogenica y ofrecen ciertas
ventajas como: efectividad en el tratamiento de varios tumores, bajo riesgo de toxicidad,
la posibilidad de combinarse con otra estrategia antitumoral, su bajo costo y ademas
presenta un interés especial como estrategia cuando los procedimientos médicos son
limitados para monitorear la progresion del tumor antes de tomar una decision

terapéutica (Nasulewics et al., 2004).

Son las caracteristicas citadas anteriormente las que llevaron a su eleccién para

formar parte como centro metalico, en el disefio de las Casiopeinas®.
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1.4. Casiopeinas®

En México, existe una necesidad creciente por dar servicio a la demanda de salud
en pacientes con problemas de cancer. El costo de la quimioterapia como tratamiento
primario o adyuvante en ocasiones, puede ser una opcién inaccesible a un gran niumero
de pacientes (Ruiz y Gracia, 2006). Asi, en la busqueda de nuevas alternativas, un grupo de
investigadores de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México,
encabezado por la Dra. Lena Ruiz Azuara. Han disefiado, sintetizado y caracterizado una
serie de farmacos a partir de metales de transicién; los cuales son biolégicamente
esenciales y andlogos al cisplatino (Ruiz-Azuara et al., 1991). Obteniendo como resultado
una familia de compuestos de coordinacién con cobre como nucleo metalico, a los que se
denomind CASIOPEINAS® (Tovar-Huerta et al., 2006), con férmula general [Cu(N-N)(N-
O)H,0]NO3 6 [Cu(N-N)(O-0O)H,0O]NO3 (Bravo et al., 2002; Sanchez et al., 2006).

Las diversas combinaciones entre los sustituyentes de las Casiopeinas® han
originado alrededor de 100 compuestos que se clasifican por subfamilias, que van de la
familia | a la IX (Sdnchez et al., 2006). Algunos de los complejos estudiados de estas
familias han mostrado tener actividad citostatica, citotdxica y antineoplasica (Tovar-Tovar
y Ruiz-Azuara, 1996). Su eficacia ha sido probada en diferentes lineas neopldsicas tales
como: Hela, (Gracia-Mora et al., 2001), carcinoma ovarico (CH1) y leucemia murina
(L1210) (De Vizcaya-Ruiz et al., 2000), sarcoma (S180), melanoma B16 (Ruiz-Azuara et al.,

1991), entre otras.

Se ha demostrado que interactian facilmente con el ADN (Tovar-Tovar et al.,
2004), por lo que algunas casiopeinas inhiben el crecimiento y la proliferacién celular e
inducen muerte celular, en dosis semejantes o menores a las requeridas para ejercer el
mismo efecto con otros quimioterapéuticos como el cisplatino y la mitomicina C (Fajardo,

2007).
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Otros de los efectos que producen son toxicidad materna, embriotoxicidad vy
fetotdxicidad, cuando se administra Cas lll-ia a ratones macho (Bocanegra-Astivia y
Altamirano-Lozano, 2006), mientras que las casiopeinas de la familia Il y Ill afectan la
funcion mecanica del corazén en forma dependiente dosis-tiempo (Hernandez, 2004) e

inducen crisis respiratoria en perros (Garcia, 2007).

Como probable mecanismo de accién se ha propuesto, a la generacién inicial de
especies reactivas de oxigeno (ERO), producto de reacciones de oxido- reduccién de tipo
Fenton y Haber-Weis en la cual participa el cobre (Marin-Herndndez et al., 2003), que
pueden causar dano oxidativo a diversas estructuras celulares como las mitocondrias, un
ejemplo es producir pérdida del potencial de membrana mitocondrial con cambios en su
permeabilidad y liberacion de factores apoptogénicos o dafiar el ADN (Marin-Hernandez

et al., 2003; Serment-Guerrero et al., 2006).

Los compuestos han cubierto de forma mas que satisfactoria los requisitos de
actividad solicitados internacionalmente tanto in vitro como en modelos de animales y
han cubierto casi en su totalidad las pruebas preclinicas exigidas para el registro de un
farmaco (Ruiz-Azuara y Gracia, 2006). Por lo que se ha sugerido como una alternativa en el
tratamiento del cancer dado que son menos téxicas y tienen un menor costo, esto al ser
comparadas con los compuestos como el cisplatino y el carboplatino (Garcia-Rodriguez et

al., 2006).
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1. 5. Casiopeina lll-Ea

La Casiopeina lll-Ea [Nitrato de acua, 4,7-dimetill-1,10-fenantrolina,
acetilacetonato cobre (I1)] (Fig. 1), presenta un peso molecular de 447.9 g/mol (Alemédn-
Medina et al., 2007). Es ligeramente higroscépica y no reactiva a luz, soluble en agua, y en

solucidn salina.

HeC CH

CasIII-Ea

Figura 1. Estructura de la Casiopeina lll-Ea (Cas lll-Ea) (Tovar-Huerta et al., 2006).

De acuerdo a investigaciones anteriores en las que se ha trabajado con la Cas lll-Ea
se reporta que presenta una buena actividad antineoplasica in vitro empleando cuatro
diferentes lineas celulares tumorales de estirpe humana (Tovar-Huerta et al., 2006). En
cuanto a su mecanismo de accién se han realizado estudios donde demuestran que a
diferencia de otras casiopeinas tiene actividad oxidativa en el citosol, sin embargo, dicho
efecto aparece cuando se reduce la Cas lll-Ea en presencia de acido ascoérbico (Alemdn-
Medina et al., 2006), obteniendo como resultado un mayor efecto inhibitorio sobre las
células cancerigenas incrementando su accion citotdxica, lo que confirma que la muerte
celular que inducen muy probablemente se debe a la formacién radicales libres (Alemdn-

Medina et al., 2006).
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El disefio original de las Casiopeinas® contemplaba la posibilidad de interaccién
entre la casiopeina y la molécula de ADN, propiciando un posible efecto genotéxico. No
obstante no todas cumplen con esta suposicién, ya que, de acuerdo con un estudio
realizado con cultivos de Hela tratados con Cas lll-Ea, por medio del “ensayo cometa”,
mostré que se produce una extensa degradacion del ADN, pero se conserva integra la
membrana, este efecto es el resultado del proceso de apoptosis ya que de existir dafio
directo al genoma, el grado de fragmentacion disminuiria total o parcialmente a medida
que aumentara el tiempo de incubacién post-tratamiento. Por el contrario si es
consecuencia de apoptosis, el nivel de degradacion de ADN aumenta (Serment-Guerrero

etal., 2006).

En cuanto a su actividad reprotdxica la Cas lll- Ea ha inducido toxicidad materna, ya
gue en estudios anteriores en ratones hembra gestantes de la cepa CD-1 provocd, la
muerte del 90% de los individuos gestantes en dosis de % de su DLso (3.25 mg/kg), asi
como embriotdxicidad y fetotdxicidad en su descendencia (Camargo et al., 2009). Ademas
de inducir aberraciones cromosdmicas en células de medula ésea de ratén, e inhibir la

division celular debido a una disminucion en el indice mitético (Beltran y Trinidad, 2009).

Sin embargo, se sigue estudiando dicho antineopldsico con la finalidad de optar
por los compuestos menos téxicos y de este modo evitar efectos secundarios al

organismo.
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1.6. Pruebas Preclinicas

El descubrimiento de un nuevo farmaco parte del conocimiento de un
determinado proceso bioldgico, o bien de una sustancia con potencial terapéutico ya
conocido. Una vez que se ha identificado un compuesto con potencial terapéutico
comienza su desarrollo en el cual se identifican dos etapas denominadas estudios
preclinicos y estudios clinicos (Roman, 1990; Phillip, 2003; Garcia, 2007). Ademas
comprenden una serie de procedimientos necesarios que se deben de realizar al fdrmaco
antes de ser utilizado en humanos tales como: farmacocinética (liberacion, absorcidn,
distribucién, metabolismo y eliminacién del farmaco), farmacodinamia, perfiles de dosis-

respuesta y potencial toxicolégico (Chi-Jen et al., 2003).

También se realizan estudios complementarios de seguridad, destinados a
descartar los efectos no deseados sobre otros érganos o tejidos, asi como las posibles
interacciones con otros farmacos, ya que toda actividad farmacolégica potencial suele
estar acompafiada de efectos no deseados, en algunos casos perjudiciales. De aqui la gran
importancia que tiene los programas de identificacion y selecciéon de los compuestos a

desarrollar (Clark et al., 1993).

Los investigadores, emplean una multitud de técnicas sofisticadas para observar,
reportar y analizar los efectos primarios y secundarios que podria tener la substancia en el
hombre, las cuales van desde tratamientos in vitro, el uso de cultivos de érganos y tejidos,
hasta el uso de modelos in vivo (Roman, 1990), especificamente en animales los cuales
son fundamentales en pruebas preclinicas ya que ofrecen un perfil toxicolégico general

del farmaco (Garcia, 2007).
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Si el compuesto, llena las dos caracteristicas del propdsito, es decir, seguridad y
actividad biolégica se procede al registro y patente, una vez comprobada su eficacia se
prueba el ensayo en humanos, a este proceso se le llama Ensayo o Estudio Clinico (Feris et
al., 1996). El objetivo principal del ensayo clinico es el de establecer objetivamente
evidencias de seguridad y eficacia. La seguridad es usualmente determinada comparando
la nueva droga con una bien conocida, con un tratamiento conocido o un placebo. Los
diferentes tipos de criterios para medir los parametros de eficacia incluyen la presencia o
no de sintomas, signos, alguna otra manifestaciéon de enfermedad o cualquier cambio de

estos parametros durante el tratamiento (Feris et al., 1996; Chi-Jen et al., 2003).

La realizacion de estos estudios representa alrededor del 60-70 % de tiempo y el

30% del costo total del desarrollo (Garcia, 2007), los cuales constan de las siguientes fases:

» Fase I: también conocidos como desarrollo del perfil farmacoldgico; establece la
dosificacién y seguridad del medicamento candidato, la duracién de su permanencia en el
organismo y otros factores preliminares, es decir cdmo se absorbe, su distribucidon, su
metabolizacidn y excrecion. Durante esta fase se estudian aproximadamente entre 20y 30
voluntarios sanos, el nivel de dosis inicial serd el minimo y se ird incrementando o
disminuyendo cuidadosamente, segun sea el caso dependiendo de los efectos observados.
Los resultados preliminares de la Fase | pueden determinar el inicio de pruebas de
toxicidad cronica, a fin de ver el efecto que tendria un tratamiento completo (Roman,

1990; Feris et al., 1996; Chi-Jen et al., 2003; Phillip, 2003).

» Fase Il: comienza después de haber determinado el intervalo de dosis tolerada. El
objetivo principal es presentar evidencias de que el fdrmaco presenta los efectos
sugeridos por las pruebas preclinicas (Page et al., 1998). En estas pruebas también se
investigan datos farmacocinéticos, se verifica la manifestacién de efectos colaterales. Se

evalla entre 100 y 200 pacientes (Roman, 1990; Feris et al., 1996).
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» Fase lll: se inicia solo en caso de que los datos de la fase anterior indiquen un buen
resultado; en esta etapa se pretende evaluar el beneficio terapéutico real del producto en
practica, el rango de efectividad y de riesgo (Roman, 1990). Se realiza entre 1000 a 3000
pacientes de forma ambulatoria, como en pacientes hospitalizados de acuerdo a las
caracteristicas del farmaco (Feris et al., 1996). Una vez comprobada su eficacia se podra

aprobar para su distribucién y uso.

» Fase IV: el hecho de obtener la probacién gubernamental y de haber iniciado su
comercializacién del fdrmaco, no concluye la investigacidon sobre el mismo, se continua
monitoreando su comportamiento (Romdn, 1990). Debido a que muchos de los efectos
secundarios inusuales y alergias, se pueden observar solamente tras el amplio uso por un
gran numero de pacientes, reuniéndose mas datos acerca de su eficacia y toxicidad

(Garcia, 2007).

No obstante, se sabe que por cada 10,000 moléculas probadas solo 10 de estas
alcanzan la etapa de notificacion de medicamentos en fase de investigacidn clinica y

probablemente solo una se convierta en un medicamento nuevo (Velasco, 2003).

1.7. Toxicologia

La toxicologia se define como la ciencia que estudia los efectos nocivos provocados
por agentes quimicos sobre los sistemas bioldgicos (Gutiérrez y Lopez, 2001; Medina et
al., 2009). En términos generales se busca demostrar la seguridad del farmaco bajo
condiciones de uso similares a las que se ha destinado, asi como describir los signos vy
efectos asociados a su toxicidad y determinar un margen de seguridad (Gutiérrez y Lépez,

2001).
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Los ensayos de toxicidad y los estudios preclinicos; son un eslabdén fundamental en la
cadena de requisitos regulatorios para los ensayos clinicos, pues estos permiten hacer una
evaluacidn exhaustiva del farmaco a probar, a través del comportamiento de los animales
durante un tiempo predeterminado para registrar las lesiones generadas. De manera
particular las pruebas toxicoldgicas preclinicas consisten en una serie de estudios agudos,
subagudos, crénicos y de potencial mutagénico y carcinogénico, disefiados para
determinar los efectos toxicos del compuesto sobre los sistemas de érganos en los

animales (Medina et al., 2009).

Los estudios toxicolégicos se pueden clasificar en: generales, cuyo objetivo es
demostrar cualquier tipo de efecto téxico que afecte morfolégica o funcionalmente a los
distintos drganos o sistemas del individuo (Markey, 2001), mientras que los especificos;
son aquellos que se clasifican en funcion del efecto que se quiere investigar ya sea por
organo (Ej. hepatotoxicidad) o sistema (Ej. neurotoxicidad) que se estudia o por el tipo de

dafio (irritabilidad, carcinogenicidad) (Medina et al., 2009).

Asi mismo se realizan estudios durante los tres segmentos de la reproduccion (debido
a que los farmacos son productos que se administran durante la vida de un individuo,

incluyendo la etapa reproductiva del mismo).

1. 7. 1. Toxicologia Reproductiva

La toxicidad reproductiva se define como la aparicion de efectos adversos en el
sistema reproductor, en el sistema endocrino o ambas. Muestra de ello son las
alteraciones en el comportamiento sexual, reduccién de la fertilidad (Gutiérrez y
Salsamendi, 2001), modificacién del proceso normal de desarrollo de un organismo
durante la gestacién, durante la lactancia o su desarrollo postnatal hasta alcanzar su

madurez sexual e impedir de esta manera que se pueda completar el ciclo reproductivo
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(Altamirano, 2006). Ademas modifica otras funciones de las cuales depende de la
integridad del sistema reproductor como alteraciones genéticas y cromosdmicas
(Gutiérrez y Salsamendi, 2001). Este concepto también puede incluir los siguientes

términos:

» Toxicidad en organos; pudiendo interferir en la funcién normal del sistema
reproductor (Branch, 2004).

» Teratogenocidad; es la capacidad de causar dismorfogénesis en el feto en desarrollo
(Branch, 2004).

» Toxicologia del desarrollo; involucra las alteraciones que se puedan dar durante el
proceso del desarrollo embrionario, es decir, desde la gametogénesis hasta la
embriogénesis, como resultado de los cambios en el sistema materno (Altamirano,

2006).

Segln el sexo, un mismo téxico puede producir diferentes efectos al entrar en
contacto con el organismo. Los mecanismos especificos mediante los cuales estos agentes
reprotéxicos causan dafo a células somaticas y germinales son en general desconocidos
debido principalmente a la escasez de sistemas, que permitan evaluar el efecto de estos
agentes, sus metabolitos y sustancias analogas sobre distintos tipos celulares, en especial

los gametos (Bonilla et al., 2001).

En los machos la elevada y constante produccién de células gaméticas, asi como
multiples componentes que integran su sistema reproductor lo hace mas susceptible al
dafio inducido por agentes exdgenos (Aragén, 1998). Siendo dichas células gaméticas
masculinas las mads accesibles, utilizadas para evaluar efectos genotdxicos y pueden ser

examinados de manera rapida, reproducible y en gran nimero (Wyrobek, 1979).
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Los espermatozoides son utilizados en pruebas de toxicologia reproductiva por
gué se puede evaluar dafio espermatogénico, efectos de fertilidad y mutaciones génicas
heredables (Foster y Lamb IV, 1988). Las consecuencias genéticas de la fertilizacion con
espermatozoides dafados por exposicion a un quimico, no se conocen aun, pero
espermas que llevan anormalidades numéricas y estructurales en los cromosomas pueden
afectar la viabilidad, el desarrollo y la salud del embrién (Wyrobek et al., 1984; Wyrobek,
1993).

1. 7.2. Estructura del espermatozoide.

El espermatozoide se divide en dos partes principales (Fig. 2):

> Cabeza: nucleo, acrosoma (rodea las 2/3 partes del nucleo), capa fina de citoplasma

carente de organulos (Rodriguez et al., 2003).

» Cola: cuello; es un estrechamiento que se produce inmediatamente después de la
cabeza y que da origen al flagelo. Es donde se localizan los centriolos (Rodriguez et al.,

2003).

Porcidn intermedia; presenta el axonema del flagelo rodeado por nueve fibras externas
densas, rodeando esto se encuentra las mitocondrias dispuestas en forma helicoidal.
Conforme nos acercamos a la siguiente pieza, se detecta por debajo de la membrana
plasmdtica un engrosamiento fibroso denominado anillo fibroso, que impide que las
mitocondrias se deslicen hacia la pieza principal.

Porcidn principal; es la parte mas alargada. Presenta el axonema del flagelo y las nueves
fibras externas densas procedentes de la pieza intermedia.

Porcidn terminal; es una porcion muy corta de la cola y estad constituida por el axonema

del flagelo (Rodriguez et al., 2003).
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En los mamiferos las células germinales atraviesan por procesos de divisién
celular (mitosis y meiosis) y de transformacién celular durante la espermatogénesis y la
espermiogénesis. Para llevar a cabo la fertilizacidon, la elaboraciéon de hormonas sexuales
masculinas y la liberacién de los gametos masculinos en el tracto reproductor femenino

(Aragon, 2003).

Cabeza l Cola

Cuello

Pieza intermedia

Pieza principal Pieza terminal

Fibras densas  Mitocondrias Fibrasanulares Axonema

Acrosoma

Nucleo Centriolos

Figura 2. Estructura del espermatozoide humano (Rohen y Liitjen-Decroll, 2008).

La espermatogénesis es un proceso que se lleva a cabo en los tubulos seminiferos
del testiculo y comienza en la adolescencia. Consta de una serie de etapas de division y
diferenciacién celular, cuya duracién es dependiente de la especie; en el humano es de 74

dias, en la rata es de 53 dias y en el ratén es de 35 dias (Johnson et al., 1997).

La espermatogénesis consta principalmente de tres etapas de diferenciaciéon celular

(Fig. 3):

» Fase inicial o Espermatocitogénesis. Bajo el estimulo de la testosterona, las células
de Sertoli se diferencian en un sistema de tubulos seminiferos. Las células

germinales primordiales en reposo, reanudan su desarrollo, se dividen varias veces
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por mitosis y meiosis, acaban diferencidandose a espermatogonias (Lanser y Lanser,

2003).

Las espermatogonias proliferantes dan origen a los espermatocitos en el
compartimiento basal de los tubulos seminiferos a través de dos divisiones

meidticas (Shing et al., 1999).

» Segunda fase. A medida que la espermatogénesis progresa, estas células se
trasladan gradualmente desde el lado basal al luminal del epitelio seminifero,
pasando entre las células de Sertoli. Durante la fase migratoria, los espermatocitos
primarios reclutados experimentan sin interrupcidn las dos divisiones meidticas,
produciendo primero dos espermatocitos secundarios y después cuatro
espermatidas (Cunningham, 2003; Lanser y Lanser, 2003). Los espermatocitos
primarios y secundarios permanecen intercalados con el citoplasma de las células

de Sertoli (Shing et al., 1999).

» Fase final. Llamada espermiogénesis; es el proceso de transformacién morfolégica
de las espermatidas a espermatozoides (Shing et al., 1999), al mismo tiempo que
completan su migracidon hacia la superficie luminal de los tubulos seminiferos,
rompiendo las ultimas conexiones con las células de Sertoli; este proceso final es
llamado espermiacién (Lanser y Lanser, 2003; Cunningham, 2003). Las
caracteristicas principales de la espermiogénesis incluyen la formacion del
acrosoma a partir del aparato de Golgi, la condensacién y elongacion del nucleo, la

formacion del flagelo y una extensa pérdida de citoplasma (Cunningham, 2003).

El apropiado funcionamiento de la espermatogénesis es una de las claves para la
produccién sucesiva de un numero importante de espermatozoides (Sharpe, 1994), con
caracteristicas adecuadas de movilidad y capacidad de fertilizacién para producir

descendencia saludable (Foster y Lamb IV, 1988). Sin embargo, las alteraciones de la
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espermatogénesis son frecuentes. El estudio de una muestra de semen puede mostrar
espermatozoides con anomalias tales como cabezas pequefias, estrechas o poliformes
(forma de pera o banana), cabezas dobles o triples, defectos de los acrosomas y colas

dobles (Wyrobek, 1975; Lanser y Lanser, 2003).

La mayoria de los estudios indican que los espermatozoides con morfologia
alterada muestran modificaciones en la movilidad y capacidad para llevar a cabo la
reaccion acrosomal, lo que impide que fertilicen al ovocito (Bonilla et al., 1994). Se ha
observado que la exposicidn a agentes tdxicos como diversos metales afectan la movilidad
espermatica, la cual es un indicador adecuado de dafio reproductivo (Altamirano-Lozano

etal., 1997).

hWziosis ||

Divisidn mitdtica

hziosis |

Espermatides ¢ i
Ezpermotocito {n SREDAIGZAIBEAN

Espermotocito secundatio ()

primaria 2n)

X

Espermatogonia
(2

WMembrana basal Células de Sertoli

Figura 3. Diagrama de la Espermatogénesis en mamiferos (Patton y Thibodeau, 2008).
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1.7.3. Toxicologia del Desarrollo

El desarrollo embrionario es un proceso bioldgico complejo, desde Ia
gametogénesis hasta la embriogénesis, debido a esto, durante el proceso pueden ocurrir
algunos errores originando anomalias o defectos sobre el embrién. Pero dicho proceso
también depende del sistema materno y del ambiente en que se desarrolle el producto.
No obstante, al modificar o alterar por alguna causa el sistema materno esto puede daiar
de manera indirecta al embrion. En estudios realizados durante el desarrollo embrionario
han revelado que agentes quimicos, fisicos, asi como deficiencias o excesos nutricionales
son agentes que producen dafio de manera directa al embrién produciendo

malformaciones (Altamirano, 2006).

A dichas malformaciones congénitas o mutaciones ya sean inviables (abortos) o
viables, son estudiadas por la teratologia, término proveniente del griego Theratos que
significa mounstro. En 1997, Wilson plantea los principios generales de la teratogénesis,
los cuales describen la susceptibilidad a los agentes teratogénicos dependiendo del
genotipo del producto, la interaccién con el medio ambiente y el tiempo en el cual se
produce la exposicidn, asi como la via especifica (mecanismo) en las células en desarrollo y
en los tejidos para originar una embriogénesis anormal (Alvarez, 2002). Dentro de estos
mecanismos propuestos se encuentran: la mutacién, la no disyunciéon y rompimiento
cromosémico, interferencia mitdtica, alteracién de la integridad y funcién de los acidos
nucléicos, falta de precursores normales, fallas en las fuentes de energia celular, cambios
en las propiedades de las membranas celulares, fallas en el balance de sales dentro y fuera
de las células (osmolar), inhibicién enzimatica (Wilson, 1997). Otros principios generales
de la teratogénesis es la ruta de llegada del agente al producto en gestacion, la cual
depende de sus propiedades fisico-quimicas. Y por supuesto la relacion dosis- respuesta;
la cual puede ser tan baja que no produce efecto adverso en el producto, pero cuando se
incrementa también se incrementa el dafio producido e incluso puede llegar a ser letal

(Alvarez, 2002).
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Los teratogénos son capaces de producir uno o mas de los cuatro tipos de efectos
sobre el desarrollo: 1) Muerte del organismo en desarrollo, 2) Anormalidades
estructurales o malformaciones, 3) Deficiencia del desarrollo y 4) Deficiencia funcional

(Scialli, 1992).

1.8. El ratén como modelo biolégico

El ratdn de laboratorio es un roedor cuyo ancestro es el ratén comuin o ratén
domeéstico, cuyo nombre cientifico es Mus musculus (Andress et al., 1992; Suckow et al.,
2001; Fuentes et al., 2008). Sin embargo, el desarrollo del ratén de laboratorio como un
modelo de investigacion realmente comenzé con experimentos genéticos en el aino 1900.
Hoy en dia, el ratén de laboratorio es reconocido como el modelo preferente para la
investigacion genética moderna. Los ratones también se utilizan en una variedad de otros
tipos de investigacion, incluyendo el cancer, la inmunologia, la toxicologia, metabolismo,
biologia del desarrollo, la diabetes, la obesidad, el envejecimiento y la investigacién
cardiovascular. El hecho de que son genéticamente el mejor caracterizado de todos los

mamiferos aumenta su valor para todos los campos de estudio (Suckow et al., 2001).

A través de cruzamientos selectivos se han creado nuevas cepas de ratones de
laboratorio, actualmente existen entre 100 y 120 cepas consanguineas de ratdn, siendo
este mamifero el mas usado en los laboratorios, debido a su capacidad de proliferacién, a
su capacidad de adaptacion, a los conocimientos que se tiene acerca de su fisiologia y a la

factibilidad de su manejo (Andress et al., 1992).

El raton es un mamifero de sangre caliente, de habitos nocturnos y su
comportamiento estd influenciado por feromonas. Posee un agudo sentido de la audicion,
por lo que se alteran rapidamente con los ruidos, es por ello que hay que tener cuidado

con los equipos que se utilizan. Por su pequeio tamafio son muy susceptibles a cambios
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ambientales, puesto que una variacion de la temperatura entre 2 a 3°C, puede afectar su
temperatura corporal y modificar su fisiologia (Altamirano, 1994). El tamafio del ratén
adulto varia de 12 a 15 cm desde la punta de la nariz a la punta de la cola; el largo de la
cola es igual al largo del cuerpo y con un peso aproximado de 30g. Las crias al nacer tienen
un peso aproximado de 1 a 2g y gana rdpidamente peso durante la lactancia (Fuentes et

al., 2008). Tienen una vida util de 10 a 12 meses y se obtiene de ocho a diez camadas.

Sin embargo, los machos de algunas cepas comienzan a mostrar su agresividad
entre la séptima y décima semana de edad, aun cuando estos grupos se hayan establecido
al destete. En el grupo de machos existe uno dominante que puede ser muy agresivo. Las
hembras generalmente no pelean, incluso cuando se hayan agrupado siendo ya adultas. El
acto de comer es ciclico, con un pico maximo durante el periodo de oscuridad. El mayor
consumo de agua es durante las horas de oscuridad. El consumo de alimento y agua varia
entre las cepas de ratones, cabe mencionar que los requerimientos nutricionales estan
determinados por la calidad genética, el estado de salud, la gestacién y la etapa de
desarrollo, pudiendo influir en los resultados de la investigacién al modificar la respuesta
de los animales a los farmacos u otros factores a los que se expongan (Altamirano, 1994;

Bocanegra, 2005; Fuentes et al., 2008).

En cuanto a su reproduccién, la activacidén de los estrégenos provoca cambios
reproductivos importantes en la hembra tales como la cornificacion del epitelio vaginal y
la apertura vaginal, los cuales se presentan entre los 24 y 28 dias de edad, también
produce una ovulacién y es acompanada por estro vaginal (Altamirano, 1994),
denomindndose a dichos procesos ciclo estral, de esta manera la hembra es poliéstrica

continua.
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Tras el parto, a las 14-28 horas se produce un estro fértil, por lo que puede
utilizarse el estro posparto. Hay que tener en cuenta que la lactancia y gestacion
simultaneas puede retrasar entre tres a cinco dias la implantacion del embrién

(Bocanegra, 2005; Fuentes et al., 2008).

El apareamiento o cdpula puede averiguarse mediante la presencia de semen
gelificado (Tapdn vaginal) en el orificio vaginal de la hembra, el cual persiste de 18 o hasta
48 horas, o bien mediante citologia exfoliante es decir; al realizar un frotis vaginal después
del apareamiento, se observa la presencia de espermatozoides (Benardi et al., 1999;

Suckow et al., 2001; Bocanegra, 2005).

El periodo de gestacidn de la hembra es de 19 a 21 dias, durante dicho periodo se
deben de tener sumo cuidado, debido a que diversos factores pueden inducir estrés sobre
la hembra gestante. El parto ocurre usualmente durante la noche, y el nimero de
productos depende de la cepa, el nimero de gestaciones y edad de la hembra

(Altamirano, 1994; Alvarez y Medellin, 2005).

Debido a las caracteristicas citadas anteriormente, es por lo que ha sido utilizado
el ratdn como modelo biolégico para diversos estudios, sobre todo en estudios de

toxicologia reproductiva.
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2. JUSTIFICACION

El cancer, al ser una de las enfermedades con mayor impetu en el panorama
epidemioldgico del pais, se ha convirtiendo en un grave problema de salud publica, a
pesar de los avances en investigacion y tratamiento. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), estima que alrededor de 84 millones de personas morirdn a causa de esta

enfermedad entre 2005 y 2015 (OMS, 2009).

Ya que existe un gran numero de canceres renuentes a los tratamientos
guimioterapéuticos o simplemente incurables, la creaciéon de nuevas opciones para el
tratamiento oncoldgico, se ha vuelto una prioridad para varias instituciones tanto de salud
como de investigacidn, principalmente enfocados en el desarrollo de farmacos que sean

mas selectivos y aminorando los efectos secundarios de estos.

Para México también se ha vuelto una prioridad la innovacién de medicamentos ya
que la gran mayoria de los tratamientos farmacoldégicos son elaborados en el extranjero,

lo cual incrementa su costo, y son inaccesibles para algunos sectores de la poblacidn.

Asi, en la busqueda de alternativas, un grupo de investigadores de la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México, dirigido por la Dra. Lena Ruiz
Azuara, se han enfocado en el disefio, sintesis y caracterizacion de una familia de
compuestos de coordinacion con Cobre como nucleo metdlico, denominados
CASIOPEINAS®, estos compuestos han demostrado tener actividad citostatica, citotéxica, y
antineopldsica en modelos tanto in vitro como in vivo, comparable o superior a la del
cisplatino, asociado a esto su costo de elaboraciéon es considerablemente inferior,

mostrando ser una alternativa para el tratamiento de cancer.

27
FEZ ZARAGOZA, UNAM



-
%522 UNIGEN 2011

No obstante son pocos los estudios realizados con Casiopeinas® que expongan
su efecto toxicolégico reproductivo, especificamente en lineas celulares germinales
masculinas (espermatozoide). Por lo anterior se considera de suma importancia evaluar el
efecto inducido por la administracion de la Casiopeina Ill-Ea durante el proceso
reproductivo del ratén macho de la cepa CD-1, asi como evaluar el efecto toxico sobre su
descendencia, mediante una prueba de fertilidad y evaluacién espermatica. Asi como
colaborar y complementar otras investigaciones sobre este antineoplasico, con el fin de

qgue pueda ser utilizado como un tratamiento farmacolégico contra el cancer.

3. HIPOTESIS

Se ha mostrado que la administracion de algunas Casiopeinas® durante el proceso
reproductivo del ratén macho y durante el ciclo espermatogénico, inducen disminucion en
la motilidad espermatica, alteracidn en el desarrollo de la espermatogénesis, infertilidad y
teratogenotoxicidad en su descendencia. Por lo tanto se espera que al administrar Cas lll-
Ea a ratones machos de la cepa CD-1 sexualmente maduros tendra un efecto reprotoxico y

afectara el desarrollo embrionario y fetal de su descendencia.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto toxicolégico reproductivo inducido por la administracion de
Casiopeina llI-Ea a diferentes concentraciones en ratones macho de la cepa CD-1, asi como

analizar el efecto teratdgeno sobre su descendencia.

4.2. Objetivos Particulares

» Monitorear el efecto téxico que se presenta en el macho durante la administracion
de 1/8,1/16 y 1/32 de la DLso de Cas llI-Ea, mediante el porcentaje de mortalidad

y peso corporal del raton.

» Evaluar el porcentaje de fertilidad del raton macho de la cepa CD-1 expuestos a
diferentes concentraciones de Cas llI-Ea, por medio de la incidencia de embarazo

en hembras.

» Evaluar las funciones reproductivas del ratén macho de la cepa CD-1 tratado con
Cas lll-Ea a diferentes concentraciones, mediante pardmetros tales como; la

morfologia y motilidad espermatica.

» Evaluar la viabilidad espermatica de raton macho de la cepa CD-1 expuesto a 1/8,

1/16y 1/32 de la DLso de Cas llI-Ea.

» Analizar la descendencia de los machos tratados con Cas lll-Ea a diferentes
concentraciones, por medio de los parametros tales como: frecuencia y tipo de

malformaciones anatdmicas macroscépicas y esqueléticas.
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5. METODOLOGIA

5.1. Animales

Se utilizaron 75 ratones machos de la cepa CD-1, de 2 meses de edad, sexualmente
maduros, con un peso de 40-45 gramos, y 50 ratones hembras de la cepa CD-1
sexualmente maduras, con un peso de 30-40 gramos. Durante todo el periodo de
tratamiento los ratones se mantuvieron bajo condiciones de luz-oscuridad controladas
(12-12 hrs.), alimentacién y agua ad libitum. Los animales fueron pesados al comenzar el
tratamiento, durante el tratamiento (cada tercer dia), y durante el periodo de
apareamiento. En el caso de las hembras se pesaron durante el periodo gestacién (cada

tercer dia) y hasta el momento del sacrifico.

5.2. Compuesto Quimico

Se utilizd una solucién de Casiopeina lll-Ea [Nitrato de acua, 4,7-dimetill-1,10-
fenantrolina, acetilacetonato cobre (ll)], preparada con agua inyectable, la cual fue
inyectada via intraperitonealmente (i.p.) conteniendo volimenes adecuados desde 1.625
mg/kg (1/8 DLso), 0.8125 mg/kg (1/16 DLso), 0.40625 mg/kg (1/32 DLso). Para el grupo
testigo positivo fueron tratados con Cloruro de Cadmio (CdCl,) preparado con agua
inyectable e inyectado via intraperitoneal (i.p.), conteniendo un volumen adecuado con

una concentracion de 4 mg/kg.

5.3. Grupos

Se utilizaron para este estudio 75 machos sexualmente maduros de la cepa CD-1,
se dividieron en cinco grupos aleatoriamente (Cuadro 1). Grupo 1: testigo negativo (5
animales). Grupo 2: testigo positivo (10 animales) el cual se tratd con Cloruro de Cadmio

(CdCl;) cada tercer dia, durante un periodo de 10 dias. Después del periodo de
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tratamiento, se sacrificaron 5 ratones para la evaluacién espermatica y se reservaron 5
animales los cuales se sometieron a una prueba de fertilidad, después del quinto dia de

apareamiento fueron sacrificados para las evaluaciones correspondientes.

Cuadro 2. Formacidn de los grupos para la evaluacion espermatica y fertilidad.

1 (Testigo negativo) 5 Sin tratamiento 45 dias
2 (Testigo positivo)

{ Subgrupo 2.1 5 Cloruro de cadmio (4 mg/kg) 10 dias

SO 22 3 Cloruro de cadmio (4 mg/kg) ol

Subgrupo 3.1 5 Cas lll-Ea 1.625 mg/kg (1/8 DLso) 15 dias
3 < Subgrupo 3.2 5 Cas lll-Ea 1.625 mg/kg (1/8 DLso) ig g:gz

Subgrupo 3.3 5 Cas lll-Ea 1.625 mg/kg (1/8 DLso)

Subgrupo 3.4 5 Cas lll-Ea 1.625 mg/kg (1/8 DLso) ol

Subgrupo 4.1 5 Cas Ill-Ea 0.8125 mg/kg (1/16 DLso) 15 dias
4 {Subgrupo 4.2 5 Cas lll-Ea 0.8125 mglkg (1/16 DLso) p g:gz

Subgrupo 43 5 Cas Ill-Ea 0.8125 mg/kg (1/16 DLso)

Subgrupo 4.4 5 Cas lll-Ea 0.8125 mg/kg (1/16 DLso) el

Subgrupo 5.1 5 Cas lll-Ea 0.40625 mg/kg (1/32 DLso) 15 dias
5 < Subgrupo 5.2 5 Cas lll-Ea 0.40625 mg/kg (1/32 DLso) e g:g:

Subgrupo 5.3 5 Cas Ill-Ea 0.40625 mg/kg (1/32 DLso)

ubgrupo 5.4 5 Cas lll-Ea 0.40625 mg/kg (1/32 DLso) el
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Para los tratamientos con Cas llI-Ea se asignaron los siguientes grupos. Grupo 3:
1.625 mg/kg (20 animales), Grupo 4: 0.8125 mg/kg (20 animales), Grupo 5: 0.40625 mg/kg
(20 animales), los cuales fueron inyectados cada tercer dia, por un lapso de 45 dias. Cada
uno de estos grupos se dividieron en 4 subgrupos (5 animales cada uno): de los cuales 3
subgrupos fueron sacrificados cada 15 dias después de comenzar el tratamiento y el
subgrupo restante se sometid a una prueba de fertilidad después de concluir el periodo de
tratamiento (45 dias), al quinto dia de apareamiento fueron sacrificados para las

evaluaciones correspondientes.

5.4. Evaluacion Espermatica (Motilidad y Morfologia)

Después de la ultima inyeccién o finalizado el periodo de apareamiento (segun el
caso) los animales fueron sacrificados, por dislocacién cervical. Posteriormente se les
removié ambos conductos deferentes, por medio de un exprimido se extrajo el semen,
colocandolo en 2 ml de solucién de Tyrode’s (Sigma la Compafiia Quimica, San Louis, MO)
a 37°C, mezclandolo y homogenizando la suspensién. Se colocd una gota de la suspension
espermatica de cada animal en un portaobjetos y se observaron 10 campos (amplificacion

400X) en un microscopio de contraste de fases (NIKON).

La motilidad espermatica fue evaluada en un lapso de 5-7 minutos después del
sacrificio del animal (Altamirano-Lozano et al., 1996). Los espermas se clasificaron como
motil o no motil y los datos obtenidos se reportaron como el porcentaje de espermas
motiles, es decir el nimero de células mdviles entre el nimero de células totales

analizadas por cien (Seed et al., 1996).

Para evaluar la morfologia espermatica se tomaron unas gotas de la suspension
espermatica original y se colocé sobre un portaobjetos, realizdndose un barrido y

dejandose secar al aire, posteriormente se tifieron con Giemsa (1:40 en agua). Para cada
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muestra fueron evaluados mas de 500 espermatozoides, a 100X, los espermas se
clasificaron como normal o anormal y los datos se reportaron como el porcentaje de
espermatozoides anormales. También se reporté el porcentaje relativo de cada tipo de
anormalidad encontrado esto de acuerdo a los criterios descritos por Wyrobek y Bruce
(1975, 1978) es decir; la morfologia de la cabeza (cabeza de banana, gancho inusual,
amorfo y sin cabeza) y la morfologia de la cola (doble flagelo, enrollado sobre si) con

algunas modificaciones (doble cabeza, macrocéfalos y microcéfalos).

5.5. Viabilidad Espermatica.

De la solucién espermatica anterior de cada ratén, se tomaron 10 L, se colocé en
un tubo eppendorf, y se le adiciond 10 pL de azul tripano, agitandose ligeramente y
enseguida se colocé una gota sobre un portaobjetos contar 200 células por ratén
siguiendo el criterio de inclusion-exclusion, es decir; las células muertas se tifieron de azul
y las células vivas mas claras (Sigma cell culture, 1997). Los resultados se expresaron como
el porcentaje de células viables, es decir el nimero de células viables entre el nUmero de

células totales analizadas por cien. (Seed et al., 1996).

5.6. Evaluacion de Fertilidad

Veinticuatro horas después de la ultima inyeccion los machos (segin el caso)
fueron colocados durante 5 dias con 2 hembras cada uno para la cruza. Al concluir este
tiempo se revisd que las hembras presentaran un tapdén vaginal como resultado del
proceso de copula, verificando que la hembra fue prefiada o no. Se evalué la fertilidad de
los ratones macho tratados por medio de la incidencia de embarazo y el niumero de

implantaciones.
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5.7. Analisis de la Descendencia

Una vez identificado el tapdn vaginal se consideré ese dia como “dia cero”. Al
cumplir 18 dias de gestacién fueron sacrificadas las hembras por dislocacion cervical,
obteniéndose los fetos, éstos se contaron conforme a la ubicacion de cada uno de los
cuernos uterinos. Se examind el Utero para identificar alguna evidencia de reabsorciones,
y en qué porcentaje se presentaron. También fueron revisados los fetos para verificar
cualquier malformacion externa; se comprobd por medio de estimulacién (al tocarlos

presentaran movimiento) que estuvieran vivos y se registré el peso por camada.

Posteriormente fueron sacrificados y colocados en etanol al 70 por ciento por 24
horas, se tomé al azar dos terceras partes de los fetos obtenidos por camada, mientras
gue el otro tercio fue colocado en etanol al 70 por ciento para su conservacion, se registro
el sexo de los fetos extraidos y se procedid a retirar las visceras para aclarar el tejido

graso.

Después se colocaron en una solucién de hidréxido de potasio (KOH) al uno por
ciento, por un periodo de 24 a 72 horas aproximadamente, realizando tres cambios de la

solucidn hasta que el esqueleto fue visible a través del tejido graso.

Para la tincion del esqueleto fueron expuestos a una solucién de KOH al uno por
ciento con rojo de alizarina (500 mg/100 ml de KOH 1%) durante 24 horas hasta tefir el
esqueleto. Una vez teiiidos se pasaron a glicerina pura para eliminar el exceso de
colorante, y preservarlos. Se realizé el analisis de las estructuras dseas de cada feto por

medio de un estereoscopio, registrando todo tipo de evidencia de dafio.
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5.8. Registro de datos y Analisis Estadistico

Se calculé la media y la desviacidn estdndar para los siguientes pardmetros: peso
corporal de los machos tratados, motilidad y viabilidad espermdtica, espermatozoides
anormales, numero de implantaciones por camada, reabsorciones por camada, peso por
camada, la prueba utilizada por la cual se obtuvo el analisis estadistico fue la prueba “t” de
Student (nivel de significancia P<0.05). Mientras que para el porcentaje de fetos con
malformaciones anatémicas externas, malformaciones esqueléticas, y por camada se

“»

evaluaron por medio de una prueba “z” de diferencia de proporciones (nivel de

significancia P<0.05). Comparando siempre los grupos tratados contra el testigo negativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto Toxico y Reprotéxico

La administracion de Casiopeina llI-Ea a ratones macho de la cepa CD-1 por un
periodo de 45 dias, provoco una ligera disminucién sobre el peso corporal en los grupos
tratados con 1.625 mg/kg (1/8 DLsg) mostrando una diferencia estadisticamente
significativa. Por otro lado es evidente el incremento en el porcentaje de mortalidad de los

individuos expuestos a 1/8 DLso de Casiopeina Ill-Ea (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ratones macho cepa CD-1 tratados con Casiopeina IlI-Ea durante 45 dias segun
dosis aplicada y peso corporal (X + D.E).

4348+£365  4436+215 4139 +4.64* 41.70 £ 5.39%* 41.08 + 3.40*

* Administrado durante 10 dias, segun dosis aplicada y peso corporal.
** P <0.05 vs. Testigo Negativo, con prueba “t” de Student.

X: Media. D.E: Desviacion Estandar.

?(n2 de machos muertos/ n2 total de machos )x100
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6. 1. 1. Fertilidad

Para la evaluacion de la fertilidad de los ratones machos expuestos a diversas dosis
de Casiopeina Ill-Ea, fue utilizado como parametro la incidencia de prefiez que
presentaron los ratones hembra de la cepa CD-1 al ser apareadas con estos ratones. Como
se puede observar en el cuadro 4, el porcentaje de fertilidad que presento el grupo
tratado con 1.625 mg/kg de Cas llI-Ea fue menor (2/10; 20%), comparado con el grupo
testigo negativo (7/10; 70%), mientras que en los otros dos grupos no hubo cambios en

este parametro.

Cuadro 4. Efectos de la Casiopeina lll-Ea en la funcidn reproductiva de ratones macho de
la cepa CD-1 tratados intraperitonealmente por un periodo de 45 dias.

* Administrado durante 10 dias, segun dosis aplicada y peso corporal.
? (n2 de hembras prefiadas/ n2 de hembras apareadas) *100
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6.1.2. Evaluacidn Espermatica (Motilidad, Viabilidad y Morfologia)

Los resultados de los diversos parametros que se evaluaron para mostrar el efecto
en los espermatozoides de ratones macho tratados con Cas Ill-Ea se exponen en el cuadro
5. Se puede observar que el porcentaje de motilidad en cada uno de los tratamientos
disminuyé conforme transcurrié el periodo de tratamiento presentando una diferencia

estadisticamente significativa, excepto para la dosis de 1/32 DLsg a los 50 dias.

Para la viabilidad se obtuvo una diferencia significativa con respecto al testigo
negativo en los tratamientos de 1/32 DLso a los 45 dias, 1/16 DLso a los 45y 50 dias. En
cuanto al porcentaje de espermatozoides anormales se observo que para la dosis de
0.40625 mg/kg y 0.8125mg/kg de Cas llI-Ea hay un aumento con respecto al tiempo de
tratamiento, no obstante después 50 dias disminuyo el porcentaje. Para la dosis de 1/8

DLso de Cas lll-Ea también presento variaciones al final del tratamiento.

Los diversos tipos de anormalidades morfolégicas que presentaron los
espermatozoides fueron registradas de acuerdo a los criterios descritos por Wyrobek y
Bruce (1975, 1978) con algunas modificaciones, dichas malformaciones espermaticas se

muestran en el cuadro 6 (se evaluaron mds de 500 espermatozoides por raton).

Las principales malformaciones que se presentaron fueron: cabeza de banana con
un 36.36% para la dosis de 1/16 DLso de Cas lll-Ea a los 50 dias, enrollado en si con un
51.95% para la dosis de 1/8 DLso de Cas lll-Ea a los 45 dias y sin cabeza con un 30.92%
para la dosis 1/32 DLsy de Cas Ill-Ea a los 30 dias (Figura 4). En la mayoria de los casos
mostrd un efecto decreciente en el porcentaje de malformaciones espermaticas conforme
transcurrié el periodo de tratamiento. Al comparar las tres dosis de Cas Ill-Ea con el
testigo negativo, los porcentajes son superiores en espermatozoides enrollados en si, con

gancho inusual, y sin cabeza.
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Cuadro 5. Efectos de la Casiopeina lll-Ea en la funcién reproductiva del ratdn macho de la
cepa CD-1 tratado intraperitonealmente por un periodo de 45 dias. (X +D.E.)

80 +13.17 88.1+4.45 17124211
114 +6.27 61.7+7.98 62.60 + 14.65
80.4 + 15.61* 69.9 + 10.24 20.68 + 6.90
74 £ 5.70% 61.8 +4.89 23.16 £ 12,2+
57 + 14,63 74.9 +10.63** 25.24+9.03
79.6 £9.89 90.8 +4.62 19.88 + 1.35%
83.2 +12.58* 67.1+2.63 21724374
86 + 10.12* 62.25 +3.22 2284537
44.4 + 32,94 733 +9.34% 3427522
24.4 + 19,59 56.8 + 5.25* 28.08 + 8.20*
84.6 + 10.41% 67.8+4.16 25.76 + 12.37*
76 % 9.90* 63.25+0.35 26.64 + 11.24*
36.67 + 26.31* 70.33 +2.47 19.04 + 3.67*
30.6 + 34.82% 59.1 + 3.56* 23.32 +5.43%
* Administrado durante 10 dias, segun dosis aplicada y peso corporal.
** P <0.05 vs. Testigo Negativo, con prueba “t” de Student.
X: Media. D.E: Desviacion Estandar.
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Cuadro 6. Porcentaje y tipo de anormalidades espermaticas del ratén macho de la cepa
CD-1 tratado intraperitonealmente con Casiopeina lll-Ea, por un periodo de 45 dias.

Testigo (-) 27.80 - 29.91 1.40 21.96 18.22 0.70

Testigo (+)

CdCl.* 4 33.29 0.13 41.09 0.06 13.35 8.75 3.32
mg/kg

Cas lll-Ea 0.40625mg/kg (1/32 DLso)

15 dias 22.44 0.58 44.29 0.97 22.44 9.28
30 dias 20.73 0.35 35.75 0.86 30.92 10.54 0.86
45 dias 23.61 - 47.07 0.16 15.69 1331 0.16
50 dias 29.58 - 40.24 0.20 15.69 14.29

Cas lll-Ea 0.8125mg/kg (1/16 DLso)

15 dias 17.32 211 41.87 2.56 23.34 9.79

30 dias 23.12 150 34.23 150 26.28 10.96 2.40
45 dias 21.73 - 40.76 0.42 19.54 11.34 0.21
50 dias 36.36 - 20.07 - 21.44 20.93 1.20

Cas lll-Ea 1.625 mg/kg (1/8 DLso)

15 dias 27.26 1.66 31.86 4.79 20.81 11.97 1.66
30 dias 18.86 0.88 46.05 8.33 12.72 11.40 1.75
45 dias 8.75 0.19 51.95 0.58 30.54 7.20 0.78
50 dias 30.48 0.14 28.92 0.14 20.94 19.09 0.28

?Otras malformaciones: doble cabeza, macrocéfalos, microcéfalos.
* Administrado durante 10 dias, segun dosis aplicada y peso corporal.
(-) No presento la anormalidad.
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Figura 4. Diversos tipos de anomalias morfoldgicas del espermatozoide de ratdn, inducidas por la
administraciéon de Cas lllI-Ea. a) Espermatozoide normal, b) Cabeza de banana, c) Espermatozoide

amorfo, d) Enrollado sobre si, e) Sin cabeza.
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6.2. Efecto embriotdxico y teratégeno de la descendencia de ratones machos tratados
con Casiopeina llI-Ea.

6.2.1. Efecto Embriotodxico

Cuadro 7. Parametros reproductivos en ratones hembra prefiadas por ratones macho de
la cepa CD-1 tratados intraperitonealmente con Casiopeina lll-Ea, por un periodo de 45
dias.

7 2 6 7 2
7 2 6 7 2
85 15 78 100 27
1214+324  75+495 13+ 4.15* 1429+315% 135+ 6.36*
82 (28/54) 15 (3/12) 75 (22/53) 83 (40/43) 26(8/18)
1%+ - - 1
98.8 100 100 98.8 100
3 : 3 16 1
0.43£0.79 - 0.500.55* 2.29+2.14 0.50£0.71*
2 - 1 15
1 - 2 1 1
1 4
2884+4.11 2190+7.64  3208599%  27.21+10.69*  33.40+2.69*

()

*P<0:05vs—Testigo, conprueba“t*de Student:
** Muertes por canibalismo.

X: Media. D. E: Desviacion Estandar.

(-) No presento el efecto.
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En el cuadro 7, se puede observar que solo 2 hembras se encontraban gestantes de
las 10 que se aparearon con los machos tratados con 1.625 mg/kg de Cas lll-Ea, cabe
resaltar que este mismo efecto mostré el grupo del testigo positivo, mientras que los
demads tratamientos no presentaron alguna diferencia con el grupo negativo. Por otra
parte el nimero de implantes y peso por camada no se vieron afectados ya que no hay
una diferencia significativa comparada con el testigo negativo, al igual que el nimero de
reabsorciones por camada para las dosis de 1/32 y 1/8 de Cas lll-Ea, excepto para la dosis
de 1/16 de Cas llI-Ea la cual presentd un incremento, donde las camadas con este factor

representan mas del 15%, asi como el mayor numero de partos adelantados.

6.2.2. Efecto Teratogénico

Las malformaciones externas fetales que presenté la descendencia de los machos
tratados con Cas lll-Ea, se presentan en el cuadro 8. En este caso, los embriones con
anormalidades se pusieron en un solo grupo, incluyendo aquellos que presentaron una
malformacidn macroscépica y los que presentaban alguna otra anormalidad fisica. Cabe
mencionar que en un mismo embrion pudo presentar mas de una malformacidon vy a la vez

alguna otra anormalidad.

Dentro de las mas frecuentes fueron los miembros rotados manifestando una
diferencia estadisticamente significativa (Fig. 5).Para la dosis de 1.625 mg/kg mostré el
mayor porcentaje de fetos con anormalidades (65%), parpados abiertos (15%), y piel fragil
(31%). Para los siguientes tratamientos se observo, que mientras disminuye la
concentracion del farmaco, algunas de las anomalias aumentaron, como por ejemplo las
extremidades delanteras y traseras cortas, extremidades delanteras y traseras plegadas,

siendo este tipo de degeneraciones las mas comunes para la dosis de 1/16 DLso.
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Cuadro 8. Malformaciones externas fetales descendientes de machos tratados durante 45
dias con Casiopeina. (El porcentaje se muestra entre paréntesis)

_ 18/82 (22) 8/15(53) 40175 (53) 37/83 (45) 17126 (65)
_ 3/82(4) 1/15(7) 3/75(2)* 4/83 (5) 4126 (15)*
Aot w8310
_ 3/82(4) 2/15(13) 2075 (2)* 4/83 (4)
Cmosplstade, | 26 - - -

Polgetta sy

_ 13/82(16) 6/15(40) 35/75 (47)* 29/83 (35)* 17/26 (65)*
Pldeguaygl, iy ansiey

* P <0.05 vs. Testigo Negativo, con prueba “Z” de diferencia de proporciones.
(-) No presento el efecto.

En el cuadro 9 se observan las malformaciones esqueléticas examinadas de los
fetos de hembras prefadas por machos tratados con Casiopeina lll-Ea. La osificacién
tardia en la dosis de 0.40625 mg/kg afectd al 67% de los fetos examinados, en la dosis de
1.625 mg/kg hubo un 50% de fetos afectados siendo estadisticamente significativo. En el
caso de falanges distales, proximales, metacarpos (extremidades delanteras) y falanges
medias (extremidades traseras) no presentaron malformaciones significativas. La
presencia de esternebras asimétricas, rudimentarias y grieta/doble apariencia; asi como la
presencia de craneos aplastados también son las malformaciones esqueléticas mas

abundantes (Fig. 6).
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En la figura 5 se observan algunos ejemplos de las alteraciones externas que
fueron encontradas en los fetos descendientes de los machos tratados con Casiopeina llI-

Ea.

Figura 5. Malformaciones observadas en fetos obtenidos de hembras apareadas
con machos tratados con Cas llI-Ea. a) Feto con dos dedos demas en extremidad inferior
(Polidactilia), b) Extremidad anterior corta y rotada, c) Cola en forma de gancho y

miembro inferior rotado.
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Cuadro 9. Malformaciones esqueléticas en fetos descendientes de ratones macho CD-1,
tratados con Casiopeina IlI-Ea durante 45 dias. (El porcentaje se muestra entre paréntesis)

No. de fetos examinados / camada 2107 18/6 2117
No. de fetos con osificacion tardia 2/21(10) 3/6(50) 12/18(67)* 5/21(24) 3/6(50)*
Extremidades delanteras
Falanges distales - -
Falanges medias 1/21(5)
Falanges proximales 1/21(5) 1/18(6) -
Metacarpos
Extremidades traseras
Falanges distales - -
Falanges medias 2/21(10)
Falanges proximales 1/21(5) - 4/27(15)
Metacarpos
Anormalidades Esqueléticas
No de fetos con anormalidades (%)
Esternebras
Asimétricas 9/21(43) 5/6(84) 11/18(61)* 14/21(67)* 3/6(50)
Forma de pesa 1/21(5) 1/6(17) 2/18(11) 2/21(10) 3/6(50)*
Asimétrica / Forma de pesa 4/21(19) 1/6(17) 6/18(33)* 6/21(29) 1/6(17)
Desplazadas 5/18(28)* 2/21(10)
Rudimentarias 8/21(38) 1/6(17) 5/18(28) 11/21(52)* 6/6(100)*
Bifurcada 5/21(24) 3/6(50) 1/18(6) 4/21(19)
Grieta/ Doble apariencia 5/27(24) 1/6(17) 12/18(66)* 12/21(57)* 416(67)*
Ausencia - -
Craneo
Aplastado 5/21(24) 4/6(67) 12/18(66)* 9/21(43)* 3/6(50)*
Vertebras
Ausentes = =
Costillas
Corta 2/21(10) 2/6(33) 1/18(6) 2/21(10) 1/6(17)
Extra = =
Ausencia 2/18(11) 1/21(5)
* P <0.05 vs. Testigo, con prueba “z” de diferencia de proporciones.
(-) No presento el efecto.
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Figura 6. Malformaciones esqueléticas observadas en fetos obtenidos de hembras

apareadas con machos tratados con Cas llI-Ea. Se puede observar el esternén de los fetos
en las figuras a, b y c. a) Quinta esternebra en forma de pesa, b) Primera esternebra

desplazada y c) Sexta esternebra osificacion tardia. d) Craneo aplastado.
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7. DISCUSION

Varios estudios han reportado efectos tdxicos y carcinogénicos inducidos en
humanos por la exposicion a ciertos metales, esto es principalmente por metales de
transicién como el zinc, hierro, cobre, cobalto y manganeso los cuales son esenciales en
los sistemas bioldgicos (Valko et al., 2005), ademas de participar en el control de varios
procesos metabodlicos, regulacion de oxigeno, estabilizadores de macromoléculas y en
concentraciones altas algunos de ellos presentan propiedades genotdxicas (Rodriguez y

Altamirano, 2006).

Debido a que la mayoria de los fdrmacos utilizados en la quimioterapia presentan
en su estructura quimica un centro metdlico, exhiben una alta toxicidad, pudiendo
provocar lesiones graves, deterioro de la calidad de vida e incluso la muerte del organismo

(DiSaia y Creaman, 2002).

Una gran variedad de compuestos antineopldsicos han sido estudiados en animales
por sus efectos, incluyendo agentes alquilantes, antimetabdlicos, antibidticos y otros
tipos. Muchos de estos agentes antineopldsicos actuan especificamente en la sintesis de
ADN, transcripcion, en la formacion del huso mitdtico u otros procesos especificos del
ciclo celular. En vista de su actividad en contra de las células que estan en el proceso de
division (Szabo, 1986), pueden desencadenar procesos como apoptosis O necrosis
(Fajardo, 2007). A partir de aqui surge la necesidad de estudiar los efectos secundarios
como consecuencia de la administracién de dichos farmacos durante las diversas etapas

de vida de un organismo, principalmente durante la etapa reproductiva.

Con la finalidad de conocer los efectos de la Casiopeina Ill-Ea se evalué su

capacidad para producir reprotoxicidad en ratones macho sexualmente maduros de la
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cepa CD-1 tratados a diferentes dosis por un periodo de 45 dias, periodo importante para

el andlisis de células gaméticas (espermatozoides).

Los resultados obtenidos muestran que la toxicidad inducida en los ratones macho
por la administracién intraperitoneal de Cas llI-Ea durante 45 dias, tiene un efecto dosis-
respuesta; es decir el porcentaje de mortalidad de individuos aumenta conforme se
incrementa la dosis, mientras que la ganancia de peso disminuye conforme aumenta la
dosis, estos efectos concuerdan con lo descrito por Bocanegra (2006), en donde se trabajo
con Cas lll-ia en raton macho CD-1. Ademds este mismo efecto se presenta en hembras
gestantes tratadas con Cas Ill-Ea en dosis de 1/4, 1/8, 1/16 de la DL50 (Camargo et al.,
2009).

La funcién principal del sistema reproductivo masculino es la produccidon de
espermatozoides capaces de fertilizar un évulo y producir descendencia sana (Altamirano
et al., 1996). Defectos funcionales y fisicos en el sistema reproductivo en el macho o en la
hembra tales como; errores en la diferenciaciéon de las células germinales antes de la
fecundacion, donde disminuye la calidad y cantidad de gametos, logran producir defectos

después de la fecundacion (Wyrobek et al., 1997).

Para llevar a cabo las funciones reproductivas normales en el macho, se requiere
de una comunicacion entre el sistema nervioso central y el hipotdlamo u d6rganos
receptores bajo su buen funcionamiento de todas las hormonas que participan (Jippner,
2000). Sustancias toéxicas pueden simular compuestos endégenos (como las hormonas)
actuando como agonistas o antagonistas, de esta manera pueden ser citotdxicas o activa a
los compuestos toxicos. Algunas sustancias toxicas pueden tener efectos indirectos

mediante la inhibicion de las enzimas clave (Branch, 2004).
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En cuanto al porcentaje de fertilidad (Cuadro 4), evaluado en ratones macho
tratados con Cas lll-Ea se encontré una disminucién, debido a que el nimero de hembras
prefias disminuyé conforme aumento la dosis, ya que para la dosis de 1.625 mg/kg (1/8
DLso) solo se obtuvo un 20% de hembras prefadas, algunas investigaciones revelan que al
existir un dafio en el espermatozoide es factible que haya una reduccion en la fertilizacion
del huevo o en la implantacion o en el desarrollo después de la implantacién (Bateman,

1984; Klemmt y Scialli, 2005).

Se ha examinado la relacion entre el dafio en el ADN del espermatozoide humano y
la incapacidad de fertilizacion, detectdandose la dificultad para concebir en varones que
presentaban lesiones en el ADN mayor al 30%, y cuando el grado de la lesién en el ADN
sobrepasa el 40%, la probabilidad de conseguir un embarazo es minima (Agarwal y

Allamaneni, 2005).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron, sin embargo, que el nimero
de implantaciones no presentaba una diferencia significativa con respecto al testigo
negativo, esto tal vez se deba a que en el ratén basta con una pequeia cantidad de
espermatozoides en buenas condiciones para que se pueda llevar a cabo la fertilizacién de

manera éptima (Francis et al., 1990).

Por otro lado, se encontrd un incremento en el niumero de reabsorciones en la
dosis de 1/16 DLso de Cas lll-Ea. En otro estudio donde se trabajé con hembras gestantes
con esta misma casiopeina mostrd, que el porcentaje de reabsorciones fue superior al
60% en las camadas obtenidas en dosis de 0.81251 mg/kg (1/16 DLso) y 3.25mg/kg (1/4
DLso) (Camargo et al., 2009), este efecto pueden ser probablemente el resultado de algun

dano o mutacién letal en el ADN de las células germinales durante la etapa de
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gametogénesis del espermatozoide, tales cambios en el material genético del
espermatozoide pueden ser letales, afectando la supervivencia o el desarrollo de los
embriones, y provocar la muerte prematura de los descendientes en una etapa temprana
o descenso en el peso (Garcia, 1998; Alvarez, 2002; Agarwal y Allamaneni, 2005; Campell y
Rees, 2007). Lo cual podria indicar que la casiopeina de manera indirecta induce
genotoxicicidad en las células germinales masculinas, ya que Sermet et al. (2006) encontrd
que la Cas lll-ia en dosis de 6.17 y 3.085 mg/kg resultd ser genotdxica in vivo, mientras que
la casiopeina lll-Ea también ha mostrado una alta genotoxicidad en células Hela (Alemén

etal., 2007).

Se encontré que la viabilidad espermdtica inducida por la Cas Ill-Ea mostré una
diferencia estadisticamente significativa en la mayoria de los tratamientos. Dicho efecto
puede atribuirse a la dosis y a que los espermatozoides tienen niveles despreciables de
antioxidantes, debido probablemente a su poco contenido de citoplasma, haciéndolos in-
capaces de reparar el dafio inducido por las EROS, perdiendo los sistemas enzimaticos

citoplasmaticos que se requieren para cumplir con esta reparacion (Gil et al., 2007).

Por esta razon, los radicales libres y los ERO han sido asociados con el estrés
oxidante y se han involucrado en numerosas funciones en el momento de la reproduccion.
Algunos autores definen al estrés oxidante como un desequilibrio bioquimico ocasionado
por la producciéon excesiva de radicales libres, los cuales exceden la capacidad
antioxidante de un organismo o por una disminucidn en la respuesta homeostatica de las
células o tejidos, provocando dafio oxidativo a las biomoléculas (Jeulin et al., 1989;

Agarwal y Allamaneni, 2005; Cérdova et al., 2009).

Los tejidos que conforman al testiculo y principalmente los espermatozoides

producen y exportan especies reactivas de oxigeno (ERO) al medio extracelular, de las
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cuales la mayoria son producidos por las mitocondrias, por el alto contenido de lipidos
como los acidos grasos poliinsaturados en sus membranas plasmdticas y su pequefio
volumen del citoplasma (Cdérdova et al., 2009). Situacién que hace a sus membranas
susceptibles al dafio peroxidativo por especies reactivas, tales como peréxido de

hidrogeno (H,0,), el anién superdxido (-O,) y el radical hidroxilo (-OH).

La membrana espermdtica es muy sensible a los efectos del oxigeno y a los
radicales libres, por lo que cuenta con enzimas como la glutatiéon peroxidasa/reductasa y
la castalasa, cuya funcién es destruir los ERO para mantener el equilibrio en las células al
existir cualquier variable en los agentes antiperoxidantes protectores que se encuentran
en el espermatozoide y su ambiente (Jeulin et al., 1989; Cérdova et al., 2009; Selvakumar
et al., 2006), o bien una constitucion diferente en la membrana. Los EROS también
producen una peroxidacidon de acidos grasos, lo cual origina una permeabilizacién de la
membrana plasmatica y acrosomal; en pocas palabras, produce verdaderos agujeros en la
membrana espermatica conduciendo a una pérdida de la viabilidad, motilidad y capacidad

fecundante del espermatozoide (Gil et al., 2007; Shen y Choon, 2000).

Castafieda et al. (2004) encontré que la viabilidad espermatica se reduce cuando
se administra intraperitonealmente Cas Il-gly en dosis de 1.1y 2.2 mg/kg (1/4 y 1/8 de la
DLsg). Otros estudios realizados con Cas Ill-Ea donde se evalud el efecto citotdxico
mediante la exposicién de linfocitos y células Hela a diferentes concentraciones, tanto en
su forma oxidada como reducida en presencia de Acido Ascérbico (ASC), mostraron que la
fraccién de supervivencia celular fue menos del 10% después de ser reducido el cobre por

ASC (Alemon-Medina et al., 2007).

Lo cual muestra que este compuesto produce un dafio por radicales libres,

producto de las reacciones éxido-reduccién de tipo Fenton y Haber- Weiss en que puede
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participar el cobre (Alemdén-Medina et al., 2006; Cérdova et al., 2009). El dafio producido
por las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden llegar a modificar el potencial de
membrana con cambios subsecuentes en la permeabilidad y por lo tanto, liberacién de
factores apoptogénicos provocando la muerte celular (De Vizcaya-Ruiz et al., 2000). Lo
gue nos indicaria que la Cas lll-Ea estd afectando la viabilidad espermatica debido a la

liberacidon excesiva de radicales libre ocasionando toxicidad celular.

Para que un espermatozoide sea capaz de fecundar a un ovocito ha de unir una
serie de requisitos, entre ellos tener motilidad progresiva. Dicho pardmetro ha sido y
seguird siendo el mas utilizado para evaluar la calidad del espermatozoide. Asi mismo, la
motilidad es una manifestacion de viabilidad espermdtica y de integridad celular (Muifio,
2008), esta funcion espermdtica involucra una serie de procesos quimicos,
electroquimicos y mecdnicos que pueden en algin momento ser influenciados por el

ambiente en que se desarrollan.

Los espermatozoides adquieren la capacidad de motilidad a su paso durante la
etapa de maduracién por el epididimo después de haber sido liberados hacia los tubulos
seminiferos donde son inmdviles y sin capacidad para fecundar, en que por medio de
contracciones se expulsan hacia los tubulos rectos y a la red testicular, por una corriente
de liquido testicular, hasta llegar al conducto epididimario (Comhaire, 1993; Aragdn, 1998;
Muifio, 2008; Patton y Thibodeau, 2008). Se sabe que algunas sustancias toxicas pueden
penetrar la barrera epididimal ocasionando una modificacion en la concentracidon de
sustancias que se encuentran en sus fluidos (sodio, cloro, potasio, proteinas, etc.), de esta
forma se altera la funcion del epididimo y produce un medio inadecuado para que se lleve
a cabo la maduracién y el desarrollo de la capacidad de motilidad del espermatozoide,
teniendo como consecuencia una disminucién en su motilidad y fertilidad (Corona, 2000;

Guyton, 2006; Wein et al., 2008) .
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Las mitocondrias representan la central energética del espermatozoide, vy
suministran energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), el cual es producido en la pieza
media del espermatozoide, los brazos de dineina, que realmente son moléculas ATPasa,
degradan el ATP, liberando la energia que a su vez inducen el movimiento deslizante entre
los dobletes microtubulares del flagelo, provocando que se formen una secuencia de
deslizamientos en forma de onda, experimentando un movimiento rotacional y
caracteristico, de esta manera se logra el movimiento del flagelo (Comhaire, 1993; Gilbert,

2003; Muifio, 2008; Patton y Thibodeau, 2008).

Las Casiopeinas® tienen otro mecanismo de accidn el cual afecta la funcién
mitocondrial. Estudios realizados en mitocondrias aisladas han mostrado que inducen
dafio en la respiracién mitocondrial en dos formas: inhibiendo enzimas y abriendo los
canales de K+, lo que induce un colapso del potencial de membrana y logrando inhibir la
fosforilacidon oxidativa, de este modo afectan la sintesis de ATP (Hernandez-Esquivel et al.,
2006; Garcia, 2007), por lo que la disminucién observada en el porcentaje de motilidad
espermatica al administrar 0.40625 mg/kg (1/32 DLsg) , 0.8125mg/kg (1/16 DLsg) y 1.625
mg/kg (1/8 DLso) de Cas Ill-Ea a ratones macho, también puede ser explicada por un
desorden en la funcidn mitocondrial del espermatozoide inducido por las especies
reactivas que generan las Casiopeinas®, lo cual puede ocasionar que los sistemas
enzimaticos captadores de especies reactivas de oxigeno disminuyan (Alemén-Medina et
al., 2006) dafiando a la membrana y que sea menor la destruccién de ERO, perturbando
también la produccion de ATP y por ende la movilidad espermatica (Gagnon et al., 1991;

Selvakumar et al., 2006; Cordova et al., 2009).
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Esto concuerda con otros resultados expuestos por Bocanegra (2005), donde se
presenta una disminucién en la motilidad al tratar machos con Cas lll-ia por 60 dias. Otros
compuestos metdlicos como el tetradxido y pentadxido de vanadio (V,04, V,0s) al ser
generadores de especies reactivas de oxigeno producen este mismo resultado

(Altamirano-Lozano et al., 1996; Aragdn, 1998).

Para una interaccién normal del espermatozoide con el microambiente del tracto
genital femenino y con las envolturas del ovocito, ademas de tener motilidad progresiva,
los espermatozoides han de ser morfolégicamente normales. Cualquier anomalia que
afecte algun atributo del espermatozoide puede dificultar su migracién a través del tracto
genital de la hembra, impidiendo la unién con el ovocito. A medida que aumenta la
proporcién de espermatozoides anormales, desciende la capacidad de fecundar (Muifio,

2008).

Varios compuestos quimicos como antibidticos y otros farmacos han mostrado
que sus niveles de concentracidn son iguales en sangre que en el semen de los individuos
expuestos a ellos, provocando alteraciones en las células germinales ya sea por la
absorcion o el enlace quimico que tienen estas sustancias (Klemmt y Scialli, 2005),
alterando los procesos de proliferacién, division y diferenciacién, aumentando el
porcentaje de anormalidades en estructura y funcion de los espermatozoides (Wyrobek,

1975; Branch, 2004; Dominguez et al., 2009).

En animales utilizados en el laboratorio, se ha observado que los niveles basales de
malformaciones espermaticas, pueden variar ampliamente dependiendo de la especie, en
ratones especificamente para la cepa CD-1, se tiene valores basales de 6.40 a 7.08 %

(Wyrobeck, 1983; Wyrobeck et al., 1984).

55

FEZ ZARAGOZA, UNAM



%¥322Z UNIGEN 2011

Como se observa en los resultados el porcentaje de alteraciones morfoldgicas en
los espermatozoides, que causé la administracién de Cas IlI-Ea a machos de la cepa CD-1
durante los 45 dias de tratamiento, resulté ser superior al citado anteriormente y
estadisticamente significativo con respecto al testigo negativo, dentro de las mas

frecuentes que se hallaron fue enrollado en si y cabeza de banana.

La etapa, en la que los espermatozoides son mads susceptibles por la exposicion
cronica a un compuesto quimico o mutageno ambiental es: la postmeidtica (cuando las
células se encuentran en etapa de espermatocitos y espermatidas), ya que cambios o
alteraciones durante esta etapa pueden llegar a producir espermas maduros con algun
dafio genético como, por ejemplo: 1) empaquetamiento anormal de la cromatina, 2)
induccion de apoptosis (tras la salida del espermatozoide a los tubulos seminiferos), 3)
generacion de radicales libres de oxigeno, 4) induccién de aberraciones cromosdmicas
hereditarias. Este tipo de dano persiste en el espermatozoide, por lo que las alteraciones
morfoldgicas del espermatozoide observadas son el producto de la acumulacién de
alteraciones genéticas en los espermatozoides (Marchetti et al., 1997; Shen y Choon,
2000; Agarwal y Allamaneni, 2005; Olsen et al., 2005; Selvakumar et al., 2006; Morales et
al., 2007; Marchetti y Wyrobeck, 2008).

Sun y Martin (2006) reportaron que la incidencia de aberraciones cromosdmicas,
aumenta significativamente con el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
anormales, ademas sugiere que la teratozoospermia (como la motilidad anormal y baja
concentracién de espermas) es un marcador de la espermatogénesis anormal, por lo que

existe una relacién entre la morfologia del espermatozoide y anormalidades genéticas.
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Olsen et al. (2005), indico que el estrés oxidativo también puede desempeiiar un
papel critico en la induccién de anormalidades en los espermatozoides, ya que no sdlo
ataca a la membrana, debido a la vulnerabilidad de los gametos, sino que también son
mas susceptibles al dafio del ADN (desnaturalizacion y fragmentacion) durante la
espermatogénesis o en la maduracidon epididimaria, bajo estas circunstancias los
espermatozoides que se liberan en la espermiacién, son inmaduros y generadores de una
produccién excesiva de ERO, produciendo de este modo una inhibicién en el metabolismo
oxidativo, glucdlisis, y aunado a una inactivacion enzimatica pudiendo generar efectos
negativos, alterando la integridad gendmica del ADN de los espermatozoides (Shen vy
Choon, 2000; Agarwal y Allamaneni, 2005; Selvakumar et al., 2006; Gil et al., 2007,
Cérdova et al., 2009).

En estudios anteriores realizados con Cas llI-Ea se ha encontrado que presenta una
interaccion con el ADN al inducir fragmentaciéon del mismo en células Hela (Serment-
Guerrero et al., 2006), en linfocitos humanos (Alemoén-Medina et al., 2007) y en células
sanguineas de ratén (Camargo et al., 2009) usando la técnica de electroforesis unicelular
(“ensayo cometa”). Otras Casiopeinas® pertenecientes a esta familia como la Cas lll-ia
también inducen dano al ADN de células de testiculo, corazén, rifién, bazo, higado de

ratén macho CD-1 (Cermefio, 2007).

En algunas ocasiones la presencia de espermas anormales indica que el proceso de
espermatogénesis fue afectado por alteraciones en el ADN testicular (Altamirano-Lozano
et al., 1996; Odeigah, 1997; Aragdn, 1998; Selvakumar et al., 2006), lo que indicaria que
los efectos de la Casiopeina Ill-Ea interfieren con la integridad propia del ADN o con la
expresion del genoma, y que las anormalidades espermaticas sean consecuencia de

mutaciones génicas.
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Se sabe que algunos agentes quimicos cuando producen un dafo genético en las
células germinales tanto maternas como paternas, este puede ser transmitido a la
siguiente generacion y la descendencia portadora de este dafio puede llegar a manifestar

alguna malformacion (Alvarez, 2002).

El ADN del espermatozoide aporta la mitad del material genético a la descendencia
y es necesario para la fecundacidn, el desarrollo del embrién y para el correcto desarrollo
fetal y postnatal (Pérez, 2009), de aqui la importancia que tienen la integridad estructural

y funcional no sélo del ovocito sino también del espermatozoide (Alvarez, 2007).

Por lo cual, la estructura nuclear espermatica protege la integridad gendmica del
espermatozoide, durante el transporte del genoma paterno a través del tracto
reproductor masculino y femenino; evitando que el genoma espermatico sea danado por
condiciones estresantes como la oxidacién. Asi como también es necesario, un correcto
empaguetamiento de la cromatina espermatica para la reprogramacion del genoma
paterno y una apropiada organizacion de los genes que serdn expresados en los primeros
estadios del desarrollo embrionario. El efecto bioldgico del dafio nuclear de los
espermatozoides depende del grado de dafio presente y de la capacidad del ovocito de
repararlo. La fecundacién de ovocitos en metafase Il con espermatozoides con
alteraciones del ADN (modificaciones en los nucleétidos y/o fragmentacion en las cadenas
del ADN) pueden conducir a modificaciones en el desarrollo del embridn, fallos en la
implantacién, o a un aumento en la tasa de abortos (Alvarez, 2007; Gil et al., 2007; Pérez,

2009).
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Algunos de los tratamientos de Cas lll-Ea, no solo afecto las funciones
reproductivas del macho, si no también causo malformaciones morfoldgicas en su
descendencia tales como; parpados abiertos y miembros rotados, lo cual se debe
probablemente a que este antineopldsico este dafiando alguna de las estructuras
funcionales del espermatozoide que intervienen en el desarrollo del embrién o bien sea
alguna de mutacién genética como consecuencia de la fertilizacién por espermas
afectados por la exposicion a la casiopeina durante la espermatogénesis , ya que en
estudios anteriores con esta misma casiopeina, se reporta una disminucién en el indice
mitotico, e induccién de aberraciones cromosémicas en células de medula dsea de ratdn
macho en dosis de 3.38 mg/kg ( % de su DLsg) (Beltran y Trinidad, 2009) y Bocanegra
(2005) encontré que la Cas lll-ia induce mutaciones dominantes al observar un incremento
en la frecuencia de reabsorciones tempranas y tardias en dosis de 1.75 mg/kg. Por otro
lado Alvarez (2002), reporta que al administrar Ciclofosfamida a ratones macho de la cepa
CD-1, durante 60 dias, los embriones obtenidos después de la cruza con hembras sin
tratamiento presentaron un incremento en la proporcion de embriones de menor
tamaiio, lo que ha sido reportado como consecuencia de mutaciones puntuales vy

trisomias.

Las aberraciones cromosdmicas pueden producirse en la linea germinal de
cualquiera de los progenitores por un error de la meiosis o la fecundacién, o surgir en las
primeras etapas del embrién por errores de la mitosis, las consecuencias de la presencia
de células con aberraciones cromosdmicas en los embriones en desarrollo no se conoce
aun, sin embargo, algunos autores postulan que estas pueden inducir malformaciones
embrionarias, defectos en el nacimiento o producir cancer postnatal y las mas graves
inducen mutaciones letales que provocan la interrupcién precoz del desarrollo (Alvarez,

2002; Larsen y Larsen, 2003).
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En las mutaciones letales dominantes el dafio es inducido en el material genético
en el desarrollo de las células germinales de los machos, no afecta su habilidad al fecundar
(Shelby et al., 1993), pero se sabe que algunos efectos mutagénicos estan acompafiados
por un retardo en el ciclo celular y que pueden manifestarse como perdida de una de las
primeras divisiones celulares o muerte, cuando un gran nimero de estas células mutantes

son incapaces de sobrevivir (Alvarez, 2002; Callen, 2009; Langman y Sadler, 2009), pueden

originar una anormalidad morfolégica, ya que disturbios durante el ciclo celular como; la
citétoxicidad y genotoxicidad de un compuesto reducen el nimero de células, muchas de
ellas necesarias para llevar a cabo un desarrollo morfolégico a buen término (Szabo,

1998).

El desarrollo normal de los embriones de los mamiferos es un proceso biolégico
complejo, en donde a pesar de la delicada sincronizacién, de los numerosos eventos,
pueden ocurrir algunos errores en las diferentes etapas de este proceso (Altamirano,

2006).

Estas alteraciones pueden ser los defectos congénitos; los cuales se deben a la
interaccion entre la dotacidon genética del embridn y el entorno en el que se desarrolla. La
informacién bdsica para el desarrollo esta codificada en genes, pero el genotipo esta
sujeto a influencias ambientales que pueden participar en el fenotipo observado, en
algunos casos la informacion genética se expresa con independencia del entorno, por lo
que ciertas estructuras son especialmente susceptibles a una gran variedad de lesiones,
independientemente del tiempo o tipo de exposicion a cualquier mutageno (Polifka et al.,

1996; Callen, 2009).

60

FEZ ZARAGOZA, UNAM



%¥322Z UNIGEN 2011

Algunos agentes teratdgenicos pueden actuar a diferentes niveles como; alteracion
en la integridad de los dcidos nucleicos, inhibicion enzimadtica, la proliferacion,
evaginacion, emigracion, reabsorcidn y crecimiento, junto a otros que no son mas que
movimientos morfogenéticos, en algunos casos se manifiestan como malformaciones
macroscopicas en el momento del nacimiento, mientras que en otros casos desde el
punto de vista morfoldgico son microscopicas y conllevan a deficiencias funcionales que se

manifiestan con posteridad (Palomero et al., 1998; Altamirano, 2006; Callen, 2009).

En cuanto al andlisis de las malformaciones esqueléticas de la descendencia de los
machos tratados con Cas llI-Ea (Cuadro 8), se encontrd que la osificacion tardia afecto a
mas del 50 % descendencia de los machos tratados con 0.40625 y 1.625 mg/kg, dichas
dosis también presentaron el mayor porcentaje de malformaciones craneales, costillas
cortas y ausencia de las mismas. El tipo de alteraciones observadas en las esternebras
principalmente fueron; rudimentarias, asimétricas, grieta/ doble apariencia, lo cual puede
atribuirse a varios factores uno de ellos es que los espermatozoides de los machos
tratados con estas dosis sufrieron algin dafio, de esta manera los espermatozoides que

lograron fecundar originaron embriones con malformaciones esqueléticas.

El esqueleto es un sistema que se forma a partir de células capaces de producir
condromucoproteinas. A nivel del tronco y extremidades estas surgen de la parte medial
del somita o esclerotomo, mientras que a nivel cefdlico participa el paracordal o los
somitas occipitales y material de la parte profunda de los arcos branquiales, por lo que es
una formacién con importante capacidad prospectiva, de ahi que las alteraciones de su
desarrollo sean muy diversificadas y afecten al componente musculo-esquelético

(Palomero et al., 1998; Larsen y Larsen, 2003; Langman y Sadler, 2009).
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Desde el punto de vista somatico se pueden considerar malformaciones del
esqueleto axial, craneal y de las extremidades; estas se atribuyen principalmente a
factores genéticos (alteraciones genéticas o mutaciones espontaneas) y ambientales
(exposicion a xenobidticos) durante el periodo de postimplantacion, ademas de considerar
algunas malformaciones esqueléticas generalizadas, las cuales se presentan por alteracion
del proceso de osificacidon o a por alteraciones del propio organismo (Polifka et al., 1996;
Palomero et al., 1998; Tyl et al., 2007). La osificacidn retardada o tardia es un término
general que se refiere a una disminucion en la cantidad de hueso mineralizado en
comparacion con lo esperado para una determinada edad y es quizas el hallazgo mas

comun en estudios de toxicologia del desarrollo (Carney y Kimmel, 2007).

La formacién embrionaria y el desarrollo en los mamiferos se encuentran regidos
también por una serie de sefiales entre las células epiteliales superficiales y las células
subyacentes mensenquimales que dirigen la formaciéon de apéndices y otras estructuras.
Las moléculas de seializacién actian como determinantes en el desarrollo de estas
estructuras, entre estas moléculas se incluyen proteinas morfogenéticas éseas, factores
de transcripcidon y proteinas, las mutaciones en estas moléculas han sido vinculadas a
determinadas displasias esqueléticas y defectos de las extremidades (Larsen y Larsen,

2003; Tyl et al., 2007; Langman y Sadler, 2009).

Otro factor posible por el cual se pueden generar malformaciones en los
embriones posiblemente sea por las especies reactivas de oxigeno, ya que los
espermatozoides defectuosos son una fuente generadora de EROS, dando lugar a una
serie de patologias durante el desarrollo (Kovacic y Somanathan, 2006) es decir, provocan
en los embriones un cambio en el metabolismo, de esta forma sus niveles de actividad

enzimatica antioxidante son bajos, induciendo alteraciones en el entorno, causando una
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disminucién o el cese de la proliferacion celular (Hansen, 2006), llegando a promover la
apoptosis; y una inmadurez en las defensas antioxidantes naturales de la célula
(probablemente el glutatiéon reducido (GSH)) (Alemén-Medina et al., 2006) durante la
organogénesis, de esta manera produciendo malformaciones a cualquier nivel ya sea
morfoldgico o esquelético, lo que nos indicaria que de cierta forma, que el tratamiento

con Casiopeina® produjo dafio de manera indirecta.
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8. CONCLUSIONES

VI.

La Casiopeina Ill-Ea mostrd tener un efecto téxico en los ratones machos tratados
con 1/16 y 1/8 de la DLsp, ya que indujo pérdida del peso corporal y mortalidad; lo
cual puede deberse al balance entre la cantidad del compuesto presente y la
capacidad de cada organismo para reparar el dafio.

La disminucidon de la fertilidad de los machos tratados con Casiopeina lllI-Ea,
confirman el efecto reprotdxico que puede inducir en las células germinales
masculinas.

La Casiopeina llI-Ea produce citotoxicidad en las células gaméticas de los machos,
al reducir la viabilidad espermatica.

En cuanto a las funciones reproductivas del macho tratado fueron afectadas, ya
gue indujo una disminucion en la motilidad espermatica, tal vez por un dafio a la
membrana y/o en las mitocondrias del espermatozoide, siendo ambas estructuras
elementales para el movimiento flagelar.

Indujo alteraciones morfoldgicas en los espermatozoides, probablemente por una
variaciéon en el ADN espermatico o en su expresion gendmica (mutaciones),
alterando el proceso de espermatogénesis. Mostrando que la Casiopeina lll-Ea es
capaz de interactuar con las células germinales y afectarlas directamente.

Al inducir malformaciones morfoldgicas y esqueléticas en la descendencia de los
machos tratados, refleja una susceptibilidad al antineopldsico, al fecundar con
espermas afectados, propiciando una posible deficiencia metabdlica y en la
proliferacién celular de los embriones, impidiendo su desarrollo normal, por lo cual
nos permite concluir que la Casiopeina llI-Ea, también es un agente teratogénico

aunque actua de cierto modo indirectamente.
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