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RESUMEN 

Las Casiopeínas® son una familia de compuestos quelatos mixtos con centro metálico de 

Cobre (II), presentan la fórmula general [Cu(N-N)(N-O)] NO3 o [Cu(N-N)(O-O)] NO3. Fueron 

sintetizados con el fin de que fueran una alternativa entre los tratamientos contra el 

cáncer. Ha sido mostrado que las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a poseen actividad 

antineoplásica en células trasformadas por lo que son de los compuestos más 

prometedores de la familia. 

Se realizó el ensayo de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis (MNBC) en linfocitos 

humanos in vitro tratados con las Casiopeínas Igly (0.615, 1.23 y 2.46μg/ml), IIgly (0.33, 

0.66, 1μg/ml) y III-I-a (4.2, 8.4, 12.6μg/ml), además fueron utilizados dos testigos positivos 

a los cuales se les aplicó mitomicina C (0.2 μg/ml) y colchicina (0.04 μg/ml), y un testigo 

negativo al cual no se aplicó tratamiento. 

Fueron evaluados los efectos; genotóxico, mediante el análisis de yemas nucleares (en 

células binucleadas), en combinación con la técnica de FISH para detectar la presencia o 

ausencia de señal para ADN centromérico en yemas nucleares; citotóxico mediante la 

evaluación de células apoptóticas y necróticas; y citostático al examinar células 

polinucleadas.  

Los resultados muestran que las tres Casiopeínas empleadas en el presente estudio 

provocan la formación de yemas nucleares las cuales en su mayoría no presentan señal de 

ADN centromérico e inducen muerte celular, tanto por apoptosis como por necrosis, lo 

cual indica que son genotóxicas mediante clastogénesis y citotóxicas por ambos tipos de 

muerte celular. El efecto citostático solo lo presentaron las Casiopeínas Igly y III-I-a 

mientras la Casiopeína IIgly no resultó citostática en linfocitos humanos in vitro en las 

condiciones mencionadas.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Veinte elementos químicos son esenciales para la vida y el funcionamiento del cuerpo 

humano (figura 1), en los que se incluyen tanto metales como no metales, en general los 

primeros son divididos en dos clases; metales del grupo principal y metales de transición 

(Williams, 1972). 

 

 

 

 

1.1. Metales en la medicina 

Desde hace 5000 años árabes y chinos empleaban zinc para promover la cicatrización de 

las heridas, los egipcios utilizaban cobre para esterilizar el agua. Durante el renacimiento 

europeos usaban cloruro de mercurio como diurético y descubrieron el valor nutricional 

del hierro. El primer uso racional de un compuesto de metal en la medicina fue para el 

tratamiento de la tuberculosis con aurocianuro de potasio (K[Au(CN)2]) (Chen et al., 

2009). 

En la actualidad los complejos de metal son utilizados en el tratamiento de varias 

enfermedades, el cisplatino (cis-diamino-dicloro platino (II)) fue uno de los primeros 

complejos de metales usados en el tratamiento del cáncer, su actividad antineoplásica fue 

descubierta en la década de 1960. Tiene un papel importante en el tratamiento de los  

cánceres de testículo, ovario, cabeza, cuello, vejiga, cérvix, melanomas y linfomas, ejerce 

su efecto antineoplásico por interacción con el ADN formando aductos (figura 2) que 

Figura 1. Elementos esenciales para la vida  en el cuerpo humano, estos son 
veinte e incluyen tanto metales como no metales (modificado de Williams, 1972). 
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interfieren en la replicación y trascripción de éste, lo que desencadena el mecanismo de 

apoptosis. Sin embargo, la eficacia del cisplatino no resulta plena, esto se debe a efectos 

secundarios de toxicidad y a la resistencia de células transformadas, ya sea adquirida o 

inherente. Como alternativa fueron 

diseñados una segunda generación de 

compuestos de platino, dentro de estos 

se encuentra el carboplatino y 

oxaliplatino (figura 2). Su toxicidad es 

manejable en comparación con el 

cisplatino, pero todavía se busca 

incrementar el espectro de actividad de 

los complejos de platino hacia más tipos 

de cáncer. El éxito logrado con el 

cisplatino en quimioterapia ha 

estimulado la investigación de otros 

complejos de metal como potenciales 

antineoplásicos, entre ellos los complejos 

de cobre (Sadler y Guo, 1998; Chen et 

al., 2009; Todd y Lippard, 2009).   

1.2. Cobre 

El cobre (Cu) es un elemento traza esencial, gran parte de este en el cuerpo humano en 

condiciones fisiológicas es funcional, se encuentra como cofactor de diferentes enzimas 

en las que se encuentran: ceruloplasmina, trasporta el cobre en el plasma y asociada con 

la trasferrina ayuda en el trasporte de hierro; citocromo c oxidasa, enzima terminal de la 

cadena de trasporte de electrones y fosforilación oxidativa; Cu/Zn superóxido dismutasa, 

enzima antioxidante capaz de remover radicales superóxido de los tejidos; lisil oxidasa, 

inicia el ensamblaje covalente de las fibras de colágeno y elastina de la matriz extracelular; 

tirosinasa, relacionada en la síntesis de melanina; dopamina-beta-mooxigenasa, requerida 

para la síntesis de dopamina. El cobre además tiene funciones no enzimáticas en la 

Figura 2. Estructura química de los complejos de platino y 
aducto formado por cisplaino. (a) Estructura química del 
cisplatino, (b) carboplatino y (c) oxaliplatino. (d) Enlace 
cruzado en intracadena de ADN formado por el cisplatino 
en el sitio 1,2-{Pt(NH3)2}

2+
-d(GpG), donde 

aproximadamente son formados el 65% de los aductos 
(Todd y Lippard, 2009).  
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angiogénesis, mielinización de nervios, desarrollo del cerebro y es esencial para la 

reproducción (Gaetke y Chow, 2003; Crisponi et al., 2010).  

El Cu es absorbido en el tracto intestinal, entra a los enterocitos por el trasportador de 

cationes humano 1 (hCTR1) y probablemente también por el trasportador de dicationes 

de metal 1 (DMT1) y ATP7A o proteína Menkes. En el citoplasma de los enterocitos los 

átomos de Cu son incorporados a metalotioneínas para prevenir daño oxidativo. 

Posteriormente, son trasferidos a ATP7A, esta proteína regula el trasporte de Cu hacia el 

portal sanguíneo en donde los iones Cu (II) son unidos a albúmina e histidina (figura 3) y 

se dirigen  al hígado. El proceso de captación de Cu por los hepatocitos es probablemente 

iniciado por la unión del complejo Cu(II)-His-Alb o el complejo Cu(II)-His2 seguido por la 

reducción de los iones cúpricos a cuprosos por NADH oxidasa en la membrana plasmática, 

así los iones Cu(I) entran en la célula a través de  los trasportadores de cationes humanos 

1 y 2 (hCTR1 y hCTR2) (figura 4). El Cu dentro de la célula se une rápidamente a proteínas 

llamadas chaperonas de cobre encargadas de llevar los iones de este metal a específicos 

sitos en la célula (Wang y Guo, 2006; Crisponi et al., 2010).  

La chaperona de cobre CCS1  y glutatión (GSH) llevan los iones de Cu(I) al antioxidante 

Cu/Zn superóxido dismutasa 1 (SOD1) en el espacio intermembranal de la mitocondria. La 

chaperona COX 17 interviene en la donación de iones de Cu en la mitocondria y copera 

con  Sco1, COX-11 y COX-2 en la trasferencia de iones de Cu a citocromo c oxidasa. En la 

mitocondria el Cu puede ser almacenado en ceruloplasmina, metalotioneínas y 

chaperonas de cobre donde pueden ser destinados al compartimento tras Golgi o la ruta 

secretora cuando mucho Cu es acumulado en la célula (Crisponi et al., 2010). 

La chaperona de cobre Atox1 se encarga de llevar los iones de Cu a ATP7A y ATP7B que a 

su vez regulan la homeostasis del cobre en mamíferos, en el hígado cuando se localizan en 

la red trans Golgi proporcionan iones de Cu a cuproenzimas, mientras bajo estrés de Cu se 

translocan a la membrana celular para excretar los excesos de este metal en la bilis 

(MURR1/COMMD1 y HAH1 también están relacionadas con la ruta secretora de Cu). El Cu 

llevado a la red de tras Golgi es trasporado por ATP7B en el aparato de Golgi e 

incorporado en vesículas con ceruloplasmina que atraviesan la membrana plasmática y 
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liberan al Cu unido a ceruloplasmina al plasma para ser trasportado a los tejidos 

periféricos (figura 4) (Wang y Guo, 2006; Crisponi et al., 2010). 

 

Figura 3. Absorción de Cu por enterocitos (Crisponi et al., 2010). 

 

1.2.1. Toxicidad del cobre 

Los alimentos más que el agua proporcionan la mayor parte de Cu consumido por 

mamíferos, pero la cantidad de Cu consumida en la dieta y el agua es relativamente baja. 

La mayoría de los animales son capaces de controlar los excesos de este metal en el 

cuerpo, ya sea disminuyendo la absorción o incrementando la excreción. Sin embargo, la 

toxicidad  es consecuencia de exposición a excesos de Cu causada por accidentes, riesgos 

laborales, contaminación ambiental, errores en el metabolismo de Cu. La toxicidad crónica 

del cobre primariamente afecta al hígado, es manifestada por el desarrollo de cirrosis 

hepática, daño a los túbulos renales, cerebro y otros órganos. Puede progresar a coma, 

necrosis hepática, colapso vascular y muerte (Gaetke y Chow, 2003). 

1.2.2. Cobre y daño oxidativo  

El oxígeno es la molécula más abundante en los sistemas biológicos, existe como un di-

radical (un electrón impar en cada átomo), es particularmente susceptible a la reducción 

ganando de 1 a 4 electrones de manera secuencial, así generando moléculas parcialmente 

reducidas llamadas especies reactivas de oxígeno (EROs). Estas son formadas a través de 

Figura 4. Trasporte de Cu en los hepatocitos 
(Crisponi et al., 2010). 
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procesos metabólicos normales, también por irradiación con luz UV, rayos X y gamma y 

están presentes como contaminantes en la atmósfera. Son prominentes intermediarios 

toxicológicos que pueden ejercer un ataque nucleofílico en cualquier grupo químico 

deficiente de electrones y están comúnmente involucrados en el estrés oxidativo (Kehrer, 

2000; Plant, 2003; Valko et al., 2006).  

El término estrés oxidativo es definido como una alteración entre el equilibrio proxidante-

antioxidante; a favor del primero lo que provoca daño potencial. En los sistemas 

biológicos existen especies reactivas las cuales pueden derivar de varias fuentes in vivo, 

como la autoxidación, reacciones fotoquímicas y enzimáticas que pueden involucrar 

compuestos endógenos y a varios xenobióticos. Numerosas enzimas han mostrado ser 

capaces de generar EROs entre las cuales se encuentran el citocromo P450, varias 

oxidasas, peroxidasas, lipoxigenasas e hidrogenasas. Los xenobióticos pueden ser de 

particular importancia en determinar el grado de EROs generadas por estas enzimas. Al 

parecer la fuente más importante de EROs in vivo es la mitocondria, donde 

particularmente se originan el anión superóxido y peróxido de hidrógeno, los cuales junto 

con un metal de transición, como lo es el Cu, pueden participar en la reacción Haber-

Weiss (O2
•- + H2O2 → O2 + OH• + OH-) que combinada con la reacción Fenton (Mn+ + H2O2 

→ M(n+1)+ + OH• + OH-, donde Mn+  es un metal de transición) catalizan la formación de 

radicales  hidroxilo: 

O2
•-  +   Cu2+                 O2  +   Cu+ 

Cu+   +  H2O2                Cu2+ +  OH⁻  +  OH• 

Los radicales hidroxilo son los más poderosos oxidantes que surgen en los sistemas 

biológicos y son capaces de reaccionar prácticamente con todas las moléculas biológicas.  

Otros agentes reductores tales como ácido ascórbico o glutatión (GSH) también pueden 

llevar a cabo la reducción de Cu2+ a Cu+ (Gaetke y Chow, 2003; Valko et al., 2006). 

Por lo anterior, podría pensarse que estamos en constante riesgo de formar potentes 

oxidantes, sin embargo, los efectos dañinos de los EROs son balanceados por la acción de 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa y 
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antioxidantes como vitamina C, vitamina E, carotenoides y flavonoides (Valko et al., 

2006). 

1.3. EROs  y daño a moléculas biológicas  

La presencia de bases de ADN oxidadas es un marcador de EROs; más de cien productos 

han sido identificados de la oxidación del ADN. El daño inducido por los EROs al ADN 

incluyen rompimiento de cadena sencilla y doble, modificaciones de las bases púricas y  

pirimídicas y de la desoxirribosa. El daño al ADN puede resultar en arresto celular o 

inducción de trascripción, inducción de rutas de señalización de transducción, errores en 

la replicación e inestabilidad genómica, de lo cual todo es asociado con carcinogénesis 

(Valko et al., 2006). 

Los lípidos brindan estructura y características funcionales a la membrana celular, 

cualquier trastorno puede conducir a la muerte celular, el doble enlace entre ácidos 

grasos poliinsaturados son blanco para el ataque de radicales libres. La eliminación de un 

átomo de hidrógeno de uno de estos dobles enlaces puede ser mediada por radicales 

libres y formar una nueva especie de radical que puede interaccionar fácilmente con 

oxígeno molecular resultando radicales como peroxilos lipídicos que pueden eliminar un 

átomo de hidrógeno de otro ácido graso generando otro radical y un hidroperóxido 

lipídico, además estableciendo una reacción en cadena que puede afectar los canales 

iónicos, las proteínas de transporte de membrana o enzimas pueden ser inactivadas, la 

bicapa lipídica puede volverse más permeable afectando la homeostasis de iones y 

algunas especies pueden afectar rutas de señalización incluyendo las que regulan la 

apoptosis (Kehrer, 2000).  

La oxidación de proteínas por EROs puede generar productos estables y reactivos. Entre 

los productos reactivos se encuentran hidroperóxidos proteicos que pueden generar más 

radicales interaccionando con iones metálicos de transición. Tales especies pueden   

alterar las funciones de las proteínas pero, el daño no es significativo debido al gran 

número de cada tipo de proteína, las células cuentan con sistemas eficientes para prevenir 

la oxidación de proteínas a través de antioxidantes o simplemente destruyendo las 
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especies modificadas (ya que las proteínas oxidadas tienden a desnaturalizarse 

haciéndolas  fácilmente reconocibles y susceptibles a la proteólisis). Aunque las proteínas 

oxidadas son funcionalmente inactivas y removidas, algunas pueden acumularse 

gradualmente y contribuir  a daño asociado con el envejecimiento, diabetes, 

aterosclerosis y enfermedades neurodegenerativas. También pueden ayudar a regular la 

remodelación y el crecimiento celular (Kehrer, 2000; Plant, 2003). 

Los EROs también tienen un papel fisiológico en varios aspectos de señalización 

intracelular y regulación, interfieren con la expresión de ciertos genes y en rutas de 

señalización de transducción. De acuerdo a su concentración pueden causar una 

respuesta positiva como la proliferación celular o negativa como arresto o muerte celular 

(Valko et al., 2006).     

1.4. Casiopeínas 

La actividad de los complejos de metales no solo depende de la presencia de algún metal 

en su estructura, sino también del estado de oxidación, comportamiento redox, número y 

tipo de ligandos con los que esté unido y su coordinación geométrica. Los ligandos pueden 

modificar la biodisponibilidad oral y sistémica de los iones del metal,  ayudar en la 

selección de tejidos específicos o de enzimas, liberar, mantener o secuestrar un ion 

metálico dependiendo de los requerimiento para la terapia, pueden proteger a los tejidos 

de iones metálicos tóxicos, mejorar la absorción de iones metálicos beneficiosos, 

modificar la reactividad o la velocidad en la sustitución de ligandos (Thompson y Orving, 

2006; Chen et al., 2009). 

Las Casiopeínas son una familia de compuestos quelatos1 mixtos de Cu (II) que fueron 

sintetizados en la Facultad de Química (UNAM) por el grupo de trabajo de la Dra. Lena 

Ruiz buscando que poseyeran actividad antitumoral. La fórmula general de las Casiopeínas 

es [Cu(N-N)(N-O)]NO3  o [Cu(N-N)(O-O)]NO3, donde N-N es un ligando diimina bidentado 

donador de nitrógeno que puede ser 1,10-fenantrolina o 2,2-bipiridina que presentan 

                                                      
1
 Los quelatos son complejos formados por un metal y por moléculas llamadas ligantes. El ligante tiene más de un lugar 

enlazante por lo que se dice es bidentado, tridentado, etc., tal ligante puede, por formación de un anillo, sujetar al metal 
entre sus dientes mediante dos o más ligares enlazantes, a este proceso se le llama quelación (Morrison y Boyd, 1996).  
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relativamente una alta afinidad al cobre, N-O es glicina un ɑ-L-aminoácido que fue 

escogido como segundo ligando debido a su afinidad por el complejo cobre-fenantrolina  y 

su baja toxicidad. Finalmente O-O pueden ser los ligandos  acetilacetonato o 

salicialdehídato que también tienen buena afinidad al complejo  y pueden modular la 

propiedad redox del centro metálico (Bravo et al., 2002; Bravo et al., 2009). 

El diseño de las moléculas fue basado en tres principales factores: (1) los componentes 

deben contener un metal esencial para disminuir la toxicidad, (2) contener quelatos que 

favorezcan la configuración cis alrededor del ion metálico y (3) quelatos mixtos que 

presenten diferentes niveles hidrofóbicos.  En el diseño de estos compuestos se pensó 

que la  planaridad en la geometría de la molécula y el ligante diimina (con carácter 

hodrofóbico) le conferirían la posibilidad de actuar como intercalante a través de 

interacciones con las bases púricas y pirimídicas del ADN, además el ligante cargado le 

conferiría la polaridad necesaria para el transporte de la molécula. La naturaleza, número 

y posición de los sustituyentes en el ligante diimina son responsables de la variación en la 

actividad biológica. El centro metálico puede participar en ciclos redox para liberar EROs 

que oxiden al ADN, asimismo el cobre puede o no intercambiar alguno de sus ligantes   N-

O u O-O para coordinarse directamente con los donadores por nitrógeno de las bases 

formando enlaces similares a los observados con el cisplatino, también podrían modular la 

distribución y transporte lo que le conferiría selectividad tumoral. Durante la década de 

1980 se comprobó la actividad antitumoral de algunos compuestos de esta familia y 

posteriormente en 1992 fueron patentados (Gracia et al., 2001; Bravo et al., 2002). 

Ha sido mostrado que las Casiopeínas interactúan preferentemente con la base púrica 

adenina por apilamiento, porque probablemente tienen acción de intercalantes, el cual es 

mayor en los compuestos con fenantrolina y aminoácidos, que en los compuestos que 

poseen bipiridinas y acetilacetonato o salicialdehídato (Tovar et al., 2002). 

Se ha determinado que el átomo de cobre en estos complejos siempre tiene una 

geometría plana cuadrada ligeramente distorsionada. Los dos ligandos diimina libres o 

como parte de un complejo  metálico son capaces de unirse al ADN por intercalación y no-
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intercalación, pero los complejos con fenantrolina resultan ser más activos (en líneas 

celulares HeLa2, SiHa3, MCF-74, HCT-155 y en ratones machos ICR tratados con diferentes 

Casiopeínas) que sus análogos con bipiridina; tal vez el tercer anillo aromático (la única 

diferencia estructural entre los ligandos diiminas) puede incrementar la afinidad de unión 

al ADN. Otro factor que influye en la actividad es el efecto electrónico de los sustituyentes 

sobre fenantrolina y bipiridina, ya que influencian significativamente el potencial redox de 

Cu (II) /Cu (I), así mismo la reducción del centro metálico por agentes reductores celulares 

tales como NADH (ubiquinona oxidorreductasa), GSH (glutatión) y ascorbato es 

termodinámicamente factible y pueden catalizar la producción de OH•. La mayoría de los 

complejos de Casiopeínas son hidrofóbicos (incluyendo las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a), 

por lo que los ligandos actúan como un acarreador en el trasporte celular de Cu (II) (Bravo 

et al., 2009). 

 

1.4.1. Casiopeína Igly 

La Casiopeína Igly  (figura 5) tiene la formula química 

[Acua (4,7-difenil-1,10 fenantrolina) (glicina) cobre (II) 

nitrato], con un peso molecular de 568.05 g/mol, es 

soluble en etanol, dimetilsulfóxido (DMSO) o etanol/agua 

(en proporción 3:100), poco soluble en glicerol, tarda 

varios días en descomponerse, en estado sólido es 

estable. La concentración inhibitoria media (CI50) 

reportada para la línea celular CaLo6  es 1.23 µg/ml (Pérez, 

2008; Uribe, 2010).   

 

                                                      
2
 Línea celular de cáncer cervico uterino proveniente de pacientes con VPH18. 

3
 Línea celular de cáncer cervico uterino proveniente de pacientes con HPV16. 

4
 Línea celular de cáncer de mama humano.  

5 Línea celular de adenocarcinoma colorrectal humano.  
6
 Línea celular de cáncer cervico uterino humano, estadio dos. 

Figura 5. Casiopeína Igly [Acua (4,7-

difenil-1,10 fenantrolina) (glicina) 

cobre (II) nitrato] (Uribe,  2010). 

 



Ana Laura Martínez Calderón 

10 
 

Ha sido reportado que la Casiopeína Igly disminuye la viabilidad de linfocitos humanos en 

G0 y células HeLa en presencia de ácido ascórbico. También induce la degradación de 

ADN, evaluado mediante electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa). Aunado a lo 

anterior, esta Casiopeína en presencia de acido ascórbico es capaz de degradar ADN 

plasmídico. Se sugiere que esto puede deberse a la generación de EROs en sitios cercanos 

donde las Casiopeínas se intercalan con el ADN y la muerte celular resulta como 

consecuencia del daño genotóxico (Alemón et al., 2007; Rivero et al., 2007).  

Por otra parte, la Casiopeína Igly no ocasiona daño oxidativo a lípidos de membrana de 

linfocitos humanos y células HeLa por lo que aparentemente entra en las células sin ser 

disociada (Alemón et al., 2007). 

La Casiopeína Igly también induce el incremento de micronúcleos (MN), puentes 

nucleoplásmicos (PN), yemas nucleares (YN), intercambio de cromátidas hermanas (ICHs), 

aberraciones cromosómicas estructurales, apoptosis y necrosis, disminuye el índice 

mitótico (IM) y la proliferación celular en linfocitos humanos en fases G1/S y G2/M, 

aunque el daño ocasionado por la Casiopeína Igly es mayor en G1/S (Roldán y Gómez, 

2008; Pérez, 2008; Uribe, 2010; Cruz, 2011b; Guevara, 2011).  

1.4.2. Casiopeína IIgly  

La Casiopeína IIgly (figura 6) presenta la formula química 

[Acua (4,7-dimetil-1,10 fenatrolina) (glicina) cobre (II) 

nitrato], tiene un peso molecular de 425.89 g/mol, un pKa 

de 5.4. Es estable en estado sólido y una vez disuelta en 

agua tiene actividad biológica por 21 días en condiciones 

de oscuridad y refrigeración. Es soluble en agua, etanol y 

metanol, no puede ser administrada por vía oral ya que la 

Casiopeína se disocia al pH del estómago (pH=1) y no 

presentaría actividad farmacológica. La CI50 reportada para 

la línea celular HeLa es de 0.33 µg/ml (Cordero, 2010). 

Figura 6. Casiopeína IIgly [Acua (4,7-

dimetil-1,10 fenatrolina) (glicina) 

cobre(II) nitrato] (Cordero,  2010). 
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Arnaudeau y colaboradores (2000) reportaron que la Casiopeína IIgly tiene baja 

probabilidad de provocar inestabilidad genómica a través de recombinación homóloga en 

la línea celular de hámster chino SPD87 comparada con otras drogas usadas en 

quimioterapia tales como, cisplatino, inhibidores de topoisomerasa e inhibidores de 

síntesis de ADN. Esto es importante ya que la recombinación homóloga posiblemente está 

involucrada en la inducción de tumores secundarios.   

Por otra parte, la Casiopeína IIgly puede inhibir el estado 3 de la respiración (fosorilación 

oxidativa), y provoca el colapso del potencial de membrana en  mitocondrias aisladas de 

hígado, riñón y hepatoma AS-30D8 de ratas Wistar. Probablemente esta Casiopeína está 

relacionada con la apertura de canales  de K+ que provoca tumefacción mitocondrial, esto 

a su vez parece estar relacionado con la liberación del citocromo c. A diferencia de lo 

anterior, mitocondrias de corazón resultaron ser menos sensibles a la Casiopeína IIgly 

(Marín et al., 2003). 

Ha sido mostrado que la Casiopeína IIgly es capaz de inducir apoptosis y necrosis en líneas 

celulares CH19 y L121010 sensibles y resistentes al cisplatino, y ocasiona la activación de 

caspasas. Mientras que en células de meduloblastoma de la línea celular Daoy,  disminuye 

el porcentaje de viabilidad celular y ocasiona la interrupción del potencial de membrana 

mitocondrial  (Vizcaya et al., 2000; Mejia y Ruiz, 2008). 

Estudios que han mostrado el efecto antineoplásico de la Casiopeína IIgly reportan que 

éste complejo puede disminuir la viabilidad, el potencial de membrana mitocondrial, 

inhibir la proliferación celular e inducir apoptosis y muerte celular independiente de 

caspasas en células de glioma de rata. También puede inhibir la viabilidad celular e inducir 

apoptosis en células de adenocarcinoma colorrectal HCT-15. Aunado a lo anterior, la 

Casiopeína IIgly presenta actividad antitumoral in vivo en ratones desnudos 

                                                      
7
 Línea celular originada de células pulmonares de hámster chino V79, exhibe una parcial duplicación del gen hprt 

(hipoxantina guanina fosforil trasferasa) e incluye exones extra, expresando un fenotipo  HPRT¯ que puede ser revertido 
por la pérdida de esos exones a través de recombinación ilegitima usando secuencias homologas.  
8
 Línea celular de hepatoma de hígado de rata. 

9
 Línea celular de carcinoma de ovario humano. 

10
 Línea celular derivada de leucemia murina.  
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xenotransplatados con células HCT-15, HeLa y en ratas con glioma. No así en células PC-311 

(Trejo et al., 2005; Carvallo, 2007). 

Por otra parte, la Casiopeína IIgly mostró no ser citotóxica ni genotóxica (por inducción de 

micronúcleos en eritrocitos) en ratones machos y hembras de la cepa CD-1, bajo los 

tratamientos agudo y subcrónico, aunque en los fetos de hembras preñadas con 

tratamiento subcrónico si fueron observados los efectos genotóxico, citotóxico y 

teratógenico (malformaciones esqueléticas y defectos de nacimiento) (Santiago, 2004; 

Gonzales, 2004). A diferencia de lo anterior, Cermeño (2007) reporta que esta Casiopeína 

disminuye la viabilidad celular en sangre, corazón, hígado y bazo en la misma cepa de 

ratones tratados durante 12 horas y  disminuye la viabilidad celular en testículo a las 24 

horas. Asimismo, fue notable la migración de ADN en ensayo cometa, en células de 

sangre, corazón, hígado, bazo, riñón y células pequeñas testículo, en tratamientos de 3, 6, 

12 y 24 horas, y en células grandes de testículo a partir de 6 hasta 24 horas. 

Rivero y colaboradores (2007) reportaron que la Casiopeína IIgly tiene la capacidad de 

unirse al ADN  y degradarlo en presencia de ácido ascórbico u O2
•- por la formación de 

EROs (principalmente radicales OH•). Puede que el ion O2
•- ocasione la oxidación del 

átomo de cobre a un estado Cu3+ (complejo oxo) y cuando se une al ADN en presencia de 

un agente reductor causa la trasformación de la unión =O en OH•. Por lo que la Casiopeína 

IIgly tiene potencial para reaccionar con moléculas biológicas y degradarlas por 

generación de EROs; tal reactividad parece ser el principal mecanismo de su citotoxicidad. 

La Casiopeína IIgly ha mostrado ser citotóxica disminuyendo la viabilidad de linfocitos 

humanos en G0 y células HeLa en presencia de ácido ascórbico (Alemón et al., 2007). Un 

estudio posterior revela que la Casiopeína IIgly más ácido ascórbico induce daño oxidativo 

en el citosol de células HeLa, pero en menor cantidad que el peróxido de hidrógeno, por lo 

que el daño oxidativo parece ser minimizado por las defensas antioxidantes naturales de 

las células. El efecto de la Casiopeína IIgly puede estar restringido a otros compartimentos 

celulares tales como el núcleo y mitocondria. Aunado a lo anterior, la Casiopeína IIgly con 
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 Línea celular de adenocarcinoma humano de próstata, grado cuatro. 
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o sin ácido ascórbico disminuye la proliferación celular, que es restaurada en mayoría, con 

la adición de DMSO12, por lo tanto los autores sugieren que la citotoxicidad ocurre por un 

mecanismo relacionado a la generación de EROs, principalmente radicales hidroxilo 

(Alemón et al., 2008).  

Se mostró que la Casiopeína IIgly puede catalizar una reacción tipo Fenton (evaluada con 

resonancia paramagnética electrónica) en las líneas celulares A54913 y H15714, 

posiblemente GHS es una fuente de electrones para que se catalice esta reacción. 

También se detectó que induce la formación de EROs en mitocondria y ocasiona la 

despolarización de la membrana mitocondrial. En mitocondrias aisladas disminuye los 

niveles de proteínas del complejo I de trasporte electrónico mitocondrial (estas proteínas 

están codificadas en el ADN mitocondrial junto con las del complejo III, IV y V, mientras las 

del complejo II son codificadas por el ADN nuclear) lo que ocasiona un desequilibrio en la 

expresión de proteínas y sobreproducción de EROs. Por tanto, la disrupción de la cadena 

respiratoria puede ser debida al daño ocasionado por esta Casiopeína al ADN mitocondrial 

(Kachadourian et al., 2010). 

Evaluaciones realizadas en linfocitos humanos tratados con Casiopeína IIgly han mostrado 

disminución de la viabilidad celular y rompimiento de cadena sencilla o doble de ADN en 

ensayo cometa, inducción de MN, PN y YN en fases G1/S y G2/M, aberraciones 

estructurales de tipo cromatídico, lo que indica que la Casiopeína IIgly es S dependiente, 

además provoca ICHs, apoptosis, necrosis y disminución del IM (Florín, 2005; Atilano, 

2007; Guevara, 2008; Cordero, 2010; Guevara, 2011).  
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 El dimetilsulfóxido reacciona con los radicales hidroxilos, es citotóxico pero en concentraciones pequeñas no es letal.  
13

 Línea celular de adenocarcinoma humano de epitelio alveolar basal. 
14

 Línea celular de cáncer de pulmón humano de tipo carcinoma escamoso.  
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1.4.3. Casiopeína III-I-a 

La Casiopeína III-I-a (figura 7) presenta la fórmula química 

*(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina) (acetilacetonato) cobre (II) 

nitrato], tiene un peso molecular de 444.93 g/mol. Es 

soluble en agua, etanol y metanol, es estable en solución 

acuosa por siete días.  En medios ácidos (pH < 5) se 

protona y disocian los ligantes por lo que no puede ser 

administrada por vía oral. Tiene un pKa de 8.25. La CI50 

reportada para las líneas celulares HeLa y CaLo es de 16.84 

µg/ml  (Carvallo, 2007; Cancino, 2008).  

 

Arnaudeau y colaboradores (2000) reportaron al igual que para la Casiopeína IIgly, que la 

Casiopeína III-I-a tiene un índice de recombinación bajo al compararlo con los de otros 

quimioterapéuticos. Lo que indica menor probabilidad de que induzcan inestabilidad 

genómica a través de recombinación homóloga.  

Ha sido mostrado que la Casiopeína III-I-a puede interactuar directamente con 

mitocondrias de hígado de ratas Wistar, inhibir la fosforilación oxidativa y provocar el 

colapso del potencial de membrana, aunque resulta menos activa que la Casiopeína IIgly 

(Marín et al., 2003). 

Se ha reportado que las líneas celulares HeLa, MCF-7 y SK-LU-115 cuando son tratadas con 

la  Casiopeína III-I-a muestran sufrir apoptosis, detectada por ensayo de TUNEL (Terminal 

deoxinucleotidil transferase-mediated deoxiUridine triphosphate-Nick End Labeling), y el 

incremento de proteínas involucradas en el mismo tipo de muerte celular, tales como 

Bcl2, Bax, y caspasa 3. También ocasiona la disminución de la expresión del antígeno Ki-67 

(que se expresa en células que entran en el ciclo celular), por lo que resulta 

antiproliferativa. En células de meduloblastoma de la línea celular Daoy, la Casiopeína III-I-
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 Línea celular de adenocarcinoma pulmonar humano, grado tres. 

Figura 7. Casiopeína III-I-a                

*(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina) 

(acetilacetonato) cobre(II) nitrato] 

(Carvallo,  2007). 
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a es capaz de disminuir la viabilidad celular, inducir cambios morfológicos compatibles con 

apoptosis y reducir el potencial de membrana mitocondrial. La Casiopeína III-I-a también 

muestra ser más activa que el cisplatino en las líneas celulares mencionadas (Barron, 

2006; Mejia y Ruiz 2008).  

En un estudio realizado en células de carcinoma de colon HCT-15 tratadas con Casiopeína 

III-I-a, fue notada la disminución de la viabilidad celular e inducción de apoptosis por 

aumento en los niveles de Bax, además ocasionó la fragmentación oligonucleosomal de 

ADN, lo que indica un mecanismo dependiente de caspasas. Por otra parte, la Casiopeína 

III-I-a mostró tener actividad antitumoral en células HCT-15 xenotrasplantadas a ratón 

desnudo a través de la inhibición de la proliferación e inducción de apoptosis. Los autores 

sugieren que la Casiopeína III-I-a es un buen candidato para la terapia del cáncer con 

fenotipos resistentes, ya que las células HCT-15 tienen p53 alterado. Además, parecida a 

la Casiopeína IIgly, mostró poseer actividad antitumoral en células HeLa, pero no en 

células PC-3 (Carvallo, 2007; Carvallo et al., 2008). 

Cermeño (2007) reportó la disminución de la viabilidad celular en bazo, desde las 12 horas 

de tratamiento, y en testículo a las 24 horas, en  ratones CD-1 tratados con Casiopeína III-

I-a. Además indujo daño al ADN, evaluado con ensayo cometa, en células de sangre, 

corazón, hígado, riñón y células pequeñas de testículo a las 3, 6, 12 y 24 horas de 

exposición; en células de bazo y células grandes de testículo a las 12 y 24 horas.  

Rivero y colaboradores (2007) demuestran que  la Casiopeína III-I-a causa la degradación 

de ADN plasmídico en presencia de ácido ascórbico.  

Ha sido mostrado que la Casiopeína III-I-a en linfocitos humanos provoca ICHs, 

asociaciones de satélite, además en las fases G1/S y G2/M induce MN, PN, YN y 

aberraciones cromosómicas estructurales de tipo cromatídico y cromosómico, el daño 

genotóxico resulta ser menor durante G1/S. Las aberraciones estructurales cromatídicas 

son más frecuentes que las cromosómicas en ambas fases, por lo que es sugerido que la 

Casiopeína III-I-a presenta un efecto clastógeno S dependiente, además ocasiona 
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disminución del IM e inducción de apoptosis y necrosis (Cancino, 2008; Sánchez, 2010; 

Tello, 2011; Guevara, 2011).  

1.5. Núcleo celular 

El núcleo celular es un compartimiento el cual contiene casi todo el ADN de una célula 

eucariota. Está delimitado por una envoltura nuclear formada por dos membranas 

concéntricas que están perforadas a intervalos por complejos de poro nuclear. A pesar de 

que la membrana nuclear interna y externa son un continuo presentan una composición 

proteica diferente. La membrana nuclear interna contiene proteínas que actúan como 

lugares de unión específicos de la cromatina y de la red proteica de la lámina nuclear. La 

membrana nuclear interna está rodeada por la membrana nuclear externa, la cual está 

tapizada por ribosomas que realizan la síntesis de proteínas y es continua con la 

membrana del retículo endoplásmico (Alberts et al., 2003).  

Los complejos de poro nuclear están formados por más de 50 proteínas diferentes 

llamadas nucleoporinas y cada complejo de poro presenta uno o más canales acuosos 

abiertos a través de los cuales pueden difundir pasivamente las moléculas pequeñas 

solubles en agua (Alberts et al., 2003).    

La lámina nuclear es una red de subunidades proteicas interconectadas denominadas 

láminas nucleares. Las láminas son un tipo especial de filamentos intermedios (10nm) que 

polimerizan formando una red bidimensional. Da forma y estabilidad a la envoltura 

nuclear a la cual se ancla por la unión de los poros nucleares y proteínas integrales de la 

membrana nuclear interna, también interacciona directamente con la cromatina. En la 

mayoría de las células de mamíferos, la lámina nuclear está compuesta por las láminas A, 

B y C (Hozak et al., 1995; Alberts et al., 2003).  

Irregularidades en la morfología nuclear pueden estar asociadas con aberraciones 

cromosómicas. El estudio del daño al ADN a nivel cromosómico es una parte esencial de la 

toxicología genética, porque las alteraciones en los cromosomas son eventos importantes 

en la carcinogénesis. El recuento de estructuras nucleares anormales como son los 
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micronúcleos (MN)  permite evaluar la inducción de daño cromosómico (Fenech, 2000; 

Gisselsson et al., 2001). 

1.6. Ensayo de Micronúcleos con Bloqueo de la Citocinesis (MNBC) 

Los MN solo son expresados en células que 

terminan la división nuclear, por lo que el ensayo 

de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis 

(MNBC) permite identificar a células que han 

completado la mitosis, por su apariencia 

binucleada (BN) (figura 8),  por la adición de 

citocalasina B (Cit-B), la cual inhibe la 

polimerización de actina, hecho que a su vez 

impide la citocinesis (Fenech, 2000). 

La actina es una proteína citoesquelética la cual polimeriza para formar filamentos. Los 

filamentos de actina proporcionan soporte mecánico, determinan la forma celular, 

permiten el movimiento de la superficie celular (esto posibilita a las células a migrar, 

engullir partículas y dividirse). Tras la mitosis, un anillo contráctil, formado por filamentos 

de actina y de miosina II, se ensambla debajo de la membrana plasmática, al contraerse 

tira progresivamente de la membrana plasmática hacia adentro, estrangulando la célula 

por el centro y dividiéndola en dos (los filamentos de actina se desensamblan a medida 

que avanza la contracción) (Cooper y Housman, 2002). 

1.6.1. Micronúcleos 

Los MN principalmente son originados por fragmentos cromosómicos o cromatídicos 

acéntricos (carentes de centrómero) y/o cromosomas enteros que son incapaces de viajar 

hacia los polos de la célula en anafase, en telofase cuando se vuelve a formar la envoltura 

nuclear. Estos rezagos anafásicos son atrapados por la envoltura nuclear y gradualmente 

asumen la morfología de un núcleo interfásico, con la excepción que son más pequeños 

que el núcleo principal (figura 9) (Fenech, 2000; Fenech et al., 2003; Fenech et al., 2011).   

Figura 8. Células binucleadas (Fenech, 2000). 
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1.6.2. Puentes nucleoplásmicos  

Los puentes nucleoplásmicos (PN) también pueden ser medidos en el ensayo de MNBC, 

estos son originados durante anafase cuando los centrómeros de cromosomas dicéntricos 

son jalados hacia polos opuestos de las células. Si no ocurre la ruptura del puente 

anafásico, la membrana nuclear rodea los núcleos hijos y el puente, de esta manera son 

formados los PN. El bloqueo de la citocinesis permite la acumulación de los PN ya que de 

lo contario estos serían fraccionados (figura 9b). Los cromosomas dicéntricos son 

formados por reparaciones defectuosas de cromosomas rotos, por ruptura o fusión de 

telómeros, esto último es causado por el ensamble inapropiado de la proteína telosoma 

(Fenech et al., 2011), la cual protege al telómero de sufrir acortamiento excesivo o 

lesiones en las secuencias teloméricas (Fenech et al., 2003; Fenech, 2006).  
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Figura 9. Formación de MN y PN. 
(a) Origen de MN de retrasos de 
un cromosoma entero y 
fragmentos acéntricos en anafase. 
(b) Generación de PN de un 
cromosoma dicéntrico en el cual 
los centroméros son jalados hacia 
los polos opuestos de la célula, 
también es ilustrada la formación 
de un MN (Fenech, 2000). 

Figura 10. YN en células binucleadas 
(Fenech et al., 2003). 
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1.6.3.  Yemas nucleares 

Las yemas nucleares (YN) han sido validadas como biomarcadores de inestabilidad 

genómica en el ensayo de MNBC en cultivo de linfocitos humanos (Fenech y Crott, 2002). 

Son caracterizadas por poseer la misma morfología que un MN con la excepción de que 

presentan una conexión nucleoplásmica, ya sea amplia o angosta, con el núcleo principal 

(figura 10). Ha sido reportado que las YN pueden contener amplificaciones de ADN, 

fragmentos cromosómicos y cromosomas completos, además puede existir relación en el 

origen de MN, PN y YN (Fenech et al., 2003; Lindberg et al., 2007; Fenech et al., 2011; 

Shimizu, 2011).  

Las dobles minutas (DMs) son pequeñas estructuras de cromatina extracromosomal en 

pareja, carecen de centrómeros y telómeros por lo que son moléculas de ADN circulares, 

generalmente se encuentran en células transformadas y malignas. Se ha observado que 

contienen múltiples copias de algún oncogén en diferentes tipos de cáncer (Miller y 

Therman, 2001). Las células humanas COLO320DM16 contienen DMs con amplificaciones 

del gen c-myc, en fase G1 las DMs son localizadas preferentemente en la periferia nuclear, 

además estas células presentan YN y MN, con gran frecuencia, que contienen DMs. De 

acuerdo con la cinética de formación de YN y MN en estas células, ambas estructuras 

incrementan de forma paralela al iniciar fase S y disminuyen al finalizar la misma, por lo 

que es posible que las DMs en la periferia originen YN y estas a su vez formen  MN que 

serán liberados de la célula en fase S (figura 11) (Itoh y Shimizu, 1998; Shimizu et al., 

1998), ya que se han encontrado MN extracelulares con tres membranas y amplificaciones 

del gen c-myc (Shimizu et al., 1998; Shimizu et al., 2000). Fue estimado que al menos  

cincuenta porciento de los MN formados en cada ciclo celular de esta línea son producidos 

en la fase S. Además es posible que p53 esté relacionado en la formación de YN y MN 

porque la inactivación de p53 en fibroblastos humanos incrementa la frecuencia de YN y 

MN en fase S.  Por otra parte, debido a que las células apoptóticas pueden generar 

anormalidades nucleares parecidas a YN y MN, fue descartado por ensayo de TUNEL que 
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 Línea celular humana derivada de carcinoma de colon compuesto de células neuroendocrinas. 
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las YN, MN en citoplasma y MN expulsados de la célula fueran consecuencia de eventos 

apoptóticos (Shimizu et al., 1998).  

Tanaka y Shimizu (2000) identificaron YN y MN en células COLO320DM, que contenían 

DMs, asociados y no asociados a la proteína lámina B en fase S, la frecuencia de YN y MN 

sin asociación a la proteína lámina B era mayor en los límites G1/S, pero disminuían 

mientras transcurría la fase S e incrementaban YN y MN asociados a esta  proteína de la 

lámina nuclear, al terminar la fase S decreció la frecuencia de ambas estructuras. Por otra 

parte, las DMs en mitosis pueden agregarse a los extremos de cromosomas normales para 

segregarse de manera estable a las células hijas. Se observó en células tratadas con bajas 

concentraciones de hidroxiurea que las DMs tienden a agregarse y separase de los 

cromosomas (posiblemente porque sufren rompimiento de doble cadena) y forman 

puentes entre dos cromosomas hermanos en anafase. Si los puentes sufren una ruptura 

posiblemente son formadas YN o si sufren dos o más rupturas son generados  MN, que en 

su mayoría no tiene asociación con la proteína lámina B (figura 11) (Tanaka y Shimizu, 

2000; Shimizu, 2011). Estas estructuras pueden carecer de la proteína lámina B por que la 

cantidad no es suficiente y son capturadas hasta fase S, donde ha sido reportado que es 

sintetizada y antes de comenzar fase S es reorganizada. Además se notó la incorporación 

de BrdU solo en YN y MN que presentaban proteína lámina B. Lo cual es debido a que esta 

proteína puede permitir la replicación del ADN, ya que está vinculada espacialmente con 

los sitios de replicación. Otra posibilidad para que las DMs formen YN y MN al final de la 

mitosis sin asociación a la proteína lámina B, es porque están dañadas y no son rodeadas 

por las láminas nucleares (A, B y C) hasta que son reparadas en fase S (Tanaka y Shimizu, 

2000).     

Posiblemente las DMs son incorporadas en YN que formaran MN por su inapropiada 

localización nuclear, como el cromosoma X inactivo que se replica en la periferia y es a 

menudo encerrado en un MN. Otra explicación puede ser que proteínas dirijan a las DMs a 

la periferia nuclear y formar una yema nuclear hasta que la fusión de membranas produzca 

un MN (Shimizu et al., 1998).   
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En células de mamíferos expuestas a agentes que causan daño al ADN (radiación ionizante, 

etoposidos y colcemida), la proteína Rad5117 puede encontrarse en el núcleo celular. Las 

señales para Rad51 son agrupadas y después  localizadas en la periferia nuclear, donde por 

gemación son encerradas en MN. Tiempo después del tratamiento Rad51 solo es detectada 

en MN y la mayoría de estos muestra fragmentación del genoma típico de apoptosis, 
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 Rad51 media la reparación de rompimiento de doble cadena de ADN por recombinación homóloga. 

Figura 11. Comportamiento intracelular de las DMs (puntos verdes) y generación de YN y MN. Las DMs se adhieren a 
los brazos cromosómicos en mitosis (a), después en G1 se localizan en la periferia nuclear (b), posteriormente en 
fase S son relocalizadas al interior del núcleo (c). Con bajas concentraciones de hidroxiurea (HU) tienden a agregarse 
y separarse de los cromosomas (d), los agregados de DMs pueden formar micronúcleos, si quedan como retrasos en 
anafase (e) o puentes, si estos agregados también se adhieren a cromosomas (e´). Los restos de rupturas de puentes 
en anafase pueden originar YN o MN sin asociación a la proteína lámina B (línea roja) (f y g), aunque algunos 
retrasos anafásicos pueden ser rodeados por la proteína lámina B (1). En fase S las DMs son expulsadas del núcleo 
por gemación de la envoltura nuclear, originando YN que posteriormente se convertirán en MN, bajo condiciones 
que inducen daño al ADN (4). En fase S YN y MN con DMs son rodeadas por la proteína lámina B (2 y 3). Los 
micronúcleos son expulsados de la célula por la gemación de la membrana citoplasmática (i-j) (modificado de 
Shimizu, 2011). 
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revelado por la prueba de FISEL (fluorescence in situ end labeling). Se propone que Rad51 

puede participar activa o pasivamente detectando y removiendo ADN no reparado, seguido 

por su degradación dentro de MN. Aunque las células tratadas con colcemida 

probablemente tienen bajos niveles de rompimiento, las señales de Rad51 pueden estar en 

ADN no replicado con una o muy pocas rupturas, y si el ADN no es reparado entonces el 

cromosoma o fragmento cromosómico es expulsado del núcleo; no obstante, también es 

posible que Rad51 solo sea un pasajero pasivo. En algunas células puede detectarse,  junto 

con Rad51, a  la proteína de replicación A en YN y MN. La proteína de la replicación A 

puede facilitar el apareamiento homólogo e intercambio de cadena de ADN mediado por 

Rad51 (Haaf et al., 1999).  

En fibroblastos humanos de pacientes con síndrome de Bloom, ocurre la gemación de MN 

en fase S, los cuales contienen a la proteína de replicación A e incorporación de BrdU. BML 

es el gen mutado de este síndrome que codifica para una ADN helicasa (BLM), ha sido 

propuesto que esta ADN helicasa puede actuar deteniendo la horquilla de replicación 

después de daño al ADN, por tanto en células con síndrome de Bloom hay una alta 

frecuencia de eventos replicativos aberrantes. La expulsión de cromatina replicada  por 

gemación demuestra que eventos de replicación en células con síndrome de Bloom fallan 

en alta frecuencia (Yankiwski et al., 2000). 

Se ha reportado que en linfocitos humanos tratados con colcemida y mitomicona C, 

linfocitos de fumadores y linfocitos de cerdos  infectados con Taenia solium (cisticerco), es 

notable el incremento en la frecuencia, de manera similar de YN y MN y la correlación 

positiva de estos. Se sugiere que posiblemente, YN y MN son creados por un mecanismo 

semejante. En tratamientos con colcemida (agente aneugénico) puede que cromosomas 

individuales retrasados en el proceso de llegar a núcleo nuevo en anafase, sean 

descondensados y la envoltura nuclear los rodeé antes de integrarse completamente en 

telofase, formando así un compartimiento parcialmente separado que es observado como 

una YN. Esto también podría ocurrir en cromosomas multicéntricos o multirradiales, 

resultado de rompimientos y rearreglos causados por clastógenos tales como la mitomicina 

C. Otra posibilidad sugerida es que las YN pueden corresponder a la ruptura de puentes 
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cromatínicos o rearreglos que impiden la correcta organización de la cromatina en el 

núcleo interfásico (Serrano y Montero, 2001).  

Se ha mostrado que las YN en células malignas son transcripcionalmente activas, éstas 

presentan incorporación de anticuerpos específicos para la elongación de la polimerasa II, 

también UTP (uridina 5’trifosfasto), el cual se incorpora en ARNm recientemente 

sintetizado in situ, y además poseen complejo de poro nuclear (Hoffelder et al., 2004).   

Los folatos son importantes micronutrimentos, son requeridos para la síntesis de dTMP 

(timidilato) desde dUMP (uridilato), en deficiencia de folatos dUMP es acumulado y como 

resultado en lugar de timina es incorporado uracilo en el ADN. Cuando es excesiva la 

incorporación provoca mutaciones puntuales, ruptura de cadena sencilla y doble de ADN, 

rompimiento de cromosomas y MN. Los folatos también son requeridos para la síntesis de 

de S-adenosilmetionina, el cual es un donador de metilos requeridos para la mantención de 

los patrones de metilación del ADN, su deficiencia puede estar relacionada con 

aneuploidias debidas a la desmetilación de heterocromatina causando defectos 

estructurales en centrómeros, induciendo así la anormal distribución de cromosomas 

durante la división nuclear (Wang et al., 2004; Lehninger et al., 2009).  En linfocitos 

humanos tratados con limitadas concentraciones de ácido fólico fue probado que existe 

correlación positiva entre MN, PN y YN, por lo que también es propuesto que puede haber 

un mecanismo común de formación iniciado por la falta de folatos (Fenech y Crott, 2002; 

Fenech, 2006).  

El modelo ciclo Rompimiento-Fusión-Puente (RFP) (figura 12) descrito por Barbara 

McClintock en 1942, fue propuesto para tratar de explicar la generación de PN, YN y MN en 

linfocitos humanos deficientes de ácido fólico. El ciclo RFP postula que cromátidas 

hermanas que han sufrido rompimiento de doble cadena se fusionan en la posición distal, 

formando un cromosoma dicéntrico con dos copias homólogas de genes entre los 

centrómeros, durante anafase este cromosoma es jalado hacia los polos opuestos de la 

célula formando un puente, en la citocinesis, si el cromosoma es roto de manera asimétrica 

se origina un cromosoma con dos copias de uno o más genes  y un cromosoma sin esos 
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genes. Las cromátidas con múltiples copias de genes pueden fusionarse de nuevo en la 

interfase y formar un cromosoma dicéntrico, volviendo a ocurrir el ciclo RFP y además 

originar amplificaciones génicas. El ADN amplificado puede ser eliminado a través de la 

recombinación entre regiones homólogas con secuencias amplificadas, formando 

minicírculos de ADN acéntrico y atelomérico (DMs), que pueden ser expulsadas después de 

su segregación a  la periferia del núcleo por gemación en fase S y formar MN (figura 12), 

por tanto, tal vez el núcleo tiene la capacidad de detectar exceso de ADN que no se ajustan 

en la matriz nuclear indicando un mayor orden de reparación del ADN. La unión de las YN 

con el núcleo, amplia o angosta, depende de la fase del proceso de gemación (Fenech y 

Crott, 2002; Fenech, 2006).  

El ciclo RFP ha sido validado como mecanismo para la amplificación de genes en células de 

hámster chino, donde tratamientos de coformicina, metotrexato y actinomicina D 

indujeron amplificaciones de los genes de adenilato desaminasa, dihidrofolato reductasa y 

el gen 1 de resistencia a multidrogas respectivamente. En células de fibrosarcoma humano 

el N-fosfonacetil-L-aspartato indujo amplificación del gen CAD (Fenech y Crott, 2002; 

Fenech, 2006).  

Con la técnica de FISH se han detectado centrómeros y telómeros en YN y MN de linfocitos 

humanos binucleados, tratados con diferentes concentraciones de ácido fólico y 5-

metiltetrahidrofolato. La mayoría de las YN en linfocitos humanos, tanto privados como en 

concentraciones normales de folatos contienen fragmentos terminales18 cromatídicos o 

cromosómicos y fragmento intersticiales19. Los MN contienen mayor porcentaje de 

fragmentos terminales que las YN pero, un bajo porcentaje de fragmentos intersticiales. 

Tanto MN como YN también presentan cromosomas20, pero estos preferencialmente se 

encuentran en MN. Los fragmentos céntricos21 son escasos tanto en YN como en MN. Se 

sugiere que los fragmentos intersticiales  podrían alternativamente ser DMs, productos de 

                                                      
18

 Solo con señales para telómeros, si contienen una señal son considerados cromatídicos y con dos señales son 
fragmentos cromosómicos. 
19

 Sin señales para telómero y centrómero.  
20

 Con señales para telómero y centrómero. 
21

 Solo con señal para centrómero  
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replicaciones fallidas y también pueden representar restos de puentes rotos en anafase 

(figura 14) o cromosomas en bucles. La presencia de señales para telómeros puede 

deberse a fragmentos cromatídicos terminales, ADN terminal no replicado, excesos de ADN 

que contienen secuencias teloméricas o al rompimiento de puentes cerca del sitio de 

fusión de telómeros. Con respeto a las YN con señales de telómero y centrómero tal vez la 

presencia de un cromosoma extra pueda causar distorsión del núcleo para ser expulsado 

por gemación. Las señales para centrómeros pueden representar fragmentos intersticiales 

céntricos, cromosomas céntricos en anillo o elementos cromosómicos replicados 

incompletamente, carentes de telómeros (Lindberg et al., 2007). 

 

La presencia de cromosomas completos en YN indica que no pueden contener 

exclusivamente DMs, ni que los rompimientos de puentes en anafase son la única fuente 

de YN. Por lo que es propuesto un modelo que combina diferentes hipótesis para la 

generación de YN (figura 13), en el cual se plantea que cualquier resto de ADN retrasado en 

Figura 12. Ciclo R-F-P (Rompimiento-Fusión-Puente). Rompimiento de cromátidas hermanas (a), fusión de cadenas y 
formación de un cromosoma dicéntrico (b). El cromosoma dicéntrico es replicado en fase S (c) y forma un puente en 
anafase (d). El puente es roto en una región no central y una célula hija recibe cromosomas que contienen dos copias 
de uno o más genes iguales (e1), la otra célula hija pierde estos genes (e2). Los cromosomas con múltiples copias de 
genes pueden fusionarse de nuevo (f) y volver a replicarse (volver a paso c), o puede haber recombinación de 
secuencia homólogas (g) y ser separadas formando un fragmento acéntrico de ADN o doble minuta (h). Es formada una 
YN para la expulsión de la doble minuta (i) (Fenech y Crott, 2002; Fenech, 2006). 
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anafase es encapsulado por la membrana nuclear y así generar MN en telofase o 

posteriormente en fase S los restos de ADN retrasado son encapsulados por la membrana 

nuclear para formar YN, que a su vez serán desprendidas del núcleo. También los excesos 

de ADN en general, pueden ser expulsados del núcleo por gemación y la subsecuente 

formación de MN. La diferencia entre el contenido de YN y MN puede reflejar la capacidad 

desigual para que sean atrapados por la envoltura nuclear en telofase o expulsados del 

núcleo por gemación (Lindberg et al., 2007). 

 

Trifluralina es un herbicida que presenta radicales NO2, los cuales se unen a la tubulina 

evitando su polimerización y la subsecuentemente formación de microtúbulos y uso 

mitótico. En células de raíz de Allium cepa expuestas a trifluralina fueron observados 

núcleos irregulares, YN, MN y mini células que parecen ser causados por la poliploidización 

del material genético. Se sugiere por Fernandes y colaboradores (2007) que las 

alteraciones nucleares posiblemente muestran una secuencia de eventos para la expulsión 

de material genético en exceso, donde los núcleos con poliploidías forman núcleos 

irregulares en los que posteriormente se originaran YN, que se convertirán en MN para ser 

Figura  13. Formación de YN; Varios tipos de retrasos cromosómicos son formados en anafase. Los puntos verdes indican ADN 
centromérico, los puntos rojos ADN telomérico, los puntos blancos DMs u otros excesos de ADN y la ausencia de puntos fragmentos 
intersticiales, la envoltura nuclear se muestra como una línea negra. En telofase estos retrasos cromosómicos son considerados la 
principal fuente de MN, si no son encerrados por la envoltura nuclear en telofase ellos pueden ser atrapados por la proteína lámina B 
en fase S formando YN que pueden dar origen a MN. Los exceso de ADN (delineados por un circulo blanco) en un núcleo pueden 
formar YN que posteriormente originarán MN, en selectas condiciones de crecimiento (Lindberg et al., 2007). 
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totalmente liberados como mini células (constituídas con porciones pequeñas 

citoplasmáticas y contenido nuclear reducido). También se observó en algunas células que 

los MN y el núcleo principal carecían de sincronía, ya que los MN presentaban el material 

genético altamente compacto, por tanto los cromosomas perdidos no pueden ser 

reintegrados al genoma nuclear.             

Fernandes y colaboradores (2007) proponen que el exceso de material genético (parcial o 

total) puede ser sometido a cierto grado de inactivación transformándolo en 

heterocromatina facultativa. La heterocromatina presenta la afinidad de fijar proteínas a la 

envoltura nuclear, por lo que este tipo de heterocromatina facultativa puede favorecer su 

migración hacia la periferia nuclear hasta que es expulsada del núcleo. La formación de 

mini células puede representar un evento que asegura la viabilidad celular, ya que la 

presencia de MN en la célula puede dañar  su fisiología causando la muerte celular. 

Las células epiteliales mamarias humanas pierden la actividad telomerasa y cuando se 

dividen en cultivo se observa la erosión de telómeros. Ha sido mostrado que los brazos 

cromosómicos 1q y 22p presentan pérdida de telómeros, además estos brazos 

cromosómicos se fusionan ocasionando la unión de dos cromosomas diferentes. También 

se ha observado, con microscopía confocal de lapso de tiempo (time-lapse microscopy), el 

destino de puentes anafásicos hasta el final de la división celular. Más de la mitad de los 

puentes son rotos y originan YN, de las cuales la mitad son incorporadas totalmente al 

núcleo principal, y en pocos casos son formados MN  (Pampalona et al., 2010).   

Los cromosomas 1 y 22 prevalecen en anormalidades morfológicas nucleares (AMN; PN, YN 

y MN), sobre otros cromosomas, pero hay preferencia en la formación de PN y YN, además 

el cromosoma 1 se encuentra en mayor frecuencia involucrado con las AMN que el 

cromosoma 22. Sin embargo, estas diferencias pueden ser explicadas considerando la 

morfología de los cromosomas, la fusión de los brazos largos del cromosoma 1 y los cortos 

del cromosoma 22, ocasiona un cromosoma dicéntrico con una larga región 

intercentromerica que consiste principalmente de los brazos del cromosoma 1, después de 

un giro entre los centrómeros se forma un puente que puede romperse en cualquier parte 
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y formar YN (principalmente) y MN (figura 14). La variabilidad entre la formación de YN y 

MN es debida a que preferencialmente ocurrió solo una ruptura en los puentes anafásicos 

(Pampalona et al., 2010).   

Por otra parte, células HeLa tratadas con hidroxiurea fueron observadas vivas por 

microscopía confocal de lapso de tiempo. Fue detectado que la ruptura de puentes 

cromatínicos originó YN y MN, además se observó la formación de YN al final de mitosis en 

ausencia de puentes y aparición de YN mucho tiempo después de terminar mitosis por un 

brote en los núcleos. En muy baja frecuencia las YN fueron convertidas a MN en interfase. 

Las YN generadas de rupturas de puentes cromatínicos y MN formados de retrasos 

cromatídicos son rodeados por lámina B y su nivel de condensación es parecida a la del 

núcleo, a diferencia de los MN derivados de rupturas de puentes ya que no presentan 

lámina B y la cromatina que contienen está más condensada que la del núcleo principal. 

Los autores sugieren que posiblemente las estructuras con lámina B y cromatina poco 

condensada pueden ser activas en replicación a diferencia de las estructuras sin estas 

características (Utani et al., 2010). 

 

Figura 14. Formación de YN y MN de la ruptura de un puente anafásico. Cromosoma dicéntrico formado por el 
cromosoma 1 (rojo) y el cromosoma 22 (verde) en el cual al segregarse en anafase ocurre un giro entre los  
centrómeros (círculos negros), esto origina un puente anafásico, formado principalmente por los brazos largos del 
cromosoma 1, y subsecuentemente un PN (a). Si el puente anafásico se rompe en un sitio son formadas YN y si se 
rompe en dos puntos son formados MN, ambas estructuras derivadas principalmente del cromosoma 1 (b) (Pampalona 
et al., 2010). 
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Al ensayo de MNBC puede ser aplicada la técnica de FISH (hibridación in situ con 

fluorescencia) para distinguir el origen de MN, YN y PN con el uso de sondas 

pancentroméricas y teloméricas (figura 15), lo anterior puede ayudar a establecer los 

mecanismos de daño genotóxico que ocurre de manera espontánea o por exposición a  

uno o varios agentes físicos, químicos y biológicos (Guevara, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

1.7. Citotoxicidad  

Con el ensayo de MNBC también pueden evaluarse eventos de citotoxicidad, como 

apoptosis y necrosis, en linfocitos en cultivo expuestos a un agente tóxico. Esto es 

importante ya que aporta una descripción con mayor precisión sobre los mecanismos de 

acción y medición de la sensibilidad celular a elementos químicos o radiación. El uso de 

Cit-B puede facilitar la evaluación de células apoptóticas, por que se espera que inhiba la 

desintegración de estas células en cuerpos apoptóticos, ya que el proceso anterior 

requiere del ensamblaje de microfilamentos (Fenech, 2000). 

 

Figura 15.  Esquema de la hibridación de una sonda fluorescente con el material genético blanco (modificado de 

Guevara, 2011). 
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1.7.1. Apoptosis 

Apoptosis es un programa codificado genéticamente que conduce a la muerte celular. 

Presenta determinadas  características morfológicas tales como encogimiento celular, 

fragmentación nuclear,  condensación cromatídica, todas estas son debidas a la actividad 

proteolítica de las caspasas. En las células de vertebrados la apoptosis procede por una de 

las dos cascadas de señalización denominadas ruta intrínseca y ruta extrínseca, las cuales 

son mostradas en la figura 16 (Diamantis et al., 2008; Stephen y Douglas, 2010). 

1.7.2. Necrosis 

La necrosis es otro tipo de muerte celular, se refiere  a una muerte accidental de las 

células en respuesta a severos cambios en las condiciones fisiológicas, como; hipoxia, 

hipoglucemia, exposición a toxinas, exposición a metabolitos reactivos de oxígeno, 

cambios extremos en la temperatura y privación de nutrimentos esenciales. La necrosis es 

un proceso pasivo en donde la carga osmótica originada por el aumento de 

permeabilidad de la membrana celular lleva al edema celular. La pérdida de viabilidad se 

asocia a la ruptura de la membrana plasmática con la consecuente lisis celular y liberación 

al exterior del contenido citoplasmático y orgánulos, dañando y provocando reacciones 

inflamatorias al tejido en el que se encuentra (Syntichaki y Tavernarakis, 2002; Edinger y 

Thompson, 2004; Cruz, 2011a).  

Los criterios de selección para células apoptóticas y necróticas en el ensayo de MNBC se 

muestran en la tabla 1 (Fenech et al., 2003).   

 

 

 

 



Ana Laura Martínez Calderón 

31 
 

Tabla 1. Criterios de selección para células apoptóticas y necróticas.  

 CÉLULAS APOPTÓTICAS CÉLULAS NECRÓTICAS 

 

Estadios 

tempranos 

 
Presentan cromatina condensada en el 
núcleo, membranas citoplasmáticas y 

nucleares intactas. 
 

 
Muestran un citoplasma pálido con numerosas vacuolas (sobre 

todo en el citoplasma y algunas en el núcleo), membrana 
citoplasmática con daño y un núcleo intacto. 

 

 

Estadios 

avanzados 

 
Exhiben fragmentación del núcleo (cuerpos 

apoptóticos) con una membrana 
citoplasmática intacta. 

 

 
Presentan pérdida de citoplasma y membrana nuclear dañada, solo 

con una parte del núcleo intacta. 
 

 

Intensidad de 

tinción 

 

Usualmente más intensa que en las células 

viables. 
 

 

Comúnmente menor que en las células viables. 
 

(Fenech et al., 2003) 
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Figura 16. Apoptosis. (a) Ruta intrínseca; comienza por estímulos tales como daño al ADN  o estrés en el retículo endoplásmico 

(RE), que activan a proteínas proapoptóticas de la familia BCL-2, que a su vez activan a BAX y BAK las cuales inducen la 

permeabilización de la membrana externa de la mitocondria. Esto ocasiona la liberación de citocromo c del espacio 

intermembranal y se une a APAF1  (factor activador de proteasa apoptótica 1) induciendo su cambio conformacional y 

oligomerizacion formando así la plataforma activadora de caspasa llamada apoptosoma, que a su ves recluta, dimeriza y activa a 

caspasa 9 (iniciadora) la cual activa a las caspasas ejecutoras 3 y 7. SMAC/DIABLO y OMI/HTRA2 también son liberadas y bloquean 

al inhibidor X-ligando de la proteína de apoptosis (XIAP), que media la inhibición de la actividad caspasa por su unión con las 

caspasas 9, 3 y 7 activas. Interacciones entre Proteínas pro y antiapoptóticas de la familia BCL-2 regulan la permeabilización de la 

membrana externa de la mitocondria. (b) Ruta extrínseca; ocurre cuando el receptor de muerte está unida con su ligando afín 

(FASL, FNT, TRAIL) que ocasiona el reclutamiento de moléculas adaptadoras, tales como  la proteína FAS-asociada al dominio de 

muerte (FADD), que une dimeriza y activa  a la caspasa 8 (iniciadora) que a su vez activa a las caspasas 3 y 7. La caspasa 8 también 

puede activar a BID, resultando tBID que induce la permeabilización de la membrana externa mitocondrial (Stephen y Douglas, 

2010).  
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2.  JUSTIFICACIÓN  

La familia de compuestos de Cu (II) llamada Casiopeínas, fue creada a finales de la década 

de 1970, las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a han sido evaluadas en numerosos trabajos in vivo 

e in vitro demostrando que poseen actividad antineoplásica. Estudios adicionales han ido 

enriqueciendo el conocimiento y la comprensión de los efectos de estas moléculas, 

diversas pruebas de genotoxicidad han sido realizadas, entre ellas la evaluación de yemas 

nucleares en linfocitos humanos in vitro. El presente trabajo se enfoca en complementar la 

información existente sobre yemas nucleares con respecto a su contenido de ADN 

centromérico, que a su vez contribuye a inferir parte del mecanismo de acción de estas 

Casiopeínas con el material genético.  
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3.  HIPÓTESIS 

Las Casiopeínas fueron diseñadas con características que les confirieran la posibilidad de 

tener actividad antineoplásica. Se sabe que son capaces de fragmentar ADN, formar 

especies reactivas de oxigeno por la oxidación de su centro metálico Cu(II) a Cu(I), como es 

bien sabido esto ocasiona daño oxidativo a la célula. Por lo tanto al tratar cultivos de 

linfocitos humanos con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a se espera observar efectos; 

genotóxico, expresado como yemas nucleares; citotóxico, por la presencia de células 

apotóticas; y citostático, mostrando como disminución de células polinucleadas.  
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4. OBJETIVOS 

 

General 

 Evaluar los efectos genotóxico, citotóxico y citostático inducidos por las Casiopeínas 

Igly, IIgly y III-I-a en linfocitos humanos in vitro. 

 

Particulares 

 Analizar el efecto genotóxico de las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a por la 

cuantificación de yemas nucleares en linfocitos humanos binucleados. 

 Evaluar la presencia de centrómero en yemas nucleares por el método de FISH. 

 Determinar el efecto citotóxico de las Casiopeína Igly, IIgly y III-I-a en linfocitos 

humanos evaluando la frecuencia de células apoptóticas y necróticas.  

 Valorar el efecto citostático de las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a en linfocitos 

humanos estimando el índice de división nuclear (IDN) y la frecuencia de células 

polinucleadas. 
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5. MÉTODO  

5.1. Ensayo de MNBC 

Cultivo de linfocitos humanos 

Fue extraída por punción venosa sangre periférica con una jeringa heparinizada (PiSA, 

México) a donadores hombres jóvenes (entre 20 y 30 años de edad), no fumadores y 

clínicamente sanos. Posteriormente 0.5 ml de sangre fueron cultivados en 4.5 ml de medio 

RPMI 1640 (SIGMA, U.S.A.) con 0.25 ml de fitohemaglutinina (SIGMA, U.S.A.), por 

tratamiento, los cultivos se incubaron a 37° C durante 96 horas.  

Tratamientos 

A las 44 horas de iniciada la incubación fueron aplicados los tratamientos como se muestra 

en la tabla 2. Se contó con un testigo negativo al que no se aplicó tratamiento, dos positivos 

a los que se les adicionó mitomicina C (MMC) (SIGMA, U.S.A.) y colchicina (CCC) (SIGMA, 

U.S.A.), y se trabajó con tres concentraciones por cada Casiopeína (Facultad de Química, 

UNAM). A las 48 horas fue incorporada citocalasina B (SIGMA, U.S.A.) en todos los cultivos. 

Las concentraciones utilizadas para los tratamientos con la Casiopeína Igly fueron escogidas 

con base en la CI50 reportada para la línea celular CaLo, mientras que, para las Casiopeínas 

IIgly y III-I-a fueron elegidas con base en la CI50 reportada para la línea celular HeLa.  

 

Tabla 2. Concentraciones de los reactivos aplicados por tratamiento. 

 Tiempo (hrs) 

 44 48 

 

Tratamiento 

 

Concentración (µg/ml) 

 

Citocalasina B (µg/ml) 
Testigo negativo (T-) - 6.0 

Testigo positivo; MMC (clastogénico) 0.2 6.0 

Testigo positivo; CCC (aneugénico) 0.04 6.0 

Casiopeína Igly 0.615, 1.23 , 2.46 6.0 

Casiopeína IIgly 0.33, 0.66, 1.0 6.0 

Casiopeína III-I-a 4.2, 8.4, 12.6 6.0 



Ana Laura Martínez Calderón 

37 
 

Cosecha 

Cumplidas las 96 horas de incubación se procedió a la separación de  los linfocitos, lo cual 

consistió en centrifugar (EQUIPAR, México) las muestras a 3600 RPM durante 25 minutos. 

Una vez que trascurrió este tiempo con ayuda de una micropipeta (GILSON, Francia) se 

extrajo cuidadosamente la capa de células blancas que se encuentra en la parte media de 

las tres fases (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Separación de células blancas por gradiente de densidad (Guevara, 2011). 

Posteriormente se realizó la fijación con 5 ml de solución metanol-ácido acético (J. T. 

Baker, México) en una proporción 3:1, frío, a continuación se centrifugó a 1000 RPM 

durante 10 minutos, después el sobrenadante fue eliminado. Subsecuentemente se 

realizaron los lavados necesarios con metanol-ácido acético 85:15 hasta obtener un botón 

celular blanco y limpio. En seguida se resuspendió el botón celular en 0.5 ml de la misma 

solución y se procedió al goteo (en portaobjetos previamente lavados), y se dejo secar al 

aire.  

Tinción  

Finalmente fue realizada una doble tinción, primero con colorante May-Grünwald (SIGMA, 

U.S.A.) en una relación 2:1 por 6 minutos, después se lavó en agua corriente, luego fueron 

teñidos con Giemsa (SIGMA, U.S.A.) al 10% durante 15 minutos, se volvió a lavar en agua 

corriente para eliminar el exceso de colorante y se dejó secar al aire.  

               

Plasma 

Células 

blancas 
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Se realizó un ensayo con dos repeticiones.  

5.2. Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) 

Preparación de laminillas  

Las laminillas con el material biológico que se empleó en esta técnica, se elaboraron en las 

mismas condiciones mencionadas para el ensayo de MNBC, y se guardaron sin tinción en 

condiciones de congelación (-20°C) para su posterior estudio. Después se descongelaron a 

temperatura ambiente y en seguida fueron sumergidas en solución ácido acético 70%: 

metanol 30%, a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, se pasaron a una 

solución 2xSSC (J. T. Baker, México) con pH 7.4 durante 2 minutos a temperatura 

ambiente. Luego se procedió a deshidratar en un tren de alcoholes, etanol (J. T. Baker, 

México) al 70%, 85% y 100 %, durante 2 minutos a temperatura ambiente, 

respectivamente. 

Maduración 

Las laminillas se colocaron en una solución 2xSCC con pH 7.4 a 37°C durante 15 minutos. 

Luego fueron sumergidas en un tren de alcoholes, etanol al 70%, 85% y 100%, a 

temperatura ambiente por 2 minutos, respectivamente.  

Preparación de la sonda   

La sonda (KREATECH, POSEIDON, Ámsterdam.) es una mezcla de secuencias repetitivas 

alfoides presentes en cada cromosoma humano, identifica el ADN centromérico y se 

encuentra lista para su uso.  

Cohibridación  

Se tomó una alícuota de 8 μl de sonda y se puso en un cubreobjetos de 22x22 mm, que 

posteriormente fue colocado sobre un portaobjetos en el área previamente marcada que 

contenía mayor calidad y cantidad de material biológico, seleccionada por microscopía en 

contaste de fases (microscopio Nikon, Japón). Después se llevó a cabo la desnaturalización 
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del ADN blanco y la sonda, en un hibridizador (Boekel, U.S.A.) a 75°C por 6 minutos. Se 

dejaron enfriar y se sellaron con Rubber Cement. 

Hibridación  

Se incubó a 37 °C durante toda la noche en una cámara húmeda y en la obscuridad.  

Lavados post-hibridación  

Se removió el Rubber Cement y el cubreobjetos de la muestra hibridada, inmediatamente 

se sumergió en un amortiguador de lavado 0.4xSCC/0.3% Igepal (KREATECH, POSEIDON, 

Ámsterdam) con pH 7.4, por 2 minutos a 73°C ± 1°C. Luego las laminillas se colocaron en 

una solución 2xSCC/0.1% Igepal a temperatura ambiente por 1 minuto. Por último se dejó 

escurrir y secar.  

Contratinción  

Se aplicaron 8 μl de DAPI (4´,6-diamino-2-fenilindol; KREATECH, POSEIDON, Ámsterdam) 

en un cubreobjetos que a su vez fue puesto sobre el área que contenía la muestra 

hibridada. Las laminillas se almacenaron a -20 °C en condiciones de oscuridad para su 

análisis posterior. 

Se realizó un ensayo con una repetición. 

6. EVALUACIONES Y ESTADÍSTICA 

6.1. Genotoxicidad 

 Se evaluó en 1000 células binucleadas la frecuencia de YN en microscopía de 

campo claro (Nikon, Japón) a 100X, por tratamiento. Para establecer diferencias 

estadísticas se comparó contra el testigo negativo aplicando la prueba de Ji 

cuadrada (Serrano y Montero, 2001).  

 En las laminillas preparadas con la técnica de FISH se evaluaron en 1000 células 

binucleadas la frecuencia de YN y a su vez la presencia o ausencia de la señal para 

ADN centromérico, observadas en microscopio de Epifluorescencia (Nikon, Japón) a 
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100X, bajo los filtros para DAPI (excitación; 359 nm y emisión, 461 nm) y Rodamina 

(excitación; 570 nm y emisión; 590 nm). La prueba estadística empleada fue Z para 

proporciones (Murray y Spiegel, 1969).  

6.2.  Citotoxicidad  

 Fue analizada la frecuencia de células apoptóticas y necróticas en 500 células 

polinucleadas, por microscopía de campo claro a 100X. La prueba estadística 

aplicada fue Z para proporciones (Murray y Spiegel, 1969).   

6.3.  Citostáticidad 

 Fue observada, en 500 células polinucleadas, la frecuencia de células 

mononucleadas, binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas por microscopía de 

campo claro a 100X. Se estimó el índice de división nuclear (IDN) (Fenech et al., 

2000): 

 

IDN= (M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)) / N. 

 

 

 

La prueba estadística aplicada fue Z para proporciones (Murray y Spiegel, 1969).  

 

El nivel máximo de significancia empleado fue p<0.05 en todas las pruebas estadísticas. 

 

 

 

 

 

 

M1: monucleadas           M2: binucleadas 

           M3: trinucleadas                M4: tetranucleadas  

N: total de células evaluadas. 
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7. RESULTADOS 

De acuerdo con los objetivos planteados para este trabajo se realizó el ensayo de MNBC 

para determinar los parámetros de genotoxicidad, citotoxicidad y citostaticidad.  

7.1. Genotoxicidad  

A continuación se presentan los porcentajes de YN observadas, por microscopía de campo 

claro, en linfocitos humanos binucleados tratados con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a, en 

3000 células por tratamiento (figuras 18-21 y tabla 3).  

En la figura18 y tabla 3 se presentan los porcentajes de YN en linfocitos humanos tratados 

con Casiopeína Igly. Todas las concentraciones utilizadas son estadísticamente 

significativas (p<0.0005) comparadas con el testigo negativo, aunque no presenta un 

incremento de manera dosis dependiente.    

 

 

Figura 18. Porcentaje de YN en linfocitos humanos in vitro tratados con tres concentraciones 
diferentes de Casiopeína Igly. Testigo negativo; T(-), testigos positivos; mitomicina C (MMC) y 

colchicina (CCC).  
a p<0.0005, Ji cuadrada. 
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En los tratamientos con Casiopeína IIgly solo las concentraciones mayores (0.66 y 1.0 

µg/ml) incrementaron de manera significativa (p<0.01 y p<0.0005 respectivamente) en 

comparación con el testigo negativo.  La figura 19 y tabla 3 muestran el porcentaje de YN 

en linfocitos humanos tratados con Casiopeína IIgly.  

 

 

 

 

Figura 19. Porcentaje de YN en linfocitos humanos in vitro tratados con tres concentraciones 
diferentes de Casiopeína IIgly. T(-), testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.01, b p<0.0005, Ji cuadrada. 
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Con respecto a la Casiopeína III-I-a en la figura 20 y tabla 3 puede apreciarse el 

incremento, en todas las concentraciones trabajadas, de los porcentajes de YN en 

linfocitos humanos, el cual resulta significativo (p<0.0005) en comparación con el testigo 

negativo, con un incremento de manera dosis dependiente.   

 

 

  

 

Figura 20. Porcentaje de YN en linfocitos humanos in vitro tratados con tres concentraciones 
diferentes de Casiopeína III-I-a. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.0005, Ji cuadrada. 
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Tabla 3. Porcentaje de YN evaluadas en células binucleadas de linfocitos humanos in vitro 

tratados con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a. 

Tratamientos 
[µg/ml] 

Porcentaje de YN  ± E.E. 
Total de células 
evaluadas (N) 

T(-) 2.75 ± 0.07 3053 

MMC [0.2] 10.09 ± 0.36b 3250 

CCC [0.04] 7.83 ± 0.28b 2986 

Casiopeína Igly   

 [0.615] 4.96 ± 0.32b 2981 

[1.23] 4.40 ± 0.25b 3018 

[2.46] 7.06 ± 0.10b 3116 

Casiopeína IIgly   
[0.33] 3.51 ± 0.09 3042 

[0.66] 3.98 ± 0.25a 3083 

[1.0] 7.37 ± 0.44b 3105 

Casiopeína III-I-a   

[4.2] 5.44 ± 0.42b 3106 

[8.4] 5.94 ± 0.44b 3143 

[12.6] 9.71 ± 0.36b 3336 

 

a p<0.01, b p<0.0005, Ji cuadrada. 
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Figura 21. Microfotografías de células BN con YN en microscopía de campo claro, 100X, tratadas 
con Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a. (a) Célula BN con morfología nuclear normal, (b; Igly) Célula BN 
con YN, (c; IIgly) célula BN con una YN en cada núcleo, (d; III-I-a) célula BN con YN y PN.  
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La técnica de FISH fue utilizada para determinar el contenido de ADN centromérico en YN, 

al observar la presencia o ausencia de señal para la sonda pancentromérica empleada 

respectivamente. En 2000 células binucleadas, por tratamiento mediante microscopía de 

fluorescencia,  fue evaluada la frecuencia de YN y a su vez si estas contienen o no señal 

para centrómero. En la figura 23 son mostradas imágenes representativas de YN con y sin 

señal centromérica en los tratamientos ya mencionados.  

En la figura 22 y tabla 4 se muestra el porcentaje de YN con y sin señal para ADN 

centromérico, donde puede observarse que las Casiopeínas IIgly y III-I-a inducen 

significativamente tanto YN que presentan señal de ADN centromérico como YN que no 

presentan señal. La Casiopeína Igly solo indujo significativamente YN que no presentan 

señal de ADN centromérico. Es notable que en todos los casos siempre predomina el 

porcentaje de YN sin señal de centrómero.  

 

 

Figura 22. Porcentaje de YN con y sin señal centromérica en linfocitos humanos in vitro tratados 
con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.05, b p<0.002, Z para proporciones. 
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Tabla 4. Porcentaje de YN con y sin señal centromérica  en linfocitos humanos binucleados 

in vitro tratados con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a. 

Tratamientos  
[µg/ml] 

Porcentaje de YN  
con señal ± E.E. 

Porcentaje de YN 
sin señal ± E.E. 

Total de células 
Evaluadas (N) 

T(-) 1.16 ± 0.03 1.98 ± 0.07 2065 

MMC [0.2] 1.84 ± 0.01a 

 

8.14 ± 0.16b 

 

2222 

CCC [0.04] 3.58 ± 0.04b 

 

3.95 ± 0.10b 

 

2147 

Igly [2.46] 1.45 ± 0.01 
 

4.69 ± 0.12b 

 

2131 

IIgly [1.0] 2.04 ± 0.21a 

 

5.15 ± 0.07b 

 

2155 

III-I-a [12.6] 1.81 ± 0.06a 7.18 ± 0.15b 2198 

 

a p<0.05, b p<0.002, Z para proporciones. 
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Figura 23. Microfotografías de células BN con YN en microscopía de fluorescencia, vistas con filtro 
para DAPI y rodamina a 100X, tratadas con Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a. (a, b) Célula BN con 
morfología nuclear normal.  (c, d) Célula BN con YN, la cual presenta señal para ADN centromérico. 
(e, f) Célula BN con PN (flecha blanca) y YN, se aprecia que la YN no posee señal para ADN 
centromérico. (g, h) Célula BN con una YN en cada núcleo donde una YN presenta señal para ADN 
centromérico y la otra no.    
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7.2. Citotoxicidad 

Se evaluó la frecuencia de células apoptóticas y necróticas (figura 27) en más de 3000 

células polinucleadas, en microscopía de campo claro, por tratamiento.  

En los cultivos tratados con la Casiopeína Igly incrementaron significativamente los 

porcentajes tanto de apoptosis (p<0.002) como de necrosis (p<0.05, p<0.005 y p<0.002) 

en comparación con el testigo negativo, siempre predominando apoptosis sobre necrosis 

en todas las concentraciones trabajadas donde es notable un aumento de manera dosis 

dependiente en este tipo de muerte celular (figura 24 y tabla 5).  

 

 

 

Figura 24. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos de linfocitos humanos tratados con tres 
concentraciones diferentes de la Casiopeína Igly.  T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.05, b p<0.005, c p<0.002, Z para proporciones.  
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En los cultivos tratados con la Casiopeína IIgly incrementaron significativamente los 

porcentajes de apoptosis (p<0.002) y necrosis (p<0.05 y p<0.002) en todas las 

concentraciones utilizadas  con un aumento de manera dosis dependiente para ambos 

tipos de muerte celular; predominando siempre apoptosis sobre necrosis (figura 25 y 

tabla 5). 

 

 

 

 

Figura 25. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos de linfocitos humanos tratados con tres 
concentraciones diferentes de la Casiopeína IIgly. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.05, b p<0.002, Z para proporciones.  
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En todas las concentraciones utilizadas de Casiopeína III-I-a incrementaron los porcentajes 

de apoptosis y necrosis significativamente (p<0.002), aunque solo la necrosis aumentó de 

manera dosis dependiente. En las concentraciones menores (4.2 y 8.4 µg/ml) es superior 

el porcentaje de apoptosis sobre necrosis, no resultando así para la concentración mayor 

(12.6 4 µg/ml) (figura 26 y tabla 5).   

 

 

 

 

Figura 26. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos de linfocitos humanos tratados con tres 
concentraciones diferentes de la Casiopeína III-I-a. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.002, Z para proporciones.  
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Tabla 5. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos de linfocitos humanos tratados con las 

Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a.  

Tratamientos 
[µg/ml] 

Porcentaje Total de células 
evaluadas Apoptosis ± E.E. Necrosis ± E.E. 

T(-) 0.24 ± 0.03 0.15 ± 0.02 3216 

MMC [0.2] 3.62 ± 0.28c 2.53 ± 0.14c 3505 

CCC [0.04] 1.72 ± 0.01c 2.56* ± 0.10c 3238 

Casiopeína Igly    

 [0.615] 0.80 ± 0.11c 0.45 ± 0.03a 3740 

[1.23] 1.18 ± 0.18c 0.53 ± 0.06b 3380 

[2.46] 2.61 ± 0.36c 1.06 ± 0.11c 3285 

Casiopeína IIgly    

[0.33] 1.21 ± 0.21c 0.42 ± 0.07a 3302 

[0.66] 1.37 ± 0.22c 0.63 ± 0.06c 3483 

[1.0] 3.42 ± 0.59c 1.87 ± 0.20c 3357 

Casiopeína III-I-a    

[4.2] 1.24 ± 0.09c 0.64 ± 0.11c 3709 

[8.4] 2.15 ± 0.03c 1.27 ± 0.15c 3850 

[12.6] 1.56 ± 0.15c 1.95 ± 0.09c 3778 

 

a p< 0.05, b p<0.005, c p<0.002, Z para proporciones. 
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Figura 27. Microfotografías de células apoptóticas y necróticas tratadas previamente con 
Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a, 100X. (a-c) Células apoptóticas, presentan cromatina condensada en 
el núcleo y presencia de citoplasma. (d-f) Células necróticas, muestran núcleo y citoplasma 
vacuolizados. 

 

Figura 28. Microfotografías de células polinucleadas previamente tratadas con Casiopeínas Igly, 
IIgly y III-I-a, 40X. (a-c) Muestran células mononucleadas (flecha rosa) binucleadas (flecha negra), 
trinucleadas (flecha verde) y tetranucleadas (flecha roja). 
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7.3. Citostaticidad 

Fue analizada la frecuencia de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas y 

tetranucleadas (figura 28) en más de 3000 células por tratamiento, observadas mediante 

microscopía de campo claro.   

Las figuras 29, 30 y 31 muestran el IDN (índice de división nuclear) obtenido al evaluar las 

células polinucleadas en los tratamientos con Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a 

respectivamente. Puede apreciarse que el IDN disminuye en todos los tratamientos al 

incrementar la concentración, pero no resulta ser estadísticamente significativo.    

 

 

 

Figura 29. Índice de división nuclear (IDN) de linfocitos humanos in vitro tratados con tres 
concentraciones diferentes de Casiopeína Igly. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.05, Z para proporciones. 
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Figura 30. IDN de linfocitos humanos in vitro tratados con tres concentraciones diferentes de 
Casiopeína IIgly.  T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.05, Z para proporciones. 

 

 

Figura 31. IDN de linfocitos humanos in vitro tratados con tres concentraciones diferentes de 
Casiopeína III-I-a. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC. 

a p<0.05, Z para proporciones. 
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El porcentaje de células binucleadas (CBN) de los cultivos tratados con la Casiopeína Igly 

disminuyó significativamente, solo en la concentración mayor (2.46 µg/ml), en 

comparación con el testigo negativo (figura 32 y tabla 6).  

 

 

Figura 32. Porcentaje de células binucleadas (CBN) en cultivos tratados con tres concentraciones 
diferentes de Casiopeína Igly. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC.  

a p<0.002, Z para proporciones. 

 

Con respecto a los cultivos tratados con la Casiopeína IIgly, el porcentaje de CBN 

incrementó significativamente en la concentración menor (0.33 µg/ml), pero en la 

concentración mayor (1.0 µg/ml) el porcentaje de CBN es muy similar al del testigo 
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El porcentaje de CBN en los cultivos tratados con la Casiopeína III-I-a disminuyó 

significativamente en todos los tratamientos (figura 34 y tabla 6). 
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Figura 33. Porcentaje de CBN en cultivos tratados con tres concentraciones diferentes de 
Casiopeína IIgly. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC.  

a p<0.002, Z para proporciones. 

 

 

Figura 34. Porcentaje de CBN en cultivos tratados con tres concentraciones diferentes de 

Casiopeína III-I-a. T(-) y testigos positivos, MMC y CCC.  

a p<0.002, Z para proporciones. 
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La tabla 6 muestra el porcentaje de células polinucleadas. El porcentaje de células 

mononucleadas incrementó significativamente en todos los tratamientos, excepto por la 

concentración menor de la Casiopeína IIgly (0.33 µg/ml). Respecto al porcentaje de células 

tri y tetranucleadas, estos disminuyeron significativamente en la mayoría de los 

tratamientos, salvo para las concentraciones menor (0.33 µg/ml) y mayor (1.0 µg/ml) de la 

Casiopeínas IIgly respectivamente.  

 

Tabla 6. Porcentajes de células polinucleadas en cultivos tratados con las Casiopeínas Igly, 

IIgly y III-I-a. 

Tratamientos 
[µg/ml] 

Porcentaje de células polinucleadas Total de 
células 

evaluadas 
(N) 

Mono ± E.E. Bi ± E.E. Tri ± E.E. Tetra ± E.E. 

T(-) 53.23 ± 2.02 29.40 ± 2.16 6.36 ± 0.48 10.98 ± 0.79 3203 

MMC [0.2] 80.72 ± 0.83c 16.35 ± 0.78c 2.15 ± 0.37c 0.76 ± 0.11c 3289 

CCC[0.04] 81.99 ± 0.47c 11.84 ± 0.39c 3.64 ± 0.16c 2.51 ± 0.19c 3099 

Casiopeína Igly      

[0.615] 55.83 ± 4.83a 30.92 ± 2.77 4.98 ± 0.43b 8.25 ± 0.55c 3693 

[1.23] 60.41± 1.18c 30.91± 3.11 2.91 ± 0.38c 5.74 ± 0.49c 3322 

[2.46] 72.88 ± 2.52c 24.84 ± 2.06c 1.16 ± 0.24c 1.10 ± 0.10c 3164 

Casiopeína IIgly      

[0.33] 51.53 ± 3.58 33.3 ± 3.35c 5.78 ± 0.24 9.35 ± 0.45a 3248 

[0.66] 
57.04 ± 2.15c 30.50 ± 3.54 4.92 ± 0.41b 7.53 ± 0.66c 3413 

[1.0] 56.36 ± 2.68b 29.41± 3.11 4.30 ± 0.28c 9.90 ± 0.23 3179 

Casiopeína III-I-a      

[4.2] 69.99 ± 2.55c 24.31± 1.84c 2.88 ± 0.14c 2.80 ± 0.34c 3639 

[8.4] 70.33 ± 0.43c 24.44 ± 2.77c 1.90 ± 0.16c 3.30 ± 0.58c 3718 

[12.6] 74.37 ± 3.95c 21.75 ± 2.57c 0.96 ± 0.07c 2.90 ± 0.48c 3645 

 

a p<0.05, b p<0.01, c p<0.002, Z para proporciones. 



Ana Laura Martínez Calderón 

59 
 

8. DISCUSIONES 

8.1.  Genotoxicidad  

Las sustancias genotóxicas afectan a los ácidos nucleicos y alteran sus funciones, pueden 

dañar al ADN ya sea directamente, al unirse con él, o indirectamente, al afectar enzimas 

involucradas en su replicación u otros participantes involucrados como el huso mitótico, 

cinetocoros, centrómeros y/o centriolos (University, 2008, citado por Uribe, 2010).  

Se analizó mediante el ensayo de MNBC in vitro la capacidad de las Casiopeínas Igly, IIgly y 

III-I-a de inducir la formación de YN en linfocitos humanos sanos. Los resultados muestran 

que, con excepción de la concentración menor utilizada de la Casiopeína IIgly  (0.33 

µg/ml), en todos los tratamientos el porcentaje de YN incrementó significativamente. Lo 

anterior indica que las Casiopeínas mencionadas son genotóxicas.   

El incremento del porcentaje de YN en los tratamientos con Casiopeínas IIgly y III-I-a 

presentó la tendencia dosis dependiente, por lo que el comportamiento de estas 

Casiopeínas es más regular que el de la Casiopeína Igly, esto puede hacer más fácil la 

selección de la dosis en tratamientos clínicos.  

La técnica de FISH fue utilizada para determinar si las YN inducidas por las Casiopeínas 

Igly, IIgly y III-I-a presentan o no señal para sonda pancetromérica, esto a su vez puede 

indicar si el ADN corresponde a fragmentos cromosómicos o cromosomas completos. Los 

resultados muestran el incremento significativo de YN con señal centromérica como sin 

señal, en los cultivos tratados con las concentraciones mayores de las Casiopeínas IIgly y 

III-I-a, mientras que los cultivos tratados con Casiopeína Igly solo fue significativo el 

incremento de YN sin señal centromérica.  Es notable que las YN sin señal centromérica 

fueron predominantes en cada tratamiento. Puede interpretarse que las YN sin señal de 

ADN centromérico contienen fragmentos cromosómicos intersticiales o terminales,  

mientras que las YN positivas para la señal de ADN centromérico presentan cromosomas 

completos o fragmentos cromosómicos con centrómero.  
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Para poder determinar más específicamente el contenido de las YN ocasionadas por los 

tratamientos con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a es necesario incluir en el estudio una 

sonda pantelomérica que ayude a identificar si se trata de cromosomas completos o 

fragmentos de cromosomas. Aunque los resultados obtenidos con FISH muestran que el 

efecto genotóxico de estas Casiopeínas es principalmente por clastogénesis, que se puede 

observar como YN. 

El daño genotóxico ocasionado por las Casiopeínas parece ser de manera directa debido a 

su estructura química, en parte por la gran afinidad conferida por los ligandos diimina 

(fenantrolina y bipiridina) al ADN y al Cu (II), el cual a su vez, bajo ciertas circunstancias, 

favorece la generación de EROs, entre estos el ion OH•, que es capaz de romper al ADN 

(Bravo et al., 2009). Por otra parte, el cobre (como desechos de la minería) ha sido 

relacionado con rupturas de cromosomas y formación de puentes en  células de 

meristemos de raíz de Allium cepa (Morais y Marin, 2009). En particular para las 

Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a, se ha reportado que son capaces de fragmentar al ADN 

(Florin, 2005; Alemón et al., 2007; Cermeño, 2007; Alemón et al., 2008) e incluso se les 

atribuye actividad parecida a la de las nucleasas (Rivero et al., 2007).  

La capacidad de los componentes de las Casiopeínas para dañar al ADN debe estar 

relacionado con la formación de YN mostradas en el presente trabajo.  

Los PN son originados, en forma general, por rupturas y uniones, ha sido observado y 

establecido que la fragmentación de puentes cromatínicos en anafase origina MN 

(Hoffelder et al., 2004; Fenech, 2006), sin embargo, recientemente también se ha visto 

que la fragmentación de puentes en  anafase genera YN, esto depende del número de 

rupturas que ocurren en los puentes, ya que si solo se presenta una serán formadas YN o 

si ocurren dos o más se originaran MN, lo que puede deberse al tipo de anormalidades 

cromosómicas generadas (Pampalona et al., 2010). Se ha reportado la inducción de PN en 

linfocitos humanos con bloqueo de la citocinesis por las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a  

(Pérez, 2008; Uribe, 2010; Cordero, 2010; Cruz, 2011b; Tello, 2011), además 

estadísticamente hay una correlación positiva  entre PN y YN (Guevara, 2011). Por lo tanto 
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las YN evaluadas en este trabajo, principalmente, pueden ser originadas por la ruptura de 

puentes cromatínicos en anafase.  

Se ha reportado la inducción, por parte de las mismas Casiopeínas, de MN sin señal 

centromérica, bajo las mismas condiciones (Guevara, 2011), lo cual coincide con los 

resultados del presente estudio. Por lo que la ruptura de puentes cromatínicos en anafase 

también puede contribuir en la formación de MN, aunque en este estudio resultó ser 

mayor la cantidad de YN que MN inducidos por estos compuestos. Sin embargo, no puede 

asegurarse que existe preferencia para la formación de YN ya que el bloqueo de la 

citocinesis con cit-B ocasiona la reducción de la distancia entre los polos de la célula en 

anafase, disminuyendo así la tensión física e  interfiere en el proceso de fragmentación de 

los puentes (Minissi et al., 1999; Lindberg et al., 2007). La evaluación de resolución de 

puentes cromatínicos en anafase por microscopía confocal (en lapso de tiempo)  

(Pampalona et al., 2010; Utani et al., 2010) ayudaría a corroborar y evaluar la frecuencia 

en que son formados YN y MN, en linfocitos tratados con las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a.  

Ha sido propuesto que cromosomas multicéntricos o multiradiales  pueden estar 

relacionados con la formación de YN inducidas por clastógenos,  si estos cromosomas 

tienen dificultad en llegar a un polo en anafase y en telofase son descondensados y se 

forma la envoltura nuclear antes de integrarse completamente al núcleo (Serrano y 

Montero, 2001). Lo anterior puede explicar en parte las YN que son positivas para la señal 

de centrómero, en los cultivos tratados con la Casiopeína III-I-a, dado que el porcentaje de 

estas YN es menor con respecto a las que no presentan señal centromérica y se ha 

reportado una mínima inducción de aberraciones cromatídicas tales como trirradios y 

tetrarradios por esta Casiopeína en linfocitos humanos (Sánchez, 2010; Tello, 2011).  

La afinidad de las Casiopeínas con el ADN, y su probable acción intercalante, pueden 

ocasionar interferencias con la transcripción y errores en la replicación. Estos eventos 

también podrían contribuir a gemación nuclear (YN) y subsecuente micronucleación como 

ha sido propuesto por Haaf y colaboradores (1999) y  Yankiwsky y colaboradores (2000).  

Ellos sugieren que proteínas, como Rad 51, pueden dirigir fragmentos de ADN no 
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reparados o con defectos en la replicación a la periferia nuclear ocasionando la formación 

de YN que subsecuentemente originarán MN donde posiblemente el ADN que contienen 

es degrado en el citoplasma. Si los fragmentos de ADN no reparados, causado por los 

tratamientos con Casiopeínas, son eliminados del núcleo celular, en lugar de ser 

reparados por recombinación homóloga (evento donde se encuentra involucrada la 

proteína Rad 51), entonces este suceso podría explicar los bajos índices de recombinación 

reportados por Arnaudeau y colaboradores (2000) de las Casiopeínas IIgly y III-I-a, lo que 

resulta importante para los tratamientos en clínica ya que el riesgo de inducir tumores 

secundarios sería menor. 

8.2.  Citotoxicidad  

Se entiende por citotóxico a aquel agente o proceso que suprime las funciones de las 

células o provoca su muerte (Rienger et al., 1982). En este estudio, para verificar los 

efectos citotóxicos de las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a, fueron evaluadas células 

apoptóticas y necróticas inducidas por estos compuestos de cobre (II) en linfocitos 

humanos.  

Para el caso de las Casiopeínas Igly y IIgly los porcentajes de apoptosis y necrosis 

incrementaron significativamente en todas las concentraciones utilizadas,  notándose un 

aumento de manera dosis dependiente de las células apoptóticas y su predominante 

incremento sobre las células necróticas. Esto puede representar una ventaja para los 

compuestos debido a que la apoptosis es considerada la mejor vía de muerte celular dado 

que ocurre de forma ordenada.  

Con respecto a los cultivos tratados con Casiopeína III-I-a los porcentajes de apoptosis y 

necrosis incrementan significativamente en todas las concentraciones, pero a diferencia 

de las Casiopeínas Igly y IIgly, las células necróticas  superan a las apoptóticas en la 

concentración mayor. Esto puede estar relacionado con la estructura química del 

compuesto, ya que a diferencia de las Casiopeínas Igly y IIgly la Casiopeína III-I-a está 

constituida con el ligando acetilacetonato, el cual puede ser más citotóxico que la glicina 

posiblemente porque no se encuentra en las células de manera natural (Alemón et al., 
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2007). Aunado a que las concentraciones de esta Casiopeína (9.43x10-6, 1.88x10-5, 

2.83x10-5 µM/ml) son mayores a las de las Casiopeínas Igly (1.08x10-6, 2.16x10-6, 4.32x10-6 

µM/ml)  y IIgly (7.7x10-7, 1.54x10-6, 2.34x10-6 µM/ml), esta concentración resulta ser muy 

tóxica para la célula induciendo principalmente necrosis. Finalmente, la Casiopeína III-I-a 

resulta ser citotóxica, por lo tanto es capaz de eliminar a las células y aunado a que parte 

de las características generales de las Casiopeínas es que son drogas catiónicas y 

lipofílicas, Marín y colaboradores (2003) proponen que podrían presentar mayor 

selectividad hacia las células tumorales y sus mitocondrias, debido a que presentan mayor 

potencial de membrana mitocondrial lo que favorecería su acumulación en la membrana 

interna de la mitocondria y la liberación del citocromo c promoviendo así la apoptosis. 

Alemón y colaboradores (2007) proponen que la muerte celular sucede después del daño 

genotóxico en células tratadas con la Casiopeína Igly. Por lo que el daño al ADN 

ocasionado por las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a, puede ser responsable de los eventos de 

apoptosis que se muestran en este estudio. Guevara (2011) muestra que existe 

correlación positiva entre los efectos genotóxicos (MN, PN y YN) y citotóxicos (con 

relación a apoptosis) causados por estas Casiopeínas en las mismas concentraciones. 

Aunque en este estudio la concentración menor de la Casiopeína IIgly difiere de esta 

observación, porque el porcentaje de YN no fue significativo, pero los porcentajes de 

apoptosis y necrosis si lo fueron, esto puede ser debido a que las Casiopeínas tiene mas de 

un mecanismo de acción en la célula.  

Algunos reportes sugieren que el centro metálico de cobre está involucrado en la 

toxicidad de las Casiopeínas (Bravo et al., 2009), en general la citotoxicidad ocasionada 

por el cobre ha sido relacionada con la tendencia de sus iones a participar en la formación 

de EROs.  

La generación de EROs ha sido relacionado con la actividad citotóxica de las Casiopeínas 

Igly, IIgly y III-I-a, en particular para las Casiopeínas IIgly y III-I-a con la inducción de 

apoptosis y solo por parte de la Casiopeína IIgly con la muerte celular independiente de 

caspasas (Trejo et al., 2005; Carvallo, 2007). En este estudio se observa que la Casiopeína 
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Igly también es capaz de inducir apoptosis, lo que seguramente está relacionado con la 

generación de EROs, aunque también debería corroborarse si las Casiopeínas Igly y III-I-a 

son capaces de inducir muerte celular dependiente de caspasas.  

Aunque los tratamientos en este trabajo no fueron realizados en concentraciones 

equimolares, el menor porcentaje de muerte celular, tanto de apoptosis como de 

necrosis, observado para la Casiopeína Igly en comparación con la Casiopeína IIgly, en 

concentraciones menores por parte de la Casiopeína IIgly coincide con lo reportado por 

Alemón y colaboradores (2007) donde muestra que las Casiopeínas del grupo II son más 

citotóxicas que las Casiopeínas del grupo I. La causa se relaciona con los grupos 

sustituyentes de la fenantrolina, alquil y aril respectivamente, ya que los efectos 

electrónicos de estos influyen en el potencial redox del par Cu(II)/Cu(I) (Bravo et al., 

2009).   

8.3.  Citostaticidad 

Se considera citostático a cualquier agente físico o químico capaz de inhibir el crecimiento 

y la multiplicación celular (Rienger et al., 1982). El ensayo de MNBC permite evaluar el 

efecto citostático de los agentes examinados mediante el índice de división nuclear (IDN) y 

la proporción de células binucleadas (CBN) (Fenech, 2000). 

Los resultados del presente trabajo muestran que el IDN de los tratamientos con las tres 

Casiopeínas (Igly, IIgly y III-I-a), no disminuyó significativamente, por lo que podría 

asumirse que estas Casiopeínas no presentan actividad citostática en linfocitos humanos 

in vitro.    

Por otra parte, el porcentaje de CBN en los tratamientos con Casiopeína Igly disminuye 

significativamente solo en la concentración mayor. Con respecto a la Casiopeína IIgly el 

porcentaje de CBN no disminuyó en ninguna concentración. No así en los tratamientos 

con Casiopeína III-I-a, donde el porcentaje de CBN disminuyó significativamente en todas 

las concentraciones utilizadas. De acuerdo con estos resultados, las Casiopeínas Igly y III-I-
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a, son citostáticas para linfocitos humanos in vitro; sin embargo, no aplica para la 

Casiopeína IIgly.  

Los resultados de citostaticidad de la Casiopeína IIgly concuerdan con los de Atilano 

(2007), por lo que al parecer los linfocitos humanos son poco susceptibles al efecto 

citostático de esta Casiopeína. Además Alemón y colaboradores (2007)  indican que los 

linfocitos humanos son menos sensibles que las células HeLa (células transformadas), a 

varias Casiopeínas entre ellas la IIgly. 

En la concentración menor de la Casiopeína IIgly  (0.33 µg/ml) el porcentaje de las CBN 

incrementó significativamente, pero conforme aumentaba la concentración, el porcentaje 

de CBN tendió a disminuir.  

El fenómeno de Hormesis se define como una respuesta adaptativa (a bajos niveles de 

estrés o daño) con una relación bifásica dosis-respuesta, es decir, exhibe en bajas dosis la 

estimulación y en altas dosis la inhibición del crecimiento celular, es resultado de un 

proceso biológico compensatorio ocasionado por una disrupción en la homeostasis 

(Calabrese y Baldwin 2002). El daño genotóxico, citotóxico, el incremento significativo del 

porcentaje de CBN en la concentración menor y la disminución de este al aumentar la 

dosis, por parte de la Casiopeína IIgly, puede ser explicado por este fenómeno, por lo que 

probablemente si se incrementara la concentración de esta Casiopeína, podría 

presentarse efecto citostático en linfocitos humanos in vitro. Pero el efecto hormético 

debe de tomarse en cuenta en la clínica, ya que en bajas dosis podría estimular la 

proliferación celular y por lo tanto el crecimiento del tumor. 

Quizá el incremento de CBN en la concentración menor de la Casiopeína IIgly esta 

relacionado con la ausencia de YN en la misma concentración. Ya que esta Casiopeína 

puede generar daño al ADN pero las células se dividen como respuesta adaptativa para 

sobre recompensar este daño (Calabrese y Baldwin 2002). 
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La diferencia entre los resultados del IDN y del porcentaje de CBN podría deberse a que el 

porcentaje de CBN puede ser más sensible para evaluar la respuesta mitogénica de los 

linfocitos a los agentes probados. 

Los porcentajes de las células polinucleadas reafirman el efecto citostático de las 

Casiopeínas Igly y III-I-a, porque las células mononucleadas incrementan, mientras que las 

células tri y tetranucleadas disminuyen de manera significativa en comparación con el 

testigo negativo.  
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9.  CONCLUSIONES 

 Las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a  tienen la capacidad de inducir la formación de 

yemas nucleares (YN), en linfocitos humanos in vitro, por lo tanto son genotóxicas.  

 

 La mayoría de las YN no presentaron señal para ADN centromérico, por lo tanto se 

verificó que son genotóxicas mediante un mecanismo de acción clastogénico. 

 

 Las Casiopeína Igly y IIgly inducen muerte celular preferencialmente por apoptosis.  

 

 La Casiopeína III-I-a induce muerte celular, principalmente por apoptosis en 

concentraciones bajas (4.2 y 8.4 µg/ml) y necrosis en concentraciones altas (12.6  

µg/ml). 

 

 El efecto genotóxico de las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a debe estar relacionado 

con la inducción de apoptosis en linfocitos humanos in vitro. 

 

 El incremento de muerte celular ya sea por apoptosis o necrosis en linfocitos 

humanos in vitro, reafirma el efecto citotóxico de las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a.  

 

 La disminución significativa del porcentaje de células binucleadas en los 

tratamientos con las Casiopeínas Igly y III-I-a muestra el efecto citostático de estas 

sobre linfocitos humanos in vitro.  

 

 La Casiopeína IIgly no presenta efecto citostático bajo las condiciones 

anteriormente descritas.  
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10.  PERSPECTIVAS 

 Evaluar por microscopía confocal (de lapso de tiempo) los puentes cromatínicos 

inducidos por las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a en anafase para confirmar si la 

ruptura de estos origina YN y MN y en que frecuencia. Porque esto puede iniciar el 

ciclo rompimiento-fusión-puente y por lo tanto se sigue generando más 

aberraciones cromosómicas o también se pueden inducir amplificaciones génicas. 

 

 Analizar células sincronizadas en fase S y por microscopía confocal (de lapso de 

tiempo) averiguar si las YN inducidas bajo estos tratamientos (Casiopeínas Igly, 

IIgly y III-I-a) pueden ser generadas en fase S.  

 

 Identificar por la técnica FISH con painting, que cromosomas son más susceptibles 

al daño ocasionado por las Casiopeínas Igly, IIgly y III-I-a en metafase y en interfase 

establecer si hay relación con la formación de YN, MN y PN (anormalidades 

nucleares).  

 

 Realizar de nuevo el ensayo de MNBC en combinación de la técnica de FISH con 

sonda pancentromérica más sonda pantelomérica para diferenciar si el contenido 

de YN positivas para señal de centrómero observadas en este estudio pertenecen 

cromosomas completos o a fragmentos cromatínicos.  

 

 Corroborar la inducción de apoptosis utilizando otras técnicas como la de TUNEL, 

citometría de flujo y análisis de Western blot (proteínas proapoptóticas).    
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12. ANEXOS  

12.1. Preparación de reactivos para ensayo de MNBC 

Casiopeína Igly (Facultad de química, UNAM): pesar 6.15 g de Casiopeína Igly y disolver 

en 10 ml de agua estéril, posteriormente adicionar 10 μl de dimetil sulfoxido al 1% y 

agitar. Para administrar las diferentes concentraciones de Casiopeína Igly; 0.615, 1.23 y 

2.46 μg/ml, se adiciona a 5 ml de medio de cultivo 5, 10 y 20 μl, respectivamente. Debe 

almacenarse en refrigeración y obscuridad (tiene una vida media de una semana).  

Casiopeína IIgly (Facultad de química, UNAM): pesar 2 mg de Casiopeína IIgly y disolver 

en 4 ml de agua inyectable (Stock 1), de aquí tomar 100 μl y agregar a 900 μl de agua 

inyectable (Stock 2). Para administrar las diferentes concentraciones de Casiopeína IIgly; 

0.33, 0.66 y 1.00 μg/ml, se adiciona a 5 ml de medio de cultivo 0.33, 0.66 y 100 μl del stok 

2, respectivamente. Debe almacenarse en refrigeración y obscuridad (tiene una vida 

media de una semana).  

Casiopeína III-I-a (Facultad de química, UNAM): pesar 1.05 mg de Casiopeína III-I-a y 

disolver en 5 ml de agua estéril. Para administrar las diferentes concentraciones de 

Casiopeína III-I-a; 4.2, 8.4 y 12.6 μg/ml, se adiciona a 5 ml de medio de cultivo, 100, 200 y 

300 μl, respectivamente. Debe almacenarse en refrigeración y obscuridad (tiene una vida 

media de una semana).  

Mitomicina C (SIGMA U.S.A.): el vial con 2 mg se diluyen con 4 ml de agua inyectable 

para obtener una concentración de 0.5 μg/ml. Extraer del vial 100 μl y diluir en 900 μl de 

agua inyectable (stok 1). Tomar 200 μl del stock 1 y agregar 800 μl de agua inyectable 

(stock 2). Del stock 2 extraer 100 μl y adicionarlos a 5 ml de medio de cultivo, para tener 

una concentración final de 0.2 μg/ml. Almacenar en refrigeración. 

Colchicina (SIGMA U.S.A.): disolver 2 mg de colchicina en 10 ml de agua estéril y agitar.  

Tomar una alicuota de 100 μl de la solución anterior y llevar a un mililitro, con 900 μl de 

agua inyectable (stock 1). Del stock 1 tomar 100 μl y nuevamente llevar a un mililitro con 
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900 μl de agua inyectable (stock 2). Del stock 2 se toma una alicuota de 100 μl y se 

adiciona a 5 ml de medio de cultivo para tener una concentración final de 0.04 μg/ml. 

Esterilizar con un filtro con poro de 0.02 μm y mantener en refrigeración.  

Citocalasina-B (SIGMA U.S.A.): disolver el contenido del vial (5 mg) en 1.6 ml de 

dimetilsulfóxido (stock 1), extraer 100 μl del stock 1 y se le agrega 900 μl de agua 

inyectable (stock 2). Del stock 2, extraer 100 μl y adicionarlos a 5 ml de medio de cultivo, 

para tener una concentración final de 6 μg/ml. Esterilizar con un filtro con poro de 0.02 

μm y tanto el stock 1 como el stock 2 se almacenan en congelación.  

Lectina PHA-M (SIGMA U.S.A.): disolver el contenido del vial (5 mg) en 10 ml de agua 

inyectable y almacenar en refrigeración. Se adiciona 0.25 ml por cada 5 ml de medio de 

cultivo.  

Metanol: ácido acético (3:1) (J. T. Baker, México): se divide el total de mililitros a 

preparar, entre 4, para obtener la proporción del ácido acético, el resto es la proporción 

del metanol.  

Metanol: ácido acético (85:15) (J. T. Baker, México): para 100 ml de fijador son 85 ml de 

metanol y 15 ml de ácido acético.  

May-Grünwald (2:1) (SIGMA U.S.A.): por cada dos mililitros de de May-Grünwald, se 

agrega uno de agua destilada. Se divide el total de mililitros a prepara entre 3, para 

obtener la proporción de agua destilada, y el restante es el colorante.  

Giemsa (1:10) (SIGMA U.S.A.): por cada mililitro de Giemsa se agregan 10 ml de agua 

desionizada. 

12.2.  Preparación de reactivos para la técnica de FISH 

Solución 20xSCC (para un litro) (J. T. Baker, México): pesar 175.3 g de cloruro de sodio 

(NaCl), 88.2 g de citrato de sodio (NaCOH5O7) en 800 ml de agua destilada ajustando el 

pH a 5.3 con ácido clorhidríco al 1% (HCL) y aforar hasta llegar al volumen deseado.  
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Solución 0.3% de Igepal (KREATECH, POSEIDON, Ámsterdam) en 0.4xSCC (para 500 mL) 

(J. T. Baker, México): en 488.5 ml de agua destilada  agregar 10 ml de la solución 20xSCC, 

y 1.5 ml del detergente igepal. La solución debe presentar un pH de 7 a 7.5, ajustando con 

hidróxido de sodio (NaOH) al 1N.  

Solución 0.1 % de Igepal en 2xSCC (para 500 ml): en 449.5 ml de agua destilada se 

adicionan 50 ml de 20xSCC y 0.5 ml de igepal, ajustando el pH de 7 a 7.5 con NaOH al 1N.  

Solución Citrato Salina 2xCSS (para 500 ml): pesar 4.410 g de citrato de sodio 

(NaCOH5O7), 8.7663 g de cloruro de sodio (NaCl) y aforar a 500 ml.  

Metanol: ácido acético (70:30) (J. T. Baker, México): para preparar 100 ml, 70 ml son de 

metanol y 30 ml son de ácido acético. 
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