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2. RESUMEN

Una serie de complejos de quelatos mixtos con cobre Il de formula general [Cu (N-
N) (N-O)] NO3 o [Cu (N-N) (O-O)] NOgs, son registrados bajo el nombre de
Casiopeinas y patentadas por La Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). EI centro metélico les proporciona ciertas ventajas, como baja toxicidad,
bajos costos y una destoxificacibn mas sencilla mediante los procesos
homeostéaticos. Se consideran como una alternativa para el tratamiento del

cancer.

Las Casiopeinas Igly, ligly y IllI-I-a son de las mas prometedoras (de una familia de
mas de 100), ya que han demostrado gran actividad antineoplasica y baja
toxicidad, en los ensayos exigidos por el “National Cancer Institute y el Cancer

Chemotherapy National Service Center”, de los Estados Unidos.

El objetivo de este trabajo consistid6 en evaluar los efectos genotoxico
(clastogénico y/o aneugénico), citotoxico y citostatico de las Casiopeinas en
células humanas in vitro mediante el ensayo de micronucleos con bloqueo de la
citocinesis (MNBC) en combinacidon con la técnica de hibridacion in situ con

fluorescencia (FISH).

El método empleado es el propuesto por Fenech (2000), los tratamientos de
linfocitos humanos in vitro estimulados con fitohemaglutinina, se hicieron a las 44
h con: Cas Igly [0.615, 1.23, 2.46 ug/mL], ligly [0.33, 0.66, 1 pg/mL] y llI-I-a e[4.2,
8.4 12.6 pug/mL], y como testigos positivos (T+) Mitomicina C (MMC
clastogénico) [0.2 pg/mL] y Colchicina (CCC aneugénico) [0.04 pg/mL]. Los
criterios de evaluacion se basaron en Fenech et al. (2003). Brevemente, se
analizaron 4000 células binucleadas al azar y se registr6 la presencia de
micronucleos (MN), puentes nucleoplamicos (PN), yemas nucleares (YN), los
cuales indican efecto genotoxico; en 2000 células se cuantifican apoptosis (AP)
y necrosis (NC) que sefalan citotoxicidad, asimismo se observan 2000 células

polinucleadas (CP) para determinar citostaticidad mediante el indice de division

v



nuclear (IDN). Con las preparaciones obtenidas mediante el ensayo de MNBC, se
procedio a la realizacion de la técnica de FISH, en resumen consiste en: 1.
Pretratamiento de las células, 2. Co-desnaturalizacion de la sonda y el ADN
blanco, 3. Hibridacién con sonda pancentromérica (Poseidon, Kreatechs), vy 4.
Contratincion con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Con la técnica de FISH se
evalué el nimero de MN con sefial de ADN centromérica positiva (MNC+) vy
negativa (MNC-), obtenidos de 2000 células binucleadas (BN) analizadas. Se

comparo contra el testigo negativo (VS T-, sin tratamiento).

Se encontré que las tres Casiopeinas tienen la capacidad de inducir efectos
genotéxico y citotdéxico respectivamente, en todas las concentraciones
evaluadas, con incremento significativo (p < 0.0005) de MN, PN y YN, asi como de
(p < 0.005, p < 0.002) AP y NC, lo cual es una manifestacién de alteracion en el
material genético. Mediante el ensayo de MNBC se encontrd incremento
significativo (p < 0.0005) de PN y YN, y con la técnica de FISH se encontro
incremento significativo (p < 0.000) en el porcentaje de MNC- en las
concentraciones mas altas de las Casiopeinas Igly (4.2%), ligly (5.3%) y lll-l-a
(4.35%) comparando todos estos datos con el testigo negativo (1.4%), sugiere que
las Casiopeinas inducen dafio al ADN de forma directa, es decir, son genotéxicas
mediante clastogénesis. Por ultimo, se presenta decremento significativo
(p<0.05) del IDN en relacion con el testigo negativo en dos de las Casiopeinas
analizadas (Igly y lll-lI-a), lo que confirma la capacidad de inducir efecto
citostéatico. Estos eventos probablemente se deban a la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por el centro metalico cobre de los
compuestos estudiados, o por la interaccion de las Casiopeinas con la adenina,
distorsionando la estructura tridimensional de la molécula del ADN de acuerdo con

investigaciones publicadas.



3. ABSTRACT

A serie of mixed chelated copper (Il) complexes of general formula [Cu (N-N) (N-
O)] NO3 0 [Cu (N-N) (O-O)] NO3, have been registered under the name of
Casiopeinas and are patented by La Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). The metal center gives them certain advantages, as low toxicity and low
cost, and can be easily removed by homeostatic processes. Considered as an

alternative for the treatment of cancer.

The Casiopeinas Igly, ligly and lll-I-a are the most promising (of a family of more
than 100), as they have demonstrated great antitumor activity and low toxicity in
the tests required by “National Cancer Institute and the Cancer Chemotherapy

National Service Center”, in the United States.

The aim of this study was to evaluate the genotoxic effects (clastogenic and / or
aneugenic), cytotoxic and cytostatic of Casiopeinas in human cells in vitro, by a
combination of the cytokinesis blocking micronucleus assay (CBMN) and
fluorescence in situ hybridization (FISH) technique.

The method used is that proposed by Fenech (2000), the treatment of human
lymphocytes in vitro, stimulated with phytohemagglutinin, were at 44h: Cas Igly
[0.615, 1.23, 2.46 pg/mL], ligly [0.33, 0.66, 1 pg/mL] and lll-I-a [4.2, 8.4 12.6
pg/mL], as positive controls (T +) mitomycin C (MMC clastogenic), [0.2 ug/mL] and
colchicine (CCC aneugenic) [0.04 pg/mL]. The evaluation criteria were based on
Fenech et al. (2003). Briefly, 4000 binucleated cells were analyzed randomly and
recorded the presence of micronuclei (MN), nucleoplasmic bridges (NPB), nuclear
buds (NBUD), which indicate genotoxic effect; 2000 cells were analyzed apoptosis
(AP) and necrosis (NC) indicating cytotoxicity and 2000 were analyzed
multinucleated cells (CM) to determine cytostatic through the nuclear division index

(NDI). With the preparations obtained by testing BCNM, we proceed to the

\



implementation of the FISH technique, in short is: 1. Pretreatment of cells. 2. Co-
denaturation of probe and target DNA, 3. Hybridization with a pancentromerica
probe (Poseidon, Kreatechs) and 4. Counterstaining with DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole). With FISH technique the number of MN with centromeric DNA
positive signal (MNC +) and negative (MNC-), were evaluated in 2000 binucleated

cells (BN) and compared with the negative control (VS T-, no treatment).

It was found that the three Casiopeinas have the ability to induce genotoxic and
cytotoxic effects, respectively, at all concentrations tested, with a significant
increase (p <0.0005) of MN, NPB and NBUD as well as (p <0.005, p <0.002) PA
and NC, which is a manifestation of abnormal genetic material. By testing BCNM
we found a significant increase (p <0.0005) of NPB and NBUD and FISH a
significant increase (p < 0.000) in the percentage of MNC-, higher concentrations
of Casiopeinas Igly (4.2%), ligly (5.3%) y lll-I-a (4.35%), compared against the
negative control (1.4%). We suggest that Casiopeinas induces DNA damage
directly, ie, are genotoxic by clastogénesis. Finally, we found a significant
decrease (p < 0.05) of the NDI in relation to the negative control in two of the
Casiopeinas analyzed (Igly and llI-1a), this confirms the ability to induce cytostatic
effect. These events are probably due to the formation of reactive oxygen species
(ROS) induced by the copper metal center of the compounds studied in this work
or by the interaction of Casiopeinas with adenine, distorting tri-dimensional
structure of the DNA molecule according to published research.

Vi



4. Marco Teorico

4.1. CANCER

La proliferacion celular estad cuidadosamente regulada y responde a las
necesidades especificas del organismo, por lo que la regulacion del ciclo celular
es decisiva para el desarrollo normal de los organismos multicelulares; la pérdida

de ésta lleva en Ultima instancia al cancer (Lodish et al., 2002, Barron, 2006).

El término “cancer”, a menudo se consider6 como una sola enfermedad, sin
embargo se refiere a una serie compleja de mas de 100 formas que afecta a un
amplio rango de érganos y tejidos, volviendose mas y mas agresivas conforme

trascurre el tiempo hasta hacerse letales (Weinberg, 1996).

El cancer se considera como una anomalia genética en el ambito celular. Las
alteraciones gendmicas asociadas con el cancer pueden implicar cambios a
pequefia escala, a nivel de un soélo nucledtido, o a gran escala como
reordenaciones cromosOmicas, ganancia o pérdida de cromosomas o incluso la
integracion de genomas virales en el cromosoma. Las alteraciones gendémicas a
gran escala son un rasgo comun del cancer; la mayoria de los tumores en la
especie humana se caracterizan por cambios cromosémicos visibles (Cummings
y Klug, 1999).

Las células cancerosas tienen que sufrir multiples mutaciones y cada mutacion
ocurre inicialmente en una simple célula y se divide varias veces antes de que

pueda transformarse en una amplia poblacién premaligna (Lodish et al., 2000).

Existen dos caracteristicas que diferencian el cancer de otras enfermedades
genéticas. La primera es que las mutaciones que se observan en el cancer se
producen sobre todo en células somaticas, mientras que otras enfermedades

genéticas soOlo son causadas por mutaciones en las células germinales. Sin



embargo, algunos individuos han heredado mutaciones genéticas que los
predispone a desarrollar tipos especificos de cancer. La segunda es que el cancer
no es consecuencia de una mutacion aislada, sino mas bien de la acumulacion de
entre 3 y 20 mutaciones segun el tipo de cancer en genes que regulan la

multiplicacion celular normal (Lodish et al., 2000).

Las células cancerosas se caracterizan por dos propiedades hereditarias
comunes: 1) se reproducen a pesar de sus restricciones normales, 2) invaden y
colonizan territorios normalmente reservados a otras células. La combinacion de
estas dos caracteristicas es lo que hace que el cancer sea especialmente
peligroso. Una célula anormal que no prolifera, mas que sus vecinas normales, no
produce dafio significativo, sean cual sean las otras propiedades que pueda tener;
pero si una proliferacion esta fuera de control, producira un tumor o neoplasia.
Mientras las células permanezcan agrupadas en una masa Unica, se dice que el
tumor es benigno. En este estadio generalmente se puede conseguir la cura
completa extrayendo la masa quirdrgicamente. Un tumor se considera maligno, si
sus células pueden invadir el tejido circundante. La capacidad invasora implica
generalmente la habilidad de entrar en el torrente sanguineo o en los vasos
linfaticos, y formar tumores secundarios o metastasis en otros lugares del cuerpo
(Alberts et al., 2004).

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de mortalidad, se le atribuyen 7.9
millones de defunciones ocurridas en 2007. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), estima que alrededor de 84 millones de personas morirdn a causa de esta
enfermedad entre 2005 y 2015. En México, durante 2007 se registraron 514 420
defunciones, 55.4% fueron hombres y 44.6% de mujeres; de las cuales los
tumores malignos ocuparon el tercer lugar entre las principales causas de muerte
del pais con 68 815 casos (13.4%), por debajo de los decesos por las
enfermedades del sistema circulatorio y las enfermedades enddcrinas,
nutricionales y metabdlicas. De 1998 a 2007 se observa que las defunciones por

tumores malignos tienden a incrementarse, siendo las mujeres las que presentan



los porcentajes mas altos en el periodo (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, 2009).

Ante la gran incidencia de esta enfermedad, a lo largo del tiempo se han
desarrollado distintas formas de tratamiento entre las mas sobresalientes se
encuentra la extirpaciéon quirdrgica si es una malignidad definida, radioterapia y la
quimioterapia que es utilizada para las neoplasias diseminadas (De Vita et al.,
1993; Murphy et al., 1996). Estas tres modalidades terapéuticas han llegado a
ser basicas, ya que han incrementado la posibilidad de supervivencia de los
pacientes ademas de reducir los efectos secundarios del tratamiento (Murphy et
al., 1996).

4.2. QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia contra el cancer, es el uso de farmacos de composicion
conocida para tratar a los tumores diseminados y esta dirigida a tumores que se
han extendido desde un inicio o que tienen una alta capacidad de metastasis. El
indice terapéutico de la quimioterapia para el cancer varia marcadamente de un
tumor a otro y de farmaco a farmaco, segun su actividad bioquimica y su origen
(Magrath, 1989; Murphy et al., 1996). De cualquier manera ninguno de los
agentes anticancerigenos existentes es ideal, debido a la falta de eficacia,

selectividad y a los efectos toxicos producidos.

Dentro de la quimioterapia hay gran variedad de farmacos antineoplasicos tanto
de origen organico como inorganico, sin embargo, la existencia de tumores
refractarios a estos tratamientos, su toxicidad y costos elevados, estimulan la

busqueda de nuevas moléculas (Bravo et al., 2002).



4.3. CASIOPEINAS

Actualmente la Dra. Lena Ruiz Azuara, con su grupo de trabajo, se centran en la
investigacion de las Casiopeinas con formula general [Cu (N-N) (N-O)] NOs o
[Cu (N-N) (O-O)] NO3. En su esfera de cordinacién presenta un sustituyente
aromatico diimina (N-N; ligando bidentado donador de nitrégeno) que puede ser
1,10 fenantrolina o 2,2 bipiridina, que representan la parte inorganica. También
presenta otro ligando, puede ser aminoacido (N-O) como la glicina, representando
la parte organica de la molécula o un donador de electrones (O-O) como el
acetilacetonato o salicilaldehido. EI NOj representa el nitrato de la molécula, y el
Cu?* el centrométalico (Marquez et al., 2000; Gracia et al., 2001; Bravo et al.,
2009), fueron patentadas en 1992 por la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM) (Ruiz et al., 1992) como un tratamiento alternativo del cancer,
tomando como base la estructura molecular del Cis-platino. Por lo que el centro
metélico cobre (ll), proporciona a las Casiopeinas ciertas ventajas como: ser
econOmicas (por lo menos méas que el Cis-platino), debido a que el cobre es un
metal abundante en la naturaleza; asi también presenta menor toxicidad ya que
éste elemento es esencial en los organismos vivos y puede ser eliminado
facilmente por medio de procesos homeostaticos, en comparacién con los
complejos de platino, que no es un elemento esencial del organismo (Bravo et al.,
2002; Marin et al., 2003; Santiago, 2004; Atilano, 2007).

Casiopeinas Igly, ligly y ll-l-a (figuras 4.1, 4.2, y 4.3) son de las mas
prometedoras, ya que han demostrado tener actividad antineoplasica en los
ensayos exigidos por el “National Cancer Institute y el Cancer Chemotherapy
National Service Center”, de los Estados Unidos de América (Ruiz et al., 1995;
Muller et al., 1999).
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Figura 4.1, Casiopeina Figura 4.2. Casiopeina Figura 4.3. Casiopeina Ill-I-
lgly: [Acua (4, 7-difenil-1-10- ligly: [Acua (4,7-dimeti- a [(4,4"-dimetil-2,2"-
fenantrplma) (gl|c!na) Cobre 1,10-fenantrolina) (glicina) bipiridina) (acetilacetonato)
(IN] Nitrato (Ruiz et al., cobre (1) nitrato] (Reyes cobre (Il) nitrato] (Fuentes
1994; Marquez et al., 2000; et al., 2003; Tovar et al., et al., 2002; Marin et al.,
Tovar et al., 2004). 2004). 2003; Tovar et al., 2004)

Particularmente la Casiopeina Igly, cuya formula quimica es [Cu(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina) (glicina)] NO32H,0 se puede abreviar como Cas Igly, tiene un peso
molecular de 568.05 g/mol, es estable en estado sdlido, se disuelve en etanol o
dimetilsulféxido (DMSO) o en etanol/agua (3:100), poco soluble en glicerol y tarda
varios dias en descomponerse (figura 4.1) (Ruiz et al., 1994; Marquez et al.,
2000; Tovar, 2004).

La Casiopeina ligly, tiene la formula Aqua (4,7-diimetil-1,10-fenantrolina) (glicina)
cobre (Il) nitrato, se puede abreviar con la siguiente clave Cas ligly, tiene un peso
molecular de 425.89 g/mol y un pKa de 5.4, es estable en estado sélido y una vez
disuelta en agua tiene actividad biolégica por 21 dias en condiciones de oscuridad
y refrigeracion, se degrada facilmente cuando se expone a la luz (Ruiz, 1992). Es
un polvo fino color azul intenso, con una densidad aparente de 0.425 g/mL, con un
tamafio de particula >40 y <50 micrémetros (Fuentes et al., 2004), no se puede

administrar via oral, pues el pH del estbmago es de 1 y en esas condiciones se



disocia por lo que no presentaria actividad farmacologica. Es soluble en agua,

etanol y metanol (figura 4.2) (Ferrer et al., 1995).

La Casiopeina Illl-I-a cuya férmula general es [(4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina)
(acetilacetonato) cobre (II) nitrato], se puede abreviar como Cas llI-I-a, tiene un
peso molecular de 444.93 g/mol. Es soluble en agua, etanol y metanol. No es
estable por debajo de pH 6. Estable en solucién acuosa por 7 dias. También es un

polvo fino de color azul (figura 4.3) (Carvallo, 2007).

Este grupo de compuestos fue disefiado pensando en que la planaridad en la
geometria de la molécula y el ligante diimina, con caracter hidrofobico, le
conferirian la posibilidad de actuar como intercalante a través de interacciones con
las bases puricas y pirimidicas del ADN y el ligando cargado le conferiria una
polaridad necesaria para el transporte de la molécula. La naturaleza, nimero y
posicion de los sustituyentes en el ligando diimina son responsables de la
variacion en la actividad biolégica. El centro metalico por su parte puede participar
en ciclos redox, para liberar ROS (especies reactivas de oxigeno) que oxiden el
acido desoxiribonucleico (ADN) dando como resultado dafios irreparables en su
estructura (Bravo et al., 2002, 2009; Tovar et al., 2004).

Se propone, que los complejos mixtos de cobre denominados Casiopeinas se
intercalan con el ADN, interactuando preferentemente con la adenina, mecanismo
de accion que se lleva a cabo mediante el apilamiento de los sustituyentes
bipiridina o fenantrolina del complejo mixto con el anillo de la base (Cirigo et al.,
2002; Tovar et al., 2004; Bravo, 2009). Otro mecanismo de accion sugerido esta
relacionado con la formacion ROS, después de que el atomo de cobre Il se
convierte en cobre (I) a través del sistema de Haber-Weiss y Fenton causando
dafio oxidante al ADN, lipidos, proteinas y carbohidratos (Alemon et al., 2007,
Rivero et al., 2007; Carvallo et al., 2008).



Se considera a estos compuestos como una alternativa para el tratamiento del
cancer. Las Casiopeinas Igly, ligly y lll-l-a son las mas prometedoras por su
actividad antineoplasica in vivo e in vitro, e inducen apoptosis en lineas
transformadas, son capaces de reducir el tamafio y volumen de tumores
implantados y cultivados, ademas de presentar baja toxicidad en células sanas
(Marin et al., 2003; Tovar et al., 2004; Alemén et al., 2007; Rivero et al., 2007).

4.4. ANTECEDENTES DE LAS CASIOPEINAS

Entre los esfuerzos por desarrollar un agente antineoplasico, se ha seleccionado
particularmente a un grupo de compuestos con centro metalico de Cu, por sus
propiedades estructurales que les confieren ciertas caracteristicas como agentes
antieneoplasicos. A la fecha se han sintetizado alrededor de 100 compuestos que

actualmente reciben el nombre de Casiopeinas.

Con base en el supuesto de que las Casiopeinas puedan tener actividad
antineoplésica y en el afan de descubrir su mecanismo de accion, a partir de 1980
se inician las investigaciones de constatacion bioldgica in vitro, pasando

posteriormente a la fase in vivo (Ruiz, 2004).

Actualmente estos compuestos de quelatos mixtos se consideran como una
alternativa quimioterapéutica para el tratamiento contra el cancer. De acuerdo con
algunos experimentos, algunas de ellas han mostrado actividad antineoplasica y
baja toxicidad in vivo e in vitro, especialmente las Casiopeinas Igly, ligly y Ill-l-a
mediante la interaccibn con el ADN (Bravo et al., 2002; Marin et al., 2003;
Alemon et al., 2007; Rivero et al., 2007; Carvallo et al., 2007; Bravo et al.,
2009).



4.4.1 ANTECEDENTES DE GENOTOXICIDAD

Existe una serie de antecedentes que revelan la importancia del disefio de las
Casiopeinas, ya que contempla la posibilidad de interaccionar con la molécula del
ADN (Gerrero, 1993). Recordando a la estructura quimica del grupo de las
Casiopeinas, contienen un centro metélico de cobre, el cual es un elemento traza
esencial, que funciona en el organismo como un cofactor y es requerido por varias
e importantes enzimas incluyendo el citocromo c, oxidasa, tirosinasa, p-hidroxifenil
piruvato hidroxilasa, beta dopamina hidroxilasa, lisis oxidasa y Cu-Zinc
superoxidasa dismutasa (Cu, Zn SOD); las cuales estan relacionadas con los
procesos biologicos vitales, por lo tanto se espera que estos compuestos sean
metabolizados rapidamente por el organismo. Sin embargo, se reporta que cuando
se incrementa la concentracién de Cu®" este metal puede tener la capacidad de
inducir rompimientos y causar cambios conformacionales en la estructura del ADN
(Gaetke y Kuang 2003).

Aunado a esto, el sustituyente aromético diimina (N-N) (fenantrolina o bipiridina),
también es parte esencial de la molecula de las Casiopeinas. Este ligando tiene
gran afinidad por el cobre, y su anillo aromatico extendido le confiere la capacidad
de unirse al ADN por interaciones mediante intercalacién o no intercalacion, lo cual
puede ser llevado acabo como un ligando libre o como parte de un complejo
metélico. También, se reporta que el ligando acetilacetonato (que es parte de la
Casiopeina lll-I-a) tiene buena afinidad con el complejo de cobre-fenantrolina, y
puede modular las propiedades redox del metal central (Bravo et al., 2009). Todo
esto indica que cada uno de los componentes de la estructura quimica de las
Casiopeinas tienen afinidad por la molécula de ADN, por lo tanto, la molécula de
las Casiopeina como tal tiene la capacidad de interaccionar con el material

genético.



Ademas la 1-10 fenantrolina (componente de las Casiopeinas Igly y ligly), tiene
antecedentes de que puede inhibir una variedad de enzimas nucleotidicas, por
ejemplo, ADN polimerasa y ARN polimerasa (Downey et al., 1980). También el
complejo cobre ll-fenantrolina o glicina, aunado a la molécula de oxigeno (Oy),
tiene la habilidad de romper las dos hebras del ADN, esto hace que el disefio
estructural de las Casiopeinas las haga actuar como nucleasa donde los
rompimientos del ADN por Cu-fenantrolina parece que se originan en sitios
especificos del genoma en donde la densidad de las proteinas es baja (Sigman et
al., 1979; Downey et al., 1980; Kuwabara y Sigma, 1987; Dizdaroglu et al.,
1990; Rivero et al., 2007; Cai et al., 2007; Bravo et al., 2009).

De forma mas particular Rivero et al. (2007), indic6 que los perfiles de
degradacion del ADN de las Casiopeinas Igly, ligly y lll-l-a exhiben actividad
nucleasa cuando se mezclan con ascorbato y que ahora se considera que la
actividad nucleasa del complejo de cobre hace una contribucion significativa
rumbo a su accién quimioterapéutica. Estos antecedentes reafirman el hecho de
gue de acuerdo a su estructura quimica, las Casiopeinas tienen afinidad por la
molécula del ADN, lo que puede estar propiciando los rompimientos en las hebras
del ADN.

Una posible via por la cual las Casiopeinas interactian con el ADN es la
propuesta por Alemdn et al, (2007), consiste en que las Casiopeinas cruzan la
barrera de la célula sin disociarse ni dafiar aparentemente la membrana lipidica,
en el citosol estos compuestos se reducen (Cu®* a Cu**) cuando interaccionan con
agentes reductores como el glutation, por lo que entra eventualmente al ndcleo.
Debido a su estructura plana les permite intercalarse con la doble hélice del ADN y
a través de la reaccion de Fenton (Cu®+H,0,--- Cu*+OH+OH-) (Kehrer, 2000)
puede generar ROS e inducir rompimientos de las hélices del ADN (Gaetke y
Kuang, 2003; Bravo et al., 2009).



La investigacion de Ruiz (1992, 1993) hace notar la relacion existente entre las
Casiopeinas y la molécula del ADN, ya que encuentra mutaciones puntuales en
las moscas Drosophila melanogaster tratadas con las tres Casiopeinas,
seflalando que este hecho implica una interaccion de los tres compuestos con el
ADN.

De forma particular para Casiopeina Igly, se ha reportado que es genotdxica, de
acuerdo con varias investigaciones como la de Alemon et al. (2007) quien
encontré que este compuesto genera diferentes grados de dafio al material
genético, manifestado como fragmentacion de ADN en células HelLa y linfocitos
humanos. Asimismo, Pérez (2008), sefiald6 que conforme incrementa la
concentracion de la Casiopeina Igly se incrementa el porcentaje de MN. También
Uribe (2010), en linfocitos in vitro aislados observé un incremento del porcentaje

de MN y frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas (ICH).

Con respecto a la Casiopeinas llgly se evidencia su interacciéon con el ADN, ya
que al evaluar con EUAG se observdé que el compuesto es capaz de producir
rompimientos de cadena sencilla (RCS) (Florin, 2005). De igual forma, Atilano
(2007) encontro evidencia del efecto genotdxico de la Casiopeina ligly en cultivos
de linfocitos humanos de sangre completa tratados a las 44 h, ya que se
manifiesta un incremento de la frecuencia de MN, aberraciones comosOmicas
estructurales (ACE) y asociaciones de satélite (AS) comparando con el testigo

negativo.

Por otro lado, Rivero et al. (2007) mostraron que la Casiopeina ligly se une al
ADN con gran afinidad y es capaz de degradar ARN y ADN genomico en
presencia de un agente reductor como el acido ascorbico, indicando que el
mecanismo de accién de los compuestos puede estar relacionado directamente
con dafio al ADN. Otro estudio evalué el dafio al ADN de la Casiopeina ligly
mediante la prueba de EUAG en distintos 6érganos de ratones de la cepa CD-1,
concluyendo que es genotoxica debido al aumento de células con dafio y al
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incremento de la longitud de los cometas en los tejidos y O0rganos analizados
(Cermernio, 2007).

Guevara (2008), encontré que la Casiopeina ligly es genotoxica ya que en las
tres concentraciones 0.33, 0.66 y 1.00 pg/mL en cultivos de linfocitos humanos,
induce un aumento estadisticamente significativo de los ICH. Asi mismo, Cordero
(2010) demostré que en cultivos de linfocitos aislados tratados con Casiopeina
ligly a las 44 h se incrementé de forma significativa y de una manera dosis-

dependiente el porcentaje de micronucleos.

Para la Casiopeina lll-l-a, Guerrero (1993) confirm6 el efecto genotdxico
observando fragmentacion en el genoma. Ademas, Tovar et al. (2004) reportd que
la distancia que hay entre el cobre y el atomo de nitrégeno de la adenina es de
aproximadamente 4A, lo cual hace referencia al acercamiento o interaccion
mediante apilamiento del compuesto con la molécula del ADN. Cermefio (2007)
encontré genotoxicidad de la Casiopeina lllI-I-a, en diferentes érganos de ratones
machos de la cepa CD-1, expuestos durante 3, 6, 12 y 24 horas con 7.3 mg/kg de

Casiopeina lll-1-a.

También se ha observado aumento significativo de la frecuencia de MN asi como
de la frecuencia de ICH, observandose tendencia dosis-dependiente para ambos
pardmetros, concluyendo que la Casiopeina lll-I-a es genotdxica en linfocitos

humanos in vitro (Cancino, 2008).

Respecto a los puentes nucleoplasmicos (PN) y yemas nucleares (YN) al igual que
los MN, son un biomarcador de dafio al ADN (Serrano y Montero, 2001; Fenech
y Crott, 2002; Fenech, 2006).

Actualmente los trabajos de Pérez (2008) y Uribe (2010) son los Unicos que
reportaron presencia de PN en la Casiopeina Igly, indicaron que tienden a
incrementar su porcentaje conforme se aumenta la concentracion. El trabajo de
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Cordero (2010) reporté para la Casiopeina ligly que los cultivos de linfocitos
aislados y tratados por separado a las 20 y 44 h con 1.00 pg/mL induce un
aumento en el porcentaje de PN de forma significativa comparando con el testigo

negativo.

Con respecto a las YN, no hay ningun antecedente que haga referencia de ellas
en cultivos de linfocitos tratados in vitro con las Casiopeinas. Sin embargo, existen
amplias investigaciones de la formacion de las YN en otros sistemas de prueba, tal
es el caso de la revision de Longwell y Yerganian (1965) quienes describio la
gemacioén del material nuclear de lineas celulares in vivo, donde ocurrieron
cambios en el numero de cromosomas, y la formacion espontanea de estas
estructuras (YN) se observd como un posible mecanismo para la pérdida de
cromosomas Yy la generacibn de MN. En células vivas en cultivo, ellos fueron
capaces de ver mediante el microscopio de contraste de fases y microscopia de
interferencia, la induccién de yemas nucleares en las mismas lineas celulares
tratadas con colchicina he incluso describieron gemacion micronuclear. Se
determino una relacion clara de la formacion de MN con YN, aunque, también
pudieron establecer que no todas las protuberancias nucleares pueden formar MN,
ya que se observa que algunas YN se reintegran en los nucleos durante la

siguiente profase.

Por su parte, Mitchell y Norman (1987) evidenciaron la relaciéon YN-MN cuando
irradiaron linfocitos normales y observaron un incremento de la frecuencia de los
MN de forma tiempo-dependiente, se atribuyé a un retraso de la segregacion del
material genético después de la divisidbn. Propusieron que los MN permanecen
unidos a los nucleos principales y se desprenden solo durante la proxima fase S,

siempre y cuando las células continden proliferando.

Posteriormente Tolber et al. (1992) en su estudio de anomalias nucleares en
células bucales, sefalaron que las YN representan un proceso por el cual los MN

son producidos. Este fendmeno se analiz6 con mas detalle en la investigacion
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realizada por Shimizu et al. (1998) quienes identificaron, con la técnica de FISH,
el oncogen c-myc caracteristico de las dobles minutas (DMs) obtenidas de la linea
celular de cancer de colon de origen neuroendocrino COLO 320DM. Con los
resultados que obtuvieron reportaron que las DMs podian ser removidas por el
ndcleo, a través de un novedoso mecanismo de micronucleacién que es iniciado

con la formacién de una protuberancia de la membrana nuclear durante la fase S.

Para darle continuidad a este trabajo Tanaka y Shimizu (2000), examinaron el
comportamiento de las DMs durante la progresion del ciclo celular con respecto a
la localizacién de la proteina lamina, mediante inmunofluorescencia. Mostrando
que las DMs presentan una reubicacion intracelular y son envueltas por lamina un
vez que la célula entra a la fase S, dando como resultado una yema nuclear.
Sefalando que las YN pueden ser las precursoras de los MN, donde la naturaleza
acéntrica de las DMs es crucial para que se incorpore de forma especifica en
estos MN. Considerando que este mecanismo pudiera ser universal, para que los

fragmentos extracromosomicos acéntricos sean eliminados de la célula.

Posteriormente se sugiri6 que el modelo de Tanaka y Shimizu (2000) se puede
ampliar e incluir el ADN amplificado, ADN que fall6 es su replicacién o que tuvo
una condensacion inapropiada, los retrasos en la anafase (incluyendo fragmentos
terminales con telobmero, cromosomas completos y otros elementos céntricos
como los que describe la figura 4.4.) asi como los rompimientos de los puentes
nucleoplasmicos. Este modelo podria combinar las diferentes teorias de la
formacion de las yemas nucleares y su relaciéon con los micronucleos, sugiriendo
un mecanismo general para el origen de YN en el ciclo celular (Lindberg et al.,
2007).

Otro trabajo, sefial6 que las YN fueron inducidas por el clastdgeno mitomicina C
(MMC), asi como por el aneugénico colcemida, e incrementaron en una proporcion
similar a los MN en ambos casos. Asimismo, sefialan que la frecuencia de YN y

MN es semejante, al analizar los linfocitos de personas fumadoras. También
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reportan que el incremento de la frecuencia de YN y MN en los linfocitos de cerdos
infectados de Taenia solium, son muy parecidas. Se observdé que las YN
aparecian en respuesta de los mismos tratamientos en los que se encontraban los
MN, sugiriendo también que es posible que las YN correspondan a PN
observados en anafases anormales o reordenamientos cromosomicos que podrian
impedir la adecuada reorganizacion de la cromatina en el nudcleo interfasico

(Serrano y Montero, 2001).

Fenech (2006), revel6 una fuerte correlacion entre la formacion de MN, YN y PN (r
= 0.75-0.77, p < 0.001) en linfocitos, inducida por la deficiencia del &cido félico y/o
la radiacién ionizante que causa inestabilidad gendémica y amplificacion de genes

por la iniciacion del ciclo rompimiento-fusion-puente (R-F-P).

También Lindberg et al., (2007), estudiaron el origen de las yemas nucleares y
los micronucleos mediante FISH (usando sondas de ADN pantelomérica y
pancentromérica) en cultivos de linfocitos humanos restringidos durante 9 h a
folatos, y encontraron que tanto las YN como los MN, albergan ADN sin
centromero y con telomero (C-, T+) 43.5% y 62.2% respectivamente; ADN con
centromero y telémeros (C+, 2T+) 10.2% y 22.0% respectivamente y ADN
intersticial (T-, C-) 42.7% y 12.9% respectivamente. Concluyeron que la privaciéon
de folatos incrementa a los MN y a las YN con fragmentos terminales, fragmentos
intersticiales y con cromosomas completos. Propusieron, que el ADN que queda
en el citoplasma durante la mitosis es encapsulado por la membrana nuclear para
formar directamente un micronucleo o es encapsulado mas tarde en la fase S
durante la reconstitucion de la envoltura nuclear formando una yema nuclear. Las
yemas pueden despegarse del nucleo para convertirse en micronucleo (figura
4.4).

El hecho de que las YN contengan un mayor porcentaje de fragmentos
intersticiales (C-, T-) a diferencia de los micronucleos, llevo a sugerir que las YN y

los MN son parcialmente diferentes en el origen de su mecanismo de formacion.

14



Debido a que los microndcleos tienen una prevalencia baja de ADN sin sefiales
positivas (C-, T-), sugiere que las yemas no necesariamente formaran a los

micronucleos en células binucleadas (Lindberg et al., 2007).

Sin embargo, es necesario destacar que tanto YN como MN tienen la capacidad
de albergar el mismo material genético. Pero los resultados en cuanto a la
frecuencia en que persista uno u otro tipo de ADN puede diferir cuando se
cambian las condiciones de los cultivos, los donadores o el tipo de célula
(Lindberg et al., 2007).

Morais y Marin (2009), mencionaron que las YN son el resultado de la eliminacion
de material genético excedido derivado del proceso de poliploidizacién en células
de Allium cepa.

Ademas, aun no es tan claro como se desarrollan las yemas nucleares 0 como un
micronucleo es formado por una yema nuclear (Lindberg et al., 2007). Para despejar
éstas y otras incégnitas es necesario promover y continuar con este tipo de lineas de

investigacion.
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4.4.2. ANTECEDENTES DE CITOTOXICIDAD

Se reconoce a la apoptosis como la via celular intinseca para inhibir el desarrollo
del cancer (Vizcaya et al., 2000; Sedivy, 2007), sin embargo las células
cancerosas se resisten a la induccion apoptética mediada por drogas,
generalmente por que se encuentra daflado el p53 (Carvallo et al., 2008), y
debido a que actualmente no existe ningln antineoplasico que sea selectivo, es
necesario determinar el efecto citotoxico de las Casiopeinas, discerniendo el tipo
de muerte celular que estan induciendo. Es asi que algunos investigadores se han

dado a la tarea de evidenciar el posible dafio citotdxico de estos compuestos.

Gaetke y Kuang (2003) reportaron que el cobre por si s6lo en concentraciones
altas tiene la capacidad de inducir necrosis en el higado, dicho dato adquiere
importancia al recordar que este metal es parte medular de la molécula de las
Casiopeinas. También Uribe (2010), report6 un aumento estadisticamente
significativo de apoptosis y necrosis en las concentraciones de 0.615, 1.23, 2.46
pg/mL de la Casiopeina Igly, siendo la apoptosis la muerte celular que
predomina. Rodriguez et al. (2004), al evaluar el incremento de la tasa de
apoptosis y de necrosis en células HelLa tratadas con Casiopeina Igly por medio
de citometria de flujo, indicO6 que este compuesto muestra un incremento

estadisticamente significativo en el porcentaje de células apoptoticas.

Existen antecedentes de que la Casiopeina llgly es toxica en lineas celulares de
leucemia murina L1210 y carcinoma de ovario humano CH1, la cual fue capaz de
producir muerte celular por apoptosis y necrosis de acuerdo con Vizcaya et al.
(2000). También Rodriguez et al. (2004), reporté incremento de apoptosis y

necrosis en células HelLa tratadas con Casiopeina ligly.

En el 2005, Trejo et al. descubrio que la Casiopeina ligly puede generar apoptosis
de forma dependiente e independiente de caspasas. Por otra parte, se ha descrito
que las células de CH1 y L1210 son mas sensibles a la Casiopeina que al Cis

platino. Con grandes concentraciones de Casiopeina ligly se causan
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perforaciones en la membrana celular, las células se hinchan y consecuentemente
revientan, induciendo necrosis, sin embargo, a bajas concentraciones no se
observa citotoxicidad, permitiendo la sefializacion para realizar preferentemente
apoptosis. Se propone para la Casiopeina ligly, que ROS estan relacionadas con
su efecto citotoxico (principalmente ‘OH) tanto in vivo como in vitro (Rivero et al.,
2007) y que la unién de cobre Il a fenantrolina, induce apoptosis, lo cual revela la
importancia de la composicion del compuesto, para inducir citotoxicidad (Cai et al.,
2007).

Otro trabajo que reafirm6 la actividad citotoxica de este compuesto es el de
Cermefio (2007), cuando cuantificé la viabilidad celular de ratones machos de la
cepa CD-1 con dos colorantes fluorocromados, donde se mostr6 que la
Casiopeina lIgly es capaz de disminuir significativamente la viabilidad en células
de sangre, corazon, higado y bazo durante 12 h y en el tratamiento de 24 h en

corazon, higado, bazo y testiculo.

En cultivos de linfocitos aislados tratados a las 20 h con 0.33, 0.66, 1.00 pg/mL de
Casiopeina ligly, se observé un incremento de células apoptoticas y necréticas,
siendo la apoptosis la méas frecuente con un comportamiento dosis-dependiente.
Por otro lado, al aplicar tratamiento a las 44 h con las mismas concentraciones se
observd nuevamente un incremento de forma dosis-dependiente de la apoptosis
(Cordero, 2010).

Con respecto a la Casiopeina lll-I-a hay antecedentes que sefialan que es capaz
de generar muerte celular por necrosis (Rodriguez et al., 2004; Rivero et al.,
2007). Asimismo, Barron (2006), encontr6 la expresién de caspasa 3 (proteina
ejecutora de la apoptosis) en tres lineas tumorales humanas HeLa, MCF7, SKLU-1
y en linfocitos aislados humanos tratados con Casiopeina lll-l-a y actividad
metabdlica, sefiald6 que los linfocitos son células que presentan menor

susceptibilidad a la muerte que a las células transformadas.
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Por su parte Cermeiio (2007), encontré en células de ratones machos de la cepa
CD-1 tratadas durante 3, 6, 12 y 24 h con Casiopeina lll-I-a (*2 de la LD50 que
corresponden a 4.4 mg/kg) que la viabilidad disminuy6 significativamente a las 12
h en las células de bazo y a las 24 h en bazo y riiidn, concluyé que este

compuesto es citotoxico.

Asi también Carvallo et al. (2008), al determinar el efecto de la Casiopeina llI-I-a
in vivo e in vitro en la linea celular de cancer de c6lon HCT-15 con p53-/-, encontré
que in vitro reduce la viabilidad e induce necrosis y apoptosis de manera dosis
dependiente. La apoptosis fue relacionada con los niveles del incremento de Bax,
fragmentacién del ADN internucleosomal, exposicién externa de fosfatidilserina en
la membrana de la célula y la morfologia de las células. Mientras que in vivo el

compuesto también ejerce efecto citotdxico por apoptosis en HCT-15.

Uno de los mecanismos mas aceptados para explicar la toxicidad celular de las
Casiopeinas se atribuye al ion Cu, que participa en la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). El ion de cobre en sus dos formas, ctprico (Cu®*) o
cuproso (Cu'*) puede participar en la reaccién de oxido reduccién. En presencia
de superoxido (‘O2) o de agentes reductores tales como acido ascérbico o
glutation, el Cu** puede ser reducido a Cu'’, el cual es capaz de catalizar la
formacion de radicales hidroxilo (OH’) desde el peréxido de hidrégeno (H»Oy)
mediante la reaccién de Haber Weiss (Gaetke y Kuang, 2003).

*0,. + Cu®*— 0, +Cu"
Cu*+ H,0, — Cu?*" + OH + OH’

Dichos radicales pueden reaccionar con diferentes macromoléculas, oxidando
acidos nucleicos, proteinas y lipidos de la membrana causando dafio oxidante en
la célula (Gaetke y Kuang, 2003; Vizcaya et al., 2003; Trejo et al., 2005;
Alemoén et al., 2007; Cai et al., 2007). La formacion de ROS mitocondrial y la
oxidacion de lipoproteinas estan relacionados con el disparo de apoptosis (Gaetke
y Kuang, 2003).
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4.4.3. ANTECEDENTES DE CITOSTATICIDAD

Se ha reportado que algunos miembros de la familia de las Casiopeinas muestran
un 50% de inhibicion de la proliferacion de epitelios humanos transformados como
las células de cancer de colon, CalLo, HelLa y en células cancerosas de leucemia
murina L1210 con dosis de 10-100 veces menores que el Cisplatino (Ruiz, 1992,
1993; Vizcaya et al., 2003)

Al trabajar de forma particular con la Casiopeina ligly, en células de glioma C6 de
ratas se observo una reduccion del volumen del tumor, de la proliferacion celular y
del indice mitético, ademas al tratar cultivos de fibroblastos normales con dosis de
1 a 2.5 pyg/mL de este compuesto, la viabilidad celular es del 100%, cuando la
dosis se incrementa a 5 pg/mL la viabilidad es del 85% en 10 pg/mL es del 50%,
siendo las concentraciones de 1, 2.5 y 5 pg/mL son especificas contra células de
glioma. De esta manera Trejo et al. (2005) apoya el uso de la Casiopeina ligly

como tratamiento contra gliomas malignos.

Asimismo Alemon et al. (2007), al evaluar varios compuestos de la familia de las
Casiopeinas (de los grupos |, Il y IlIl) en células transformadas y células sanas,
observd que las células HeLa son mas susceptibles a estos compuestos que los
linfocitos. Por otro lado, Barron (2006) encontré que la Casiopeina lll-l1-a (con y
sin actividad metabdlica) disminuye la viabilidad en las tres lineas celulares
humanas (HeLa, MCF7, SKLU-1) aun mas que el Cisplatino.

Arnaudeau et al. (2000), reportd que las Casiopeinas ligly y lll-l-a son
citostaticas. Dicha caracteristica llevo a una investigacion mas profunda sobre la
capacidad de inducir recombinacién intracromosémica homologa en células de
mamiferos, con el fin de obtener informacion adicional acerca del posible riesgo
para inducir tumores secundarios durante el tratamiento anticancerigeno. Con el

fin de abordar esta cuestion, se estudié el gen hprt, en un modelo experimental
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anico de investigacion para recombinacibn homologa intracromosomica,
procedente de células V79 de hamster chino, empleandolo como el (nico
marcador enddgeno para la recombinacion homologa. Los resultados demostraron
gue las Casiopeinas tienen baja probabilidad de provocar inestabilidad gendmica a
través de la recombinacion lo cual es ventajoso para estos compuestos en el
ambito terapéutico, ya que no propicia la induccién de tumores secundarios como

los compuestos que si inducen recombinacion (Arnaudeau et al., 2000).

El efecto citostatico presente en las Casiopeinas en estudio, es una caracteristica
gue se busca en los agentes anticancerigenos, el hecho de que toda esta
evidencia indique que las Casiopeinas presentan este efecto sobre todo en células

transformadas les confiere ventajas como agentes antineoplasicos.

Como se puede ver, es mucha la investigacion que se ha venido realizado sobre
las Casiopeinas, con el afan de que puedan ser candidatas a entrar en la lista de
agentes antineoplasicos y asi aminorar la dependencia absoluta de la industria
farmacéutica extranjera. Sin embargo falta profundizar en algunos aspectos, como
en su mecanismo de accion sobre el ADN, identificando si actian de forma
directa o indirecta sobre el material genético. De aqui la importancia de obtener
mas conocimiento sobre este hecho, lo que lleva a plantear nuevos proyectos para

dilucidar dichas interrogantes.
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4.5. METODOLOGIAS DE ESTUDIO DE DANO GENOTOXICO, CITOTOXICO Y
CITOSTATICO

Cuando un farmaco es prometedor como las Casiopeinas, se somete a una serie
de evaluaciones preclinicas para identificar sus propiedades farmacologicas,
farmacocinéticas, toxicoldgicas y genotoxicas. Para evaluar la genotoxicidad se
cuenta con una bateria de pruebas dentro de las cuales destaca el ensayo de
micronucleos con bloqueo de la citocinesis (MNBC), por que se puede identificar el
dafio producido al material genético en células sanas de forma sencilla, rapida y
confiable (Fenech, 2000; Kirsch-Volder et al., 2000; Chi-Jen, 2003; Norppa y
Falck, 2003). Este dafio cromosémico se manifiesta como micronacleos (MN),

yemas nucelares (YN) y puentes nucleoplasmicos (PN).

Los micronucleos se definen como pequefios cuerpos extranucleares que
pueden contener fragmentos céntricos o acéntricos, cromatidicos o cromosémicos,
cromatidas o cromosomas completos, que se retrasan en la anafase y no se
integran a los nucleos de las células hijas en telofase (figura 4.4) por lo que son
una manifestacion de dafio en el genoma a nivel cromosémico (Tucker y Preston,
1996; Albertini, 2000; Fenech, 2000; Won et al., 2002; Norppa y Falck, 2003;
Bajpayee et al., 2005; Kirsch-Volder et al., 2003; Lindberg et al., 2007). Los
micronucleos formados por cromosomas completos se deben principalmente a
defectos en el huso mitético, centromero, cinetocoro u otras partes del aparato
mit6tico o por dafio de sub-estructuras cromosOmicas, alteraciones en la fisiologia

celular y distribucibn mecanica (Tucker y Preston, 1996; Norppa y Falck, 2003).

Es asi que los MN pueden reflejar el modo de accion de diferentes agentes,
determinando si son clastogénicos (induccién de rompimientos de cromosomas
creando fragmentos céntricos o acéntricos que pueden ser facilmente incluidos
dentro de un MN) o aneugénicos (mala segregacion cromosémica o retrasos en

anafase, generando que los cromosomas completos puedan ser rodeados por un
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fragmento de envoltura nuclear formando el MN) (Tucker y Preston, 1996;
Norppa y Falck, 2003; Terradas et al., 2010). El ensayo de MNBC en
combinacion con la Hibridaciéon in situ con fluorescencia (FISH) usando sondas
pan-centroméricas y/o pan-teloméricas puede discernir entre estos dos eventos
(Kirsh-Volders et al., 1997). Convirtiéndose los centromeros marcados en una
valiosa informacién para detectar MN formados por dafio aneugénico o

clastogénico en las evaluaciones in vitro (Won et al., 2002; Fenech et al., 2003).

Se denomina hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) al conjunto de
técnicas que permiten estudiar el numero y la localizacibn de una secuencia
gendmica determinada, mediante el uso de una sonda fluorescente. Fue descrita
por primera vez por Rudkin y Stollar en 1977 y desde entonces se ha convertido
en una herramienta muy utilizada para multiples aplicaciones. Es una técnica de
alta sensibilidad y especificidad con una resolucién de 100 kb usando nucleos en
interfase  (Choo, 1994; Segura et al., 1997; Koji, 2000), permite localizar
secuencias especificas de ADN de preparaciones citologicas (Takehiko, 2000) de

manera muy rapida (Montuenga et al., 2009).

El principio de la técnica consiste basicamente en el uso de un fragmento de ADN
marcado especificamente in vitro con un fluorocromo (la “sonda”)* la cual sera
introducida a las células para reaccionar y unirse con la cadena complementaria
de ADN (Segura et al., 1997; Montuenga et al., 2009) (figura 4.5), de acuerdo a
la propiedad de apareamiento de las bases Adenina-Timina y Guanina-Citocina
para localizar un fragmento de ADN blanco (Choo, 1994; Wilkinson, 1994;
Segura et al., 1997; Koji, 2000; Guizar, 2001). Con esta técnica también es
posible localizar aneuploidias u otras anormalidades cromosdmicas en células en
interfase (Jackson, 2002; Fenech et al., 2003; Vargas, 2006).

! Cualquier forma de &cido nucléico puede ser usado como “sondas” para hibridacion, por ejemplo:
fragmentos de ADN y ARN, asi como oligonucleicos (Segura et al., 1997).
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Figura 4.4. Modelo de formacion de micronlcleos y yemas nucleares en células binucleadas de
linfocitos humanos con bloqueo de la citocinesis. Se manejan Unicamente cuatro cromosomas
para simplificar. Los puntos verdes indican ADN centromérico (C+), los puntos rojos ADN
telomérico (T+), los puntos blancos amplificaciones de ADN u otro ADN promiscuo como fallo en la
replicacion y/o condensacién inapropiada. La envoltura nuclear se observa con una linea mas
obscura. Los tipos de retrasos formados incluyen cromosomas completos (C+, 2T+),
amplificaciones de ADN u otro ADN promiscuo (C-T-), como ADN que fallé en su replicacion o que
tuvo una condensacién inapropiada o fragmentos intersticiales o dobles minutas® (C-T-),
fragmentos acéntricos de tipo cromosoémicos (C- 2T+), fragmento acéntrico de tipo cromatidico (C-
1T+). Retrasos de fragmentos originados por el rompimiento de un puente en anafase (figura 4.7).
En telofase, los retrasos crean MN (esquema superior); esto es considerado como el mecanismo
primario que da origen a los micronucleos. Los retrasos que no se encapsularon en una envoltura
nuclear en telofase (esquema inferior), pueden ser atrapados mas tarde por la proteina lamina
nuclear B en la fase S, cuando es reorganizada durante la reconstitucion de la envoltura nuclear y
constituye una yema nuclear. Las yemas nucleares pueden ser subsecuentemente
micronucleadas. A la derecha en la parte superior, el nicleo contiene varias formas de exceso de
ADN (delineado por una linea blanca; se etiqueta igual que lo anterior con C y T): una cromatida
extra, ADN amplificado u otro ADN promiscuo y fragmentos acéntricos extra (intersticial, terminal
de tipo cromosémico, terminal de tipo cromatidico). EI exceso de ADN induce a las yemas

nucleares y estas pueden subsecuentemente micronuclearse (Lindberg et al., 2007).

% La Dobles Mninutas (DM), son fragmentos extracromosémicos, acenticos de tamafio pequefio, los
cuales se originaron por lesiones intersticiales dando una apariencia caracteristica de un par de
esferas cromatinicas, se replican de forma autbnoma, no se segregan con los mismos mecanismos
gue usan los cromosomas y son frecuentemente generadas por las células cancerosas. Estas
estructuras codifican proteinas que proveen la ventaja de supervivencia in vitro, o resistencia a una
variedad de agentes quimioterapéuticos in vitro.
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Figura 4.5. Esquema de la incorporacion de una sonda fluorescente al material genético.

En suma, la combinacion del ensayo de MNBC vy la técnica de FISH usando
sondas centroméricas y/o teloméricas pueden ser empleadas para obtener
informacion sobre el origen de los micronucleos que ocurren de manera
espontanea o por la exposicion de uno o varios agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos. Por tanto, es muy Util para poder establecer los mecanismos de dafio

genotoxico.

Las yemas nucleares son una manifestacion de inestabilidad cromosomica, estan
localizadas selectivamente en sitios especificos de la periferia nuclear. Se
caracterizan por presentar morfologia, estructura y tamafio semejante a la de un
MN pero unido al nucleo principal de la célula. Tienen la capacidad de albergar el
mismo material genético que los micronucleos y se pueden observar en
numerosos tipos de células (figura 4.4) (Fenech, 2000, 2006; Serrano y
Montero, 2001; Fenech y Crott, 2002; Bajpayee at al., 2005; Lindberg et al.,
2007).
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Existe otra alternativa para la formaciéon de yemas nucleares, siguiendo el ciclo
rompimiento/fusién/puente (RFP) (figura 4.6.), el cual se puede dar por la
pérdida de la funcion de los telémeros, lo que da origen a la fusion de crométidas
hermanas, conduciendo al origen de PN, amplificaciones de ADN y deleciones
terminales (Bailey y Murnane, 2006; Trkova et al., 2007), tras la eliminacion
intersticial del material amplificado, el fragmento resultante puede encontrarse en
la periferia de los nucleo celular dando origen a una YN.

De esta manera se han propuesto cuatro modelos para la generacion de yemas
nucleares. Dos de ellos asumen que las yemas nucleares son generadas en la
divisién celular, ya sea por los retrasos en anafase (figura 4.4) o por rompimientos
de puentes en anafase (figura 4.7). Los otros dos postulan que las yemas
nucleares son formadas en la fase S, representando extrusiones de los nucleos de
cada ADN amplificado (figura 4.6) o cromatina cuya replicacion ha fallado (figura
4.4) (Lindberg et al., 2007).

(S0 \l
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Figura 4.6. Amplificaciones génicas via ciclo rompimiento-fusién-puente. (A) rompimiento de
cromatidas hermanas. (B) Fusion de los extremos pegajosos que forman un cromosoma dicéntrico.
(C) EI cromosoma dicéntrico es replicado en la fase S. (D) Y son jalados hacia los polos opuestos
de la célula durante la anafase (formando un puente). (E1) En este ejemplo, el rompimiento del
cromosoma dicéntrico no ocurre en una regién central y una célula hija recibe el cromosoma que
tiene dos copias del gen amarillo y rojo. (E2) La otra célula hija recibe el cromosoma con una
delecion en estos genes. (F) El cromosoma con un nidmero de multiples copias del gen, puede
fusionarse nuevamente. Se repite el ciclo de amplificacién repitiendo el paso C. (G)
alternativamente, puede ocurrir recombinacion entre las secuencias homologas. (H) y da como
resultado un “loop”, que dara origen a un fragmento de ADN acéntrico circular o doble minuta. (1)
La cual es subsecuentemente extruida por el nicleo mediante la formacién de una yema nuclear
(Fenech, 2006).
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Los puentes nucleoplasmicos se definen como cromosomas dicéntricos y se
forman cuando los dos centrémeros son jalados por los husos mitéticos hacia los
polos opuestos de las células (Fenech, 2000; Norppa y Falck, 2003; Bajpayee et
al., 2005). Si un PN se rompe pueden dar origen a un micronucleo (figura 4.7)
(Lindberg et al., 2007). Estas estructuras se pueden originar por varias vias
como consecuencia de rearreglos cromosomicos (figura 4.8) (Fenech, 2000;
Norppay Falck, 2003; Bajpayee et al., 2005).

Micronucleacion

Gl®

| | pees 0.
| dos rompimientos
en el puente

Puente cromosomico
en anafase

Figura 4.7. Modelo de formacién de micronicleo debido al rompimiento de un puente cromosémico
durante la telofase. Para su simplicidad se manejan cuatro cromosomas. Los puntos verdes indican
el ADN centromérico y los puntos rojos el ADN telomérico. La envoltura nuclear se distingue por
una linea negra mas intensa. El PN en este ejemplo esta formado por una cromatida dicéntrica
(Lindberg et al., 2007).

Ademas el ensayo de MNBC provee informacion simultanea sobre citotoxicidad,
identificando a la muerte celular de acuerdo con las caracteristicas morfol6gicas
de las células apoptéticas y necroticas, y sobre la divisién nuclear, considerando a

las células polinucleadas (Kirsh-Volders et al., 1997).

La apoptosis es una muerte celular programada y codificada genéticamente para
eliminar células que ya no son necesarias, este proceso esta involucrado en el
desarrollo normal y la homeostasis de todo el reino animal, se caracteriza por la
activacion de una o dos cascadas de sefializacion conocidas como via extrinseca
e intrinseca para conducirlas a la muerte (figura 4.9) (Alberts et al., 2004,
Goldsby et al., 2004; Stephen et al., 2010).

26



T T —

k T i )
\\‘l - 11 2 ICH {fi,{, :j =
| I c II g \\E_‘I _// "\\. .--*':Ill

{A) (L1

7 i ) /RAN /.}
) — | b P ]

I.u 1) —( aa®) i | ke
| )] l\." __/(: \\./ (13} \_H-___/; "\. s

Figura 4.8 (A) Se representan los eventos de formacién de los PN. Donde en el panel superior se
sefiala un rompimiento de cadena doble (RCD) inducidos en un cromosoma que permanece sin
reparar después de la replicacion. Hay una mala unién de los extremos rotos después de la
replicacion conduciendo a la formacion de una cromatida dicéntrica y un fragmento acéntrico. En el
panel intermedio, se induce dos RCD en cada lado del centrémero de un cromosoma. Los
rompimientos terminales son mal reparados y se produce una cromatida circular y dos fragmentos
aceéntricos, los cuales son subsecuentemente replicados. En el panel inferior los RCD son
inducidos en dos cromosomas homologos o no homélogos. La mala unién de los rompimientos
terminales conduce al origen de una cromatida dicéntrica y fragmentos acéntricos que se replican
posteriormente. (B) Panel superior, los centromeros de una crométida dicéntrica son jalados por los
husos mitéticos opuestos de la célula conduciendo a la creaciéon de un PN y un fragmento
cromatidico acéntrico, que se retrasan para producir un microndcleo. En el panel inferior, los
centromeros de una crométida dicéntrica son jalados por el mismo huso mitético de la célula y no
forma PN. El retraso de los fragmentos cromatidicos acéntricos en ambos casos, resulta en
promover un MN. (C) Panel superior las cromatidas circulares o en anillo se segregan
normalmente, pero los fragmentos acéntricos retrasados en anafase crean dos MN. Panel
intermedio, las dos cromatidas circulares después de completar un intercambio de cromatidas
hermanas (ICH), se transforman en una gran cromatida circular dicéntrica la cual conduce al
establecimiento de un PN, cuando los centrémeros son jalados hacia los polos opuestos en la
célula en anafase. Los fragmentos acéntricos retrasados en anafase constituyen dos MN. Panel
inferior, las dos cromatidas hermanas, después de completar dos ICH, se vuelven concatenadas y
conducen a la formacién del PN cuando los centromeros son jalados hacia los polos opuestos de
las células en anafase. Los fragmentos acéntricos retrasados que lo acompafian en la anafase
originan a dos MN. (D) Panel superior, los centromeros de la cromatida dicéntrica viajan hacia el
mismo polo de la célula y no generan PN. Panel intermedio, los centromeros de una de las
crométidas hermanas es jalado hacia los polos opuestos de la célula conduciendo al inicio de un
PN. Panel inferior, los centrémeros de las dos cromatidas dicéntricas son jalados por los husos
mitéticos hacia los polos opuestos de la célula conduciendo a la formacion de dos PN. En cada uno
de los casos los MN son producidos por el retraso de fragmentos acéntricos cromosémicos que
acompafian a los cromosomas dicéntricos (Fenech, 2006).
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En ambas vias, la activacion de las caspasas efectoras amplifican la sefal
apoptoética que asegura la muerte celular en una via irreversible. Las caspasas son
las responsables de los cambios morfoldgicos por que ellas interactian con los
microfilamentos del citoesqueleto (Carvallo et al., 2008; Stephen et al., 2010) y
de ellas dependen los mecanismo y cinética de la muerte celular (Stephen et al.,
2010). Sin embargo en ausencia de la actividad de caspasas las células
experimentan muerte celular independiente de caspasas (CICD; por sus siglas

en inglés).

Las células apoptéticas muestran caracteristicas morfoldgicas tipicas, por ejemplo,
condensacion de la cromatina en el nucleo, decrecimiento en el volumen celular,
condensacion del citoplasma, fragmentacion de Ila membrana nuclear,
fragmentacion del ADN y modificacion del citoesqueleto, cuyo efecto se manifiesta
en las vesiculas de la membrana que forma los cuerpos apoptéticos, que
contienen organelos intactos, que posteriormente serdn fagocitados, sin dafiar a
las células vecinas, asegurando que no se libere hacia el tejido circundante su
contenido intracelular, de esta forma la apoptosis no induce una respuesta
inflamatoria local (Kirsh-Volders et al., 1997; Alberts, et al., 2004; Goldsby et
al., 2004; Barron, 2006; Stephen et al., 2010). A la apoptosis se le considera
una de las mejores vias intrinsecas para la supresion de tumores (Feldser y
Greider, 2007).

28



- Ligando (FASL,
“TRAIL o TNF)

Membrana plasmatica

Dafio 2l ADN o estrésen Protzina anti-apoptdtica BCL-2
anel RE

v L% 1.

Activacion dela proteina

BH3-only ﬁ. Bax o Bak .& h
* BID
-
i :
— - 353
=" e -5 = T i E

P . ~ 4 Exteriordelz Caspasa B
’ ™ membrana
i Mitocondria a =
\: . . &{ M5

= n = O~ S Matriz
SMAC oS g e
oMl — ‘._Citﬂcrﬂmﬂ{!

n_ﬂFhFl
[]

Procaspass-9

apoptosoma

Figura 4.9. Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis. A: estimulacion de la apoptosis
intrinseca, tal como dafio en el ADN o estrés en el reticulo endoplasmico (RE). Activa a las
proteinas BH3-only conduciendo a la activacion de BAX o BAK vy a la permeabilidad de la
membrana exterior de la mitocondria (MOMP). Después MOMP, libera a varias proteinas del
espacio intermembranal mitocondrial (IMS) promoviendo la actividad de caspasas y apoptosis. El
citocromo C se une Apapf-1, induciendo su oligomerizacion de tal modo que forma una estructura
denominada apoptosoma que recluta y activa una caspasa iniciadora, la caspasa 9. La caspasa 9
se une y activa a las caspasas ejecutoras, la caspasa 3 y 7, conduciendo a la apoptosis. La
liberacién mitocondrial de SMAC (también conocidos como DIABLO) y OMI (también conocida
como HTRAZ2), neutralizan a las caspasas, cuando se inhiben la funcion de XIAP (proteina
inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma-X). B: La via apoptética extrinseca se inicia por la
unién de los receptores de muerte con sus ligandos afines, conduciendo al reclutamiento de
moléculas adaptadoras tales como FADD vy luego la caspasa 8. Esto da lugar a la dimerizacién y
activacion de la caspasa 8. La cual puede unirse directamente y activar a la caspasa 3 y 7,
conduciendo a la apoptosis. La interseccion entre las vias extrinsecas e intrinsecas se produce a
través de la caspasa 8, que se une y activa a BID.
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En la Necrosis, las células mueren accidentalmente cuando son lesionadas por
agresion mecanica o toxica. En este tipo de muerte se detecta una serie de
cambios caracteristicos: las células y los organulos se hinchan por que se altera la
capacidad de la membrana plasmatica para controlar el paso de los iones y el
agua, la degradacion del ADN es al azar. Las células se rompen y su contenido se
vierte en el espacio intercelular, dando lugar a una respuesta inflamatoria
potencialmente perjudicial (Cascale, 2003; Alberts et al., 2004; Goldsby et al.,
2004).

La necrosis es considerada generalmente como un proceso pasivo por que no
requiere la sintesis de nuevas proteinas, sélo necesita el minimo de energia y no
es regulado por ningln mecanismo homeostatico. La muerte celular por necrosis
ocurre en el ser humano generalmente en respuesta a varios cambios de las
condiciones fisiologicas, incluyendo la hipoxia, isquemia, hipoglucemia, exposicion
a toxinas, especies reactivas de oxigeno, cambios de temperatura extrema y
privacion de nutrientes. Varias enfermedades neurodegenerativas estan
relacionadas con la necrosis tales como Alzheimer’s, Huntington’s, Parkinson’s y

epilepsia (Syntichaki y Tevernarakis, 2002).
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5.  JUSTIFICACION

El Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, ha sido pionero en el estudio de las Casiopeinas Igly, ligly y
lll-1-a, obteniendo resultados que demuestran su actividad genotdxica, citotoxica y
citostatica. Sin embargo no hay estudios que profundicen en el mecanismo de
accion de estos compuestos sobre el ADN combinando el ensayo de microndcleos
con bloqueo de la citocinesis y la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia.
Por lo que resultd importante discernir si el efecto genotdxico expresado como

micronucleos, se debe a un mecanismo clastogénico y/o aneugénico.

De esta manera se contribuye con informacién toxicologica, para el avance de
compuestos quimicos mexicanos, con aspiraciones de uso como medicamentos
para el tratamiento del cancer y al mismo tiempo, se estandariza la técnica de
FISH en el Laboratorio, para su aprovechamiento ya que como se mencion6 antes
es una herramienta muy atil que permite profundizar en la busqueda de

mecanismos de accion genotdxicos.
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6. HIPOTESIS

Si la estructura quimica le confiere a las Casiopeinas su actividad bioldgica,
debido a que la fenantrolina o bipiridina tienen la habilidad de unirse al ADN, y
éstas presentan afinidad con el Cu?** que a su vez puede reducirse a Cu'*,
mediante su actividad redox, ocasionando la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y el hecho de que la unién de fenantrolina, cobre y un agente
reductor, adquieran la capacidad de actuar como nucleasas. Entonces se espera
que los micronucleos formados por estos compuestos quimicos sean

consecuencia del efecto clastogénico mas que aneugénico.
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7.

General

OBJETIVOS

A través del ensayo de MNBC en combinacion con la técnica de FISH determinar

el origen (aneugénico y/o clastogénico), de la micronucleacion inducida por las

Casiopeinas Igly, ligly y lll-l-a en cultivos de linfocitos humanos.

Particulares

Examinar el efecto genotdxico de las Casiopeinas Igly, ligly y lll-l-a por
medio del ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis in vitro,
evaluando micronucleos (MN), puentes nucleares (PN) y yemas

nucleares (YN).

Establecer con la técnica de FISH, si los micronucleos encontrados
tienen la seflal de ADN centromérica o carecen de ella, para asi
determinar el mecanismo de acciébn genotdéxico que inducen las

Casiopeinas.

Analizar el efecto citotoxico de la Casiopeina Igly, ligly y llI-I-a, usando

como parametro la muerte celular ya sea por apoptosis y/o necrosis.

Evaluar la citostaticidad de la Casiopeina Igly, ligly y llI-I-a, mediante el
indice de division nuclear (IDN).

33



8. METODO
8.1. MICRONUCLEOS IN VITRO CON BLOQUEO DE CITOCINESIS (MNBC)

A partir de donadores hombres, jévenes (20 a 30 afios de edad), no fumadores,
clinicamente sanos, se extrajo por puncion venosa 5 ml de sange periférica con
una jeringa heparinizada (PiSA), posteriormente se cultivd en 5 ml de medio
RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 0.25 ml de lectina (Sigma), y se incubaron
durante 96 h a 37°C.

Tratamientos

Los cultivos de sangre completa se trataron a las 44 h de iniciada la incubacion,
con 0.615, 1.23 y 2.46 pg/mL (o 1.08x10° 2.16x10° 4.32x10° M) de
Casiopeina Igly, 0.33, 0.66 y 1.00 pug/mL (0 7.7x107, 1.54x10°, 2.34x10° M) de
Casiopeina llgly y 4.2, 8.4y 12.6 pg/mL (0 9.43x10°, 1.88x10° y 2.83x10™ M) de
Casiopeina lll-l-a, respectivamente. Se emple6 como testigo positivo
clastogénico 0.2 pg/mL (5.98X10" M) de mitomicina C (MMC; Sigma), de igual
manera se utiliz6 como testigo positivo aneugénico 0.04 pg/mL (1X107 M) de
colchicina (CCC; Sigma). En el testigo negativo, las células cultivadas no se
sometieron a ningun tratamiento. A todos los cultivos se les adiciondé 6 pg/mL
(1.25X10°M) de Citocalasina B (Cit-B; Sigma) a las 48 h.

Separacion de linfocitos

Una vez cumplidas las 96 h, a los cultivos se les hizo la separacion de linfocitos
gue consiste en centrifugar las muestras a 3600 rpm durante 25 min. Una vez que
pasé este tiempo se sacaron los tubos teniendo cuidado de no resuspender las

fases.

La fase que contenia a los linfocitos presentaba la apariencia de una capa delgada

blanquecina que se encontraba en la superficie de la fase oscura (células rojas)
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(Figigura, 8.1). Después con ayuda de una micropipeta se extrajo

cuidadosamente la capa de células blancas.

Plasma N

Células blancas — L:)

Células rojas

Figura 8.1. Esquema de la separacion de células blancas por gradiente de densidad.

Nota.- en caso de re-suspenderse por accidente la fase de células blancas, se
agité (en un vortex; Thermolyne y super-Mixe) el tubo y, se volvié a centrifugar a

3600 rpm por 10 min mas y se repitio lo anterior.

Cosecha

Posteriormente se realiz6 la fijaciébn con 5 ml de solucién de metanol-acido acético
(Baker) en una proporcion 3:1 frio. A continuacion se centrifugé a 1000 rpm por 10
min, pasado el tiempo, se elimind el sobrenadante (esto se realizé por duplicado).
Luego se llevé a cabo un lavado del paquete celular con una solucién fijadora de
metanol-acido acético (Baker) en una proporcién 3:1 y los lavados necesarios con
metanol-acido acético 85:15, hasta que el paquete celular quedd limpio. En
seguida, se resuspendio el paquete en 0.5 pg/mL de la misma solucién y se
procedié al goteo de la muestra en los portaobjetos (el goteo se hace a una
distancia no mayor a 5 cm), se dej6 secar al aire. Finalmente, se realizé una doble
tincién, primero con el colorante May-Grinwald (Sigma) en una relacién 2:1 por 6
min, después se lavo al chorro del agua corriente. Seguidamente se tifid con
Giemsa (Sigma) al 10% durante 15 min, se lavé de la forma anteriormente

explicada para quitar el exceso de colorante y se dejaron secar al aire.
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8.2. HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Preparacion de laminillas

La laminillas con el material biolégico que se empleé en esta técnica, se
elaboraron en las mismas condiciones mencionadas para el ensayo de MNBC, vy
se guardaron sin tinciébn en condiciones de congelacion (20°C) para su posterior
estudio. Luego se descongelan a temperatura ambiente y en seguida se
sumergieron las laminillas en la solucion acido acético 70%: metanol 30% (Baker),
a temperatura ambiente por 5 min. Luego se pasaron a una solucion 2XSSC con
pH 7.4 durante 2 min a temperatura ambiente. Después se deshidrataron en
etanol al 70%, 85% y 100 % (Baker) durante 2 min a temperatura ambiente,

respectivamente.

Maduracion

Las laminillas se colocaron en una solucion 2XSCC con pH 7.4 a 37°C durante 15
min. Luego se pasaron a etanol al 70%, 85% y 100% (Baker) a temperatura

ambiente por 2 min, respectivamente.

Preparacion de sonda

La sonda (Kreatech, Poseidon) identifica el ADN centromérico y se encuentra lista

para su uso.

Cohibridacion

Se tomo una alicuota de 8 ul de sonda y se coloc6 en un cubreobjetos de 22X22
mm, que posteriormente se coloc6 sobre el area previamente marcada que
contenia la muestra. Después se llevo a cabo la desnaturalizaciéon del ADN blanco
y la sonda, en una plancha caliente (Boekel) a 75°C por 6 min. Se dejé enfriar y se

sellaron con Rubber Cement.
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Hibridacion

Se incubé a 37 °C durante toda la noche en una camara himeda y en la

obscuridad.

Lavados post-hibridacion

Se removio el Rubber cement y el cubreobjetos de la muestra hibridada,
inmediatamente se sumergié en un amortiguador de lavado 0.4XSCC / 0.3%
Igepal (Sigma) con pH 7.4, por 2 min a 73°C = 1°C. Luego las laminillas se
colocaron en la solucion 2XSCC / 0.1% igepal (Sigma) a temperatura ambiente por

1 min. Por ultimo se dejo escurrir y secatr.
Contratincion

Se aplicaron 8 pL de DAPI Il (4°,6-diamino-2-fenilindol; Kreatech) en un
portaobjetos marcado en el &area que contenia la muestra hibridada,
posteriormente se coloc6 un cubreobjetos en esta area. Las laminillas se

almacenaron a -20 °C en condiciones de oscuridad, para su andlisis posterior.
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9. EVALUACION Y ESTADISTICA

FE6S-Qaragosa UNAIN

CELULAS

< FORMULA PRUEBA ESTADISTICA
EVALUACION? MICROSCOPIO EVALUADAS
Ji cuadrada con correccion de Yates (Xz Y).
Para estimar las diferencias del efecto
Micronucleos (MN) genotoxico entre el testigo negativo y el
e tratamiento. (Marques, 1987).
[=) Campo claro a 100X. 1000 BN al
5 Puentes (Nikon eclipse E200y  azar Para la comparacion entre Casiopeinas se
g nucleopldsmicos (PN) 80i) utilizé un andlisis de varianza con disefio
2 s anidado, con el programa estadistico
] .
Yemas nucleares (YN) Is\;atgraphlczsb\(;?).o plus. (Cervantes y
arques,
Para la relacién entre MN, PN, YN y AP, se
o o . Epifluorescencia 2000 BN al empled un analisis de regresion lineal.
Hibridacién in situ con (Nikon eclipse 80i) azar
fluorescencia (FISH) equipado con una Ji () de Pearson
lampara de :
mercurio.(Nikon); Para determinar una dependencia entre las
para filtros de DAPI y células tratadas y el testigo negativo.
Rodamina a 100X. Se utilizé el programa estadistico SPSS V.
11.5 (Cervantes et al., 2006).
2 IDN = (('M1
% indice de divisi6n Campo claro a 500 células Z'?E(ZX'\;')Z)) + Z para proporciones. Para determinar las
5 100X (Nikon eclipse - M3)) + diferencias significativas entre el control
2  nuclear (IDN viabl g y
S uclear (IDN) E200 y 80i). ables 4(M4)) / NV los tratamientos (Marques, 1987).
o
5 Apoptosis (AP) y Campo claro a 500 células Z para proporciones. Para determinar las
2 _ 100X (Nikon eclipse  viables y diferencias significativas entre el control y
< Necrosis (NC) E200 y 80i). no viables. los tratamientos (Marques, 1987).
&
=
(v}

Cuadro 9.1. Donde: BN: células binucleadas, NV: numero total de células viables contadas. N:
numero total de células contadas (viables y no viables). M1-M4: células viables con 1 a 4 nucleos.
Los experimentos se realizaron de forma independiente y cada uno se realizé por duplicado.

* Siguiendo los criterios de Fenech et al, (2003).
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10. RESULTADOS

Para cumplir con los objetivos planteados de citogenética clasica y molecular,
primeramente, fue necesario identificar el material biolégico (células de linfocitos
humanos) en contraste de fases como se muestra en la figura 10.1.

Figura 10.1. Campo de células en contraste de fases. La flecha negra sefiala una célula
mononucleada; las verdes indican células binucleadas; la morada revela una célula trinucleada; las
azules muestran a las células tetranucleadas; la rosa, muestra una célula binucleada con un
micron(cleo; la flecha amarilla indica un puente nucleoplasmico en una célula binucleada. (40X).
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Una vez tefiidas las células con May-Grinwald y Giemsa, fue necesario
diferenciar las células binucleadas sanas de células binucleadas con dafio
genotoéxico o de algun otro tipo, como muerte celular (apoptosis o necrosis), en las
siguientes imagenes (figura 10.2) se aprecia el contraste de células sanas con
células que tienen dafio de tipo genotoéxico y citotoxico inducido por la mitomicina

C (testigo positivo).

Figura 10.2. Fotomicrografias a) Tres células binucleadas sin ningun dafio, de un cultivo de
linfocitos humanos sin tratamiento. b) contraste de una célula binucleada sana (arriba) con una
célula binucleada necrética (abajo) en el mismo campo. c) contraste de una célula mononucleada
sana (arriba) de una célula mononucleada apoptotica (abajo), en el mismo campo. d) contraste de
una célula necrética (arriba) con una célula apoptética (abajo) en el mismo campo. €) una célula
que presenta tres tipos de alteraciones genotdxicas: un microndcleo (flecha verde), un puente
nucleoplasmico (flecha azul) y dos yemas nucleares (flecha café). Las fotomicrografias de la b-e
son de cultivos de linfocitos tratados con MMC C (testigo positivo). (100X).
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10.1. RESULTADOS DE GENOTOXICIDAD

Son tres los parametros genotdxicos evaluados en este trabajo, MN, PN y YN,
mediante el ensayo de MNBC con linfocitos humanos in vitro tratados con tres

Casiopeinas Igly, ligly y lll-I-a, respectivamente.

A continuacién se muestra una serie de imagenes (capturadas con una camara
Nikon) de micronucleos en células binucleadas de linfocitos humanos (figura
10.3).

Figura 10.3. (a-f) Fotomicrografias de células binucleadas con microntcleos (MN) tratadas in vitro
con Casiopeinas. (Las flechas indican la ubicacién de los MN). (a-c) presencia de un MN. (d-e)
presencia de dos MN. (f) presencia de tres micronucleos y una yema nuclear en el nucleo inferior.
(200X).

La figura 10.4, representa los valores positivos de la curva dosis dependiente de
la colchicina, mostrando que es buena inductora de MN siendo en las tres

concentraciones significativas (P<0.0005) respecto al testigo positivo sin embargo,
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se utiliz6 la concentracibn mas alta para emplearla como testigo positivo

aneugeénico en los tratamientos de Casiopeina de linfocitos humanos in vitro.

Porcentaje de microntcleos en linfocitos tratados
con colchicina

7
6 - *
5 -
s
R 3 - *
7
1 -
0 -
T- [0.02] [0.03] [0.04]
*p<P<0.0005 Ji cuadrada con Tratamientos (ug/mL)

correccion de Yates.

Figura 10.4. Porcentaje de micronucleos (MN) de cultivos de linfocitos humanos tratados a las 44 h
con tres concentraciones diferentes de colchicina y cosechados a las 72 h. Evaluaciéon de 2000
células binucleadas en total.

A continuacion se muestran los resultados de MN del promedio de dos
experimentos independientes con su respectivo duplicado, haciendo una
evaluacion de 4000 células binucleadas en total, en cultivos de linfocitos aislados,
tratados con Casiopeina Igly (0.615, 1.23, 2.46 pg/mL), ligly (0.33, 0.66 y 1.00
pg/mL) y ll-l1-a (4.2, 8.4, 12.6 pg/mL), respectivamente. En estos resultados se
observa que los tres compuestos indujeron incremento significativo (p<0.0005)
del porcentaje de MN en todas las concentraciones comparando con el testigo
negativo. Se observé comportamiento dosis-dependiente Unicamente en la
Casiopeina Igly (figuras 10.5, 10.6 y 10.7, tabla 10.2).
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Porcentaje de micronucleos en linfocitos humanos tratados
con Casiopeina Igly
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T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.615] [1.23] [2.46]
*p<0.0005 Ji cuadrada con correccién de Yates Tratamientos pug/mL

Figura 10.5. Porcentaje de micronucleos (MN) de linfocitos binucleados in vitro, tratados con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados, por concentracion. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

Porcentaje de microntcleos en linfocitos humanos tratados con
. Casiopeina ligly

i *
*

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.33] [0.66] [1.00]

*p<0.0005 Ji cuadrada con correccién de Yates

% MN
O R, N W A U O N 0 ©
1

Tratamientos pg/mL

Figura 10.6. Porcentaje de microntcleos (MN) de linfocitos binucleados in vitro, tratados con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina ligly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados, por concentracion. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).
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Porcentaje de microntcleos en linfocitos humanos tratados con
Casiopeina lll-I-a

Al

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [4.2] [8.4] [12.6]

% MN
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1
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*p<0.0005 Ji cuadrada con correccidn de Yates

Figura 10.7. Porcentaje de micronucleos (MN) de linfocitos binucleados in vitro tratados con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina lll-l-a. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados, por concentracion. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

Con la finalidad de comparar el efecto de las tres Casiopeinas con respecto a los
micronucleos se realiz6 un analisis de varianza con un disefio anidado.
Obteniendo que el valor de p es de 0.1809 no significativo para los compuestos,
mientras que para las concentraciones p es de 0.0184 por lo tanto es
significativo, ya que el valor de p es menor a 0.05.
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A continuacibn se muestra una imagen representativa de como se evaluaron los
micronucleos con y sin sefial de ADN centromérica mediante la combinacién del ensayo
de MNBC vy la técnica FISH (figura 10.8). En la tabla 10.1 y figura 10.9 se muestran
los resultados de MN con y sin sefial de ADN centromérica.

Figura 10.8. (a-f) La imagen muestra células hibridadas usando la técnica de FISH, empleando
sonda pancentromérica en rojo (Kreatech, Poseidon). Que se aprecia de color amarillo con el filtro
de rodamina. A) linfocito BN sano, sin microntcleo a) imagen obtenida con el filtro de DAPI y b)
filtro de rodamina (en los ndcleos principales se aprecian varias sefiales centroméricas). B) linfocito
binucleado con un micronucleo que presenta sefial centromérica (MNC+), ¢) imagen tomada con
filtro de DAPI y d) filtro de rodamina donde se observan varias sefiales centroméricas en los
ndcleos principales y una sola sefial en el microndcleo. C) linfocito binucleado con dos
micronucleos sin sefial centromérica (MNC-), e) filtro de DAPI f) filtro de rodamina, el mismo
linfocito binucleado sin sefial centromérica en los micronucleos.
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Tabla 10.1. Frecuencia de micronucleos con sefal centromérica positiva (MNC+) y negativa
(MNC-) determinada por la técnica de FISH en 2000 linfocitos binucleados del grupo tratado
(con la concentraciéon mas alta de las Casiopeinas Igly, ligly, lll-l-a respectivamente, asi
como MMC y CCC) y el testigo negativo.

Namero de MN/ 2000 BN

Tratamientos [ug/mL] MNC+ (%) MNC- (%) Total de BN con MN
Testigo negativo 20 (1) 8(0.4) 28 (1.4)
Testigo positivo MMC [0.2] 14* (0.71) 142* (7.24) 156* (7.95)
Testigo positivo 9.5* (4.75) 23* (1.15) 118* (5.9)
CCC [0.04]
Casiopeinalgly 26* (1.3) 59* (2.95) 85* (4.25)
[2.46]
Casiopeina ligly 19* (0.95) 87* (4.35) 106* (5.3)
[1.00]
Casiopeina lll-I-a 27* (1.35) 60* (3) 87* (4.35)
[12.6]

MMC: mitomicina C. CCC: colchicina. BN: células binucleadas. MN: micronlcleos. MNC+:
presencias de ADN centromérico. MNC-: ausencia de ADN centromérico. *p<0.000 Ji (X?) de
Pearson. Se encontrd que existe dependencia o asociacion entre el tipo de sefial y los tratamientos.

Porcentaje de MN con y sin seial de ADN centromérico

Alala

T- MMC [0.2] CCC[0.04] Cas Igly Cas ligly Cas lll-I-a
[2.46] [1.00] [12.6]

% de MNC+ y MNC-
O L, N W A U1 O N ©

Tratamientos (ug/mL)
*p<0.000 Ji (X?) de Pearson.

Figura 10.9. *p<0.000 Ji (X°) de Pearson. Se encontré que existe dependencia o asociacién entre el
tipo de sefial y los tratamientos. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC). Casiopeina Igly (Cas
Igly), Casiopeina ligly (Cas ligly) y Casiopeina lll-l-a (Cas llI-I-a).
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En la figura 10.10 se muestran, los puentes nucleoplasmicos, en linfocitos

humanos tratados con las tres Casiopeinas.

Figura 10.10. (a-f) Fotomicrografias de células binucleadas con puentes nucleoplasmicos (PN)
tratadas in vitro con Casiopeinas. (Las flechas indican la ubicacién de los PN). (b) presencia de dos
PN. (a, c-f) presencia de un puente nucleopladsmico (100X).

En las figuras 10.11, 10.12, y 10.13, se muestra los resultados de PN inducidos
por la Casiopeinas Igly, ligly y lll-I-a, obtenidos del promedio de dos experimentos
independientes con su respectivo duplicado, analizando un total de 4000 células.
Todas incrementan el porcentaje de forma significativa (p<0.0005), comparando
con el testigo negativo. La Casiopeina ligly, tiene una tendencia dosis-
dependiente, ya que al incrementar la concentracion se elevan los PN, a diferencia
de la Casiopeina Igly y llI-I-a, en las dos primeras concentraciones (0.615, 1.2 y
4.2, 8.4 ug/mL, respectivamente) el nimero de PN es semejante y en la tercera
concentracion (2.46 y 12.6 pg/mL, respectivamente) aumenta de forma notable.
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7 - Porcentaje de puentes nucleopldsmicos en linfocitos humanos tratados
con Casiopeina Igly
6 -
5 -
z 4
8
o 3 i
2 .
1 -
0
T- MMC [0.2] CCC [0.04] [0.615] [1.23] [2.46]
*p<0.0005 Ji cuadrada con correccién de Yates Tratamientos pg/mL

Figura 10.11. Porcentaje de puentes nucleopldsmicos (PN) de linfocitos binucleados in vitro
tratados con tres concentraciones diferentes de Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos
con sus respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

Porcentaje de puentes nucleoplasmicos en linfocitos humanos

8 1 tratados con Casiopeina ligly
7 .
6 .
5 .
£ 4
xX
3 .
2 .
1 .
0
T- MMC [0.2] CCC [0.04] [0.33] [0.66] [1.00]
*p<0.0005 Ji cuadrada con correccién
de Yates Tratamientos pg/mL

Figura 10.12. Porcentaje de puentes nucleopldsmicos (PN) de linfocitos binucleados in vitro
tratados con tres concentraciones diferentes de Casiopeina ligly. Promedio de dos experimentos
con sus respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).
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Porcentaje de puentes nucleoplasmicos en linfocitos humanos tratados con

8
Casiopeina lllI-I-a
7 .
6 .
5 -
2
a 4 -
X
3 .
2 -
1 .
0
T- MMC [0.2] CCC [0.04] [4.2] [8.4] [12.6]

#p<0.0005 Ji cuadrada con

correccion de Yates Tratamientos pg/mlL

Figura 10.13. Porcentaje de puentes nucleoplasmicos (PN) de linfocitos binucleados in vitro,
tratados con tres concentraciones diferentes de Casiopeina llI-I-a. Promedio de dos experimentos
con sus respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

De igual manera que con los resultados de micronucleos se hizo una comparacion
del efecto de las tres Casiopeinas con respecto a los puentes nucleoplasmicos,
mediante el analisis de varianza con disefio anidado, por las razones ya
mencionadas, obteniendo una p de 0.0170 para las concentraciones y p de 0.3510
para los compuestos. Lo que indica influencia de las concentraciones para la
obtencion de PN.

La serie de fotomicrografias que enseguida se muestran representan a las yemas
nucleares, que se evaluaron en los cultivos de linfocitos mediante el ensayo de
MNBC, tratados con tres compuestos de Casiopeinas en las condiciones ya

mencionadas (figura 10.14).
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Figura 10.14. (a-f) Fotomicrografias de células binucleadas con yemas nucleares (YN) tratadas in
vitro con Casiopeinas. (Las flechas indican la ubicacién de las YN) (a, d y f) YN con una conexion
nucleopldsmica con el nucleo principal. (b, ¢) YN con extension nucleoplasmica angosta con el
ndcleo principal. (e) célula BN, donde el ndcleo izquierdo tiene una yema con conexion
nucleoplasmica angosta con el ndcleo principal; ndcleo derecho, presenta una conexion
nucleoplasmica obvia (100X).

\G

En las figuras 10.15, 10.16, y 10.17 se observan los resultados del porcentaje de
yemas nucleares, inducidos por las Casiopeinas Igly (0.615, 1.23, 2.46 pg/mL)
ligly (0.33, 0.66, 1.00 ug/mL) y lll-1-a (4.2, 8.4, 12.6 ug/mL), de una evaluacién de
4000 células analizadas en cultivo de linfocitos aislados de dos experimentos
independientes con su respectiva réplica. Se observo incremento estadisticamente
significativo (p<0.0005) en todas las concentraciones evaluadas de los tres
compuestos. Donde la Casiopeina ligly, es la Unica que presenta una tendencia

dosis-dependiente de este parametro.
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Porcentaje de yemas nucleares en linfocitos humanos tratados con

12 Casiopeina Igly .
10 - *
8 -
g
2 ¢
4 -
- i
0
T- MMC [0.2] CCC [0.04] [0.615] [1.23] [2.46]
*p<0.0005]i cuadrada con .
correccién de Yates Tratamientos pg/mL

Figura 10.15. Porcentaje de yemas nucleares (YN) de linfocitos binucleados in vitro, tratados con
tres concentraciones diferentes de Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

Porcentaje de yemas nucleares en linfocitos humanos tratados con
Casiopeina ligly

14 - *
12 - . I
10 - * I
z 8
>
X 6 4
4 .
. U
0
T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.33] [0.66] [1.00]
*p<0.0005, Ji cuadrada con Tratamientos pg/mL

correccion de Yates

Figura 10.16. Porcentaje de yemas nucleares (YN) de linfocitos binucleados in vitro, tratados con
tres concentraciones diferentes de Casiopeina ligly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).
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5 Porcentaje de yemas nucleares en linfocitos humanos tratados con

Casiopeina lll-I-a
10 -
8 -
£ 6
X
4 -
2 _ .
0

T- MMC [0.2] CCC [0.04] [4.2] [8.4] [12.6]

*p<0.0005 Ji cuadrada con

g Tratamientos pg/mL
correccion de Yates

Figura 10.17. Porcentaje de yemas nucleares (YN) de linfocitos binucleados in vitro, con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina lll-l-a. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados, por concentracion. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

También se hizo comparacion entre las tres Casiopeinas sobre la induccion de
yemas nucleares, mediante un andlisis de varianza anidado, obteniendo una p de
0.1163 para los compuestos y de 0.0011 para las concentraciones. Nuevamente
se muestran diferencias significativas en las concentraciones de acuerdo al valor

de p.

A continuacion se muestra el comportamiento o distribucién que existe entre
microndcleos (MN), puentes nucleoplasmicos (PN), yemas nucleares (YN) y
apoptosis (AP), de los tratamientos de Casiopeina Igly, ligly y lll-l-a,
respectivamente (figuras 10.18, 10.19 y 10.20).
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Frecuencia MNs, PNs y YNs en linfocitos humanos inducidos por la

% 600 Casipeina Igly ¢ (MN-PN]=0.57
2 r (MN-YN)=0.57
> 500 A r (PN-YN)=0.67
= / r (MN-AP)=0.66
= 400 /\

3 =@ MN
< 300

- —B—PN
2 200

5 == YN
S 100

o = AP
w 0

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.615] [1.23] [2.46]
Tratamientos (ug/mL)
Figura 10.18. Distribucién de micronucleos (MN), puentes nucleoplasmicos (PN), yemas nucleares

(YN) y apoptosis (AP), de la Casiopeina Igly. (r= regresion lineal). Mitomicina C (MMC) y
colchicina (CCC).

Frecuencia MNs, PNs y YNs, en linfocitos humanos inducidos por la
Casiopeina ligly

o r (MN-PN)=0.66
< 800 r (MN-YN)=0.64
3 700 A r (PN-YN)=0.66
> / r (MN-AP)=0.53
E 600

= 500

2 400 ——MN

©

« 300 —=-PN

€ 200

g —— YN

S 100

=0 >4 AP

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.33] [0.66] [1.00]

Tratamientos (ug/mL)

Figura 10.19. Distribucién de micronudcleos (MN), puentes nucleoplasmicos (PN), yemas nucleares
(YN) y apoptosis (AP), de la Casiopeina ligly. (r= regresion lineal). Mitomicina C (MMC) y
colchicina (CCC).
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Frecuencia MNs, PNs y YNs, en linfocitos humanos inducidos por la
Casiopeina ligly

r (MN-PN)=0.66
a 800 r (MN-YN)=0.64
<‘ ) r (PN-YN)=0.66
Z 700 / r (MN-AP)=0.53
~ 600
2 500
2
S 400 ——MN
S 300 PN
©
S 200 "
2 100 *
o ~>—AP
&

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.33] [0.66] [1.00]

Tratamientos (ug/mL)

Figura 10.20. Distribucion de micronucleos (MN), puentes nucleoplasmicos (PN), yemas nucleares
(YN) y apoptosis (AP), de la Casiopeina lll-l-a. (r= regresion lineal). Mitomicina C (MMC) y
colchicina (CCC).

10.2. RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD

Otro de los parametros que se puede determinar con el ensayo de MNBC
mediante linfocitos aislados, es la muerte celular. Las siguientes imagenes ilustran
las caracteristicas y diferencias morfologicas entre apoptosis (figura 10.21) vy
necrosis (figura 10.22). Para esta evaluacion se analizaron 2000 células (viables y
no viables), obtenidas de dos experimentos independientes con su respectivo
duplicado. En las figuras 10.23, 10.24 y 10.25, se muestran que los tres
compuestos son capaces de incrementar significativamente (p<0.002) la apoptosis
y la necrosis.
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Figura 10.21. (a-f) Fotomicrografias de células apoptoéticas, tratadas in vitro con Casiopeinas. Las
cuales presentan condensacion de cromatina en el ndcleo y presencia de citoplasma (100X).

I

Figura 10.22. (a-f) Fotomicrografia de células necroéticas tratadas con Casiopeinas. (a y d)
células BN con nlcleos marginalmente intactos, pero citoplasmas vacuolizados. (b, ¢ y €) nlcleos y
citoplasma con presencia de vacuolas. (f) nlcleo vacuolizado con pérdida de citoplasma. (100X).

4
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Con respecto a la Casiopeina Igly, tanto la apoptosis como la necrosis tienden a
elevarse cuando se incrementa la concentracion, siendo la apoptosis la mas
representativa. En el caso de la Casiopeina ligly, el porcentaje de apoptosis es
proporcional a las concentraciones del compuesto, no asi para la necrosis, ya que
en la concentracion mayor (1.00 ug/mL) disminuye; en todas las concentraciones,
el porcentaje de apoptosis es mas alto que el de necrosis. Para la Casiopeina lll-
I-a, el incremento tanto de apoptosis como de necrosis es significativo para las
tres concentraciones evaluadas, sin embargo, en la concentracion mas alta (12.6

ug/mL) la necrosis es mayor que la apoptosis.

Porcentaje de apoptosis y necrosis en linfocitos humanos tratados

4.5 - N con Casiopeina Igly

* M % apoptosis

M % necrosis

%APy NC
N

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.615] [1.23] [2.46]

* p<0.998y 1 p < 0.995 Z para proporciones Tratamientos (pg/mL)

Figura 10.23. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos con linfocitos humanos tratados con
tres concentraciones diferentes de Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).
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Porcentaje de apoptosis y necrosis en linfocitos humanos tratados con

4.5 - * Casiopeina ligly
4 - *
M % apoptosis
3.5 1 * 14 % necrosis

% APy NC

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.33] [0.66] [1.00]

*p<0.998 Z para proporciones Tratamientos (ug/mL)

Figura 10.24. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos de linfocitos humanos tratados con
tres concentraciones diferentes de Casiopeina ligly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

Porcentaje de apoptosis y necrosis en linfocitos humanos tratados
con Casiopeina lll-I-a
4.5 - H % apoptosis

*
4 I % necrosis

T- MMC [0.2] CCC[0.04] [4.2] [8.4] [12.6]

Tratamientos mL
* < 0.998 Z para proporciones (g/ml)

Figura 10.25. Porcentaje de apoptosis y necrosis en cultivos de linfocitos humanos tratados con
tres concentraciones diferentes de Casiopeina lll-I-a. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).
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10.3. RESULTADOS DE CITOSTATICIDAD

Por ultimo, se evalu6é la division nuclear inducida por estos quelatos mixtos,
calculando el indice de division nuclear mediante el estadigrafo de prueba IDN =
(M1 +(2xM2) + (3(M3)) + 4(M4)) / NV, donde M1-M4 son células viables con uno a
cuatro nucleos y NV es el niumero total de células viables; analizando 2000 células
polinucleadas viables en total, de dos experimentos independientes con su
respectiva réplica de linfocitos aislados tratados in vitro con Casiopeinas Igly, ligly
y lll-l-a, respectivamente. La figura 10.26. muestra células mono-, bi-, tri- y

tetranucleadas que fueron observadas, para evaluar este parametro de

citostaticidad.

Figura 10.26. (a-f) Fotomicrografia de Células polinucleadas sanas de cultivos de linfocitos
humanos. tratadas con Casiopeinas (a) célula mononucleada, (b) célula binucleada, (c) célula
trinucleada, (d) célula tetranucleada (e) campo con una célula mono- bi- y trinucleada, (f) campo
con tres células binucleadas y una tetranucleada. (100X).

En las figuras 10.27, 10.28 y 10.29, se observan los datos del indice de division
nuclear (IDN), el cual disminuyé significativamente (p<0.05) en la concentracién

mas alta (2.46 pg/mL) de la Casiopeina Igly, mientras que en la Casiopeina ligly
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no se ve ningun cambio de este parametro; no asi con la Casiopeina lll-I-a, ya
qgue en las tres concentraciones evaluadas se presenta decremento significativo
del IDN.

Indice de division nuclear de linfocitos humanos tratados con

2 Casiopeina Igly
1.8 -
1.6 -
1.4 -
1.2 A
g 1-
T 08
0.6 -
0.4 -
0.2 ~
0
T- MMC[0.2] CCC [0.04] [0.615] [1.23] [2.46]
* p < 0.05 Z para proporciones tratamientos (ug/mL)

Figura 10.27. indice de division nuclear (IDN) de cultivos de linfocitos humanos tratados con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina Igly. Promedio de dos experimentos con sus

respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

> - indice de divisién nuclear en linfocitos humanos tratados con
1.8 - Casiopeina ligly
1.6 -
1.4 -
1.2 -
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0

T- MMC [0.2] CCC [0.04] [0.33] [0.66] [1.00]

tratamientos (ug/mL)
* p <0.05 Z para proporciones

Figura 10.28. indice de division nuclear (IDN) de cultivos de linfocitos humanos tratados con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina ligly. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).
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2 indice de division nuclear en linfocitos humanos tratados con
Casiopeina lll-I-a
. *
1.5 * « * "
g 1-

0.5 -

0

T- MMC [0.2] CCC [0.04] [4.2] [8.4] [12.6]

* p < 0.05 Z para proporciones Tratamientos (”g/ mL)

Figura 10.29. indice de divisién nuclear en cultivos de linfocitos humanos tratados con tres
concentraciones diferentes de Casiopeina lll-l-a. Promedio de dos experimentos con sus
respectivos duplicados. Mitomicina C (MMC) y colchicina (CCC).

A continuaciéon se representa el IDN, la apoptosis y necrosis de las respectivas
Casiopeinas, para que puedan ser observados de forma simultdnea tanto el efecto
citostatico como citotédxico (figuras 10.30, 10.31, 10.32. y tabla 10.2).

Porcentaje de apoptosis, necrosis e indice de division nuclear de

linfocitos humanos tratados con Casiopeina Igly AP
45 - -2
= NC
4 - - 1.8
—&—IDN
3.5 - - 1.6
R T 14 |
2 - 1.2
S 25 - . D
< 2 - N
R - 0.8
= - 0.6
1 L
S - 0.2
o | A !
T- MMC [0.2] CCC[0.04] [0.615] [1.23] [2.46]  *Pp<0.002y¥0.005Z para

proporciones. ¥p<0.52
para proporciones.

Trtamientos (ug/mL)

Figura 10.30. Efectos citotoxico y citostatico de la Casiopeina Igly en cultivo de linfocitos
humanos, obtenido de dos experimentos con sus respectivos duplicados. AP: apoptosis, NC:
necrosis, MMC:mitomicina C y CCC: colchicina.IDN: indice de divisién nuclear.
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Porcentaje de apoptosis, necrosis e indice de division nuclear de

linfocitos humanos tratados con la Casiopeina ligly AP
"2 —aNC
- 1.8

- |IDN
- 1.6

- 1.2
z -1 D

- 08 N
- 0.6
I I 0.4
' L . L S
)

T- MMC [0.2] CCC [0.04] [0.33] [0.66] [1.00]

% APy NC

. *p<0.002 Zpara
Tratamientos (ug/mL) proporciones. £ p<0.5Z

para proporciones.
Figura 10.31. Efectos citotoxico y citostatico de la Casiopeina ligly en cultivo de linfocitos

humanos, obtenido de dos experimentos con sus respectivos duplicados. AP: apoptosis, NC:
necrosis, MMC:mitomicina C y CCC: colchicina. IDN: indice de divisién nuclear.

Porcentaje de apoptosis, necrosis e indice de division nuclear de

linfocitos humanos tratados con la Casiopeina lli-I-a = AP
4.5 ~ 2 et NC
4 - 18 —a—DN
3.5 - 16
3 i r 1.4 I
S 25 - 12 p
> -1 N
< 2-
N - 0.8
1.5 - 06
1 - 04
0.5 - - 0.2
0 - -0
T- MMC[0.2] CCC[0.04]  [4.2] (8.4] [12.6] + 0,002 2 para
. proporciones. ¥ p < 0.5
Tratamientos (”g/ ml) Z para proporciones.
Figura 10.32. Efectos citotdxico y citostatico de la Casiopeina lll-l-a en cultivo de linfocitos

humanos, obtenido de dos experimentos con sus respectivos duplicados. AP: apoptosis, NC:
necrosis, MMC:mitomicina C y CCC: colchicina. IDN: indice de division nuclear.
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Tabla 10.2. Porcentaje de MN, PN, YN, AP y NC; e IDN en linfocitos humanos in
vitro tratados con Casiopeina Igly, llgly y llI-I-a, respectivamente.

Tratamientos MN PN YN AP NC IDN
(Mg/mL) (%+EE) (Y%+EE) (Yo+EE) (Y%+EE) (Y%+EE) (%*EE)

Testigo Negativo  1.56+0.03  2.38+0.06  3.59+0.12 0.37+0.05 0.13+0.03  1.86%0.009
Testigo positivo  803*+0.31 5.85*+0.26  8.31*%0.51 3657020 3667:046 1.36"%0.004
MMC [0.2]
a
6.8%+ 0.26 4.95*+0.84  7.27*+0.40 285t+026 217f+031 129 0004

Testigo Positivo
CCC [0.04]

Casiopeina Igly

[0.615] 3.02+0.08 4.96*+0.24 6.39*+0.28 0517+004 0.40%+006  1.51+0.009
[1.23] 3.84%*+009  4.72*+014 579%+026  1.087 %015 o05'+005  143+0.008
[2.46] : . 1.27%+0.003
4.68*+0.17 5.90*+0.15 9.21*+0.34 2.317+0.31 1.35°+0.13
Casiopeina ligly
[0.33] 3.64*+ 011 3.74*+0.16 6.7%+0.30 092¥+012 032Y+003 1.48+0.007
[0.66] 501%+022 513*+028 1010%+0.70 1.057 %012 12¥+014  1-46+0.009
[1.00] . . 1.49 +0.007
558%+0.14  6.46%+025 12.74*+044  1.79'+023 0.99%+0.14
Casiopeina lll-I-a
[4.2] 3.28%+0.13 4.66%+0.12 7.74*+030  1.2%+010  070'+008 1.40°+0.006
a
[8.4] 445*+022 509*+013 695%+023 20374016 1307010 138 *0.004
[12.6] . . 1.32°+0.007

4.50*+ 0.17 6.71*+0.24  9.88*+0.52 1467+0.08 2.36"+0.20

MN: microndcleos, PN: puentes nucleoplasmicos. YN: yemas nucleares se evaluaron 4000 células
binucleadas; AP: apoptosis y NC: necrosis se evaluaron 2000 células viables y no viables; para el
indice de division nuclear (IDN): se registraron 2000 células viables de dos experimentos
independientes con su respectivo duplicado.CCC: colchicina. MMC: mitomicina C. EE: error
estandar; BN: células binucleadas *p<0.0005 Ji cuadrada con correccion de Yates; Tp<0.005,
¢p<0.002, ®p<0.05 Z para proporciones. Los datos son obtenidos de dos experimentos y su
respectiva réplica.
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11. ANALISIS DE_RESULTADOS

11.1. ANALISIS DE RESULTADOS DE GENOTOXICIDAD

Varios trabajos realizados en células transformadas in vitro e in vivo han reportado
que las Casiopeinas ejercen sus efectos mediante la interaccion con el ADN,
sefialando que son genotodxicas, sin embargo, muchas de estas investigaciones se
han realizado en células transformadas por lo que es necesario conocer los
efectos inducidos en células sanas. De aqui la importancia de trabajar con

linfocitos humanos.

De acuerdo con los objetivos del presente trabajo, se analiz6 mediante el ensayo
de MNBC-in vitro, si las Casiopeinas tienen la capacidad de inducir MN, PN y YN
en linfocitos humanos sanos para determinar el potencial genotoxico de los
compuestos, posteriormente se evalud la citotoxicidad mediante el andlisis de
apoptosis y necrosis, y para detectar si son citostaticas se analizaron las células
polinucleadas utilizando la formula del IDN. Con la técnica de FISH se intento
discernir el origen de los MN, debido a que estos se pueden originar por dos

eventos clastogénicos y/o aneugénicos.

Las tres Casiopeinas inducen un incremento significativo de MN en todos los
tratamientos (figura 10.5, 10.6, 10.7). Estos resultados en primera instancia
indican que los MN obtenidos en los linfocitos tratados con estos compuestos, son

un reflejo de dafio ocasionado en el material genético de forma directa o indirecta.

Los MN manifiestan una interaccién indirecta del compuesto con el ADN, cuando
estan constituidos de cromosomas completos, ya que en realidad lo que se esta
afectando son estructuras secundarias como el huso mitético y/o el centromero.
Los MN revelan una relacion directa del compuesto con el ADN, cuando son

originados por fragmentos cromosdmicos ya que para gue estos se originen se

63



necesita la ruptura especifica de las cadenas del ADN. Sin embargo esto aun no
se puede discernir con el ensayo de MNBC. Es asi que hasta este momento con la
evaluacion de MN Unicamente se puede corroborar que las tres Casiopeinas son

genotoxicas en cultivos de linfocitos humanos tratados a las 44 h.

En los resultados obtenidos de la combinacion del ensayo de MNBC con la técnica
de FISH usando sonda pan-centromérica, para determinar el mecanismo de
accion genotéxico que es generado por estos compuestos quimicos. Se encontrd
que se inducen MN con y sin sefial centromérica en las concentraciones mayores
de cada una de las Casiopeinas (figura 10.8 y 10.9 tabla 10.1). Sin embargo, la
mayor cantidad de MN encontrados son los que no tienen sefial centromérica.
Esto indica que dichos MN se originaron por fragmentos de ADN por otro lado,
los datos de MN con sefal centromérica pueden tener dos formas de
interpretacion, la primera, que los MN pueden contener cromosomas completos, y
la segunda, que pueden almacenar fragmentos que contienen centrémero. Para
diferenciar entre ambos MN es necesario incluir en el estudio una sonda
pantelomérica que ayude a identificar si se trata de cromosomas completos (con
C+, 2T+) o de fragmentos (C-, 2T+) de cromosomas. En general los resultados
obtenidos con FISH mostraron que el efecto genotoxico que se manifesté como

MN fue mayoritariamente por clastogénesis y no por aneugénesis.

Las Casiopeinas también producen incremento significativo del porcentaje de YN
y PN (figuras 10.11, 10.12, 10.13, 10.15, 10.16, 10.17 y tabla 10.2) en todos los
tratamientos, comparados con el testigo negativo. Estos datos nuevamente indican
gue las Casiopeinas tienen la habilidad de interaccionar con el ADN pero ademas
al parecer lo hacen de forma directa. Esto se revela al analizar los mecanismos de
formacion de las YN y los PN (figuras 4.4, 4.6, 4.7 y 4.8), los cuales de forma

general consisten en rompimientos y subsecuentes uniones.

Los resultados obtenidos del presente trabajo coincide con los datos de la
literatura, ya que se reporta que las Casiopeinas tienen la capacidad de inducir
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fragmentacion del ADN (Guerrero, 1993; Florin, 2005; Alemon et al., 2007;
Cermefio, 2007) por accién nucleasa o por la induccion de radicales libres; el
hecho de encontrar en nuestros resultados una mayor cantidad de MN sin sefal
centromérica asi como PN y YN, los cuales se originan por rompimientos y
uniones, en las muestras analizadas, corrobora el hecho de que las Casiopeinas

generan fragmentacion cromosémica constatandose que son clastogénicas.

Desde que se crearon las Casiopeinas, se disefiaron contemplando la posibilidad
de que ejercieran interacciones con la molécula de ADN ya que su centro metalico
(Cu*) en ciertas circunstancias como concentraciones altas o al unirse a agentes
reductores, genera radicales libres, ambas situaciones pueden conferirle el efecto
genotoxico. Pero ademas, el hecho de que el Cu* tenga gran afinidad y esté
unido al ligando diimina (N-N; fenantrolina o bipiridina) le otorga la capacidad de
unirse al ADN por interacciones de intercalacion o no intercalacion. De esta
manera las Casiopeinas tienen una alta selectividad hacia la molécula del ADN, si
se comparan con otros compuestos, por lo que no seria raro encontraran este tipo
de anormalidades nucleares en los cultivos de linfocitos que se trataron con estos

compuestos.

De forma particular al evaluar los MN, YN y PN, se puede decir que la Casiopeina
ligly, tiene el comportamiento mas regular (dosis-dependiente) comparado con las
otras dos Casiopeinas, esto podria ser ventajoso en el momento de intentar
seleccionar una dosis adecuada para pacientes con cancer ya que seria mas facil

de monitorear los efectos respecto a sus dosis.

Al hacer las evaluaciones de los parametros de genotoxicidad en los linfocitos
tratados con Casiopeinas mediante el ensayo de MNBC, se aprecia que aparecen
de forma simultanea MN, PN y YN, esto podria indicar una relacion de la
formacion entre estos tres eventos. Por lo que se hizo un analisis de regresion
lineal para ver si existe alguna relacion entre ellos, obteniendo una correlacion
positiva de MN-PN (r=0.57), MN-YN (r=0.57) en la Casiopeina Igly; MN-PN
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(r=0.66) MN-YN (r=0.64) para la Cas ligly; MN-PN (r=0.55) y MN-YN (r=0.42) para
la Cas lll-I-a, observandose una comportamiento o tendencias semejantes en los
tres parametros en todos los tratamientos de los compuestos (figuras 10.18,
10.19 y 10.20). Actualmente, en cultivos de linfocitos tratados in vitro con
Casiopeinas, solo dos trabajos (Cruz, 2011; Tello, 2011) hacen referencia a dicha
relacion, encontrando también una correlacion positiva entre estos eventos al ser
evaluados con Casiopeina Igly y lll-l-a en la fase G1-S. Existen amplias
investigaciones en otros sistemas de prueba como linfocitos tratados con CCC,
colcemida, MMC, infectados con Taenia solium, irradiados, privados de folatos y

de personas fumadoras, que también apoyan esta correlacion positiva.

En el afio 2000 se propuso un modelo en lineas transformadas, el cual consiste en
una reubicacién intracelular de las DM que posteriormente son envueltas por
lamina un vez que la célula entra a la fase S, dando como resultado yemas
nucleares, las cuales pueden ser las precursoras de los MN (Tanaka y Shimizu,
2000). Asimismo hay quien reporta que este modelo se puede ampliar para incluir
el ADN amplificado, ADN que fallé en su replicacién o que tuvo una condensacion
inapropiada, ADN que se retrasé en anafase incluyendo fragmentos terminales
con telomero, cromosomas completos y otros elementos céntricos (figura 4.4 y
4.6.), y fragmentos de ADN que se originaron por los rompimientos de los PN
(figura 4.7). Ademas este modelo podria combinar las diferentes teorias de la
formacién de las yemas nucleares y su relacién con los micronucleos, sugiriendo
un mecanismo general para el origen de YN en el ciclo celular (Lindberg et al.,
2007).

Con nuestros resultados de la correlacion lineal entre MN-PN-YN y la informacion
gue existe sobre este tema, se propone que las Casiopeinas inducen
fragmentacién en el material genético (incluyendo los PN) para llevar a cabo su fin,
este dafo en la célula es detectado mediante los mecanismos de reparacion, los

cuales tienen que estar aptos para llevar a cabo sus funciones ya que se trata de
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células sanas, las células que no logran revertir el dafio, encapsulan el fragmento

genético en una YN que posteriormente sera eliminada como MN.

Sin embargo, pese a la evidencia que existe, se reporta que aun no es claro cémo
se desarrollan las yemas nucleares o codmo un micronucleo es formado por una
yema nuclear (Lindberg et al., 2007). Para despejar estas y otras incognitas es
necesario promover y continuar con las investigaciones requeridas. En este caso
particular se debe corroborar si efectivamente este evento de formacion MN-PN-

YN, es inducido por las Casiopeinas y cual seria la finalidad.

El analisis de regresion lineal con un disefio anidado, indica que las
concentraciones (ug/mL) empleadas tienen gran trascendencia en los efectos
genotoxicos observados. Sin embargo, se considera que la actividad biolégica del

compuesto se debe principalmente a su estructura quimica.

11.2. ANALISIS DE RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD

Los resultados de citotoxicidad mostraron que las Casiopeinas Igly, ligly y llI-I-a,
causaron incremento significativo de apoptosis y necrosis en todos los
tratamientos evaluados al comparar con el testigo negativo, apreciandose una
respuesta dosis-dependiente en la Casiopeina Igly y lll-I-a de la apoptosis. Esto

revela el efecto citotdxico en los tres compuestos bioinorganicos.

Cuando un compuesto quimico se pretende utilizar para el tratamiento del cancer
como es el caso de las Casiopeinas, lo primero que se busca es que dicho
compuesto sea capaz de deshacerse de las células transformadas haciendo el
menor dafio a las células sanas. Por lo que este primer rubro de eliminar a las
células se cumple por las Casiopeinas Igly, ligly y lll-l-a ya que induce muerte
celular tanto por apoptosis como por necrosis, con predominio de la primera lo

cual resulta ventajoso para ambos compuestos, ya que se considera a la
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apoptosis la mejor via para eliminar a las células de acuerdo a sus caracteristicas

de muerte ordenada y controlada.

Por otra parte los resultados de apoptosis y necrosis de la Casiopeiena lll-lI-a
aunque tienen un incremento significativo en todos los tratamientos, en la
concentracion mas alta (12.6 pg/mL) la necrosis rebasa a la apoptosis, esto puede
tener varias explicaciones, una de ellas es que la actividad biolégica depende de
la estructura quimica del compuesto, y ya que la Casiopeina llI-I-a esta constituida
de el ligando acetilacetonato (O-O), a diferencia de los otros dos compuestos que
tiene en su estructura quimica un ligando glicina. La importancia del ligando de la
Casiopeina lllI-I-a para inducir necrosis se debe probablemente a que no es un
integrante natural de la célula como lo es la glicina, y de acuerdo a sus
caracteristicas se puede convertir en un donador de electrones facilitando la
formacion de radicales libres cuando se reduce el centro metalico de la
Casiopeina, generando diversos efectos en el interior de la célula como cambios
en la estructura de la membrana, si se genera lipoperoxidacion puede dafar a la
mitocondria haciendo que se comprometan todos los eventos que tengan que ver

con los procesos respiratorios.

Otra posibilidad del por qué en la concentracion mas alta la Casiopeina lll-I-a
induce necrosis, es que muy probablemente se acumula gran cantidad de ésta en
la célula y de acuerdo a los antecedentes del cobre este es capaz de inducir
necrosis cuando esta en altas concentraciones, recordando que el cobre es el
centro metélico de la Casiopeina. Resultando una concentracion muy toxica para
las células si se combina el cobre con el acetilacetonato, induciendo apoptosis que

puede degenerar en necrosis o directamente inducir la necrosis.

Otra posibilidad es que se sabe que las caspasas son las encargadas de los
cambios morfolégicos caracteristicos de la apoptosis, si se genera apoptosis de
forma independiente de caspasas, existe la posibilidad de que las células muertas

adquieran morfologias diversas entre ellas como las de la necrosis. Sin embargo,
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actualmente se sabe que la Casiopeina llI-I-a provoca muerte celular dependiente
de caspasa, se tendria que corroborar si puede generar apoptosis de manera
independiente de caspasas.

Nuestros resultados de apoptosis y necrosis (figuras 10.23, 10.24, 10.25 y tabla
10.2) y los resultados de otras investigaciones, confirman que las tres Casiopeinas
tienen efecto citotdxico en linfocitos humanos in vitro, aunque hay autores que
indican que los linfocitos humanos son mas resistentes a este efecto que las

células transformadas.

Es posible que las Casiopeinas lleven a cabo la via MN-PN-YN para generar
apoptosis; se hizo un andlisis de regresion lineal entre los MN y la AP, en donde
se obtuvo una correlacion positiva de MN-AP (r=0.66) de la Casiopeina Igly de
MN-AP (r=0.53) de la Casiopeina ligly y de MN-AP (r=0.40) de la Casiopeina lll-I-a
que indica una correlacion entre ambos eventos (figura 10.18, 10.19 y 10.20). De
esta manera existe la posibilidad de que las células que no pueden revertir el dafio
inducido por las Casiopeinas, induzcan la via apoptdtica de una manera
controlada y ordenada. Sin embargo es necesario ampliar la investigacién al
respecto, ya que no hay datos con Casiopeinas que demuestren la via MN-YN-
PN-AP, pero con otros disefios experimentales como el de Haaf et al. (1999) se

hace referencia de este acontecimiento.

Debido a que p53 desempefia un papel importante para entrar en la apoptosis,
hay evidencia con respecto a éste de una posible relacion entre MN-AP. Ya que
los eventos de YN y MN para remover ADN promiscuo (amplificaciones génicas,
fallo de la replicacion, condensacion inapropiada) han sido considerados como
parte de un mecanismo dependiente de p53* proceso que en teoria puede

4 p53 es un gen supresor tumoral que desempefia un papel fundamental en la activacion de la
apoptosis, control del ciclo celular, es activador de enzimas de reparacion de ADN y conduce a las
células a la senescencia. p53 mutado puede permitir que las células anormales proliferen dando
como resultado, el cancer (Efeyan y Serrano, 2007; Eischen y Lozano, 2009).

69



funcionar mejor en células normales (como los linfocitos) que en células
transformadas o células deficientes de p53 (Lindberg et al., 2007). Hay trabajos
que sefalan la existencia de altos niveles de la expresion de p53 en los MN,
originados por la exposicion a clastdogenos u otros agentes (Terradas et al., 2007).
Se ha reportado que cuando hay pérdida de la funciébn o estructura de los
teldmeros, incluso acortamiento, se puede inducir inestabilidad genética mediante
el ciclo rompimiento fusion puente (R-F-P) que origina a los PN, sin embargo, si
hay presencia de p53 éste es capaz de modular los dos potentes mecanismos
anticancerigenos: senescencia’ y/o apoptosis (Sharpless y DePinho, 2004; Ohali
et al., 2006; Bailey y Murnane, 2006; Feldser y Greider, 2007; Trokova et al.,
2007; Martinez et al., 2009). También se ha observado que los MN inducidos por
radiacion contienen fragmentos de ADN de tamafio semejante a los descritos en

apoptosis (Terradas et al., 2010).

En resumen, con lo que se encontréo de AP y NC, podemos concluir que las tres
Casiopeinas tienen la capacidad de inducir efecto citotoxico en todos los
tratamientos analizados, dicho efecto probablemente sea consecuencia de la
genotoxicidad del compuesto que se manifiesta como MN, YN y PN.

> Entendiéndose por senescencia celular, el arresto irreversible del ciclo celular, cambios

profundos en las bases de la expresion de los genes y la habilidad de las células senescentes en
permanecer asi (Sedivy, 2007). En la gran mayoria de los casos senescentes proceden de estrés
genotodxico. Conduciendo a la activacién de las proteinas p53 y pRb, proteinas supresoras de
tumores. La senescencia y la apoptosis son efectivas para reducir la incidencia del cancer
(Sharpless y DePinho, 2004; Felder y Graid, 2007; Sedivy, 2007).
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ANALISIS DE RESULTADOS DE CITOSTATICIDAD

En los resultados se pude apreciar que la Casiopeina Igly en la concentracion
mas alta se presenta decremento significativo del IDN, mientras que la Casiopeina
[ll-1-a en todas sus concentraciones evaluadas se observo este efecto, no asi para
la Casiopeina ligly (figuras 10.27, 10.28 y 10.29).

El hecho de no observar decremento considerable de la proliferacion celular en la
Casiopeina ligly, probablemente se deba a que los linfocitos contrarrestan el dafio
causado por los compuestos quimicos analizados, mediante sus mecanismos de
reparacién. De hecho hay autores que indican que las células sanas tienen mas
posibilidades de reparar el dafio que las células transformadas. Los resultados de
citostaticidad de la Casiopeina llgly, concuerdan con los de Trejo et al. (2005) vy
Atilano (2007).

Los resultados de las Casiopeinas Igly y ligly difieren respecto a la Casiopeina lll-
I-a ya que en todas sus concentraciones disminuyo6 el IDN de forma significativa.
Las diferencias que se presentan en los tres compuestos como ya se mencioné
quizas se deba a la naturaleza, nimero y posicion de los sustituyentes ya que
estos son responsables de las variaciones en su actividad biolégica de cada una
de ellas. La Casiopeina ligly tiene dimetilfenantrolina como donador diimina,
mientras que la Casiopeina Igly tiene difenilfenantrolina, pero ademas el efecto se
relaciona con el volumen y tamafio del sustituyente arilo o alquilo, tambien los
donadores O-O y O-N tienen influencia, por ejemplo el acetilacetonato como
donador O-O de la Casiopeina lll-I-a es mas citotéxico que el de la Casiopeina Igly
con donador O-N (glicina). Como ya se menciondé la fraccion acetilacetonato es
mas agresiva que la glicina, posiblemente por que no se encuentra de forma

natural en la célula.

Con base en nuestros resultados de manera particular para la Casiopeina ligly, el

no encontrar una respuesta citostatica en células como los linfocitos, ante su
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presencia, implica ventajas evidentes, pues el descubrimiento de un
antineoplasico que permita la division de células no transformadas mientras
entorpece el desarrollo de células cancerosas, resulta idoneo. Con respecto a la
Casiopeina Igly y lll-I-a, estas presentan dicho efecto, aunque lo ideal seria que
no se manifestara en las células sanas (linfocitos), pero en la actualidad no hay un

compuesto que sea 100% selectivo.

Aun no se ha confirmado si las Casiopeinas presentan especificidad hacia algun
tipo de célula, pero si hay evidencia que indica que los linfocitos de sangre
periférica in vitro, son poco suceptibles a su efecto citostatico, como se puede ver
en los resultados de Casiopeina Igly y ligly (figura 10.27, 10.28 y tabla 10.2).

En la figura 10.30 y tabla 10.2, se puede ver que apoptosis y necrosis inducida
por la Casiopeina Igly aumentan de manera significativa en todos los tratamientos
mientras que el IDN disminuye significativamente sélo en la concentracibn mayor.
Por lo que se puede decir que este compuesto en 2.26 ug/mL es capaz de inducir
al mismo tiempo citotoxicidad y citostaticidad en cultivos de linfocitos humanos in
vitro. Es decir este compuesto manifiesta su citostaticidad sélo en concentraciones

elevadas.

Con respecto a la Casiopeina ligly, se puede observar en la figura 10.31 y tabla
10.2, que ambos tipos de muerte celular incrementan significativamente, sin
embargo no es suficiente como para inducir decremento significativo del IDN. Por
lo tanto, este compuesto genera citotoxicidad pero no citostaticidad en los cultivos

de linfocitos humanos in vitro.

El aumento de apoptosis y necrosis es significativo como para inducir decremento
considerable del IDN en todos los tratamientos de la Casiopeina lll-I-a (figura
10.32 y tabla 10.2). Por lo tanto esta es citostatica y citotoxica en todos los

tratamientos evaluados.
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Con los datos hasta ahora obtenidos en este trabajo (micronucleos, puentes
nucleoplasmicos, yemas nucleares, apoptosis, necrosis, indice de division
nuclear, presencia o ausencia de sefial centromérica) y los antecedentes
mostrados, se reafirma que los tres compuestos son buenos candidatos para
pasar a la siguiente fase, dentro del proceso de evaluacion de farmacos, y asi

poder entrar en la lista de tratamientos para el cancer.

De acuerdo a los resultados obtenidos in vitro, se pueden hacer algunas
sugerencias para continuar sus estudios en clinica, dependiendo del interés. Si se
busca un agente agresivo para eliminar a las células transformadas, en primera
instancia se recomienda a la Casiopeina lll-I-a, por su actividad de muerte celular
y porque es evidente que tienen la capacidad de reducir el IDN en todas los
tratamientos, pero si se quiere por ejemplo monitorear los efectos secundarios con
respecto a las dosis, al parecer es mas facil darle un seguimiento a la Casiopeinas
llgly porque en la mayoria de los parametros evaluados tienen un comportamiento
regular. La Casiopeina Igly debido a que presenta efecto citostatico en
concentraciones altas y AP y NC en todos los tratamientos, por su comportamiento
caracteristico se recomienda para investigar qué dosis es ideal, para que se
puedan eliminar las células dafiadas sin causar mayo alteracion a las células

sanas.
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12. CONCLUSIONES

Debido a que los MN, PN y YN, se presentan en todos los tratamientos de las
Casiopeinas Igly, ligly y llI-lI-a, aqui estudiadas; y éstos son considerados como
una manifestaciéon de la interaccion de compuestos quimicos con el ADN, se

reafirma que las tres Casiopeinas son genotoéxicas.

Los PNy YN de acuerdo con su mecanismo de formacion indican que el origen de

los micronucleos pueda deberse al efecto clastogénico mas que aneugénico.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de FISH, mostraron que la mayor
cantidad de MN inducidos por las Casiopeinas fue sin sefial de ADN centromérico
(MNC-), lo cual indica que estos compuestos inducen dafio al ADN de forma
directa, es decir, son genotdoxicas mediante clastogénesis. Por lo tanto, la
mayoria de los MN encontrados en las tres Casiopeinas tienen origen
clastogénico.

Asimismo, con base en nuestros resultados, la presencia de apoptosis y necrosis,
indican que las tres Casiopeinas son citotoxicas. El hecho de que la apoptosis
sea la muerte celular mas representativa de la Casiopeina Igly y ligly, les da una
ventaja respecto a la Casiopeina lll-I-a, como agentes antineoplasicos, de
acuerdo con los resultados obtenidos. El hecho de que se presente mas apoptosis
que necrosis puede estar relacionado con la actividad redox del ion Cu?".

Con los resultados del presente estudio y los trabajos citados previamente se
puede inferir una relacion en la formacion de YN, PN, MN y AP; es asi que
probablemente la genotoxicidad del compuesto (observada como MN, YN y PN)

sea uno de los primeros estimulos para inducir la apoptosis.
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Por otra parte, se presenta decremento significativo (p<0.05) del IDN en relacion
con el testigo negativo, en dos de las Casiopeinas analizadas (Igly y Ill-1-a), lo que
confirma la capacidad de inducir efecto citostatico. Estas diferencias quizas se
deban a la estructura y composicion de cada una de ellas. Ya que la naturaleza,
namero y posicion de los sustituyentes en el ligando diimina son responsables de

las variaciones en su actividad bioldgica.

Ademas, aun que las concentraciones de MMC C (0.2 pg/mL) y CCC (0.004
ug/mL) no son equimolares con respecto a los tratamientos, cabe resaltar que
estos generan una mayor cantidad de alteraciones nucleares pese a que sus
concentraciones son menores comparando con las concentraciones de las
Casiopeinas. Con base en estos datos y a todos los antecedentes citados, se
puede decir que las Casiopeinas Igly, ligly y lll-I-a, son buenas candidatas para
pasar a la siguiente fase de andlisis, dentro del proceso de evaluacion de
farmacos, para que posteriormente puedan entrar en la lista de tratamientos para

el cancer.

Por ultimo, cabe sefialar que con el desarrollo de este proyecto se logré
implementar y estandarizar la técnica de FISH, en cultivos de linfocitos humanos in
vitro con sonda centromérica, en el Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis

de la FES-Zaragoza.
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13. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar mas experimentos combinando el ensayo de MNBC vy la
técnica de FISH con sonda pan-centromérica y pan-telomérica, para discernir si
los MN con sefial centromérica que se observaron en el presente, pertenecen a un
cromosoma completo, o a un fragmento de cromosoma con sefial centromérica
positiva (MNC+).

También es indispensble, hacer una evaluacién de la dinamica intracelular del

contenido de los MN con inmunohistofluorescencia.

Identificar con FISH o painting, qué cromosomas son mas suceptibles a la
micronucleacion cuando los cultivos de linfocitos han sido tratados con
Casiopeinas. Ya que existen reportes que sefialan que los cromosomas 1, 9, 16, X
y Y, tienden mas a micronuclearse como consecuencia a la exposicion del agentes

clastogénicos.

Corroborar la muerte celular apoptética inducida por estos compuestos, con otras
técnicas (citometria de Flujo, TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-Bioting nick end labeling), ensayos colorimétricos y analisis de
Western blot).
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15. ANEXO | (Preparacién de reactivos para el analisis en el ensayo de
MNBC).
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Caiopeina Igly: se pesan 6.15 g de casiopeina Igly y se disuelven en 10 ml de
agua estéril, posteriormente se adiciona 10 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) al 1%.
Se agita. Para obtener las siguientes concentraciones 0.615, 1.23 y 2.46 ug/mL,
se adiciona a 5 mL de medio de cultivo 5, 10 y 20 uL, respectivamente. Se debe

almacenar en refrigeracion y obscuridad. Su efectividad se perdera en 7 dias,

después de haber sido preparada.

Casiopeina ligly: Se pesan 2 mg de Casiopeina y se disuelven en 4 mL de agua
inyectable (Stock 1). de aqui se toman 100 uL y se agregan a 900 uL de agua
inyectable (Stock 2). Para obtener la siguientes concentraciones 0.33, 0.66 y 1.00
ug/mL se adiciona a 5 mL de medio de cultivo 0.33, 0.66 y 100 uL del stok 2,

respectivamente. Se debe almacenar en refrigeracién y obscuridad. Su efectividad

se perdera en 7 dias después de haber sido preparada.

Casiopeina lll-I-a: Se pesan 1.05 mg y se disuelven en 5 mL de agua estéril. Para

obtener las concentraciones de 4.2, 8.4 y 12.6 pg/mL, se adiciona a 5 mL de
medio de cultivo, 100, 200 y 300 ulL, respectivamente. Se debe almacenar en

refrigeracion y obscuridad. Su efectividad se perdera en 7 dias despues de haber

sido preparada.

Mitomicina-C: Su presentacion es de 2 mg, mismos que se diluyen con 4 mL de
agua inyectable para obtener una concentracion de 0.5 ug/mL, de aqui se extraen
100 pL y se diluyen con 900 ul de agua inyectable éste sera el stok 1. Se toman
200 uL del stock 1 y se agregan 800 uL de agua inyectable, stock 2. Del stock 2,
se extraen 100 uL mismos que se adicionan a 5 mL de medio de cultivo teniendo

una concentracion final de 0.2 pg/mL. Se almacena en refrigeracion.
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Colchicina (testigo positivo aneugénico): 2 mg de colchicina se disuelven en 10
mL de agua estéril. Se toma una alicuota de 100 uL de la solucion anterior, ésto se
lleva a 1 mL, con 900 ul de agua inyectable Stock 1. Se toman 100 uL del stock 1,
nuevamente se lleva a 1 mL con 900 uL de agua inyectable stock 2. Del Stock 2
se toma una alicuota de 100 puL y se adiciona a 5 mL de medio de cultivo para
tener una concentracion final de 0.04 ug/mL. Se esteriliza con un filtro con poro de

0.02 um y se almacena en refrigeracion.

Citocalasina-B: su presentacion es de 5 mg, ésta se disuelve con 1.6 mL de
DMSO (stock 1). Se extraen 100 pL del stock 1 y se completa con 900 uL de agua
inyectable (stock 2). Del stock 2, se extraen 100 uL y se adicionan a 5 ml de medio
de cultivo, para tener una concentracion final de 6 ug/mL. Se esteriliza con un filtro

con poro de 0.02 um y se almacena en congelacion.

Lectina: su presentacion es de 5 mg la cual se diluye en 10 mL de agua
inyectable y se almacena en refrigeracion. Se adiciona 0.25 mL por cada 5 mL de

medio de cultivo.

Metanol : acido acético (3:1): se divide el total de mililitros a preparar, entre 4,

para obtener la proporcién del &cido acético, el resto es la proporcion del metanol.

Metanol : acido acético (85:15): para 100 mL de fijador son 85 mL de metanol y
15 mL de acido acético.

May-Grinwald: Se divide el total de mililitros, a prepara entre 3, para obtener la

proporcion de agua destilada, y el restante es el colorante.

Giemsa (1:20): Se diluye 1 mL de colorante en 20 mL de agua desionizada.

87



16.ANEXO Il (Preparacion de reactivos para el analisis en FISH).
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Solucion 20XSCC (para un litro): se pesan 175.3 g de cloruro de sodio (NaCl),
88.2 g de citrato de sodio (NaCOHs07) en 800 ml de agua destilada ajustando el
pH a 5.3 con &cido clorhidrico al 1% (HCL) y aforar hasta llegar al volumen
deseado.

Soluciéon 0.3% de igepal en 0.4XSCC (para 500 mL): en 488.5 mL de agua
destilada se agregan 10 mL de la solucién 20xSCC, y 1.5 del detergente igepal. La
solucion debe presentar un pH de 7 a 7.5, ajustando con hidroxido de sodio
(NaOH) al 1N.

Solucién 0.1 % de igepal en 2XSCC (para 500 ml): en 449.5 ml de agua
destilada se adicionan 50 mL de 20XSCC y 0.5 ml de igepal, ajustando el pH de 7
a 7.5 con NaOH al 1N.

Solucidn Citrato Salina 2XCSS (para 500 ml): pesar 4.410 g de citrato de sodio
(NaCOHs07), 8.7663 g de cloruro de sodio (NaCl) y aforar a 500 mL.

Metanol : acido acético (70:30) (para 100mL): 70 ml de metanol mas 30 mL de

acido acético.
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17. Anexo lll (Participacion Académica).
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El incremento significativo de:
MNs, PNs y YNs, =n todos los
tratamientos, reafirma gues las
Casiopeinas Igly, ligly y 111-1-a son
genotoxicas.

Los PNs y YNs indican que =l
origen de los micronuclkeos se
debe a3 un efecto clastogénico ds
las Casiopeinas en el ADN.

Los resultados de FISH, mostraron
Que =stos compusestos, inducen
dano al ADN de forma directa, =s
decir, son genotoxicas mediante
clastogénesis.

La presencia ds 3poptosis y
necrosis, sefiala que las tres
Casiopeinas son  citotoxicas.
Donde la apoptosis €3 I3 musrts
celular mas frecuente.

Las Casiopeinas Igly y 1il4-3
inducen decremento significativo
del IDN, Jo gue confirma su
capacidad citostatica.

Se implementd y estandarizo la
técnica de FISH, en cultivos de
linfocitos humanos in witro, en €l
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Mutogéenesis, de 1 FES-
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Abstract

effects of  the

The
Casiopeinas Igly, ligly and llI-I-a

genotoxic

were analysed by measuring
micronucleus (MN), nucleoplasmic
bridges (NPBs) and nuclear buds
(NBUDs). The cytotoxic effects were
analysed by measuring cell death
(necrosis and apoptosis). The present
results indicate that Casiopeinas are
genotoxic and cytotoxic, to cultured
isolated human lymphocytes, adding
treatment after 44 h of cultures
initiation, at all treatments compared

with the negative contol.

Introduction

The family of bioinorganic compounds
called "Casiopeinas™ {Cu(N-N) (N-
0)} NO3 6 {Cu(N-N) (O - O)} of mexican
origin, have been considered as a
chemotherapeutic alternative for
treatment of cancer. The Casiopeinas
Igly, ligly and Ill-l-a are the most
promising because have exhibited
greater antineoplastic potency and low
toxicity [1, 2, 3, 5].

Obijectives:

Establish the genotoxic damage and
determine the origin of micronucleus of
Casiopeina Igly, ligly ll-l-a, in the
cytokinesis-block micronucleus (CBMN)
assay for isolated human lymphocyte.

Method:
Human lymphocytes culture.
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Discussion

The Casiopeinas Igly, ligly and lll-I-a
induced a significantly increased
(p<0.05) in the porcentaje of MN, NPBs
and NBUDs, which is a manifestation of
alterations in the genetic material. Also
was observed a significant increase
(p<0.05) of apoptotic and necrotic cells.

These events are probably due to
reactive oxygen species (ROS) formation
induced by Casiopeinas, or to theirs
interaction with DNA, specifically to
adenine [6, 1, 4].

They did not show cytostatic effect in
these conditions (results not shown).
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Results of bridges and nuclear buds
indicate that micronuclei induced by
Casiopeinas may be the result of
clastogenesis more than of aneugénesis.

Conclusion

According to the results the three
compounds are genotoxic, cytotoxic

and clastogenic.
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La colchicina es un alcaloide (Fig.1) derivado del azafran ; \—’*_‘———_—

silvestre (COLQUICO) y utilizado como planta medicinal para el

tratamiento de la gota desde la época de los antiguos egipcios. : " :._:’, i 2 05 OIS B e Mt vt
(1] -“":'.-'"'-'.
- STl
Especie: Colchicum automnale. 3 t’.: < ;:- .
Nombres: Célquico de otofio, Azafran de los prados. Narcizo de % . .z .z
ew < é % : Discusién y conclusién.
otofio (Fig. 2) — i s
Familia: Liliaceas
Lugar de origen: Prados, terrenos herbaceos, bosques 05 misangre en S mi de RPMI-1640 . X 7203 2 37'C 21500 1om Los datos en todas las concentraciones fueron estadisticamente
abiertos. Centro y Este del Mediterraneo hasta Grecia, por el ltvado 0:257 mi M. - significativos (p < 0.0005), comprobados a través de x2 (con

Norte hasta las Islas Britanicas. }‘?K correccion de Yates) por lo que podemos decir que la colchicina

es genotéxica ya que induce una gran cantidad de MN, conforme

Longevidad: perenne
aumenta su concentracion.

Altura: Hasta 15 cm

Floracién: Finales de verano-principios de otofio.
Los resultados obtenidos (Fig. 4 y 5) nos muestran una tendencia

clara de dosis-respuesta. confirman lo encontrado en la literatura
que nos dice que la colchicina es un potente inductor de dafo
genético indirecto [4] como nos muestra [3] el efecto aneugénico
ser4 directamente proporcional a la dosis. (Fig. 6)

La colchicina es un compuesto que inhibe el reparto de los
cromatidas de un cromosoma durante la mitosis, evitando la
poliploidia de la célula filial, ya que aunque no haya separacién,
si hay duplicacion del material genético. Por lo tanto, detiene o
inhibe la division celular en metafase (Fig. 3) o en anafase. [2]
Se comprobé que la colchicina es un potente agente aneugénico
en las concentraciones utilizadas respectivamente en este trabajo
Objetivo experimental y de estq Aforma se logro estgbleoer !a_l curva dosis-
Evaluar el dafio genotéxico indirecto en linfocitos humanos in Resultados. ;serﬁjg?r:iac:)ar:nselgsut;l::::o:o :‘: ﬂ‘thg'ggefos'::fog;,?;eﬁz
vitro tratados con colchicina en concentraciones de 0.02, 0.03 Citogenética y Mutagénesis de la FES-Zaragoza.

y 0.04 pg/ml mediante el ensayo de microndcleos in vitro con

blogueo de la citocines (MNBC), para ser utilizada como testigo
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SOLEDAD, ROLDAN REYES ELIA.

POR SU PARTICIPACION CON LA PRESENTACION DEL TRABAJO LIBRE: YEMAS NUCLEARES Y MUERTE
CELULAR EN LINFOCITOS HUMANOS in vitro TRATADOS CON CASIOPEINAS Igly, IIgly Y III-I-a. EN EL
MARCO DEL VI CONGRESO DE INVESTIGACION EN LA FES ZARAGOZA.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
México, D.F. a 7 de Septiembre de 2010

ol 4T

CD. Alfredo S. Sinchez Figueroa

Director
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
E INVESTIGACION

OFICIO FESZ/DEPI/317/09

ASUNTO: Respuesta a su Invitacion a Taller

DR. SERGIO M. ALCOCER MARTINEZ DE CASTRO
SECRETARIO GENERAL DE LA UNAM

Presente.

FE6S-Qaragosa UNAIN

En respuesta al atento oficio SGEN/113/09 de la Secretaria General de la UNAM, que

en colaboracién con Scopus Elsevier, esta promoviendo el “Taller internacional para

autores/as de articulos cientificos” que se llevara a cabo en el auditorio “José Luis

Sanchez Bribiesca” de la Torre de Ingenieria el 24 de septiembre del afio en curso de

11:00 a 13:30 horas, la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion propone a

los siguientes académicos, para que asistan al mismo:

e Dra. Elia Roldan Reyes

e Biol. Soledad Guevara Chavez

e Dra. Maria del Carmen Garcia Rodriguez

e Dr. Victor Manuel Mendoza Nufez

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Atentamente

"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
México, D. F., 21 de septiembre de 2009

EL JEFE DE LA DIVISIQN

DR. v

Pa
VJHA arr*

—7

TEJ. HERNANDEZ ABAD
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