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RESUMEN

El cancer no es una enfermedad unica; mas bien es un grupo heterogéneo de
trastornos caracterizados por la presencia de células que no responden a los controles
normales de la division. Las células cancerosas se dividen rapida y continuamente, por
lo que crean tumores que desplazan a las células normales y finalmente privan a los
tejidos sanos de sus nutrientes.

Los compuestos del Laboratorio de Quimica Medicinal, serie 700’s (LQM 700’s),
pertenecen a los compuestos CAPA, que son analogos amidicos del éster feniletilico
del acido caféico (CAPE). Se han utilizado lineas celulares de cancer de mama, cérvix y
prostata para evaluar la citotoxicidad de dichos compuestos, asi como estudios de
genotoxicidad en linfocitos humanos y en un modelo modificado de hepatocito se ha
demostrado que poseen actividad quimioprotectora.

Como parte de los estudios preclinicos que permiten perfilar a los compuestos de la
serie LQM 700’s, en estudios previos se evalud su capacidad antigenotdxica en un
modelo in vivo utilizando el ensayo de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa),
obteniendo como resultado que dichos compuestos ejercen su efecto antigenotéxico en
una dosis de 20 mg/kg y por el comportamiento observado en dichos estudios, es
posible perfilarlos como farmacos quimioprotectores.

Con los estudios mencionados, se despert6 el interés por realizar otros ensayos que
caractericen mejor su actividad quimioprotectora, asi como la evaluaciéon de parametros
de toxicidad en un periodo subcrénico de exposicion en modelos animales de
experimentacion in vivo, como la actividad genotdoxica y citotdxica que pudieran
provocar, ya que de esto dependera el posible uso de los compuestos de la serie LQM
700’'s como anticancerigenos. Una evaluacion toxicolégica completa significa que la
toxicidad del compuesto debe ser probada mediante diversos ensayos: unos cortos,
para detectar la toxicidad general sobre el animal de experimentacién; y otros
prolongados, para comprobar toxicidades especificas después de una exposicion
continuada durante un largo periodo de vida de los animales.

Para evaluar la actividad genotodxica y citotoxica de LQM 731, 738 y 755 se utilizé el
ensayo de micronucleos en sangre periférica de ratones cepa CD1. El roedor es la
especie mas utilizada para los estudios preclinicos de cualquier compuesto de nueva
sintesis al que se le realizara la determinacién de toxicidad o efecto toxico sobre el
material hereditario.

El ensayo de micronucleos es simple y de analisis rapido, ademas de que los
micronucleos pueden ser observados durante todo el ciclo celular y el numero de
células contables es relativamente ilimitado. Los micronucleos son fragmentos
intracitoplasmaticos de cromatina que se encuentran separados del nucleo principal y
que se forma a partir de la ruptura de fragmentos cromosdémicos acéntricos o por
aquellos cromosomas que sufren un rezago anafasico, lo cual se traduce en la
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aparicion de un pequefo nucleo en células anucleadas como los eritrocitos o bien, en el
citoplasma de nucleadas como linfocitos o espermatogonias. El ensayo in vivo de
micronucleos en mamiferos esta indicado para evaluar el riesgo mutagénico, ya que
permite tomar en consideracion factores del metabolismo, de la farmacocinética y de los
procesos de reparacion del ADN. Los ensayos in vivo también resultan utiles para
profundizar en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro.

El ensayo de micronucleos se llevd a cabo durante 6 semanas, administrando los
compuestos en una dosis de 15 mg/kg de peso una vez por semana. Los ratones se
distribuyeron en 4 lotes, un lote control al que se le administro sélo el vehiculo y los tres
restantes para cada compuesto a evaluar. Se tomé muestra de sangre periférica de la
cola de los ratones 24, 48 y 72 hrs. después de la primera administracion y 48 hrs.
después de las administraciones restantes. El efecto genotdxico se obtuvo del promedio
del conteo de 2000 EPCs por ratén, identificando cuantos de estos poseian MN. El
efecto citotoxico se obtuvo del promedio de la relacion EPC/ENC en un total de 2000
células contadas por raton. El analisis estadistico de los resultados se realizé con las
pruebas de ANOVA y las de comparaciones multiples de Tukey con un p<0.05 en el
programa GraphPad Instat version 3.1.

Con los resultados de este estudio a través del ensayo de micronucleos se concluyé
que los tres compuestos evaluados no presentan actividad citotdxica tanto en el estudio
de tiempo agudo como de tiempo subcronico. EI compuesto LQM 731 fue el que mas
actividad genotoxica presentd durante las 6 semanas de administracion. EI compuesto
LQM 738 fue el que menos actividad genotoxica presentd de los tres compuestos
evaluados. El compuesto LQM 755 solo presenté actividad genotdxica en el tiempo
subcronico de administraciéon después de la tercera semana. La actividad genotoxica
que presentaron los tres compuestos es menor a la que presenta un agente clastdégeno
como MMC. De los tres compuestos el que podria perfilarse como mejor farmaco
quimioprotector es el LQM 738 por presentar la menor genotoxicidad.
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MARCO TEORICO

1. Cancer

Cancer es un término que se usa para enfermedades en las que células anormales se
dividen sin control y pueden invadir otros tejidos. Las células cancerosas pueden
diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema sanguineo y por el sistema linfatico
(Instituto Nacional del Cancer EE. UU., 2014).

El cancer no es una enfermedad uUnica, mas bien es un grupo heterogéneo de
trastornos caracterizados por la presencia de células que no responden a los controles
normales de la division. Las células cancerosas se dividen rapida y continuamente, por
lo que crean tumores que desplazan a las células normales y finalmente privan a los
tejidos sanos de sus nutrientes (Pierce, 2009).

El cancer es una enfermedad multifactorial que puede aparecer en diversos 6rganos,
pero con una caracteristica comun, la mayoria de los tumores surgen debido a que las
células que les dan origen albergan una o mas mutaciones genéticas que les permiten
proliferar fuera de su crecimiento normal y sin las restricciones que obedecen células
normales (Garrett, 2001).

1.1 Ciclo celular y origen del cancer

El cancer es considerado frecuentemente como una enfermedad del ciclo celular. La
pérdida de regulaciéon del ciclo celular es una de las alteraciones mas frecuentes
durante el desarrollo de un tumor. La progresion del ciclo celular es un proceso
altamente ordenado y regulado que envuelve multiples puntos de control (checkpoints)
que evaluan las sefiales de crecimiento, el tamafno de la célula y la integridad del ADN.
Cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y ciclinas, son reguladores positivos o
aceleradores que inducen la progresion del ciclo celular; por otra parte, inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CKls) actuan para detener la progresion del ciclo
celular en respuesta a sefales regulatorias como importantes reguladores negativos. El
cancer se origina por la expresion anormal o activacién de reguladores positivos y la
supresion de la funcidn de reguladores negativos (Park & Lee, 2002).

1.1.1 Estrategia general del ciclo celular

La division celular consiste en dos procesos consecutivos, principalmente
caracterizados por la replicacién del ADN y la segregacién de cromosomas replicados
en células separadas. La division celular esta dividida en dos etapas: mitosis (M), el
proceso de division nuclear; e interfase, el interludio entre dos fases M. Las etapas de la
mitosis son: profase, metafase, anafase y telofase. Bajo el microscopio, la célula en
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interfase simplemente tiene un aumento en su tamafno, pero diferentes técnicas han
revelado que en la interfase se tienen tres etapas: G1, S y G2. La replicaciéon del ADN
ocurre en la fase S, la cual es precedida por una etapa llamada G1 en la cual la célula
se prepara para la sintesis de ADN y a la que le sigue una etapa llamada Gz, en la que
la célula se prepara para la mitosis. Células en G1 pueden entrar en una etapa de
quiescencia llamada Go antes de la replicacion del ADN. Las células en GO no crecen ni
proliferan (Vermeulen et al., 2003).

Figura 1. Las etapas del ciclo celular
Fuente: Vermeulen et al., 2003

1.1.2 Control de la progresion del ciclo celular

El corazén del aparato regulatorio durante la progresion del ciclo celular es una familia
de enzimas llamadas cinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Las formas activas de
las CDKs son un complejo de al menos dos proteinas, una cinasa y una ciclina (Tabla
1). El ciclo celular se determina por la activacion o inactivacion a través de la
fosforilacién de proteinas, que resulta en la activacion de CDKs en la primera etapa
(Figura 1) (Park & Lee, 2002). Los niveles de las CDKs permanecen estables durante el
ciclo celular, en contraste con sus proteinas activadoras. La concentracion de ciclinas
aumenta y disminuye durante el ciclo celular y asi es como activan periédicamente a
sus CDKs. Los tres tipos de ciclina D (1, 2 y 3) se unen a CDK4 y CDKG6, formando
complejos que son esenciales para iniciar la fase G1. La ciclina D no es expresada
periddicamente, sino que es sintetizada cuando existe estimulacién por factores de
crecimiento. La ciclina E asociada con CDK2 regula la progresién de fase G1 a S. La
ciclina A se une a CDK2 y su complejo es requerido durante la fase S. Al final de la fase
G2 e inicio de la mitosis, el complejo de ciclina A con CDK1 promueve el inicio de la
mitosis. Mas adelante, la mitosis sera regulada por el complejo ciclina B-CDK1
(Vermeulen et al., 2003).
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Tabla 1. Complejos de Ciclina-CDK activados en puntos especificos del ciclo celular
CDK Ciclina Fase de actividad en el ciclo celular |

CDK4 Ciclina D1, D2, D3 Fase G

CDK®6 Ciclina D1, D2, D3 Fase G1

CDK2 Ciclina E Transicion G1/S
CDK2 Ciclina A Fase S

CDK1 Ciclina A Transicion G2/M
CDK1 Ciclina B Mitosis

CDK7 Ciclina H CAK, todas las fases

Fuente: Vermeulen, et al. (2003) The cell cycle: a review of regulation, deregulation and therapeutic
targets in cancer. Cell Prolif. Jun;36(3):131-49. Review.

La transicion de las células de una etapa del ciclo celular a otra es altamente
regulada por controles que actuan en la transcripcion de genes de ciclinas, la
degradacion de ciclinas y la modificacion de subunidades de cinasas por fosforilacion.
Circuitos de retroalimentacion positivos y negativos también contribuyen a la progresion
del ciclo celular. La actividad de CDKs es regulada positivamente por la asociacion con
ciclinas y por su fosforilacion a través de cinasas activadoras de CDKs (CAK). La
inhibicion de la fosforilaciéon de CDK1 esta mediada por dos cinasas especificas: Weel y
MYT1. Esta inhibicion se suspende con CDC25, lo cual provoca el inicio de la mitosis.
Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKIs) regulan negativamente la
actividad de las CDKs. Existen dos tipos de CKls como se muestra en la Tabla 2. Los
cuatro miembros de la familia INK4: INK4 (p16), INK4B (p15), INK4AC (p18) y INK4D
(p19); que ejercen su actividad inhibitoria a través de su unién con CDK4 y CDK®, y
previniendo su asociaciéon con ciclinas tipo D. Los tres miembros de la familia CIP/KIP,
CIP1 (p21), KIP1 (p27) y KIP2 (p57), forman complejos heterodiméricos con CDKs de la
transicion G1/S. CIP1 es uno de los efectores de p53, un supresor de tumores que es
importante en el punto de control de dafio a ADN (Park & Lee, 2002).

Tabla 2. Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKI

Familia CKI Funcién Miembros

p15 (INK4b)
Familia INK4 Inactivacion de CDKs de Gi p16 (INK4a)
(CDK4, CDKB6) p18 (INK4c)
p19 (INK4d)
Inactivacion de complejos ciclina- p21 (Wafl, Cip1)
Familia CIP/KIP CDK en G1 y de complejo ciclina p27 (Cip2)
B-CDK1 p57 (Kip2)

Fuente: Vermeulen, et al. (2003) The cell cycle: a review of regulation, deregulation and therapeutic
targets in cancer. Cell Prolif. Jun;36(3):131-49. Review.
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1.1.3 Checkpoints del ciclo celular

Anteriormente, se describié la maquinaria molecular que maneja la progresion del ciclo
celular a través de los CDKs, asi es posible entender como funcionan los checkpoints
del ciclo celular y su relaciéon con el cancer. De esta manera, se vuelve claro que
existen genes que participan en dichos puntos de control, que son blancos frecuentes
de alteraciones genéticas en el cancer.

Fase Gi. Fase critica donde las sefales extracelulares positivas y negativas estan
integradas en la regulacion de la progresion del ciclo. Si la célula no recibe las senales
correctas, no puede pasar el punto de restriccién y se quedara en estado quiescente de
Go. A nivel molecular, las cinasas dependientes de ciclina D actuan como integradores
de sefales extracelulares (Garrett, 2001). Algunas alteraciones genéticas en esta fase,
que tienen la habilidad de causar la activacion de las cinasas dependientes de ciclina D
provocando la inapropiada fosforilacion de pRb, perdiendo la regulacion del punto de
restriccion son las siguientes:

- La expresién de la ciclina D1 puede estar inducida por la sefalizaciéon de Ras y PI3
cinasa, promoviendo la progresion de G1. Por tanto, la cinasa dependiente de ciclina D,
sus reguladores y pRb son puntos de control para la progresion de G1y se encuentran
sumamente ligados con el cancer. Los genes Ras, el gen PIK3CA que codifica para la
subunidad p110a de la PI3 cinasa y el gen supresor de tumores PTEN que actua como
una lipido fosfatasa que revierte la reaccién de la PI3 cinasa, han mostrado mutaciones
en el cancer.

- Cinasas dependientes de ciclina D, sus reguladores, asi como el gen que codifica a
pRb (RB) son blancos del cancer, muchos tumores contienen alteraciones genéticas en
algunos de estos genes.

- Al gen BCL1 que codifica para la ciclina D1, se le hallé6 una translocacion t(11:14) en
células de linfoma. Amplificacién en el locus 11913 también ha sido identificada en
numerosos tipos de cancer.

- El gen supresor de tumores CDKN2 que codifica para la proteina p16 ha tenido
delecion, mutacion o se ha visto silenciada su expresién en multiples tipos de cancer.

- Amplificacién de CDK4, con bajos niveles de la proteina p27 se han encontrado en
cancer de colon y de mama (Garrett, 2001).

Transicion Gi/S. La respuesta de una célula normal a un dafo en el ADN es la
activacion de vias celulares que inducen al arresto del ciclo celular en la transicion G1/S.
Dos eventos celulares han sido identificados como puntos de control, uno de ellos es la
degradacion de la ciclina D1. Esto lleva a la liberacién de p21 para inhibir a CDK2; el
otro, es el incremento de la inhibiciéon en la fosforilacion de CDK2 que lleva a la
degradacion de la fosfatasa Cdc25A, la cual es inducida por una cinasa conocida como
Chk1. El mantenimiento del control en la transicion G1/S depende del producto de un
gen supresor de tumor llamado TP53. Este gen se encuentra mutado o borrado en mas
de la mitad de los casos de cancer. El producto de este gen es conocido como p53 o
“Guardian del Genoma”. Su funcion es recibir sefiales de estrés (incluyendo dafio al
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ADN) que causan la activacion y acumulacién de la proteina p53 en la célula, lo cual
induce la expresion de genes que pueden arrestar el ciclo celular y llevar a la apoptosis.
Un miembro de la familia CIP/KIP, p21, es inducido, éste se une al complejo CDK2-
ciclina E causando el arresto de la transicion de G1/S (Garrett, 2001).

Fase S. Tras la exposicién a agentes que dafian el ADN el rango de sintesis de ADN
disminuye pero no lo detiene, para poder completar la reparacion a éste. Cinco
proteinas han sido relacionadas con este punto de control: la protein cinasa ATM,
NBS1, una proteina reparadora de ruptura de doble cadena de ADN que se encuentra
mutada en el sindrome de Nijmegen (NBS), Mre11 que se encuentra mutada en el
desorden AT y Rad50. Estas se encuentran en un complejo que puede acarrear ADN
dependiente de ATP desenrollado, proceso requerido para su reparacion (Garett, 2001).

Transicién G2/M. Los puntos de control que actian en la transicion G1/S también
actuan aqui pero ahora tienen como objetivo el complejo CDK1/ciclina B, que es
requerido para la transicién de G2 a mitosis. El punto de control consiste en mantener al
complejo en estado inactivo. La ruta por la que esto se obtiene es inhibiendo la
fosforilaciéon de la CDK1. Esto se logra por el bloqueo de la funcidén de la fosfatasa
Cdc25C. ATM tiene un rol, mediar la fosforilacidon y activaciéon de Chk1 y Chk2. Estas
cinasas pueden fosforilar a Cdc25 y promover su asociacién con proteinas 14-3-3. Esto
lleva al secuestro de Cdc25C en el citoplasma, donde no puede desfosforilar al
complejo CDK1/ciclina B. De igual manera, p53 regula el punto de control al inducir p21,
que se une al complejo y lo inhibe en el nucleo (Garrett, 2001).
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1.1.4 Muerte celular programada

La muerte celular programada incluye la apoptosis, autofagia y necrosis programada y
se distinguen por sus diferencias morfologicas. En sus tres formas la muerte celular
programada es capaz de modificar el destino de células de tumores malignos,
permitiendo o no la iniciacion y/o progresion del cancer (Ouyang et al., 2012).

La apoptosis es el mecanismo de muerte celular tipo | y es el principal tipo de muerte
celular que se produce cuando el dafo del ADN es irreparable y es considerado el mas
importante. La autofagia, tipo Il, es un proceso catabdlico evolutivamente conservado
que comienza con la formacion de autofagosomas, estructuras de doble membrana que
rodean macromoléculas y organulos citoplasmaticos, destinados al reciclaje, siendo
éste un mecanismo en pro de la supervivencia, crucial en la homeostasis celular,
requerida durante periodos de inanicion o estrés por privacion del factor de crecimiento.
La necrosis programada, tipo lll, consiste en la inflamacion de células, la disfuncion de
organelos y la lisis celular (Ouyang et al., 2012).

La apoptosis es el mecanismo mediante el cual las células son eliminadas de los tejidos
de manera ordenada como parte del mantenimiento normal o durante el desarrollo. Este
proceso muestra caracteristicas morfolégicas y bioquimica especificas: las células
tienen la cromatina condensada, el nucleo en fragmentacion y la membrana plasmatica
vesiculosa, formaciéon de ampollas en la membrana dinamica y la pérdida de adhesion a
las células vecinas o a la matriz extracelular, la célula se contrae y se rompe en
fragmentos delimitados por la membrana denominados cuerpos apoptoticos. Los
cambios bioquimicos incluyen escision de ADN cromosomico en fragmentos
internucleosomales, externalizacion de fosfatidilserina y un nuamero de divisiones de
sustrato intercelulares por protedlisis especifica (Martinez, 2014).

Una via apoptética conservada consta de tres componentes principales: proteinas
reguladoras, proteinas adaptadoras y proteinas efectoras denominadas caspasas. Las
dos rutas principales para la apoptosis son la via extrinseca (via del receptor de muerte)
y la via intrinseca (mitocondrial). Ambas implican la activacion de caspasas que
conduce a la escision de multiples sustratos intercelulares (Lodish, 2005; Martinez,
2014).

Las proteinas reguladoras proapoptéticas estimulan la activacidén de las caspasas y los
reguladores antiapoptoticos suprimen la activacion. Las interacciones directas entre las
proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas conducen a la muerte celular en ausencia de
factores tréficos. La unién de factores tréficos extracelulares puede desencadenar
cambios en estas interacciones, lo que da como resultado la supervivencia celular. La
familia Bcl-2 contiene proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas, ambas son proteinas
de membrana de paso unico y estan involucradas en las interacciones entre proteinas,
estas pueden controlar la liberacion del citocromo c de las mitocondrias y desencadenar
la muerte celular. La union de sefales extracelulares o de muerte, como el factor de
necrosis tumoral y el Fas ligando a sus receptores, activa una proteina asociada FADD
que desencadena la cascada de caspasas que conducen a la muerte celular (Lodish,
2005).
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1.2 El cancer como enfermedad genética
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Fuente: Pierce, 2009

Dentro de los cambios genéticos que se presentan en el cancer, en las células
tumorales existen dos tipos de inestabilidad genética en distintos niveles: la
inestabilidad observada a nivel de nucledtido que resulta en sustituciones, deleciones o
inserciones de pocos nucledtidos y la inestabilidad observada a nivel cromosémico que
resulta en pérdida o ganancia de un cromosoma completo o sélo de sus brazos largos
(Lengauer, 1998).

La incidencia de ciertos tumores se incrementa con la edad, lo cual indica la existencia
de eventos a nivel molecular que son irreversibles. Estos eventos estan constituidos por
mutaciones somaticas que se acumulan a un ritmo mayor que en células sanas, es
decir, presentan un “fenotipo mutador”. La acumulacién de las mutaciones son el origen
del desarrollo del cancer, ya que el fenotipo mutador puede alterar los mecanismos de
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control del ciclo celular, resistencia a apoptosis, reparacion del ADN, o aumento en las
frecuencias de errores en la replicacion atribuibles a la ADN polimerasa. En promedio,
se requieren entre 5 y 7 mutaciones en diferentes genes para que se desarrolle un
tumor invasivo capaz de formar metastasis (Paniagua, 2010).

Los genes que se han identificado hasta hoy han sido ordenados en dos amplias
categorias, dependiendo de sus funciones normales en las células (Martinez, 2014).
Las alteraciones en protooncogenes y genes supresores de tumores son el origen de la
mayoria de los tumores que afectan a los humanos (Paniagua, 2010).

Aunque los oncogenes, los genes supresores de tumores, 0 ambos son necesarios
para producir el cancer, las mutaciones de los genes reparadores del ADN pueden
aumentar las probabilidades de adquirir mutaciones en ellos (Pierce, 2009).

1.2.1 Protooncogenes

Un gen estimulador del ciclo celular puede transformarse en hiperactivo o activarse en
un momento inadecuado; en general, las mutaciones de los genes estimuladores son
dominantes porque suele ser suficiente una mutacion en una sola copia del gen para
producir su efecto (Figura 4). Los genes estimuladores de accion dominante que
causan cancer se denominan oncogenes (Pierce, 2009). Dichos genes, en su forma
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Figura 4. Mutacion en oncogenes
Fuente: Pierce, 2009

Al menos cuatro mecanismos pueden producir oncogenes:

e Mutaciones puntuales (es decir, cambio en un uUnico par de bases) en un
protooncogen que deriva en un producto proteico activo en forma constitutiva.
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e Translocacion cromosomica que fusiona dos genes juntos para producir un gen
hibrido que codifica una proteina quimérica cuya actividad, a diferencia de las de
las proteinas progenitoras, a menudo es constitutiva.

e Translocacion cromosomica que ubica un gen regulador del crecimiento bajo el
control de un promotor diferente que causa la expresion inadecuada del gen.

e Amplificacién (es decir, la replicacion anormal de ADN) de un segmento de ADN
que incluye un protooncogen, de manera que existan numerosas copias, 10 que
conduce a una sobreproduccion de la proteina codificada (Lodish, 2005).

Un oncogen formado por cualquiera de los primeros dos mecanismos codifica una
oncoproteina que difiere de la proteina normal codificada por el protooncogen
correspondiente. Los otros dos mecanismos generan oncogenes cuyos productos
proteicos son idénticos a las proteinas normales; su efecto oncogénico se debe a la
produccion en niveles superiores a los normales o en células donde normalmente no se
producen (Lodish, 2005).

Se han identificado protooncogenes que codifican proteinas muy diversas (Tabla 3):

e Factores estimuladores del crecimiento celular

e Receptores de factores de crecimiento de hormonas

e Proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccion de
sefales

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

e Proteinas responsables de la activacion directa del ciclo celular o de la inhibicion
de apoptosis (Dominguez, 2008).

Tabla 3. Algunos oncogenes bien caracterizados y sus funciones
Oncogen Localizacion Funcién

Reguladores de transcripcién nuclear

jun Nucleo Factor de transcripcion

fos Nucleo Factor de transcripcion

erbA Nucleo Miembro familia de receptores de esteroides
Transductores de senales intracelulares

abl Citoplasma Proteina tirosin cinasa

raf Citoplasma Proteina tirosin cinasa

gsp Citoplasma Subunidad alfa de proteina G

ras Citoplasma Proteina de unién GTP/GDP
Mitégeno

sis Extracelular Factor de crecimiento

Receptores mitogénicos

erbB Membrana celular Receptor tirosin cinasa

fms Membrana celular Receptor tirosin cinasa

Inhibidor de apoptosis

bcl2 Citoplasma Inhibidor de la cascada de caspasas

Fuente: Griffiths, A. (2005) Introduction to genetic analysis. New York, U.S.A.: Freeman and Company.
11



Maria Gutiérrez Sanchez Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

1.2.2 Genes supresores de tumores
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Se reconocen cinco clases amplias de proteinas codificadas por genes supresores de
tumores:

e Proteinas intracelulares que regulan o inhiben la progresion a través de un
estadio especifico del ciclo celular, por ejemplo, p16 y Rb.

o Receptores o transductores de sefiales para hormonas secretadas o sefales de
desarrollo que inhiben la proliferacion celular, por ejemplo, TGFB y receptor
hedgehog.

¢ Proteinas de control de puntos clave que detienen el ciclo celular si el ADN esta
dafado o los cromosomas son anémales, por ejemplo, p53.

e Proteinas que estimulan la apoptosis.

e Enzimas que participan en la reparacion del ADN (Lodish, 2005).

Tabla 4. Algunos genes supresores de tumores y sus funciones

Localizacion celular Funcion
NF1 Citoplasma Activado de GTPasa
p53 Nucleo Factor de transcripcidn, regulador de apoptosis
Rb Nucleo Factor de trascripcion
WT-1 Nucleo Factor de transcripcion

Fuente: Paniagua, L. (2010) Evaluacion de la capacidad genotoxica del compuesto NAO1 polifendlico
derivado del CAPE mediante el ensayo de SCGE in vitro. Tesis de licenciatura QFB, FES Cuautitlan-
UNAM.

12



Maria Gutiérrez Sanchez Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

1.3 Carcinogénesis

La carcinogénesis se define como el proceso por el cual las células que poseen una
ventaja de crecimiento sobre otras se transforman, por mutaciones en los genes que
controlan la division celular, en células que ya no responden a las sefales de
regulacion. Dicho proceso

consta de multiples etapas que

llevan al desarrollo de un
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Figura 6. Generalidades de los cambios en células que causan cancer
Fuente: Lodish, 2005; Hanahan & Weinberg, 2000
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1.3.1 Iniciacion

La iniciacion de una neoplasia se refiere a cambios irreversibles en células somaticas
apropiadas. La iniciacion envuelve uno o mas cambios estables que surgen
espontaneamente o son inducidos por exposicion a carcindbgenos. Esto se considera el
primer paso en la carcinogénesis, donde el genoma celular posee mutaciones, en
protooncogenes o en genes supresores de tumores, creando el potencial para
desarrollar neoplasias (Devi, 2005).

Las células iniciadas pueden permanecer latentes por meses o anos, o pueden crecer
de manera autdbnoma y clonal. La expansién clonal de células iniciadas resulta en el
proceso mitogénico causado por un incremento de células nuevas y de inhibicion de la
apoptosis, que previene la muerte de las células iniciadas. La proliferacién celular es
esencial para esta etapa, si la division celular ocurre antes de la reparacion del ADN,
éste permanece permanente e irreversible (Oliveira, 2007).

La iniciacidon espontanea de células puede darse por: mutaciones espontaneas,
depuracion o desaminacion normal en ADN o errores en la replicaciéon. Aunque la
iniciacion espontanea es menos comun que la iniciacion inducida por agentes
carcinogénicos, su existencia se ha confirmado (Oliveira, 2007).

13



Maria Gutiérrez Sanchez Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

1.3.2 Promocion

La promocion de un tumor comprende la selectiva expansion clonal de células iniciadas.
La acumulacion de mutaciones debe ser proporcional a la velocidad de division celular,
o al menos a la velocidad a la cual las células madre son reemplazadas; la expansion
clonal de células iniciadas produce una gran poblacion de células que se tienen el
riesgo de sufrir mas cambios genéticos y, por lo tanto, de convertirse en células
malignas (Kufe et al., 2003).

La célula iniciada puede permanecer inofensiva hasta que es estimulada para
comenzar su proliferacion, perturbando el balance celular. Los cambios subsecuentes
de una célula iniciada llevan a una transformacion neoplasica que envuelve mas de un
paso y requiere la exposicion repetida y prolongada de un estimulo promotor (Devi,
2005).

Para que una célula preneoplasica se transforme en un fenotipo maligno, que induzca
tumores, se requiere de cambios genéticos adicionales. La dosis total de un promotor
de tumores es menos importante que la frecuencia con que se administra, y si dicho
promotor desaparece antes de que la conversion maligna haya ocurrido, ésta retrocede.
En la promocién, la expansion de una poblacién de células iniciadas, se encuentran en
riesgo de una conversion neoplasica. La conversion de una fraccion de estas células en
malignas, aceleraran la velocidad de division celular en la lesién preneoplasica (Kufe et
al., 2003).

1.3.3 Progresion

La progresion es la transformacion de las células iniciadas y en progresion en lesiones
malignas. Es la ultima y mas larga etapa de la carcinogénesis. Un fenotipo neoplasico
es adquirido a través de cambios genéticos y mecanismos epigenéticos. Durante la
progresion, la proliferacion celular es independiente de la presencia de un estimulo
(Oliveira, 2007).

En la primera fase de la progresion, también llamada conversion neoplasica, las células
preneoplasicas son transformadas a un estado en el que son mas propensas al
desarrollo maligno. Esto provocara mas mutaciones que se acumularan en las clonas
celulares posteriores. Varios tipos de tumores poseen secuencias de ADN que se
transforman durante la progresion que termina en un estado de cancer. Una velocidad
de mutacion elevada que se establezca en el inicio del desarrollo del tumor, aumentara
la generacion de células que produzcan poblaciones malignas de clonas (Devi, 2005).

La progresion se caracteriza por ser irreversible, genéticamente inestable, tener un
crecimiento mas rapido, invasivo, capacidad de metastasis y tener cambios
bioquimicos, metabdlicos y morfologicos en las células. La angiogénesis, como un
incidente epigenético, es esencial para la progresion de una neoplasia (Oliveira, 2007).
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1.3.4 Metdstasis y Angiogénesis

Mientras la progresion del tumor avanza, las células pierden capacidad de adherencia,
se despegan de la masa tumoral e invaden tejidos vecinos. Las células libres también
pueden entrar en la sangre y la linfa para ser transportadas a otros érganos/tejidos lejos
del sitio de crecimiento primario y desarrollar tumores secundarios en nuevos sitios. Asi,
la metastasis resulta en un cancer diseminado. El proceso metastasico y la
diseminacion del tumor son los principales responsables de los efectos letales de los
canceres humanos. La metastasis comprende interacciones célula-célula y célula-
matriz extracelular, junto con moléculas de la superficie celular. El comportamiento de
un tumor esta influenciado por moléculas de adhesion, una de las mas importantes es
la caderina (Devi, 2005).

El crecimiento de un tumor depende de factores de crecimiento y de la eliminacién de
moléculas toxicas que provee de un suministro de sangre adecuado. En tumores
solidos, la difusidn eficiente de oxigeno desde los capilares ocurre en un radio de 150-
200 ym, mas alla, las células sufren anoxia y mueren. Por tanto, un incremento en la
masa tumoral dependera del adecuado suministro de sangre, el cual se dara a través
del desarrollo de nuevos vasos capilares, a este proceso se le conoce como
angiogénesis. Un gran numero de factores tisulares han sido identificados como
estimuladores endoteliales de proliferacién celular. Entre estos se incluyen: factor de
angiogénesis (TAF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), angioproteinas
(ang1 y ang2), factores de crecimiento transformante (TGFs), interleucina 1 (IL-1), y
factor de crecimiento endotelial de plaquetas (PD-ECGF) (Devi, 2005).
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Figura 7. Fases de la carcinogénesis
Fuente: Modificada de Kufe et al., 2003
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1.4 Epidemiologia del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, en 2012 causo
8.2 millones de defunciones. Se prevé que los casos anuales aumenten a 22 millones
en las proximas dos décadas (OMS, 2014).

Los canceres que mas muertes causan cada afio son: cancer de pulmoén, de higado, de
estdmago, de colon y de mama. Los tipos de cancer mas frecuentes son diferentes en
el hombre y en la mujer (OMS, 2014).

Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco factores de
riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado, ingesta reducida de
frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y consumo de alcohol. El
consumo de tabaco es el factor de riesgo mas importante y es la causa de mas del 20%
de las muertes mundiales por cancer en general, y alrededor del 70% de las muertes
mundiales por cancer de pulmon (OMS, 2014).

Los canceres causados por infecciones viricas, como infecciones por virus de la
hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por virus del papiloma humano (VPH), son responsables
de hasta un 20% de las muertes por cancer en los paises de ingresos bajos y medios
(OMS, 2014).

Mas del 60% de los nuevos casos anuales totales del mundo se producen en Africa,
Asia, América Central y Sudamérica. Estas regiones representan el 70% de las muertes
por cancer en el mundo (OMS, 2014).

1.4.1 Epidemiologia del cancer en México

En México, segun la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC), el cancer es la
tercera causa de muerte y estima que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos
(SSA; SPPS, 2013).

Durante 2011 del total de egresos hospitalarios por tumores, 55.6% son por tumores
malignos; en la poblacion infantil y joven (menores de 20 afios), la proporcion de
egresos hospitalarios por neoplasias malignas en relacion con los tumores en general
es mas alta que en la poblacién adulta (70.6 y 53.2%, respectivamente) (Figura 8)
(INEGI, 2014).

Durante la infancia, predominan las neoplasias no epiteliales como la leucemia, los
linfomas que afectan el sistema inmunolégico y el sarcoma (neoplasias en tejido
conjuntivo como el de los musculos o huesos); cuyos factores de aparicion pueden
iniciar en etapas muy tempranas, incluso antes del nacimiento (Mejia et al., 2005;
INEGI, 2014).
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Tumores malignos

Encéfalo y ofras partes

del sistema nerviosos central 6.9
Sistema linfatico y tejdos afines ' 56
Hueso y de los tejidos articulares 58

Organos hematopoyéticos 59.3
Testiculo
Vias urinarias 39

Figura 8. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion menor de 20 anos, por
principales tumores malignos segun sexo en 2011
Fuente: SSA, 2012; INEGI, 2014

Del total de jovenes con neoplasias en 6rganos hematopoyéticos, 99.8% son por
leucemia. Este cancer puede ser agudo o cronico, siendo mas frecuente el primero en
nifios y adolescentes (uno de cada tres casos) por leucemia linfocitica aguda (LLA) y en
menor proporcion la mieloide aguda; las leucemias linfoblasticas agudas generalmente
se presentan después del primer afio de vida hacia la adolescencia (Mejia, 2010).

Para la poblacion menor de 20 afos, la tasa de letalidad hospitalaria por tumores
malignos mas alta se ubica en los jovenes de 15 a 19 afos; para todos los grupos
quinquenales de edad, las mujeres superan ligeramente a los varones (INEGI, 2014).
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Figura 9. Tasa de letalidad hospitalaria de tumores malignos en poblacién menor de 20 afios, por

grupo de edad segun sexo, por cada 100 egresos hospitalarios para cada grupo de edad, en 2011
Fuente: SSA, 2012
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Entre los jovenes menores de 20 afios, se observa que 5.1% fallecieron por algun
tumor, ya sea maligno o benigno, de los cuales 86% eran cancerosos, principalmente
en organos hematopoyéticos con una tasa de mortalidad de 2.53 defunciones por cada
100 mil personas en esa edad, siendo mas alta en hombres que en mujeres (2.91 y
2.14 por cada 100 mil personas de cada sexo, respectivamente); la segunda causa de
muerte en esta poblacion es por cancer de encéfalo y otras partes del sistema nervioso
central (uno de cada 100 mil personas menores de 20 afios) (INEGI, 2014).

Las neoplasias del epitelio afectan principalmente a la poblacién adulta (de 20 afios y
mas); estos tumores estan en las células que recubren los 6rganos huecos y las
glandulas, al igual que aquellos que forman la superficie externa del cuerpo, carcinomas
que se asocian a factores de riesgo por estilos de vida poco saludables o ambientales
(Mejia et al., 2005).

-

Tumores malignos |

Sistema Infatico y tejdos afines

Mama 29.6
E'Jrganus reapiratorios e intratoracicos
Organos digestvos 14.3
Organos hematopoyéticos [ 5.8
|

Organos genitales 16.7

Crvario 7.5
J

Figura 10. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios y mas, por
principales tumores malignos segun sexo en 2011
Fuente: SSA, 2012; INEGI, 2014

Entre los varones de mas de 20 anos, la morbilidad hospitalaria por cancer en 6rganos
digestivos afecta principalmente a la poblacion de 65 a 74 afos (24.1%) y a la de 50 a
59 afios (22 de cada 100 hombres). Para el caso de los tumores malignos en los
organos genitales, los grupos de edad de mayor concentracion son los de 65 a 74 afios
(35%) y 80 anos y mas (17.9%); las neoplasias de organos hematopoyéticos
(principalmente leucemia linfoide y mieloide), 20 de cada 100 se ubican en los varones
de 20 a 29 anos y 18, entre 50 y 59 afnos (INEGI, 2014).

Para las mujeres, el cancer de mama es la primera causa de morbilidad hospitalaria, 57
de cada 100 casos se ubican en las mujeres de 40 a 59 afos; para el cancer de
organos genitales, 48.8% ocurren en el mismo rango de edad. Respecto al cancer de
organos digestivos, son las mujeres de 50 a 59 afios y de 65 a 74 afos quienes lo
presentan con mayor frecuencia (23.5 y 22.1. respectivamente) (INEGI, 2014).
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La tasa de letalidad hospitalaria por tumores malignos en poblacion de 20 afos y mas,
se incremente con la edad y es mas alta en hombres que en mujeres. En los varones se
observa un incremento constante de egresos hospitalarios por muerte causada por
cancer, al pasar de 6.7 de cada 100 egresos hospitalarios entre los 20 y 29 afios a 21.9
en los 80 anos y mas; para las mujeres, la tasa mas baja se observa en la poblacidn de
30 a 39 afios (5.5 de cada 100 egresos de mujeres), hasta incrementarse a 20.3 de
cada 100 de 80 afos y mas (INEGI, 2014).
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Figura 11. Tasa de letalidad hospitalaria de tumores malignos en poblacion de 20 anos y mas,
por cada 100 egresos hospitalarios para cada grupo de edad, en 2011
Fuente: SSA, 2012; INEGI, 2014

Las causas de mortalidad por cancer en la poblacion de 20 afios y mas varian en
comparacioén con las mencionadas en la poblacion menor de 20 afos, esto se debe a
que existen factores relacionados con estilos de vida en la poblacion adulta que
favorecen la aparicion de ciertos tumores malignos (INEGI, 2014).

En 2012, la principal causa de defunciones por tumores malignos se dio en 6rganos
digestivos (33.18 por cada 100 mil habitantes de 20 anos y mas); seguida de las
neoplasias en 6rganos genitales (15.08 por cada 100 mil); de érganos respiratorios e
intratoracicos (10.72); y de mama (8.13 defunciones por cada 100 mil). Por sexo, el
comportamiento es diferente, ya que en las mujeres el cancer de mama es la segunda
causa de muerte, fallecen 12.38 de cada 100 mil (INEGI, 2014).
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2. Terapia farmacoldgica contra el cancer

Los términos terapia antineoplasica y terapia citotoxica, junto con la palabra
quimioterapia, son diferentes maneras de llamar al uso de cualquier medicamento para
el tratamiento del cancer (American Cancer Society, 2013), del cual ya se hablé en el
capitulo anterior.

Los tratamientos como la radiacion (radioterapia) y la cirugia, se consideran
tratamientos locales que solo actuan en un area del cuerpo. La quimioterapia, en
cambio, se utiliza como tratamiento sistémico, ya que los medicamentos se transportan
a través de todo el cuerpo hasta llegar al lugar donde se encuentran las células del
cancer (American Cancer Society, 2013).

Los citostaticos clasicos son farmacos con diferentes mecanismos de actuacion, que
tienen en comun la capacidad de ocasionar una alteracion del ciclo celular, que provoca
la muerte celular por disminuir la capacidad de proliferacion. Este efecto no es selectivo
sobre la célula tumoral; se producira toxicidad sobre los tejidos del organismo que se
encuentran en rapido crecimiento (Velazquez, 2008).

2.1 Clasificacion segun su actividad en el ciclo celular

Las drogas citotoxicas puedes ser clasificadas por su afinidad con una fase en
particular del ciclo celular, proceso que fue descrito en el capitulo anterior. También se
pueden clasificar por su toxicidad en células que se encuentran en proliferaciéon o en
reposo (Payne & Miles, 2008), como se muestra en la Figura 12.

2.1.1 Agentes fase especificos

Son farmacos ciclo y fase dependientes. Estos farmacos, como el metotrexato y los
alcaloides de la vinca, matan células en proliferacion sélo durante una parte o partes
especificas del ciclo celular. Antimetabolitos, como el metotrexato, son mas activos
contra las células en fase S (a través de la inhibicién de la sintesis del ADN), mientras
que los alcaloides de la vinca son mas especificos para la fase M (inhibiendo la
formacién y alineacion de los cromosomas (Payne & Miles, 2008).

2.1.2 Agentes ciclo especificos

Son agentes ciclo dependientes pero fase independientes. La mayoria de agentes
quimioterapéuticos son agentes ciclo especificos, esto significa que actuan
predominantemente en células que se encuentran dividiéndose. Tienen una capacidad
de matar células que no depende de la dosis porque solo una parte de las células
proliferantes son sensibles a su citotoxicidad en cualquier momento. La manera de
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incrementar el numero de células por matar es incrementando el tiempo de exposicion
al agente quimioterapéutico (Payne & Miles, 2008).

2.1.3 Agentes no especificos de ciclo celular

Son agentes ciclo y fase inespecificos. Efectivos tanto para las células en fase de
division como en fase de reposo. Como ejemplo tenemos a los agentes alquilantes o a
los derivados del platino, que tienen un efecto igual en un tumor o en células normales,
aun si estan en proliferacion o en fase de reposo (Payne & Miles, 2008).

Agentes alquiantes itosi Alcaioides de b Vinca
Antbxdticos antitumorales . MITOSIS 4o oo acpocificos
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Figura 12. Ciclo celular y fase de accién de los citostaticos
Fuente: Velazquez, 2008

2.2 Clasificacion de antitumorales por mecanismo de accién

Los farmacos antineoplasicos presentan diferentes mecanismos de accidon sobre la
célula tumoral; un mismo farmaco puede tener mas de un modo de accién, aunque
habitualmente predomina uno de ellos. Para su estudio, los farmacos citostaticos
pueden agruparse de diferente manera: segun su origen o por su mecanismo de accion
(Velazquez, 2008).

2.2.1 Agentes alquilantes

Son agentes ciclo especificos, pero fase inespecificos. Estos compuestos altamente
reactivos producen sus efectos al formar enlaces covalentes con un grupo alquilo (R-
CH2) y un acido nucleico o a una proteina (Payne & Miles, 2008). Sustituyen un
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hidrogeno del ADN (con mayor afinidad en la posicion N7 de la guanina) y originan
puentes de union intracatenarios o intercatenarios en el ADN. Asi, bloquean la
replicacion del ADN celular y la transcripcion del ARN, bloqueando asi la sintesis de
proteinas y la mitosis (Velazquez, 2008).

Algunos ejemplos de agentes alquilantes: mostazas nitrogenadas (melfalan,
clorambucilo); oxazofosforinas (ciclofosfamida, ifosfamida); sulfonatos de alquilo
(busulfan);  nitrosoureas  (carmustina, lomustina); tetracinas (decarbazina,
temozolomida); aziridinas (mitomicina C); procarbazinas (Payne & Miles, 2008), sus
estructuras se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Estructura quimica de algunos agentes alquilantes
Fuente: Nussbaumer, 2011
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2.2.2 Antimetabolitos

Son compuestos que poseen una estructura similar a los componentes del metabolismo
intermediario celular y su utilizacion por la célula produce alteraciones metabdlicas en la
sintesis de acidos nucleicos (Figura 14). Compiten por el sustrato con las moléculas
endodgenas, como enzimas o receptores; algunas se incorporan directamente al ADN o
ARN. Ejercen su accion sobre la fase S y, especialmente, sobre tumores en rapido
crecimiento (Velazquez, 2008;). Su eficacia es mayor si se utiliza por un tiempo
prolongado. Existen tres tipos:

Antagonistas del &cido folico. El metotrexato inhibe a la dehidrofolato reductasa, la
cual es responsable de la formacion de tetrahidrofolato desde dihidrofolato, que es
esencial para la generacion de una variedad de coenzimas que estan relacionadas con
la sintesis de purinas, metionina, glicina, y acido folico (Payne & Miles, 2008).

Analogos de pirimidinas. Estos farmacos se parecen a moléculas de pirimidina.
Pueden inhibir la sintesis de acidos nucleicos por medio de la inhibicion de enzimas que
intervienen en la sintesis de ADN (como el fluoruroacil) o pueden ser incorporadas al
ADN interfiriendo con su sintesis (como la gemcitabina) resultando en la muerte celular
(Payne & Miles, 2008).

Anélogos de purinas. Son analogos de bases puricas. La 6-mercaptopurina y la
tioguanina son derivados de adenina y guanina, respectivamente. Un grupo sulfuro
reemplaza el grupo ceto en el carbono 6 de estos compuestos. Es comun que este tipo
de farmacos requieran de activacion inicial. También son capaces de inhibir la
biosintesis de nucleétidos por la incorporacioén directa en el ADN (Payne & Miles, 2008).
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Figura 14. Estructura quimica de algunos antimetabolitos

Fuente: Nussbaumer, 2011 )3
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2.2.3 Antibioticos citotoxicos

La mayoria de los antibidticos antitumorales han sido producidos en cultivos fungicos y
bacterianos (comunmente de especies Streptomyces). Estos afectan la funcion y la
sintesis de los acidos nucleicos de diferentes maneras (Payne & Miles, 2008).

Las antraciclinas (doxorubicina, daunorubicina, epirubicina) se intercalan con el ADN vy
afecta la enzima topoisomerasa Il. La actinomicina D se intercala entre guaninas y
citosinas, lo que interfiere con la transcripcion del ADN en dosis altas; en dosis bajas, la
bloquea la sintesis directa de ARN. La bleomicina consiste en una mezcla de
glicopéptidos que causan la fragmentacion del ADN. La mitomicina C inhibe la sintesis
de ADN actuando como agente alquilante (Payne & Miles, 2008).

Anthracyclines

doxonubicin

bleomycin

daunorubicin
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Figura 15. Estructura quimica de algunos antibiéticos citotdéxicos
H, Fuente: Nussbaumer, 2011

2.2.4 Derivados de las plantas

Tienen como blanco de accion a las moléculas de tubulina que participan en la mefase
de la mitosis, sus estructuras se muestran en la Figura 16.
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Alcaloides de la Vinca. Alcaloides derivados de la planta Vinca rosea. Existen cuatro
farmacos con actividad reconocida: vincristina, vindesina, vinblastina y vinorelbina. Son
agentes ciclo especificos que actuan durante la metafase de la mitosis. Se unen
especificamente con la proteina que forma el huso mitético, denominada tubulina, y
alteran el movimiento del huso celular ocasionando destruccidn y la dispersion de los
cromosomas impidiendo la mitosis (Velazquez, 2008).

Alcaloides del tejo. Dos farmacos componen este grupo: el paclitaxel, derivado del
arbol Taxus brevifolia y el docetaxel, derivado semisintético. Estos farmacos actuan
uniéndose a la fraccidn beta de los microtubulos e impidiendo su despolimerizacion,
originando enlaces estables y tubulos no funcionales. Esto interfiere en la divisidon
celular y produce la destruccién de la célula (Velazquez, 2008).

Vinca alkaloides
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Figura 16. Estructura quimica de agentes antitubulina
Fuente: Nussbaumer, 2011
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2.2.5 Derivados del platino

Entre estos agentes se incluyen al carboplatino, cisplatino y oxaliplatino (Figura 17). El
cisplatino es un complejo organico con un metal pesado. lones cloruro se pierden de la
molécula después de que se difunde dentro de la célula permitiendo al compuesto
formar entrecruzamientos en las cadenas de ADN, en su mayoria en las guaninas. Esto
inhibe la sintesis de ADN, ARN y proteinas (Payne & Miles, 2008).

El carboplatino es un complejo de platino con un grupo carboxilo, el grupo funcional
incrementa su solubilidad en agua y hace que sufra una menor hidrdlisis, lo cual
disminuye su perfil téxico. Este complejo es menos nefrotdéxico y neurotdxico, pero
causa una marcada mielosupresion (Payne & Miles, 2008).

El oxiplatino pertenece a una nueva clase de agentes del platino. Contiene un atomo de
platino en complejo con un grupo oxalato y un diaminociclohexano (DACH). Asi, forma
un complejo reactivo de platino que inhibe la sintesis de ADN porque forma aductos
inter e intracatenarios (Payne & Miles, 2008).

cisplatin carboplatin oxaliplatin
H HyM., _MH,
I’rf" 53 .:I,.r 1."::' !.”H?
Ch="1=NH, s
I.CI.‘l i o~ O T,

Figura 17. Estructura quimica de agentes derivados del platino
Fuente: Nussbaumer, 2011

2.2.6 Inhibidores de la topoisomerasa

La topoisomerasa es la responsable de la alteracion de la estructura 3D del ADN por
medio de una reaccidn de escision/desenrollamiento/reincorporacién. Se encuentra
envuelta en la replicacion del ADN, segregacion de cromatidas y transcripcion. Se ha
considerado que la eficacia de los inhibidores de la topoisomerasa en el tratamiento del
cancer esta basada en su habilidad de inhibir la replicaciéon del ADN. También se ha
dicho que su eficacia depende de la manipulacién simultanea de otras vias celulares.
Estos farmacos son fase especificos y previenen a las células de entrar a mitosis
estando en G2 (Payne & Miles, 2008). Existen dos clases:

Inhibidores de la topoisomerasa |. La camptotecina, derivada de Camptotheca
acuminata (un arbol chino), se une al complejo topoisomerasa |-ADN, previniendo la
replicacion del ADN. Irinotecan y topotecan han sido derivados de ésta (Payne & Miles,
2008).
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Inhibidores de la topoisomerasa Il. Derivados semisintéticos de las epipodofilotoxinas
(etopdsido y tenipdsido) provienen de Podophullum peltatum, la mandragora americana.
Estos estabilizan el complejo de topoisomerasa Il con ADN y causan la ruptura de las
hebras hasta inhibir la replicacién (Payne & Miles, 2008).

topotecan

irinotecan

H
O\"'O H,c~

Figura 18. Estructura quimica de algunos agentes inhibidores de topoisomerasa
Fuente: Nussbaumer, 2011

2.3 Quimioprevencion

El término quimioprevencion se acufié para describir una nueva disciplina en oncologia,
que consiste en el uso de compuestos sintéticos o naturales para inhibir, retardar o
revertir la carcinogénesis. La quimioprevencion se basa en la hipotesis de que la
interrupcién de los eventos bioldgicos involucrados en la carcinogénesis inhibira este
proceso y reducira la incidencia del cancer (Beltran, 2005).
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Muchos constituyentes quimicos vegetales o fitoquimicos han sido asociados con
propiedades protectoras. Las hierbas medicinales constituyen una fuente de muchos de
esos compuestos quimicos (Chehin, 2014). Existe una lista enorme de
quimioprotectores entre los que podemos mencionar a los flavonoides, vitaminas C y E,
componentes del ajo, chile, brocoli, curcuma, té verde, café y propdleo, entre otros, la
mayoria de ellos, presentes en nuestras dietas y estilos de vida (Beltran, 2011).

3. Ester feniletilico del acido cafeico (CAPE)

Los quimioprotectores se han detectado frecuentemente cuando se estudia el efecto de
sustancias purificadas de extractos de productos naturales a los cuales la medicina
alternativa ha atribuido propiedades terapéuticas. Este es el caso del propdleo y de sus
componentes (Beltran, 2005).

3.1 Propéleo

El propdleo es una resina cérea, de composicidén compleja y consistencia viscosa, que
las abejas (Apis mellifera) elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes
vegetales (olmo, alamo, sauce, abedul, castafio de Indias, pino, abeto, roble y alguna
herbaceas) y que utilizan en la construccion, reparacion y proteccion de sus colmenas
En el propdleo se han aislado mas de 180 compuestos. Sus principales componentes
se encuentran en la siguiente tabla (Farré, 2004):

Tabla 5. Composicién promedio del propéleo

Composicion Compuestos, caracteristicas y observaciones
Resinas 45 - 55 Flavonoides, acidos fendlicos y ésteres
Ceras 7.55 -35 Cera de abeja de origen vegetal

Aceites esenciales 5-10 Volatiles

Acidos grasos 5 Proceden de la cera o son de origen botanico

Polen 5 Proteinas del polen y aminoacidos como arginina y
prolina

Otros compuestos 5 14 oligoelementos, Fe y Zn son los mas abundantes,

organicos y otros: Au, Ag, Cs, Hg, K, Sb

minerales Cetonas; Lactonas; Quinonas; Esteroides; Acido

benzoico y ésteres; Vitaminas B1, B2, B3, B6; Azucares

Fuente: Farré R. (2004) El propolis y la salud. Ars Pharmaceutica, 45:1; 21-43
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El propdleo es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria
farmacéutica, al que se atribuyen efectos antiinflamatorios, inmunoestimulantes,
hepatoprotectores, carcinoestaticos, antimicrobianos, antivirales, antifungicos,
antiprotozoarios, anestésicos y de regeneracion tisular (Farré, 2004).

Se ha demostrado que el propdleo coreano induce apoptosis en lineas celulares de
hepatoma humano, que el extracto etandlico del propdleo es un buen inhibidor de la
mutagenicidad y que el metandlico presenta citotoxicidad frente al carcinoma colonico y
al fibrosarcoma. Ademas, varios componentes aislados han mostrado actividad
anticancerigena, asociada a la inhibicion del ciclo celular y la induccién de la apoptosis,
como en el caso del acido 3-2(2-dimetil 8,3-metil 2 butenil) benzopirano-6-propenoico o
induciendo la apoptosis sin afectar al ciclo celular de las células cancerosas, como la
prenilflavanona propolina A, que también muestra actividad antioxidante. El propdleo
brasilefio ha mostrado tener derivados carbono prenilados de acidos p-cumarinicos que
actuan contra el hepatocarcinoma, que el éster feniletilico del acido cafeico y el metil
cafeato inhiben el cancer de mama y el melanoma y que, en ensayos in vitro, la
artepilina C muestra actividad antibacteriana y causa dafios sobre tumores sélidos y
células leucémicas (Farré, 2004).

Ensayos in vitro han demostrado la accidn citotoxica del propdleo y sus compuestos
aislados en varias celular cancerosas. El gran numero de publicaciones de su accion
antitumurogénica revela su potencial para desarrollar nuevos agentes anticancerigenos.
Ademas, su administracion tanto en humanos como en ratas no ha demostrado tener
efectos secundarios y por ellos puede ser un tratamiento barato contra el cancer. Esta
capacidad antitumurogénica se ha demostrado tanto en extractos del propdleo como en
sus flavonoides, terpenos y en el éster feniletilico del acido caféico (CAPE) (Watanabe
etal., 2011).

3.2 CAPE y estudios realizados

El éster feniletilico del acido caféico (CAPE), es un compuesto polifendlico derivado del
acido caféico (CA) (Figura 19), clasificado como acido hidroxicinamico, de apariencia
solida, color blanco, con férmula molecular C17H1604 y un peso molecular de 284.3
g/mol (Hernandez, 2013).
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Figura 19. Estructuras del acido caféico (CA) y su éster feniletilico (CAPE)
Fuente: Saravana, 2009
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El aislamiento del CAPE del propéleo podria llevar mucho tiempo por la gran variedad
de impurezas presentes, ademas, su extraccion a partir de productos naturales es
complejo y con rendimientos muy bajos (Gerénimo, 2011). Por ello, sintetizar CAPE a
través de acido caféico y alcohol feniletilico resulta una buena alternativa, tal como lo
realizaron Grunenberger et al. en 1988 (Figura 20).
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Acido caféico Alcohol fenetilico CAPE

Figura 20. Reaccién general para la sintesis de CAPE
Fuente: Gerénimo, 2011

El CAPE, un componente fendlico del propdleo, ha sido ampliamente estudiado. Este
compuesto posee diversas propiedades biolégicas como  antioxidantes,
antiinflamatorios, antivirales, inmunomoduladores, antiangiogénicos, antiinvasivos,
antimetastasicos y actividad carcinoestatica (Watanabe et al., 2011). La accién
citotéxica del CAPE en células cancerosas pero no en células normales ha sido
reportado por Grunenberger et al. en 1988.

El estrés oxidativo es la causa mayor de lesiones celulares en gran variedad de
problemas cronicos de salud, como la carcinogénesis y desérdenes
neurodegenerativos. Se cree que el CAPE es un potente citoprotector exdégeno y
agente antigenotdxico contra el dafio oxidativo celular y puede ser utilizado para el
disefio de nuevos farmacos que combatan enfermedades causadas por estrés
oxidativos, como los son varios tipos de cancer (Watanabe et al., 2011). El estudio de la
relacion entre la estructura y la actividad del CAPE ha demostrado que el numero y la
posicidon de sus grupos hidroxilos son determinantes en su efecto de inhibicion del
crecimiento de células transformadas (Hernandez, 2007).

Frenkel et al. en 1993, indujeron carcinogénesis quimica con 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA) y aplicaron tratamientos topicos de CAPE en ratones. A bajas dosis,
inhibieron el proceso oxidativo mediado por TPA, considerado esencial para la
promocioén del tumor. A una concentracion de 0.5 nmol suprimio la explosion metabdlica
oxidativa de los leucocitos polimorfonucleares en un 50%. A altas dosis, inhibié la
actividad enzimatica de la ornitinodescarboxilasa (ODC). Esto demostré que el CAPE
es un potente agente quimioprotector.

Su et al. en 1994, investigaron de igual manera el efecto toxico diferencial del CAPE,
por el cual éste es citotoxico al tumor y no a las células normales, a través de la
transformacién de fibroblastos embrionarios (CREF) mediantes adenovirus tipo 5 (Ad5).
Los resultados que obtuvieron indican que la sensibilidad adquirida de CREF a CAPE
puede ser debida a la transcripcidén en las células transformadas por el adenovirus, de
una proteina de 289 aminoacidos. La accion del CAPE no suprime el
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crecimiento/toxicidad de las células transformadas como simple expresién génica de
Ad5 E1A (gen transformador del adenovirus), sino que la sensibilidad al CAPE esta
directamente determinada por el grado de expresion fenotipica. Esto aporta evidencia
adicional de que CAPE puede representar un compuesto que se fija especificamente en
células en transformacion o transformadas, suprimiendo el crecimiento tumoral.

Una vez establecido que CAPE reconoce mas el fenotipo que una determinada proteina
en ceélulas transformadas, se realizaron estudios sobre su efecto en dos lineas
celulares: melanoma humano (HO-1) y glioblastoma multiforme humano (GMB-18),
estableciéndose que inhibe el crecimiento de ambas lineas (Saiz, 2001).

Chiao et al. en 1995, demuestran que el CAPE induce apoptosis y esta toxicidad es
influenciada por el estado redox de las células. EI| CAPE puede modular el estado redox
de las células. La sensibilidad de las células a CAPE puede ser determinada por la
pérdida de la regulacion del estado redox normal en las células transformadas.

La base molecular de la accién del CAPE fue elucidada por Natarajan et al. en 1996. El
CAPE tiene efecto en la transcripcion del factor NF-KB. Trataron células U937 de
leucemia humana con diferentes concentraciones de CAPE, quien inhibi6 la activaciéon
del factor NF-KB dependiente de TNF. La activacién del factor NF-KB por PMA,
ceramida, acido akadaico y por peréxido de hidrogeno fue inhibida también. Impidio la
traslocacion de la subunidad p-65 del NF-k3 del nucleo sin afectar la degradacion de
IKB-a inducido por TNF. Esto no mostré efector inhibitorios en la transcripcion de otros
factores como AP-1, TFIID y oct-1. Con sus descubrimientos concluyeron que el CAPE
es un inhibidor potente y especifico de la activacién de NF-kB y esto es la base para sus
multiples actividades inmunomoduladoras y antiinflamatorias.

Huang et al. en 1996, utilizaron tratamientos topicos de CAPE en diferentes
concentraciones en ratones que fueron sometidos a carcinogénesis quimica con
DMBA/TPA, resultando que el CAPE inhibe el numero de papilomas formados, asi
como que decrece el nivel de residuos HmdU en ADN epidérmico. De igual manera, el
CAPE inhibe la incorporacion de la [3H]-timidina en el ADN de cultivos celulares Hela,
la incorporacion de la [3H]-uridina en ARN vy la incorporacion de [3H]-leucina en
proteinas, lo que indica que el CAPE es un potente inhibidor de la sintesis de ADN, un
poco menos efectivo en la inhibicion de la sintesis de ARN y aun menos efectivo en la
inhibicion de la sintesis de proteinas.

Chung et al. en 2004, demostraron que el CAPE ejerce una accion antimetastasica por
medio de la inhibiciébn de la expresién de las metaloproteinasas 2 y 9 en la matriz
extracelular, actuando sobre el factor nuclear kB en el carcinoma hepatocelular. El
efecto protector del CAPE fue investigado en hepatotoxicidad inducida con t-BHP en la
linea celular HepG2 de higado de rata. EI CAPE redujo significativamente el dafio
oxidativo inducido con t-BHP en las células HepG2, segun lo determinado por
citotoxicidad celular, lipoperoxidacion y niveles de especies reactivas de oxigeno en una
manera dosis dependiente. Estudios in vivo desmostraron que el pretratamiento con
CAPE, antes de la administracion de t-BHP, incrementa los niveles séricos de las
enzimas hepaticas alanino aminotransferasa y aspartato aminotransferasa y reducen la
peroxidacién de lipidos en el higado de rata. Los efector protectores del CAPE contra la

31



Maria Gutiérrez Sanchez Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

hepatotoxicidad inducida con t-BHP pueden ser dadas sus habilidades de eliminar
especies reactivas de oxigeno y proteger del dafio al ADN inducido por el estrés
oxidativo.

En otro estudio realizado por Lee et al. en 2008, se investigo el potencial citotdxico del
CAPE y su mecanismo molecular en su actividad con las células C6 del glioma. Las
células de glioma C6 sufrieron fragmentacion del ADN internucleosomal. Dichas células
demostraron un incremento en nucleos polidiploides. CAPE indujo la liberacién de
citocromo C de la mitocrondria al citosol después de 3 horas de tratamiento y la
activacién de la caspasa 3 (CPP32), ademas de la escision de PARP (sustrato de
CPP32). Incrementd la fosforilacion de serina de p53 y el nivel de la proteina se
incrementd. El tratamiento con CAPE también incrementd la expresion de Bax y Bak y
la reduccion del nivel de Bcl2. Ademas, reportaron que la aplicaciéon de CAPE activa la
sefalizacion extracelular regulada por cinasas (ERKs) y a la protein cinasa p38 (p38
MAPK) que a su vez modula la apoptosis por p53.

Jung et al. en 2010, identificaron las propiedades estrogénicas del propdleo y
verificaron que el CAPE muestra una afinidad selectiva en su union al receptor de
estrégenos humano B(hERB), mayor que al receptor hERalfa. También reduce la
expresion de ERalfa en células MCF-7 y MDA 231. Estos resultados indican que el
CAPE, que es un agonista selectivo de hERB, no muestra efecto estrogénico en el
receptor positivo de células del cancer de mama y en un tejido uterino inmaduro de rata,
es un potencial modulador selectivo de receptores de estrégeno.

El efecto del CAPE fue investigado por Beltran et al. en 2005, en el citocromo P450
(CYP450), que se encuentra relacionado con el metabolismo de la dietilnitrosamina
(DEN) durante la fase de iniciacion de hepatocarcinogénesis quimica. EI CAPE modifica
la actividad enzimatica de las isoformas del CYP envueltas en la activacion del DEN,
como CYP1A1/2 y CYP2B1/2, sugiriendo un mecanismo alternativo del efecto protector
del CAPE contra la hepatocarcinogénesis quimica.

Dominguez et al. en 2008, determinaron el comportamiento de la proliferacién celular
en las lineas Hela, Vero, Jurkat y K562 mediante ensayos de MTT, observando una
marcada disminucion de la proliferacion celular dependiendo de la concentracion de
CAPE, de la linea celular y del tiempo de incubacion. EI CAPE demostré su capacidad
de inducir apoptosis en las lineas celulares tratadas y un efecto genotéxico menor al
control positivo (ifosfamida).

3.3 Analogos estructurales del CAPE

Los antioxidantes derivados del acido caféico y analogos de los polifenoles presentan
actividad quimioprotectora, por lo que son candidatos para ser utilizados como
farmacos; sin embargo, se encuentran comprometidos por la baja estabilidad
metabdlica que tienen los ésteres, pues el grupo éster es metabdlicamente muy labil.
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La introduccion de un halégeno en el anillo de catecol ejerce un efecto inductivo
negativo, incrementa la densidad electronica en el sistema conjugado, fortalece el
enlace éster y disminuye las interacciones con la catecol metiltransferasa. Asi mismo, el
numero de grupos hidroxilo puede tener un papel importante en la actividad
antioxidante (Hernandez, 2013).

Wang et al. en 2010, evaluaron la relacion entre las modificaciones del anillo de catecol
y la actividad del CAPE como agente citoprotector, empleando el modelo de HUVEC-
menadiona. La sustitucion del fluor en el disefo y sintesis de pequefias moléculas para
potenciar su efecto terapéutico ha sido muy comun. El reemplazo de un atomo de
hidrogeno o un grupo hidroxilo por un atomo de fluor en un anillo retarda la degradacién
metabdlica, incrementa la lipofilicidad y ejerce un profundo impacto en la unién al
receptor o a la selectividad, dependiendo de la posicién en que se encuentre el flior. En
este estudio se investigd el efecto de sustituir un grupo hidroxilo con un atomo de fluor o
una metilacion en uno o ambos grupos hidroxilos del anillo de catecol. Los resultados
del estudio de citoproteccion sugieren que la metilacion de compuestos polifendlicos
puede derivar en la pérdida de la capacidad de neutralizar radicales libres.

Figura 21. Derivados fluorados del CAPE
Fuente: Wang, et al., 2010

Para mejorar la estabilidad del CAPE tanto en plasma como en circulacion, se realizo
entonces la sintesis de la amida feniletilica del acido caféico (CAPA) (Figura 22) y de
fluorados derivados de ésta y se determiné que poseen una capacidad citoprotectora
similar a la del CAPE en contra del estrés oxidativo inducido por peroxido de hidrégeno
en células HUVEC (Yang et al., 2010). Las amidas poseen generalmente una energia
hidrolitica de activacion mayor y son capaces de evitar su hidrélisis en plasma por
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esterasas, siendo asi mas estables que el CAPE en el plasma, lo que prologa su tiempo
de vida media in vivo, permitiendo al compuesto permanecer en circulacion y llevar a
cabo sus efectos (Yang et al., 2011).
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Figura 22. Amida feniletilica del acido caféico (CAPA)
Fuente: Geronimo, 2011

3.4 Compuestos de la serie LQM 700’s

El CAPE ha llamado la atencion por ser una molécula con multiples acciones bioldgicas,
sin embargo, los derivados de dicha molécula se postulan como mejores opciones por
su mayor estabilidad y eficacia, ademas de poder obtenerlos facilmente de manera
sintética. Ademas, en comparaciéon con los compuestos mencionados en el capitulo
anterior que se utilizan en la terapia farmacologica convencional contra el cancer, estos
compuestos han resultado tener una citotoxicidad dirigida al tumor y no a células sanas,
razon principal por la cual se preferiria, en un futuro, cuando se les hayan realizado las
pruebas preclinicas suficientes, utilizar como principal tratamiento de una neoplasia.

Por lo anterior, el equipo del Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, encabezado por el Dr. Enrique Angeles Anguiano se ha
dedicado a sintetizar una amplia gama de derivados amidicos del CAPE, conocidos
como CAPA, que conforman la serie LQM 700’s, la cual contiene al menos 30
compuestos. En 2011, se llevé a cabo la sintesis de ciertos derivados mediante la
reaccion de Knoevenagel-Doebner, partiendo de aldehidos aromaticos y acido
malonico, de donde se generaron 3 derivados del acido cinamico (LQM 711, 713 y 747).
Para obtener las amidas correspondientes derivadas de los acidos cinamicos se llevo a
cabo la reaccion de condensacion directa y como producto final se obtuvieron 5
derivados del CAPE (LQM 716, 725, 749, 739 y 748), que posteriormente se purificaron

(Gerdénimo, 2011).
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Figura 23. Reaccion de sintesis de amidas a partir de derivados del acido cinamico

Fuente: Ruiz, 2012
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Macias et al. en 2013, presentaron los efectos quimioprotectores de otras dos
moléculas derivadas del CAPE de la misma serie, LQM 717 y LQM 706, en el modelo
modificado del hepatocito resistente. Ambos compuestos ejercieron efectos protectores
en la peroxidacion de lipidos, necrosis, proliferacidén celular, activacion de la subunidad
p65 de NF-kB y en lesiones preneoplasicas.

En 2012, se evaluo la actividad citotéxica de 30 compuestos de la serie LQM 700’s a
una concentracion de 100 uM en tres lineas celulares neoplasicas, las cuales fueron
MDA-MB 231 (cancer de mama), HelLa (cancer de cérvix) y PC-3 (cancer de prostata),
ademas de emplear un cultivo primario de células mononucleares de sangre periférica
(linfocitos) y células de tejido sano (fibroblastos). La citotoxicidad fue probada mediante
las técnicas MTT vy Cristal Violeta (CV) (Ruiz, 2012).

Se seleccionaron los tres compuestos mas citotdoxicos para las lineas celulares
neoplasicas y fueron evaluados nuevamente a diferentes concentraciones, menores a
100 uM, en las mismas lineas celulares, con los mismos métodos (Ruiz, 2012).

Con los datos obtenidos del porcentaje de viabilidad se calculé el valor de la
concentracion inhibitoria al 50% (ICso0). Los compuestos que obtuvieron la mejor ICso
para ambas técnicas fueron el LQM 755 y el LQM 738. Los compuestos que no
presentaron toxicidad a las células mononucleares de sangre periférica (linfocitos) para
la técnica de MTT fueron el LQM 755 y el LQM 738. Para el ensayo de CV fue el LQM
731, seguido del LQM 738 (Ruiz, 2012).

A partir de estos resultados, se han realizado mas pruebas con los compuestos LQM
731, LQM 738 y LQM 755 para poder perfilarlos como farmacos quimioprotectores,
algunos de los estudios realizados se comentan a continuacion.

A través de un ensayo de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa) en un
modelo in vivo se evaluo el efecto antigenotdxico del compuesto LQM 731. Se utilizaron
dos dosis del compuesto LQM 731 (20 y 40 mg/kg de peso), demostrando que ambas
dosis causan un dafo minimo al ADN si el compuesto es administrado solo. También
se demostrd su actividad antigenotodxica al disminuir el dafio al ADN inducido por MMC
en células de higado y de riidn con ambas dosis, pero en un porcentaje mayor con la
dosis de 20 mg/kg (Hernandez, 2013).

La accion anticancerigena del compuesto LQM 731 se evaluo en un modelo de lesiones
preneoplasicas en ratones CD1. La induccién de las lesiones se llevod a cabo con 2,4-
dinitrofenilhidrazina y posteriormente fueron tratados con dos diferentes dosis del
compuesto LQM 731. A través de un estudio anatomopatoldgico el agente se perfila
como quimioprotector por la regeneracién en tumefaccion turbia hepatica y por
demostrar ser proapoptoético, ademas de mostrar una respuesta inmunomoduladora en
bazo e intestinos, principalmente, a una dosis terapéutica de 20 mg/kg (Martinez, 2014).

La evaluacion de la capacidad genotéxica y antigenotéxica del compuesto LQM 738 se
llevé a cabo mediante la técnica de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa) en
ratones CD1, concluyendo que a una dos de 20 mg/kg el compuesto no presenta
significativa genotixicidad tanto en higado como en rifidén, ademas de poseer actividad
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antigenotoxica al reducir el dafo al ADN provocado por MMC hasta en un 88.42% en
células hepaticas y en un 57.6% en células renales a la misma dosis (Cruz, 2014).

De igual manera, se evaluo el efecto antigenotoxico del LQM 755 a través del ensayo
cometa en células de higado y rifidn de ratones CD1, demostrando que a una dosis de
20 mg/kg presenta un efecto antigenotdxico, disminuyendo el dafio inducido al ADN por
MMC, por lo que puede perfilarse como un compuesto quimioprotector (Aguilar, 2014).

4. Latécnica de Micronucleos

En sentido amplio, un biomarcador se refiere a una alteracién, inducida por la presencia
de un xenobidtico en un organismo, sobre sus componentes celulares o bioquimicos o
sobre sus procesos, estructuras o funciones, y dichas alteraciones son cuantificables en
una muestra (Gil, 2011).

Las pruebas de evaluacion genotéxica son diversas y cada una de ellas se enfoca en
distintos tipos de dafos al ADN, que puede o no estar relacionado con la citotoxicidad y
podria ser causada por los compuestos en cuestion de la serie LQM 700’s, entre estas
pruebas se encuentra la identificacion de micronucleos, fragmentos de cromatina
separados del nucleo principal (Paniagua, 2010).

Durante la divisidn celular el material genético contenido en el nucleo celular se replica
y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso puede
producirse de manera errénea debido a errores durante la replicacion y posterior
division del ADN, a roturas cromosémicas y al efecto de la radiacion y de sustancias
genotdxicas, produciéndose pérdida cromosémica y haciendo que el reparto del
material genético no sea equitativo. Cuando esto ocurre, el material genético que se
desprende y que, por tanto, queda excluido y no se incorpora correctamente al nucleo
de la célula hija, origina un nuevo nucleo de menor tamafio que el primario denominado
“micronucleo” (MN), lo cual se traduce en la aparicion de un pequefio nucleo en células
anucleadas como los eritrocitos o bien, en el citoplasma de nucleadas como linfocitos o
espermatogonias, visible facilmente al microscopio Optico. El material genético
desprendido puede derivar de cromosomas enteros o, mas frecuentemente, de
fragmentos cromosoémicos acéntricos que quedan excluidos de los nucleos de las
nuevas células durante la anafase mitética (Zalacain, 2005).

Debido a que el dafio genético resulta en roturas cromosomicas, cromosomas
estructuralmente anormales o anormalidades en la formacion del huso mitético, la
incidencia de micronucleos sirve como un indice de este tipo de dafo. Se ha
establecido que esencialmente todos los agentes que causan rupturas de doble cadena
en los cromosomas (clastégenos) inducen micronucleos. El andlisis de micronucleos es
mas rapido y menos exigente técnicamente que analizar aberraciones cromosoémicas y
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ademas indica dos importantes tipos de dafo genético, clastogénesis y aneugeénesis,
razon por la que este ensayo ha sido ampliamente utilizado para la deteccion de
sustancias quimicas que provocan este tipo de dafios (FDA, 2013).

4.1 Antecedentes de la técnica de microntcleos

La genética toxicoldgica estudia los efectos adversos en el proceso de la herencia. Los
estudios de genética toxicolégica han dado lugar a un gran numero de procedimientos
de pruebas, tanto in vitro como in vivo, disefiadas para evaluar los efectos de agentes
quimicos en los mecanismos genéticos y su consecuente riesgo en los organismos,
incluyendo al humano. Asi, se tiene clara que la informacién de una mutacién se da en
tres niveles: en los genes, en los cromosomas y en el aparato celular necesario para la
segregacion de cromosomas. A este respecto, la técnica de micronucleos ha sido
ampliamente utilizada para medir la genotoxicidad tanto in vitro como in vivo. La prueba
in vivo es especialmente relevante para evaluar el peligro de genotoxicidad donde se
consideran los factores del metabolismo, la farmacocinética y el proceso de reparacion
del ADN (Krishna, 2000).

El primero en encontrar un MN fue Howell en 1891 en un frotis sanguineo que
posteriormente fue descrito por Jolly, por lo que actualmente en hematologia se
conocen como cuerpos de Howell-Jolly, descritos como pequeios restos nucleares con
forma generalmente redonda o almendrada con un didmetro entre 0.4p — 1.6y, de
apariencia picnoética igual a la del nucleo al ser tenidos en forma diferencial con el
colorante de Giemsa como se observan en la Figura 24 (Rocha, 2008).
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Figura 24. Micronucleos en frotis sanguineo
Fuente: Bishop, 2006

El primer intento serio del uso de la frecuencia de micronucleos como monitor de dafo
citogenético aparece reportado por Evans en 1959, donde utilizé la frecuencia de
micronucleos como una medida de dano citogenético inducido en la punta de la raiz de
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las habas por neutrones rapidos y rayos gamma en presencia y ausencia de oxigeno,
encontrando que las cromatides, cromosomas e isocromatides rotas, dan origen a la
aparicion de fragmentos acéntricos en la mitosis y éstos son excluidos del nucleo
principal, apareciendo en la siguiente interfase como micronucleos (Dominguez, 2005).

Fue en 1975 y 1976 cuando Schmid y Heddle, respectivamente, iniciaron estudios para
determinar qué parametros podian servir como los mas utiles indicadores de dafo
citogenético en médula 6sea, eritrocitos en general y eritrocitos policromaticos o en
células con gran actividad mitética (Zalacain, 2005; Schmid, 1975).

En el afio de 1980, McGregor y cols., realizaron experimentos para observar la
frecuencia de micronucleos en sangre periférica y probar que ésta podria ser utilizada
como un indicador de dafo citogenético en eritroblastos (Dominguez, 2005).

4.2 Fundamento de la técnica de micronucleos en sangre periférica

El analisis de eritrocitos inmaduros tanto en médula ésea como en sangre periférica es
aceptable en aquellas especies en las que el bazo no elimina eritrocitos
micronucleados. En ratones, los eritrocitos maduros son poblaciones celulares
aceptadas para un analisis de micronucleos cuando la exposicion al agente ha durado 4
semanas o mas (Hayashi, 1994). La visualizacion del micronucleo se ve facilitada en
este tipo de células porque carecen de nucleo (Krishna, 2000).

En el estudio agudo se monitorea la presencia de micronucleos en eritrocitos inmaduros
o policromaticos (EPC), esto se debe a que son células jovenes (reticulocitos)
recientemente liberadas a la circulacion y presentan una coloracibn mezclada de
basofilia y eosinofilia, presentando una coloracion azul-violeta que se debe a la
presencia de acido ribonucleico 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 ribosomico para terminar la sintesis y construir a una
célula madura; generalmente poseen un tamafo un poco mayor que los eritrocitos
maduros o normocromicos (ENC), que presentan una coloracion rosada, y proceden de
normoblastos que pierden su nucleo antes de que la hemoglobinizacion del
protoplasma sea completa. Generalmente, un aumento en el niumero de EPCs con
respecto a los valores normales, indica una eritropoyesis aumentada. Debido a que son
células producidas y liberadas durante el tiempo de estudio, constituyen la manera mas
eficaz de evaluar con ellas la afeccion de la actividad medular, asi como la capacidad
clastégena de los compuestos en corto tiempo (Dominguez, 2005).

La presencia de MN en EPC se basa en lo siguiente: en la anafase del ciclo celular,
cualquier fragmento cromosdémico que no posea centromero no podra integrarse a un
nucleo por carecer del elemento indispensable para orientarse en el huso acromatico.
Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que
posean centrdmeros, dan origen a los nucleos de las células hijas; sin embargo, los
elementos rezagados que pueden ser fragmentados (por un agente clastégeno) o
cromosomas completos (por un agente anéugeno) quedan incluidos en el citoplasma de
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las células hijas y una proporcion de ellos se transforma en uno o varios nucleos
secundarios conocidos como micronucleos (Rocha, 2008).

EPCMN/ENCMN sin cinetocoro

MN Acéntrico
Porcion
Ruptura rezagada L/
@
Clastogeno > v NEEN
Enucleacion EPC ENC
I EPCMN/ENCMN con cinetocoro
MN Céntrico
PEB Cromosoma

t— rezagado v,
g
Anéugeno N——
Huso o
disfuncional

Metafase Aniafase Telofase

Médula dsea Sangre

Figura 25. Mecanismo de formacion de un micronucleo en EPCs y ENCs
Fuente: Modificada de Krishna, 2000

De acuerdo con Mac Gregor, el tiempo de vida de un eritrocito en ratén es de 30 dias y
considera que el ciclo celular es de 10 a 20 horas. El lapso que transcurre de la division
a la enucleacién es de 6 horas y el tiempo de los EPCs en médula ésea es de 24 horas
(Dominguez, 2005). Entonces, para sangre periférica, se utilizan al menos dos
muestras (48 y 72 h) después de una administracion unica. Para el estudio de un
tratamiento mas largo, una muestra después de 48 h de la administracion es aceptable
(Hayashi, 2000).

La sangre periférica de raton es obtenida de la vena de la cola o de otro vaso
sanguineo apropiado. Las células hematicas se someten inmediatamente a una tincién
supravital o se extienden en frotis y posteriormente se tifien con colorantes especificos
de ADN o con colorantes convencionales como Giemsa (FDA, 2013).

Para cada animal se determina la relacion entre los eritrocitos inmaduros y el total de
eritrocitos (inmaduros + maduros), en un recuento de al menos 2000 eritrocitos si se
trata de médula 6sea y de 1000 se si trata de sangre periférica. Antes de analizarlos al
microscopio, se identifican independientemente todos los portaobjetos. Se determinara
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la cantidad de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) en un minimo de
2000 EPCs por animal, para obtener mas informacién, se contaran los eritrocitos
normocromicos micronucleados (ENCMN) en un minimo de 2000 ENCs por animal,
después de la cuarta semana de tratamiento (FDA, 2013).

4.3 Ventajas y desventajas de la técnica de microntcleos

Los micronucleos pueden ser observados durante todo el ciclo celular y el numero de
células contables es relativamente ilimitado; el parametro contado es reconocido
facilmente hasta por personal con poca experiencia en citogenética; no se requiere un
cariotipo favorable; el micronucleo formado durante la division celular persiste al menos
a través de la siguiente interfase, de modo que el tiempo de muestreo es menos critico;
no se requiere el uso de algun otro agente quimico ademas de aquel que esta bajo
prueba (Dominguez, 2005).

La prueba de micronucleos en sangre periférica tiene mayores ventajas que la realizada
en meédula ésea, ya que una pequefia gota de sangre proporciona miles de ceélulas
contables, se pueden obtener muestras repetidas facilmente de un animal, evitando la
necesidad de sacrificarlo. La uUnica preparacion necesaria consiste en un frotis
directamente de sangre. El conteo en preparaciones de sangre periférica también es
mas facil que en las de médula 6sea. Los micronucleos son de facil distincion porque
son los unicos tefiidos dentro de una célula anucleada como el eritrocito (Dominguez,
2005).

La principal limitacion del uso de la prueba de micronucleos para identificar dano
citogenético es que no detecta la diferencia entre los agentes aneugénicos y
clastogénicos.
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JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, en 2012 causo
8.2 millones de defunciones. Se prevé que los casos anuales aumenten a 22 millones
en las préximas dos décadas. El término quimioprevencion se acuid para describir una
nueva disciplina en oncologia, que consiste en el uso de compuestos sintéticos o
naturales para inhibir, retardar o revertir la carcinogénesis.

Los compuestos de la serie LQM 700’s pertenecen a los compuestos CAPA, que son
analogos amidicos del acido caféico (CAPE). Se han utilizado lineas celulares de
cancer de mama, cérvix y prostata para evaluar la citotoxicidad de dichos compuestos,
asi como estudios de genotoxicidad en linfocitos humanos y en un modelo modificado
de hepatocito se ha demostrado que poseen actividad quimioprotectora.

Como parte de los estudios preclinicos que permiten perfilar a los compuestos LQM
731, 738 y 755 en un estudio previo se evaludé su capacidad antigenotdxica en un
modelo in vivo utilizando el ensayo de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa),
obteniendo como resultado que dichos compuestos ejercen su efecto antigenotdxico en
una dosis de 20 mg/kg y por el comportamiento observado en dichos estudios, es
posible perfilarlos como farmacos quimioprotectores.

Con los estudios mencionados, se despertd el interés de realizar otros ensayos que
evaluen parametros de toxicidad tanto en un periodo agudo como subcrénico, de
exposicion en modelos animales de experimentacion in vivo, como la actividad
genotoxica y citotdxica que pudieran provocar, ya que de esto dependera el posible uso
de los compuestos de la serie LQM 700’s como anticancerigenos.

Para evaluar los parametros mencionados se utilizé el ensayo de micronucleos en
sangre periférica de ratones de cepa CD1. El roedor es la especie mas utilizada para
los estudios preclinicos de cualquier compuesto de nueva sintesis al que se le realizara
la determinaciéon de toxicidad o efecto toxico sobre el material hereditario; de todos los
roedores el ratbn CD1 es una cepa de facil manejo y en el bioterio de FES-I se
reproduce para estos fines de investigacion. A su vez, el ensayo de micronucleos es
simple y de analisis rapido, ademas de que los micronucleos pueden ser observados
durante todo el ciclo celular y el numero de células contables es relativamente ilimitado.
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OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar la toxicidad subcrénica de 3 compuestos serie LQM 700’s con la prueba de
micronucleos, utilizando como organismo al raton CD1.

2. Objetivos Particulares

» Administrar una dosis de 15 mg/kg de peso de tres diferentes compuestos que
son analogos amidicos del CAPE (LQM 731, LQM 738 y LQM 755), a lotes de 8
ratones macho cepa CD1

» Determinar la capacidad genotoxica de los compuestos LQM 700’s mediante la
frecuencia de eritrocitos policromaticos y normocrémicos micronucleados.

» Determinar la capacidad citotoxica de los compuestos LQM 700’s mediante el
indice de EPC/ENC.
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DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODO

Material Bioldgico

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

v' 32 ratones macho del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de
25 + 5 g de peso de la cepa CD1, que se mantuvieron en la Unidad de
Aislamiento y Bioterio de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautittan en campo 4. Los animales
permanecieron en cajas de plastico con cama sanitaria estéril, tapa de acero
inoxidable, con agua y alimento (Purina formula 5001) ad libitum, temperatura

controlada (24°) e iluminacion 12x12 horas.

Material quimico

v

NN NN

Compuestos CAPA de la serie LQM 700’s: LQM 731, LQM 738 y LQM 755,
sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la FES- Cuautitlan por el
Dr. Enrique Angeles Anguiano y su equipo de trabajo

Dimetil sulféxido (DMSO) grado biologia molecular

Xilocaina en gel al 10%
Violeta de genciana
Metanol absoluto

Buffer de fosfatos pH= 6.8
Solucion de Giemsa 1:10
Aceite de inmersion
Formalina bufferada

Equipo e instrumental de laboratorio

NN N N SN N

Balanza analitica

Espatula

Tubos Falcon de 15 mL

Pipetas graduadas de diversos volumenes
Jeringas de insulina

Portaobjetos de 76 x 26 mm

Vasos Coplin

Microscopio 6ptico

Estuche de diseccion

Recipientes
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Métodos

v" Procedimientos para el estudio de micronucleos en eritrocitos policromaticos vy
normocromicos de sangre periférica

Se utilizaron 32 ratones machos CD1, que fueron pesados, marcados y separados en 4
lotes de 8 ratones.

Tabla 6. Distribucion de lotes
1 Vehiculo de los compuestos LQM 700’s

2  Solucién de LQM 731 en dosis de 15 mg/kg de peso
3  Solucién de LQM 738 en dosis de 15 mg/kg de peso
4  Solucién de LQM 755 en dosis de 15 mg/kg de peso

Nota: La dosis administrada se eligié con base en los resultados del ensayo cometa in vivo,
realizado en investigaciones anteriores.

Una vez distribuidos los lotes, se les tomé a todos los animales una muestra de sangre
para obtener frotis de tiempo cero (To), que corresponde a la muestra basal de
micronucleos.

Se aplicod tépicamente xilocaina en la porcion terminal de la cola de los animales 5
minutos antes del procedimiento siguiente para evitar cualquier dolor. Se corté una
pequefia porcidon de cola (2 mm) de la parte terminal del ratén y se obtuvo una gota de
sangre colocandola en un portaobjetos limpio y desengrasado para realizar un frotis
sanguineo. Se aplicé violeta de genciana con una torunda de algodén después de
realizar la accion anterior en la cola del ratén para detener el sangrado y prevenir
infecciones.

La extension de la gota se realiz6 con ayuda de otro portaobjetos colocado en un
angulo de 45° del primero. Con un solo movimiento se corre la gota, para que el
extendido sea uniforme. La preparacion se seca al aire. Las laminillas obtenidas se
fijaron con metanol absoluto durante 3 minutos y se secaron al aire. Una vez secas, se
realizo la tincion utilizando colorante de Giemsa en buffer de fosfatos de pH 6.8 en un
vaso Copplin por 15 minutos y se enjuagaron con agua de la llave.

Los compuestos CAPA de la serie LQM 700’s que se utilizaron fueron: 731, 738 y 755.
Dichos compuestos fueron administrados via intraperitoneal en forma de solucion en la
que el vehiculo fue dimetil sulféxido de grado biologia molecular. Se realizaron los
calculos necesarios para administrar un volumen menor a 0.3 mL de la solucion en una
dosis de 15 mg/kg.

Durante las administraciones que se llevaron a cabo, el raton se sujetdé enredando la
cola en el dedo menique de la mano derecha y sujetando con indice y pulgar de la
misma mano la cabeza del raton para inmovilizarlo.

Se coloco el ratén inmovilizado en un angulo de 45° boca arriba para poder introducir la
aguja con la cual se administré la dosis de 15 mg/kg de peso en un volumen no mayor a
0.3 mL.
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La primera semana de administracion se tomo muestra a las 24, 48 y 72 horas después
de la administracion, realizando frotis y tratamiento de los mismos como ya se explico
anteriormente.

Se administr6 el compuesto via intraperitoneal una vez por semana, durante 6
semanas, en cada lote y la toma de muestra se realizé 48 hrs. después de dicha
administracion. Por lo tanto cada raton recibié un total de seis inyecciones y el numero
total de tomas de muestra fueron nueve.

Las laminillas obtenidas se analizaron primero a 40X en regiones donde las células se
observaron separadas, intactas y bien tefidas. En estas regiones se utilizé el objetivo
de 100X con aceite de inmersion. El color de las células debe ser de rojo a rosa en
eritrocitos maduros o normocrémicos (ENC) y azulado para las formas inmaduras o
policromaticos (EPC). Los micronucleos en los en los EPCs se presentan como cuerpos
de inclusion de color azul-violeta; son redondos, con un diametro aproximado de 1/20 a
1/15 del eritrocitos y no son refringentes.

v" Analisis estadistico

Consiste en la evaluacion de dos parametros:

- Efecto genotoxico: Cuantificacion de 2000 eritrocitos policromaticos por raton,
observando cuantos de ellos contienen micronucleos (EPCMN)
# EPCMN

F ja EPCMN =
recuencia EPC contados

- Efecto citotéxico: Cuantificar la relacién de eritrocitos policromaticos y eritrocitos
normocromicos (EPC/ENC) en 2000 eritrocitos por raton.

% EPC's = R EPC 100

O ST EPCHENC
El analisis estadistico de los resultados se realizdé con las pruebas de ANOVA y las de
comparaciones multiples de Tukey con un P<0.05 en el programa GraphPad Instat
version 3.1

v" Toxicidad subcrénica

Se observé cualquier cambio visible que sufrieron los animales de experimentacion
durante las seis semanas de administracion.

46



Maria Gutiérrez Sanchez Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

RESULTADOS

Para corroborar que se tuviera una poblacion con caracteristicas homogéneas que no
alteraran los resultados, se analizé el porcentaje de EPC/ENC en un tiempo 0, es decir,
antes de la primera administracion en todos los lotes trabajados. A través de las
comparaciones multiples con las pruebas ANOVA/Tukey no se obtuvo diferencia
significativa entre los valores obtenidos.

De igual manera, se analizaron los porcentajes EPC/ENC obtenidos en todos los
tiempos del control negativo, es decir, desde el tiempo O hasta la sexta semana de
administracién, para corroborar que el vehiculo (DMSO) no tiene capacidad citotoxica
que altere los resultados de los compuestos de la serie LQM 700’s. A través del analisis
con las pruebas ANOVA/Tukey, no se obtuvo ninguna diferencia significativa en los
resultados obtenidos del lote control durante las 6 semanas de administracion.

a. Efecto citotdéxico agudo

Tabla No 7. Promedio de porcentajes de EPCs y su error estandar en un total de 2000 células
contadas por ratén, obtenidos en los diferentes tiempos de evaluacién aguda

Control (-) 4.68 +0.33 4.99 + 0.58 4.77 + 0.66 474 + 0.67
LQM 731 - 4.05+0.24 419+0.17 425+0.17
LQM 738 5.67 +0.28 519 + 0.25 6.58 + 0.33 7.33+ 0.66
LQM 755 5.26 + 0.32 518 £ 0.25 511+0.23 3.74 £+ 0.36
101
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Figura 26. Promedio de porcentajes de EPCs y su error estandar en un total de 2000 células contadas
por ratén, obtenidos en los diferentes tiempos de evaluacién aguda

*  Diferencias estadisticamente significativas en el analisis de ANOVA/Tukey *p<0.05
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b. Efecto citotdxico subcronico

Tabla 8. Promedio de porcentajes de EPCs y su error estandar en un total de 2000 células
contadas por raton, obtenidos en las diferentes semanas de evaluacion crénica

Control (-) 4.10+0.22 3.79+0.27 4.22+064 4.80+1.16 4.51+0.50
LQM 731 493+019 3.68+0.16 3.69+026 6.95+1.70 6.40+1.50
LQM 738 471+029 432+022 538+1.04 4.47+019 7.40+243
LQM 755 6.20+1.15 8.86+245 4.05+070 5.00+1.03 551+1.84
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Figura 27. Promedio de porcentajes de EPCs y su error estandar en un total de 2000 células contadas
por ratdn, obtenidos en las diferentes semanas de evaluacién subcrénica

Para corroborar que se tuviera una poblacion con caracteristicas homogéneas que no
alteraran los resultados, se analizé el numero de EPCMN en un tiempo 0, es decir,
antes de la primera administracion en todos los lotes trabajados. A través de las
comparaciones multiples con la prueba Tukey no se obtuvo diferencia significativa entre
los valores obtenidos.

De igual manera, se analiz6 el numero de EPCMN obtenidos en todos los tiempos del
control negativo, es decir, desde el tiempo 0 hasta la sexta semana de administracién,
para corroborar que el vehiculo (DMSO) no tiene capacidad clastogénica que altere los
resultados de los compuestos de la serie LQM 700’s. A través del analisis con las
pruebas ANOVA/Tukey, no se obtuvo ninguna diferencia significativa en los resultados
obtenidos de lote control durante las 6 semanas de administracion.
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c. Efecto genotdxico agudo

Tabla 9. Promedio del numero de EPCMN y su error estandar en un total de 2000 EPCs
contados por ratdn, obtenidos en las diferentes horas de evaluacion aguda

TO . T24 TA8  T72 |

Control (-) 1.50 + 0.22 2.29+0.36 2.57 +0.29 243 +0.29

LQM 731 - 6.88 £ 0.95 512+0.72 412 +040

LQM 738 1.25+0.16 3.38+£0.26 6.12 + 0.81 4.25 + 0.41

LQM 755 1.75+0.25 1.75+0.36 3.62 +0.62 2.62 +0.56
10 &8 Control

- &= LQM 731

84 ] LQM 738
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= *
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Figura 28. Promedio del numero de EPCMN y su error estandar en un total de 2000 EPCs contados por
raton, obtenidos en las diferentes horas de evaluacién aguda

* Diferencias estadisticamente significativas en el analisis de ANOVA/Tukey *p<0.05

d. Efecto genotdxico subcrénico

Tabla 10. Promedio del numero de EPCMN y su error estandar en un total de 2000 EPCs
contados por ratdn, obtenidos en las diferentes semanas de evaluacion subcronica

~2°Semana 3°Semana 4°Semana 5° Semana 6° Semana
Control (-) 3.00+0.25 3.00+0.36 25+043 233+042 2.17+0.31
LQM 731 712+0.77 429+056 4.25+1.03 4.00+041 4.25+0.48
LQM 738 3.75+0.53 3.62+0.26 325+049 3.62+0.26 5.12+0.83

LQM 755 287+055 533+1.08 5.00+095 5.60+1.03 5.60+0.87
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Figura 29. Promedio del numero de EPCMN y su error estandar en un total de 2000 EPCs contados por
raton, obtenidos en las diferentes semanas de evaluacion subcrénica

*

e. Efecto genotdxico subcrénico en ENCs

Diferencias estadisticamente significativas en el analisis de ANOVA/Tukey *p<0.05

De acuerdo a la FDA, después de la cuarta semana de administracién continua de un
agente xenobidtico en un organismo en el estudio de micronucleos, debe realizarse el

conteo de dichas estructuras en eritrocitos normocréomicos.

Tabla 11. Promedio del numero de ENCMN vy su error estandar en un total de 2000 ENCs
contados por ratén, obtenidos en las diferentes semanas de evaluacién subcrénica

Control (-)
LQM 731
LQM 738
LQM 755

1.83 + 0.30
1.75+0.25
2.12+0.48
2.80 + 0.66

2.33+0.49
250+1.19
4.00 + 0.38
2.20+0.73

2.83+0.40
2.50 + 0.64
3.62 + 0.65
3.40 £ 0.93
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Figura 30. Promedio del numero de ENCMN y su error estandar en un total de 2000 ENCs contados por
raton, obtenidos en las diferentes semanas de evaluacion subcrénica

d. Observaciones de toxicidad subcrénica

Tabla 12. Observaciones en el lote de ratones al que se administré LQM 731 y Control 1y 2
Fecha (2014)  Actividades Observaciones |

2dejunio - Toma de muestra de tiempo O
- 1° admon. con dosis de 15 mg/kg
3dejunio - Tomar muestra de 24 horas - Muere raton control 2
4 de junio - Tomar muestra de 48 horas
5dejunio - Tomar muestra de 72 horas

11dejunio -2°admén. con misma dosis

13 dejunio - Toma de muestra de 48 hrs. de 2° admon.

18 de junio - 3° admén. con misma dosis

20 de junio - Toma de muestra de 48 hrs. de 3° admoén. - Muere ratén 5
- Raton 3 y 4 se notan débiles
- Muere raton 4

23 de junio - Ratones se tornan agresivos y
matan a ratén 8

25 de junio -4°admédn. con misma dosis - Ratén 3 se nota débil

26 de junio - Raton 3 muere

27 de junio - Toma de muestra de 48 hrs. de 4° admon.

2 dejulio - 5° admon. con misma dosis

4 de julio - Toma de muestra de 48 hrs. de 5° admon.

9 de julio - 6° admon. con misma dosis

11 dejulio -Toma de muestra de 48 hrs. de 6° admon.

Nota: Se obtuvo un total de 5 muertes, que corresponden a un sujeto control y 4 sujetos con
administracién de LQM 731 51
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Tabla 13. Observaciones en el lote de ratones al que se administré LQM 738 y Control 3y 4
Fecha (2014) Actividades Observaciones

9 de junio - Tomar muestra de sangre de tiempo 0
- 1° admoén. con dosis de 15 mg/kg
10 dejunio - Tomar muestra de 24 horas
11 dejunio - Tomar muestra de 48 horas
12 de junio - Tomar muestra de 72 horas
16 de junio - 2° admén. con misma dosis
18 de junio - Toma de muestra de 48 hrs. de 2° admon. Muere raton control 4
23 de junio - 3° admén. con misma dosis
25 de junio - Toma de muestra de 48 hrs. de 3° admon.
30 de junio - 4° admodn. con misma dosis
2 dejulio - Toma de muestra de 48 hrs. de 4° admon.
7 dejulio - 5° admoén. con misma dosis
9 dejulio - Toma de muestra de 48 hrs. de 5° admon.
14 dejulio - 6° admoén. con misma dosis
16 de julio - Toma de muestra de 48 hrs. de 6° admon.

Nota: Se obtuvo un total de una muerte, que correspondié al sujeto control 4, no murié ningun ratén del
lote al que se le administré LQM 738

Tabla 14. Observaciones en el lote de ratones al que se administré LQM 755 y Control 7y 8
Fecha (2014 Actividades Observaciones

11 de agosto - Tomar muestra de sangre de tiempo O
- 1° admon. con dosis de 15 mg/kg
12 de agosto - Tomar muestra de 24 horas
13 de agosto - Tomar muestra de 48 horas
14 de agosto - Tomar muestra de 72 horas
19 de agosto - 2° admédn. con misma dosis
- R1y C7 presentan
21 de agosto - Toma de muestra de 48 hrs. de 2° admén.  diarrea
- R4 se nota débil
22 de agosto - R1 muere
- R4 se nota débil
25 de agosto - R4 muere
26 de agosto - 3° admédn. con misma dosis
28 de agosto - Toma de muestra de 48 hrs. de 3° admén. - R7 se nota débil
1 de septiembre - R7 muere
2 de septiembre - 4° admdn. con misma dosis
4 de septiembre - Toma de muestra de 48 hrs. de 4° admon.
9 de septiembre - 5° admédn. con misma dosis
11 de septiembre - Toma de muestra de 48 hrs. de 5° admon.
17 de septiembre - 6° admon. con misma dosis
19 de septiembre - Toma de muestra de 48 hrs. de 6° admon.

Nota: Se obtuvo un total de 3 muertes, que corresponden a 3 sujetos con administracion de LQM 755
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Se adquirieron dos ratones cepa CD1 mas, para trabajarlos dentro del grupo control
debido a dos decesos obtenidos que se muestran en las tablas anteriores, para poder
tener un lote que fuera estadisticamente significativo. La primera administracion con
DMSO (vehiculo de los LQM 700’s) a estos dos ratones se realizé el 23 de junio,
siguiendo el patrén de administracion que se observa en las Tablas 12, 13 y 14, siendo
la sexta y ultima administracion el 1° de agosto. Durante las 6 semanas de
administracion no se observo ningun cambio de comportamiento ni enfermedad.
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DISCUSION

El estudio de nuevos compuestos que puedan desarrollarse como agentes
quimioprotectores es de suma importancia en la actualidad debido a la alta incidencia
del cancer en la poblacion mundial. Se ha descubierto que una gran variedad de
compuestos presentes en la naturaleza poseen la capacidad de inhibir, retardar o
revertir la carcinogénesis, tal es el caso del propdleo y sus componentes,
principalmente el éster feniletilico del acido caféico (CAPE). Durante las dos ultimas
décadas se han investigado los multiples efectos que posee el CAPE, entre ellos, su
efecto antineoplasico como supresor tumoral, agente quimiopreventivo vy
quimioprotector. Al descubrir su baja estabilidad en plasma, se le han realizado
modificaciones estructurales que puedan aumentar su estabilidad y le permitan realizar
un efecto terapéutico mas amplio.

El Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
encabezado por el Dr. Enrique Angeles Anguiano se ha dedicado, entre otras cosas, a
desarrollar compuestos derivados del CAPE que posean mayor estabilidad. Inicialmente
fueron sintetizados 30 compuestos de la serie LQM 700’s, a los cuales se les evaluo su
capacidad citotoxica tanto en células neoplasicas como en células sanas, siendo los
mejores candidatos para perfilarse como agentes quimioprotectores los compuestos
LQM 731, LQM 738 y LQM 755 por presentar mayor citotoxicidad en células
neoplasicas.

Posteriormente, se realizaron estudios de la actividad genotdxica y antigenotoxica de
estos tres compuestos a través del ensayo de electroforesis unicelular en gel (ensayo
cometa), obteniendo como resultado que la dosis efectiva a la que dichos compuestos
ejercen su efecto antigenotéxico es a 20 mg/kg de peso ya que reparan
considerablemente el dafio provocado por mitomicina C (MMC) en células de higado y
rindn, y ademas, a dicha concentracion los compuestos no poseen actividad genotoxica
sobre el organismo (Hernandez, 2013; Cruz, 2014; Aguilar, 2014).

Los compuestos estudiados son analogos amidicos halogenados del CAPE. Yang et al.
en 2011, fueron los primeros en disefar una molécula analoga de CAPE con un enlace
amidico en lugar de enlace éster, dando lugar a la amida feniletilica del acido caféico
(CAPA), que le confiere una mayor estabilidad, ya que este enlace tiene la capacidad
de evitar la hidrélisis por esterasas en el plasma al tener una energia hidrolitica de
activacion mayor que el enlace éster. De esta manera, se prolonga el tiempo de vida
media in vivo de la molécula en circulacién y asi puede llevar a cabo con mayor eficacia
sus efectos.
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La serie de compuestos LQM 700’s son analogos del CAPE con diferentes
modificaciones en su estructura que potencializan su efecto. Poseen sustituyentes
como los halégenos que ejercen un efecto inductivo en el anillo del catecol,
disminuyendo la densidad electronica en el sistema conjugado de la molécula;
sustituyentes como el grupo hidroxi presentes en el anillo de catecol tienen una
importante actividad antioxidante y de su posicion en el anillo depende el grado de
citotoxicidad que posea la molécula.

Al compuesto LQM 731 se le han retirado los sustituyentes hidroxilo del anillo del
catecol, su férmula condensada es Ci16H120NCls y presenta un peso molecular de
375.08 g/mol. El compuesto LQM 738 tiene un peso molecular de 432.72 g/mol y tiene
como formula condensada C22H16O2NCls. EI compuesto LQM 755 tiene un peso
molecular de 398.28 g/mol y como férmula condensada C22H17O2NCl2; la estructura que
poseen los compuestos no se encuentran en el presente trabajo por el proceso de
patente en el que se encuentra. Dichos compuestos fueron desarrollados con técnicas
de quimica computacional empleando métodos que relacionan la estructura con su
actividad biolégica como lo hace el programa QSAR (Quantitative Structure Activity) y
con metodos de modelacién molecular.

En el presente trabajo se realizd una prueba de toxicidad subcrénica para evaluar la
capacidad genotoxica y citotdxica que pudieran provocar los tres compuestos de la
serie LQM 700’s ya mencionados, a través de la prueba de micronucleos en sangre
periférica de ratones cepa CD1 como parte de la bateria de pruebas preclinicas que
deben realizarse para poder perfilarlos como farmacos quimioprotectores.

El roedor es la especie mas utilizada para los estudios preclinicos de cualquier
compuesto de nueva sintesis al que se le realizara la determinacion de toxicidad o
efecto toxico sobre el material hereditario. EI ensayo in vivo de micronucleos en
mamiferos esta indicado para evaluar el riesgo mutagénico, ya que permite tomar en
consideracion factores del metabolismo, de la farmacocinética y de los procesos de
reparacion del ADN. Los ensayos in vivo también resultan utiles para profundizar en el
estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro.

La dosis unica a la que se expuso a los animales de experimentaciéon fue designada
con base en los resultados obtenidos en el ensayo cometa. A la dosis de 20 mg/kg de
peso no se obtuvo efecto genotdxico significativo en células sanas y se obtuvo el mejor
efecto antigenotdxico en células afectadas con MMC en una emision aguda. Por ello, al
ser un estudio subcrénico que duraria 6 semanas, se redujo dicha dosis a 15 mg/kg de
peso. Los estudios de toxicidad a largo plazo se realizan con el objetivo de visualizar los
efectos toxicos que aparecen como consecuencia de la administracion prolongada de
un compuesto quimico en dosis reducidas.
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En las Tablas 12, 13 y 14 se encuentran las observaciones realizadas a los lotes de
trabajo durante las 6 semanas de administracion de los compuestos de la serie LQM
700’s, donde se obtuvo como resultado que el compuesto que mas decesos causo en el
tiempo de administracién fue el LQM 731, seguido por el LQM 755, con 4 y 3 decesos,
respectivamente. El compuesto LQM 738 no causé ningun deceso en los animales de
experimentacion. Dentro del grupo control, se encontraron dos decesos en las primeras
semanas de administracion del vehiculo, de esta manera, se puede excluir al vehiculo
de ser la causa de la muerte.

Los resultados obtenidos del numero de EPCMN vy porcentaje de EPCs leidos en los
frotis de todos los ratones de experimentacién antes de administrar la primera dosis, es
decir a tiempo 0, se encontraron en condiciones normales, con un numero de EPCMN
entre 1 y 3 y un porcentaje de EPCs de 3.3 a 13.3, confirmando de esta forma que los
organismos con los que se trabajo poseian caracteristicas sanas y uniformes que no
alterarian los resultados a obtener tras las 6 semanas de administracion tanto de los
diferentes compuestos de la serie LQM 700’s, como del vehiculo de los mismos
(DMSO).

La solubilidad de los compuestos en agua es bastante reducida, por ello se seleccioné
al DMSO como vehiculo, ya que presenta excelentes propiedades de solvatacion,
ademas de poseer un perfil de toxicidad bajo y favorable. Esto se confirmé a través de
su evaluacion como control negativo en la prueba, ya que no causé efecto genotdxico al
no presentar diferencias estadisticamente significativas del nuimero de MN basales
tanto en EPCs como en ENCs que va de 1 a 3 MN. Tampoco presenté efecto citotdxico,
manteniendo el porcentaje de EPCs normales en sangre periférica, que va de 3.3 a
13.3%, esto tanto en la emisién aguda como subcronica.

El efecto citotdxico agudo fue evaluado a través del promedio de porcentajes de EPCs
en un total de 2000 células contadas por ratén. Un aumento en el numero de EPCs con
respecto a los valores normales (3.3-13.3%) reportados en la literatura, evidenciaria
una eritropoyesis aumentada provocada por el intento del organismo de mantener en
equilibrio el numero de células circulantes, de esta manera se observa el incremento de
células inmaduras. Los resultados obtenidos experimentalmente, a través del analisis
estadistico con las pruebas de ANOVA/Tukey de comparacion multiple de columnas,
indican que el compuesto LQM 738 a las 48 y 72 hrs. presenta una diferencia
estadisticamente significativa cuando p<0.05, al tener porcentajes de 6.58 y 7.33,
respectivamente. Sin embargo, estos resultados aun se encuentran dentro del
parametro normal de EPCs en sangre periférica de ratdbn que se encuentra reportada en
la literatura.

En cuanto al efecto citotdxico subcrénico de los compuestos, el analisis estadistico con
las pruebas ANOVA/Tukey cuando p<0.05 no evidencid la presencia de diferencias
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estadisticamente significativas entre los resultados durante las 6 semanas de
administracidon de los compuestos. En la Figura 27 se observan 2 valores que pudiesen
evidenciar la presencia de wuna diferencia estadisticamente significativa,
correspondientes a la 3° semana de administracion del LQM 755 (8.86) y a la 6°
semana de administracion del LQM 738 (7.40), sin embargo, la desviacion estandar de
dichos valores es de 2.45 y 2.43, respectivamente, siendo éstos, valores muy grandes
que justifican la ausencia de una diferencia estadisticamente significativa con respecto
a los demas valores obtenidos, ademas de que ambos valores se encuentran dentro del
rango normal de EPCs en sangre periférica de ratdn. Los valores medios de los
porcentajes de EPCs en 2000 células contadas por raton se mantuvieron dentro de los
valores normales reportados por la literatura.

Sin embargo, dentro de los resultados del efecto genotéxico en un tiempo agudo si se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas a las 24 y 48 hrs. después de la
administracién del compuesto LQM 731 presentando un promedio de 6.88 y 5.12
EPCMN, respectivamente, en un total de 2000 EPCs contados por ratén; asi como a las
48 hrs. post administracion del compuesto LQM 738, donde se presenté un promedio
de 6.12 EPCMN. Dichos valores, ademas de presentar una diferencia significativa en
comparacion con todos los demas valores obtenidos en la emision aguda, son mayores
al numero normal de EPCMN que va de 1 a 3. Ademas, los compuestos LQM 731y 738
presentaron un promedio de EPCMN por encima de los valores normales (1-3) a las 72
hrs., de 4.12 y 4.25 respectivamente, después de la administracién, y aunque no
representen una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los demas
valores obtenidos, si indican un leve efecto genotoxico.

El efecto genotoxico en un tiempo de administracion subcronica, en cambio, sélo obtuvo
un valor con diferencias estadisticamente significativas, éste valor corresponde a la
segunda semana de administracion del compuesto LQM 731, con un promedio de 7.12
EPCMN por cada 2000 células contadas. Dicho compuesto presenté también dos
resultados con diferencias estadisticamente significativas en la administracion aguda
del compuesto a las 24 y 48 hrs. y ademas, a pesar de no representar diferencias
significativas, el numero de EPCMN a las 72 hrs. también resulté por encima de los
valores normales. Adicionalmente, la administracion del compuesto LQM 731 provoco la
presencia de en promedio mas de 4 EPCMN en las siguientes semanas de
administracién, siendo éste un valor mayor a los valores de referencia ya mencionados.

Asimismo, el compuesto LQM 738 a la sexta semana de administracion y el LQM 755
de la tercera a la sexta semana de administracion presentaron un promedio de EPCMN
alrededor de 5, siendo también valores mayores a las referenciadas en la bibliografia.

Segun la FDA en un estudio subcrénico, el efecto genotdoxico de un compuesto también
puede ser evidenciado por el nuimero de ENCMN después de la cuarta semana de
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administracion. No se obtuvo un resultado que presentara una diferencia
estadisticamente significativa con las pruebas ANOVA/Tukey cuando p<0.05, no
obstante, el valor del promedio de ENCMN fue de 4 en la quinta semana de
administracion del compuesto LQM 738, valor que es un poco mayor que el valor
referencial normal. Los demas promedios de ENCMN obtenidos después de la cuarta
semana de administracion de los compuestos de la serie LQM 700’s, asi como del
control negativo (DMSO), se encuentran dentro de los limites normales.

Los resultados obtenidos demuestran que los compuestos LQM 731, 738 y 755 no
poseen actividad citotoxica en el modelo utilizado (ratén cepa CD1) al no presentar un
incremento en el porcentaje de EPCs circulantes en sangre periférica; sin embargo, si
presentan cierta capacidad genotéxica al incrementar el numero de EPCMN en distintos
tiempos analizados.

De acuerdo con Ruiz (2012), a través de la prueba de MTT fueron los compuestos LQM
738 y 755 los que presentaron el menor dafio a las células sanas; el resultado obtenido
en el presente trabajo concuerda con el obtenido por Ruiz en la prueba in vitro, ya que
el compuesto LQM 731 resulté presentar mayor genotoxicidad en EPCs al inducir un
incremento variable de MN en todos los tiempos de administracion analizados. El
compuesto LQM 738 sélo indujo incremento de EPCMN a las 48 y 72 hrs después de la
primera administracién y a la sexta semana. ElI LQM 755 produjo genotoxicidad en el
tiempo de estudio subcrénico al incrementar el numero de EPCMN después de la
tercera semana de administracion. Los incrementos mencionados son significativos
tomando en cuenta que el numero de EPCMN normales en sangre periférica de ratdon
vade 1a 3 MN.

Sin embargo, incluso el numero mayor de EPCMN inducidos tras la administracion de
los compuestos de la serie LQM 700’s (7.12 en la segunda semana de administracion
del LQM 731), son menores a los que induce un agente con capacidad clastogénica
estudiada y confirmada como lo hace Mitomicina C (MMC), farmaco utilizado en el
tratamiento contra el cancer cuya activacién comienza con la reduccion de su estructura
quinona y se metaboliza a un numero de formas activas por reduccion enzimatica que
ejercen actividad antineoplasica a través de la formacion de enlaces cruzados con el
ADN, alquilacién y ruptura de la cadena de ADN con formacion de radicales libres
(Hernandez, 2013). MMC induce un promedio de 20.8 EPCMN después de las 48 hrs.
de administracion y aun después de 72 hrs., se encuentran un promedio de 11.8
EPCMN en sangre periférica de ratéon cepa CD1 (Hernandez, 2012).

En 2012, Sulaiman realizé un estudio del papel que posee el CAPE sobre la
clastogenicidad inducida por MMC. En dicho estudio se abordd el analisis de
aberraciones cromosémicas, el indice mitético, la actividad de adenosina desaminasa y
el test de micronucleos en médula 6sea. El resultado de administrar 5 y 10 mg/kg de
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peso de CAPE en ratones Balb/c indicdé que el compuesto no es citotdxico o genotdxico
en comparacion con el grupo control que se trabajo, pues se encontré un promedio de 1
a 2 MN para cada dosis, respectivamente, sin aumento o disminucion en el porcentaje
de EPCs. En dicho estudio también se realizé el analisis de la capacidad antigenotoxica
en pre y postratamiento del CAPE, es decir, se administro primero al CAPE y después a
MMC por una parte, y por otra, se administré primero a MMC y después a CAPE para
identificar cdmo el compuesto puede llevar a cabo su mejor actividad quimioprotectora,
resultando como mejor alternativa el pretratamiento, pues de esta manera se observo
una mayor diminucién en el numero de MN que puede causar la MMC per se.

Los suplementos alimenticios, principalmente antioxidantes como el CAPE, son
ampliamente utilizados por una gran parte de la poblacion para mantener la salud, y
ultimamente han sido recomendados a individuos a quienes se le ha diagnosticado
cancer. Poseen la capacidad de destoxificar radicales libres o inactivar radicales
intermediarios generados por farmacos antineoplasicos. Ademas, se ha dilucidado que
son capaces de incrementar la actividad citotdxica y de reducir los efectos perjudiciales
de los farmacos quimioterapéuticos sin danar a las células normales. La actividad
antioxidante del CAPE se debe principalmente a que posee dos grupos hidroxilos en su
estructura que pueden unirse a radicales libres y asi proteger macromoléculas celulares
como lo son el ADN vy las proteinas del dafio oxidativo que inducen gran variedad de
agentes (Sulaiman, 2012).

Con la informacién anterior podemos intentar explicarnos por qué los compuestos de la
serie LQM 700’s produjeron la induccion de un numero promedio de EPCMN mayor a lo
normal, ya que es el efecto antioxidante que le proporcionan sus dos grupos hidroxilos
en el anillo de catecol en la estructura del CAPE los que le otorgan la capacidad de no
causar dafo a las células normales y en los compuestos LQM 731, 738 y 755 estos
grupos hidroxilo han sido removidos y sustituidos por atomos de halégenos como lo es
el cloro. Sin embargo, este reemplazo retarda la degradacion metabdlica, incrementa la
lipofilicidad y ejerce un profundo impacto en la unién al receptor o a la selectividad,
dependiendo de su posicion.

Entonces, con el estudio realizado podemos decir que el LQM 731 es el compuesto que
mas capacidad genotdxica presenta, resultado que concuerda con las observaciones de
toxicidad subcronica, en donde se encontrd que los sujetos de experimentacion sufrian
debilitamiento y posteriormente morian, obteniendo un total de 4 decesos.

El LQM 755 soélo presento genotoxicidad en el periodo subcrénico de administracion y
como resultados de la toxicidad subcronica también provocaban el debilitamiento de los
sujetos de experimentacion, con su posterior muerte, al igual que los sujetos
administrados con LQM 731, obteniendo un total de 3 decesos.
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LQM 738 es el que compuesto que menos capacidad genotdxica presento y por ello
podria ser perfilado como el mejor agente quimioprotector de los tres compuestos
estudiados, ademas de que en las observaciones de toxicidad subcronica realizadas
fue el compuestos que menos efectos adversos observables tuvo y no provocé el
deceso de ningun sujeto de experimentacion.

La genotoxicidad presentada por los tres compuestos es menor a la que provoca un
agente clastdgeno como MMC y esto resulta sumamente importante porque pone de
manifiesto que los compuestos son sustancias de muy bajo potencial genotdxico y
citotoxico.
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CONCLUSIONES

v' Se evalud la actividad genotdxica y citotoxica tanto en un tiempo agudo como
subcroénico de tres compuestos de la serie LQM 700’s (LQM 731, 738 y 755) a
través de la prueba de micronucleos en ratones cepa CD1 con una dosis de 15
mg/kg de peso.

v' Los tres compuestos evaluados no presentan actividad citotéxica tanto en el
estudio de tiempo agudo como de tiempo subcronico.

v" El compuesto LQM 731 fue el que mas actividad genotodxica presenté durante las
6 semanas de administracion.

v" El compuesto LQM 738 fue el que menos actividad genotoxica presentd de los
tres compuestos evaluados.

v El compuesto LQM 755 sélo presentd actividad genotoxica en el periodo
subcrénico de administracion después de la tercera semana.

v Los resultados de actividad genotdxica obtenidos concuerdan con los resultados
observados de toxicidad subcrénica.

v La actividad genotodxica que presentaron los tres compuestos es menor a la que
presenta un agente clastdégeno como MMC.

v De los tres compuestos el que podria perfilarse como mejor farmaco
quimioprotector es el LQM 738 por presentar la menor genotoxicidad y por
presentar menor toxicidad en un periodo subcronico.
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PROSPECTIVAS

v Realizar pruebas de farmacocinética y farmacodinamia de los compuestos LQM
731,738y 755.

v" Determinar los posibles metabolitos genotéxicos resultantes del metabolismo de
los compuestos.

v' Evaluar el dafo histopatolégico que los compuestos de la serie LQM 700’s
puedan causar en diferentes 6rganos implicados en el metabolismo de los
farmacos, como son higado y riiidn, asi como en otros érganos que pudieran
tener afecciones como corazon, bazo y cerebro.
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