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Resumen

RESUMEN

En los ultimos afios la investigacion de los farmacos antitumorales ha progresado
extraordinariamente. La sintesis de nuevos medicamentos ha sido una herramienta de gran
importancia para dicho avance, lograndose con esto el desarrollo de nuevos farmacos que
constituyen una de las bases para lograr una mayor eficacia en el futuro tratamiento
guimioterapéutico.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal se han desarrollado una serie de compuestos
organicos con diversos fines terapéuticos, todo esto bajo la direccién del Dr. Enrique Angeles
Anguiano. Uno de los compuestos sintetizados en dicho laboratorio es el compuesto LQM 335
gue presenta actividad hipotensora. Pruebas recientes han demostrado que ademas muestra
actividad citotdxica en lineas celular de cancer cervico uterino

Para que dicho compuesto siga su camino hacia la comercializacién o su posible reutilizacién
como tratamiento alternativo para otras enfermedades es necesario realizar diversos ensayos.

Entre esos ensayos se decidié realizar un estudio genético-toxicoldgico al compuesto LQM
335, ademas de observar con esto si dicho compuesto puede presentar un efecto terapéutico
alternativo y ser una posible opcién como tratamiento anticancerigeno.

Para esto se eligid el ensayo de micronucleos en sangre periférica de ratéon CD-1 para evaluar
dichas actividades. Se probaron 3 dosis (5mg/Kg, 10 mg/Kg y 20 mg/Kg), utilizando como
vehiculo DMSO (Dimetilsulfoxido) las cuales fueron administradas via oral, de manera
simultanea se retaron las 3 dosis utilizadas con un mutageno conocido (ifosfamida) para
observar la capacidad antigenotéxica del compuesto.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los ratones a las 0 (basal), 24, 48 y 72 horas
post-administracidn, se realizaron frotis con la sangre obtenida, se tifieron con Giemsa y se
fueron observando en el microscopio a diferentes tamarios.

Los resultados que se obtuvieron demostraron que el LQM 335 a las dosis utilizadas no
causaron genotoxicidad ni citotoxicidad, ya que no presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto al lote control negativo; en los lotes donde se administré el
compuesto mas la ifosfamida se demostré que el LQM 335 si muestra actividad
antigenotdxica, esto al compararlo con el lote control positivo, mostrando también que a las
72 horas las dosis de 20 mg/Kg muestra actividad citotoxica al alterar la relacion de EPC/ENC
con respecto del control negativo.

Con los datos obtenidos se concluyd que el compuesto LQM 335 no es genotdxico bajo los
estandares de la prueba realizada, ademas de que si presenta la capacidad de modular el dafio
genotodxico provisto por la ifosfamida.
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1. CANCER

1.1. Epidemiologia

El cancer actualmente es una de las enfermedades con mayor impacto a nivel mundial,
segln los datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se le atribuyen 7.4
millones de defunciones ocurridas en 2004 posiciondndose como una de las principales causas
de mortandad en el mundo. Se estima que para el 2030 la tasa de mortalidad llegue a
aumentar a 12 millones debida a esta enfermedad (OMS, 2011).

De acuerdo con los datos reportados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) en el 2008 se registraron 71 074 defunciones por algun tipo de cancer de las 539,530
defunciones en general que se reportaron en nuestro pais.

En México el INEGI reportd que en el periodo de 1998 al 2008 el numero de las defunciones
debidas a algun tipo de tumor maligno presentaron un aumento gradual conforme al tiempo.

Tabla 1: Estadisticas Vitales. Registro de las defunciones en los ultimos 10 afios. (Fuente
INEGI, 2008)

Aio Numero Total de Defunciones por | Porcentaje (%)
defunciones en general tumores malignos
1998 444,665 55,235 12.4
1999 443,950 56,400 12.7
2000 437,667 57,784 13.2
2001 443,127 59,011 13.3
2002 459,687 61,417 13.4
2003 472,140 63,067 13.4
2004 473,417 64,336 13.6
2005 495,240 66,646 13.4
2006 494,471 67,274 13.6
2007 514,420 68,815 13.4
2008 539,530 71,074 13.2

De 1998 al 2008 se observa un incremento paulatino ddndose los mayores picos en el 2004 y
2006 aumentando 1.2% con respecto al porcentaje obtenido en 1998. En 10 afios se ha tenido
un aumento notable de decesos debido a esta enfermedad, pasando de 55,235 muertes por
algin tipo de cdncer en el afio 1998, a 71,074 muertes registradas a causa de dicha
enfermedad en el 2008, convirtiéndolo en uno de los principales problemas de salud publica
en nuestro pais.
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1.2. Generalidades

El cancer se define como un grupo complejo de enfermedades que se caracterizan por
una proliferacion irregular de células; este puede resultar progresivamente de diferentes
eventos que ocasionan una inestabilidad genética dando como resultado el crecimiento
descontrolado, la invasion del tejido y/o a la diseminacién a otros érganos dando lugar a la
formacién de posibles metastasis (Nang, 2001). Los diversos procesos invasivos y
metastasicos, aunado a la serie de alteraciones metabdlicas que resultan de la enfermedad,
pueden llegar a producir la muerte en el paciente.

En los ultimos afios, la integridad genética de la poblacién humana se ha visto afectada debido
a la actividad industrial, que provoca la exposicion a diversos agentes quimicos(Zalacain,
2005); existen ademas otros factores que son capaces de afectar la integridad cromosdémica
como lo son estilo de vida, cambios climdticos, polimorfismos genéticos, tratamientos
médicos, entre otros (Dharl, 1996).

1.2.1. Etiologia del cancer

El comportamiento de los diferentes tipos de cancer esta relacionado a multiples
factores como son sexo, edad, raza, predisposicién genética y exposicion a carcinogénicos
ambientales (comida, radiacidén UV, diversos agentes quimicos).

El dafio al genoma puede ocurrir en 3 diferentes etapas:
1.- En la linea germinal: Cada célula producida tras la meiosis trae algun tipo de mutacion.
2.- En las células somaticas: Solo la progenie de la célula origen afectada tiene alteraciones.

3.- En algun punto intermedio: Un cambio en la célula pluripotencial somatica cercana a su
diferenciacidn, afecta a los tejidos que se deriven de éstas (Nang, 2001).

El ADN puede sufrir diversas alteraciones o dafos como mutaciones puntuales, deleciones
(intersticiales o terminales), inserciones, traslocaciones, inversiones y amplificaciones, las
cuales las ultimas cuatro son ejemplos de aberraciones cromosdmicas estructurales (Figura 1).
Muchas de estas alteraciones pueden ocurrir de manera ordenada y secuencial para la
iniciacion y progresién del cancer.
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Figura 1: Mecanismo de formacion de aberraciones cromosdmicas (disponible en

www.cib.uaem.mx)

El origen del cancer es clonal, es decir una célula del tejido presenta cambios
mutacionales a nivel genético que conducen a su inmortalizacion y transformacion, algunos de
los agentes que causan dichos cambios son los mutagenos, los cuales aumentan la frecuencia
de mutacion en los tejidos celulares o en los organismos (ONU, 2005), en la actualidad se han
identificado un gran numero de agentes que representan un grave peligro para la salud
humana. Existen diversas estrategias para atenuar o posiblemente erradicar el problema, uno
de ellos es reducir la exposicion de los mutdgenos como sea posible y el otro es tomar ventaja
de los inhibidores de la mutagénesis con el propdsito final de su eventual aplicacion como
agentes quimiopreventivos.

1.2.2. Prevencion y Tratamiento

El principio terapéutico basico de los tratamientos contra el cancer es curar al paciente
con la menor afectacion estructural y funcional posible; la decisidon sobre lo radical que deba
ser el tratamiento debe considerarse a medida que se reducen las posibilidades de curaciéon
(Rubin, 2003).

Las terapéuticas oncoldgicas actuales (Tabla 2) son multidisciplinarias, con multiples métodos,
solos o combinados, siendo la cirugia el tratamiento que presenta mayor tasa de curaciones
(Avances médicos, 2002).
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Tabla 2: Casos, ventajas y desventajas de los diversos tratamientos. (Fuentes: ‘Rubin, 2003;
2Argiles,1998; 3Avances Médicos 2002.)

Tratamiento
Cirugia

Radioterapia

Quimioterapia

Casos

Tumores solidos o semisdlidos

localizados y sin extension a
oA 1

otros tejidos

a 2. o q . \3

Diagndstico (biopsia)

Tumores y células tumorales con
radiosensibilidad alta o
3

moderada
Neoadyuvante( cirugia o
quimioterapia)3
Terapia simultanea

.. . 11,23
(quimioterapia)
Células tumorales, metastasis’
Neoadyuvante (pre-operatorio)3
-Terapia simultanea
(radioterapia) 123

Ventajas

Efectos paliativos
solucionando complicaciones
causadas por tumores
dolorosos o compresivos.3
Extirpacion total y definitiva
de un tumor localizado y de
su drenaje linfatico regional3
Disminuye los sintomas de los
canceres localmente
avanzados e irresecables o de
sus metastasis’.

Evita sintomas inminentes,
como hemorragias,
obstruccién y perforacion®.
Alta citotoxicidad de células
cancerosas’

Posible eliminacién de
metdstasis subclinicas en el
momento del primer
tratamiento’

Desventajas

-Localizacién anatémica del

tumor puede impedir la

aplicacion de la cirugia.”

-La cirugia depende del

estado general del paciente
2

y de su edad.

Diversos efectos
secundarios: Reacciones
inflamatorias agudas de los
drganos irradiados, disfagia,
diarrea, disnea’

Alta citotoxicidad de células
normales’

Induccién de nuevos
tumores’.

Diversos efectos
secundarios: Nauseas,
vémitos, alopecia, anemia,
indefension frente
afecciones, entre otros’

Actualmente con los tratamientos que existen se alivia a una tercera parte de los

pacientes con medidas locales, esto cuando aun el tumor no ha presentado metastasis
durante dicho tratamiento o antes de su diagndstico (Katzung, 2005). La deteccién temprana
conduce a un posible aumento en el indice de curacién en los pacientes tratados, pero cuando
se presenta metdstasis se necesita de un tratamiento mas sistémico como es la
quimioterapia, utilizada por lo regular en conjunto con cirugia o radiacién, para controlar

efectivamente el cancer.

Los tratamientos quimioterapéuticos actuales son utilizados para curar diferentes

tipos de neoplasias que han sufrido algin tipo de engrosamiento o diseminacidn
microscopica, existiendo un aumento considerable de indice de curacién cuando la
quimioterapia se encuentra combinada con una cirugia al inicio. Desafortunadamente aun hay
muchos tipos de cancer donde el tratamiento de quimioterapia solamente se considera
paliativo, causando una mejoria temporal e incrementando en cierta manera la calidad de

vida del paciente.
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Antes de establecer un tratamiento para el cancer, se debe establecer el objetivo del

tratamiento considerando los siguientes puntos:

>

YV V VvV Vv VYV VYV VY

La etapa (extension) de la enfermedad

Sitios metastdsicos

Tipo histolégico de tumor

Estado funcional de los 6rganos vitales

Estado de nutricién del paciente

Voluntad de aceptar la toxicidad que pueda conllevar el tratamiento
Disponibilidad de Instalaciones médicas

Personal necesario para el tratamiento de cualquier complicacion que pueda ocurrir
durante el tratamiento (Advani et al., 1994).

Identificar y ampliar las opciones de tratamiento para las personas que padecen esta

enfermedad es fundamental para mejorar los resultados y la calidad de vida en el paciente

(Winer et al., 2009). En el 2009 la FDA aprobd una serie de medicamentos para tratar diversos

tipos de neoplasias (Dalkic, 2010) haciendo importantes avances contra esta enfermedad.

Ejemplos de los medicamentos aprobados son:

Céancer de seno: Epirubcin, fluoracilo, pamidronato

Cancer de rifidn: Sunitibib

Leucemia: Meclorotamina, nilotinib, bendamustina
Cancer de pulmon: Nofetumomab, porfirmer, metotrexato
Céancer de testiculo: Ifosfamida, cisplatino, etopdsido
Cancer cérvico: Topotecan

Uno de los grandes problemas que atraviesan los tratamientos quimioterapéuticos es

la resistencia que presentan algunos tumores a dichos medicamentos. Algunos tipos de

tumores muestran una resistencia en la primera exposicion a los medicamentos conociéndose

como resistencia primaria; mientras que otros tumores pueden adquirir una resistencia a lo

largo del tratamiento, lo que se conoce como resistencia adquirida (Katzung, 2005).
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Estas manifestaciones representan un impedimento potencial para el éxito del tratamiento de
la enfermedad por esta razén en la actualidad se busca desarrollar tratamientos especificos a
los diversos tipos de cancer que existen, proporcionando nuevas opciones de terapias menos
téxicas y con muchos menos efectos secundarios aumentando la efectividad terapéutica de
los medicamentos (Nagle et al., 2004).

1.3. Medicamentos anticancerigenos

En las ultimas décadas la investigacion de farmacos anticancerigenos ha progresado en
gran medida conociéndose tanto su espectro de accidn como la posibilidad de integrarlos en
combinaciones terapéuticas con la cirugia, radioterapia o quimioterapia (Cuevas y Santos,
1985).

El desarrollo de compuestos quimioprotectores efectivos, selectivos y no téxicos que
preferentemente protejan a los tejidos sanos de la toxicidad de la quimioterapia, sin que se
evite su accion contra los tejidos que en verdad estén afectados, es el mayor reto en la
investigacion en el tratamiento contra el cancer.

Dichos compuestos quimioprotectores podrian proteger potencialmente el dafio genético,
mutacion, alteracidn al sistema inmune asi como efectos teratogénicos que puedan llegar a
presentarse (Bozica, 2007).

La aprobacién de nuevos medicamentos que presentan dicha actividad, otorga diversos
beneficios, como el de ampliar las opciones de tratamiento para las personas que presenten
esta enfermedad, reducir la recurrencia del cancer después de haber sido tratado (terapia de
mantenimiento), asi como evitar que se dé una resistencia al tratamiento cuando la
enfermedad este en una etapa muy avanzada (Winer et al., 2009).

Existen diversos estudios que han demostrado que medicamentos que han sido aprobados
para el tratamiento de enfermedades no cancerosas y que al reutilizarlos o cambiando su
dosis se ha descubierto que poseen caracteristicas antineopldsicas, siendo ésta una nueva
estrategia de desarrollo de medicina alternativa en contra de esta enfermedad. Actualmente
mas companfias estan explorando la farmacopea para evaluar a los posibles candidatos al
reposicionamiento (Duenas, 2008).

13



Introduccion

1.4. Farmacos Antihipertensivos con actividad antineoplasica

Existen medicamentos con diversos mecanismos de accidon que son eficaces para
reducir la presién sanguinea (Briones, 2009). La reduccién de la presion arterial obtenida con
el tratamiento farmacoldgico ha demostrado que reduce la morbilidad y mortalidad
cardiovascular disminuyendo sus complicaciones. En la actualidad se dispone de un ndimero
extraordinariamente elevado de fdrmacos que por mecanismos diferentes en uno u otro caso
consiguen un buen control de la presion arterial (Diaz y Tlapalamatl, 2008).

Recientemente se propuso un enfoque en el que los medicamentos ya disponibles son
examinados empleando diversos modelos in vitro e in vivo. El descubrimiento de nuevos usos
terapéuticos de medicamentos con una accidon farmacolégica conocida (como la
antihipertension) mejora la capacidad de diversas entidades para desarrollar diversas

opciones de tratamiento para una serie de enfermedades graves (O'Connor y Bryan 2005).

El reposicionamiento normalmente ocurre cuando en un medicamento aprobado se identifica
un efecto secundario en los ensayos clinicos y este a su vez proporciona una nueva indicacién
terapéutica. El proceso de reposicion y, en particular en el campo terapéutico del cancer aun
no estd sistematizado. Aunque este método puede ser eficaz es parcial y limitada a un solo
tipo de droga (Duefias, 2008).

En la Tabla 3 se muestran ejemplos de medicamentos que presentan una actividad
farmacoldgica sobre el corazén y que se ha descubierto que tienen un efecto potencial en
contra del cancer.

Tabla 3: Medicamentos no oncoldgicos, indicacion primaria y efectos antitumorales
(Duenas, 2008)

Medicamento Indicacion Efecto en sitio Efectos Efectos
primaria de accién antitumorales en antitumorales fuera
sitio de accién del sitio de accién
Verapamilo Antihipertensivo, Desacelera el Inhibicion del Bloqueo de Voltaje
antiarritmico, flujos de calcio a crecimiento por la en canales de K+
angina de pecho las células del interferencia de la
musculo liso accion en la protein-
(Antagonista de cinasa C, la
Canales de Ca*’ calmodulina, y la
tipo-L) fosfodiesterasa.
Aumenta la
citotoxicidad cuando
se afiade a la
guimioterapia.
Hidralazina Hipertensidn Desconocido | = —-mememmmmmmemeee- Metilacion del DNA
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Nitroglicerina Enfermedades Vasodilatador y Hipoxia en las células | ~  --—----m-m-m—-
coronarias relajante del tumorales
musculo
liso(GMP)
Digitalis Falla cardiaca Inhibe el Puede inhibir el Inhibicién de glicolisis
transporte activo | crecimiento celular e
del sodioy inducir apoptosis en
potasio (Na+/K+- células cancerosas.
ATPasa)

Diversas oportunidades y estrategias para la identificacion de nuevos productos basados en
los existentes en la farmacopea, estdn siendo impulsadas por diversos factores de este
ambito y utilizando los recursos adecuados se obtendran resultados favorables con los
medicamentos existentes (Carley, 2005). La estrategia general de investigar las nuevas
propiedades terapéuticas que pueda presentar un medicamento, conlleva a una situacidn con

grandes beneficios para los sectores publico y privado, y lo mds importante para los pacientes.

1.5. Captopril

El captopril es un medicamento utilizado en el tratamiento de la hipertensiéon arterial ya que
inhibe la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), provocando una
vasodilatacion en los diferentes tejidos permitiendo una redistribucidon de los flujos locales
(Diaz y Tlapalamatl, 2008).

Diversos ensayos han demostrado que el captopril presenta la capacidad de modular el dafio
genético. En el 2005 Hosseinimehr publicd un trabajo en donde se evalué el efecto
quimiopreventivo del captopril contra el efecto genotdxico inducido por la Ciclofosfamida
(ciff) en células de médula ésea de raton, esto mediante la técnica de micronucleos in vivo,
ellos concluyen que el efecto quimiopreventivo se puede deber a la accién de los iones
sulfhidrilo que contiene el captopril y que tienen una accién antioxidante.

Hosseinimehr y colaboradores en el 2007 evaluaron nuevamente el efecto antigenotdxico del
captopril utilizando esta vez radiaciones gama como agente precursor de genotoxicidad,
concluyendo que su efecto antigenotdxico es debido a que reduce la peroxidacion de los
lipidos inducido por el peréxido de hidrégeno en el higado del ratén.
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2. DESARROLLO DE MEDICAMENTOS

Los farmacos pueden ser considerados como el descubrimiento mas importante del
siglo XX y su descubrimiento se encuentra conectado estrechamente con el desarrollo de las
ciencias experimentales (Avendafio, 2001) y gracias a los avances en los métodos de sintesis,
técnicas instrumentales, asi como el desarrollo de nuevas ciencias (como es la biologia
molecular) se ha tenido una idea mas clara de la estructura de los receptores y en algunos
casos la relacién que existe entre la estructura del farmaco y su actividad biolégica.

El proceso de investigacion y desarrollo de un medicamento es largo y complejo, involucra
grandes costos y pocas posibilidades de éxito. De las muchas moléculas identificadas y
ensayadas muy pocas llegan a comercializarse. La complejidad del proceso es manejada por
una diversidad de disciplinas cientificas que incluye quimicos orgdnicos, bidlogos moleculares,
toxicologos, bioquimicos, farmacologos y cientificos de la computacion (Marovac, 2001)

Actualmente se dispone de una gran cantidad de terapias que se han desarrollado de un
pequefio nimero de prototipos (cabezas de serie), los cuales a través de su busqueda, disefio
asi como de sus modificaciones se ha permitido sintetizar compuestos mas eficaces y con
menos efectos secundarios.

2.1. Quimica farmacéutica

La quimica farmacéutica es una disciplina que tiene como objetivo el desarrollo de
nuevas sustancias utilizables por la medicina para el tratamiento adecuado de diversas
enfermedades, dicha disciplina presenta una serie de pasos que se requieren para desarrollar
un farmaco, pasando por el aislamiento, caracterizacién, sintesis y posterior evaluacién
bioldgica de los compuestos que presenten quimicamente actividad farmacoldgica potencial
(Galbis, 2004).

La mision del quimico farmacéutico es descubrir nuevos farmacos mediante el disefio, la
sintesis y desarrollo de medicamentos que tengan como finalidad la curacidn y/o prevencién
de las enfermedades ya sea de humanos o de animales (Galbis, 2004); sin olvidar también el
estudio de los farmacos que existen actualmente tanto en sus propiedades bioldgicas asi
como la relacién estructura-actividad que presenten en los seres vivos.
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Para que un determinado principio activo pueda comercializarse como medicamento debe de
pasar por una serie de rigurosas pruebas de tipo analitico (composicidon quimica, pureza,
densidad, etc.) y farmaco-toxicoldgicos (actividad, efectos colaterales, actividad carcinogénica
y teratogénica, entre otros).

2.2. Etapas

El proceso que abarca el desarrollo de un medicamento va desde su descubrimiento
hasta su comercializacion (Figura 2).Todo medicamento tiene que demostrar que es seguro y
eficaz, teniendo beneficios superiores a los riesgos que puedan presentar, esto antes de que

fase
) Pre- fase 1 fase 2 fase 3
clinica

Figura 2. Fases en el desarrollo de un medicamento (Tamimi y Ellis, 2009)

sea aprobado.

3
! N

| . S
 Descubrimignto

4

2.2.1. Descubrimiento

Esta etapa consiste en la identificacidn, aislamiento y caracterizacién de una nueva
sustancia con actividad bioldgica que se suele denominar cabeza de serie (Galbis, 2004).
Diversos modelos se han encontrado como consecuencia del estudio de la actividad bioldgica
de productos naturales en organismos vivos, del descubrimiento accidental de una actividad
en compuestos de sintesis, del descubrimiento de efectos inesperados en la aplicacidon
terapéutica de farmacos conocidos (Avendafio, 2001).
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2.2.2. Estudios pre-clinicos

Los estudios pre-clinicos se realizan en animales y modelos fisiologicos en el
laboratorio, analizando las propiedades fisico-quimicas y el comportamiento del compuesto
in vivo e in vitro. Las moléculas ensayadas en esta fase evallan diferentes propiedades como
es la estabilidad, niveles plasmaticos, tisulares y propiedades farmacocinéticas (Marovac,
2001).

Durante esta fase se realizan ensayos toxicoldgicos, genotdxicos (ver cap. 3; pag 19)
carcinogénicos y teratogénicas al fdrmaco a través de pruebas in vitro é in vivo en animales de
laboratorio.

Las pruebas mdas comunes utilizadas in vitro que son utilizadas en los estudios de rutina a un
compuesto determinado son el ensayo de mutacion de genes en bacterias y el ensayo de daio
cromosdmico en cultivos celulares de roedores. Por parte de las pruebas in vivo el dafio
cromosdomico es medido en células de médula dsea de ratones o ratas con la prueba de
micronucleos.

Los resultados de las pruebas genotoxicoldgicas en combinacién con los datos obtenidos de la
toxicidad aguda y subcrdnica en animales se utilizan como base para aprobar los ensayos pre-
clinicos de farmacos candidatos identificando rapidamente a los mutdgenos y sacarlos del
proyecto de desarrollo (Custer y Sweder, 2008).

Por lo general la FDA (Agencia reguladora de Alimentos y Medicamentos) pide como minimo
que el farmaco en las pruebas pre-clinicas cumpla con lo siguiente (Quiminet, 2006):

1.-Presentacion de un perfil farmacolégico.

2.-Determinacion de la toxicidad aguda del farmaco, en al menos en dos especies distintas de
animales.

3.- Realizacién de estudios de toxicidad a corto plazo

Una vez que todas las pruebas pre-clinicas hechas al compuesto hayan cumplido con los
criterios minimos de seleccién, éste es nominado para su progresion a las evaluacion clinica
(Tamimi y Ellis, 2009).
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2.2.3. Estudios clinicos

Las fases clinicas en el desarrollo de medicamentos son (Marovac, 2001):

Fase I: Se evalla la seguridad, tolerabilidad, farmacocinética y farmacodinamia del
compuesto administrado en voluntarios sanos; en esta etapa también se definen las rutas de
administracidon (via oral, intravenosa, intramuscular, etc.). Generalmente son realizados en
hospitales o unidades de investigacidn especializadas

Fase II: En esta etapa se utilizan voluntarios que presenten la enfermedad para:

e Observar la eficacia del medicamento a través de la relacion dosis-respuesta
e Definir la dosis minima efectiva y la dosis maxima tolerada
e Determinar los efectos adversos

Fase lll: Los estudios en esta fase se realizan en una poblacién mds general y estan disefiados
para recolectar evidencia adicional sobre efectividad en indicaciones especificas y con una
definicion mas precisa de los efectos adversos que llegase a presentar el medicamento
evaluando su potencial riesgo-beneficio. Sélo 2 de cada 3 compuestos aprueban esta fase
final.

Existe una cuarta fase donde la evaluacién de la seguridad del nuevo medicamento va mas alla
de la aprobacidn inicial, ya que el farmaco debe de seguir un monitoreo post-comercializacion
para registrar posibles efectos adversos (Tamimi y Ellis, 2009), interacciones medicamentosas,
los derivados de usos prolongados y los factores de riesgo adicionales no conocidos.

3. GENETICA TOXICOLOGICA

La genética toxicoldgica es el estudio de las sustancias que puede causar algun dafio al
ADN vy a los cromosomas de las células. Este dafio es usualmente medido como mutaciones,
aberraciones cromosémicas o interferencias con la reparacién de danos (Barow y Malkin,
1992). La evaluaciéon de seguridad de sustancias con respecto a su genotoxicidad, son
generalmente basados en la combinacidon de pruebas que se utilizan para evaluar los dafios
que pueda causar en el material genético y puede ser medido directamente 6 mediante
pruebas in vitro o in vivo.
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Los estudios de la genética toxicolégica han dado lugar a una bateria de pruebas
disefiadas para identificar los quimicos mutagénicos y caracterizar sus efectos sobre los
mecanismos genéticos y el consiguiente riesgo para los organismos (Palajda, 1985). Esto se
logra a través de la induccién de mutaciones en las células germinales que puedan afectar la
reproduccidn o que resulte en enfermedades genéticas en futuras generaciones y en el papel
gue juegan las mutaciones en las células somaticas en la iniciacién y progresion del cancer
(Barow y Malkin, 1994).

Actualmente existen un numero extenso de pruebas in vitro e in vivo que han sido
desarrolladas con el fin de estudiar los efectos que los compuestos y las radiaciones puedan
presentar sobre el ADN y los cromosomas.

3.1. Usos

Los ensayos de genética toxicoldgica son utilizados para:

= Monitorear agentes que puedan desarrollar un potencial carcinogénico.

= Dar prioridad a los agentes que necesiten pruebas adicionales.

= Caracterizar el espectro de efectos genéticos que se pueden producir por compuestos
especificos.

= Ayudar en la interpretacion de los resultados de las pruebas para toxicidad y
carcinogenicidad (Barow y Malkin, 1994).

Los estudios de genética toxicoldgica son usados rutinariamente como ensayos toxicoldgicos
iniciales en el desarrollo de medicamentos.

3.2. Bateria de pruebas de genotoxicidad

La bateria de pruebas generalmente incluye lo siguiente (Eastmond et al., 2009):

a) Prueba de mutaciones génica en bacterias (ensayo de mutacidon bacterial inversa
[AMES]): la Organizacién para la Cooperacion Econdémica y Desarrollo (OECD)
recomienda el uso de al menos cinco cepas de bacterias:

a. Salmonella typhimurium TA1535.

b. S. typhimurium TA1537 0 TA97 o TA97a.

c. S.typhimurium TA9S.

d. S. typhimurium TA100.

e. Escherichia coli \WP2 o E. coli WP2uvrA o S. typhimurium TA102.
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b) Ensayos in vitro en mamiferos e in vivo: Los ensayos in vitro se utilizan para evaluar el
potencial de una sustancia de inducir puntos de mutaciones, clastogenicidad,
aneugenicidad, mediante la utilizacién de lineas celulares de mamiferos o en cultivos
celulares de humanos como los fibroblastos o linfocitos; en cambio los ensayos in vivo
son usados para la evaluar de dosis respuesta, diferencias entre especies o en la
determinacién del modo de accidn.

Las pruebas mds utilizadas para los ensayos de genotoxicidad in vitro e in vivo son el ensayo
cometa, el intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y el ensayo de micronucleos.

Ensayo Cometa: Consiste en el analisis de células individuales que son lisadas y se someten a
una electroforesis, para asi lograr que los fragmentos de cromosomas corran hacia el anodo y
se revelen como la cola de un cometa (Ferreiro et al., 2001).

Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH): Prueba en la que se determina la frecuencia de
intercambios que puede ocurrir entre cromatidas hermanas debido a alguna ruptura de las
cadenas de ADN por accion de algin mutageno, seguida por un intercambio de ADN
duplex completo (CRIOS, 2008). Para su identificacidn se utiliza una tincién diferencial con 5-
BrdU que permite al investigador distinguirlos intercambios producidos en ambas
cromatidas.

Micronucleos: Ver cap.4; pag 23.

El uso de cada una de estas pruebas debe evaluarse con base a los riesgos que puedan
presentarse, la eleccion de las pruebas in vivo deben estar guiadas por el espectro de eventos
genotoxicos observados en los estudios in vitro asi como con el conocimiento de la
biodisponibilidad, distribuciéon, metabolismo y 6rgano blanco especifico de la sustancia que se
esté evaluando (Eastmond et al., 2009).
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Figura 3: Ensayo cometa a) in vitro' y b) in vivo®, e ICH c) in vivo® y d) in vitro* ( 'NPG, 2010;
2Custer, 2008; 3Colegio de Medicina de Chicago, 2011 ; 4Laboratorio-521, FES-Cuautitlan, 2010)
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4.- Micronucleos

Los Micronucleos (MN) son pequefios cuerpos de cromatina que aparecen en el
citoplasma por la condensacién de fragmentos de cromosomas acéntricos que se forman a
partir de una ruptura o por cromosomas completos que han sufrido un rezago anafasico
durante la division celular (Zaizuhana, 2006 y Dominguez, 2005). En hematologia son
conocidos como cuerpos de Howe-Jolly y no se deben de confundir con érganos de Heinz 6
Heinz Erlich que son resultado de la lesion oxidativa y la precipitacion de la hemoglobina
(Gopala y Krishna, 2000). La formacidon de microntcleos puede ocurrir en cualquier célula en
divisiéon, obtenidas de tejidos de diversos organismos tales como mamiferos, plantas, ranas,
aves y peces segun sea el objeto del estudio (Ahmad y Saleh, 2010).

4.1 Antecedentes Histdricos

Los micronucleos asociados a algun tipo de dafio cromosémico fueron observados hace
muchos afios, menciondandose con frecuencia en los primeros estudios realizados a la
radiacion. En 1959 Evans y colaboradores utilizaron la frecuencia de micronudcleos en células
de Vicia faba para medir el dafio citogenético provocado por neutrones rapidos y rayos gama
en presencia y ausencia de oxigeno.

Schroeder entre 1966-1970 recomendd el uso de frotis provenientes de la medulas ésea para
detectar dafios in vivo causados por mutagenos quimicos; demostrando la aparicién de
micronucleos en las células de dicho tejido causadas por algun dafio citogenético.

Alrededor de 1970 Schmid, Heddle y diversos colaboradores realizaron una serie de ensayos
qgue se utilizarian para definir los pardmetros que servirian como indicadores del dafio
citogenético producido en la médula ésea in vivo (Heddle et al., 1983); demostrando con esto
que la incidencia de Eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) provenientes de la
médula ésea era un indice muy util para evaluar el dafio en los cromosomas. Gracias a esto se
condujo al desarrollo del ensayo de MN in vivo basado en la identificacion de EPCMN de la
médula ésea del ratdn.

En la actualidad diversas instituciones encargadas de supervisar a los agentes que pueden
causar un dafo cromosdmico potencial, han establecido la prueba de micronucleos in vivo
como uno de los ensayos en la bateria de pruebas de la genética toxicolégica (Tweats et al.,
2007) ya que su uso sirve para observar y evaluar el posible dafio genético que pueda
provocar algin compuesto.
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4.2- Fundamento de la prueba

La prueba se basa en la formacidon de fragmentos de cromatina ocasionados por la
accién de un agente, ya sea por la ruptura de cromosomas o por alguna disfuncién en la
magquinaria mitdtica que ocasiona que los cromosomas no migren hacia los polos y no se
incorporen al nucleo de la célula durante la division (Figura 4), dando como resultado la
formacién de uno o mas ntcleos pequefios en el citoplasma de las células hijas (Miller, 1973).

La utilizacién de dicho ensayo nos ayuda a evaluar el riesgo de genotoxicidad, permitiendo
considerar los factores del metabolismo in vivo, farmacocinética y los procesos de reparacién
de ADN, siendo de utilidad también en la investigacion de mas de un efecto mutagénico

detectado por una prueba in vitro de genotoxicidad.

Sangre periférica

S O
>@-On 0% %, 00

Clastégeno

” EPCMN ENCMN
.’ T @@ 0g0e © ¢C0 ©
@ 0800 000°

Erltroblasto . O O O @ O O
Aneugeno .‘.’. Micronucleo Centrico O .O . O G O .
EPC ENC

Medula 6sea

Micronucleo Acentrico

Figura 4. Mecanismo de formacion de microntcleos en medula ésea inducidos por la accién
de un clastdégeno o un anetgeno (Hayashi, 2005).

Los EPC son células que recientemente han sido objeto de mitosis y sintesis de ADN son un
poco mayores que los eritrocitos normocromicos (ENC) y proceden de normoblastos que
pierden su nucleo antes que la hemoglobinizacién del protoplasma sea completa.

Por lo tanto, es facil distinguir por el color y tamafio de otras células contenidas en la laminilla
(Figura 7). Estas caracteristicas son importantes para establecer los incrementos y la
incidencia de micronucleos que resulten del dafio provocado ocurrido durante el tiempo de
tratamiento.
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Para que las células puedan ser tefidas claramente se deben someter a una tincién supravital
o extenderse en un frotis para después teiiirse. Existen colorantes especificos con el material
genético (naranja de acridina o Hoechst 33258 mas pironina-Y) que presentan la ventaja de
poder eliminar los artefactos que pueden aparecer cuando se utilizan colorantes no
especificos con el ADN, esta ventaja no se opone al uso de colorantes usados
convencionalmente (Giemsa, por ejemplo). La coloracion azulada que presentan estas células
al teiiirse es debida a la presencia de ARN en el momento de su diapédesis hacia la circulacion
y por la falta de aproximadamente 20% del contenido final de hemoglobina, por lo que aun
conservan parte del aparato ribosdmico para terminar la sintesis y constituir de esta manera
una célula madura (Dominguez, 2005).

Los EPC al madurar pierden su ARN transformandose eritrocitos maduros (Eritrocitos
Normocrdémicos) los cuales al tefiirlos con Giemsa presentan un color naranja-rosado debido a
la acidofilia que presenta.

4.3- Ventajas y desventajas

El incremento en el uso del ensayo de MN a través del tiempo se debe principalmente
a las ventajas que proporciona siendo las principales, la rapidez y simplicidad; sin embargo
existen otras ventajas que cabe destacar. Los micronucleos se pueden observar durante todo
el ciclo celular y el nimero de células utilizadas puede ser ilimitado; el pardmetro que se esta
midiendo es facilmente reconocible e incluso por personal que tenga poca experiencia en este
ensayo; no se necesita un cariotipo favorable; los MN formados durante la divisién celular
persisten durante la proxima interfase, conduciendo a que el tiempo de muestreo sea menos
critico; no se necesita usar otro agente quimico que no sea el que esta siendo sometido a
prueba, y el nimero de micronucleos que se pueda generar espontaneamente es bajo y
relativamente uniforme entre las especies

La principal limitacién en el uso de dicha prueba es que no se pueden identificar los agentes
que causan aberraciones cromosdmicas debido a que implican una reorganizaciéon (como una
traslocacion o una inversion) en las cuales no se ha reportado que exista un rezago anafasico 6
rupturas en los cromosomas, por lo tanto no presentan un fragmento cromosdmico que
pueda ser detectado.
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4.4- Ensayo in vivo

El ensayo de microndcleos in vivo estd considerado como un ensayo practico y util para
evaluar la inestabilidad genética inducida por agentes genotdxicos.

La médula 6sea y la sangre periférica se utilizan rutinariamente en esta prueba, ya que se ha
demostrado que los eritrocitos policromaticos (EPC) que se pueden obtener de estos tejidos
muestran una sensibilidad adecuada para detectar agentes que provocan dafios
cromosdmicos, ademas son muy abundantes, facilmente reconocibles y su incidencia de MN
es baja (OECD, 1997; y Heddle et al., 1983)

Se recomienda el uso de ratas o ratones si se utiliza médula ésea y cuando se emplea sangre
periférica los ratones son altamente aconsejable, aunque se puede utilizar cualquier otra
especie en la que se haya demostrado la incapacidad del bazo para eliminar los eritrocitos
policromdaticos micronucleados (OECD, 1997).

Si se utiliza médula dsea se sacrifican los animales. Se extrae la médula ésea de la tibia o el
fémur se preparan vy se tifie de acuerdo a los convenios, si se utiliza sangre periférica se toma
la muestra de la vena caudal o de cualquier otro vaso (Dominguez, 2005).

Este ensayo puede efectuarse de dos maneras cuando la muestra es de sangre periférica: se
toma a dos diferentes tiempos a las 48 y 72 h después de la Unica administracién (ensayo
agudo), 6 se toma una muestra entre las 36 y 48 h posteriores a la Ultima de las 2 o mas dosis
administradas (ensayo crénico) (Hayashi et al., 1994). Durante el tratamiento crénico los MN
inducidos en los ENC se acumulan en niveles significativos en la sangre periférica de estos
ratones.

En los ratones los EPC que contienen MN (Figura 8) aparecen por primera vez en la sangre
periférica alrededor de 24 h después de su aparicion en la médula dsea. Debido a esto el
ensayo agudo de un tratamiento quimico se puede realizar utilizando EPC de sangre
periférica, asi como de médula dsea (Mavournin et al., 1990).
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4.4.1- Eritropoyesis

En los ratones adultos la médula 6sea y el bazo son érganos hematopoyéticos, en los
cuales se encuentran las células madre encargadas de la eritropoyesis para la formacion y
maduracién de los eritrocitos.

Durante la proliferacién, los proeritroblastos localizados en los érganos hematopoyéticos se
comienzan a diferenciar dando lugar a eritroblastos, los cuales se comienzan a dividir. En la
etapa de division un agente de prueba administrado puede causar dafios a los cromosomas,
ya sea actuando como un clastégeno causando una ruptura en los cromosomas 0 como un
aneugeno interfiriendo en la maquinaria necesaria para la disyuncidén dando como resultado
un rezago anafasico (Figura 5).

En el proceso de maduracion el eritroblasto se transforma en un eritrocito joven (EPC) donde
su nucleo principal es expulsado (aproximadamente 6 h), teniendo como caracteristica rastros
ARN. Los EPC con el tiempo pierden el ARN transformandose en eritrocitos maduros (ENC).
Mds tarde los ENC se mueven al compartimiento de la sangre periférica a través de la
diapédesis, donde persisten en circulacion alrededor de un mes. Debido a que la eritropoyesis
es un proceso que estd en constante produccién, hay una progresion continua de eritroblastos
gue pasan a EPC terminando en ENC (Mavorunin et al., 1990).
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Figura 5. a) Proceso de eritropoyesis in vivo, b) mecanismo de formacién de micronticleos.
(Gopala y Makoto, 2000).
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4.4.2- Parametros que evalua

La frecuencia de eritrocitos inmaduros micronucleados (EPCMN) constituye el principal
punto de referencia para determinar la genotoxicidad y la proporciéon de EPC es tomado para
observar la citotoxicidad el cual ayuda a demostrar el objetivo al cual esta expuesta la célula
durante la exposicidn al quimico en la prueba (Gopala y Makoto, 2000).

Para determinar la genotoxicidad se establece la cantidad de eritrocitos inmaduros
micronucleados en un minimo de 2000 eritrocitos inmaduros por animal (Dominguez, 2005).
Cuando se estan analizando las laminillas, se debe tomar en cuenta que la proporcién de
EPCMN con respecto al total de eritrocitos no debe ser menor al 20% del valor del control. La
respuesta a la prueba puede ser considerada positiva si la frecuencia de eritrocitos
micronucleados en cualquier tratamiento muestra incrementos estadisticamente significativos
(Hayashi et al., 1994).

Para evaluar la citotoxicidad se debe de obtener el porcentaje de EPC con respecto al total de
eritrocitos contados (ENC), se debe contabilizar como minimo 1000 eritrocitos por animal,
esto en el ensayo realizado en sangre periférica y no menos de 200 eritrocitos por animal en el
caso de médula dsea.

Los eritrocitos maduros (ENC) se consideran una poblacidon aceptable para ser analizadas
cuando la exposicion al agente sea de una duracidn superior a las 4 semanas, que es
aproximadamente la duracién de vida del eritrocito (Mavournin, 1990).

4.5- Nuevas pruebas

En los afios siguientes se han propuesto una serie de modificaciones para mejorar
dicho ensayo obteniendo una alta eficiencia en la deteccion de MN. Dichas mejoras incluyen
la automatizacion del proceso de deteccion (citometria de flujo), la evaluacién de la técnica en
diversos tejidos y la utilizacidon en conjunto con otras pruebas (ensayo cometa) para obtener
resultados mas confiables.
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o Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método que es capaz de distinguir entre varias poblaciones
celulares diferentes, ofreciendo informacién simultdnea de varios parametros de cada una de
las células analizadas; su fundamento se basa en hacer pasar una suspensién de particulas
(generalmente células) alineadas y de una en una por delante de un haz de laser focalizado
(Cytognos, 2001).

Recientemente los métodos de citometria de flujo se han desarrollado para marcar eritrocitos
micronucleados (Kissling et al., 2007) elevando el nimero de células evaluadas hasta 10,000
eritrocitos totales y las proporciones de EPC, ENC, EPCMN y ENCMN puede ser cuantificada
dependiendo del propdsito de el estudio.

La automatizacién de métodos para la deteccidn de alteraciones genéticas a través del andlisis
de un gran ndmero de células relevantes, aumenta la sensibilidad de la prueba ademas de
proporcionar informacion adicional conllevando con esto a la mejora del ensayo.

e Diversos Tejidos

El ensayo de MN en células de sangre periférica o médula ésea, es bastante simple y
altamente sensible, sin embargo esta sensibilidad se puede ver limitada por la capacidad que
presente el agente de prueba para alcanzar el tejido diana. Debido a esto se ha desarrollado
una serie de ensayos de micronucleos utilizando tejidos diferentes a los antes mencionados
(Hayashi et al, 2000):

*Higado *Espermatides
*Piel *Pulmon
*Bazo *Epitelio del colon

e Ensayo cometa

Existen recientes modificaciones a las normatividades que siguen las pruebas de
genotoxicidad, proponiendo el uso de 2 pruebas in vivo como es el ensayo de MN en conjunto
con el ensayo cometa como complementario de una prueba positiva.

La combinacién de la prueba de micronucleos en conjunto con el ensayo cometa, tenderia
mejorar las capacidad para detectar el potencial genotdxico que presente una sustancia sin la
necesidad de requerir animales adicionales.
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La ventaja de la utilizacidon de estos 2 ensayos es que se pueden utilizar tanto en pruebas in
vitro como in vivo, gracias a esta flexibilidad, el ensayo cometa in vivo puede ser incorporado
o afadido dentro de las baterias de pruebas para proveer datos de blancos de drganos sin el
gasto adicional de tiempo y recursos requeridos por un estudio independiente (Vasquez,
2010).
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Hipétesis

Si el compuesto LQM 335 presenta propiedades antigenotoxicas, es decir evita que
ocurran dafos en el material genético causados por una ruptura a nivel cromosémico o por la
accion de un aneugeno, entonces se observard una disminucién de la formacion de
micronucleos previamente inducidos por la accidon de un mutdgeno conocido (ifosfamida), en
eritrocitos de sangre periférica de ratones CD1.
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Objetivo

Evaluar la actividad antigenotdxica del compuesto piperidinico LQM 335, mediante el ensayo

de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica en ratones machos CD1.

Objetivos particulares

e Determinar la actividad genotdxica que presenta el compuesto LQM 335 a diferentes
dosis (5, 10 y 20 mg/kg), usando el ensayo de micronucleos en ratones machos CD1,

para determinar la frecuencia de EPCMN.

e Determinar si el compuesto LOQM 335 posee una capacidad antigenotdxica mediante
el ensayo de micronucleos in vivo, retdndolo con un mutageno conocido como la

ifosfamida, para su posible uso como anticancerigeno.

e Administrar diferentes dosis del compuesto LQM 335 a ratones para observar la
capacidad citotoxica mediante el conteo de 1000 EPC determinando con esto la

relacion de EPC/ENC.
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Materiales y Métodos

Balanza para animales
Portaobjetos
Bebederos

Jaulas

Microscopio dptico
Contador de piano
Vasos coplin

Pinzas

Balanza digital
Vasos de pp
Espatula

Jeringas

Reactivos

Compuesto LQM 335

Dimetilsulféxido (DMSO)

Ifosfamida (IFF)
Metanol absoluto
Giemsa

Etanol al 70%

Amortiguador de fosfatos (pH=6.8)

Aceite de inmersion

Agua destilada neutra
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Material biolégico

El ensayo se realizd con ratones macho de la cepa CD1 de un peso aproximado de
25+5gr donados por el bioterio de la FES lztacala, los cuales tuvieron acceso libre a agua y
alimento durante todo el ensayo.

Preparacion del compuesto

El compuesto LQM 335 empleado en este ensayo fue disefiado, sintetizado vy
proporcionado por el Dr. Enrique Angeles Anguiano jefe del laboratorio de quimica medicinal
de la FES-Cuautitlan C-1.

El compuesto se presenta en forma de cristales blanquecinos los cuales fueron disueltos en un
volumen de 0.4 ml de DMSO (el cual se utilizo como vehiculo para su administracion).

Pesado, marcaje y distribucion

Los ratones macho cepa CD1 se pesaron, marcaron y se distribuyeron en 9 lotes de 4
ratones cada uno y el tratamiento correspondiente a cada lote fue el siguiente de acuerdo a la
tabla 4.

Tabla 4: Distribucién y administracion de los lotes

Lotes Solucion Administrada
1 (Control Negativo) Solucion Salina
2 (Control Positivo) 60mg/kg IFF°
3 (Vehiculo) 0.4 ml DMSO*
4 (Concentracion 1) 5mg/kg LQM 335"
5 (Concentracion 2) 10 mg/kg LOM 335"
6 (Concentracion 3) 20 mg/kg LQM 335"
7 (Reto 1) 5mg/kg LQM 335" + 60 mg/kg IFF
8 (Reto 2) 10 mg/kg LQM 335" + 60mg/kg IFF
9 (Reto 3) 20 mg/kg LQM 335" + 60 mg/kg IFF

Via de administracion.: orall; intraperitoneal2
Toma de muestra y Frotis

Se realizd un corte en la porcidén terminal de la cola del ratdn, se obtuvo una gota de
sangre periférica la cual se deposité en un portaobjetos limpio y previamente desgrasado (a).
Con otro portaobjetos colocado en un angulo de 45° (b) se realizé la extensién de la muestra
de sangre(c y d); esto se realizé antes de administrar a los ratones (tp o basal) y a las 24, 48 y
72 h post-administracion.
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Figura 6. Frotis sanguineo. Imagen obtenida del Manual de pricticas de genética clinica

Tincién
Obtenidas las laminillas se procedid a secarlas al aire; una vez secas las laminillas se fijaron en

metanol absoluto aproximadamente por 3 minutos y se dejaron secar.

Pasado dicho tiempo las laminillas se sumergieron en un vaso coplin con colorante Giemsa
(preparado con 5 ml de Giemsa, 5 ml de amortiguador de fosfatos y 40 ml de agua destilada
neutra) durante 12-14 minutos dependiendo del grosor del frotis.

Observacion al microscopio

Se utilizo un microscopio 6éptico, del cual se cuido que el objetivo de inmersién 100x estuviera
en buenas condiciones. Se contaron a ciegas 1000 ENC y 1000 EPC, al igual que se observaron
los micronlcleos para obtener el indice de genotoxicidad (EPCMN/EPC) y su indice de
citotoxicidad (EPC/ENC).
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RESULTADOS

En la tabla 5 y gréfica 1 se muestra la frecuencia de la relacion de EPC/ENC en
sangre periférica de ratén durante el ensayo que se realizé para determinar la
genotoxicidad.

En el tiempo O (to) el lote control negativo y los lotes con los que se experimento se
encuentra en un rango que va de los 55 a los 67 EPC sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, indicando que los animales se encontraban en
las mismas condiciones antes del ensayo.

Tabla 5: Promedios (x) de EPC/ENC en 1000 eritrocitos * d.e. (desviacién estandar) obtenidos a
diferentes tiempos y concentraciones en el ensayo de genotoxicidad.

Lotes Oh 24h 48 h 72 h
¥+ d.e. % £ d.e. % £ d.e. % £ d.e.
Negativo(-) 63+341 49 + 4,55 50+ 3.78 46 £ 2.63
Ifosfamida(+) 55+75 41+ 457 29+ 2.63 32+1.83
DMSO 67 = 5.56 57+ 34 46 + 3.74 50+ 6.16
C1: 5mg/Kg(LQM) | 69+ 3.56 52+7.6 42 +8.33 49 £ 2.74
c2: (11?in\:1%/ Kg 65+6.29 = 49+4.24 48+183 | 42+126

A las 24 h todos los lotes se comportaron de una manera homogénea, se observa una
disminucién en la frecuencia de EPCs a las 48 y 72 h donde solo se administré la ifosfamida,
presentando diferencias estadisticamente significativas al compararse con el control negativo.

Con respecto a las dosis utilizadas del compuesto LQM 335 en la grafica 1 se muestra que
ninguna mostrod diferencias estadisticamente significativas con respecto al indice de EPC en
comparaciéon con el grupo control negativo al compararse entre ellos, obteniéndose
resultados similares alo largo de los 3 tiempos evaluados.
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M CONTROL -
W CONTROL +
m DMSO
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W C2:10mg/kg
m C3:20mg/kg
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Grafica 1: Frecuencia de la relaciéon de EPC/ENC en 1000 eritrocitos en el estudio antigenotédxico del
compuesto piperidinico LQM 335 a diferentes concentraciones. Las lineas representan la desviacion
estandar.

En la gréfica 2 y tabla 6 se muestran los resultados de la relacion entre EPC/ENC para
determinar la antigenotoxicidad del compuesto LQM 335 al retarlo con un mutageno
conocido como es la ifosfamida

Tabla 6: Promedios (x) de EPC/ENC en 1000 eritrocitos t d.e. (desviacién estandar) obtenidos en el
ensayo de antigenotoxicidad

Lotes Oh 24 h 48 h 72 h
x £ d.e. x £ d.e. ¥ £ d.e. ¥ £ d.e.
Negativo(-) 63+ 3.41 49 £ 4.55 50+ 3.78 46 + 2.63

Ifosfamida(+) 55+75 41+ 457 29+ 263 32+1.83

DMSO 67+556 | 57+ 34 | 46374 | 50:6.16
RLIFFALOM | 51365 | 51£933 | 474877 | 44189
(5 mg/Kg)

lg(:)“::;/'}?gl‘)" 594707 | 43+68 | 46665 @ 37+263
f(‘g’g';f;/'i?g 51+9 | 40+817 | 38+499 | 36+4.79
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En los lotes en los cuales se administré el compuesto a diferentes concentraciones mas la
ifosfamida (reto) se observa que no presentan datos estadisticamente significativos al
compararse con el lote negativo en sus respectivos tiempos.

El efecto citotdxico inducido por la ifosfamida se observd a partir de las 24 h, sin embargo el
efecto citotdxico con mds diferencias estadisticamente significativas se presento a las 48 h
tomando como referencia al control negativo de este ensayo.

80

W CONTROL-
B CONTROL +
B DMSO

ERL:IFF+LOM
335(5mg/kg)

W RZ2:IFF+LOM
335(10mg/kg)

W R3:IFF+LOM
335(20mg/kg)

0 24 48 72
HORAS

Grafica 2: Frecuencia de la relacién de EPC/ENC en 1000 eritrocitos en el estudio antigenotéxico del
compuesto piperidinico LQM 335 a diferentes concentraciones mas la administracion de IFF (reto). Las
lineas representan la desviacion estandar.

En la Tabla 7 y grafica 3 se muestra la frecuencia de EPCMN en sangre periférica de ratén CD1
en el ensayo de genotoxicidad. A tiempo O se observa que el lote control (-) y los lotes con los
grupos experimentales tienen un nimero de EPCMN homogéneo que va en un rango de O a
0.5 los cuales estan dentro del nimero de MN basales reportados para los ratones macho CD1
(Calderén y Ramirez, 1992).
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Tabla 7: Promedios () de EPCMN en 1000 eritrocitos * d.e. (desviacidon estandar) obtenidos a
diferentes tiempos y concentracion en el ensayo de genotoxicidad.

Lotes Oh 24 h 48 h 72 h
x £d.e. x £ d.e. x£d.e. x£d.e.
Negativo(-) 051 0x0 0x0 1+141
Ifosfamida(+) 0.25+0.5 00 8.25+0.96 2.5+0.58
DMSO 0.25+0.5 0.25+0.5 1.75+1.71 0.75+0.96
C1: 5 mg/Kg(LQM) 0+0 0+0 0.4+ 0.55 0.4+0.89
C2:10 mg/Kg 0+0 0+0 1.25+1.26 0.5+ 0.58
(LQM)
C3:20 mg/Kg 0+0 0+0 0x0 0.4+ 0.55
(LQM)

El numero de micronucleos inducidos por la ifosfamida mostré diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control (-), a las 24 y 48 h después de la administracion del
compuesto; el dafio genotdxico mds alto fue registrado a las 48 h con un promedio de 8.25
EPCMN.

En el lote donde solo se administré el vehiculo (DMSO) no presenté diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control negativo durante todo el ensayo, al
igual gue no se observé ninguna diferencia con los demas lotes.

En la gréfica 3 al comparar el lote control negativo con los lotes donde sdlo se administrd el
compuesto LQM 335, no se observd un incremento en la frecuencia de MN, tanto en las tres
dosis que se administraron como en los diferentes tiempos en que se tomaron las muestras.
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Grafica 3: Frecuencia de EPCMN encontrados en 1000 EPC en el estudio genotdxico del compuesto

piperidinico LQM 335 a diferentes concentraciones. Las lineas representan la desviacion estandar.

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de antigenotoxicidad en

donde se administré ifosfamida como reto junto con el LQM 335 a sus diferentes

concentraciones. Como se puede apreciar en la gréfica 4 no se presentaron diferencias

estadisticamente significativas en el indice de EPCMN al compararse entre ellos.

Tabla 8: Promedios (y) de EPCMN en 1000 eritrocitos * d.e. (desviacion estandar) obtenidos en el

ensayo de antigenotoxicidad.

Lotes

Negativo(-)
Ifosfamida(+)
DMSO

R1:IFF+LQM
(5 mg/Kg)
R2:IFF+LQM
(10 mg/Kg)
R3:IFF+LQM
(20 mg/Kg)

Oh
x £d.e.
051
0.25+0.5
0.25+0.5

0+0

24h
x£d.e.

0+0
0+0
0.25+0.5

0x0
0.75+0.96

0.25+0.5

48 h
x£d.e.

0+0
8.25+0.96
1.75+1.71

0.75+0.96
05%1

1.75+1.26

72 h
x£d.e.

1+141
2.5+0.58
0.75 +0.96
0.25+0.5

0+0

0.75+£0.5
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A las 48 y 72 h se observa en la gréfica 4 que los lotes donde fueron administradas las tres

diferentes dosis de LQM 335 que fueron retadas con la IFF producen un claro efecto inhibidor

en los EPCMN inducidos por el mutageno.

=
o

EPCMN

=
1

HORAS

48

72

B CONTROL-
W CONTROL+
mDMSO

ERL:IFF+LOM
335(5mg/kg)

W R2:IFF+LOM
335(10mg/kg)

W R3:IFF+LOM
335(20mg/kg)

Grafica 4: Frecuencia de EPCMN encontrados en 1000 EPC en el estudio antigenotdxico del compuesto

piperidinico LQM 335 a diferentes concentraciones mas la administracion de IFF(reto). Las lineas

representan la desviacion estandar.
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Figura 7. 1) Eritrocito Policromatico (EPC), 2) Eritrocito Normocrémico (ENC)

Figura 8. 1) Eritrocito Policromatico Micronucleado (EPCMN), Eritrocito Normocrémico (ENC)
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Discusion

El cdncer en nuestros dias es considerado como una de las principales causas de
mortalidad, ya que ocupa el segundo lugar como causa de decesos en nuestro pais, debido a
esto se han propuesto diversas alternativas que han conllevado al desarrollo de tratamientos
terapéuticos o quimiopreventivos efectivos en contra del cancer (Kellof et al, 2005).

El desarrollo de dichos tratamientos (terapéuticos y quimiopreventivos) han mostrado un gran
panorama de posibilidades para llegar a resultados satisfactorios, obteniéndose nuevas
terapias (ya sea solas o combinadas) que han demostrado ser efectivas y tener menos efectos
téxicos para el paciente.

Una de las propuestas para el desarrollo de las nuevas terapias en contra del cancer es la
reutilizacion de medicamentos de los cuales su accién farmacoldgica es conocida, pero que al
utilizarse durante tiempo prolongado o al experimentarse en diversos ensayos demuestra
cierta capacidad antineoplasica.

Un ejemplo conocido es la utilizacion de medicamentos los cuales su accion farmacoldgica
radica en la regulacidon del sistema cardiovascular, como son los antihipertensivos que
mediante una serie de pruebas demuestran capacidad antineopldsica.

En el 2009 Briones y Mondragon evaluaron la capacidad hipotensora y vasodilatadora
(respectivamente) de diversos compuestos LQM que fueron sintetizados en el Laboratorio de
Quimica Medicinal reportando que el compuesto LQM 335 presentaba efecto terapéutico
como antihipertensivo y vasodilatador al probarlo en un modelo de rata Wistar in vitro;
debido a esto se ha procedido a realizar los estudios de genotoxicidad correspondientes que
forman parte de los ensayos preclinicos que debe tener un nuevo compuesto para que su
posterior uso sea seguro y efectivo.

El grupo de investigacion de la Dra. Cynthia Ordaz Pichardo comprobd que el LQM 335
presentaba un efecto anticancerigeno al evaluarlo en lineas celulares tumorales que fueron
tratadas con dicho compuesto; debido a estos antecedentes previos se decidié evaluar la
actividad antigenotdxica del compuesto LQM 335 a diferentes dosis mediante la técnica de
micronucleos en sangre periférica de ratones CD1 usando como agente precursor de
genotoxicidad a la ifosfamida a una concentracion de 60 mg/Kg de peso.

Los resultados del ensayo de genotoxicidad evaluados por la técnica de MN en sangre
periférica en ratones CD1 demostraron que la frecuencia de EPCMN a diferentes dosis de
nuestro compuesto (5,10 y 20 mg/Kg) no muestra diferencias estadisticamente significativas
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con respecto al lote control negativo, como se puede apreciar en la grafica 3, el nimero de
micronucleos del control negativo como en los grupos experimentales se mantuvo dentro de
un intervalo de 1 a 3 MN (Tabla 7), siendo éstos los valores normales de la cepa utilizada
(Dominguez, 2005). Lo que sugiere que el compuesto no es genotéxico a estas
concentraciones y evaluado bajo la técnica de microndcleos.

El compuesto LQM 335 se solubilizé con DMSO, ya que es un solvente eficiente para
compuestos insolubles en agua debido a sus propiedades fisicoquimicas (es una molécula
anfipatica con dominio altamente polar y dos grupos apolares) y ha sido utilizado para
diversos usos en el laboratorio asi como vehiculo para diversas terapias farmacéuticas (Nuno,
2003).

En un boletin de Gaylord Chemical en el 2007 se reporté que el DMSO presenté un aumento
significativo en el nimero de células aberrantes en ratas que fueron administradas por via
intraperitoneal, sin embargo frotis de medula dsea de primates que recibieron dosis orales no
mostraron efectos mutagénicos en dichas células. La evidencia de los estudios de Salmonella'y
otros datos toxicolégicos demuestran que el DMSO no es mutagénico y puede ser
ampliamente utilizado como solvente en los ensayos de mutagénesis.

Karlsson en 1991 reportdé que el DMSO no produce genotoxicidad ni citotoxicidad a una
concentracién de 0.1 ml/ 20 g de peso, esto debido a que en su ensayo no se reporto un
aumento en el nimero de micronucleos ni se alterd la frecuencia de la relacion EPC/ENC.

En nuestra investigacion, el ligero aumento que se observo en el lote del DMSO no presenté
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo, sin embargo esta
accién por parte del DMSO se puede atribuir a que en ciertas cantidades llega a actuar como
iniciador de la diferenciacion celular de eritrocitos (Zhi-Wu y Quiin, 1991), ya que llega a
afectar la permeabilidad de las células cambiando la concentracidn de calcio citoplasmatico el
cual se cree ayuda a la diferenciacién celular de este tipo de células.

Como control positivo se eligid a la ifosfamida, debido a que en nuestro grupo de trabajo este
mutageno se ha utilizado ampliamente y se tiene ya establecido el nimero de MN que
produce. La ifosfamida es un agente alquilante antineopldsico que es un andlogo estructural
de la ciclofosfamida siendo diferentes sélo en la posicion de un grupo tricloroetil que ha sido
sintéticamente cambiado, esta modificacion explica la diferencia en las propiedades
terapéuticas de ambos compuestos donde después de la activacion metabdlica, los
metabolitos activos de la ifosfamida (4-hidroxi-ifosfamida y aldoifosfamida) alquilan o se unen
a muchas estructuras moleculares intracelulares, incluyendo acidos nucléicos. La accion
citotoxica se debe principalmente tanto al enlace cruzado de cadenas de ADN y ARN ya sea en
una o ambas hebras, como a la inhibicién de la sintesis de proteinas. (Florez, 2005), por todas
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estas razones se decidid utilizar a la ifosfamida como un agente precursor de genotoxicidad
para evaluar el efecto antigenotéxico del compuesto ensayado.

En nuestros resultados se observa que la ifosfamida produce un efecto genotdxico a partir de
las 48 h en donde la induccion maxima fue de 8.25 MN en EPCs. Esto concuerda con lo
reportado por Rocha en el 2008, realizé el ensayo MN en sangre periférica utilizando ratones cepa
CD1 para determinar el efecto genotdxico del compuesto LQM 319 utilizando como control
positivo la ifosfamida para dicho ensayo, donde se observa un incremento en el nimero de
EPCMN a las 48 h post-administracién.

Wolf y Luepke en 1997, determinaron el efecto genotdxico in vivo de la ifosfamida en MN de
sangre periférica de embriones gallinas observandose un aumento de MN casi imperceptible a
las 24 h post-administracion seguida de una elevacién maxima a las 48 h MN.

La formacion de MN observada con el lote tratado con ifosfamida, estd de acuerdo con la
cinética que se espera para una exposicidon aguda; para este tipo de exposicion, se considera
que el nivel mas alto de MN depende del equilibrio entre la produccién y la eliminacién de las
células dafiadas.

Durante el ensayo, la ifosfamida también presento efectos citotdxicos suprimiendo hasta
cierto punto la produccion de las células jévenes, siendo perceptible dichos efectos. A las 48 y
72 h en el lote donde se administro el agente genotodxico. Esta observacién concuerda con lo
reportado por Alvarez-Gonzalez y colaboradores en el 2001, los cuales utilizaron a la
ifosfamida como mutageno en un ensayo de micronucleos in vivo, reportando una
disminucidén en la frecuencia de EPC/ENC en el lote de ifosfamida.

Con respecto al ensayo antigenotdxico, el compuesto LQM 335 a las diferentes dosis (5, 10y
20 mg/kg) redujo significativamente el nimero de MN inducidos por la ifosfamida (8.5 MN),
mostrando un efecto antigenotdxico en los lotes donde se administraron dichas
concentraciones.

Los resultados demuestran que a las 48 y 72 horas las tres dosis presentan diferencias
estadisticamente significativas al compararlas con el lote donde solo se administro la
ifosfamida como se observa en la grafica 4. Las tres dosis presentaron un efecto protector
manteniendo el nimero de MN de esta cepa en condiciones basales durante todo el ensayo.

Se observa que a las 72 horas el lote donde se administrd la dosis de 20 mg/Kg ademas de
presentar un efecto antigenotdxico, muestra una ligera disminucion en el nimero de EPC/ENC
al compararlo con el lote negativo(grafica 6), esto concuerda con lo reportado por Dominguez
en el 2005, la cual utilizé el ensayo de MN en sangre periférica de ratén para determinar la
actividad genotodxica del acido 6-nnonadecil salicilico, donde se observo un efecto citotéxico a
las 72 h post-administracion, debido a que ambos compuestos pueden estar ejerciendo un
efecto citostatico, ya que para poder observar EPCMN las células se tienen que dividir y por
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tanto al observarse una disminucién en la relacién de EPC/ENC nos indica una posible
supresion de la eritropoyesis.

Debido a que aln no se ha establecido cual sea el mecanismo de accién del compuesto, no es
posible determinar con exactitud cémo se estd modulando el daiio genotdxico inducido por la
ifosfamida.

Recordemos que el LQM 335 es un compuesto que presentd una accidén antihipertensiva, lo
cual puede ayudar a reducir la mortalidad de personas que sufren de problemas
cardiovasculares, y que mediante diversos ensayos se le atribuyeron posibles propiedades
anticancerigenas, esta clase de descubrimientos ha permitido mejorar la capacidad de
desarrollar una alternativa para nuevos tratamientos (O’Connor y Bryan 2005).

En el 2005 Hosseinimehr y Karami en un ensayo de MN utilizaron un antihipertensivo de
efecto conocido (Captopril) y lo retaron frente a un genotdxico (Ciclofosfamida) reportando
qgue el antihipertensivo presentaba efectos protectores modulando el impacto genotdxico,
este mismo autor junto con otros colaboradores en el 2007 reafirmd la accidn antigenotodxica
del antihipertensivo retdndolo esta vez con radiaciones gama en un ensayo de micronucleos
obteniendo resultados similares.

Debido a la naturaleza de las moléculas de ambos compuestos (captopril y LOQM 335) no se
pueden tomar como similares los efectos que presente uno y otro, pero se puede considerar y
tomar como antecedente la estrategia de tomar un medicamento antihipertensivo e
investigar las nuevas propiedades terapéuticas que pueda presentar, trayendo consigo
tratamientos posiblemente menos téxicos y mas eficaces para el paciente.

El resultado de este ensayo pone de manifiesto que el compuesto LQM 335 no es genotdxico,
y si demuestra ser antigenotdxico a una concentracion de 5, 10 y 20 mg/Kg perfilandolo como
una posible propuesta quimiopreventiva. Es de vital importancia realizar los ensayos
adicionales para que se pueda considerar como un dptimo candidato para las pruebas clinicas,
para su posterior comercializacion y uso, asi como su posible uso como tratamiento
coadyuvante en contra el cancer.
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Conclusiones

El compuesto LQM 335 a las dosis de 5, 10 y 20 mg/Kg no incremento el nimero de EPCMN en
el ensayo de micronucleos en sangre periférica de ratdn, lo que indica que el compuesto no es
genotoxico.

Al retar al compuesto LQM 335 a la dosis establecidas (5, 10 y 20 mg/Kg) con un mutageno
(ifosfamida) se mostro una disminucidn en la frecuencia de EPCMN, demostrando que el LOM
335 si presenta capacidad antigenotodxica.

A las dosis de 5, 10 mg/Kg del LQM 335 no se observa una variacion en la relacién EPC/ENC
durante el ensayo, comprobando con esto que el compuesto no es citotdxico a las dosis
empleadas.

A las 72 horas se observé un ligero decremento donde se reto a la dosis de 20 mg/Kg,
indicando que el compuesto a esta concentracion y dicho tiempo es citotdxico.
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