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RESUMEN

Los compuestos quinolinicos han sido ampliamente utilizados debido a sus
propiedades antiparasitarias, sin embargo, los tratamientos suelen ser toxicos. En
la Facultad de Quimica de la UNAM el grupo a cargo del Dr. Francisco Hernandez
Luis, sintetizé una nueva molécula, la TAQ-MLB13 que es menos toxica y conserva
sus efectos terapéuticos, ademas se le agregaron grupos metoxilo e hidroxilo para
conferirles propiedades antioxidantes. En este estudio se evalué la genotoxicidad,
utilizando la prueba de MN, ensayo cometa y niveles de antioxidantes totales en
ratones tratados con TAQ-MLB13 y CrOs, con la finalidad de conocer las posibles
vias de proteccién de la TAQ-MLB13. También se realizaron pruebas con los
fluorocromos NA/BrEt para evaluar la viabilidad celular y citotoxicidad. Grupos de 5
ratones hembra fueron tratados de la siguiente manera: 1) Grupos testigo (agua o
DMSO) 1) Grupo CrOs (20 mg/kg) 1ll) Grupo TAQ-MLB13 (10 mg/kg) y IV) Grupo
combinado (TAQ-MLB13 y 4 horas después CrOs) a todos los grupos se les
administré el tratamiento via intraperitoneal y las muestras fueron tomadas de la
vena caudal. Para las pruebas de MN vy la relacion EPC/ENC se tomaron muestras
a las 0 y 48 horas después de administrados los tratamientos, para el ensayo
cometa alas 0, 4, 24 y 48 horas, y para las pruebas de apoptosis, viabilidad celular
y antioxidantes totales Unicamente a la hora 48. Se corroboré la genotoxicidad y
citotoxicidad del CrOsz ya que aumenté las frecuencias de MN, rompimientos de
cadena y apoptosis, ademas de que disminuyé los antioxidantes totales. La TAQ-
MLB13 no present6 efectos genotoxicos, citotoxicos, ni efectos en los niveles de
antioxidantes totales. Cuando se combinaron los tratamientos de TAQ-MLB13 y
CrOs se observo una reduccion de las frecuencias de MN y de rompimientos de
cadena sencilla, lo que podria estar relacionado con la activacion de los
mecanismos de reparacion. En este grupo también se observé una recuperacion de
los niveles de antioxidantes totales lo que permite sugerir que la via de proteccién
del dafio al ADN podria estar relacionada con la activacion del sistema antioxidante
Y NO por apoptosis, ya que estas células no se incrementaron en este grupo.
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l.- INTRODUCCION

Los compuestos heterociclicos como las quinazolinas poseen propiedades
antibacterianas, antifingicas, antinflamatorias, antivirales, analgésicas y se les ha
empleado en el tratamiento de la malaria y leishmaniasis. Sin embargo, se ha
observado que su administracion a mediano y largo plazo presenta efectos toxicos
(Jafari et al., 2016; Wang y Gao, 2013). En el departamento de Farmacia de la
Facultad de Quimica de la UNAM, se han disefiado y sintetizado una serie de
compuestos derivados de las quinazolinas como la 2,4,6-triaminoquinazolina (TAQ
MLB13) con la finalidad de reducir su toxicidad (Hernandez, 2016). A estos
compuestos también se les han agregado grupos funcionales para conferirles
propiedades antioxidantes, sin comprometer su actividad antiprotozoaria (Mendoza-
Martinez et al., 2015). En la regulacién establecida en el disefio, sintesis 0 mejora
de un farmaco, se deben realizar una serie de estudios para asegurar que el
compuesto tiene un deseable perfil de actividad, desde la sintesis o la obtencién
biotecnoldgica y toda la fase preclinica, incluida la toxicologia, donde entre otras
pruebas, se evalla el dafio al material genético o genotoxicidad (Escalona et al.,
2003; FDA, 2012). La TAQ-MLB13 no induce dafio citotoxico ni genotdxico in vivo,
sino por el contrario, en hembras de ratones Hsd:ICR es capaz de disminuir el dafio
genotoxico inducido por compuestos metdlicos inductores de estrés oxidante, tales
como los compuestos de Cr(VI) (Hernandez, 2016; Olguin, 2017). Por ello es de
interés indagar sobre las posibles vias de proteccién contra el dafio genotdxico
inducido por el Cr(VI). De acuerdo con las modificaciones realizadas a las TAQ y en
particular a la MLB13 es posible que su proteccion esté relacionada con: a) una
interaccién directa o indirecta del estrés oxidante inducido por la reduccion
intracelular del Cr(VI), b) induccion de apoptosis de células dafiadas (ADN), y )

activacion de los mecanismos de reparacion del dafio al ADN.




1.1 Compuestos quinolinicos

Las enfermedades infecciosas parasitarias causadas por protozoos patdégenos
constituyen un importante problema de salud mundial en paises subdesarrollados.
La leishmaniasis, causada por Leishmania spp., y la malaria, causada por
Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum, se encuentran entre las infecciones
mA&s graves en las regiones tropicales, con impacto en México, consideradas como
desatendidas o rezagadas y que afectan a los sectores mas vulnerables y
marginales de la poblacién (Mandal, 2014; Mendoza-Martinez et al., 2015; Reguera
et al., 2014). En ausencia de vacunas efectivas, la quimioterapia juega un papel
critico, que controla estas enfermedades. Para el tratamiento de la leishmaniasis, el
glucantime, miltefosine y amphotericine B, estan en uso hasta la fecha; sin embargo,
estos compuestos tienen inconvenientes comunes tales como alta toxicidad, alto
costo o resistencia emergente (Croft y Coombs, 2003). Respecto a la malaria, la
sulfadoxine/pirimetamina, la quinina, la cloroquina y sus derivados, todavia se usan
en la actualidad (Mendoza-Martinez et al., 2015); estos farmacos fueron utilizados
extensamente por mas de 50 afios en varios programas de erradicacion mundial de
la malaria. Sin embargo, en los dltimos afios se ha observado disminucion en la
efectividad del farmaco en Africa, América del Sur y el sureste asiatico,
principalmente por el desarrollo de resistencia a la cloroquina por parte del parasito
Plasmodium falciparum perjudicando seriamente su valor terapéutico (Meléndez y
Kouznetsov, 2005). Esto ha frustrado los intentos de erradicar estas enfermedades
por medio de la quimioterapia y los medicamentos actualmente utilizados tienen un
mayor riesgo de quedar obsoletos (Mendoza-Martinez et al., 2015), por lo que se
inicié la busqueda de nuevos agentes, mas efectivos y menos toxicos, que poseen
como base estructural el sistema quinolinico, sintetizandose nuevos farmacos como
los 4-aminoquinolinicos (Epperson et al.,, 1995; Meléndez y Kouznetsov, 2005;
Rolling et al., 2013).

Segun su estructura quimica las quinazolinas estan formadas por compuestos
heterociclicos generados por la fusion de un anillo benceno y otro de pirimidina

(Figura 1). Estas estructuras se encuentran en muchos alcaloides que presentan




actividad bioldgica y sus propiedades quimicas se determinan principalmente por la
unidad de pirimidina (Sainsbury, 2001). Un gran numero de medicamentos se han
obtenido de plantas que los contienen en hojas, flores, frutos o en la corteza, como

es el caso de la quinina, un agente antimalarico (Meléndez y Kouznetsov, 2005).
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Figura 1. Estructuras quimicas bdsicas de las quinazolinas. a) Quinazolina b) 2,4,6-triaminoquinazolina (TAQ).

La quinina es un compuesto que se aislo por primera vez en 1820 de la corteza del
“arbol de la quina” o “cascarilla”, perteneciente a la familia de las Rubicaceas, que
comprenden varias especies del género Cinchona, entre ellas C. officinalis, C.
calisaya y C. pubescens; siendo Cinchona officinalis una de las mas estudiadas. Se
han aislado alrededor de 25 alcaloides entre las diversas especies de Cinchonas,
siendo los mas importantes a nivel biolégico y sintético la quinina y su
estereoisdmero quinidina, ya que son sustancias con mayor actividad biologica
(Kouznetsov y Palma, 1997; Condor et al., 2009), y sus derivados pueden actuar
como agentes analgésicos potentes, hipertensores, amebicidas, viricidas y como
agentes antitumorales (Abuelizz et al., 2017; Al-Rashood et al., 2006; Alafeefy et al.,
2014; El-Messery et al., 2016).

Aunqgue la quinina ha presentado propiedades terapéuticas importantes también se
ha usado para inducir el aborto y ha causado la muerte de mujeres debido a su alto
grado de toxicidad general. Tanto la quinina como su isomero quinidina afectan a
los canales iGnicos y causan arritmia potencialmente mortal en caso de sobredosis
(Alvan et al., 2017), desencadenando un numero de efectos adversos conocidos

como cinconismo, un envenenamiento caracterizado por tinnitus, dolor de cabeza,




sordera, y el choque anafilactoide. El cinconismo grave también produce otros
efectos en el sistema nervioso central, tracto gastrointestinal, la piel, y el sistema

cardiovascular (Meléndez-Gémez y Kouznetsov, 2005).

2,4,6-Triaminoquinazolinas

La busqueda de nuevas drogas contra la leishmaniasis y la malaria condujo a la
sintesis de una serie de 2,4,6-triaminoquinazolinas (TAQ) (Figura 1). En estudios
previos usando TAQ como estructura base, Davooll y colaboradores (1972),
sintetizaron una serie de derivados teniendo diferentes sustituyentes en la posicion
6. Varios compuestos mostraron una fuerte actividad antiparasitaria contra
Plasmodium berghei en cultivos de células embrionarias de pollo. Posteriormente,
se demostré la capacidad de la N6-(metilferreno)-2,4,6-triaminoquinazolina (H2)
para cocristalizarse con pteridina reductasa 1 de Leishmania major (ImMPTR1).
También se observd que varios derivados de la 2-4-diaminoquinazolina tenian la
capacidad de interactuar con dihidrofolato reductasa (DHFR) aislada de Leishmania
mexicana (ImxDHFR). PTR1 y DHFR estan implicados en el metabolismo del folato

en los protozoos parasitos (Mendoza-Martinez et al., 2015).

En cuanto a la malaria, estudios previos muestran efectos de la N6-(4-metoxibencil)-
2,4,6-triaminoquinazolina (M4) antiplasmodial y su complejo de inclusiéon
(M4/HPBCD) con 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) en cultivos de eritrocitos
humanos, que actian en la etapa intraeritrocitica del parasito. Los resultados
indicaron que M4/HPBCD interactuaba principalmente con la capa externa de la
membrana, donde perturbaba el ordenamiento de las cadenas de lipidos vy
aumentaba la hidratacién de las interfaces lipido-proteina en el interior de la
membrana, razon importante para considerar a M4/HPBCD como formulacion
promisoria para el tratamiento de la malaria (Rojas-Aguirre et al., 2012). La suma
de estos resultados estimul6 la busqueda adicional de otros derivados de TAQ como
agentes tripanocida, antileishmanial y antiplasmodial, tal es el caso de las TAQ
MLBO1, MLB02 y MLB13 (Figura 2), sintetizadas en la Facultad de Quimica con la
finalidad de disminuir la toxicidad de la quinina y conferirle propiedades

antioxidantes. En las pruebas in vivo realizadas en ratones en nuestro laboratorio
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los resultados muestran que a dosis de 10 mg/kg de peso corporal, la TAQ-MLB13
no induce dafio citotoxico ni genotoxico, debido probablemente a la adicion de

grupos metoxilo e hidroxilo a la molécula (Hernandez, 2016; Olguin, 2017).
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Figura 2. Estructuras quimicas sintetizadas de TAQ. En color verde se muestran los grupos antioxidantes que fueron
agregados.

1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que tiene la capacidad de retrasar o inhibir la
oxidacion celular, donando electrones para estabilizar a los radicales libres (RL) y
neutralizar sus efectos dafiinos, pueden ser enddgenos (sintetizados por la célula)
0 exogenos (provenientes de la dieta). Estos compuestos protegen principalmente
a los lipidos y las proteinas, y disminuyen la tasa de mutacion en las células,
mediante la disminucion del dafio al ADN (Gonzalez-Torres et al., 2000; Kondo et
al., 2001). Son un grupo de sustancias que, al estar presente en concentraciones
bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen significativamente la
oxidacion de este. Se pueden considerar como sustrato oxidable casi todas las
moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas, como
proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes
impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al interactuar mas rapido con los
RL y las especies reactivas del oxigeno (ERO) en un determinado microambiente
(Thomas, 1994; Gonzalez-Torres et al., 2000; Kondo et al., 2001; Venereo, 2002).




Los antioxidantes enddgenos son moléculas nucleofilicas con gran afinidad y que
se comportan como compuestos muy susceptibles para que los oxiden las especies
reactivas. Se clasifican segun su naturaleza quimica en enzimaticos y no
enzimaticos. Ejemplos de estos antioxidantes en los organismos son: el glutation, el
NADPH, la albumina, el acido Urico, la coenzima Q, la bilirrubina y la melatonina.
Por otra parte, los antioxidantes exdgenos son los que provienen de la dieta, tales
como la vitamina E (a- tocoferol), la vitamina C (acido ascorbico) y el p-caroteno
(provitamina A). En ambos sistemas los antioxidantes ofrecen electrones con gran
afinidad para los oxidantes y para que estos reaccionen con el antioxidante en lugar
de que reaccionen y oxiden a las macromoléculas, por lo que se han propuesto
como mecanismos de proteccion de dafio genotdxico (Escorza et al., 2009; Forman
et al., 2009).

1.3 Estrés oxidante

El concepto de Estrés Oxidante es considerado como un desequilibrio bioquimico
ocasionado por la produccién excesiva de ERO y RL o por una disminucion de los
sistemas antioxidantes, y la capacidad de un sistema bioldégico de detoxificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante (Elejalde, 2001).
Todas las formas de vida mantienen un entorno reductor dentro de sus células. Este
entorno reductor es preservado por las enzimas que mantienen el estado reducido
a través de un constante aporte de energia metabodlica. Los RL son moléculas
capaces de existir de forma independiente conteniendo en su ultima orbita uno o
mas electrones desapareados, haciéndolos muy inestables y altamente reactivos
con capacidad para combinarse inespecificamente, con las diferentes moléculas
gue integran la estructura celular y los derivados de estas, y con la capacidad de
atacar cualquier tipo de biomolécula incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN
(Halliwell, 2000). Resultado del estrés oxidante es una serie de procesos
patolégicos, atribuibles al ataque de RL, entre los mas significativos estan el
envejecimiento prematuro, la ateroesclerosis, catarata senil, insuficiencia renal

aguda, diabetes mellitus, hipertension arterial y cancer (Elejalde, 2001).




1.4 Metales inductores de estrés oxidante

Segun la Comision Internacional para la Proteccion contra Mutagenos Yy
Carcinogénicos Ambientales, la genotoxicidad se refiere a la induccion de dafio al
ADN, que puede ser o no reparado eficientemente. Los agentes causantes del dafio,
se denominan genotoxicos y pueden ser fisicos, quimicos o biologicos, y son
capaces de atravesar las membranas celulares, una vez dentro, pueden ser de
accion directa (es reactivo por si mismo) o de accion indirecta (deben ser activado

por enzimas metabdlicas) (Sofoni, 1993).

Actualmente se sabe que la contaminacion ambiental es la causa de enfermedades
en los seres vivos. En los humanos se ha asociado el desarrollo de mdltiples
problemas de salud como consecuencia de la exposicion a contaminantes
provenientes de fuentes fisicas, bioldgicas y quimicas, siendo los agentes quimicos
los principales contaminantes actuando como alquilantes, analogos de bases,
agentes de intercalacién o inductores de ERO (Teaf y Middendorf, 2000; Escalona
et al., 2003). Dentro de los agentes inductores de ERO estan los metales pesados
como el hierro, cobre, vanadio, cobalto y cromo, que son capaces de hacer ciclos
redox en los que un solo electrén puede ser aceptado o donado por el metal. Esta
accion cataliza reacciones que producen radicales. Las reacciones mas importantes
son la reaccién Fenton y la reaccién de Haber-Weiss, en las que participan el radical
superoxido (02™) y el peréxido de hidrogeno (H202) en la formacién del radical
hidroxilo (OH") (Jomova y Valko, 2011).




Cromo hexavalente Cr(VI)

El cromo (Cr) ocupa el puesto 21 de los elementos mas abundantes en el planeta
(Krauskopf, 1979), y se encuentra practicamente en todas las fases, incluido el aire,
agua, suelo y la biota. El Cr es un contaminante activo redox que puede existir en
estados de oxidacion que varian de -2 a +6, pero s6lo +3 y +6 se encuentran
tipicamente dentro del rango de pH y potencial redox comldn en sistemas
ambientales (Fendorf et al., 2004; Shupack, 1991). De estos compuestos, el Cr(VI)
es uno de los méas estudiados ya que sus compuestos son bien conocidos como
reactivos de laboratorio y como intermedios en la industria manufacturera. Los
principales usos de los compuestos de Cr(VI) incluyen revestimiento de metales,
fabricacion de pigmentos y colorantes, inhibidores de corrosién, sintesis quimica, la
produccion de refractarios, curtido de cuero y preservacion de la madera (Blade et
al., 2007). Si bien el Cr(lll) es considerado como micronutriente esencial implicado
en el metabolismo de azucares y grasas, se ha comprobado que el Cr(VI) es
genotoxico (Garcia-Rodriguez et al., 2001). El Cr(VI) es capaz de entrar en la célula
a través de los canales anionicos, en donde el ascorbato, el glutation, y la cisteina
lo reducen a Cr(V), Cr(IV) y Cr(lll). La reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) puede dar lugar
a RL (Figura 3) que son muy reactivos y afines a las proteinas y al ADN (ATSDR,
2012). Los resultados de estudios de exposicion ocupacional a Cr(VI) en seres
humanos, proporcionan evidencia de rompimientos de la cadena de ADN,
aberraciones cromosémicas, aumento en el intercambio de cromatidas hermanas,
reticulacion de las proteinas y mutaciones en el gen supresor tumoral p53, siendo
algunos de los principales factores que pueden desempeifiar un papel importante en
la genotoxicidad celular. En particular en estudios in vivo se ha observado dafio
genotoxico inducido por Cr(VI) mediante el aumento de las frecuencias de MN a las
24 y 48 horas en grupos de ratones tratados con CrOs (ATSDR, 2012; Garcia-
Rodiguez et al., 2001; O Brian 2003).
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Figura 3. Mecanismo del Cr(VI) para entrar a la célulay causar dafio al ADN (modificada de Jomovay
Valko, 2011).

1.5 Reparacion del ADN

Los dafios en el ADN pueden generar cambios en la expresion de genes,
crecimiento celular e incluso tumores. Estos dafios pueden ser atribuidos a diversos
procesos metabdlicos enddgenos, que producen radicales libres de oxigeno (RLO)
y nitrégeno (RLN) altamente reactivos, que alteran bases y atacan directamente el
ADN (Barnes y Lindahl, 2004). Ademéas de estos agentes generados
endodgenamente encontramos los agentes genotdxicos exogenos, tales como la luz
ultravioleta y otros tipos de radiacion y ciertos metales que generan, directa o
indirectamente, dafios en la molécula de. La mayoria de estos cambios en el ADN
son temporales porque se corrigen de inmediato mediante un conjunto de procesos
gue colectivamente se llaman reparacion del ADN ( Alberts et al., 2008; Cardona,
Aparecida y Morales, 2014). Los mecanismos de reparacion se dividen en tres
grandes categorias:

1) Mecanismos por reversion de la lesion




2) Mecanismos por reparacion indirecta, dentro de esta categoria existen tres
mecanismos: reparacion por escision de bases o BER (por sus siglas en inglés
“Base Excision Repair”), reparacion por escision de nucleétidos o NER (por sus
siglas en inglés “Nucleotide Excision Repair’) y reparacion por apareamiento
erroneo (“Mitsmach Repair”). El principio de los tres mecanismos de reparacion
implica: corte, empalme de la region dafiada e insercion de nuevas bases, y

3) Mecanismo de reparacion de rompimientos de doble cadena DSB (por sus siglas
en inglés “double-strand breaks”) siendo de los dafios mas severos al ADN, existen
dos vias principales para este tipo de reparacion, la recombinacion homoéloga y la
recombinacion de extremos no homologos (Azqueta et al., 2013; Barnes y Lindahl,
2004; Cardona et al., 2014; Hartwig y Schwerdtle, 2002).

El dafio inducido al ADN por estrés oxidante genera sitios apurinicos o
apirimidinicos, y rompimientos de cadena simple (“SSB” por sus siglas en inglés
inglés “single-strand breaks”) y de cadena doble DSB. Una de las modificaciones de
base de ADN mas comunes es la 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua). Se origina
a partir de la adicion del radical hidroxilo a la posicién C8 del anillo de guanina (Douki
et al., 1997). Por ello, 8-oxoGua es utilizada como marcador para detectar niveles
altos de estrés oxidante, estas lesiones en ultima instancia no son letales para la
célula, pero se consideran altamente mutagénicas (Jiranusornkul y Laughton, 2008;
Kryston et al., 2011).

1.6 Pruebas para evaluar el dafio genotoxico

En la actualidad no existe un Unico test capaz de proporcionar por si solo
informacion relevante sobre la actividad de un compuesto, sino que es
imprescindible la realizacion de una serie de pruebas en las que se combinan test
in vitro junto con otros in vivo, que permiten integrar determinados factores que no
son considerados en una sola prueba (Repetto y Repetto, 2009). El ensayo in vivo
es especialmente relevante para evaluar el riesgo de genotoxicidad, pues permite
tomar en consideracion factores del metabolismo de todo el organismo,
farmacocinética, y los procesos de reparacion del ADN, también es util en la

investigacion adicional de los efectos mutagénicos detectados mediante una prueba




de genotoxicidad in vitro. Es importante sefialar que los compuestos genotoxicos
afectan con mayor frecuencia a las células normales que proliferan rapidamente,
como son las células epiteliales y de médula 0sea; por lo tanto, existe un gran
namero de células susceptibles a estos efectos dafinos (Goodman et al., 1996;
Krishna y Hayashi, 2000).

Micronucleos

La prueba de micronucleos (MN) es un método ampliamente utilizado para la
deteccién del dafio genotdxico, producido por diferentes sustancias quimicas y
agentes fisicos. Indica el dafio mediante la identificacion de fragmentos acéntricos
y/o cromosomas rezagados (Figura 4). Los MN son fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos, que por causa de agentes genotoxicos, quedan fuera del
nacleo durante la division celular, su forma es generalmente redonda o almendrada
y alcanza un diametro entre 0.4 a 1.6 micras (Fuic y Mijic, 1999; Heddle et al., 1991,
Schmid, 1975). La evaluacion de MN in vivo empleando células de medula 6sea o
sangre periférica de mamiferos es una de las pruebas recomendadas para evaluar
la genotoxicidad por las agencias reguladoras encargadas de valorar la seguridad
de un nuevo farmaco, ademas de pruebas de citotoxicidad como viabilidad celular
y apoptosis (Krishna et al., 1994; Krishna y Hayashi, 2000). Esta prueba permite
detectar agentes clastogénicos y aneuploidogénicos. El ensayo de MN se puede
desarrollar con cualquier tipo de célula en divisién, sin embargo, los eritrocitos
presentan caracteristicas que le confieren ventajas para analizar. EI normoblasto
ortocromatico, 5 horas después de la tltima mitosis, expulsa su nucleo al pasar de
la médula 6sea al torrente circulatorio. Al perder su nucleo, el normoblasto
ortocromatico se convierte en reticulocito o eritrocito policroméatico (EPC), que es el
eritrocito joven que sale a la circulacion. Los EPC tardan aproximadamente 48 horas
para convertirse en eritrocitos maduros o eritrocitos normocromaticos (ENC) (Lewin,
2000). La visualizacion de los EPC con MN es facil si se utiliza alguna técnica de
tincion como May-Grunwald, Giemsa o Naranja de Acridina (NA) (Hayashi et al.,
1990).
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Figura 4. Formacion de un MN (tomada de Ramos-Leon, 2016).

Apoptosis

La muerte celular es un fendbmeno que puede ser resultado de mecanismos como
la apoptosis y la necrosis. En la muerte celular por apoptosis o también llamada
muerte celular programada (ya que requiere de la activacion de genes para que se
lleve a cabo), la célula muere por la activacion de una serie de mecanismos que
provocan que la célula no pierda la integridad de su membrana, y s6lo va a presentar
pérdida de dicha integridad hacia el final del proceso (Schwartzman y Cidlowski,
1993). Por otra parte, la necrosis es el proceso de muerte que se presenta cuando
una ceélula tiene dafio severo y pierde, entre otras cosas, la integridad de su
membrana que la lleva a muerte por lisis. En estas circunstancias se libera el
contenido celular, lo que in vivo favorece la aparicion de procesos inflamatorios
(Moreno, Cuéllar, y Gonzalez, 2000). Desde el punto de vista genético hay clara
evidencia de que, a diferencia del proceso necrotico, el fenomeno de apoptosis
involucra una dinamica entre genes especificos. Los principales genes que se han
reportado por regular de manera positiva 0 negativa la apoptosis en células
humanas incluyen: 1) genes inhibidores: bcl-2 y bcl-xL; y 2) genes promotores: bax,
bcl-xs, ICE (por sus siglas en inglés “Interleukin 1-B Converting Enzyme”), c-myc y

p53, mutaciones en estos genes pueden generar procesos patologicos
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(Mastrangelo y Betenbaugh, 1995). Existe un conjunto variado de técnicas que
permiten valorar diferentes aspectos del proceso de apoptosis, como los cambios
en la membrana plasmatica, ya que en las células que mueren es permeable a
ciertos reactivos (colorantes o fluorocromos) y pueden ser tefiidas con ellos. Sin
embargo, las células vivas excluyen a los denominados “colorantes vitales”, que no
penetran a través de la membrana plasmatica. Ejemplos de estas moléculas es el
yoduro de propidio, NA y bromuro de etidio (BrEt). La pérdida de viabilidad celular
por lo tanto se puede medir como pérdida de la integridad de la membrana (Irachela,
2007; McGahon et al., 1995; Salazar, 2009).

Evaluacion de rompimientos de cadena de ADN

La electroforesis de células individuales o ensayo cometa es una prueba rapida,
confiable y con una sensibilidad que supera mas de 100 veces a las pruebas
citogenéticas. Creada por Rydberg y Johanson, y modificada por Singh, permite
detectar DSB y SSB, sitios labiles al &lcali (SLA) y deteccion tardia de sitios de
reparacion del ADN (Singh et al., 1988; Rojas et al.,1999). Este ensayo puede ser
aplicado a cualquier célula eucariota y brinda informacion mas precisa del nivel de
dafio al ADN, que se determina por la longitud de la cauda del cometa o por el
‘momento de la cauda” (longitud de la cauda del cometa multiplicado por la

intensidad de la fluorescencia) (Rodriguez-Rey et al., 2016).

El ensayo cometa in vivo consiste en someter a células a lisis para remover todas
las proteinas celulares y permitir el desenrollamiento por la interrupcion de los
enlaces por puentes de hidrogeno entre las dobles cadenas del ADN bajo
condiciones alcalina/neutras. A pH>13 los SLA como los sitios apurinicos son
rapidamente transformados a SSB. En electroforesis los fragmentos negativamente
cargados de ADN dafiado o cromatina relajada migran fuera del nucleo en direccion
al anodo para formar un halo, que al ser tefiidos se aprecia una estructura parecida
ala de un cometa. Las células con un aumento de dafio muestran un incremento de
la migracién del ADN siendo los SSB los causantes de mayor frecuencia de

migracion del material genético (Collins, 2014; Rojas et al., 1999).




1.7 Antioxidantes totales

La suma de los antioxidantes enddgenos y exdgenos representa la actividad
antioxidante total del sistema. La cooperacion entre los diferentes antioxidantes
proporciona una mayor proteccion contra el ataque de ERO o nitrdgeno, que
cualquier compuesto por si solo, por lo que el sistema antioxidante puede ser
evaluado indirectamente como una capacidad antioxidante total. Las técnicas
desarrolladas para evaluarla de las muestras biolégicas valoran la habilidad de los
compuestos antioxidantes (donantes de un hidrégeno o un electrén) presentes en
el fluido o célula, para reducir las especies oxidantes introducidas (iniciador) en un
sistema de ensayo. Con lo descrito, se puede indicar que la evaluacién de la
capacidad antioxidante total es un parametro que puede ser Util al proporcionar mas
informacion bioldgica relevante, ya que considera el efecto acumulativo de todos los

antioxidantes presentes en el organismo (Escorza et al., 2009).




.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las quinazolinas deben su importancia en la quimica médica debido a sus
propiedades biologicas como potenciales terapéuticos contra la malaria y la
leishmaniasis. En el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la
UNAM se ha sintetizado un grupo de quinazolinas llamadas TAQ, que en pruebas
in vitro han obtenido resultados prometedores contra estas enfermedades. A estas
moléculas ademas de realizarles modificaciones para hacerlas menos toxicas,

también se les han conferido propiedades antioxidantes.

Como parte del desarrollo, sintesis o mejora de nuevos medicamentos se debe de
evaluar su potencial toxico en modelos experimentales, para ello se emplean
baterias de ensayos con especies animales, que comprenden modelos
experimentales in vitro e in vivo. Las mismas abarcan diferentes dianas de toxicidad,
como la evaluacién de la genotoxicidad. La valoracion armonica de los resultados
de estos estudios permite llegar a un criterio mas integral de la toxicidad de la

sustancia evaluada y sus posibles consecuencias para el ser humano.

Nuestro grupo de investigacion trabaja en colaboracion con la Facultad de Quimica
de la UNAM mediante la realizacion de las pruebas genotoxicas in vivo. De las TAQ
sintetizadas, se ha observado que la TAQ-MLB13 a la que le han adicionado grupos
metoxilo e hidroxilo es la que protege mas eficientemente del dafio genotoxico
inducido por Cr(VIl) mediante la disminucién de las frecuencias de MN y el
incremento de la viabilidad celular. Por ello es de interés indagar los efectos de la
administracion de la TAQ-MLB13 en ratones expuestos a metales inductores de
estrés oxidante como el Cr(VI) mediante la evaluacion de la reparacién del dafio al

ADN, las frecuencias de MN, apoptosis y los niveles de antioxidantes totales.




.- HIPOTESIS

Siala TAQ-MLB13 se le han agregado grupos metoxilo e hidroxilo para conferirles
propiedades antioxidantes y se ha comprobado que reduce el dafio genotoxico
inducido por compuestos metélicos asociados a estrés oxidante como los
compuestos de Cr(VI), entonces se espera que la TAQ-MLB13 modifique los niveles
de antioxidantes totales, active la reparacion del ADN, induzca apoptosis y reduzca
las frecuencias de MN en ratones tratados con la TAQ-MLB13 previo al tratamiento
del CrOs.

IV.- OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estudiar el efecto de la TAQ-MLB13 sobre las frecuencias de MN y apoptosis, los
niveles de antioxidantes totales y la reparacion del dafio al ADN en ratones tratados

con compuestos metalicos de Cr(VI).

4.2 Objetivos Particulares
1.- Evaluar el efecto del CrOs, TAQ-MLB13 y la combinacion CrOs + TAQ-MLB13
sobre la induccion de MN en sangre periférica de ratones.

2.- Evaluar el efecto del CrOs3, TAQ-MLB13 y la combinacién CrOs + TAQ-MLB13

sobre la apoptosis y necrosis en sangre periférica de ratones.

3.- Evaluar el efecto del CrOs, TAQ-MLB13 y la combinacion CrOs + TAQ-MLB13
sobre la reparacion del ADN, en sangre periférica de ratones empleando la

electroforesis unicelular alcalina en gel.

4.- Evaluar el efecto del CrOsz, TAQ-MLB13, y la combinacion CrOs + TAQ-MLB13
sobre la citotoxicidad en sangre periférica de ratones mediante la relacién de los
EPC/ENC y viabilidad celular.

5.- Evaluar el efecto del CrOs, la TAQ-MLB13, y la combinacién CrOs + TAQ-MLB13
sobre los niveles de antioxidantes totales en plasma sanguineo de ratones mediante

el método del ABTS (2,2'-azino-di- [sulfonato de 3-etilbenzotiazolina)).




V.- MATERIAL Y METODO

5.1 Animales

Se emplearon ratones hembra sexualmente maduras de la cepa Hsd:ICR de entre
45 y 60 dias de edad. Se desarrollo el pie de cria en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza UNAM, con animales provenientes del bioterio
Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ratones se mantuvieron bajo
condiciones estériles en cajas de plastico, a temperatura y humedad controladas,
con fotoperiodo de 12/12 horas luz-oscuridad, alimentacion con nutricubos y libre
acceso al agua. Los criterios de evaluacion y protocolos de trabajo fueron
establecidos con base en los lineamientos de los programas GENOTOX, la EPA, la
ECETOC y la FDA (Heddle, 1983; FDA, 2000).

5.2 Reactivos

Los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, Mo, USA)
Colorante NA [CAS No. 10127-02-3], Colorante BrEt [CAS No. 1239-45-8], CrOs
[CAS No. 1333-82-0], DMSO [CAS No. 67-68-5], Agarosa de punto bajo de fusién
[CAS 39346-81-1], Agarosa de punto normal de fusion [CAS No. 9012-36-6], NaCl
[CAS 7647-14-5], EDTA [CAS 60-00-4], NaOH [CAS 1310-73-2], Trizma® Base
[CAS 77-86-1], PBS [CAS N0.1314-87-0], Triton™ X-100 [CAS No. 9002-93-1] y
alcohol etilico [CAS No. 64-17-5] . Para la determinacion de antioxidantes totales,
se utiliz6 el Cayman’s Antioxidant Assay Kit (Item Ne 709001).

La TAQ-MLB13 fue proporcionada por el Departamento de Farmacia a cargo del Dr.

Francisco Hernandez Luis de la Facultad de Quimica, UNAM.

5.3 Disefio experimental

La TAQ-MLB13 se prepar0 en una solucion estandar mediante su disolucion en
DMSO (10 mg/ml); mientras que el DMSO y el CrOs se disolvieron en agua
inyectable. Una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente via

intraperitoneal (i.p.) en un volumen de alrededor de 0.25 ml.




Los organismos se dividieron en grupos de 5 individuos al azar de la siguiente

manera:

1.- Grupo Testigo Agua, se les administré una dosis de 0.25 ml de agua inyectable.
2.- Grupo Testigo DMSO, se les administré en concentracion al 11.5%.

3.- Grupo CrOs, se les administré una dosis de 20 mg/kg.

4.- Grupo TAQ-MLB13, se les administro una dosis de 10 mg/kg.

5.- Grupo combinado TAQ-MLB13 + CrOs a los que se les administro la TAQ-
MLB13 cuatro horas previas al tratamiento con CrOs.

Las dosis administradas a cada grupo fueron seleccionadas con base en resultados
previamente realizados en nuestro grupo de trabajo. La dosis de 20 mg/kg de CrOs
induce dafio genotoxico y citotéxico (Garcia-Rodriguez et al, 2001), mientras que la
dosis de 10 mg/kg de la TAQ-MLB13 no induce dafio genotdxico ni citotdxico
(Hernandez, 2016).

Una vez seleccionadas las dosis de TAQ-MLB13, CrOs y sus testigos, se
administraron de acuerdo con los protocolos. Se evalud la frecuencia de MN,
relacion EPC/ENC, viabilidad celular, apoptosis, ensayo cometa y antioxidantes

totales como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Protocolo empleado para las administraciones por via i.p. y las evaluaciones de los
tratamientos de TAQ MLB13, CrOs y sus testigos en ratones de la cepa Hsd:ICR.
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5.4 Ensayo de Micronucleos y relacion EPC/ENC

e Preparacion de laminillas

Portaobjetos limpios y precalentados a 70 °C fueron tefiidos con una solucion de
NA (1 mg/ml), de acuerdo con la técnica descrita por Hayashi (1990), se dejaron

secar y se guardaron a temperatura ambiente y en obscuridad hasta su uso.

e Evaluacion de MN y relacién EPC/ENC

Las evaluaciones se realizaron de acuerdo con la técnica descrita por Hayashi
(1990). Se tomaron muestras de sangre periférica de raton y se colocaron en
laminillas previamente cubiertas con NA, se guardaron en cajas de plastico a 4 °C
y en obscuridad hasta su analisis, al menos 24 horas después y procurando no
exceder 8 dias. Para la observacion de las muestras se utiliz6 un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitacion azul y un filtro de emisién amarilla (Nikon
Opthiphon-2), la tincion de los eritrocitos con NA permite identificar los EPC debido
a que contienen ARN-ribosomal y no han degradado el ADN permitiendo al NA
intercalarse observandose de color amarillo; y los ENC no tefiidos ya que han
degrado el material genético (Figura 6). Para la evaluacion del dafio citotoxico se
analizaron 2000 eritrocitos por ratéon, de los cuales se identificaron los EPC y ENC.
El dafio genotdxico se evalu6 en 4000 EPC por ratdn, entre los cuales se
identificaron a los EPC-MN.
Cuerpos cromos6micos

con ADN
MN-PCEs

ARN- ribosomal,,  ARN degradado

NCEs
.

PCEs
pYi

Figura 6. Eritrocitos de sangre periférica de ratdn tefiidos con la técnica de NA. Se observan los ENC,
EPC y EPC-MN (tomada de Garcia-Rodriguez et al., 2014).




5.5 Apoptosis y viabilidad

e Preparacion de reactivos y muestras

Se prepar6 una solucion de NA/BrEt (100 pg/ml) de acuerdo con McGahon et al.
(1995) y Garcia-Rodriguez et al. (2013). Se tomaron muestras de sangre (100 pl)
de la vena caudal y se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm, se retiré el
sobrenadante y se adicionaron 10 pl del colorante NA/BrEt se colocaron sobre

portaobjetos limpios y se evaluaron inmediatamente.

e Evaluacion de apoptosis y viabilidad celular

Mediante un microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion azul y un filtro
de emisién amarilla (Nikon Opthiphon-2), se evaluaron 300 células por ratén, de las
que se identificaron las células sanas (color verde y de estructura uniforme), las
apoptéticas (fragmentadas, con cuerpos apoptéticos visibles) y las células
necroticas (color rojo) (Figura 7). Para el analisis de viabilidad se contabilizaron

células viables (tefiidas de color verde) y células no viables (tefiidas de color rojo).

)] 1))
- 1 4
11)) V)
= %

Figura 7. Leucocitos de sangre periférica de raton tefiidos con la técnica por tincion diferencial de los
fluorocromos NA/BrEt. Se observan: I) células sanas o normales, Il) y IV) células apoptoéticas y Ill) células
necréticas (Garcia-Rodriguez et al., 2016).




5.6 Ensayo cometa

e Preparacion de laminillas

Se preparo una solucién de agarosa de punto bajo de fusion al 0.5% en PBS y se
reservo en un frasco hermético hasta su uso. También se prepar6 una solucion al
0.7% de agarosa de punto normal de fusion en agua estéril a 50 °C segun la técnica
propuesta por (Singh et al., 1988), posteriormente se sumergieron en esta solucion
portaobjetos esmerilados, limpios y previamente desengrasados con
etanol/metanol, hasta cubrir el area suficiente para colocar la muestra, y se prosiguio
a retirar cuidadosamente la agarosa de la parte no esmerilada, se dejaron secar a

temperatura ambiente, y se guardaron en cajas de plastico hasta su uso.
e Toma de las muestras

Se tomaron por duplicado muestras de 5 pl de sangre de la vena caudal de los
ratones y se homogeneizé con 75 ul de agarosa de punto bajo de fusién al 0.5%,
inmediatamente se colocd sobre los portaobjetos previamente cubiertos con
agarosa de punto normal de fusion, se cubrieron con cubreobjetos y se dejaron
solidificar sobre una cama de hielo, una vez polimerizada la agarosa se retiré el
cubreobjetos y se colocé otra capa con 80 pl de agarosa de punto bajo de fusion y
se dejé polimerizar. Una vez obtenidas las muestras se sumergieron en solucién de

lisis a pH 10 durante al menos 2 horas, a 4 °C y en obscuridad (Singh et al., 1988).
e Electroforesis alcalina

Las muestras se colocaron en una camara de electroforesis, se agrego una solucion
amortiguadora con pH>13 hasta cubrirlas, y se dejo reposar durante 20 min con la
finalidad de permitir la desnaturalizacion del ADN, una vez transcurrido el tiempo se
corrio la electroforesis a una corriente de 300 mA y 25 V durante 20 min en total
obscuridad. Finalmente se neutralizaron con Tris 0.4 M a pH 7.5 durante 10 min,
enseguida se fijaron en alcohol etilico al 70% por 5 min y se dejaron secar a

temperatura ambiente.
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e Tincion y evaluacion

Una vez que se fijaron y secaron, las muestras se tifieron con 75 ul de BrEt a una
concentracion de 20 pg/ml y se observaron con un microscopio de fluorescencia a
400X con un ocular graduado y calibrado, se evaluaron 300 células por raton
midiendo la longitud total del cometa, el diametro del nucleo y la longitud de la
cuada. Para categorizarlos primero se calcul6 el porcentaje de ADN en la cauda
obtenido con la siguiente férmula:

longitud de la cauda

% ADN l da = 100
% entacuada = gitud total del cometa (100

Posteriormente cada cometa fue clasificado en una categoria entre 0 y 4, de
acuerdo con el sistema propuesto por Collins (2004) y Mufioz (2009) de la siguiente

forma:

Nivel de dafio O (ninguno): <5% de ADN en la cauda
Nivel de dafio 1 (bajo): 5-10 % de ADN en la cauda
Nivel de dafio 2 (medio): 10-40% de ADN en la cauda
Nivel de dafio 3 (alto): 40-89% de ADN en la cauda
Nivel de dafio 4 (total): >90% de ADN en la cauda

Figura 8. Clasificacion de cometas segun el nivel de dafio observado (tomada de Collins, 2004).
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Finalmente, la magnitud del dafio en el ADN se expresd en unidades arbitrarias,
donde el nimero de cometas observados fue multiplicado por la clasificacion de los

mismos (0-4) y los valores obtenidos fueron sumados en cada gel:
unidades arbitrarias (UA) = ZiTCG (i)

Donde zi eslasuma,y TCG(i) es el total de células clasificadas con grado de dafio
al ADN (Cofifio et al., 2007; Collins, 2004).

5.7 Antioxidantes totales

La determinacion de la capacidad antioxidante total se realizd6 mediante el kit
comercial “Antioxidant Assay” (Cayman) que se basa en el método propuesto por
Miller y colaboradores (1993), donde se mide la capacidad de los antioxidantes en
la muestra para inhibir la oxidacion de ABTS (2,2'-azino-di- [sulfonato de 3-
etilbenzotiazolina]) incubada con metmioglobina y H202 para producir ABTS-*, la
capacidad de los antioxidantes de la muestra para evitar la oxidacion del ABTS se
compara con la de Trolox, un analogo del tocoferol soluble en agua, que se utiliza
como un estandar antioxidante. La prueba se realiz6 en plasma sanguineo obtenido
a las 48 horas de administrados los tratamientos, se tomaron 300 pl de sangre con
heparina para evitar la coagulacion y se centrifugaron a 3,500 rpm a 4 °C durante
10 minutos. posteriormente se tomaron 10 pl de plasmay se diluyeron 1:10 con una
solucion amortiguadora, de esta muestra se tomaron 10 pl y se colocaron en una
placa de 96 pocillos, finalmente se cuantificé la cantidad de ABTSe* producido a
través de la absorbancia en el espectrofotbmetro a 405 nm. El valor de los
antioxidantes se expreso6 con un equivalente de la concentracion milimolar (mM) de

la soluciéon Trolox.




5.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos de MN, relacion EPC/ENC, viabilidad
celular, apoptosis y necrosis, niveles de antioxidantes totales y ensayo cometa se
presentan en promedios con su desviacion estandar (d.e.), se les aplicoé un analisis
de varianzas (ANDEVA) seguido de una prueba Tukey o Dunnett de acuerdo con la
homogeneidad de varianzas. Con la prueba de MN se realiz6 el calculo del NIF y
los datos obtenidos se analizaron mediante una prueba de Chi-cuadrada. Para los
analisis estadisticos se emplearon los paquetes IBM SPSS, “Statistic” 21 y
“GraphPad Prism 5”. Para todos los andlisis se consider6 una p<0.05 como
significativa (Adler et al., 2004; Garcia-Rodriguez et al., 2001).
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VI.- RESULTADOS

6.1 Toxicidad

En el Cuadro 1 se muestra el seguimiento de los sintomas que podrian indicar
toxicidad clinica en los organismos (pelo erizado, diarrea, pérdida de apetito y
disminucién de actividad). Se observa que Unicamente el grupo tratado con CrOs

presenta dichos sintomas.

Cuadro 1. Signos de toxicidad clinica observados en los grupos tratados con TAQ-MLB13 y CrOs3

. I_Delo Diarrea Falta de apetito Disminu_cién de
Tratamiento erizado actividad
Testigo/Agua +/- +/- +/- +/-
Testigo/DMSO +/- +/- +/- +/-
TAQ-MLB13 +/- +/- +/- +/-
CrOs ++ + ++ +++
TAQ-MLB13 + CrOs +- +- +- +-

+/-: sin efecto. +: efecto leve. ++: efecto moderado. +++: efecto severo.




6.2 Genotoxicidad

En el Cuadro 2 se muestra el promedio de MN evaluados en sangre periférica a las
0y 48 horas. Se observa que la administracion sola de TAQ-MLB13 no incrementa
los promedios de MN de manera significativa al compararse con su propio testigo
(Testigo/DMSO) y contra su propia hora cero. El dafio genotoxico del grupo tratado
con CrOs se corrobor6 ya que se observd un incremento significativo en los
promedios de MN al compararse con su grupo testigo (Testigo/Agua) y contra su
propia hora cero. Cuando se administré el tratamiento de TAQ-MLB13 previo al
tratamiento con CrOgs, se disminuyeron los MN comparado con el CrOs, aunque no

resulto estadisticamente significativo.

Cuadro 2. Promedio de MN en sangre periférica de los grupos tratados con la TAQ-MLB13 y CrOs.

Tratamiento Dosis N Hora MN/1000 ANDEVA
(mg/kg células
de peso) (mediatd.e.)
Testigo/Agua - 5 0 0.45+0.33
5 48 0.45+0.11
Testigo/DMSO - 5 0 0.70+£0.33
5 48 0.65+0.14
TAQ-MLB13 10 5 0 0.55+0.27
5 48 0.85+0.14
CrOs3 20 5 0 0.80 £ 0.45
4 48 2.81+0.63 a,b,
TAQ-MLB13 + CrO3 10-20 5 0 0.90 £ 0.58
5 48 1.05+0.33

p<0.05; 2vs CrOs hora 0; P vs Testigo/Agua.

Debido a la variabilidad que se observo en los promedios de MN a la hora 0 (antes
de administrar los tratamientos), se realizo el calculo de la Frecuencia de Induccion
Neta (“NIF” por sus siglas en inglés), que se basa en la premisa de que la induccion
de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, y consiste en restar el
promedio de MN observados a la hora 0, a las siguientes horas de evaluacion (48

horas), como lo indica la siguiente formula:
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NIF = MNaX, — MNaX,

Donde:
a = grupo
X1 = tiempo de evaluacion

Xo= tiempo 0

En la Figura 9 se muestra el analisis por grupo del NIF a las 48 horas de
administrados los tratamientos, calculado para 4,000 EPC. Al realizar el analisis se
corrobor6 la disminucion de los MN (alrededor del 87%) en el grupo TAQ-MLB13 +
CrQOs.

6-
@ Testigo/Agua
W Testigo/DMSO
@ TAQ-MLB13
" 4' 87% - CI'O3
3 TAQ-MLB13 + CrOj
>
8
g8 27
(@)
<
2
=
0-
Tratamientos
_D-

Figura 9. Induccién de Frecuencia Neta (NIF) de MN a las 48h de administrados los tratamientos. Se
presentan en promedios. Se muestra el % de disminucion de frecuencias comparado entre el grupo CrOz
y TAQ-MLB13 + CrOs. p<0.05; 2 vs Testigo/Agua; ® vs TAQ-MLB13 + CrOs. 1: Muerte de un ratén en el
grupo CrOs.
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Apoptosis y Necrosis

En la Figura 10 se muestran los porcentajes de apoptosis (A) y necrosis (B). Se
observa que no hay incremento en los promedios de células apoptdticas cuando se
administra la TAQ-MLB13 en comparacion con los grupos testigo. En el grupo
tratado con CrOs se observa un aumento significativo de las células apoptéticas al
compararse con su testigo. Cuando se administré la TAQ-MLB13 previo al
tratamiento del CrOs se disminuyeron las células apoptoticas en comparacion con
el grupo tratado con el CrOs, sin embargo, el promedio de células necroticas

aumento en comparacion con los grupos testigo, aunque no fue significativo.
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@0 Testigo/DMSO
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Figura 10. Efecto de la TAQ-MLB13 y CrOs sobre el promedio de A) células apoptéticas y B) necréticas.
p<0.05; 2 vs Testigo/Agua; ° vs TAQ-MLB13; ¢ vs TAQ-MLB13 + CrOs. 1: Muerte de un ratén en el grupo
CrQO:s.
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Ensayo cometa

En la Figura 11 se presentan los resultados obtenidos del analisis del nimero de
cometas observados en 1,500 nucleos en sangre periférica a las 0, 4, 24,y 48 horas
después de administrar los tratamientos. Se observa un incremento
tiempo/dependiente en el nUmero de cometas en el grupo tratado con CrOs el cual
resulta significativo a la hora 48 al compararse con su testigo y con el grupo
combinado TAQ-MLB13 + CrOs.
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Figura 11. Efecto de la TAQ-MLB13 y CrOs sobre el nimero de cometas. p<0.05; 2 vs CrOz hora 0;  vs
CrOs hora 4; © vs Testigo/Agua hora 48; 9 vs TAQ-MLB13 + CrOz hora 48. 1: Muerte de un ratén en el
grupo CrOs.
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En la Figura 12 se presenta la evaluacion del porcentaje de ADN presente en la
cuada de los cometas observados en sangre periférica a las 0, 4, 24, y 48 horas
después de administrar los tratamientos. Solo se observa en el grupo TAQ-MLB13

una ligera disminucion a la hora 24 que no resulta significativa.
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Figura 12. Efecto de la TAQ-MLB13 y CrOs sobre los rompimientos de cadena, expresados en el % ADN
en la cauda. p<0.05. 1: Muerte de un raton en el grupo CrOs.
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Para obtener datos mas claros sobre el nivel de dafio al ADN, se realiz6 el calculo
de las UA. Las UA se obtienen multiplicando el nimero de cometas por la
clasificacion de los mismos, por ello a cada cometa se le asigné un valor de 0 a 4
(Fig. 13) segun su clase de acuerdo con el sistema propuesto por Collins (2004).
Este pardmetro nos permite generar informacion integral sobre los efectos de los

tratamientos.

En las Figuras 14 y 15 se muestran las UA por hora y por grupos de tratamiento
respectivamente. Se observa que Unicamente hay diferencias significativas en el
grupo tratado con CrOs que presenta un incremento de las UA a la hora 48 contra
sus propias horas 0 y 4 (Figura 14) y en comparacion con su testigo, y el grupo
combinado TAQ-MLB13 + CrOs (Figura 15).

. . B
0 1 2 3 4

Figura 13. Clasificacion del nivel dafio al ADN en cometas (a 400X). 0 (ninguno): <5% de ADN en la cauda,
1 (bajo): 5-10 % de ADN en la cauda, 2 (medio): 10-40% de ADN en la cauda, 3 (alto): 40-89% de ADN en
la cauda, 4 (total): >90% de ADN en la cauda.
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Figura 14. Efecto de la TAQ-MLB13 y CrOs sobre las unidades arbitrarias. Se muestra la comparacién
por hora de cada tratamiento. p<0.05; 2vs CrOz hora 0; Pvs CrOz hora 4. T: Muerte de un ratén en el grupo
CrQOs.
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Figura 15. Efecto de la TAQ-MLB13 y CrOs sobre las unidades arbitrarias. Se muestra la comparacion
entre tratamientos. p<0.05; 2 vs Testigo/Agua hora 48; Pvs TAQ-MLB13 + CrOs hora 48. : Muerte de un
raton en el grupo CrOs.
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6.3 Antioxidantes totales

En la Figura 16 se muestran las concentraciones de antioxidantes totales evaluados
en plasma 48 horas después de administrados los tratamientos. Se observa un
incremento significativo en los grupos tratados con DMSO y con la combinacion de
TAQ-MLB13 + CrO3 en comparacién con el Testigo/Agua, y una disminucién en el
grupo TAQ-MLB13 comparado contra su Testigo/DMSO.
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Figura 16. Efecto de la TAQ-MLB13y CrOssobre las concentraciones en plasma de antioxidantes totales.
p<0.05; 2 vs Testigo/Agua; ? vs DMSO; € vs CrOa.
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6.4 Citotoxicidad
Relacion EPC/ENC

En el Cuadro 3 se muestran los promedios y desviacion estandar de las frecuencias
de EPC respecto a los ENC evaluados en sangre periférica después de
administrados los tratamientos de TAQ-MLB13, CrOs, y la combinacion TAQ-MLB13
+ CrOs. Se observa que unicamente el grupo al que se le administro CrOs presenta

disminucién estadisticamente significativa de EPC respecto a su hora cero.

Cuadro 3. Promedio y desviacion estandar de las frecuencias de EPC en relacién con ENC en ratones
hembra tratadas con TAQ-MLB13 y CrOs

Tratamiento Dosis N Hora EPC-ENC/ 1000
(mg/kg células
de (mediaxd.e.)
peso)
Testigo/Agua - 5 0 57.8+13.3
5 48 54.9 + 4.2
Testigo/DMSO - 5 0 58.7 + 10.4
5 48 65.0+11.6
TAQ-MLB13 10 5 0 62.3+11.6
5 48 52.9+6.1
CrOs 20 5 0 65.3+13.4
4 48 40.1+6.52
TAQ-MLB13 +CrO3z  10-20 5 0 53.7+5.9
5 48 50.3+6.4

p<0.05;2vs CrOs hora 0.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de EPC respecto a los ENC mostraron
una alta variabilidad en los datos, por lo que se realizd la evaluacién del dafio
citotéxico mediante la técnica de tincidon diferencial con los fluorocromos NA/BrE
descrita por McGahon et al. (1995) y modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013)
con la que se puede diferenciar las células viables de las no viables en funcion de

la integridad de la membrana.




Viabilidad celular

En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de viabilidad
celular cuando se administran los tratamientos. Se observa que la administracion
de la TAQ-MLB13 no incrementa las células no viables, sin embargo, cuando se
administra  TAQ-MLB13 + CrOs se observa un incremento, aunque no

estadisticamente significativo de células no viables respecto a sus grupos testigo.

no viables
250- viables

promedio de células
|_\
S

Figura 17. Promedios de células viables y no viables de los grupos tratados con TAQ-MLB13 y CrOs.
p<0.05. 1: Muerte de un ratén en el grupo CrOsa.




VII.- DISCUSION DE RESULTADOS

En la Facultad de Quimica de la UNAM, el grupo a cargo del Dr. Francisco
Hernandez Luis, han disefiado y sintetizado la TAQ-MLB13, un derivado de la
quinina que conserva sus propiedades antileishmanial y antiplasmodiales. En la
union de esfuerzos para descubrir y desarrollar medicamentos con efectos clinicos
benéficos y efectos secundarios minimos, nuestro grupo de trabajo realizd los
experimentos in vivo, los resultados obtenidos sugieren que dosis de 10 mg/kg de
peso no inducen dafio genotdxico ni citotoxico (Hernandez, 2016; Olguin, 2017). A
este nuevo farmaco también se le han adicionado grupos hidroxilo y metoxilo con la
finalidad de conferirles capacidad antioxidante. De ahi que se estudio el efecto de
la TAQ-MLB13 sobre el nivel de antioxidantes y la reparacion del dafio al ADN en
ratones tratados con inductores de estrés oxidante como los compuestos metélicos
de Cr(VI).

La administracion de la TAQ-MLB13 no indujo signos de toxicidad aparente ya que
no se presento falta de apetito, pelaje erizado o inactividad en los organismos. Sin
embargo, los organismos tratados con CrOs si presentaron estos signos de
toxicidad los cuales ya habian sido observados previamente para los compuestos
de Cr(VI) (ATSDR, 2012; Hernandez, 2016; Olguin, 2017).

De acuerdo con los resultados obtenidos la administracion de 10 mg/kg de peso
corporal de TAQ-MLB13 no indujo dafio genotéxico, ya que no se incrementaron
significativamente las frecuencias de MN, al igual que en estudios previamente
reportados (Hernandez, 2016; Olguin, 2017). Caso contrario a lo observado en el
grupo tratado con CrOs donde dosis de 20 mg/kg incremento la frecuencia de MN,
corroborando la genotoxicidad del compuesto previamente reportada (ATSDR,
2012; Garcia-Rodriguez et al., 2001; O’Brien et al., 2003). EIl dafio al material
genético inducido por compuestos de Cr(VI) es complejo y puede ocurrir de manera
directa (interacciones Cr-ADN) e indirecta (ERO), y pueden generar dafio a las
bases de ADN y la cadena principal de azucar-fosfato, pudiendo presentar efectos
sobre la replicacion y la transcripcion del ADN, desregularizar los puntos de control

en el ciclo celular, afectar los mecanismos de reparacion del ADN, y generar
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disrupcion en las redes génicas regulatorias relacionadas con la muerte celular, y
las mutaciones en el gen supresor tumoral p53 (Garcia-Rodriguez et al., 2013;
Garcia-Rodriguez et al., 2001; Shi y Dalal, 1992; Zhitkovich et al., 2002). Una de las
vias més estudiadas del dafio genotoxico de los compuestos de Cr(VI) es mediante
la reduccion intracelular del Cr(VI) a Cr(lll) en la que se generan ERO y RL. El Cr(VI)
es capaz de entrar en la célula a través de los canales anidnicos, en donde agentes
como el ascorbato, el glutation, y la cisteina lo reducen a Cr(V), Cr(IV) y Cr(lll). El
mecanismo mas importante involucra a la reaccion de Fenton/Haber-Weiss, que
genera el radical hidroxilo (OH"), el cual es altamente reactivo y capaz de dafiar al
ADN. En el ciclo de Haber-Weiss, el Cr(VI) puede catalizar la formacion de radicales
OH'" a partir del radical superéxido (O2), esto es, que el radical (O?) puede reducir
al Cr(VI) para generar Cr(V), el cual puede reaccionar con el H202 para producir el
radical OH" y generar el radical OH" hasta generar Cr(lll) (Garcia et al., 2001;
O’Brien et al., 2003; Shi y Dalal, 1992).

En el grupo tratado con la TAQ-MLB13 y cuatro horas después con CrOs la
frecuencia de MN disminuy6 alrededor del 87% (hora 48) en comparacion con el
grupo tratado solo con el CrOs. Entre las lesiones que genera la reduccion del Cr(VI)
a Cr(lll) se encuentran los rompimientos de cadena que pueden ser dobles o
sencillos (O’Brien et al., 2003). Si el dafio es generado en ambas cadenas y no pudo
ser reparado, entonces el resultado final puede ser la fragmentacion de un
cromosoma completo o de una parte de este, generando aumento en la frecuencia
de MN como se observo en el grupo tratado Unicamente con el CrOs, sin embargo,
en el grupo combinado la frecuencia de estos disminuyd, lo que sugiere un efecto

protector de la TAQ-MLB13 contra el dafio genotédxico inducido por el CrOs.

En este sentido si el dafio ocurre también en una sola hebra, puede ser observado
a través de la electroforesis unicelular o ensayo cometa, ya que permite identificar
la formacion de SSB y SLA asi como su reparacion al cuantificar la migracion del
ADN (Rodriguez-Rey, Noris-Garcia, y Fundora Torres, 2016). Comunmente los
pardmetros utilizados para medir el dafio y reparacion con el ensayo cometa son la

longitud de la cauda, la intensidad de fluorescencia relativa de la cabeza y la cauda




(normalmente expresada como un porcentaje del ADN en la cauda) y el momento
de la cauda. Sin embargo, segun (Collins, 2004) la longitud media de la cauda no
muestra informacion util ya que solo aumenta cuando las caudas se estan
estableciendo al principio, a niveles de dafio relativamente bajo, a medida que
aumenta el dafio la cauda aumenta en intensidad, pero no en longitud. Por ello la
magnitud del dafio en el ADN fue expresada ademas en unidades arbitrarias (UA),
donde a cada cometa se le asigno un valor de 0 a 4 segun su clase de acuerdo con

el sistema propuesto por el mismo autor.

Con estos parametros se observd que en el grupo tratado con TAQ-MLB13 el
namero de cometas se mantuvo constante, lo que permite sugerir que no induce
rupturas de cadenas que no puedan ser reparadas. Por el contrario, en el grupo
tratado con CrOs se observé el aumento de cometas durante el tratamiento, siendo
la hora 48 la de mayor incidencia, lo que corrobora lo previamente reportado
mediante MN y la formacién de SSB para este compuesto (Btasiak y Kowalik, 2000;
Garcia-Rodriguez et al., 2012; Turan y Sehirli, 2017).

En cuanto al grupo combinado si bien los cambios no fueron estadisticamente
significativos, se observé la disminucion del nimero de cometas principalmente a la
hora 4 y 48 de administrados los tratamientos. Por otra parte, el porcentaje de ADN
en la cauda de los cometas fue constante en todos los tratamientos por lo que se
realizé el calculo de UA, este analisis sugiere que la TAQ-MLB13 no induce la
produccion de radicales libres, ni modifica negativamente el balance pro-oxidante lo
suficiente como para provocar dafios a la cadena de ADN o que no puedan ser
reparados, ya que la induccion de SSB y la formacion de sitios SLA en el ADN estan
asociados al incremento de ERO (Cofifio et al., 2007). Cuando se administra la TAQ-
MLB13 previa a la de CrOs se observa la disminucion estadisticamente significativa
de rompimientos de cadena, esto sugiere que la TAQ-MLB13 esta propiciando la

eliminacion de las células dafiadas o activando los mecanismos de reparacion.

Debido a que la apoptosis es una muerte fisioloégica y se relaciona con dafio al
material genético irreparable donde la célula muere en beneficio del organismo

puede ser considerada como un marcador de dafio genotdxico (Garcia-Rodriguez
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et al., 2013; Hayashi et al., 1990; Moreno et al., 2000) por ello en el presente estudio
también se evaluo la apoptosis. La administracion de la TAQ-MLB13 no incremento
significativamente las células apoptoticas en comparacion con su testigo/DMSO. Sin
embargo, en el grupo tratado con CrOs se incrementa significativamente las células
apoptoticas. En este sentido se ha planteado que la alteracion del estado oxidativo
intracelular tiene potencial para activar o sensibilizar a la célula a apoptosis, por lo
qgue las ERO y RL generados a partir de Cr(VI) durante su reduccion, pueden jugar
un papel importante en la via de sefalizacion de la apoptosis, asi como una forma
de eliminar células mutadas o dafiadas (Garcia-Rodriguez et al., 2012; Hayashi et
al., 2004; Irachela, 2007; Ye et al., 1999). Lo anterior sugiere que, si bien el aumento
de células apoptoticas en el grupo CrOs podria deberse a que las células con dafio
mueren, en el grupo con TAQ-MLB13 y CrOs la via de eliminacion de células con
dafio al ADN podria no ser a través de la apoptosis, ya que no se observaron

cambios significativos respecto a los controles.

Otra de las vias para la proteccién del dafio al ADN es activando el sistema
antioxidante endogeno, por esta razén se midieron los niveles de antioxidantes
totales en plasma. Los resultados muestran que en el grupo tratado con la TAQ-
MLB13 hay un ligero aumento en los niveles de antioxidantes en comparacion con
el CrOs, esto podria deberse a la capacidad antioxidante de la TAQ-MLB13
conferida por los grupos metoxilo e hidroxilo que le fueron agregados. Estudios
anteriores mostraron que los compuestos derivados de la quinazolina como la
hidroxiquinolina actuaban como un quelante eficaz de alta afinidad de hierro en el
bloqueo de la formacion de H20:2 teniendo por tanto un alto potencial de atrapar
radicales (Bush, 2008; Jomova y Valko, 2011; Kumar et al., 2011).

Cuando se administra la TAQ-MLB13 previa al CrOs, se observa un aumento
significativo de los niveles de antioxidantes respecto al grupo tratado con CrOs, este
resultado sugiere que la via de proteccion del dafio al ADN podria ser a través de la
activacion del sistema antioxidante, sin embargo el efecto observado no puede
atribuirse solo a la TAQ-MLB13 ya que si bien en la actualidad es bien sabido que

las quinazolinas son fuertes moléculas de aceptacion de electrones debido a su alta




afinidad electronica que se origina de los &tomos de nitrégeno (Hei et al., 2016;
Kumar et al., 2011), también es posible que esté interaccionando con el DMSO al
administrarse como vehiculo, ya que cuando se administr6 solo el DMSO se
observé incremento significativo de los niveles de antioxidantes. El uso del DMSO
como vehiculo ha causado controversia durante afios, ya que es uno de los
disolventes organicos mas importantes y debido a sus propiedades antiinflamatorias
y analgésicas se ha empleado en medicina y veterinaria (Alvarez y Larqué-
Saavedra, 2004). Aunque se ha observado también que como crioprotector tiene
efectos secundarios toxicos (Bekkem et al., 2013). Esta dualidad se debe a su
capacidad de penetrar facilmente en los tejidos animales y vegetales. Segin Leey
Mora (1999) esta capacidad puede facilitar la formacién de enlaces de hidrégeno y

capturar iones nocivos para los organismos vivos (RL).

Por esta razon se sugiere probar la solubilidad de la TAQ-MLB13 en otros vehiculos,
asi como continuar realizando estudios para determinar enzimas especificas que
podrian estar relacionadas con el efecto observado en los grupos DMSO y TAQ-
MLB13.

En cuanto a la evaluacion de la citotoxicidad se realiz6 el analisis de la relacién EPC
respecto a los ENC. Unicamente se observo una disminucion significativa de los
EPC en el grupo tratado con el CrOs. Si bien la OCDE (2016) indica que al realizar
la prueba de MN se determine la frecuencia de EPC/ENC, este pardmetro debe
tomarse con reserva, debido a que cuando un compuesto causa muerte celular,
pueden activarse también los mecanismos de division celular y por lo tanto
enmascarar el efecto (Hayashi et al., 2000), por ello para corroborar el efecto de los
tratamientos se realizé la evaluacion de la viabilidad celular, segun el protocolo
modificado por Garcia et al. (2013) mediante la tincion diferencial NA/BrEt. Con este
analisis se corroboro que el tratamiento con CrOs incrementa las células no viables
y provoco la muerte de un organismo. Se ha observado en estudios anteriores que
la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) da como resultado la formacion de intermedios
reactivos que junto con el estrés oxidante y una cascada de eventos celulares que

incluyen la modulacion del gen regulador de la apoptosis p53 contribuyen a la




citotoxicidad de compuestos que contienen Cr(VI). (Garcia-Rodriguez et al., 2013;
O’Brien et al.,, 2003; Shrivastava et al., 2002). También se observo que la
administracion de la TAQ-MLB13 no incrementa las células no viables, sin embargo,
cuando se administra combinada con el CrOs se observa un mayor efecto
(incremento de células necroticas) mayor que el observado con el tratamiento solo
del CrOs, aunque no resulto significativo, sugiriendo un posible efecto sinérgico

entre los compuestos.




VIIl. CONCLUSIONES

Se corrobord que la dosis de 20 mg/kg de CrOs induce dafio genotoxico y
citotéxico ya que se incrementaron las frecuencias de MN, de células
apoptoticas, rompimientos de cadena sencilla, asi como la disminucién de la

viabilidad celular.

La administracion de 10 mg/kg de TAQ-MLB13 no es genotoxica ni citotoxica,
ya que no incrementaron significativamente las frecuencias de MN, células

apoptoticas, rompimientos de cadena, ni altera la viabilidad celular.

La administracion de la TAQ-MLB13 previa al CrOs protege del dafio al ADN
ya que disminuye las frecuencias de MN y SSB, lo que podria estar

relacionado con la activacion de los mecanismos de reparacion.

La administracion de la combinacion de TAQ-MLB13 y CrOs no aumenta las
células apoptoéticas, lo que permite sugerir que esta no es la via de

eliminacion de células con dafio al ADN.

A diferencia de la administracién del CrOs, la administracion de la TAQ-
MLB13 no modifica los niveles de antioxidantes totales. La recuperacion de
los niveles de antioxidantes totales observados en el grupo tratado con la
combinacion de TAQ-MLB13 y CrOs permite sugerir que la via de proteccion
del dafio al ADN podria estar relacionada con la activacion del sistema

antioxidante.
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X. ANEXOS

Los resultados del presente trabajo fueron presentados de manera parcial o total en
los siguientes eventos académicos.

Reunion Conjunta del XXXIX Congreso Nacional de Farmacologia con el
Congreso Estudiantil de Farmacologia “Dr. Marte Lorenzana Jiménez” y el XV
Congreso de Investigacion en Medicina

Titulo de la ponencia: “Evaluacion de micronucleos, apoptosis y reparacion del
ADN en ratones tratados con un nuevo compuesto quinolinico (Quinazolina
MLB13)”

Autores: Hernandez-Cruz EY, Lépez-Ramirez G, Hernandez-Luis F, LoOpez-
Sanchez MA y Garcia-Rodriguez MC.

Organizadores: Asociacion Mexicana de Farmacologia A.C; Facultad de Medicina,
UNAM; Escuela Superior de Medicina, IPN.

Lugar y fecha: Ciudad de México, México. Celebrado del 29 al 31 de mayo de 2017.

XX Foro de Investigacion Escolar en Biologia

Titulo de la ponencia: “Evaluacion de los efectos de tres compuestos con
propiedades antioxidantes (TAQ-MLB13, AA-atoc y proteina de soya) sobre la
induccién de micronucleos, apoptosis y viabilidad celular en sangre periférica de
ratones de la cepa Hsd:ICR”.

Autores: Lopez-Ramirez G, Parra-Aguilar TJ, Valle-Castillo GA, Hernandez-Luis F,
y Garcia-Rodriguez MC.

Organizadores: Carrera de Biologia de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM.

Lugar y fecha: Ciudad de México, México. Celebrado del 9 al 11 de octubre de
2017.




+ Congreso Nacional de Genética 2017

Titulo de la ponencia: “Evaluacién genotoxica y citotoxica de la TAQ-MLB13 y sus
efectos en la reparacion del ADN en ratones Hsd:ICR”

Autores: LoOpez-Ramirez G, Hernandez-Cruz EY, Hernandez-Luis F, LoOpez-
Sanchez MA y Garcia-Rodriguez MC.

Organizadores: Sociedad Mexicana de Genética A.C.

Lugar y fecha: San Francisco de Campeche, Campeche, México. Celebrado del 2
al 5 de octubre de 2017.

+ XXI Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud

Titulo de la ponencia: “Evaluaciones genotdxicas en sangre periférica de ratones
tratados con antioxidantes incluidos en la dieta humana y de un nuevo compuesto
quinolinico”

Autores: Parra-Aguilar TJ, Valle-Castillo GA, Lopez-Ramirez G, Hernandez-Luis F,
Lépez-Sanchez MA y Garcia-Rodriguez MC.

Organizadores: Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa.

Lugar y fecha: Ciudad de México, México. Celebrado el 18 y 19 de septiembre y
del 13 al 15 de diciembre de 2017.
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Evaluacion de microndcleos, apoptosis y reparacion del ADN en ratones tratados con un
nuevo compuesto quinolinico (Quinazolina-MLB13)

Hernandez-Cruz Estefani Yaquelin', Lopez-Ramirez Griselda®, Hernandez-Luis Francisco?, Lopez-
Sanchez Marcela Alejandra? y Garcia-Rodriguez Maria del Carmen®”

'Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM. CDMX, México,

2Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica. UNAM, CDMX, México.
*carmen.garcia@unam.mx

Con la intencion de potenciar los efectos de los compuestos quinolinicos en los tratamientos contra
la malaria y la leishmaniasis, asi como reducir su toxicidad, en la Facultad de Quimica se sintetizo la
quinazolina-MLB13. A este nuevo compuesto quinolinico se le adicionaron grupos hidroxilo y
metoxilo que le confieren propiedades antioxidantes, por lo que en el presente trabajo se evalud la
induccidn de micronucleos (MN), apoptosis y la reparacidon del ADN en ratones de la cepa Hsd:ICR
tratados con la quinazolina-MLB13. Grupos de cinco organismos fueron divididos al azar de la
siguiente manera: a) Testigo 1y Testigo 2, solo se les administraron los vehiculos (agua destilada o
DMSO); b) Testigo positivo, se les administraron 20 mg/kg de CrOs por via i.p. y c¢) Grupo
Quinazolina-MLB13, se les administraron 10 mg/kg por via i.p. Las muestras se tomaron de sangre
periférica de la vena caudal. Las evaluaciones de MN fueron realizadas de acuerdo a Hayashi et al.
(1990)[1], mientras que las de apoptosis de acuerdo a Garcia-Rodriguez et al., (2013)[2]. La
reparacion del ADN se baso en las evaluaciones con la técnica de electroforesis unicelular alcalina
de acuerdo a Singh et al. (1988)[3]. La quinazolina-MLB13 disminuy6 los MN basales y no presento
efectos sobre la apoptosis. También se observ6 una disminucién en el nimero e intensidad de células
dafadas mediante el ensayo de electroforesis unicelular alcalina. Estos resultados generan grandes
expectativas sobre el uso de estos nuevos compuestos tanto en el tratamiento de la malaria y la
leishmaniasis, asi como en su posible uso en la proteccién del dafio inducido por estrés oxidante.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216, y por CB-SEP-
CONACYyYT 220664.

[1]Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249.
[2]Garcia-Rodriguez et al., 2013. Oxid Med Cell Longev; 2013:1-9.

[3] Singh et al., 1988. Exp. Cell Res; 175-184.
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Evaluacién genotoxica de la administracién de compuestos quinolinicos, extractos de soya
y vitaminas (C y E) en sangre periférica de ratones de la cepa Hsd:ICR
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Resumen

Introduccién

El estilo de vida se ha asociado con el desarrollo o proteccion de enfermedades relacionadas con
el dafio al ADN. En la Facultad de Quimica (UNAM) se han sintetizado nuevos compuestos
quinolinicos con la finalidad de potenciar sus efectos terapéuticos mediante la adiciéon de grupos
hidroxilo y metoxilo. Por otra parte, se ha observado gque los extractos de soya presentan un alto
contenido de antioxidantes, que de igual manera podrian modular el dafio al ADN.

Material y Método

El presente trabajo consisti6 en la evaluaciébn genotdxica de tres compuestos: a) un nuevo
compuesto quinolinico (TAQ-MLB13, 10 mg/kg), b) Extractos de soya (40mg/kg) y c) Vitaminas C-
E (100-20 mg/kg). A grupos de cinco ratones hembra de la cepa Hsd:ICR se les extrajeron muestras
de sangre periférica de la vena caudal a las 0 y 48 horas. Las evaluaciones genotdxicas se
realizaron mediante el ensayo de micronucleos (MN) de acuerdo con Hayashi et al. (1990)™.
Resultados

Se observé que la administracién de los tres compuestos no modifica las frecuencias de MN en
comparacion con los grupos testigo. Se emple6 un grupo testigo positivo al que se le administraron
20 mg/kg de CrQOs, el cual mostré un incremento significativo de MN en comparacion con el grupo
testigo. Al evaluar la relacion de los eritrocitos policromaticos y normocromaticos no se observaron
efectos significativos en ninguno de los grupos estudiados.

Conclusiones

Estos resultados generan grandes expectativas sobre el uso de estos nuevos compuestos en
tratamientos terapéuticos, asi como en su posible uso en la proteccién del dafio al ADN. Proyecto
financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216 y por CB-SEP-CONACyYT 220664.
[1] Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249.

Palabras clave:

Antioxidante, quinazolina, proteina de soya, cromo hexavalente, micronucleos, apoptosis.
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EVALUACION GENOTOXICA Y CITOTOXICA DE LA QUINAZOLINA TAQ-MLB13Y
SUS EFECTOS EN LA REPARACION DEL ADN EN RATONES Hsd:ICR

Lépez-Ramirez G, Hernandez-Cruz EY, Hernandez-Luis F, Lopez-Sanchez M A
y Garcia-Rodriguez MC'

'Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN),
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. CDMX, México,
’Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica. UNAM, CDMX, México

carmen.garcia@unam.mx

La 2,4,6-triaminoquinazolina-MLB13 (TAQ-MLB13), es un nuevo compuesto
quinolinico que fue sintetizado en la Facultad de Quimica (UNAM) con la finalidad
de potenciar sus efectos terapéuticos mediante la adicion de grupos hidroxilo y
metoxilo. El presente trabajo consistio en la evaluacién genotéxica de la TAQ-MLB13.
Grupos de cinco organismos fueron divididos al azar de la siguiente manera: a)
Testigo 1y 2, solo se les administraron los vehiculos (agua destilada o DMSO); b)
Testigo positivo, se les administraron 20 mg/kg de CrOs por via i.p. y ¢) Grupo TAQ-
MLB13, se les administraron 10 mg/kg por via i.p. Las muestras se tomaron de sangre
periférica de la vena caudal a las 0 y 48 h. Las evaluaciones genotoxicas se realizaron
mediante el ensayo de micronucleos (MN) de acuerdo a Hayashi et a/, (1990)1y de
la apoptosis, de acuerdo a Garcia-Rodriguez et a/, (2013).. La reparacion del ADN
evalué con la técnica de electroforesis unicelular alcalina de acuerdo a Singh et a/,
(1988)13!. Se observd que la administraciéon de la TAQ-MLB13 no incrementa
significativamente la frecuencia de MN basales, ademas, de no presentar efectos
sobre apoptosis. Al realizar el ensayo de electroforesis unicelular alcalina se observo
la disminucién en el porcentaje de ADN en la cauda y de unidades arbitrarias. Estos
resultados generan grandes expectativas sobre el uso de estos nuevos compuestos
tanto en el tratamiento de la malaria y la leishmaniasis, asi como en su posible uso
en la proteccién del dafo inducido por estrés oxidante.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216, y por
CB-SEP-CONACyYT 220664.

[1]Hayashi et a/, 1990. Mutat Res, 245:245-249.
[2] Garcia-Rodriguez et al, 2013. Oxid Med Cell Longev, 2013:1-9.
[3] Singh et al, 1988. Exp. Cell Res, 175-184.
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AT TS0 e, R 4| (. . S
EVALUACIONES GENOTOXICAS EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES TRATADOS
CON ANTIOXIDANTES INCLUIDOS EN LA DIETA HUMANA Y DE UN NUEVD
COMPUESTO QUINOLINICO

Parra-Aguilar Thelrma Jacqueline’, Valle-Castills Gabriela Abigail', Liopez-Ramirez Griselda®, Herndndes-Luis
Franciseo®, Lopez-Sanches Marcela Alsfandra’ y Garcia-Rodriguez Maria del Carmen ™

‘mmmmumrwnmu,la-nrw, LIMAM. T, Midsico, 'Dlp.lrt.lnumndlrm
Facultad die Guimica. UMNAM, DR, Misbon. ®oanmn. garcia@ unam. mx

En la actualidad el crecimients de las industrias ha incrementads la e:pmi-r.i-ﬁn de las puhl&tiﬂnu alas agentes
genatdxicas, por lo que s& ha plantesda la necedidad de genarar astrategias para la proteccidn del dafo al ADM.
Una de ellas & la neutralizacion del estrds ocidante rnediante &l uso de antiozidantes. En site sentido, se ha
abiervado que tants las Vitarminas C y E, como los extractos de soya preséntan propiedades antiomidantes.
Aurado a ells 2e han disefiado o modificado COmpueios para pdl:ltrlr.iar U t.lpatidid antioxidante; como es &l
cass de la quinazolina TAQ-MLE13, sintetizada en |a Facultad de Quimica de la UMAK, a la que & l& adidonaron
grupes hidromilo y metoxilo. Como parte de la regulacidn establecida en el disefio, sintesis o mejora de wn
farmaco, s& deben realizar una serie de pruebas donde se incluye la evaluacion del dafio al material genético.
Una técnica ampliamente utilizada para este fin ei el ensayo de microndcleas (MM). El abjetiva del presente
trabajo consistié en evaluar la sctividad genotdsica de la TAO-MLB13, extractos de soya y witarninas (C y E} en
sangre perifﬁri'ﬂ e ratones de la oEpa Heud:bCR. l'.'u'upuu de 5 ratones hembra fueron divididos al arary tratados
de la siguiente manera: a) Quinazoling TAG-MLB13 {10 mgfkg), b) Extractos de soya ($0mg/kg) y ¢ Vitarminas C-
E [100-20 mg/kg). También & emplearon dos grupos testigo: d) grupo testigo positivo al que se le administraron
20 rgfkg de Crly v &) testige negativa (s6lo se les administrd &l vehicula). Despuds de la administracién de los
tratamientos, 8 oz -nrgani.tmn: 5 |eg u'n'ajemn muEitras de Langre pH‘ih!rit.l e la vena caudal a las ﬂ]l 4B
horas. Las evaluaciones genu:ﬁ:l:a.t e realizaron mediante al anLayo die MN de acuerdo con H.l'r.Hhi et ol
[1530)™. Al evaluar la relacion de los eritrocitos policrom dticos (EPC) y normocrarmaticos (ENC) no se observaron
efecbod significativos en ninguna de los grupos estudiados con excepcidn del grups tratads con Cridy que mostnd
una disminucidn de los EPC. La administracién de Cro, mostrd un incremento significativo de MN en comparacitn
tanto con &l grupo testigo (tratado oddo con e vehiculs) como con los otros grupos experimentales. Lot grupos
tratados con compuestos de soya y vitaminas [C y E) no incrementan los MK, por el oatrario se obsennd una
disrmunucidn en cormparcion con su respective grups testign. Mientras que, &l tratamients con la TAD-MLEL
inorermenta lad frecuencias de MM, sin thargn, eibe incrermaento no & indicative da una g,Enn'tr.uir.ill.ld clara, Wi
que organizaciones como la FOA™ proponen como agentes genotdxicos clares aquelies que incrementen mas
de & MM por 1000 EFC v la TAO-MLEL increments alrededor de 1 MN en 1000 EPC. El efecto observado gor los
COMpUELtos de oyay lai vitaminas p-udn deberse p'm:iu a sud estructuras moleculares Capaies de neutralizar
o estrés axidante tl‘.‘hl.ll‘,-di!ﬁ'li‘mftmln a su vet el dafio directo al ADMN. Mientras queel efecto que pﬁ!urllﬂ la
administracitn de la TAQ-MLEL podria ser indicative de dafio téwico indirecto. Estos resultados generan grandes
ta.pe-tt.ll:it.l!. pobre @ wio de estos CoOmpUestos &n tratarmientos urm-em:'rr:m, adl como en su p-MIhIE uso en la
proteccion del dafio al ADN. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIT-INZ19216 y por CB-
SEP-COMACYT 220864,

[1] Hayashi f af, 1990, Mutot Res; 245-245-248,

[2] FOuA, CDER, and CRER, 2012; 1-31. doi:EMASCHMPACH/ 1266422008,
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