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RESUMEN

Las casiopeinas son una serie de compuestos quimicos con
centro de cobre (ll), que se sintetizaron y patentaron en México por
investigadores de la facultad de quimica de la UNAM con la
finalidad de ser empleados en la terapia del cancer. En particular la
casiopeina lll-Ea (cas lll-Ea) ha presentado una buena actividad
antineoplasica en estudios in vitro e in vivo, lo que genera
expectativas para que sea empleada en la medicina.

Debido a que las casiopeinas como la mayoria de los farmacos
antineoplasicos, fueron disefiadas para interactuar con el material
geneético, antes de su salida al mercado, deben ser sometidas a una
serie de evaluaciones preclinicas, para identificar sus propiedades
en varios modelos y sistemas incluyendo células normales.

Por lo que en este trabajo se evalud el efecto citostatico y
genotoxico de la cas lll-Ea en células de la médula 6sea de ratones
machos de la cepa CD-1, utilizando como marcador de efecto sobre
el material genético a los intercambios de croméatidas hermanas
(ICH).

Se trabajo con cinco grupos de seis ratones a los cuales se les
administré via ip una de las siguientes dosis /g, '/, y '/, de la Dlg,
respectivamente, se contd ademas con un grupo testigo positivo y
uno negativo.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del indice mitotico
mostraron que, los grupos tratados, presentaron una disminucion
comparados con el grupo testigo (1.97 + 0.80), siendo de 1.47 +
0.65 para /g, 1.78 + 1.04 en '/, y 1.60 + 0.38 con */,. En la dosis
mas baja de se observdO una diferencia estadisticamente
significativa.

El tiempo de proliferacion celular de los grupos tratados fue de
11.48, 11.63 y 10.89 horas respectivamente, para las dosis de /g,
1, y ', presentando un incremento estadisticamente significativo el
grupo de '/, comparado con el tiempo del grupo testigo negativo
(11.00 horas).
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1.1 Antineoplasicos

Dentro de los tratamientos que se utilizan para combatir el
cancer se encuentran la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia o
una combinacion de éstas, siendo la quimioterapia la mas
empleada, sin embargo no es efectiva en un su totalidad
(Hernandez y col. 2006).

En la quimioterapia se emplean compuestos antineoplasicos,
los cuales son sustancias que se caracterizan por impedir el
desarrollo, crecimiento y proliferacion de las células cancerigenas o
tumorales, dentro de ellos existen diferentes modos de accion

PALA
PENTOSTATINA INHIBE LA BIOSINTESIS DE PIRIMIDINA
INHIBE LA ADENOSINDESAMINASA
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Figura 1. Resumen de algunos modos de accion de los diferentes tipos de
antineoplasicos (Goodman y Gilman 2005).




(Figura 1), y dependiendo de la parte del ciclo celular en la que
actian se pueden clasificar en: (Lane 1999)

1. No especificos para el ciclo celular. Son agentes toxicos que
actuan durante cualquiera de las fases del ciclo de division
(G1, S, G, 6 M).

2. Especificos para el ciclo celular. Son agentes citotoxicos que
actuan en solo una de las fases del ciclo de division.

También se encuentran divididos en otros dos grupos, los que
afectan al acido desoxirribonucleico (ADN) y los que no lo afectan
(Lane 1999).

En el grupo de los que afectan al ADN, encontramos como
ejemplo a la ciclofosfamida (Figura 2) que es un agente alquilante,
citotoxico de origen sintético y tiene mayor utilidad para el
tratamiento de linfomas, algunos tipos de leucemia, tumores, asi
como algunas enfermedades autoinmunes (Salmon y Sartorelli
1998). Ademas de que es la sustancia que se utilizo como testigo
positivo en el presente estudio, debido a que incrementa la
frecuencia de ICH in vivo en medula 6sea de raton (Charles y col.
1983, Sozzy y col. 1985).
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Figura 2. Estructura quimica desarrollada de la ciclofosfamida (tomado de
Netdrugs 2011).

En el grupo de los que no afectan el ADN, encontramos como
ejemplo a la vinblastina (Figura 3), un agente antimitético, que




reacciona uniéndose a la tubulina inhibiendo el ensamble de los
microtubulos, es usado para el tratamiento del cancer de pulmon de
mama y de testiculo (Degraeve 1978).
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Figura 3. Estructura quimica desarrollada de la vinblastina (Starling 1976).

En México es importante la innovacion de medicamentos
antineoplasicos, debido a la necesidad que existe de importar estos
productos y a sus elevados costos, la Dra. Lena Ruiz Azuara y sus
colaboradores de la Facultad de Quimica de la UNAM desarrollaron
y patentaron una familia de compuestos llamados casiopeinas® o
cas (Ruiz 1992, Ruiz 1996, Flood y col. 2006).

1.2 Casiopeinas (cas)

Las cas son una serie de compuestos de coordinacién con
centro metalico de cobre (Cu) con ligantes bidentados, que pueden
variar segun la familia, las cuales se caracterizan por su actividad
antineoplasica contra el cancer. Existen alrededor de 100 o)
compuestos diferentes, algunos de los cuales se muestran en el =
Cuadro | (Gracia y col. 2001, Flood y col. 2006). &




Cuadro I. Compuestos de Casiopeinas® familias y formulas

FAMILIA FORMULA GENERAL EJEMPLOS
[Cu (4,7-difenil-fenantrolina)( N-O )]NO; Cas | gly, Cas | ser,
Cas | ala
II . . .
[Cu (4,7-dm difenil-fenantrolina)( N-O )]NO; Cas Il gly, Cas Il ala,
Cas lIser
ll-a [Cu (N-N) (Acac)]NO; Cas lll ia, Cas lll Ea,
Cas Il 5a
ll-s [Cu (N-N)( salal )]NO; Cas lll Gs, Cas Il Cs,
Cas lll As
v [Cu (4,4 -dimetil-bipiridina)( N-O )]NO; Cas IV gly, Cas IV ser,
Cas IV ala
V [Cu (5-R- fenantrolina)( N-O )]NO3 Cas V NO,gly,
Cas V NO; ser
\ [Cu (5,6- dimetil- fenantrolina)( N-O )]NOs Cas VI gly, Cas VI ser,
Cas Vl ala
Vi [Cu (1,10- fenantrolina)( N-O )]NO3 Cas VIl gly, Cas VIl ser,
Cas VIl ala
VIII [Cu (3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)( N-O )]NO; Cas VIl gly, Cas VI ser,
Cas Vil ala
IX [Cu (2,2 -bipiridina)( N-O )]NO; Cas IX gly, Cas IX ser,
Cas IX ala
o))
T
=
. — - Bb
(Comunicacion personal Dra. Lena Ruiz) =
Bl
€



En la Figura 4, se muestra la estructura general de las
casiopeinas y sus ligantes. Un ligante de tipo (N-N) diimina (1,10
fenantrolina - 2,2 bipiridina) y un segundo ligante de tipo (N-O)
aminoacidato 6 (O-O) acetilacetonato-salicilaldehidato.

Ligante de tipo aminoacidato
N-O, donador O-O
acetilacetonato o6

T SRl S salicilaldehidato
igante de tipo { , )

diimina N-N

Figura 4. Estructura cristalogréfica general de los compuestos de Casiopeinas
con centro metalico de Cu (Il) (Tovar y Ruiz 2006).

En el disefio de las cas se han considerado varios factores,
tales como la existencia de un metal esencial Cu, con la finalidad
disminuir la toxicidad, la existencia de quelatos que favorecen la
configuracion “cis”, en torno al ion metalico y también hacen mas
estables a estos complejos y finalmente el quelato mixto que debe
poseer diferentes niveles de hidrofobicidad que influyen
directamente en la actividad bioldgica en un organismo completo, ya
gue se requiere para su transporte al sitio accioén (Gracia y col.
2001).

El cobre es un metal que se encuentra presente en una gran
cantidad de alimentos cotidianos, como el higado, rifién, mollejas,
carnes, cereales integrales, frutas secas y legumbres. Contribuye a
la formacion de los globulos rojos, al mantenimiento de los vasos
sanguineos, nervios, sistema inmunoldgico, huesos, tendones,
tejido conectivo y el sistema vascular entre otras, posee dos
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http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_rojos
http://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
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http://es.wikipedia.org/wiki/Nervio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunol%C3%B3gico
http://es.wikipedia.org/wiki/Hueso

estados de oxidacion 1+, 2+ (FAO 2012). Y debido a lo anterior se
propone que la toxicidad de las cas puede ser menor a otros
compuestos antineoplasicos.

Se ha observado que las casiopeinas presentan diferentes
grados de actividad y selectividad dependiendo del tipo de
complejo, siendo las familias I, Il y Ill las de mayor potencial
antineoplasico.

En estudios in vitro se encontré6 que la actividad citotdxica,
citostatica, pro-apoptotica y antitumoral de estas tres cas fue similar
a las del compuesto mitomicina C y superior al cisplatino (Gracia y
col. 2001, Trejo y col. 2005, Rodriguez y col. 2006, Carvallo y col.
2008, Mejia y Ruiz 2008, Kachadourian y col. 2010). Mientras que
en trabajos in vivo de trasplante se ha reportado buena actividad
antineoplasica en ratéon, rata y perro (Ruiz y col. 1993; Rivera y col.
1998; Vizcaya y col. 2003; Rodriguez y col. 2006).

La casiopeina lll-ia y la cas ll-gly son las mas estudiadas, in
vivo e in vitro, y se reporto que en el afio 2011 iniciarian las
primeras pruebas con pacientes terminales (Serment y col. 2011).

Se esta trabajando para conocer el mecanismo de accidén de
estos compuestos; sin embargo, la presencia del cobre Il, en la
estructura sugiere que su modo de accion puede estar relacionado
con las especies reactivas de oxigeno ERO, después de la
reduccion del cobre a través de una reaccion Fenton (Bravo y col.
2009).

1.3 La casiopeina lll-Ea

En el grupo de la familia Il de las casiopeinas se encuentra la
cas lll-Ea (Figura 5), que en estudios in vitro muestra una buena
actividad antineoplasica en lineas de células tumorales humanas y
leucocitos de personas sanas, superando incluso a los compuestos
oxiplatino, carboplatino y cisplatino (Tovar y col. 2006, Gracia y col.
2001, Alemén vy col. 2007), mientras que in vivo presento buena
actividad antineoplasica en los modelos de isotransplantacion de
melanoma B16 de raton (Arroyo 2009).
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Su formula general es, Cu (4,7-dimetil- 1,10- fenantrolina
(acetilacetonato) H,O) NO3; H,O, su peso molecular es de 450.94
g/mol, es soluble en agua, solucién salina, solucion de glucosa y
presenta un color azul intenso.

La dosis letal media en ratones CD-1 via intraperitoneal, fue

determinada por Arroyo en el 2009, y es de 13.52 mg/kg para
machos y 15.67 mg/kg para hembras.

NOj; - H,0

Cas 11-Ea

\

e >

Figura 5. Estructura quimica desarrollada de la Casiopeina lllI-Ea (Tovar y
col. 2006).

En la Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia
Ambiental de la FES Zaragoza, recién se inicio el trabajo
experimental con la casiopeina Ill-Ea utilizando como modelo
bioldgico ratones de la cepa CD-1.

Los primeros trabajos utilizando la técnica de electroforesis
unicelular en gel, mostraron que se produce genotoxicidad y
citotoxicidad en células de corazén, higado, pulmén, rifion, sangre y
testiculo cuando se aplican tratamientos de 15, 30 y 45 dias a
ratones macho (Camargo 2011). Ademas se encontré que también
afecta parametros de reproduccion y fertilidad en ratones tratados
durante 60 dias y se observaron malformaciones esqueléticas y
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morfologicas en su descendencia (Camargo y col. 2009, Garcia
2011).

Por otra parte como todos los farmacos, antes de su salida al
mercado, las casiopeinas deben de ser sometidas a una serie de
evaluaciones preclinicas y clinicas para identificar sus propiedades
farmacologicas, farmacocinéticas, toxicologicas y genotoxicas,
estableciendo una relacion estructura actividad con sus posibles
efectos a corto plazo asi como la dosis optima, los riesgos y su
eficacia en el humano (Hernandez y col. 2006).

1.4 Sistemas de prueba

Los diferentes sistemas de prueba son utilizados para
identificar los efectos toxicos que producen los agentes ya sean
fisicos, quimicos o biologicos (NRC 1992, Rodriguez 1995).

Para conocer, evaluar y cuantificar los efectos antes
mencionados, los sistemas de prueba se apoyan en marcadores
bioldgicos que a su vez se clasifican en cuatro categorias
(Moutschen 1985).

Categoria |: Pruebas disefiadas para detectar lesiones a nivel
molecular (reaccion de los compuestos con las moléculas de ADN).

Categoria Il: Pruebas disefiadas para detectar mutaciones a nivel
celular, utilizando organismos inferiores y algunos organismos
superiores como hamster y raton.

Categoria lll: Pruebas disefiadas para estimar el dafio causado a
nivel cromosémico (efecto clastbgeno o mutagénico), ya sea in vivo
0 in vitro, utilizando plantas o animales.

Categoria IV: Finalmente, algunos investigadores prefieren observar
los efectos en la progenie de los organismos tratados, usando
pruebas mutagénicas a nivel de organismos completos, en plantas
como la cebada y el maiz o animales como la Drosophila y el raton.

Dentro de las pruebas de la categoria lll, se encuentran los
analisis que involucran el estudio del efecto sobre el material
genético, como los intercambios de cromatidas hermanas (ICH), los
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micronucleos (MN), las aberraciones cromosémicas (AC), la
hibridacion de fluorescencia in situ (FISH) y el ensayo de
electroforesis unicelular en gel entre otras, los cuales son
paradmetros facilmente evaluables por ser visibles
microscopicamente (Moutschen 1985, Rodriguez 1995, Felipe
2011).

1.5 Intercambio de cromatidas hermanas

Una de las pruebas genotoxicas mas utilizadas son los
intercambios de cromatidas hermanas (ICH), reconocida por la EPA
(de sus siglas en inglés Environmental Protection Agency) como
necesaria para el registré6 de farmacos, plaguicidas y substancias
toxicas. Se ha empleado para evaluar el efecto de la exposicion a
radiacidon y compuestos quimicos, tiene excelente relacion dosis-
respuesta tanto en sistemas in vivo como in vitro (Tucker y Preston
1996).

Un ICH es la manifestacion citolégica de un intercambio entre
los productos de replicacion, que implica la ruptura y reuniéon entre
sitios homologos (Morales y col. 1995).

Este bioensayo presenta las siguientes ventajas:

1. Es excelente para detectar agentes que producen
rompimientos en el ADN.

2. Es mucho mas sensible para detectar mutagenos
quimicos que el método basado en el analisis de
aberraciones cromosomicas.

3. Hay ensayos tanto in vivo como in vitro para detectar
mutagenos directos o indirectos, es decir que requieran
0 no activacion metabalica.

4. Los sistemas in vivo permiten el analisis de tejidos
diversos incluyendo células germinales.

Las siguientes desventajas:

1. El desconocimiento del significado biologico especifico.
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2. ElI efecto sinérgico que puede tener la
Bromodesoxiuridina BrdU respecto al mutageno
(Olenson 1990).

La primera evidencia directa de los ICH fue obtenida por Taylor
y col. en 1957 con la ayuda de técnicas autorradiograficas en
células de Bellevalia romana. Esta técnica permitio la duplicacién de
los cromosomas en presencia de la timidina tritiada (*Hdt) seguido
por un ciclo y medio de replicacion, observando que los
cromosomas presentaban una cromatida marcada y otra sin marca,
se detect6 que frecuentemente se presentaban alteraciones en el
marcaje de los cromosomas de segunda division. El método
radiografico no constituyo un sistema adecuado para determinar la
frecuencia de los ICH debido a su resolucion limitada.

En 1973, Latt desarrolld otra técnica que se basa en la
incorporacion del analogo de base 5,2 bromodesoxiuridina (BrdU)
durante el primero de dos ciclos de division y la posterior tincion con
un colorante fluorescente bibenzimida 33258 Hoechst. El &tomo de
bromo es un analogo de base que induce la fluorescencia del
colorante. Al analizar las preparaciones en el microscopio se
observaba una cromatida substituida brillante, mientras la otra
cromatida se observa opaca. Esta alternativa constituyo una técnica
de alta resolucién; sin embargo, tiene la desventaja de que la
fluorescencia se desvanece rapidamente.

Las técnicas para detectar ICH se han modificado a traves del
tiempo y en la actualidad se utiliza la técnica de fluorescencia mas
Giemsa. Esta consiste en la incorporacion de BrdU durante dos
ciclos de replicacion, la tincion con el colorante Hoechst y
posteriormente los cromosomas son expuestos a luz UV para
producir una reaccion de fotolisis del ADN. Finalmente se realiza un
lavado con sales y la tincion con la solucion de Giemsa de esta
manera la cromatida bifilarmente substituida resalta respecto a la
cromatida hermana unifilarmente sustituida, resultando una tincion
diferencial (Figura 6), de esta forma se obtienen cromosomas
tefiidos de forma permanente que facilita la deteccion de los ICH
con el microscopio optico (Perry y Wolff 1974).
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La BrdU puede ser introducida facilmente in vitro; sin embargo,
in vivo en mamiferos es dificil, sobre todo por la rapida
deshalogenaciéon que sufre en el higado (Qin y Huang 1984).

Existen varias formas para administrar la BrdU in vivo, algunas
son mas invasivas que otras, entre ellas tenemos la aplicacion de
inyecciones intraperitoneales multiples (Allen y Latt 1976),
infusiones subcutaneas, intravenosas (Schneider y col. 1976) o por
implantacion de tableta comprimida (Allen y col. 1977).

Morales y col. en 1984 desarrollaron otro método alternativo
gue consiste en la inyeccion intraperitoneal del analogo de base
BrdU absorbido en carbon activado. Este método, ademas de ser
mas sencillo y rapido ha permitido una clara diferencia entre las
cromatidas hermanas tanto de espermatogonias como de células de
glandula salival y de la médula 6sea de raton. Los resultados
obtenidos con este sistema son practicamente iguales a los
reportados con la implantacion de la tableta con la ventaja de ser
mas sencillo.

1.6 Mecanismos de formacion de los intercambios de
cromatidas hermanas

Existe controversia acerca de cual es el dafio responsable de
inducir los intercambios de cromatidas hermanas, algunos autores
proponen que los ICH son causados por lesiones discretas que se
producen en el sitio de la lesidon o en un lugar préximo a ella (Kato
1977, Ishiii y Bender 1980, Rodriguez y Morales 2011) y otros
manifiestan que son lesiones multiples las que los desencadenan y
por lo tanto, el sitio en el que ocurren los ICH posiblemente no esta
asociado con una lesion en particular (Painter 1982, Cleaver 1981).

Actualmente existe gran cantidad de informacién e
investigacion acerca de los ICH, aunque el significado biolégico no
ha sido claramente determinado. La induccién de los ICH requiere
del paso de las células por la etapa de sintesis del ADN (Perry y
Wolff 1974), ya que los intercambios se producen durante o
inmediatamente después de que se ha originado la horquilla de
replicaciéon o bifurcacion durante la replicacion del ADN (Kato 1980).
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Se ha observado que la frecuencia de Intercambios es mayor en
fase S y decrece cuando la célula pasa a G, (Sharvartzman vy
Gutiérrez, 1980).

El proceso de induccion de los ICH parece producirse de
manera espontanea en células que no han sido tratadas o cuando
menos no de forma intencional por algun agente inductor de
intercambios (McClintock, 1938); esto se ha demostrado in vitro
(Kato 1977) e in vivo (Tice y col. 1976). Se sabe que ocurren con
una frecuencia basal para cada tipo celular. En ratones de la cepa
Balb/c el valor mas bajo se ha obtenido en espermatogonias (1.7
ICH/célula) el mas alto en células de la glandula salival (5.6
ICH/célula) y las células de la médula 6sea presentan frecuencias
basales intermedias (3.5 ICH/célula). Se han encontrado
evidencias de que la BrdU requerida para la diferenciacion de las
cromatidas hermanas es responsable directa o indirectamente del
valor basal (Morales y col. 1984).

Existe una gran variedad de especies eucariotas desde
plantas, insectos, peces y mamiferos que han sido usados en
experimentos para evaluar la capacidad de los agentes fisicos y
guimicos para inducir ICH in vivo. El nimero de ICH inducido por un
tratamiento quimico depende de: (Tucker y col. 1993)

La cinética de distribucion y metabolismo del compuesto
La naturaleza de las lesiones al ADN

La eficiencia de los sistemas de reparacion del ADN

El grado de dafio celular asociado con el tratamiento.
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Figura 6. Representacion esquematica de los cromosomas, en las diferentes
etapas del ciclo celular en las que es incorporada la bromodesoxiuridina (BrdU)
en el ADN del ratén. Las lineas rojas representan la cadena sin marcar. Las
lineas azules representan las cadenas de polinucledtidos marcadas con el
analogo de base.
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1.8 El ratbn como modelo bioldgico in vivo

La eleccion de una especie para las pruebas de toxicidad esta
basada en la consideracion de un amplio niumero de variables.
Idealmente, si la prueba de toxicidad es destinada a proveer
informacion de la seguridad o uso seguro de la sustancia en
humanos, las especies para analizar deberan ser lo mas similar
posible en cuanto a su cinética toxicoldgica (Andress 1992).

Actualmente en la investigacion una de las especies eucariotas
mas utilizadas es el ratdn, cuyo ancestro es el roedor comun
(Altamirano 1994).

Existen entre 100 y 120 cepas consanguineas del raton. Los
ratones del laboratorio constituyen entre 60 y 80 por ciento de los
mamiferos utilizados en la investigacion, esto debido a su gran
proliferacion, a su capacidad de adaptacion, a los conocimientos
gue se tienen acerca de su fisiologia y a la facilidad de su manejo
(Andress y col. 1992).

Los ratones de laboratorio deben pertenecer a una cepa pura,
(Figura 7) facilitando la comparacion de los efectos de los diferentes
tratamientos con farmacos y su entorno fisico (Altamirano 1994).

Figura 7. Ratones CD-1
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http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmacos

Algunas de las caracteristicas que han hecho del raton el
modelo biologico y biomédico mas utilizado en las investigaciones
cientificas son: (Pierce 2005)

1. Tamafo apropiado para la crianza y la manipulacion

2. Las hembras producen un gran numero de 6vulos, por lo
tanto tienen una reproduccion rapida.

3. Poseen un breve periodo de gestacién (19-21 dias), y su

destete es rapido.

Tienen un alto namero de crias.

Tienen un sistema inmune similar al de los seres humanos.

Al ser mamiferos eucariéticos, poseen un genoma muy

similar al de los seres humanos.

7. Porcentaje de genes comun al de los seres humanos es de
un 99%.

8. Se conoce su genoma completo

o 0k

El periodo de vida de estos roedores es de 1.5 a 3 afios nacen
sin pelo con los ojos cerrados. A los doce dias abren los ojos,
comienzan a comer sélido y aprenden a tomar agua de botella por
imitacion (Lane 1976). Los machos se distinguen de las hembras
por los testiculos visibles a través de la pared abdominal, la mayor
distancia entre el ano y la protuberancia urogenital (Dyban y col.
1991).

El modelo in vivo ofrece la ventaja de incorporar el metabolismo
del organismo y el analisis de varios o0rganos y tejidos, uno de los
mas empleados para pruebas de citogenética es la medula O0sea
gue se encuentra en constante proliferacion por lo tanto es
ampliamente utilizada para identificar agentes qué son capaces de
inducir cambios en la proliferacion celular y alteraciones en la
estructura de los cromosomas (Moutschen 1985; Krishna y col.
1986) (Figura 8).
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Figura 8. Estructura del fémur y la conformacion de la médula 6sea (tomado de
Infogen 2011).
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En el mundo, el cancer es la principal causa de mortalidad, la
OMS inform6 que en 2008 se produjeron 7,6 millones de
defunciones debido a esta enfermedad, lo que representa el 13% de
las muertes totales ocurridas. En ese mismo afio en México fue la
tercera causa de muerte entre las mujeres y el cuarto entre los
hombres, por lo tanto es de suma importancia la innovacién de
medicamentos antineoplasicos.

En el afio de 1975 la Dra. Lena Ruiz y sus colaboradores de la
Facultad de Quimica de la UNAM desarrollaron y patentaron una
familia de compuestos llamados Casiopeinas®.

Las casiopeinas son compuestos de coordinacidn con centro
metalico de cobre, este elemento fue elegido con el proposito de
disminuir la toxicidad y el costo del farmaco. Algunas de estas
moléculas entre ellas la Casiopeina lllI-Ea, han cubierto de forma
satisfactoria los requisitos internacionales de  actividad
antineoplasica tanto in vitro como in vivo.

Debido a que las casiopeinas como la mayoria de los farmacos
antineoplasicos, fueron disefiadas para interactuar con el material
genetico, antes de su salida al mercado, deben ser sometidos a una
serie de evaluaciones preclinicas, para identificar sus propiedades
genotoxicas en varios modelos y sistemas incluyendo células
normales.

Por lo tanto en este trabajo se evalud el efecto genotoxico y
citostatico de la casiopeina Ill-Ea utilizando como sistema de
prueba el Intercambio de cromatidas hermanas, en células de la

médula 6sea de raton CD-1 in vivo.
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3. HIPOTESIS
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Los antineoplasicos son sustancias que impiden el desarrollo,
crecimiento y proliferacion de las células cancerigenas o tumorales,
actuando sobre la célula en division, afectando o no al ADN y asi

provocando un dafo celular irreparable y por lo tanto muerte celular.

La casiopeina lll-Ea ha demostrado tener una buena actividad
antineoplasica en ensayos in vitro en lineas celulares tumorales
humanas, por lo tanto al tratar ratones de la cepa CD-1 se espera
gue el compuesto a diferentes dosis, sea capaz de modificar el
indice mitético, la tasa de proliferacion celular y la frecuencia de
intercambios de cromatidas hermanas de las células de medula

0sea, atribuidos a un probable efecto citostatico y genotoéxico.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto genotdxico y citostatico de la casiopeina lll-Ea
utilizando como sistema de prueba el Intercambio de cromatidas

hermanas, en células de la médula 6sea de ratén CD-1 in vivo.

4.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el indice mitético, en células de meédula ésea de
ratones tratados via intraperitoneal durante 24 horas con
diferentes dosis de casiopeina lll-Ea /g, /4y */, de la Dls.

2. Evaluar el tiempo de proliferacion celular, contando el numero
de células en primero, segundo y tercer ciclo de replicacion,
en ratones tratados con las diferentes dosis de casiopeina IllI-
Ea.

3. Evaluar la frecuencia y tipo de intercambios de croméatidas
hermanas en células de segundo ciclo de division de los

ratones tratados con las diferentes dosis de casiopeina lll-Ea.
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5. MATERIAL Y METODO




5.1 Animales

Se emplearon ratones macho de la cepa CD-1, de 8-10
semanas de edad, de 30-45 g de peso, los cuales se mantuvieron
bajo condiciones estandar de bioterio y con libre acceso al agua y al
alimento (FES Zaragoza, UNAM).

5.2 Compuesto quimico

Se empled la casiopeina lll-Ea sintetizada en la Facultad de
Quimica de la UNAM, cuya formula es: Nitrato de acua (4,7 dimetil-
1,10 fenantrolina) (acetilanoato) cobre (lI). Cuya abreviatura es, cas
lll-Ea, disuelta en agua inyectable para su aplicacion.

Todos los reactivos que se emplearon en este trabajo fueron de
Sigma Aldrich (San Luis Misuri EUA) excepto la Giemsa (Hycel de
México), citrato de sodio y cloruro de sodio (JT Baker de México).

5.3 Tratamiento

Se trabajo con cinco grupos de seis ratones cada uno, a los
cuales se les administré cas lll-Ea, via intraperitoneal (ip) en las
siguientes dosis:

Testigo negativo. Al cual se el administro agua inyectable.
1/8 de la Dlgy correspondiente a 1.69mg/kg de peso de raton.
1/4 de la Dlso correspondiente a 3.38mg/kg de peso de raton.
1/2 de la Dlsy correspondiente a 6.76mg/kg de peso de raton
(de acuerdo con Arroyo 2009).

e Testigo positivo ciclofosfamida al cual se le administré 20
mg/kg de peso de raton.

Las soluciones se prepararon de tal forma que se aplicara
siempre 0.1ml por cada 10 gr. de peso de raton.
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5.3.1. Administracion de bromodesoxiuridina

El tratamiento con 5,2 bromodesoxiuridina (BrdU) se realizé de
acuerdo a la técnica propuesta por Morales y col. (1984), con
algunas modificaciones. Los animales fueron inyectados por via ip
con una solucién que contenia 45 mg de BrdU en 1.5 mililitros de
agua destilada, dosis que fue mezclada con 100 mg de carbon
activado y administrada una hora después de la aplicacion de la
casiopeina lll-Ea.

5.3.2 Administracion de colchicina

Transcurridas 21.5 horas después de la inyeccion de BrdU a
los ratones se les aplicé 0.1 ml por cada 10 gramos de peso, de una
solucion de colchicina al 0.2%.

5.3.3 Obtencion de células y preparacion de laminillas

Dos horas y media después de aplicar colchicina a los ratones
fueron sacrificados por dislocacion cervical y se procedio a extraer
la medula 6sea del fémur con una jeringa que contenia 5 ml de
solucién hipotonica de cloruro de potasio al 0.075 M, precalentada a
37°C, se dejo reposar por 20 minutos y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y el boton se
resuspendié en agitacion en vortex. Se le agregaron 5 ml del fijador
(metanol-acido acético 3:1 frio) dejandose reposar por 20 minutos.
Este paso se realizd dos veces mas. Finalmente, las células fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos y el boton se
resuspendié en 0.4 ml de fijador. A partir de esta suspension las
preparaciones se realizaron por goteo en portaobjetos y se dejaron
secar al ambiente por 48 horas minimo.
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5.3.4 Tincidén diferencial de cromatidas hermanas

La tincion diferencial de cromatidas hermanas se realizd de
acuerdo a la técnica propuesta por Morales y col. 1984, con algunas
modificaciones.

Las preparaciones se tifieron con una solucion de Hoechst
33258 (0.5 pg/ml) en una caja coplin colocada en la obscuridad
durante 35 min, después se lavaron con abundante agua y se
sumergieron en una solucion citrato—salina 2XSSC (cloruro de sodio
0.30 M + citrato de sodio 0.03 M) y se irradiaron con luz ultravioleta
y negra durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente las laminillas fueron colocadas en una caja
coplin con solucién citrato salina 2XSSC a 57 °C colocada en un
bafio de agua, durante 20 min, para finalmente lavar las
preparaciones con agua corriente y tefiirlas con una solucion
Giemsa (1:10 en agua) durante 5 min y observarlas al microscopio.

5.4 EVALUACION

5.4.1 indice mitético

Para calcular el indice mitético (IM) se revisaron 4000 células al
azar por raton y se utilizo la siguiente formula (Rojas y col. 1992).

IM = Numero de células en metafase x 100
Numero de células totales

Para calcular el porcentaje de inhibicion del indice mitético (IM)
se utilizé la siguiente formula.

%I-IM = 1 - (_IM del grupo observado ) x 100
IM del grupo control
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5.4.2 Tiempo de proliferacion celular

Se observaron 100 células en metafase, por raton, al azar y se
cuantificaron, las células en primera, segunda, tercera division
(Figura 10, 11y 12). A partir de estos datos se obtuvo el tiempo de
proliferacion celular (TPC) siguiendo el método propuesto por Tice e

lvette 1982. También se determino la cinética de proliferacion
celular.

TPC = 24 HORAS
1(cel.1°) + 2(cel. 2°) + 3(cel.3°)

x 100

5.4.3 Intercambio de cromatidas hermanas

Se observaron 60 metafases en segundo ciclo de division por
raton y se cuantifico el nimero y tipo de ICH de acuerdo a la
siguiente clasificacion Carrano y Natajaran 1988:

a) Cromosoma de segundo ciclo sin ICH

(Incorporacion de BrdU por dos ciclos
completos)
b A ]

A b) Cromosoma con un rompimiento = 1,

ICH
¢) Cromosoma con dos rompimientos = 2,
ICH
d) Cromosoma con tres rompimientos = 3,
{B ﬂ ICH
_, e) Cromosoma con un rompimiento = 1,
. e £ ICH

f) Posible artefacto de la tinciéon. no hav

Figura 9. Cuantificacion de los ICH en metafases de segundo ciclo de
replicacion (Alvarez 1992).
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Figura 10. Fotografia de células en metafase en primer ciclo de division.
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Figura 11 Fotografia de células en metafase en segundo ciclo de divisién las
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Figura 12. Fotografia de células en metafase en tercer ciclo de division.

5.4.4 Analisis estadistico

Para la evaluacion estadistica de los datos experimentales, se
realizd, una prueba estadistica Z de diferencia de proporciones para
los datos de IM (Spiegel 1969; Marques 1988). Para los datos de
CPC se utilizaron las proporciones de células en primera, segunda y
tercera division, a partir de ellos se calculo la TPC y se aplicé la
prueba estadistica Ji cuadrada (Tice e Ivette 1982), mientras que a
los datos de frecuencia de ICH se les aplicé la prueba estadistica de
t de Student.
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5.5 Diagrama del metodo

Tratamiento con cas llI-Ea

1) Se tratd con la casiopeina llI-
Ea via ip

4) Se sacrifico el raton
y se obtuvo la médula
Osea.

2) Se administroé
BrdU + carb6n activado.

3) Se inyecto
colchicina
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5.5.2 Obtenciéon de laminillas

5) Se dejo reposar el
boton celular en KCI.

6) Se fij6 el boton
celular con metanol
ac. Acético 3:1.

7) Se goteo las
laminillas.
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5.5.2 Tincién diferencial

9) Se realizo la tincién
con solucion Hoechst.

10) Se irradio6 las
laminillas con luz
UV. Yy negra
sumergidas en
sol. citrato salina

12) Se tiAié con
soluciéon Giemsa.

11) Se sumergio las
laminas en sol. Citrato
salina y se colocaron en
un bafo de agua.
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6. RESULTADOS Y
DISCUSION




La variedad de funciones de los iones metélicos en la biologia
han estimulado la creacion de nuevas metalodrogas, que tienen
como objetivo actuar como una via alternativa con un mecanismo
diferente de accidn. Actualmente, se investigan compuestos a base
de cobre, con la premisa de que son metales endégenos que
pueden ser menos toxicos (Sermenty col. 2011).

En este trabajo, se evalud el efecto genotdxico y citostatico de
la casiopeina Ill-Ea utilizando como sistema de  prueba el
intercambio de cromatidas hermanas, en células de la médula 6sea
de ratén CD-1 tratadas con diferentes dosis /g, '/, y Y/, de la Dlsy,
durante 24 horas, una sola administracion.

6.1 indice mitdtico

El indice mitético es un marcador biolégico sensible, el cual nos
permite determinar si existen alteraciones en la progresion del ciclo
celular (Di Saia y Cresman 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo para cada raton al
aplicar casiopeina lll-Ea se muestran en el cuadro 1, donde se
puede observar que el grupo testigo presentdo un valor de 1.97
mientras que en los grupos tratados se encontré una disminucion
con los siguientes valores, 1.47, 1.78 y 1.60 para las dosis de /s, '/4
y '/, respectivamente, siendo estadisticamente significativo sélo el
grupo de /5.

Por otra parte también se calcul6 el porcentaje de inhibicién del
indice mitotico se siguio la referencia de Rojas 1992, tomando al
grupo testigo como parametro de referencia, de acuerdo a esto se
obtuvo para la dosis de /s un valor de 25.38%, para '/, 9.64% y
para un */, 18.78% (cuadro II).
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Cuadro Il. Efecto de la casiopeina lll-Ea sobre el indice mitético (IM) de las
células de médula 6sea de raton.

Tratamiento Ratéon IM % IM % (%) Inhibicion
(mg/kg) (Media+ DE) IM

R7 0.8794
R8 2.2642
1.47 + 0.65* 25.38
1/8Dlsg R9 0.7775 —
(1.69) R10  1.0704

R11 2.1406
R12 1.7092

R19 1.9991

R20 1.1826

1.60 + 0.38 18.78
1/2Dlsg R21 1.824 -
(6.76) R22  1.8622
R23  1.0728

R24 1.6976

*P<0.05 con la prueba estadistica de Z de diferencia de proporciones vs. Testigo
negativo
n = 4000 células analizadas por raton
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Indice Mitotico

2.3 A

En la Figura 12, se muestra el promedio de los tres tratamientos, en
donde se observa la disminucion de los grupos tratados con
respecto al grupo testigo negativo.

Figura 12. Efecto
delacas lll-Ea
sobre el indice
mitético de las
células de médula
Osea de raton.

T(-} 1/8Dls; 1/4Dls; 1/2Dlsg  T(+)

En la dosis mas baja de 1.69 mg/kg (*/s DLs) se observé una
diferencia estadisticamente significativa, lo cual nos indica que la
casiopeina en esta dosis tiene la capacidad de suprimir las
funciones de la célula impidiendo su proliferacion, pero sin afirmar si
hubo o no, muerte celular.

La disminucion del nimero de metafases es generalmente una
consecuencia de un retraso en la mitosis por un arresto en alguna
de las fases del ciclo celular o por la pérdida permanente de la
capacidad de proliferacion que finalmente puede conducir a la
muerte celular (Scott y col. 1991, Kirkland y Muller, 2000).

La casiopeina lll-Ea presenta buena actividad antineoplasica,
in vitro en lineas tumorales humanas Hela, PC-3, HCT-15, SKLU-1,
superando incluso la actividad del oxiplatino, carboplatino y
cisplatino (Tovar y col. 2006, Gracia y col. 2001, Alemon vy col.
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2007) e in vivo en el modelo de Melanoma B16 en raton (Arroyo
2009). En este trabajo el IM disminuy6 en las tres dosis, como se
esperaba para un agente antineoplasico, pero no se obtuvieron
valores estadisticamente significativos como esperabamos. No
sabemos a que se deba esto, pero probablemente pueda ser
porque las células que utilizamos en este trabajo sean de médula
0sea de ratones sanos.

Lo anterior lo proponemos en base a lo que postula Serment y
colaboradores en el 2011 en su trabajo sobre citotoxicidad de las
Casiopeinas, donde evaluaron la viabilidad, en células Hela y
linfocitos de donadores sanos y encontraron mayor sensibilidad en
la linea tumoral. Por lo tanto proponen que las casiopeinas no son
especificas para las células tumorales como la mayoria de los
guimioterapéuticos pero, producen un efecto mas drastico en las
células tumorales, debido tal vez a la diferencia de las
caracteristicas bioquimica de las células normales y de las células
cancerigenas.

Algunos ejemplos de las caracteristicas que diferencian a las
células tumorales, de las células normales es que proliferan mas
rapidamente, tienden a incrementar sus niveles de estrés oxidativo
y existe evidencia de que por lo tanto son mas vulnerables a los
niveles elevados de EROS (Nicco y col. 2005, Leitner y col. 2007).
Los complejos de cobre de las casiopeinas podrian probablemente
contribuir a intensificar el desequilibrio redox por activacion del H,O,
gue lleva al dafio celular y en consecuencia a muerte celular por
apoptosis y otros mecanismos (Schumaker 2006).

Lo mencionado anteriormente también coincide con otro
estudio realizado con Cas Il gly (Rodriguez y col. 2006) in vitro
donde se evalud el crecimiento celular en lineas Hela y As-30D sus
resultados demostraron valores inferiores de la concentracion
inhibitoria media (Clsg) en las células tumorales, mientras en los
linfocitos este parametro no se vio afectado por estos
medicamentos.

Este es el primer trabajo in vivo donde se evalud el indice
mitoético, por lo tanto no tenemos referencias con que comparar los
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resultados obtenidos. Sin embargo un parametro relacionado es el
de la viabilidad celular, que indica si la célula esta viva o no.

Camargo en el afio 2011 evalué la viabilidad con el método de
Strauss 1991, en células de ratén con tratamientos largos de 15, 30
y 45 dias con las dosis de g y 113, Dlsg y obtuvo como resultado una
disminucion del porcentaje de células vivas en algunos casos hasta
por debajo del 50% en higado, pulmon rifion, sangre, médula 6sea y
testiculo de los animales tratados. Tal vez en tratamientos mas
largos también se afecte el IM de los animales tratados.

6.2 Tiempo de proliferacion celular

Cuando se analiza el efecto de un compuesto quimico se
puede evaluar su accion sobre la proliferacion celular, ya que
aunqgue un blanco principal de muchos clastégenos es el ADN, esta
evaluacion puede ser un reflejo importante del dafio que estan
provocando las sustancias (Brewen y Stetka, 1982).

En este trabajo se contd el nidmero de células que se
encontraban en primer, segundo y tercer ciclo de division (Figura
10, 11 y 12), los resultados obtenidos en los grupos tratados para
el tiempo de proliferacion celular fueron de 11.48, 11.63 y 10.89
horas respectivamente, para las dosis de Y5 /4 y '/, con un
incremento estadisticamente significativo solo en el grupo de '/,
comparado con el tiempo del grupo testigo negativo 11.00 horas
(cuadro II).

El TPC se incremento solo en las dosis mas bajas, pero no se
obtuvieron valores significativos como se esperaba, comportamiento
gue si presento el compuesto empleado como testigo positivo
(ciclofosfamida), ya que una de las caracteristicas principales de los
agentes antineoplasicos es impedir el desarrollo y proliferacion de
las células, con lo cual se tenia la expectativa de un mayor
incremento de este parametro con un menor numero de ceélulas en
tercer ciclo de division (cinética de proliferacion celular).
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Cuadro Ill. Efecto de la casiopeina lll-Ea sobre la cinética de proliferacion
celular (CPC) y el tiempo de proliferacion celular (TPC) de la médula 6sea
de raton.

Tratamiento Ratén CPC % Media + DE
(mg/kg) n M1 M2 M3 TPC
(HORAS)
R1 112 2678 54.46 1874 11.1627
R2 104 27.1 4298 299  11.05

T. NEGATIVO R3 104 24.16 43.33 3249 9.6 11.00+0.73
(0) R4 107 19.81 55.66 24.52 11.05
R5 120 1826 66.34 1538 11.7073
R6 106 18.26 62.49 19.23 11.4832
R7 105 23.8 53.32 22.85 11.4832
RS 102 34.31 48.03 17.64 123711

1/8Dls R9 108 2242 6167 1588 1159 11.48+0.69
(1.69) R10 107 1574 6851 1574 11.8811

R11 103 17.11 55.85 27.02 10.3004
R12 111 22.32 4854 2912 11.26
R13 110 3545 59.08 545 12.8342
R14 101 2079 6237 16.83 12.1212

1/4Dlsg R15 104 2211 63.45 1442 12 11.63+1.51*
(3.38) R16 131 17.92 66.03 16.03 11.42
R17 106 28 55 17  12.69
R18 100 19.08 51.9 29 8.72
R19 131 16.36 55.44 28.17 103
R20 109 1755 7175 10.68 9.4861

1/2Dlsg R21 105 23.89 4955 2654 1048 10.89+0.99
(6.76) R22 110 2752 5596 1651 11.65
R23 113 1523 6571 19.04 11.21
R24 105 39.04 3523 2571 12.24
R25 102 2242 7196 56 12.2448
R26 101 21.78 7128 6.93 12.8342

T. POSITIVO R27 103 35.92 46.6 17.47 12.8342 13.93+1.50*
CF (20) R28 101 5533 39.8 4.85 155844
R29 103 50 37.25 12.74 14.45
R30 107 61.38 2574 12.87 15.68

*P<0.05 con la prueba de ji cuadrada (x°) (diferencia de varianzas) vs. Testigo negativo
n = Numero de células en metafase analizadas por raton

M1= Metafases en primer ciclo de divisidn

M2= Metafases en segundo ciclo de divisién

M3= Metafases en tercer ciclo de division
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La Figura 13 se muestra los promedios obtenidos con este
tratamiento.

Figura 13.
Efecto de la
. cas lll-Ea
I sobre el
tiempo de
proliferacion
celular dela
meédula 6sea
de raton.

T(-) 1/8Dlsp  1/4Dlsp  1/2Dlsy  T(#)

El analisis del TPC junto con el analisis del IM nos indica si hubo
dafno en las proliferacion celular ocasionado por el tratamiento, esto
esta relacionado con el numero de metafases tal vez detenidas en
algun punto de su ciclo de divisidon, sin embargo en este trabajo
ninguno de estos parametros fue drasticamente modificado como
era esperado. Probablemente esto pueda ser explicado con el
parrafo donde comentamos el trabajo de Serment y col. 2011, que
esto podia deberse a las diferencias fisioldgicas entre las células
sanas y las transformadas (Sanchez y col. 2006).
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6.3 Intercambio de cromatidas hermanas

Dentro de los indicadores de dafio a nivel cromosémico se
encuentran los ICH, los cuales son considerados como un
pardmetro altamente sensible para detectar alteraciones en el ADN
(EPA 2011).

Los ICH son la expresion citogenética de eventos de
recombinacion homologa, que se producen por lesiones en el ADN
no reparadas, antes de la replicacion, que son producidos por
agentes mutagenos y carcindgenos (Rodriguez y Morales 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo de la frecuencia de
ICH en los animales tratados via i.p. con Cas lll-Ea durante 24
horas (Figura 11), fueron de 2.70 ICH/cel para /s, 2.58 para '/, y
3.40 para '/,, con un incremento estadistico en la dosis de '/, con
respecto al grupo testigo (cuadro 1V).

En la dosis mas alta de 6.76 mg/kg (‘/, Dlso) se observd una
diferencia estadisticamente significativa, lo cual nos indica que la
casiopeina en esta dosis es genotoxica; sin embargo, la induccion
del dafio genético por exposicibn a agentes genotoxicos es un
proceso que se realiza en varios pasos.

Las sustancias genotéxicas son aquellas que afectan la
estructura del ADN, pudiendo unirse directamente o indirectamente
con él, afectando enzimas que se involucran en sus procesos de
replicacion, recombinacion y/o reparacion (University 2011), se ha
demostrado que diferentes agentes antineoplasicos con diferentes
modos de accidn son capaces de inducir ICH, algunos ejemplos son
la mitomicina C (MMC), metilmetano sulfonato (MMS), etilmetano
sulfonato (EMS) y la ciclofosfamida (Morales 1980).
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Cuadro IV. Intercambio de cromatidas hermanas (ICH) por célula,
inducidos con casiopeina lll-Ea en médula 6sea de raton.

Tratamiento Raton ICH ICH/cel ICH/cel Incremento
(mg/kg) Totales

Media + DE

R7 149 2.4833
RS 200 3.3333
1/8Dl5g RO 134 293 2.70+0.42 0.16
(1.69) R10 166 2.7666
R11 182 3.0333
R12 142 2.36

R19 215 3.58
R20 254 4.2333
1/2Dlsg R21 112 2 66 3.40+0.66* 0.86
(6.76) R22 226 3.7666
R23 220 3.6666
R24 152 2.53

*P<0.05 con la prueba estadistica de t de Student (diferencia de medias) vs. Testigo
negativo
n =60 células analizadas por ratén
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En la figura 14 se muestra la media de los intercambios por célula.

Figura 14. Media +

desviacion

* estandar de
intercambios de
cromatidas

T hermanas por

célula inducidos
por la cas lll-Ea en
médula 6sea de
raton.

T(-} 1/8Dls; 1/4Dls; 1/2Dlsg  T(+)

Al realizar un analisis de los ICH totales presentados en el
cuadro 3 se puede apreciar un incremento de hasta 100
intercambios por individuo, lo cual nos indica una clara diferencia
entre los datos del grupo testigo y los del grupo tratado con la dosis
de 6.76 mg/kg.

Existe evidencias de que los ICH se llevan a cabo durante la
sintesis del ADN, en la horquilla de replicacién o en lugar préximo a
ella. Otros datos sugieren que son causados por lesiones multiples,
no habiendo por lo tanto relacion topografica entre el sitio donde
ocurre el ICH y alguna lesion en particular (Cruz 1996).

Sin embargo aun existe controversia acerca de cual es el dafo
responsable de inducir los Intercambios de Croméatidas hermanas.
Ishii y Bender en 1980 propusieron que los enlaces entre el ADN y
las proteinas eran los mas probables en la induccién de ICH.
Oikawa y col. 1980 atribuyen su formacién a la inhibicion de
enzimas involucradas en el proceso de reparacion. Otros autores
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propusieron que los enlaces cruzados son el tipo de lesiébn mas
eficiente para producir ICH (Kano y Fujiwara 1981, Cassel y Latt
1980).

En estudios anteriores realizados con la Cas lll-Ea ya se ha
encontrado que presenta una interaccion con el ADN con la prueba
de electroforesis unicelular en gel en células Hela (Serment y col.
2011), en linfocitos humanos (Alemén y col. 2007) y en varios
tejidos de raton (Camargo 2011), por lo tanto se sabe que la
Casiopeina llI- Ea induce dafio genotoéxico.

Un posible mecanismo de accion para las casiopeinas
propuesto por Bravo y col. 2009 es através de la produccion de
EROS durante la reduccién del cobre (Rivero y col. 2007).
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e En este trabajo en la dosis mas baja de 1.69 mg/kg (*/s Dlso) se
observd una disminucion estadisticamente significativa en el 1M,
lo cual nos indica que la casiopeina lll-Ea en esta dosis tiene la
capacidad de suprimir las funciones de la célula impidiendo su
proliferacion, por un arresto en alguna de las fases del ciclo
celular que finalmente puede conducir a la muerte de la célula.

e Por otra parte la casiopeina lll-Ea también fue capaz de
incrementar el TPC solo en las dosis mas bajas pero no se
obtuvieron valores significativos como se esperaba para un
agente antineoplasico. Lo anterior probablemente pueda ser por
la distribucion y la farmacocinética del compuesto en las células
de médula 6sea de ratén.

e La frecuencia de ICH por célula se incremento significativamente
solo en la dosis mas alta de 6.76 mg/kg (*/» Dls), lo cual nos
indica que la casiopeina llI-Ea en esta dosis es genotoxica.
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El presente trabajo fue presentado de manera parcial en el Congreso Nacional de
Genética 2011, celebrado del 28 al 30 de Septiembre en Cholula Puebla, con el titulo:
EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO (INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS,
ICH) DE LA CASIOPEINA IlI-Ea in vivo

SOCIEDAD MEXICANA DE GENETICA
UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS PUEBLA
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C-052 EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO (INTERCAMBIO DE
CROMATIDAS HERMANAS, ICH) DE LA CASIOPEINA Ill-Ea in vivo
Lépez-Chaparro M, Alvarez-Barrera L*, Rodriguez-Mercado JJ, Mateos-Nava RA,
Altamirano-Lozano M.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, Laboratorio de Teratogénesis.

UMIE de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM. Campus II.
*E-mail: alvarezbarreralucila@gmail.com

Las Casiopeinas son una serie de compuestos quimicos con centro de cobre (11),
gue se sintetizaron y patentaron en México por investigadores de la Facultad de
Quimica de la UNAM con la finalidad de ser empleados en la terapia del cancer.
En particular la Casiopeina lll-Ea ha presentado actividad antineoplasica en
estudios in vitro e in vivo, lo que genera buenas expectativas para que sea
empleada en la medicina. Cabe mencionar que todos los farmacos de nueva
creacion deben de ser evaluados con diversas pruebas como esta especificado por
las diferentes agencias internacionales, para que posteriormente puedan ser
utilizados. Por lo que en este trabajo se evalué el efecto citostatico y genotoxico de
la Casiopeina Ill-Ea en células de la médula 6sea de ratones machos de la cepa
CD1, utilizando el ensayo de Intercambios de Croméatidas Hermanas. Se trabajo
con cinco grupos de seis ratones a los cuales se les administro via i.p. una de las
siguientes dosis 1.69, 3.38, y 6.76 mg/Kg de peso corporal, que corresponden a
1/8, 1/4 y 1/2 de la LDso respectivamente, se contdé ademas con un grupo testigo
positivo y uno negativo. Los resultados obtenidos en el indice mitdtico de los
grupos tratados presentaron una disminucion en el numero de metafases
comparado con el grupo testigo (1.97 + 0.80), siendo de 1.47 + 0.65 para 1/s, 1.78
+1.04 en 1/ay 1.60 + 0.38 con 1/2. Respecto a la frecuencia de ICH sélo en la dosis
de un 1/2de la LDso se encontrd un incremento estadisticamente significativo, por lo
tanto la Casiopeina lll-Ea in vivo en este modelo tiene efecto citostatico y es
potencialmente genotodxica a altas concentraciones.

Este trabajo cont6 con el apoyo de PAPIIT-DGAPA-UNAM IN-216809.
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