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4. RESUMEN

En este trabajo se realizd el andlisis de la actividad genotdxica y citotdxica, con y sin reto, del
compuesto LQM 755, derivado amidico del CAPE, por medio de la técnica de células
binucleadas micronucleadas en linfocitos humanos, las cuales fueron analizadas en tres
concentraciones diferentes (15 pg/mL, 20 pug/mL y 25ug/mL) y con reto del mutageno
Mitomicina C (0.15ug/mL), para observar la actividad citoprotectora y antimutagénica que
puede presentar el compuesto.

Se realizaron por duplicado los cultivos de linfocitos de dos donadores diferentes, uno de
sexo masculino y uno femenino, ambos de 25 afios, sin exposiciéon a medicamentos, alcohol
o tabaco. Estos cultivos fueron incubados a 37°C durante 72 horas, pero a las 24 horas se
adiciond el mutageno a los tubos correspondientes y a las 44 horas la Citocalasina B. La
cosecha celular se realizé a las 72 horas, la cual consiste en un choque con una mezcla de
solucidn isoténica: hipotdnica (NaCl 0.09%: KCI 0.075M) (9:1), para luego fijarse con una
solucidon de Etanol:Ac. Acético (6:1), se tifieron con Giemsa durante 12 minutos para
observarlo al microscopio a 40x y realizar el conteo celular determinando la cantidad de CB
encontradas en 1000 células totales, y la cantidad de CBMN encontradas en 1000 células
binucleadas por cultivo de cada donador.

Se descartaron las diferencias significativas entre los donadores con el programa Graphpad
Prism v 8.1.2 para posteriormente evaluar los resultados en conjunto.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que el compuesto LQM 755
mostrd ser citotdxico por el nimero de CB encontradas, las cuales fueron disminuyendo
conforme se aumentd la concentracion del compuesto. Los cultivos con LOM 755 y reto de
MMC mostraron un efecto citoprotector de dafio ya que el nimero de CB aumentdé conforme
se aumentd la concentracion del compuesto, encontrando que a la concentracién de 25
ug/mL no hay diferencia significativa con el control negativo.

Los resultados para la actividad genotdxica mostraron que el compuesto LQM 755 es
genotoxico per se, pero en menor medida con respecto al control positivo MMC. En los
cultivos con reto de MMC se encontrd un efecto antigenotodxico al ir disminuyendo el nimero
de CBMN

Se concluye de este ensayo in vitro que el compuesto LQM 755 se perfila como un posible
anticancerigeno y que se deberian de continuar con las pruebas para poder validarlo como
un farmaco efectivo.



5. MARCO TEORICO

5.1 Cancer
5.1.1 Generalidades y definicidon de cancer

El término “cdncer” es genérico y designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar cualquier parte del cuerpo. El cancer es un crecimiento tisular producido por la
proliferacion continua de células anormales con capacidad de invasion y destruccién de
tejidos (Instituto Nacional de Cancer, 2011).

Existen muchos tipos de cancer, pues no es una sola enfermedad. El cadncer puede originarse
en los pulmones, en el seno, en el colon o hasta en la sangre. Los diferentes tipos de cancer
tienen algunas similitudes, pero son diferentes en la manera en que crecen y se propagan.

Las células normales se dividen de manera ordenada. Estas mueren cuando se han
desgastado o se dafian, y nuevas células toman su lugar. El cancer se origina cuando las
células comienzan a crecer sin control. Las células del cancer siguen creciendo y formando
nuevas células que desplazan a las células normales. Esta continua divisién celular produce
acumulaciones de células o bultos andmalos, que son los tumores.

Los tumores pueden ser benignos o malignos. Si el tumor es benigno, las células se
multiplican de forma descontrolada, pero no se extienden a otras partes del organismo.
Generalmente, los tumores benignos no ponen en peligro la vida, aunque si contindan
creciendo, la presion puede terminar afectando a los drganos cercanos, por lo que suele ser
necesario extirparlos. En cambio, si el tumor es maligno, las células que lo forman tienen
capacidad para extenderse a otras areas del organismo y también pueden crecer en estos
organos. Esta propagacion es lo que se denomina metastasis (ACS, 2016).

Las células cancerosas también se pueden propagar a otras partes del cuerpo. Por ejemplo,
las células cancerosas en el pulmdén pueden viajar hasta los huesos y crecer ahi. La
propagacion de las células de cancer se denomina metdstasis. Cuando las células del cancer
de pulmdn comienzan a crecer en los huesos, se sigue llamando cancer de pulmon. Para los
médicos, las células cancerosas en los huesos lucen justo como las que se originaron en el
pulmoén. La enfermedad no es referida como cancer éseo (cancer en los huesos) salvo que
se haya originado en los huesos (ACS, 2016).



5.1.2 Epidemiologia

En términos generales, a nivel mundial, el cadncer es una enfermedad que va en aumento y
es considerada como una de las principales causas de muerte. Tan solo en el 2012, se
registraron 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de personas fallecidas, segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en su informe mundial sobre el cancer 2014. No
obstante, en el 2018, se estima que la carga del cancer ascendié a 18 millones de casos
nuevos y 9.6 millones de muertes (Secretaria de Salud, 2019).

Debido a los cambios en el crecimiento poblacional y el envejecimiento, la OMS estima que
para el 2030 los casos nuevos sobrepasaran los 20 millones anuales. Sin embargo, esos
numeros podrian reducirse significativamente, ya que se calcula que entre el 30% y el 50%
de los tipos de cancer son prevenibles mediante la adopcién de habitos saludables,
vacunacioén y diagndsticos y tratamientos oportunos (OMS, 2018)

En México la magnitud de los efectos del cadncer no es muy diferente al panorama mundial,
pues es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares vy la
diabetes. Para los hombres, los tipos de cancer con mayor indice de mortalidad son de
prostata, de pulmon, colorrectal, de higado y gastrico, en ese orden; mientras que para las
mujeres son el de seno, cervicouterino, de higado, colorrectal y ovario (Secretaria de salud,
2019)

5.1.3 Ciclo Celular

El ciclo celular (Figura 1) regula la division celular y es fundamental tanto para generar nuevas
células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafiadas en un drgano
adulto. Se distinguen varias fases: en la fase GO o de reposo las células permanecen sin
dividirse, pero conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para repoblar un tejido; en la fase
G1 de presintesis, las células producen ARN y proteinas; en la fase S se replica el DNA; en la
fase G2 o de postsintesis el nlcleo se organiza para la division celular, que se produce en la
fase M o de mitosis (Burgués et. al. 2005).
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Figura 1. Etapas del ciclo celular. Modificado de Alcantar et. al. 2013

El ciclo completo dura desde 12 horas hasta meses o aflos. Mientras la mitosis tiene una
duracion constante de 1 hora, las células pueden permanecer “arrestadas” en GO durante
afios. Las moléculas reguladoras del ciclo celular son universales y estan muy conservadas
durante la evolucion (Burgués et. al 2005).

Los puntos de control evitan la progresion del ciclo celular en presencia del DNA dafiado,
dando tiempo para que la reparacion se produzca al mismo tiempo y se prevengan
alteraciones genéticas capaces de propagarse en las generaciones posteriores.
Consistentemente, los puntos de control proporcionan una barrera para el desarrollo del
cancer (Lagunas et. al. 2014).

En el punto de control G1 la célula decide si se divide o0 no, una vez que la célula pasa el punto
de control G1 y entra a la fase S, se compromete a la divisién. En este punto la célula
comprueba si las condiciones internas y externas son adecuadas para la division; algunos de
los puntos que evalla son el tamafio, nutrientes, sefiales moleculares y la integridad del DNA.
Si hay algln problema en este punto de control la célula puede salir del ciclo celulary entrar
a un estado de reposo llamado GO, algunas células se quedan permanentemente en él,
mientras que otras reanudan la division si mejoran las condiciones (Pickup, 2014).



Figura 2. Puntos de control del ciclo celular. Modificado de Khan Academy.

Para asegurar que la divisién celular se realice sin problemas, la célula tiene un punto de
control antes de la fase M, llamado punto de control G2, en esta etapa la célula comprueba
laintegridad del DNA vy si fue replicado correctamente durante la fase S. Si se detectan dafios
la célula se detendra brevemente para activar los mecanismos de reparacién donde la célula
intenta ya sea completar la replicacion del DNA o repararlo, si el dafio resulta ser irreversible
la célula puede experimentar la muerte celular programada (Han et. al., 1995).

Las células cancerosas son diferentes de las normales en muchos aspectos, control en
crecimiento, morfologia, interacciones célula — célula y la expresién génica.

Hay dos clases de genes que juegan un papel principal en la induccion de cancer: proto-
oncogenes y los genes supresores de tumores. Los proto-oncogenes son genes que en
condiciones normales ayudan a la célula a multiplicarse, pero cuando uno de estos muta o
tiene demasiadas copias, se convierte en un oncogén (Aleman, 2015; Lodish et. al., 2000).

5.1.4 Carcinogénesis

Para que una célula normal cambie su fenotipo y se convierta en una célula neoplasica se
requieren varias mutaciones en varios genes y eso ocurre a través de mucho tiempo, a veces
de afios, de estar expuesto a un agente carcinogénico (Martin, 2011).
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Figura 3. Cambios genéticos en la formacion del cancer. Modificado de Klaassen et. al., 2010

Los diversos cambios genéticos que nos llevan al cancer pueden ser ordenados con fines
didacticos en 3 pasos (Figura 3):

1. Lainiciacion.

2. La promocion.

3. La progresion.

INICIACION

Es un fendmeno que se produce por la acciéon de un agente carcinogénico (o de uno de sus
metabolitos) sobre determinado gen (usualmente uno), lo cual le confiere ventajas para la
multiplicacién y crecimiento celular. Esto facilita a la célula ser activada por agentes
inductores de la promocion de la multiplicacion celular.

Estas importantes primeras mutaciones son generalmente del tipo puntuales, deleciones,
inserciones, translocaciones cromosémicas y amplificaciones.

En este sentido es importante el metabolismo que el organismo realice del agente
carcinogénico, la capacidad de reparacion del DNA de la célula dafiada, asi como también la
tasa de multiplicacion celular que normalmente tenia el tejido invadido (Grados, 2016).

PROMOCION

Representa la etapa de crecimiento tisular con la formacion del tumor. Participan: los
factores de crecimiento y los receptores a los factores de crecimiento, como también la
angiogénesis y degradacion de las matrices extracelulares. Los factores de crecimiento (FC),
son péptidos producidos por las mismas células o por las vecinas y actlian como facilitadores
de la mitosis incorporando en fase S, a algunas células que se encuentran en fase GO o G1
prolongada. Los FC se sintetizan en una célula y luego migran al espacio intercelular,
ejerciendo sus acciones sobre las células vecinas (Cohen et.al 1991)

En la tabla 1 se muestra un resumen de las caracteristicas de las etapas de iniciacién y
promocion de la neoplasia.



Tabla 1. Caracteristicas generales de Iniciadores y Promotores de Neoplasia. Modificado de
Haschek et. al. 2013.

Iniciadores / Iniciacién Promotores / Promocion

Irreversible Reversible

La pura iniciacidn no resulta en neoplasiaa Los agentes no son considerados
menos que un promotor sea aplicado carcinégenos si no co-carcinogenos

Solo con una exposicidn es suficiente La exposicidon prolongada es requerida
Numero de células iniciadas depende de la Modulado por la dieta, hormonas vy
dosis ambiente

Produccion de electréfilos 'y unidn No hay produccion de electroéfilos ni unién
covalente al DNA covalente con el DNA

PROGRESION

Implica la capacidad de invadir tejidos vecinos o a distancia, por parte de la célula tumoral
maligna. Esa capacidad estd codificada también en los genes, con modificaciones
estructurales y funcionales. Las células normales, se encuentran “ancladas” en un habitat
que les es propio. El contacto con las células vecinas controla su propia division celular y
existen moléculas de adhesién que las mantienen préximas y permiten la transmisién de
sefiales de una a otra; las células normales son incapaces de atravesar la membrana basal
qgue las separa del tejido conjuntivo sub-basal de donde obtiene los materiales que las
nutren; tampoco tienen capacidad de introducirse a los capilares sanguineos o linfaticos,
aunque los linfocitos, hacen excepcién a esta particularidad ( Martin, 2011).

5.1.5 Quimioprevencion y Anticarcinogénesis

La quimioprevencién involucra la utilizacion de agentes quimicos naturales o sintéticos para
corregir, suprimir o impedir el proceso carcinogénico, evitando asi el desarrollo de una
neoplasia maligna invasora (Yuli et. al. 2008).

Los antineoplasicos utiles en clinica poseen mayor citotoxicidad contra los tejidos cancerosos
gue contra las células normales del sujeto que sufre cancer, en otras palabras, muestran
toxicidad selectiva, lo cual es posible gracias a las diferencias metabdlicas entre las células
malignas y las normales. Casi todas las diferencias cuantitativas entre las células normales y
las cancerosas dependen de vias bioguimicas, procesos de transporte y mecanismos de
reparacion de DNA (Bevan, 1982).

Aungue los agentes anticarcinogénicos y carcindégenos son vistos como opuestos, estos
dos agentes tienen ciertas similitudes, por ejemplo, aunque los agentes alquilantes son
carcinogénicos como la metilnitrosurea o dietilnitrosamina, también hay farmacos
anticancerigenos como Ciclofosfamida, cloroambucil y carbopatin. Otro ejemplo es la



radiacion, que es tanto carcindgeno como efectivo en la terapia anticancerigena, como lo
es el iodo radioactivo que causa cancer de tiroides y al mismo tiempo es la terapia mas
efectiva para este mismo pues retiene la habilidad de acumular yodo (Blagosklonny, 2005).

TPA, arsenico, inhibidores de topoisomerasa,
agentes alguilantes, radiacion, hormanas, hipoxia

Carcing
genos

Retinoides, Agentes CC_J}{—_E inhikbidares,
Barhital, guimiopreventivos retinoides, HDAC
Aspirina, inhibidaores,

TGF, THF, inhibidores de
EZF, Bcl-2 guinasas

Figura 4. Anticancerigenos, cancerigenos y agentes quimiopreventivos. Modificado de
Blagosklonny, 2005

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 les ha atribuido propiedades terapéuticas. Este es el caso del propdleo y sus
componentes (Farré et. al. 2004).
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5.2 Propodleo

5.2.1 Generalidades

Esta sustancia es una resina de origen céreo, de composicién compleja y consistencia viscosa
que las abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes vegetales y que utilizan
en la construccidn, reparacion y proteccion de la colmena.

El propdleo no es solo un ingrediente para construccién, es el “arma quimica” mas poderosa
de las abejas contra microorganismos patégenos y se ha usado como remedio por los
humanos desde tiempos antiguos (Wollenweber, et. al., 1990).

5.2.2 Propiedades farmacoldgicas y quimicas del propoleo

Debido a su popularidad en la medicina tradicional, el propdleo ha sido objeto de varios
estudios farmacoldgicos y quimicos los cuales han probado la versatilidad de sus actividades
farmacoldgicas: antibacterial, antifungico, antiviral, antiinflamatorio, hepatoprotector,
antioxidante, antitumorigeno, etc. (Bankova, 2005).

Las investigaciones realizadas en el campo de la quimica y la farmacologia han permitido un
uso mas amplio y eficaz del propdleo en el mejoramiento de la salud humana, debido a su
actividad bioldgica sui generis y por ser un compuesto natural capaz de comportarse como
un producto vivo con posibilidades de establecer multiples combinaciones sinérgicas
(Alvarez, 2012).

El propdleo es una sustancia soluble en solventes organicos como: alcohol, benceno, acetona
y éter; es un producto delicado, debe ser conservado en bolsas de polietileno, se conserva
mejor congelado o a una temperatura de 15 °C, es susceptible a la polilla, lo cual disminuye
su calidad. No debe refrigerarse porque permite el crecimiento de hongos que destruyen su
valor comercial (Manrique, 2000).

5.2.3 Composicion quimica del propdleo

Las caracteristicas morfoldgicas y la composicion quimica del propéleo son heterogéneas y
varian segun laregion donde se localiza la colmena, las variedades vegetales que predominan
alrededor de la colmena (Tabla 2) y las condiciones ambientales, por ello, su color puede
variar del pardo rojizo al amarillo verdoso y oscurecerse al negro, dependiendo también de
la edad (Flores, 2018).

Aungue la actividad bioldgica del propdleo siempre ha estado presente, en muestras de
diferentes zonas geograficas y condiciones climaticas (Tabla 2), esta actividad fue el resultado
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de una composicion quimica totalmente diferente, por ello se han realizado diversos
estudios para comparar la composicién quimica del propdleo de lugares diferentes (Bankova,
2005).

Tabla 2 Tipos de propdleos mas difundidos: origen vegetal y principales componentes:
Tomado de Bankova, 2011.

TIPO DE PROPOLEO  ORIGEN FUENTE BOTANICA CONSTITUYENTES
GEOGRAFICO MAYORITARIOS
ALAMO Europa, Popolus spp, mas a Flavonas,
Norteamérica, menudo P. nigra flavononas, acido
Regiones no cindmico 'y  sus
tropicales de Asia, ésteres
Nueva Zelanda
VERDE  BRASILENO | Brasil Bacaris spp Acidos cumaricos
(ALECRIM) predominando  B. prenilados,  acidos
dracunculifolia DC. diterpénicos
ABEDUL Rusia Betula verrucosa Flavonas, flavononas
diferentes a las del
alamo.
PROPOLEOS ROJOS Cuba, Brasil, Dalbergia spp Isoflavonoides
México
MEDITERRANEOS Sicilia, Grecia, Cupressaceae Diterpenos
Creta, Malta
“CLUSIA” Cuba, Venezuela Clussia spp Benzofenonas
preniladas
“PACIFICO” Region del Pacifico, Macaranga tanarius  C- Prenil flavononas
Okinawa, Taiwan,
Indonesia

Entre los componentes resinosos destacan los siguientes flavonoides: galangina (9%),
guercetina (6%) canderol (6%), apigenina (4.5%), pinobankisina (2%), pinocembrina (0.8%) y
pinostobina (0.6%), asi como los acidos fendlicos, cumarico, cafeico y cindmico y sus
derivados, entre los que destaca el éster feniletilico del acido cafeico, con interesantes
propiedades bioldgicas en apoptosis, metdstasis y sensibilidad a radiaciones de células
cancerosas (Gil, 2010)
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5.4 Ester Fenetilico del Acido Cafeico

5.4.1 Generalidades

Estructuralmente el CAPE es derivado del acido cafeico (Figura 5) es un compuesto fendlico
perteneciente al grupo de los acidos hidroxicinamicos. Su alta prevalencia en alimentos como
frutas, vegetales y condimentos; y en bebidas como el café, el vino y el té, lo convierte en el
compuesto mas abundante en la dieta humana. Este compuesto predomina en la forma de
conjugados de éster (Castillo, 2019)

O
X" OH

HO
OH

Figura 5. Estructura quimica del acido cafeico. Obtenida de Sigma Aldrich.

El éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) es un componente natural con varias actividades
bioldgicas, pero la produccion industrial del CAPE (Figura 6) realizando la esterificacion del
acido cafeicoy el 2- fenetil etanol catalizada por la lipasa en liquidos idnicos es obstaculizada
por bajas concentraciones del sustrato y un largo tiempo de reaccion (Gu, et. al., 2014).

H
Figura 6 Estructura quimica del CAPE. Tomado de Natarajan et al, 1996
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5.4.2 Mecanismo de accion del CAPE

Existen ya varios estudios (Tabla 3) que promueven el uso terapéutico del propdleo y varios
de sus componentes aislados han mostrado actividad biolégica. Se ha demostrado su
intervencion en mecanismos de inflamacién e inmunomodulacién, capacidad de induccion
de apoptosis en hepatocitos y en células de glioma, ademas de su calidad como

quimioprotector (Tabla 3)

Tabla 3 Resumen de estudios in vitro del CAPE. Modificado de Saravana y Mahitosh, 2009

LINEA CELULAR RESULTADOS/ OBSERVACIONES
HELA Sustancia % Concentracién
Inhibicion
DNA 95
RNA 75 e
Proteina 47
U-937 Maxima inhibicién del NF- kP a 25 pug/mL después del tratamiento
con TNF.
Sin efecto inhibitorio en AP — 1, TFIID y Oct — 1.
Analogos estructurales 5,6 — dihidroxi inhibieron fuertemente el
NF- k.
C6 GLIOMA Fragmentacion de DNA a 50 uM después de 24 horas.
Proteina p53, Bak y Bax y Caspasa 3 activa aumentd, BCly
disminuy®.
HEP G2 Inhibié MMP-2y 9 con IC 5o de 2 uM.
HT 1080 Los niveles de mMRNA de MMP-2 y MMP-9 fueron inhibidos.

Los niveles de mRNA de TIMP-1 y MT-1 MMP disminuyeron.

Como antioxidante, el CAPE es un fuerte inhibidor de la lipoxigenasa y la actividad xantina /
xantina oxidasa in vitro, y también frena la formacion inducida por TPA de superdxido por los
neutréfilos humanos (Huang, et al, 1996).
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5.4.3 Relacion Estructura-Actividad

Figura 7 Regiones del éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) Tomado de Gerdnimo, 2011.

El CAPE se divide en las siguientes regiones como se observa en la figura 7:
a) Elanillo catecol
b) Elgrupo éster
c) ElBenceno

El anillo catecol es importante para el potencial antioxidante y la quelacién de metales.

Al aumentar el nimero de carbonos en la cadena donde se encuentra el éster, la actividad
fungitdxica se ve disminuida. Cuando se introducen haldgenos en el anillo del benceno se
incrementa la actividad antibacteriana contra bacterias Gram — negativo (Gerénimo, 2011).

5.4.4 Analogos del CAPE

Un impedimento para el uso del CAPE extraido de productos naturales como el propdleo es
los bajos rendimientos que se obtienen pues esta molécula se encuentra de 2-5% en estos
productos; por sintesis quimica y métodos de purificacion se requiere una gran cantidad de
tiempo, obteniendo rendimientos bajos de entre el 35 al 50%, lo que resulta en un elevado
costo de produccion. Sin embargo, se han sintetizado moléculas con estructuras similares al
CAPE gue han sido estudiadas y que conservan la actividad bioldgica, pero resultan menos
caras y de una obtencion mas rapida (Martinez, 2014).

Una de las primeras modificaciones que se le realizaron a la molécula del CAPE fue la
incorporacion de un atomo de fldor en diferentes posiciones del anillo catecol mostrando
gue estos analogos tuvieron un mejor efecto citotdxico que el CAPE, en la linea celular del
corddon umbilical HUVEC (Yang et. al. 2010).

Zou y colaboradores variaron los sustituyentes en el anillo catecol del CAPE, el dtomo de
unién de oxigeno por el nitrégeno (Compuesto CAPA) y el benceno de una serie de derivados
del acido aza caféico obteniendo que los andlogos que tienen unida la piperazina fueron mas
citotoxicos que CAPE y el control positivo utilizado (cisplatino) (Zou, H et. al. 2010).
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Debido a estos estudios se fundamenta la adicion de diversos compuestos en diferentes
posiciones de las moléculas andlogas del CAPE, pues se demuestra que estos sustituyentes
influyen en el efecto citotoxico.

En comparacion con CAPE, a los compuestos CAPA se le encontrd que eran mas estable en
plasma; ya que el primero es mas propenso a la hidrdlisis por medio de esterasas y eso
evidencia una vida mas corta en plasma, esto se demostré mediante un método validado de
HPLC de fase inversa C18 con deteccién UV a 320 nm El hecho de que un compuesto sea
estable en plasma es importante para el desarrollo de farmacos ya que esto determina
cuanto de la dosis inicial llega realmente a la célula blanco (Yang, et. al, 2012).
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5.5 Compuestos CAPA

5.5.1 Serie LQM 700

En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el laboratorio de Quimica Medicinal
dirigido por el Dr. Enrique Angeles se sintetizaron analogos del CAPE por medio de la sintesis
de un analogo de acido cindmico, preparado por la condensacién de Knoevenagel a partir de
un aldehido aromatico con acido maldnico (Arroyo, 2011).

Hernandez en 2013 evalué el efecto antigenotéxico del compuesto LQM 731, andlogo del
éster fenetilico del 4cido cafeico (CAPE) mediante el ensayo de electroforesis unicelular en
gel, demostrando que este compuesto posee actividad antigenotdxica al disminuir el dafio al
DNA causado por Mitomicina C (MMC) en células de higado murino en un 91.7% empleando
una dosis de 20 mg/Kg y un 90.2% en células de rifidn a la misma dosis en un tiempo de 3
horas post- administracién (Hernandez, 2013).

En 2014 Cruz demostrd mediante el ensayo de electroforesis unicelular en gel que el LOQOM
738 reduce el dafio provocado al DNA por MMC hasta en un 88.42% en células hepaticas y
un 57.6% en renales a una dosis de 20 mg/Kg (Cruz, 2014).

Uno de los factores que pueden influir en el efecto citotdxico que presentan los compuestos
LQM 700’s es que se encuentren dobles sustituyentes electronegativos en diferentes
posiciones del benceno ya que estos pueden estar retirando densidad electrénica a la
molécula haciéndola mas reactiva y también que se encuentren sistemas conjugados en el
anillo catecol (Ruiz, 2012).

5.5.2LQM 755

En 2011 se sintetizaron en el Laboratorio de Quimica Medicinal otros 4 andlogos del éster
fenetilico del acido cafeico a partir del acido cindmico, obtenido por la reaccion de
Knoevenagel, con una reaccion que involucra la colocacion del acido 3-(4- fenoxi) fenil - 2
propenoico junto con una de las 4 aminas que ahi se emplean (bencilamina, fenetilamina,
3,4-Diclorobencilamina, 2-clorobencilamina) en un medio libre de disolvente obteniéndose
los compuestos LOM 752, 753, 754 y 755 (Arroyo L,2011).

L=

H‘“‘-h-_ L |

Iz

Figura 8. Estructura del compuesto LOM 755. Obtenida de Arroyo (2011)
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En el estudio realizado en 2012 por Ruiz se observé que el compuesto LQM 755 en la linea
PC-3 a un tiempo de 12 horas obtuvo un porcentaje de viabilidad de 35.56% y a 24 horas de
32.65%, en la linea celular Hela a las 24 horas se obtuvo un porcentaje de 21.9% vy en la linea
MDA-MB 231 a las 12 horas la viabilidad fue de 62.96% y a las 24 horas de 35.12% (Ruiz,
2012).

En 2014 Aguilar realizd un estudio in vivo con la prueba de electroforesis unicelular en gel
(SCGE) donde el LOM 755 demostré tener un efecto antigenotdxico al ser retado con
Mitomicina C a una dosis de 20 mg/Kg a 3 horas de su administracién tanto en higado como
en rifndn pero a las 18 horas el dafio es mayor tanto en higado como en rifidn, esto se puede
explicar debido a que el vehiculo de compuesto en el que se administrd el LQM 755 puede
retrasar su absorcién y por lo tanto su metabolismo es mas lento y a las 18 horas alcanza su
pico maximo de activacion, por lo que el sistema no alcanza a reparar el dafio ocasionado
por la MMC Yy la otra explicacion podria ser que se genere un metabolito bioldgicamente mas
activo, y que al eliminarse sea por rifién produciendo un aumento del dafio principalmente
en las células de este drgano. A las 3 horas de administracion, la viabilidad celular en todos
los tratamientos fue superior a la indicada por el SCGE de 85% tanto en higado como en
rifidn, a las 18 horas en higado se mantuvo la viabilidad por encima del 85%, mientras que
en rifidn hubo una disminucién importante de la viabilidad ideal (>85%) (Aguilar, 2012).
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5.6 Prueba Células Binucleadas Micronucleadas o Bloqueo de la
Citocinesis

5.6.1 Fundamento de la prueba de CB-MN

El ensayo de microndcleos in vitro es una prueba de mutagenicidad usada para la deteccién
de sustancias quimicas que inducen la formaciéon de pequefios fragmentos de DNA (Kirsch-
Volders, 1997).

La prueba puede realizarse con cualquier tipo de células que se dividen, pero normalmente
se utilizan lineas celulares ya establecidas, en monocapa o suspension, o linfocitos humanos
estimulados por un mitdégeno tomados de sangre periférica. Para asegurarse de que las
células han pasado por al menos una mitosis, después del tratamiento, la division
citoplasmatica es inhibida por la Citocalasina B dando asi células binucleadas (Doherty,
2016).

La Citocalasina B es un compuesto que impide la formacién del anillo microfilamentoso
requerido para la divisiéon del citoplasma después de la telofase, el momento dptimo para su
adicion es crucial para el ensayo ya que al aumentar el tiempo de exposicidn a este, existe el
riesgo de que también aumente la proporcién de células multinucleadas que surgen de
células binucleadas que intentan dividirse de nuevo, por lo que el tiempo estimado es
generalmente 44 horas después de la estimulacién con PHA (Fenech, 2007).

5.6.2 Micronucleos

El origen de la formacién de los micronucleos es de cromosomas completos no incluidos en
el nucleo de la célula hija o de fragmentos que se perdieron durante la division nuclear. En
las células que se dividen, la formacion de los micronucleos deriva de la mal segregacion del
cromosoma debido a una mal funcién mitdtica o por lesiones al DNA ya sea mal reparadas o
no reparadas que generan ruptura cromosomal. Los eventos descritos pueden ser inducidos
por varios factores incluyendo estrés oxidativo, exposicion a agentes clastdgenos o
aneugenos, varios defectos genéticos que involucran mal funcionamiento de los puntos de
control del ciclo celular y/o reparacion del DNA; también deficientes de nutrientes
importantes como cofactores para el metabolismo del DNA y de la maquinaria de
segregacion cromosdémica (Fenech, 2007).
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* Agentes antioxidantes

(@) ¢ VitaminaEy C
O O * [-caroteno

* Infusiones de ginseng y té

Figura 9. Factores que influyen en la frecuencia de micronucleos. Tomado de Fenech, 2007

5.6.3 Criterios de seleccion de Micronucleos

El Proyecto Internacional de Micronucleos Humanos (HUMN por sus siglas en inglés) fue
creado para coordinar la investigacion en el mundo dirigida al ensayo de células binucleadas
micronucleadas (CBMN), para estudiar el dafio del DNA en poblaciones humanas y para
establecer protocolos estandarizados de manera que la comparacién de datos pueda ser mas
confiable entre los laboratorios y paises (Pardini, 2017)

El HUMN establece ciertos criterios de seleccién para considerar una célula apta para el
analisis estadistico (Zalacain et. al. 2005):

Criterios para células binucleadas

DN NI NI NI NN

El citoplasma debe distinguirse claramente

Membranas citoplasmaticas y nuclear intactas

Nucleos con similar grado de condensacién de la cromatina
Pueden estar unidos por puentes nucleoplasmaticos

Pueden tocarse, pero no solaparse

Ninguno de los nucleos debe encontrarse en etapas de apoptosis

Criterios para micronucleos

ANEAN

AN

El diametro oscila entre 1/16 — 1/3 de la media del diametro del nucleo principal
No refractarios

Intensidad de la tincidn similar a los ndcleos principales de la célula binucleada
No conectados con ninguno de los nucleos de la célula binucleada

Pueden tocar los nucleos de la célula binucleada pero no solaparse con ellos
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Figura 10 Ejemplos de células binucleadas micronucleadas que son validas para el conteo de
micronucleos

5.6.4 Agentes inductores de micronucleos

Los agentes formadores de micronucleos se pueden clasificar en dos tipos basandose en su
mecanismo de accion.

Aneugénicos: Bloquean la formacién del huso mitético, originando el rezago de cromosomas
completos los cuales no se incluyen en los nucleos hijos (Parry, et. al., 2002)

Clastogénicos: Pueden ser analogos de base y actuan intercaldndose en el DNA inhibiendo
su sintesis y ocasionan posteriormente un debilitamiento de enlaces lo que provoca una
rotura cromosomica (Chavez, 2006).

Cuando un agente clastogénico produce las roturas en la fase S del ciclo celular, se denomina
S dependiente, y aquellos que no necesitan pasar por la fase S para generar una rotura son
denominados S- independientes.

Un ejemplo de agente S dependiente es la Mitomicina C (MMC), la cual es una sustancia
utilizada ampliamente en la terapia antitumoral pues es capaz de producir la muerte de las
células que se dividen al bloguear su replicacion: éste es un agente alquilante que se une
covalentemente a la molécula de DNA, la base que se une preferentemente con la MMC es
la guanina formando enlaces intra o intercatenarios y como resultado se presenta una rotura
de tipo cromatidico, sin embargo la MMC también es capaz de inducir aneuploidia y producir
un retraso en el ciclo de divisién celular en los cultivos de células de mamiferos (Chavez,
2006).

En estudios in vivo la MMC induce micronucleos en la primera divisiéon celular después de su

administracion, alcanzando su punto maximo de formacion de micronucleos a las 32 horas
independiente de la dosis administrada (Morales, et. al., 2002).
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6 JUSTIFICACION

Debido a la alta incidencia de cancer en México y en el mundo y a los diversos efectos
secundarios provocados por varios de los tratamientos anticancerigenos que afectan no solo
a células dafiadas sino también a células sanas, por ello se ha trabajado para sintetizar
diversos farmacos que tengan mayor especificidad.

Hay varios estudios que demuestran la efectividad protectora del CAPE, por ello, el
laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan se ha dado
la tarea de sintetizar andlogos del éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) y Amidas
fenetilicas del mismo 4acido cafeico (CAPA). Ruiz en 2012 evalué la serie LQM 700, de 30
compuestos el compuesto LOQM 755 demostrd tener una mayor actividad citotdxica en
células cancerigenas que en células sanas en ensayos in vitro de diferentes lineas celulares,
por ello es importante continuar con las pruebas preclinicas para este compuesto como lo
son las pruebas genotdxicas, entre ellas, la prueba de células binucleadas micronucleadas.

7 OBIETIVOS

7.1. Objetivo General

Evaluar la actividad quimioprotectora del andlogo amidico halogenado del CAPE (LQM 755)
en un cultivo de linfocitos humanos, mediante la técnica in vitro de células binucleadas
micronucleadas.

7.2. Objetivos Particulares

Determinar la frecuencia de células binucleadas en los diferentes tratamientos de los cultivos
celulares para medir el efecto citotdxico que pudiera presentar el compuesto LQM 755.

Determinar la frecuencia de células binucleadas micronucleadas en los diferentes
tratamientos de los cultivos celulares para medir el efecto genotéxico que pudiera presentar
el compuesto LQM 755.

8 HIPOTESIS

Si el CAPE y varios de sus analogos CAPA han demostrado tener efectos citoprotectores en
estudios anteriores entonces el compuesto LOQM 755 presentard caracteristicas similares y
revertira la citotoxicidad y genotoxicidad causada por la Mitomicina C en un cultivo de
linfocitos humanos.
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9 MATERIALES Y METODOS

=  Materiales

Muestra: Linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica completa heparinizada extraida
por venopuncién

Donador 1 Donador 2
Sexo Masculino Femenino
Edad 25 afos 25 afios
Fumador NO NO

= Compuestos:

Mitomicina C (MMC) (0.15 pg/mL). Concentracién base: 10 ug/mL
Citocalasina B (6 ug/mL). Concentracién base: 4 mg/ 3 mL
Compuesto de prueba: LQM 755 (3000 ug/mL) Concentracién de la solucién base*
Sistemas de trabajo de los cultivos de linfocitos:
Concentracién 1 15 pg/mL LQM 755
Concentracién 2 20 pg/mL LQM 755
Concentracién 3 25 pug/mL LQM 755

Reto 1 15 pg/mL LM 755 + MMC
Reto 2 20 pg/mL LQM 755 + MMC
Reto 3 25 pg/mL LQM 755 + MMC

Agente disolvente: DMSO

*Sintetizado y proporcionado por en el Laboratorio de Quimica Medicinal a cargo del Dr.
Enrique Angeles Anguiano de la FESC-1 UNAM

= Soluciones vy reactivos

Buffer de fosfatos pH 6.8 Colorante Giemsa Etanol 95%
Fitohemaglutinina (PHA)

Antibidtico Estreptomicina — Penicilina (1%)

Solucién 9:1 de Cloruro de sodio 0.9% y Cloruro de potasio 0.075M

Medio HAM F10

Etanol absoluto

Acido acético glacial

Heparina sddica

Agua destilada

Agua inyectable
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Metodologia para el Cultivo Celular

1. Obtener 3 mL de sangre venosa de cada donador por medio de una jeringa
previamente heparinizada

2. Adicionar a cada frasco de cultivo estéril 5 mL de medio de cultivo HAM F-10,
previamente preparado con PHA y antibiotico, y 0.2 mL de sangre.

3. Mezclar e incubar a una temperatura de 37°C.
4. Transcurridas las 24 horas, adicionar al frasco correspondiente MMC, LQM 755y

la Citocalasina B con base en la tabla 4

Tabla 4. Esquema de adicion de las soluciones empleadas en los cultivos de linfocitos

Control Control LQM 755 Retos
negativo  positivo
Conc Conc Conc Reto Reto Reto
1 2 3 1 2 3
24 horas
Mitomicina C | O 30 0 0 0 30 30 30
uL
44 horas
LQM 755 0 0 25 34 42 25 34 42
uL
Citocalasina 60 60 60 60 60 60 60 60
B
uL

Nota. Cada frasco de cultivo por cada donador se realiza por duplicado en condiciones de
esterilidad

5. Transcurridas las 72 horas se procede a realizar la cosecha celular.

Metodologia para la Cosecha Celular

1. Vaciar el contenido celular de cada frasco de cultivo a tubos de ensayo
previamente marcados

2. Centrifugar el contenido de cada tubo a 3000 rpm durante 10 minutos y
retirar sobrenadante.

3. Adicionar 5 mL de la solucidn 9:1 de NaCl y KCl a 37 °C e incubar a la misma
temperatura por 30 minutos.

4, Volver a centrifugar por 5 minutos a 3000 rpm y desechar sobrenadante.

5. Agregar lentamente y con agitacién constante 5 mL de solucién fijadora

etanol- acido acético (6:1) recién preparaday a -4°C (Respetar la temperatura).
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6. Centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm y desechar sobrenadante. Repetir
2 veces mas los pasos 5y 6.

7. En la Ultima centrifugacion dejar 1 mL de la solucién fijadora para resuspender
el paquete celular. Tomar un poco de este con una pipeta Pasteur y realizar
preparaciones celulares por goteo desde una altura no mayor de 10 cm.

8. Dejar secar.

9. Tefiir con Giemsa previamente filtrado durante 12 minutos y observar al
microscopio a 40 y 100X

El dafio citotdxico se evaliua determinando en 1000 células totales el niumero de células
binucleadas (CB).

#CB

El dafio genotdxico se evalla determinando en 1000 células binucleadas el niumero de
células binucleadas micronucleadas (CBMN).

# CBMN
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10. RESULTADOS

Tabla 5 Resultados de la actividad citotdxica y genotdxica del donador 1

Tratamiento | Control Control Conc Reto Conc  Reto Conc  Reto
negativo positivo 1 1 2 2 3 3
ACTIVIDAD CITOTOXICA
CT 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
CB 222 135 177 61 102 102 56 211
243 144 139 44 97 106 42 204
Promedio 232.5 139.5 158 52.5 99.5 104 49 207.5
SEM +/- 10.5 4.5 19 8.5 2.5 2 7 3.5
ACTIVIDAD GENOTOXICA
CBT 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
CBMN 0 3 3 0 2 0 0 5
0 4 1 2 1 2 0 4
Promedio 0 3.5 2 1 1.5 1 0 4.5
SEM +/- 0 0.5 1 1 0.5 1 0 0.5
CT: Células totales, CB: Células binucleadas, SEM: Error estandar
Tabla 6 Resultados de la actividad citotdxica y genotdxica del donador 2
Tratamiento | Control Control Conc Reto Conc  Reto Conc Reto
negativo positivo 1 1 2 2 3 3
ACTIVIDAD CITOTOXICA
CT 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
CB 223 159 156 69 96 99 87 208
206 128 186 82 101 104 80 219
Promedio 214.5 1435 171 75.5 98.5 101.5 83.5 213.5
SEM +/- 8.5 15.5 15 6.5 2.5 2.5 3.5 5.5
ACTIVIDAD GENOTOXICA
CBT 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
CBMN 0 4 0 1 1 0 0 1
0 5 1 0 1 0 0 3
Promedio 0 4.5 0.5 0.5 1 0 0 2
SEM +/- 0 0.5 0.5 0.5 0 0 0 1

CT: Células totales, CB: Células binucleadas, SEM: Error estandar
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Microfotografias

%

Figura 11. Serie de microfotografias tomadas a 40X con tincion Giemsa. (A) Se observa una
célula trinucleada con dos micronucleos (1), una célula binucleada (2) y una célula
mononucleada (3) (B) Se observa una célula binucleada con un micronucleo (4). (C) Se
observan 5 células binucleadas sin microntcleo, una célula binucleada micronucleada (7) y
dos células multinucleadas (5) y (6). (D) Se observa una célula binucleada con micronucleo
(8) y varios nucleos a los cuales no se distingue claramente el citoplasma. (E) Se observa una
célula hexanucleada (9), una trinucleada (10) y varias mononucleadas.
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11. ANALISIS ESTADISTICO

Debido a las diferencias que puede haber en la inducciéon de CBMN en relacion con el sexo
de los donadores se realizd el analisis estadistico de prueba de ANOVA y Prueba de
Comparacion Multiple de Bonferroni con el programa Graphpad Prism v.8.1.2 para evaluar
las diferencias entre los donadores, comparando cada tratamiento entre si.
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Figura 12 Resultados comparando los valores de ambos donadores para la evaluacion
citotoxica. Se observan los resultados de citotoxicidad de ambos donadores. Para todos los
casos el valor de p >0.05
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Figura 13. Resultados comparando los resultados de ambos donadores para la evaluacién
genotoxica. Se observan los resultados de genotoxicidad de ambos donadores. Para todos
los casos el valor de p>0.05

Enlasfiguras 12y 13 se puede observar que para ambos casos, citotoxicidad y genotoxicidad,

no hubo diferencias significativas entre los donadores, por ello se procedidé a realizar el
analisis en conjunto como se muestra a continuacion:
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Figura 14 Resultados generales de citotoxicidad. En la grafica se observa que (a) no hubo
diferencia significativa entre el control negativo y el reto 3, entre el control negativo y el
positivo (b) si mostro haber diferencias altamente significativas.
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Figura 15 Resultados generales de genotoxicidad. . En la grafica se observa que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre el control negativo y las diferentes concentraciones
del compuesto LQM755, pero se obviaron las diferencias (a) altamente significativas entre el control
y la MMC. En los tratamientos de reto 1y 2 se observa que hubo una inhibicion de la mutagenicidad
de la MMC por parte de LQM755, no asi con el reto 3 donde no hubo (b) diferencias
estadisticamente significativas con la MMC. Anova p<0.05 y Prueba de comparacién multiple de
Bonferroni.
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12. DISCUSION

Ya que el cancer es un serio problema de salud publica que cada afio va en aumento y los
tratamientos que existen son altamente toxicos y agresivos, el descubrimiento y estudio de
tratamientos alternativos que sean menos agresivos y especificos de células cancerigenas se
encuentra en constante crecimiento.

La utilizacion de farmacos naturales y sus andlogos toma cada vez mas fuerza en este ambito
ya que los pacientes diagnosticados con algun tipo de cancer implementan dentro de su
tratamiento medicina alternativa de este tipo. Por ello es importante probar el efecto
genotoxico y antigenotdxico del compuesto en un sistema in vitro.

En este trabajo se evalud la accién in vitro de LQM 755 en la induccién de micronucleos por
medio de la técnica de CBMN pues a través de los estudios de genotoxicidad podemos
evaluar la capacidad quimioprotectora de una sustancia determinada.

Se empled a la MMC (0.15 pg/mL) como control positivo ya que, como ya se expuso
anteriormente, es un potente antineoplasico, el cual ha sido utilizado como tratamiento para
cancer de estdmago y de pancreas en estadios avanzado o que se han diseminado a otras
partes del cuerpo, ademas de que ha sido utilizado como mutageno en ensayos de MN
(Madrigal — Bujaidar et. al. 1996). Otra ventaja de utilizar a la MMC es que se conoce su
mecanismo de accién y biotransformacion; la activacién de MMC comienza con la reduccion
de la estructura quinona y se metaboliza a un numero de formas activas por reduccion
enzimatica, las cuales se piensa ejercen la actividad antineopldsica mediante la formacion de
enlaces cruzados con el DNA, alquilacién y la ruptura de la cadena de DNA con la formacion
de radicales libres (Kyowa Kirin, 2013). En nuestro estudio se observa que la Mitomicina C
disminuye considerablemente el nimero de CB con respecto al control negativo, ejerciendo
su efecto citotoxico.

El compuesto LQM 755 fue evaluado a 3 concentraciones diferentes de 15, 20 y 25 pg/mL
en cultivos por separado para poder evaluar su actividad citotdxica y genotdxica del
compuesto per se, y en cultivos retandolo con MMC para observar si el compuesto es capaz
de revertir el dafio provocado por éste, o si habrda un sinergismo en cuanto al dafio
observado.

En la evaluacién de la genotoxicidad del LQM 755 se observa un aumento estadisticamente
significativo, siendo que el compuesto per se mostrd ser genotodxico a las dosis mas bajas y
nula a la dosis mas alta de 25 pg/mL siendo que esta Ultima y el control negativo no tienen
diferencias significativas entre si.

LQM 755 demostré tener un efecto antigenotdxico en los retos a las Concentraciones de 15

ug/mL y 20 pg/mL comparandolos con el control positivo, pero no hubo diferencias
significativas entre el control positivo y el reto a la concentracion de 25 pg/mL.
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Aungue los mecanismos por los cuales el CAPE es antigenotdxico no se han dilucidado por
completo, Carrasco en 2006 menciond que puede deberse a su capacidad como antioxidante
y/o a su capacidad para modificar la actividad de algunos CYP que estan involucrados en el
metabolismo de carcindgenos y que impiden su bioactivacion (Hernandez, 2013).

La actividad citotdxica es muy importante para un buen farmaco antineopldsico ya que se
espera que sea efectiva en células malignas; el LOQM 755 demostrd ser citotoxico al ir
disminuyendo el nimero de células binucleadas cuando se aumenta la concentracidon en los
cultivos por si solo. Cuando se realiza el reto con el mutdgeno podemos ver que la
citotoxicidad disminuye, asi en el tratamiento con la concentracion de 25 pg/mL el nimero
de células no presenta diferencias significativas con el control negativo.
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Compound R! R2 R3 R*

1 OMe OH OH OH
2 H OH OH OH
3 OH OH CH OH
4 OMe OH H OH
5 H OH H OH
6 OH OH H OH
7 H H H OH
8 H OH H H
9 OH OH H H
10 H H H H

Figura 16 Sintesis de analogos de CAPE. Tomado de Uesawa, 2018

Yoshihiro Uesawa y colaboradores sintetizaron 10 andlogos de CAPE (Figura 16) modificando
la posicion de los grupos hidroxilo y del grupo metoxi, se encontré que los compuestos 3, 6
y 9, al tener dos grupos hidroxilo en R1 y R2, mostraron la mayor citotoxicidad contra las
células OSCC. Mencionan que al remplazar el grupo hidroxilo en R1 por el grupo metoxi la
citotoxicidad se ve disminuida, esto sugiere la importancia de estos grupos en la posicién R1
en la induccién de citotoxicidad contra esta linea celular. Ese mismo estudio demostro que
al tener dos grupos hidroxilo en R1 y R2, pero no en R3 y R4, hay una mayor citotoxicidad
especifica de tumor. El analisis con QSAR demostré que la especificidad de los compuestos
estaba relacionada con el tamafio, forma y potencial de ionizacion (Uesawa, et. al, 2018).
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Yang vy colaboradores en 2010 evaluaron al CAPE, CAPA vy varios andlogos de este, en este
estudio ellos mencionan que los grupos hidroxilo en el anillo catecol pueden ser los que
contribuyen a la citotoxicidad del compuesto, por ello estos autores probaron con diferentes
radicales, entre ellos grupos metilo, metoxi, hidroxilo y flior como halégeno, obteniendo que
los compuestos con flUor eran significativamente citoprotectores con respecto al control,
ademas observaron que al introducir el fltor en el anillo catecol se incrementa la densidad
electrénica en el sistema conjugado lo cual puede hacer mds reactiva a la molécula.

Tanto el estudio realizado por Yang como el realizado por Uesawa muestran conclusiones
similares, ya que ambos se enfocan en la adicion de grupos con potencial de ionizacidn
elevado que incremente la densidad electrdnica para volver mas reactiva a la molécula, como
se puede observar en la Figura 17 las modificaciones realizadas a la estructura quimica del
LQM 755 son la adicion de Cloro al anillo del benceno, el cudl es uno de los elementos mas
electronegativos, la adicion del grupo fenil formando un fenoxi en el anillo catecol, ademas
de la eliminacion de un grupo hidroxilo en el mismo. En el apartado de la relacién estructura
— actividad mencionamos que entre los factores que determinan la citotoxicidad del
compuesto es la adicién de grupos halégeno al benceno vy la adicion de sistemas conjugados
en el anillo catecol, pues estos aumentan la reactividad del compuesto.

Figura 17. Estructura quimica del compuesto LQM 755 denotando los cambios realizados en su
estructura comparandolo con la estructura del CAPE (Ortiz, 2020 Autoria propia).

En 2006 Wang y colaboradores sintetizaron 6 analogos donde afiadieron fluor en el anillo
catecol (Figura 18), ademas se prepararon otros donde los grupos hidroxilo del anillo catecol
fueron metilados. Se evaluaron en un cultivo de células HUVEC a diferentes concentraciones
(5, 10y 15 ug/mL) por 24 horas. La viabilidad celular menor del 90% fue considerada téxica.
Los resultados demostraron que mientras CAPE, y los compuestos 3b, 3e, 3a y 3f fueron
téxicos a la concentracién mas alta, los analogos 3d y 3¢ no fueron téxicos a ninguna de las
concentraciones evaluadas.
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Figura 18 Sintesis de los analogos fluorados de CAPE. Tomado de Wang, et.al, 2006

En el estudio de Wang el compuesto 3b presentd una citotoxicidad menor a 10 ug/mL que a
5y 15 ug/mL, la razén por la que ocurre este fendmeno no es conocida, sin embargo, ya se
han reportado varios compuestos, como lo es el acido cafeico, que no siguen la curva dosis
—respuesta (Wang, et. al, 2006).

Yangy colaboradores realizaron también estudios para determinar la vida media de CAPA en
plasma de rata, a dosis de entre 5 — 20 mg/ Kg, por medio de HPLC en fase reversa con
columnas de C12 usando como gradiente de elusidon agua y acetonitrilo, obteniendo un
rango entre 243.1y 295.8 min, el cual fue mayor que CAPE, siendo este de 92.26 min (Yang
et. al. 2014)

De acuerdo con los resultados observados en general podemos concluir que el compuesto
LQM 755 puede perfilarse como un compuesto citoprotector ya que pudo revertir el dafio
citotdxico causado por la MMC a 25 pg/ mL, aungue a esa misma concentraciéon mostré no
ser genotdxica por si misma, si demostré no ser capaz de revertir el dafio genotdxico
provocado por la MMC.

La técnica de MN in vitro tiene varias ventajas pues es una técnica de relativo bajo costo,
facil y rapida de realizar en comparacién con otras técnicas, sin embargo, seria conveniente
complementar el estudio con una técnica que pueda determinar el origen de los MN, como
lo es la hibridacion in situ con sondas centroméricas de marca fluorescente (FISH), puesto
gue estos pueden originarse de fragmentos cromosémicos o de cromosomas completos.
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13. CONCLUSIONES

El compuesto LQM755 mostré una actividad antigenotdxica en el cultivo de linfocitos humanos a las
concentraciones de 15 pg/mLy 20 pg/mL, no asi en la concentracidon mas alta que fue de 25 pg/mL.

Se determind que el compuesto LQM755 per se tiene accidn citotdxica al reducir significativamente
el numero de células binucleadas en comparacién al control negativo en los cultivos de linfocitos
Humanos en todas a las concentraciones ensayadas.

En el caso de los tratamientos de reto con el mutageno, la concentracién mas alta (reto 3) mostré
un efecto citoprotector, ya que el nimero de células binucleadas se mantuvo sin diferencias
estadisticamente significativas con el control negativo.
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14. PERSPECTIVAS

Continuar los estudios de las propiedades del compuesto LQM 755 y los demas
andlogos del CAPE

Evaluar el compuesto en un mayor nimero de personas para tener un parametro de
comparaciones estadisticas mas amplio del dafio y efecto del compuesto.

Complementar el estudio con la técnica de FISH para determinar el origen de los
micronucleos.

Realizar estudios para elucidar el mecanismo de accién del compuesto LQM 755.
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