N Tl

<L
SN,
sad. POR M .,I.'"“
bu\
0 b
%
D

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

CARRERA DE BIOLOGO

“Evaluacion del dafio genotéxico provocado por la Cas III-Eay
efecto en varios 6rganos de raton macho Cepa CD-1”

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

BI1 OLOGDO

PRESENTA:

ALFONSO OSIRIS CAMARGO SANCHEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. MARIO AGUSTIN ALTAMIRANO LOZANO

Mexico, D.F. Septiembre de 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



"Nuestra recompensa se encuentra en el esfuero y
no en el resultado. Un esfuero total es una
victoria completa.”

Mahatma Gandhi



http://www.frasedehoy.com/call.php?file=autor_mostrar&autor_id=337

Dedicatoria.

A mi papa por siempre apoyarme, por darme lo mejor de si, por tantos consejos, que me das,
por todas las risas que me provocas, por todo tu tiempo, por todo el amor que sé que me
tienes y que aunque no te lo diga es reciproco, y eres un pilar fundamental de lo que ahora
s0y Gracias Quique. Te quiero mucho papa, espero dures mucho tiempo a mi lado.

A mi mamita, gracias por siempre estar preocupada por mi, por siempre tratar de que no me
falte nada, por siempre tratar de apoyarme en mis decisiones aunque sé que a veces son muy
desatinadas, por siempre preguntar como me estoy, y aunque nunca te lo digo, te quiero
muchisimo, mds de lo que te imaginas mami, espero que al igual que mi papa dures muchos
muchos afios mds. Gracias por existir PAPIS.

A mi hermano, porque aunque no nos llevamos como los grandes amigos, compartimos
muchas cosas en comin y empezamos a entendernos y luchar juntos, Gracias Alex por el
apoyo que me das, también te quiero aunque nunca te lo diga.

A mis hermanos adoptados, Carlos (chopo), Victor (Miguel Angel), y Adridn (Choker), por
siempre estar disponibles, por los momentos alegres y tristes que compartimos y sequiremos
compartiendo, por darme su amistad incondicional, espero jamds separarnos los quiero.

A mis amigos; Cesar por tantas conversaciones en el salon, por las fiestas que terminaban en
pldticas de quien sabe que, por los consejos, a Mitzi por pasarme las tareas, hacer mis
trabajos, por darme consejos, por ser tan enojona por todos esos momentos chistosos gracias
Pisto, a Raul por siempre hacerme reir, por ayudarme cuando no entendia, por siempre ser
honesto gracias Piruja, a Vero, Mari, Roberto, porque siempre me hacen reir y siempre estdn
cuando los necesito gracias, a Miriam por ayudarme con mis experimentos, por hacer que
casi repruebe IBM por ayudarme en mis experimentos del labo, a Destroyer pues por ser tan
aventado por decir lo que piensas aunque sean perversiones y por cuidarme cuando me
querian violar jajaja, a Victor por todas las aventuras que pasamos y los conciertos que
fuimos, A Ivette por ser tan fresca y tan borracha jajaja.



Agradecrimientos.

Al Dr. Mario Altamirano, por aguantarme tanto tiempo, por el tiempo que me dedico,
aunque tenia mil ocupaciones, por la excelente persona que es, por los excelentes convivios
que tuvimos.

Al Dr. Juan José Rodriguez Mercado, por sus criticas, aunque a veces en el momento no las
tomaba a bien, por ser una persona que le gusta compartir su conocimiento y por aceptar ser
mi sinodal.

A los miembros del jurado.

EL Presidente: M. en C. Carlos Bautista Reyes.
Vocal: Dr. Mario Altamirano Lozano.

Secretario: M. en C. Raul Zavala Chavero.
Suplente: Biol. Carlos Martinez Montoya.
Suplente: Biol. Juan José Rodriguez Mercado.

Por su valioso tiempo, por sus criticas y sugerencias.

Al Bidl. Rodrigo Anibal Mateos Nava, por siempre tratar de que entendiera lo que estaba
haciendo, también porque pudimos llegar a entablar una amistad.

A Paula Garcia Zamora, por ayudarme en todos mis experimentos, por ser siempre una
persona ecudnime y por lo que alguna vez compartimos.



indice.
L B 13 6 10 1o o1 3 TP |
R 78 T 1
A £ 1] 1 e 3
1.3.- Clasificacion de 10s tUMOLES CANCELIOSOS uuuuruerrerreerernereiessersersensessessiensensesensnesesdd
1.4.- Causas del CANCEL . iiiiuiitiii ittt n e ettt et ene e eeeeenaesessD
BT B 71720 0T (S 1o L 7
1.6.- Farmacolo@ia. .eu.eiueiieeininiiiiiiiiiiieiiiiri it e e eraer e tere et e e e e e e 10
1.7.- Desarrollo farmacolOgiCOmeeeenrertertiitiiiiieeeieiieiieiienieniesienaeraeraersenmenensenasnsenidl
1.8.- ENsayos cliNiCOS.cueerueiitiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienieeiecinenieennensenaseeaeenndd
BT 1 3 P 15
B T (5o o e 15
1,11 .- CasiOPEINaS. s euueeeeeteeteiteittittietiiteeateeiteetriteeaeeeateesaeeisesssesnssenseenssansnns 17
1.12.- Casiopeina IIT-Eauueeetiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciecienienieeneennecnaeeneeense s 19
1.13.- Electroforesis Unicelulat en gelivveveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininininnnennn .20
IL.- JUSHHfICACION. cuuiiiii i e 22
IIL- ObJetiVOS.cu e iuutinniin ittt ittt ettt ittt tseeseeateeaeetaeetnetneeneennennes 23
3.1.- ODbjetivos PArtiCULALES uesceserrtrrerrerterteiieeiieieiieiieeieeieeieeieiisiiseisessensensensensenseild
L o 10T T T2
T 3 B Y 1o T o /1.
5.1 ANIMAlES. e iuintiintiiii i e e e 25
5.2.- Sustancias Quimicas ¥ TratamientoS..eeeeeeeieerirerieeieeierieerieeeieerineeinesiseenseeneennn2d
oG T 8§ o T 1

Lo Yoo s b & U Lo J O . ¢



5.5.- Prueba de Viabilidad ..oovvvieiinniiiiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e a0 20
5.6.- Electroforesis Unicelular Alcalina en Gel vovvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniininneennn 27
5.7.- Andlisis eStadiSHCO vevvrerrrerineiieiriuiireiiieiieiineiiniiiaeireeireceneesnecssecsnessscsneessenn28
B8 B 2T 5 T 1o 29
VL DISCUSION teeeinniiintiiitttiiittiiietiiitttitiettiiatttiaetsetaeseiastsessesssnsesissesssnsesssaesssnsessnans 47
VIIL.- CONCIUSIONES weevvnniinniiniiiniiiiiiiiiitiiieiiieiieiitiinetineeraternteseessecenesssessssesseenssessD0

D 2 TS (S =5 1 Vo3 1 P . ¥ 4



I.INTRODUCCION

1.1. CANCER.

El termino cancer deriva del latin cancrem, cangrejo, que a su vez procede
del griego carcinos, cangrejo de mar, por las similitudes de crecimiento exceéntrico,
como las patas de un cangrejo. Aunque suele admitirse que los términos tumor y
neoplasia son sinénimos de cancer, lo cierto es que deberian seguirse del adjetivo

maligno para diferenciarlos de los tumores y neoplasias benignos.

La existencia del cancer se conoce desde la antigliedad y asi en los viejos
manuscritos de Egipto y de la India. A pesar de estos antecedentes historicos ha
sido preciso llegar al ultimo tercio de del siglo XX para que se pueda entender los
mecanismos moleculares que suceden en la transformacion de células normales en
neoplasicas. Asi como también para poder desarrollar tratamientos. Tan solo
recientemente la sociedad ha tomado conciencia del terrible impacto que supone la
elevada frecuencia y mortalidad del cancer (Diaz y Garcia, 2000); incluso en los

paises occidentales es la segunda causa de muerte (William et al., 2006).

A nivel mundial, el cancer es la primera causa de mortalidad. En 2007,
fallecieron en el mundo por alguna neoplasia 7.9 millones de personas que
representan 13% de las defunciones generales. Se observa que en México, al igual
gue en el plano internacional, existe un incremento en los casos de cancer (INEGI,
2010).

De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, se
espera que las muertes por neoplasias sigan en aumento y alcancen 12 millones de
casos para 2030 (OMS, 2010).

La enfermedad cancerosa, es como cualquier otra, es el resultado de la
interacciéon de un agente causal y la reacciébn viva del organismo. Es una

enfermedad crénica evitable, curable en un elevado nimero de casos, con una



historia natural que se aparta de los modelos habituales de las enfermedades
agudas (Senra, 2002).

El cancer es una enfermedad que ataca los procesos basicos de la vida de
la célula, alterando en casi todos los casos el genoma celular y dando lugar a un
crecimiento indomito y diseminado de las células afectadas. La causa de la
alteraciéon del genoma es la mutacién de uno o mas genes o en algunos casos, la

adicion o pérdida de grandes segmentos de cromosomas (Guyton, 1984).

Solo una fraccion minima de las células que mutan en el organismo causa
alguna vez cancer (Guyton, 1984). Solo se necesita el azar para que se lleven a
cabo las mutaciones, de tal forma que debemos suponer que un gran nimero de

canceres resulta simplemente de un hecho desafortunado (Guyton, 1984).

No obstante, la probabilidad de mutaciones puede aumentar varias veces cuando
una persona se expone a ciertos factores quimicos, fisicos o biolégicos (Guyton,
1984).

Las células cancerosas se multiplican en forma desordenada e incontrolada y
forman tejidos inutiles que desplazan y destruyen a las células normales. Solo las
células cancerigenas se pueden desprender de un tumor maligno y entrar al
sistema circulatorio o al sistema linfatico. Esa es la forma en que el cancer se
expande desde el tumor original (primario) hasta formar nuevos tumores en otras
partes del cuerpo. Esta expansion del cancer se denomina metastasis (Guyton,
1984).

Todas las células cancerosas comparten dos propiedades fundamentales: (1)
crecimiento y proliferacion celular anormal, y (2) anormalidades en las restricciones
gue evitan que las células se propaguen e invadan otras partes del cuerpo
(metéastasis) (William et al., 2006).

La mayoria de la mortalidad relacionada con el cancer es a causa de la
metéastasis de las células tumorosas originales hacia sitios distantes del tumor inicial

0 primario.
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Generalmente, el desarrollo de un cancer comprende muchas etapas, cada
una de las cuales esta gobernada por mdultiples factores: algunos de ellos son
dependientes de la constitucion genética de los individuos, otros son dependientes
de su entorno y su modo de vida. Por lo tanto cambiando nuestro medio ambiente o
nuestros habitos podemos, en principio, ser capaces de reducir notablemente
nuestra posibilidad de desarrollar casi cualquier tipo dado de cancer (Alberts et al.,
1996).

1.2.- METASTASIS.

La capacidad de las células tumorales para diseminarse y formar metastasis
en lugares diferentes al tumor primario puede considerarse como una de las fases
de la progresién tumoral, aunque probablemente contindan produciéndose cambios
genéticos en el tumor primario y en sus metastasis a medida que siguen creciendo.
(Rubin, 2003).

La mayoria de la mortalidad relacionada con el cancer es a causa de la
metastasis de las células afectadas originales hacia sitios distantes del tumor inicial

0 primario.

La metéastasis es un proceso por el cual las células cancerosas migran a
través del cuerpo. La cascada metastatica se refiere a una serie de pasos
secuenciales en los cuales las células del tumor migran desde la masa tumoral,
entran en un compartimiento por ejemplo, vasos sanguineos o linfaticos, para ser
transportadas, salen de las circulacién y proliferan en un sitio secundario (Schwab,
2001).

El proceso de metéstasis puede dividirse en diferentes fases que incluyen

e Salida del tumor primario hacia la circulacién.
e Supervivencia a la circulacion.
e Llegada a la nueva localizacion.

e Salida de la circulacion.
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e Migracién hacia el espacio intersticial en la nueva localizacion e inicio

del crecimiento.

Esto va seguido por el inicio de la formacion de nuevos vasos (angiogénesis)

para proporcionar nutrientes a la masa tumoral en crecimiento (Rubin, 2003).

1.3.-CLASIFICACION DE LOS TUMORES CANCEROSOS.

Es fundamental establecer una clasificacion tumoral que se base en aspectos

anatomicos e histolégicos (Rubin, 2003).

Muchos comités nacionales e internacionales tratan de elaborar una
nomenclatura estandar. El principal problema reside en evitar la excesiva

complejidad en las descripciones que pudieran limitar su uso clinico (Rubin, 2003).

Las dos principales agencias implicadas en la clasificacion de las
enfermedades tumorales son el Comité Americano para el Cancer y la International
Union Contra el Cancer (Rubin, 2003).

Los tumores se clasifican segun
» Clasificacion histopatologica.

Las dos caracteristicas principales son el tipo de tumor y el grado de

malignidad del tipo dominante.
» Tipo histoldgico.

La importancia de diferenciar el tipo histopatolégico de un cancer se establece
facilmente con los ejemplos de las neoplasias ovaricas y testiculares. Ya que los
dos requieren de un tratamiento diferente y el pronéstico es muy diferente entre

estas dos neoplasias.
» Grado de malignidad.

El grado de malignidad suele ser mas importante que el tipo en cuanto a

prondstico.



» Clasificacion anatémica por estadios.

Pierre Denoix introdujo en 1944 el sistema tumor, ganglios, metastasis (TNM),

varios autores han afladido numerosas variaciones:
TNM

e Categoria T Segun extension o tamafio del tumor primario.
e Categoria N Indica el estado de los ganglios linfaticos regionales.

e Categoria M Indica la presencia de metastasis a distancia.

» Tumores segun el tejido del que derivan.

e De origen epitelial (carcinomas): Carcinoma escamoso 0 epimoide,
carcinoma  basocelular, carcinoma  transicional, melanoma,
adenocarcinoma, hepatocarcinoma, coriocarcinoma, seminoma,
carcinoma adenoescamoso, etc.

e Tumores de origen mesenquimal (sarcomas): leucemias, linfomas,
mieloma, fibrosarcoma, liposarcoma, osteosarcoma, condrosarcoma,
leisosarcomara, rabdomiosarcoma, tumores maligno neuroendocrino,
linfagiosarcoma, etc.

e Otros tumores malignos: Existen tumores de origen desconocido, como

el tumor Edwing u otras formas mixtas.

1.4.- FACTORES CAUSANTES DE CANCER.

Las teorias de la carcinogénesis explican todos los casos por los siguientes

factores

Es debida a una serie de factores exdgenos: agentes quimicos (mas del 90%
de los casos), agentes fisicos y agentes biolégicos (Senra, 2002). Algunos de ellos
son los siguientes: 1) Se sabe bien que la radiacion ionizante como los rayos X y
gamma, y las emanaciones de substancias radiactivas, e incluso la luz ultravioleta,

pueden predisponer al cancer, 2) Las substancias quimicas de ciertos tipos también



tienen gran propensién a causar mutaciones (Guyton, 1984), 3) Biolégicamente se
han relacionado causalmente con el cancer una serie de bacterias y virus. Los
agentes virales no son capaces de producir un cancer por si mismos, requieren una
segunda infeccién previa o posterior por otro virus o la actuacion de un segundo

agente quimico o fisico (Senra, 2002)

Hay unos factores endd6genos muy importantes en el desarrollo de la

enfermedad cancerosa

e Factor hereditario en los tumores malignos. En muchas familias hay una gran
tendencia hereditaria al cancer. Ello se debe probablemente a que la mayor
parte de las neoplasias necesitan no solo de una mutacion sino de dos o tres
mutaciones antes de que ocurra el cancer (Guyton, 1984). Aunque este
factor afecta a menos del 5% de todos los casos de cancer observados en
nuestro pais y cuya frecuencia relativa es cada vez menor (Senra, 2002). La
vasta cantidad de experimentacion realizada en este aspecto de las
neoplasias, principalmente en ratones, ha demostrado que la produccion de
un tumor por una sustancia reconocida como carcinégena depende de la
relatividad susceptibilidad no solo individual, sino del 6rgano o del tejido en
cuestion. La susceptibilidad o la falta de ella, es transmitida de una
generacion a la siguiente. Por ejemplo, ciertas lineas de ratones son
altamente susceptible al carcinoma de la piel, pero resistentes a otros tipos
(Hilton et al., 1962).

e Factor inmunitario, que nos explica la mayor frecuencia de tumores malignos
en los individuos trasplantados que son tratados con sustancias que le
suprimen la inmunidad y en los enfermos de SIDA.

e Factores hormonales, especialmente en el grupo de tumores
hormodependientes: cancer de mama, adenocarcinoma de endometrio,
cancer de préstata y otros.

e Factores nutritivos. Doll y Peto publicaron unas estimaciones segun las
cuales podia atribuirse a la dieta el 35% de todos los canceres (Diaz y



Garcia, 2000). La abrasién continua de los recubrimientos del tubo intestinal

por algunos alimentos es causa de cancer (Guyton, 1984).

El hecho de que una infeccion viral pudiera promover una neoplasia fue
sospechado ya en principios del siglo (Diaz y Garcia, 2000). En animales de
experimentacion algunos virus pueden causar ciertos tipos de cancer, incluyendo
leucemia (Guyton, 1984).

Los paréasitos merecen alguna atencibn como agentes productores de
irritacion que puede generar una neoplasia. Como por ejemplo, la bilarciasis, mejor
como conocida como esquistosomiasis (Schistosoma hematobium), ha sido
considerada como causa de carcinoma en la vejiga humana (Hilton et al., 1962).

1.5.- TRATAMIENTOS.

Clasicamente ha sido el cirujano primero y el radioterapeuta después los que se
han encargado del tratamiento del enfermo neoplasico (Diaz y Garcia, 2000, Lewis
et al., 2004).

El principio terapéutico basico es curar al paciente con la menor afectacion
estructural y funcional. La decision sobre lo radical que deba ser el tratamiento se

determina por una combinacion de factores (Rubin, 2003)

e Agresividad del cancer.

e Prediccion respecto a su diseminacion.

e Morbilidad y mortalidad del procedimiento terapéutico.
e Tasa de curacion del tratamiento planeado.

e Latasa o ventana terapéutica.

La cirugia es el tratamiento més antiguo del cancer y hasta fechas recientes fue
la Unica modalidad terapéutica de la enfermedad. El tratamiento quirdrgico del
cancer ha cambiado de forma espectacular en las ultimas décadas. Los avances en

la técnica quirurgica y anestésica, asi como la mayor comprension de la biologia del



cancer, han proporcionado a los cirujanos las bases para efectuar resecciones

quirdrgicas a un mayor numero de pacientes (Celorio et al., 1986).

Las células cancerosas pueden ser extirpadas quirdrgicamente o destruidas con
agentes toxicos o radiacion, pero es dificil erradicarlas todas y cada una de ellas. La
cirugia raramente puede descubrir todas las metastasis, y los tratamientos que
matan las células cancerosas generalmente también son téxicos para las células
normales. Ademas con que queden unas cuantas células cancerosas pueden
proliferar y producir un resurgimiento de la enfermedad; a diferencia de las células

normales, pueden desarrollar resistencia a los téxicos utilizados en su contra.

HORMONOTERAPIA

En 1896, Beatson demostro la eficacia de la castracion en un cancer de mama
metastasico de una mujer premenopausica (Diaz y Garcia, 2000). Desde entonces
se sabe que las hormonas gobiernan la vida el crecimiento y la muerte de los tejidos

y tumores hormonodepedientes.

TRATAMIENTO BIOLOGICO

El tratamiento puede ser eficaz solo o en combinacion con cirugia, radioterapia
y quimioterapia. El tratamiento biolégico o tratamiento modificador de la respuesta
bioldgica, consiste en agentes que modifican la relacién entre huésped y el tumor, al
alterar la respuesta biologica del huésped a las células tumorales. Los farmacos
biolégicos afectan la respuesta huésped-tumor de tres maneras: 1) tienen efectos
antitumorales directos; 2) restauran, aumentan o modulan los mecanismos del
sistema inmunitario del huésped y 3) tienen otros efectos biol6gicos como la
interferencia con la capacidad de las células cancerosas para metastatizar o

diferenciarse (Lewis et al., 2004).

TERAPIA GENICA

En los dltimos afos, el trasplante células progenitoras, como forma de rescatar
el sistema hematopoyético, ha pasado de ser un tratamiento experimental, en

pacientes sin otra alternativa terapéutica, a ser el tratamiento de elecciones en



algunas enfermedades neoplasicas y no neoplasicas. Los avances en el
conocimiento de la biologia del trasplante asi como de las mejoras en el tratamiento
de soporte (transfusiones, nutricion, antibidticos) han disminuido la mortalidad y
morbilidad del trasplante, lo que se ha traducido en un aumento exponencial en el

namero de trasplantes de células progenitoras realizados (Diaz y Garcia, 2000).

Ademas del trasplante de células hematopoyéticas a partir de un donante
compatible (trasplante alogénico), el tratamiento con dosis altas de quimioterapia
seguidas del trasplante autologo de progenitores (infusion de las propias células del
enfermo) ha ocupado en lugar relevante como terapia de enfermedades
hematolégicas (linfomas, leucemias, mielomas) y mas recientemente en neoplasias

como el cancer de mama, ovario o los tumores germinales (Diaz y Garcia, 2000).

RADIOTERAPIA

Se ha definido como una especialidad médica, orientada al empleo de los
tratamientos con radiaciones y terapéuticas asociadas (De Las Heras, 2008). El
objetivo es el empleo de las radiaciones ionizantes en el tratamiento de enfermos

con cancer.

QUIMIOTERAPIA

El uso de quimicos como tratamiento sistémico para el cancer ha ido
evolucionando durante las ultimas décadas (Lewis et al., 2004). La quimioterapia es
la principal forma de tratamiento de la enfermedad maligha diseminada y tiene un
papel muy importante en el tratamiento de determinados tumores clinicamente
localizados (Diaz y Garcia, 2000). Los farmacos antineoplasicos se pueden
clasificar en familias en relaciéon a su actividad bioguimica o a sus origenes. Otra
clasificacion de los agentes quimioterapéuticos se basa en su actividad sobre el

ciclo celular.

Una gran parte de la investigacion clinica sobre el cancer se centra en el
problema de como matar selectivamente las células cancerosas. En su mayoria, los
métodos actuales aprovechan diferencias relativamente sutiles existentes entre las

células normales y las neoplasicas con respecto a su velocidad de proliferacién, a



su metabolismo y a la sensibilidad a la radiacion: estos métodos tienen efectos
toxicos. Algunos tipos de células cancerosos son especialmente vulnerables al
ataque selectivo porque dependen de hormonas especificas o porque sus
superficies tienen caracteristicas quimicas no usuales que pueden ser reconocidas
por anticuerpos. Sin embargo, en general el progreso en el dificil problema de la

selectividad anticancerosa ha sido lento (Alberts et al., 1996).

En México, existe una necesidad creciente por dar servicio a la demanda de
salud en pacientes con problemas de cancer. El costo de la quimioterapia como
tratamiento primario o adyuvante hace, en ocasiones, inaccesible la opcién a un
gran numero de pacientes con las consecuencias éticas que esto implica (Ruiz-

Azuara y Gracia-Mora, 2006).

1.6.-FARMACOLOGIA.

El desarrollo de la quimica permitié la obtencion de sustancias puras de forma
mas o menos frecuente durante el siglo XIX. El desarrollo de la metodologia
cientifica en las ciencias médico-biolégicas hace inevitable que un grupo de
investigadores centrara su atencion en coOmo estas sustancias quimicas podian

alterar el funcionamiento de los procesos biologicos (Bafios y Farre, 2002).

El campo central de la farmacologia es entender la relacion entre la
interaccién del medicamento con el objetivo molecular, los efectos acumulativos la
y interaccién con la célula (Rahman y Kauffman, 2004). El trabajo que se ha venido
desarrollando desde hace 40 a 50 afios son los acercamientos computacionales
gue permiten la prediccion del comportamiento de un organismo a la exposicién de

una droga.

La farmacocinética y la farmacodinamia proveen poderosos e instructivas
herramientas particularmente elucidando aspectos importantes de la farmacologia

humana (Rahman y Kauffman, 2004).

El conocimiento de la farmacocinética reviste una importancia extrema para el

desarrollo de farmacos, tanto para entender las pruebas preclinicas de toxicidad



como el campo de la farmacologia animal (Rang et al., 2008). Para el clinico, los
conocimientos necesarios de la farmacologia deben enmarcarse en el contexto de
la relacién dosis-respuestas para que €l o pueda aplicar racionalmente la

farmacoterapia 6ptima para la prevencion el tratamiento de la enfermedad.

Cuando se considera la relacion dosis-respuesta en el organismo, la
farmacocinética ofrece, en lugar de la dosis un perfil de concentracion que
proporciona una estimacibn mas precisa de la cantidad de farmaco que esta
disponible para entrar en los tejidos y por tanto interactuar con el huésped a nivel

del receptor (Rahman y Kauffman, 2004).

Los analisis farmacocinéticos de tiempo-concentracion proveen datos Utiles y
algunas veces datos cruciales durante el desarrollo de drogas oncoldgica. Los
modelos de farmacocinética y farmacodinamia tienen un potencial importante en el

desarrollo de drogas oncoldgicas (Karlsson et al., 2005).

1.7.-DESARROLLO FARMACOLOGICO.

Una vez que se identifica en el laboratorio una droga candidata, inician afios de
investigaciones. Este proceso comienza con pruebas de laboratorio y estudios
sobre animales para evaluar su seguridad y demostrar que tiene actividad biologica

sobre la enfermedad objetivo.

El objetivo del desarrollo preclinico es satisfacer todos los requisitos que se
deben cumplir antes de que un nuevo compuesto se considere listo para ser
probado por primera vez en seres humanos (Rang et al., 2008). Estos requisitos

pertenecen a cuatro categorias:

e Pruebas farmacoldgicas, para comprobar que el farmaco no produce ningan
efecto agudo potencialmente peligroso o grave evidente, como
broncoconstriccién, arritmias cardiacas, modificaciones de la presién arterial,
ataxia, etc. Esto se denomina farmacologia de seguridad.

e Pruebas toxicoldgicas preliminares, para evaluar la toxicidad y determinar la

dosis no toxica maxima del farmaco (a menudo cuando se administra



diariamente durante 28 dias y se comprueba en dos especies). Ademas de
comprobar de forma regular la posible pérdida de peso o de cualquier otro
cambio, los animales de experimentacion se examinan de forma minuciosa,
tras su sacrificio al final del experimento, en busca de datos histolégicos o
bioquimicos de lesion tisular.

e Pruebas farmacocinéticas, como estudios de su absorcion, metabolismo,
distribucion y eliminacion en animales de laboratorio.

e Desarrollo quimico y farmacéutico, para valorar la viabilidad de la sintesis y
la purificacion a gran escala, la estabilidad del compuesto en diversas
condiciones y el desarrollo de una formulacién adecuada para los estudios

clinicos.

La presencia de efectos farmacoldgicos in vitro o in vivo forman la base
racional para considerar que un farmaco probablemente tenga algun beneficio
terapéutico. Dichos datos son necesarios antes de investigar un nuevo farmaco en
humanos, porque siempre existe algun riesgo para los pacientes en ensayos

clinicos (Page, et al., 1998).

Aproximadamente la mitad de los compuestos considerados candidatos a
farmacos fracasan durante la fase de desarrollo preclinico (Rang et al., 2008).

El trabajo de desarrollo no clinico continua durante un periodo de ensayos
clinicos, durante el cual se tienen que generar muchos mas datos, sobre todo en
relacion con la toxicidad a largo plazo en animales. Si se busca un farmaco para
uso clinico prolongado, los estudios clinicos se deben ampliar hasta 2 afios. (Rang
et al., 2008).

Las pruebas preclinicas clave incluyen farmacocinética, que es el estudio de
cdmo se mueve la droga sobre organismos vivos. Los cientificos investigan cuatro

procesos clave: absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion.



Principios activos

Descubrimiento
2-10 anos)
:} Pruebas preclinicas
’ (pruebas dc laboratorio y en animales)

Fase | : ; :
(20-80 voluntarios sanos - Dosis + seguridad)

:] Fase 1l (100-300 voluntarios ~
Eficacia + efectos secundarios)
: Fase [l (1.000-3.000 voluntarios -
ADR - Largo plazo)
I: Ministerio de Sanidad y Consumo.
Revisién y aprobacién.
| I I I l I I | |

0 2 Rl 6 8 10 12 14 16

Anos

Figura 1. Etapas de descubrimiento y desarrollo de las drogas (Mattei et al., 2001)

1.8.-ENSAYOS CLINICOS.

Los ensayos clinicos empiezan después de que se hayan generado datos
suficientes para justificar las pruebas de un nuevo farmaco en humanos. Las tres
fases de desarrollo farmacoldgico se indican como fase |, fase Il, fase Il (Page et
al., 1998).

Fase | — indica los primeros estudios en humanos, que se efectian bajo una
supervision muy estrecha y son habitualmente estudios a simple ciego para
encontrar la dosis mas baja que no pueda ser tolerada por su toxicidad inaceptable
(Page et al., 1998).

Los ensayos en fase | se realizan en un pequefio grupo de voluntarios sanos
(normalmente entre 20 y 80 sujetos) y su objetivo es comprobar varios factores
(Rang et al, 2008), tales como seguridad, tolerabilidad y propiedades

farmacocinéticas. Los estudios de la fase 1 pueden tomar de seis meses a un afio.

Tradicionalmente, estos estudios se han realizado en sujetos sanos, pero
éstos estan siendo reemplazados de modo acelerado por el tipo de pacientes en los
que el farmaco seria eventualmente usado (Page et al., 1998).

Fase Il — Comienza después de que se haya definido el rango de dosis
tolerada. Estos estudios se llevan a cabo en pacientes para los que se considera



gue el nuevo farmaco puede tener un potencial beneficio. El propdsito principal es
acumular evidencias de que el farmaco presenta los efectos sugeridos por las
pruebas preclinicas. En ocasiones, el punto de referencia de las pruebas preclinicas
de la fase Il es el objetivo actual del tratamiento; en otras ocasiones se utiliza un
punto de referencia sustitutivo. Otros propdsitos de las pruebas de la fase Il son
definir la cinética de un farmaco y relacionar las concentraciones plasmaticas con
sus efectos. La influencia de las enfermedades renal y hepatica en la eliminacion de
farmaco también es investigada, y se explora la farmacocinética y las interacciones
farmacoldgicas del nuevo farmaco (Page et al., 1998). Los estudios de la fase Il se
efectdan en grupos de pacientes (normalmente entre 100 y 300) y estan disefiados
para valorar la eficacia en la situacion clinica y, en caso de confirmarse, determinar
la dosis que se debe emplear en los estudios en fase Il definitivos (Rang et al.,

2008). Los estudios de la fase Il pueden llevar entre seis meses y un afo.

Fase Il — Esta consiste en las pruebas clinicas definitivas que establecen la
eficacia y la seguridad de un nuevo farmaco. Cuando es posible, las pruebas son a
doble ciego, tomadas al azar y controladas. Son casi siempre de disefio paralelo.
Deben hacerse consideraciones estadisticas en cuanto al planteamiento del disefio
y el tamafio de todas las pruebas preclinicas, pero especialmente de las de fase lll,
de modo que puedan establecerse conclusiones validas cuando la prueba esté
terminada (Page et al.,, 1998). Generalmente realizados en forma de ensayos
multicéntricos en 1000 a 3000 pacientes, con el objetivo de comparar el nuevo
farmaco con las alternativas habitualmente utilizadas. Estos ensayos son muy
costosos y dificiles de organizar y a menudo tardan afios en completarse,
especialmente si el tratamiento estd disefiado para retrasar la progresion de una
enfermedad cronica (Rang et al., 2008).

Algunos autores incluyen una cuarta fase que son los estudios que
comprenden la vigilancia postcomercializacion obligatoria, disefiada para detectar
cualquier efecto adverso poco frecuente o largo plazo derivado de la utilizacién del
farmaco en el contexto clinico en muchos miles de pacientes. Tales

acontecimientos pueden implicar la limitacion de la utilizacion del farmaco en



determinados grupos especificos de pacientes o incluso la retirada del mismo.
(Rang et al., 2008).

1.9.- EL RATON.

La presencia de efectos farmacoldgicos in vitro e in vivo forman la base
racional para considerar que un farmaco probablemente tenga algun beneficio
terapéutico. Dichos datos son necesarios antes de investigar un nuevo farmaco en
humanos (Page et al., 1998).

El raton es un mamifero clasificado en el orden Rodentia, suborden
Sciurognathi. Existen tres grandes familias de ratén: Muridae, Cricetidae y
Platacanthomydae. ElI nombre taxondmico del raton de laboratorio es Mus

musculus (Sirois, 2005).

El ratén fue utilizado en estudios de anatomia comparada, pero la aceleracién
de la investigacion bioldgica en el siglo XIX, el renovado interés .en la genética y
las necesidades de un mamifero pequefio, economico, de facil alojamiento y
alimentacion fueron los instrumentos para desarrollar el moderno raton de

laboratorio (Altamirano, 1994).

Un gran numero de ratones se utiliza para bioensayos, realizacion de
pruebas de toxicidad, estudio de nuevos farmacos, estudios de microbiologia y
virologia (Altamirano, 1994).

1.10.- COBRE.

El cobre es un metal rojizo que se encuentra de forma natural en el suelo,
rocas, agua, sedimentos y, en niveles bajos, incluso en el aire. Su uso terapéutico
se conoce ya desde la época de Hipocrates, que prescribia compuestos de cobre
para enfermedades pulmonares. En el siglo XIX llega su utilizacion a su maximo
esplendor cuando se asoci6 su déficit con la aparicién de anemia resistente al hierro

en ratas con dieta exclusiva de leche (Bellido y A. de Luis, 2006). Su papel en la



nutricibn no se conoce hasta el afio 1996, cuando se describen ciertos trastornos

por falta de cobre en la dieta (Matarese y Gottschlich, 2004).

Los minerales son nutrientes que se obtienen de la dieta y, dependiendo de
Su presencia en el organismo, se clasifican en macroelementos, microelementos y

oligoelementos.

El cobre es un oligoelemento esencial es la dieta del hombre y se encuentra
presente en el organismo en 100 a 150 mg, y el 90% de esta cantidad se encuentra
en mausculos, huesos e higado (Bellido y A. de Luis, 2006). Es el tercero en el

contenido organico total después del hierro y del cinc (lllera et al., 2000).

Como el hierro, participa en la sintesis de la hemoglobina y es fundamental
para el desarrollo y mantenimiento de huesos y tejido elastico como tendones, tejido

conectivo asi como del sistema vascular (Bellido y A. de Luis, 2006).

La mayoria de sus funciones las deducimos de las reacciones que catalizan
las enzimas que contienen cobre (cuproenzimas) y otras de los sintomas

observados en los casos publicados del déficit de cobre (Bellido y A. de Luis, 2006).

Todos requerimos cobre para nuestros procesos vitales, a pesar de que su
presencia es distinta en cada 6rgano, dependiendo de la actividad que realice. A
excepcion del higado, que es donde se almacena, lo encontramos en mayor
cantidad y participando activamente en el corazon, cerebro, misculos y huesos.

Es una parte importante en muchas enzimas, incluida la tirosina, el citocromo
oxidasa y la aminooxidasa. El cobre esta involucrado en la incorporacion del fierro
en la hemoglobina (Carson et al., 1987), es decir, el componente mas importante
de los globulos rojos que se combina con el oxigeno en los pulmones y transporta a

este por el sistema circulatorio a todos los tejidos del cuerpo.

El cobre es un elemento esencial (Carson et al., 1987), esta envuelto en la
respiracion celular, defensa antioxidante, neurotransmisién, biosintesis de tejido
conectivo (Grillo et al., 2009). También se requiere para una eritropoyesis y

leucopoyesis adecuada, la mineralizacion del esqueleto, formacién de mielina,



funciéon inmunitaria, funcién cardiaca y regulacion de glucosa (Matarese y
Gottschlich, 2004).

La deficiencia de cobre es extraordinariamente rara debido a la naturaleza
ubicua del cobre en varios alimentos (Matarese y Gottschlich, 2004), pero se ha
descrito en lactantes y niflos que se recuperan de un estado de malnutricion con
dieta exclusiva de leche ya que tienen unos depdsitos hepaticos reducidos (Bellido
y A. de Luis, 2006). También se han descrito unas bajas concentraciones sericas de
cobre en pacientes que se hallan recuperandose de quemaduras mayores. La
deficiencia de cobre se caracteriza por anemia, neutropenia y trombocitopenia
(Matarese y Gottschlich, 2004).

La exposicion a dosis altas puede ser perjudicial. La exposicion prolongada a
polvos de cobre puede irritar la nariz, la boca, los ojos y causar dolores de cabeza,
mareo, nausea y diarrea. La ingestion intencionada de niveles altos de cobre puede
producir dafio del higado y los rifiones y puede causar la muerte (Bellido y A. de
Luis, 2006).

Investigaciones recientes arrojan evidencias de que los iones de cobre son
capaces de interactuar directamente con el nucleo de las proteinas y el ADN
causando dafo especifico (Grillo et al., 2009). Indirectamente puede intervenir en
reacciones Fenton-Haber-Weiss y producir dafio por la formacion de especies

reactivas de oxigeno.

1.11.- CASIOPEINAS.

En la busqueda de nuevos farmacos para combatir las enfermedades
neoplésicas con la finalidad de que su costo sea més accesible y el dafio provocado
al organismo sea el menor posible se han desarrollo una gran cantidad de
medicamentos. En la facultad de quimica de la UNAM, bajo la direccion de la Dra.
Lena Ruiz, se han disefiado un grupo de mas de 100 compuestos de coordinacion
agrupados en diferentes familias con centro metalico de cobre (Cu") de formula
general [Cu(N-N)(O-N)]JNO3; and [Cu(N-N)(O-O)]NOgs], analogos al cis-platino. El



desarrollo de nuevas series de medicamentos antineoplasicos de cobre llamados
Casiopeinas (formula general [Cu(N-N)(O-N)][NO3 and [Cu(N-N)(O-O)]JNO3; (Ruiz-
Ramirez et al., 1995).

Los compuestos han cubierto de forma mas que satisfactoria los requisitos de
actividad exigidos internacionalmente tanto in vitro como en modelos animales de
isotransplantacion y heterotransplantacion, una de ellas han cubierto casi en su
totalidad las pruebas preclinicas exigidas para el registro de un farmaco (Ruiz-
Azuara y Gracia-Mora, 2006).

El disefio de las moléculas fue basado en tres factores principales: Los
compuestos deben contener un metal esencial para disminuir la toxicidad; contener
guelatos a favor de la configuracién cis alrededor del ion de metal y una mezcla de
guelatos que tengan diferentes niveles de hidrofobia. Las Casiopeinas fueron
disefiadas para tener actividad antitumoral, basada en trabajos previos en cisplatino
y otros metales de transicion (Gracia-Mora et al., 2001) con propiedades

antineoplasicas.

La farmula generalde las Casiopeinas es:

[Cu [N-M} [N-0)]NO; &|[Cu (N-N) {O-0}]NO;

Dande:

[{MN-M) = Ligante del tipo diimina (fenantrolinas o bipiridinas substituidas)
{MN-0) = Ligante aminoacidatos o péptidos

{O-0) = Ligante donador (acetilacetonato o salicilalde hidato)

-9

Figura 2. Formula general de las Casiopeinas (Guevara, 2008)

El mecanismo de accion no ha sido definido completamente (Leal-Garcia et
al., 2007). Aunque el modo de accion de las Casiopeinas es en gran parte

desconocido se sugiere que la permeabilidad de la mitocondria puede ser



importante (Rivero-Mdiller et al., 2007). A pesar de que las casiopeinas representan
una opcion para el tratamiento oncolégico, los complejos estudiados de esta familia
han mostrado tener actividad citostatica citotoxica (Bocanegra y Altamirano, 2006)

en células sanas.

1.12.- CASIOPEINA III-EA.

Las Casiopeinas inducen diferentes grados de dafio genético como
inicialmente se sugiri6 por antecedentes preliminares de varias casiopeinas
(Alemon et al., 2007).

Actualmente la Cas lll-Ea es la mas genotdxica seguida por la Cas Igly y
finalmente la Cas llI-Ha. La Cas llI-Ea tiene un pequefio sustituyente alcali mientras

gue los otros dos tienen grupos fenilo aromaticos (Alemon et al., 2007).

La Casiopeina llI-Ea induce un gran namero de células con dafio al DNA
(Alemoén et al., 2007). Es importante hacer notar que la Cas lll-Ha y la Cas lll-Ea
tienen acetilacetonato, pero debido al pequefio sustituyente en la diimina se forma
un donador que puede ser capaz de participar en reacciones redox (Alemon et al.,
2007). H.C

CH 4

O/Cfu\

]
/Ii\/jl\
Cas III-Ea

Figura 3. Estructura de la Casiopeina lll-Ea (Tovar-Huerta et al., 2006)

Aunque existen una gran cantidad de trabajos realizados alrededor de los

efectos provocados por las casiopeinas en modelos in vitro como en modelos aun



falta gran parte para poder dilucidar los mecanismos de accién de las casiopeinas y
en particular de la Cas Ill-Ea que con los pocos trabajos que existen sobre ella se
sabe que es una de las casiopeinas mas genotéxica. El propdésito de este trabajo es
aportar informacion acerca del posible dafio que pueda provocar la Cas llI-Ea en un
modelo in vivo, estos es importante ya que con los resultados arrojados por esta
investigacion se podran determinar si el farmaco probado provoca dafio a células
sanas, ademas de que podremos saber si existe algun 6rgano que sea mas

susceptible al compuesto probado

1.13.- ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL O “ENSAYO
COMETA”.

El desarrollo de técnicas que permitan la deteccibn de una manera mas
sensible el dafio al ADN han sido utilizadas en estudios de toxicologia ambiental,

carcinogénesis y envejecimiento (Singh, 1988).

Rydberg and Johanson fueron los primeros en cuantificar directamente dafio al
ADN en células individuales (Singh, 1988). Este ensayo requeria que las células
fueran embebidas en agarosa, fueran puestas en un portaobjetos, se lisaran para
romper las membranas, posteriormente se les daba un tratamiento alcalino para
permitir el desenrollamiento del ADN; se neutralizaba y se tefiia al ADN con naranja
de acridina, usando un fotémetro, observaban y median el radio de la fluorescencia,

verde y roja indicando ADN de una o doble hebra, respectivamente.

Para probar la sensibilidad para detectar el dafio al ADN en células
individuales, Ostling y Johanson desarrollaron en 1984 fueron los primeros en la
técnica de electroforesis en micro gel para detectar dafio al ADN a nivel de un sola
célula en esta técnica se embeben las células en un gel de agarosa, se colocan
sobre un portaobjetos y se les da un tratamiento de lisis con una solucién que
contiene detergentes y una alta concentracién de sales, después se ponen en un
campo eléctrico (electroforesis) bajo condiciones neutras. Las células con aumento
de dafio muestran un incremento en la migracion del ADN hacia el anodo. La

migracion es cuantificada por medio de un intercalante fluorescente, bromuro de



etidio. Las condiciones neutras limitan mucho en general la utilidad de la prueba, ya
gue bajo estas condiciones solo se detecta rompimientos de doble cadena (Tice et
al., 2000)

En 1988, Singh y colaboradores propusieron otra técnica de electroforesis
unicelular, la modificacién de la técnica consiste en permitir la evaluacion de dafio al
ADN en células individuales bajo condiciones alcalinas. Esta aproximacion optimiza
la desnaturalizacion del ADN y la migracion de una sola hebra de ADN, por lo tanto
permitiendo la evaluacion del rompimiento de una hebra de ADN y de los sitios

alcali labil.



I1.-JUSTIFICACION

El céncer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la
proliferacion incontrolada de células. Actualmente en México el cancer es una de
las principales causas de muerte en la poblacién. La quimioterapia es uno de los
tratamientos mas Utiles para atacar a estas enfermedades. No obstante estas
terapias no son efectivas para todos los tipos de cancer, por lo que resulta

imperativa la elaboracion de nuevos farmacos.

Para la quimioterapia del cancer existen 44 compuestos aprobados para su
uso, sin embargo ninguno de estos farmacos es de tecnologia nacional. Por lo que
estos medicamentos tienen un precio elevado haciéndolo inaccesibles para ciertos

sectores de la sociedad.

En la década de los 70°s se inici0 un proyecto en la Facultad de Quimica con
el fin de desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de neoplasias a base de
metales esenciales para el organismo con el propdsito de disminuir su toxicidad y
costo. Asi como también se buscd que los compuestos tuvieran modificaciones

estructurales tales que les permitieran tener mayor selectividad.

De este proyecto surgieron los compuestos llamados Casiopeinas® cuyo
centro metalico es el cobre, que prometen ser una alternativa para la quimioterapia
para el tratamiento contra el cancer, sin embargo estos han provocado citotoxicidad

y genotoxicidad en diversas lineas celulares,

El presente trabajo pretende evaluar la actividad genotéxico y citotoxica de la
Casiopeina llI-Ea en varios 6rganos de raton con la finalidad de conocer cuales son
los 6rganos en los que la Casiopeina tiene mayor efecto y conocer como se
comporta un medicamento en el organismo asi como saber a qué tejidos son los
gue afectara es importante ya que permite hacer inferencias de qué manera puede

ayudar o perjudicar este farmaco al organismo.



II11.-OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Evaluar el dafio provocado por la Cas lllI-Ea en varios érganos de ratones

de la cepa CD-1 tratados con diferentes dosis y a diferentes tiempos.

3.2 PARTICULARES

Evaluar los cambios en la viabilidad celular inducida por la Cas lll-Ea en
varios organos y tejidos.

Evaluar el dafio en el ADN inducido por la Cas IlI-Ea en varios érganos y
tejidos.

Evaluar la susceptibilidad de los érganos y tejidos al dafio inducido por la
Cas llI-Ea.



IV.HIPOTESIS

Las Casiopeinas han mostrado tener una actividad citotdxica y citostatica
y genotoxica en diferentes lineas celulares, por lo tanto si se administra
Cas lll-Ea a raton macho la viabilidad celular bajara y se encontrara

dafo, efecto de la interaccion de la Cas IlI-Ea con el ADN.



V.MATERIAL Y METODO

5.1.- ANIMALES.

Se utilizaron ratones macho cepa CD-1 de entre 8 y 12 semanas de edad, con
un peso de entre 30 a 40 gramos los cuales se colocaron en grupos de 15
individuos bajo condiciones de controladas de humedad y temperatura, 12 horas
luz por 12 horas de oscuridad, comida (Harland) y agua ad libitum. En todos los

casos los animales seran pesados antes y durante el tratamiento y al sacrificio.

5.2.- SUSTANCIAS QUIMICAS Y TRATAMIENTOS.

La solucion de trabajo con la Casiopeina lll-Ea (Nitrato de acua, 4,7-
dimetill-1,10-fenantrolina, acetilacetonato cobre (Il)) se preparé disolviendo el
compuesto en agua inyectable y se inyecto intraperitonialmente (i.p.). El grupo que

se utiliz6 como testigo negativo se traté con agua inyectable.
5.3.- GRUPOS.

Sesenta ratones macho fueron colocados aleatoriamente en grupos. Grupo
A: control (15 animales), fueron inyectados ip con agua inyectable cada tercer dia
durante 45 dias. Grupo B: 15 animales fueron inyectados con Cas lll-Ea (3.25
mg/Kg (1/4 de DLsp). Grupo C: 15 animales fueron inyectados con Cas llI-Ea (1.625
mg/Kg (1/8 de DLsp). Grupo D: 15 animales fueron inyectados con Cas llI-Ea (0.812
mg/Kg (1/16 de DLsp). De cada grupo tratado se tomaron 5 individuos cada 15 dias

y se sacrificaron.



5.4.-SACRIFICO.

Todos los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se obtuvieron
muestras de sangre por puncién cardiaca con una jeringa previamente
heparinizada, realizando viabilidad y laminillas para electroforesis de la muestra

obtenida.

El bazo, corazon, higado, pulmén, riidn y testiculo fueron extraidos y
puestos en PBS a 37°C, se procedié a macerar los 6érganos mecanicamente. De la
suspension celular se tomaron las alicuotas para preparar las laminillas para

electroforesis y para la viabilidad celular.

5.5.- PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR.

La prueba de viabilidad se utiliza a menudo para interpretar los datos de la
prueba de electroforesis unicelular. Esta es una técnica desarrollada por Strauss
(1991)

En esta técnica se colocaron 40ul de la muestra en un tubo de
microcentrifuga, se adicionaron 10ul de una solucion de colorante con bromuro de

etidio y 5-6 diacetato de carboxifluorsceina en una proporciéon 1:1.

Se dej6 reposar por un periodo de 3- 5 minutos a una temperatura de 37°C,
pasado este tiempo se adiciono 1 ml de una solucién de lavado, en este caso se

ocupd PBS, se agito para remover el exceso de colorante.

Se metid a la centrifuga por 4 minutos a 4000rpm para el caso de las células
de sangre y para el caso de las células de los 6rganos en cuestion se centrifugo a

14000rpm durante 4 minutos.

Terminada la centrifugacion se elimind el sobrenadante y se repitié el lavado

dos veces mas.



El botén de células que quedo después del tercer lavado se mezclé con una
fraccion del sobrenadante del dltimo lavado, y se tom6 una muestra de 10ul que se

coloco en una laminilla y se observo bajo un microscopio de fluorescencia.

Se contaron 100 células entre células viables, seran verdes fluorescentes en

el citoplasma, y el numero de células muertas rojo fluorescente el nucleo.

5.6.- ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL.

La técnica que se empled para este estudio fue la descrita por Tice en
1996. Para el ensayo cometa se utilizaron portaobjetos totalmente esmerilados, los
cuales fueron previamente preparados con una capa de agarosa de punto de fusién
regular al 1%, esta capa se dej0o secar en una parrilla de calentamiento.
Posteriormente se extrajo 20ul de cada 6rgano procesado y se le agrego 75 pl de
agarosa de bajo punto de fusion (0.5%), se coloco un cubreobjetos para distribuir la
muestra uniformemente hasta su solidificacion (5minutos a 4°C). Cuando el gel
solidifico se retir6 el cubreobjetos y se agreg6 una tercera capa de agarosa de bajo
punto de fusion, se colocdé nuevamente el cubreobjetos y se dejo solidificar en las
mismas condiciones antes mencionadas. Al termino del tiempo propuesto se retird
el cubreobjetos y las laminillas se sumergieron en una solucion de lisis (2.5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10 y 10% DMSO, 1% Triton X-100), a 4°C por un

periodo de 24 horas.

Después de este tiempo, las laminillas se colocaron en una cdmara horizontal
de electroforesis y se sumergieron en una solucién buffer de NaOH a pH 13 (10N
NaOH y 200mM de EDTA). Las laminillas se incubaron en esta solucion durante 20
minutos para permitir el desenrrollamiento del ADN pasado este tiempo se le aplico
un potencial de 25 voltios y 300 miliamperios por 20 minutos, cabe resaltar que esta
técnica fue llevada a cabo a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Terminado
el lapso de tiempo de corrimiento se procedid a realizar tres lavados con una
solucion neutralizadora de Tris (0.4 M Tris, pH 7.5) por cinco minutos cada uno y

finalmente se deshidrataron las laminillas con etanol al 70% y 90%.



Por ultimo las laminillas se tifieron con bromuro de etidio (concentracion 20
pug/ml) para evaluar la fragmentacion del ADN, las células individuales fueron
observadas a 40X en un microscopio Nikon Optiphoto-2 con un filtro de excitacion
de 515-560nm, midiendo la longitud del cometa con una escala ocular. Para evaluar
la migracién del ADN se contaron 100 células por laminilla y dos laminillas por

concentracion.

El criterio para la evaluacion de las células fue asignando en clases de
acuerdo al grado de dafio del ADN. Se clasifico el grado de dafio en cinco
categorias dependiendo de la relacion de la cabeza del cometa y la cola del mismo:
“Sin dafo”, aquellos que no presentaron migracion del ADN; “Dafio bajo”, aquellos
gue la migracion fue de hasta 1 nudcleo; “Dafio medio”, los que presentaron
migraciones de hasta dos ndcleos; “Dafio alto” aquellos que sus migraciones fueron
de mas de dos nucleos y “Dafio total” y cuando virtualmente todo el ADN migro a la

region de la cola (Altamirano-Lozano et al., 1999).

Las células de testiculo se clasificaron en dos grupos: células grandes; donde
se agrupo a las espermatogonias y espermatocitos primarios que son células
diploides y en células pequeiias donde se encuentran los espermatocitos
secundarios y espermaticas que son células haploides (Altamirano-Lozano et al.,
1999), se hace esta clasificacion porque se observé gue las células diploides son
mas resistentes al dafio causado por las Casiopeinas que las haploides (Cermefio-
Garcia, 2007).

5.7.-ANALISIS ESTADISTICO.

Para evaluar la viabilidad y la migracion del ADN se realizé un Analisis de
Varianza seguido de una prueba Tukey. El grado de dafio fue evaluado con una
prueba no paramétrica de rangos para muestras independientes U de Mann-
Whitney. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa estadistico

SPSS para Windows version 17.



VI.RESULTADOS

VIABILIDAD CELULAR

En los cuadros I, Il y lll se presenta el promedio de los porcentajes de las
células viables por 6rgano en los tres tratamientos que se llevaron a cabo para este
estudio que son 1/8 de la DLs, 1/16 de la DLsp, 1/32 de la DLsp de Casiopeina IlI-
Ea, alos 15, 30 y 45 dias de tratamiento, respectivamente. Para los tres cuadros el
grupo testigo es el mismo, y se puede observar que los organismos del grupo
control presentan porcentajes de células viables mayores a 80 en todos los
organos que se examinaron para este estudio. En el caso del cuadro | que presenta
los datos obtenidos a los 15 dias de tratamiento las viabilidades se encuentran por
debajo del 50% en varios Organos y distintas concentraciones del farmaco
administrado. Las comparaciones estadisticas entre los animales del grupo control
y los tres grupos tratados para este tiempo demostraron diferencias significativas
en todos los casos, con excepcidn de la sangre en el tratamiento de 1/32 de la DLsg
de Casiopeina lll-Ea.

Cuadro I. Porcentaje de células viables a los 15 dias de tratamiento de Casiopeina Ill-Ea.

92 44.4 51.4 45.8
+2.34 +11.43* +4.21% +8.55%
91.2 45 48 60.2
+3.56 +6.55% +7.96* +15.59*
90 46 47.8 55
+2.91 +8.27* +9.25% +14.64*
93.2 44.2 47.4 52.6
+3.27 +5.01* +10.33* +19.07*
90.6 50.4 56.4 57.2
+2.50 +4.72% +6.42% +11.75%
89.2 39.4 46.8 68.2
+3.96 +4.82% +8.43* +15.31
93 47.8 58.6 56.8
+2.34 +6.01* +4.61* +5.11*

*p=0.05 en comparacion con los datos obtenidos en el grupo testigo, aplicando la prueba de Tukey.
La n es de 5 animales, tanto para el grupo control como para los tres tratamientos. (D.E.= desviacién estandar).



Cuadro Il. Porcentaje de células viables a los 30 dias de tratamiento de Casiopeina lll-Ea.

Porcentaje de células Porcentaje de células Porcentaje de células Porcentaje de células
viables del grupo viables del grupo viables del grupo viables del grupo
testigo (mediat D.E) tratado con 1/8 DLs, tratado con 1/16 DL tratado con 1/32 DLs,

(mediat D.E) (mediat D.E) (mediat D.E)

Organo

Bazo

Corazon

Higado

Pulmoén

Rifion

Sangre

Testiculo

*p<0.05 en comparacion con los datos obtenidos en el grupo testigo, aplicando la prueba de Tukey. La n es de 5 animales para
el grupo control y para las tratamientos de 1/16 y 1/32 de la DLs | para el tratamiento de 1/8 de DLsg la n es de 2 ratones.
(D.E.= desviacién estandar).

Para el caso del cuadro Il los datos mostrados corresponden a los 30 dias
de tratamientos de los animales, se aprecia que las viabilidades son bajas aunque
si se comparan con las del cuadro | estas aumentaron y se encuentran por encima
del 50%. Las comparaciones estadisticas entre los animales del grupo control y los
tres grupos tratados durante 30 dias mostraron diferencias significativas en su
mayoria. Cabe resaltar que para el tratamiento de 1/8 de la DL5p la media es de 2
ratones ya que los tres organismos restantes del grupo fallecieron durante el

tratamiento, y por consiguiente no se evalué la viabilidad.




Cuadro lll. Porcentaje de células viables a los 45 dias de tratamiento de Casiopeina lll-
Ea.

Porcentaje de Porcentaje de células | Porcentaje de células Porcentaje de células
células viables del viables del grupo viables del gtrupo viables del grupo
grupo testigo tratado con 1/8 DL tratado con 1/16 DL5y  tratado con 1/32 DLs,
(mediat D.E) (mediat D.E) (mediat D.E) (mediat D.E)
Organo
Bazo
+2.34 +7.09% +4.44* +8.59%
Corazon 91.2 66.6 70.8 82.2
+3.56 +11.01* +6.87* +2.38
Higado 90 62.6 64.4 76.6
+291 +6.65* 19.04* +10.57
Pulmoén 93.2 67.6 73.4 73
+3.27 +14.57* +4.97 +12.98
Rifion 90.6 70 72.4 78.8
+2.50 +11.13* +4.61* +5.63
Sangre 89.2 75 75.2 77
+3.96 +1.73 +9.25 +6
Testiculo 93 71.3 73.6 76.6
+2.34 +1.15% +6.34* +8.84*

*p=0.05 en comparacién con los datos obtenidos en el grupo testigo, aplicando la prueba de Tukey. La n es de 5 animales para
el grupo el grupo control y para las tratamientos de 1/16 y 1/32 de la DLsg, para el tratamiento de 1/8 de DLso la n es de 3
ratones.(D.E.= desviacién estindar).

En el cuadro Il se encuentran los datos obtenidos para los 45 dias de
tratamiento, se puede observar que las viabilidades aumentan considerablemente
con respecto a las obtenidas para los 15 y 30 dias de tratamiento. Las
comparaciones estadisticas entre los grupos mostro que si existen diferencias
significativas en la mayoria de los casos. Aqui también es importante mencionar
gue para el tratamiento de 1/8 de la DLsy la media se realizé solamente de tres

individuos ya que los dos restantes murieron.



ELECTROFORESIS UNICELULAR ALCALINA (ENSAYO COMETA).

En el cuadro IV, V y VI se muestran el nUmero de células con dafio asi como
la migracién del ADN en los diferentes 6rganos de raton macho cepa CD-1 tratados
con 1/8 de la DLsg, 1/16 de la DLsp, 1/32 de la DLsg Casiopeina llI-Ea durante 15, 30
y 45 dias. En la longitud de la migracion no se toma en cuenta las células con dafio

total.

En el caso del cuadro IV se puede distinguir que el nimero de células con
dafio aumenta considerablemente cuando se contrastan los datos del grupo testigo
con respecto a los grupos tratados en todos los 6rganos revisados. En cuanto a la
migracion del ADN podemos ver que los datos son estadisticamente significativos
en el tratamiento de 1/8 de la DLsg, asi como también se observa un aumento en
cuanto al porcentaje de células con dafo para todos los 6rganos revisados. Para el
caso de 1/16 de la DLs, los datos son estadisticamente significativos exceptuando
al higado, el rifién y en las células chicas del testiculo, pero igual que en el primer
tratamiento analizado el porcentaje de células con dafio aumenta
considerablemente. En lo que respecta a 1/32 de la DLsg los datos obtenidos no son
estadisticamente significativos en cuanto a la migracion del ADN, aunque el

porcentaje de células que presentan dafio es alto con respecto al testigo.



Cuadro IV: Dafio al ADN a los 15 dias de tratamiento con de Casiopeina llI-Ea.

Bazo 71/500 (14.2%) 244/500 (48.8%%) 279/500 (55.8%%) 223/500 (44.6%%)
4.541+1.30 6.9313.65% 7.06+3.13% 5.27%1.55
Corazon 58/500 (11.6%) 281/500 (59.2%) 296/500 (59.2%) 302/500 (60.4%)
4.62%+1.76 8.321+4.33* 7.5512.90% 5.4211.64
Higado 62/500 (12.4%) 241/500 (48.2%) 242/500 (48.4%) 281/500 (56.2%)
4.3510.92 6.6012.29% 6.3612.32 5.6211.83
Pulmon 69/500 (13.8%) 277/500 (55.4%) 267/500 (53.4%) 248/500 (49.6%)
4.6711.31 7.4914.20%* 6.8012.68* 5.331+1.51
Risidn 78/500 (15.6%) 274/500 (54.8%) 287/500 (57.4%) 274/500 (54.8%)
4.6410.99 6.501+2.28% 5.961+1.98 5.341+1.50
Sangre 94/500 (18.8%) 294/500 (58.8%) 232/500 (46.4%) 249/500 (49.8%)
4.9813.15 6.4012.09% 6.221+2.18% 5.10+1.46
Testiculo 26/500 (5.2%) 95/500 (19%) 138/500 (27.6%) 97/500 (19.4%)
(cel. grandes) 11.6211.49 14.3413.25% 13.80£2.45% 12.91+2.45
Testiculo 32/500 (6.4%) 103/500 (20.6%) 124/500 (24.8%) 105/500 (21%)
(cel. 4.441+1.50 6.0712.43* 5.6611.72 5.09%1.52
pequenas)

El promedio de la migracién esta calculado solo con el nimero de células que presentaron dafio. La migracion considera la cola
del cometa excluyendo el nicleo.

(D.E= Desviacién Estandar).

La n es de 5 animales por cada tratamiento al igual que el grupo testigo. .

*p=0.05 en comparacién con los datos obtenidos en el grupo testigo con relacién a la longitud del cometa presentado en las
células individuales, aplicando una ANOVA seguida de una prueba Tukey

El cuadro V muestra los datos obtenidos a los 30 dias de tratamiento de los
ratones, para este tiempo hay que remarcar que en la dosis mas alta aplicada, es
decir, 1/8 de la DLs, fallecieron 3 ratones, es por esto que la media mostrada en la
tabla para este tratamiento en particular es de 200 células. El tratamiento de 1/8 de
la DLsp el corazon, el higado y el pulmén presentan datos estadisticamente
significativos en cuanto a la migracion del ADN, asi como también se puede
observar que el porcentaje de células con dafio aumenta con respecto al grupo
testigo en todos los 6rganos. El caso de la dosis de 1/16 de la DL5p, se observa que
solo el rinidn muestra un aumento significativo en la migracion del ADN, aunque el
porcentaje de células dafiado de todos los 6rganos es mucho mayor que en el
grupo testigo. En la dosis de 1/32 de la DLsy se muestran cambios significativos en
bazo, pulmodn, rifidn, sangre y en las células chicas del testiculo hablando de la
migracion del ADN, y el porcentaje de células con dafio aumento para todos los

organos cuando se compara con el grupo testigo.



Cuadro V: Dafio al ADN a los 30 dias de tratamiento con de Casiopeina

Testigo
No. de cel. con dafio/

total de cel. (%0).
Migracién (um)
mediatDE.

llI-Ea.

1/8 DLs

No. de cel. con dafio/

total de cel. (%).
Migracion (um)
mediatDE.

1/16 DLs

No. de cel. con dafio/

total de cel. (%0).
Migraciéon (um)
mediatDE.

1/32 DLs,

No. de cel. con dafio/

total de cel. (%).
Migracion (um)
mediatDE.

Bazo 71/500 (14.2%) 64/200 (32%) 250/500 (50%) 304/500 (60.8%)
4.5411.30 5.91+2.29 5.901+2.12 6.4312.14%
Corazon 58/500 (11.6%) 122/200 (61%) 268/500 (53.6%) 321/500 (64.2%)
4.6211.76 7.4912.64% 6.00£2.20 6.50%2.37
Higado 62/500 (12.4%) 128/200 (64%) 296/500 (59.2%) 335/500 (67%)
4.3510.92 7.09£3.00% 6.051+2.26 6.471£2.41
30 Pulpion 69/500 (13.8%) 142/200 (71%) 271/500 (54.2%) 312/500 (62.4%)
di 4.6711.31 6.99+2.51% 5.93+2.26 6.5612.58%
Lk Risidn 78/500 (15.6%) 116/200 (58%) 225/500 (45%) 237/500 (47.4%)
4.6410.99 6.171+1.81 6.121+2.45% 6.29+2.19%
Sangre 94/500 (18.8%) 105/200 (52.5%) 287/500 (57.4%) 329/500 (65.8%)
4.98+3.15 5.45+1.67 5.3612.07 6.3712.42%
Testiculo 26/500 (5.2%) 38/200 (19%) 94/500 (18.8%) 134/500 (26.8%)
(cel. grandes) 11.6211.49 12.421+2.75 13.2612.17 12.2213.68
Testiculo 32/500 (6.4%) 30/200 (15%) 102/500 (20.4%) 114/500 (22.8%)
(cel. chicas) 4.44%1.50 5.00t1.46 5.4112.02 5.95+£1.96%
El promedio de la migracion esta calculado solo con el nimero de células que presentaron dafio. La migracion considera la cola
del cometa excluyendo el nicleo. D.E=

Desviacién Estandar).

Lan es de 5 animales para el grupo control y para las tratamientos de 1/16 y 1/32 de la DL, para el tratamiento de 1/8 de
DLsp la n es de 2 ratones. *p=<0.05 en comparacién con los datos obtenidos en el grupo testigo, aplicando una ANOVA
seguida de una prueba Tukey

Para el caso del cuadro VI, se muestran los datos de migracion y porcentaje
de células con dafio para los tratamientos de 1/8, 1/16 y 1/32 de la DLgy de
Casiopeina lll-Ea a los 45 dias de iniciada la administracion del farmaco. Es
necesario resaltar que para el caso de 1/8 de la DLsp la media es de tan solo 3
individuos, ya que los dos organismos restantes fallecieron antes del dia del
sacrificio. Se puede observar que para el caso de la dosis de 1/8 de la DLsg los
datos de la migracion del ADN son significativos para bazo, corazon, higado,
pulmén, riién y sangre y en cuanto al porcentaje de células con dafio aumento
para todos los 6rganos. Para la dosis de 1/32 de la DLso todos los datos de
migracion de ADN son estadisticamente significativos, asi como también se
observa que el porcentaje de células con dafio aumenta considerablemente con
respecto al grupo testigo. En el tratamiento de 1/32 de la DLsp Se observa que los
datos de la migracion aumentan en todos los drganos haciendo una excepcion en

las células grandes del testiculo, y en cuanto a al porcentaje de células con dafio



se puede observar que es el que presenta mayor porcentaje de células con dafio

en todos los érganos.

Cuadro VI: Dafio al ADN a los 45 dias de tratamiento con de Casiopeina IllI-

Testigo
No. de cel. con

dafio/ total de cel.
(%). Migracion (um)

mediatDE.

Ea.

1/8 DLsy

No. de cel. con dafio/

total de cel. (%).
Migracion (um)
mediatDE.

1/16 DLs

No. de cel. con dafio/

total de cel. (%).
Migracion (um)
mediatDE.

1/32 DLs

No. de cel. con
dafio/ total de cel.

(%). Migracién (um)

mediatDE.

Bazo 71/500 (14.2%) 187/300 (62.3%) 277/500 (55.4%) 414/500 (82.8%)
4.54+1.30 6.94+3.37% 7.92+6.24% 6.90+3.23%
Corazién 58/500 (11.6%) 135/300 (45%) 280/500 (56%) 307/500 (61.4%)
4.62+1.76 11.81+10.42* 8.387.80% 9.38+6.47%
Higado 62/500 (12.4%) 173/300 (57.6%) 312/500 (62.4%) 364/500 (72.8%)
4.35+0.92 14.25+11.38% 8.12+5.75% 9.23+7.05%
45 Pulmin 69/500 (13.8%) 157/300 (52.3%) 298/500 (59.6%) 344/500 (68.8%)
dias 4.67+1.31 10.13%7.05* 7.5145.28* 8.98+5.51%
Risién 78/500 (15.6%) 194/300 (64.6) 279/500 (55.8%%) 317/500 (63.4%)
4.64+0.99 9.05+5.33% 7.35+4.69% 8.2814.87*
Sangre 94/500 (18.8%) 174/300 (58%) 334/500 (66.8%) 315/500 (63%)
4.98+3.15 6.37+3.75% 6.70+3.04% 8.43%4.15%
Testioulo (el 26/500 (5.2%) 83/300 (27.6%) 109/500 (21.8%) 162/500 (32.4%)
grandes) 11.62%1.49 12.80+4.67 13.9342.26% 13.52%3.92
Testiculo (cel. 32/500 (6.4%) 101/300 (33.6%) 105/500 (21%) 173/500 (34.6%)
pequerias) 4.44+1.50 5.661.85 6.34+3.51* 6.57+2.92*

El promedio de la migracién estd calculado solo con el numero de células que presentaron dafio. La migracién considera la cola
del cometa excluyendo el nicleo. (D.E) = Desviacion Estandar.
Lan esde 5 animales para el grupo el grupo control y pata las tratamientos de 1/16 y 1/32 de la DLs, para el tratamiento de

1/8 de DLsj la n es de 3 ratones. *p=<0.05 en comparacién con los datos obtenidos en el grupo testigo, aplicando una ANOVA
seguida de una prueba Tukey




El grado de dafio se clasifico en 5 grupos
“0”.- Células sin dafio.

“1”.- Células con dafio bajo.

“2”.- Células con dafio medio.

“3”.- Células con dafio alto o severo

“4” - Células con dafio total.

En la figura 4 se puede observar el grado de dafio en los tratamiento de 1/8,
1/16 y 1/32 de la DLso de Casiopeina llI-Ea en bazo, para 15, 30 y 45 dias de
tratamiento. Es posible observar en esta figura la disminucién de las células sin
dafio para los tres tratamientos, esto cuando se compara con el grupo testigo.
También se puede ver que el porcentaje de células con dafio bajo aumento de un
13.8% en el grupo Testigo hasta datos mayores de 40%, de la misma forma los
porcentajes de células con dafio medio y dafio total aumentaron significativamente
con respecto al grupo testigo exceptuando el tratamiento de 1/32 de la DLs el cual
aungue si hubo un aumento no es significativo. Para el caso de las células con
dafo alto el porcentaje aumento significativamente solo en la dosis de 1/8 de la

DLso, manteniéndose muy baja o nula en los demas tratamientos.

Para el caso de los 30 dias se nota un una disminucién significativa del
porcentaje de células sin dafio y por lo tanto un aumento significativo en células
con dafio bajo, asi como también aumento en todos los tratamientos el dafio medio
y el dafo total. Para el caso de 45 dias se muestra la misma tendencia de la
disminucién significativa de células sin dafio y un aumento de células con dafio
bajo por encima del 50% en dos casos, y de igual manera el porcentaje de células
con dafio medio, dafio severo y dafio total aumento significativamente cuando
estos datos se comparan con los datos del grupo testigo y en algunos casos los

porcentajes son mayores que en los tratamientos correspondientes a 15 y 30 dias.



Figura 4.- Grado de dafo del Bazo
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Lan es de 500 células para todos los tratamientos y tiempos con excepcion de 1/8 alos 30 y 45 dias, donde la “n

F7t)

es de 200 y 300 células

respectivamente. *p=<0.05 en comparacién con los datos obtenidos del grupo testigo, aplicando la prueba de U de Mann-Whitney.




En la figura 5 se muestran el grado de dafio observado en el corazon de los
organismos tratados con la Casiopeina lll-Ea en las concentracion de 1/8, 1/16 y
1/32 de la DLsp, administrada en tres tiempos, 15, 30 y 45 dias. Se puede observar
a los 15 dias de tratamiento que existe una disminucibn muy marcada en el
porcentaje de células sin dafio, de la misma manera se puede observar que hay un
aumento significativo de las células con dafio bajo, dafio medio y dafio total. En
cuanto al porcentaje de células con dafio alto o severo solo aumenta en la dosis de

1/8 de la DLsg, manteniéndose en cero en los tratamientos restantes.

A los 30 dias de tratamiento se puede observar un comportamiento similar al
de los 15 dias de tratamiento, una disminucion significativa en el porcentaje de
células sin dafio y un aumento en los porcentajes de células con dafio bajo, medio

y total.

Para el caso de 45 dias de tratamiento observamos el mismo
comportamiento que en las gréficas anteriores una severa disminucion de células

sin dafio y un incremento de las células con dafio.



Figura 5.- Grado de dafio del Corazoén
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En la figura 6 se muestran los datos obtenidos del dafio producido por la
Casiopeina llI-Ea en las concentraciones de 1/8, 1/16 y 1/32 de la DLso, en esta se
puede observar un comportamiento muy parecido a las graficas anteriores con
organos diferentes, encontramos una disminucién de células sin dafio para todos
los tratamientos, es decir, 1/8, 1/16 y 1/32 de la DLso, t para los tres tiempos que se

manejaron, 15, 30 y 45 dias respectivamente.

Es posible ver que para este caso en particular en todos los tiempos y
tratamientos el aumento mas significativo y mas notorio es el de las células con
dafio bajo seguido de las células con dafio total, siendo este ultimo mas elevado en
las dosis de 1/8 y 1/32 de la DLsg, También es posible notar que en el tratamiento
de 45 dias, aunque sigue un comportamiento similar al de los demas tiempos se
puede observar que los aumentos de células con dafio aumenta mas que en los

tratamientos de 15 y 30 dias en la mayoria de los casos.

En la figura 7, 8, 9, 10 y 11 se mantiene el comportamiento de las células
gue se vio en los érganos anteriores, se muestra una muy severa disminucién en el
porcentaje de células con dafio y un aumento excesivo de células con dafio bajo,
asi como también se muestra un aumento en células con dafio medio, alto y total
aunque no es tan marcado como en las células con dafio bajo. Para la mayoria de
los casos el dafio tiene su maximo en el tratamiento de 1/8 de la DLsy para la

mayoria de los tiempos.



Figura 6.- Grado de dafio del Higado
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Figura 7.- Grado de dafio del Pulmoén
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Figura 8.-Grado de dafio del Rifidn.
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Figura 9.- Grado de dafio de Sangre.
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Figura 10.-Grado de dafio de las células chicas del testiculo.
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Figura 11.- Grado de dafio de las células grandes del testiculo.
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VII.DISCUSION.

Con los estudios llevados a cabo hasta el momento se habla de que las
Casiopeinas, al tener un centro metalico de cobre se espera que sean menos
toxicas para el organismo ya que el cobre es un metal esencial para el organismo
y a diferencia de los demas farmacos antineoplasicos que se utilizan comunmente
como lo es el cisplatino, el cual se vuelve un problema al momento de ser
absorbido por el organismo o desechado, ya que es un metal que aunque existe en
el organismo no es esencial y por lo tanto no existen mecanismos puntuales de
excrecion de este metal, lo contrario que pasa con las Casiopeinas y el cobre
dentro de estas moléculas, ya que al ser un metal esencial, existen diversos
mecanismos por los cuales se pueden eliminar los excesos de esté, dentro del

propio organismo.

La mayor ruta de excrecion es por la bilis (Carson et al., 1987), el cobre
también se puede excretar por el sudor. La excrecion por orina es baja en animales
y humanos, ya que solo los aminoacidos unidos al plasma con una fraccion de

cobre estan disponibles para la filtracién glomerular (Lars et al., 1986).

VIABILIDAD CELULAR

La prueba de electroforesis unicelular en gel o ensayo cometa es una prueba
gue debe de ir acompafiada de un evaluacion de la viabilidad celular, ya que es de
importancia crucial para la interpretacion de los datos (Tice et al., 2000), ademas

de que es una prueba confiable de citotoxicidad

Se ha demostrado que las casiopeinas son capaces de disminuir la
viabilidad celular, provocar apoptosis en células sanas y células tumorales,
disminuir el crecimiento de las células, y provocar cambios morfolégicos en células
tumorales. Ademas Martinez (2008), observo en su investigacion que las
Casiopeinas se unen al ADN, con una alta afinidad, para degradar a los acidos
nucleicos ADN y ARN, en presencia de agentes reductores como el acido

ascorbico.



Por ejemplo Trejo-Solis et al., (2005), mostraron en sus experimentos con
células de glioma 6 el efecto dosis-dependiente de la Cas ligly sobre la viabilidad
de estas células, en donde la mayoria murieron después del tratamiento con 5 mg y
10 mg/ ml de Cas ligly durante 24 horas.

En otro estudio llevado a cabo por Alemén-Medina et al. (2007), se encontré
gue la Cas lll-Ea ejerce una citotoxicidad moderada en células HelLa y en
leucocitos, y después de la reduccién del cobre por ASC se convierte en mucho
mas citotoxica. Los resultados que se obtuvieron en nuestros experimentos
demuestran que la Cas lll-Ea es citotoxica disminuyendo las células viables en

algunos casos por debajo del 50%.

Una de las posibilidades por la cual se debe este comportamiento de los
resultados es debido a que las casiopeinas presentan cobre en su centro y esto
puede inducir apoptosis mediada por especies reactivas de oxigeno (ERO),
producto de reacciones de 6xido-reduccién de tipo Fenton y Haber-Weis en la cual
participa el cobre. Las ERO pueden causar perdida del potencial de membrana
mitocondrial con cambios en su permeabilidad y la liberacion de factores
apoptogénicos (Trejo-Solis, et al. 2005), y esto se ve reflejado en la disminucién de
células viables de los diferentes 6érganos y tejidos estudiados. Por otro lado,
Martinez (2008) observo la formacion de la proteina 8-oxodG en células que
estuvieron expuestas a la Casiopeina Il gly, esto sugiere que la generacién de
especies reactivas de oxigeno son la causa mayor de citotoxicidad de estos

compuestos.

Existen relativamente pocos trabajos con respecto a la citotoxicidad
provocada por las casiopeinas, por lo menos en modelos in vivo, y existen mucho
menos trabajos realizados con la Cas IlI-Ea, sin embargo los estudios realizados
hasta el momento con otras casiopeinas nos pueden ayudar a comprender un poco
el funcionamiento de la Cas lllI-Ea. Cermefio-Garcia et al., (2007), observaron una
disminucién de la viabilidad en las células del corazon, el higado, el bazo, el rifion y
el testiculo cuando se aplic6 4.4 mg/kg de la Casiopeina ll-gly, mientras que
Castafieda et al. (2004), encontraron que la viabilidad espermética se reducia



cuando aplicaba Cas ligly via ip en ratones de la cepa CD-1 en tratamientos de 60
dias. De la misma manera Trejo-Solis et al. (2005) encontraron una disminucién en
células de glioma 6 administrando Cas ll-gly. Por otro lado también se han
encontrado resultados similares en otras casiopeinas en particular de la familia Ill,
en donde con base en sus resultados concluyen que los ensayos de viabilidad
celular muestran que la Cas lll-ia es mas activa que el cisplatino en las tres lineas

evaluadas (Barron-Sosa et al., 2006).

Al parecer la Cas lll-Ea no tiene un efecto marcado en algun 6rgano en
particular, es decir las viabilidades que se obtuvieron de los ensayos realizados

dentro del protocolo con los diferentes 6rganos es similar.

Barron-Sosa et al., (2006), observaron que tanto la Casiopeina Ill-ia como el
cisplatino producen la expresion de Bcl2 y Bax solo en las dosis mas bajas,
desapareciendo en las dosis mayores, lo cual probablemente implique una
respuesta de defensa en las células desencadenado la via apoptética mitocondrial;
la presencia de activacion metabodlica hace que esta expresion se produzca desde
la dosis mas baja en concordancia con el incremento de actividad anti proliferativa
observado en los ensayos de viabilidad y dado que la Cas lll-ia y la Cas lll-Ea son
de la misma familia, se puede esperar que los mecanismos de accién no sean
iguales, si un tanto parecido, aunque haria falta realizar las pruebas de

inmunohistoquimica para poder corroborar esta aseveraciones.

Al evaluar la viabilidad en los tres tratamientos que se dieron y los tres
tiempos que se analizaron es que la mayor citotoxicidad se dio en 1/8 de la DLso,
seguida de 1/16 de la DLsg y por ultimo 1/32 de DLso. Estos datos de alguna
manera se esperaban ya que muchas casiopeinas probadas han mostrado tener un
efecto de dosis-respuesta, es decir a mayor dosis mayor efecto y viceversa. Lo que
realmente es de llamar la atencion en los resultados obtenidos, es el hecho de que
en el tratamiento llevado a cabo durante 15 dias se presentan los datos de
viabilidad celular mas bajos obtenidos en los tres tratamientos y los datos obtenidos
después de 45 dias de tratamiento presenta el mayor nimero de células viables

generalizado para los tres tratamientos y los 7 tejidos analizados, es decir, existen



mas células viables en comparacién con las células para los tratamientos de 15
dias en los 7 tejidos. Es probable que este comportamiento se deba a que como ya
se ha mencionado con anterioridad la Cas lll-Ea tiene un efecto citotoxico y
genotoxico, por lo tanto al administrar este farmaco en el organismo de los ratones
y al empezar a interactuar con las células y el ADN se provoca un dafio en el
genoma, y este dafio puede conducir a la apoptosis de la célula, sin embargo
también es bien sabido que las células tienen procesos de reparaciéon del ADN que
constituyen mecanismos esenciales para el mantenimiento de la integridad
gendmica (Pérez et al., 2002), y es obvio que la estabilidad del genoma debe estar
bajo continua vigilancia, y por ello, cuenta con varios mecanismos de reparacion
del ADN, que se han desarrollado para remover las lesiones pre-citotoxicas y pre-

mutagénicas.

Los tratamientos que se llevaron a cabo en nuestros experimentos eran
agresivos tanto por la naturaleza del farmaco, como por el tiempo de aplicacion y la
concentracion del mismo en el organismo. Se sabe que cuando radiaciones,
hipertermia o compuestos citotoxicos dafian gravemente a las células, se produce
directamente las muerte de estas (necrosis), pero cuando la afectacion es mas
suave se induce la apoptosis; en los tejidos se puede presentar mezcla de células
afectadas por una u otra via (Repetto y Repetto, 2009). Es muy probable que el
dafio causado por la Casiopeina lll-Ea fuera tan severo que llevo a un gran
namero de células a un proceso de necrosis, lo cual se vio reflejado en la
disminucién de células viables. Las células que lograron sobrevivir a los
tratamientos activaron sus mecanismos de reparacion y es probablemente gracias
a la activacion de estos mecanismos Yy la proliferacion celular que conforme pasa el
tiempo existe un mayor niumero de células viables, aunque esto no quiere decir que

estas células no hayan tenido un dafio y sean células sin mutaciones.

ELECTROFORESIS UNICELULAR ALCALINA EN GEL.

Existen numerosas técnicas para detectar dafio al ADN como por ejemplo la
prueba de micronucleos, aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas

hermanas, entre otras, los resultados obtenidos por estas pruebas pueden ser



usados para identificar substancias que tengan actividad genotoxica (Tice et al.,
2000).

La técnica de Electroforesis Unicelular en Gel es una prueba capaz de
detectar rompimiento de cadena sencilla, sitios alcali labiles, rupturas de cadena
doble y sitios incompletos de reparacion por escision con alta sensibilidad en
células individuales. Desde entonces el nimero de aplicaciones y de investigadores
gue usan esta técnica ha crecido exponencialmente (Tice et al., 2000).

En estudios previos la electroforesis unicelular en gel muestra que la
exposicion a la Casiopeina llgly induce dafio al ADN que se refleja en el
incremento de la longitud de los cometas, asi como la aparicion de células con
dafio total, ambos con un comportamiento dependiente de la concentracion
(Martinez, 2008).

Cuando se utiliza el ensayo cometa el nimero de células con dafio es un
parametro utilizado para evaluar el efecto genotéxico, producido por agentes
guimicos (Altamirano-Lozano et al., 1999). En los resultados obtenidos se encontro
gue el numero de células con dafio aumento cuando comparamos al grupo testigo
con los grupos tratados, todos los tejidos presentaron un aumento de células con
dafio por encima del 40% en los tratamientos de 1/8, 1/16 y 1/32 de la DLsp, ¥ €n
los tres tiempos que se analizaron con excepcidon de las células del testiculo en
donde aunque existe un aumento de células con dafio no sobre pasa el 35%. Es
probable que el testiculo sea el rgano menos afectado por la Cas lll-Ea debido a
la distribucion del compuesto en el organismo y a que este tejido es de alta

proliferacion y cuenta con la barrera hemotesticular como proteccion adicional.

Estos resultados nos permiten comprobar que la Casiopeina llI-Ea es un
farmaco genotéxico por lo menos en las concentraciones que se probaron en este
trabajo, similar a lo reportado por, Alemén-Medina et al. (2007) el cual encontr6 que
la Cas-lll-Ea es la mas genotdxica cuando esta se reduce seguida de la Cas Igly y

finalmente la Cas lll-Ha.



Como ya se menciond antes, se ha observado que las casiopeinas provocan
muerte celular ya sea por apoptosis 0 necrosis. Se sabe que las células apoptoéticas
muestran cambios morfoldgicos tipicos como la contraccion de la condensacion de
la cromatina y la fragmentacion nuclear (Ormerod et al., 1996), En nuestros
resultados el ADN de las células no tratadas, es decir, el grupo testigo se mantuvo
con dafio que puede ser considerado como dafio basal, mientras que las células
tratadas con la Casiopeina Ill-Ea mostro un grado mayor de fragmentacion del
ADN, esto confirma un posible mecanismo de accidon que seria la induccion de
apoptosis. Estos resultados son reforzados por lo obtenido por De Vizcaya-Ruiz et
al. (2000), ellos encontraron que la Casiopeina Il es capaz de inducir muerte celular
por apoptosis en células de leucemia (L1210) y de igual manera ellos observaron
un aumento en el escalonamiento del ADN. Por lo tanto creemos que una posible
via por la cual la Casiopeina lll-Ea produce dafio es que al entrar al organismo
estas no interactian con el ADN directamente, sino que muy probablemente
producen dafio oxidante generalizado (Serment et al., 2006), lo que a su vez
concuerda con los niveles de citotoxicidad obtenidos en este estudio y en estudios
previos en donde los niveles de supervivencia son menores al 50% (Alemdn-
Medina et al., 2007). Sin embargo también existe la posibilidad de que el dafio que
se observa en el material genético sea dado por un dafio directo a la molécula de
ADN. Haria falta realizar pruebas mas especificas para poder determinar que

mecanismo de accion tiene la Casiopeina evaluada en este trabajo.

Una posible via La mayoria de los estudios realizados en el entorno de las
casiopeinas son llevados a cabo con cultivos celulares ya sea de linfocitos o en
lineas celulares tumorales o murinas tales como CH1, L1210, pocos son los
reportes en donde se trabaja con modelos in vivo y con células de diferentes
organos. Los resultados obtenidos de estos experimentos son importantes ya que
arrojan datos del comportamiento de los farmacos en el organismo, nos pueden
ayudar a encontrar algan érgano blanco, que finalmente es lo que se busca para

poder lanzar un nuevo medicamento al mercado.



Cermefio-Garcia et al., (2006) encontraron que la Casiopeina ll-gly y la
Casiopeina lll-ia provoco un incremento significativo de la longitud de los cometas

de las células de todos los tejidos u 6rganos que evaluaron.

Dentro de los 6rganos que se eligieron para este estudio se encuentra el
bazo que su funcion principal es la de la destruccion de las células sanguineas
rojas viejas, y mantiene un reserva de sangre, es por esto que es importante este
o6rgano ya que tiene una interaccidn directa con la sangre que es un tejido que se
encarga de la transportacion de nutrientes y una probable via de dispersion de la
Cas lll-Ea hacia todo el organismo. En los resultados que se obtuvieron (Figura 4)
observamos que las células sin dafio disminuyen y las células con dafio aumentan.

Este dafo se mantiene y aumenta conforme pasa el tiempo y el tratamiento.

Se ha demostrado que la administracion intravenosa de Cas ligly en ratas
produce dafio hemolitico de manera dosis-dependiente (Gracia-Mora et al., 2004).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la viabilidad de las
células sanguineas disminuyo hasta un 39% en la dosis de 1/8 de la DLsg, y el
porcentaje de células con dafio se mantuvo de 48 a un 66%, lo que quiere decir
gue el tratamiento que se aplicé fue demasiado agresivo llevando a un gran
namero de células a la muerte por ejemplo en el tratamiento de 1/16 de la DLsg
rebasa el 40% del total de células evaluadas.

Por otro lado en otro estudio se evalu6 la respuesta hematoldgica de ratas
cepa Wistar, utilizando esquemas de aplicacion de dosis de 1.3 y 5 mg/Kg de
Casiopeina ligly. EI mayor efecto observado, en la administracion de una dosis
simple intravenosa de la Cas ligly (5mg/Kg), fue una anemia hemolitica debida a un
dafo directo de eritrocitos. Probablemente esta anemia se deba al estrés oxidante
causado por las especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas a partir de la
reduccion del cobre de la Casiopeina. Se observé que unas de las estructuras mas
sensibles a las ERO es la membrana celular de los eritrocitos (De Vizcaya-Ruiz et
al., 2003). Los resultados permiten suponer que es por este mismo mecanismo (el
de las ERO), que las células sanguineas de los ratones presentaron tanto dafio,

ademds de que es sabido que la Cas lll-Ea es mucho més citotdxica que la Cas



ligly, por lo tanto nosotros esperariamos que si en vez de las dosis aplicadas por
De Vizcaya-Ruiz et al., (2003) de la Cas ligly se aplicaran las mismas

concentraciones pero de Cas llI-Ea, exista un gran nUmero de organismos muertos.

Es posible que el mecanismo por el cual se esta observando dafio en
nuestros ratones sea debido a que la Cas llI-Ea, provoca toxicidad subcelular este
tipo de toxicidad ya se ha encontrado con otras casiopeinas. Se expusieron
mitocondrias aisladas de varias células de rata (Wistar) de higado, rifién, corazéon y
hepatoma AS-30D a estos farmacos para medir los indices de respiracion,
gradiente de H” y las actividades del succinato, la 2-oxoglutarato deshidrogenasa y
la ATP-asa. Los resultados mostraron que las mitocondrias del higado, rifion y
hepatoma fueron sensibles a la Cas ligly (Trejo-Solis et al., 2005). También fue
posible observar que las Casiopeinas pueden interactuar directamente con la
mitocondria aislada o intacta en las células provocando efectos como la inhibicion
de la fosforilacion oxidativa y eventualmente una disminucion del ATP. Algo que se
encontré y que es importante para los estudios de toxicologia de estos farmacos es
gue las Casiopeinas no fueron especificas para las mitocondrias tumorales sino

gue también afectaron a las mitocondrias sanas.

De la misma forma Marin-Hernandez (2003), describié que la administracién
intra-peritoneal o intravenosa de las Casiopeinas en ratas provoco una
acumulacion de estos farmacos en diversos Organos, principalmente en higado,

riidn y corazon.

También se han realizado estudios preclinicos para evaluar los efectos
toxicos agudos en perros de las casiopeinas ligly y lll-ia. Los datos muestran que
existe un desarreglo de las miofibrillas, mientras que las mitocondrias estaban
aumentadas de tamafio y habia una pérdida de las crestas mitocondriales. Esto
indica que probablemente las casiopeinas estan afectando directamente a las
mitocondrias de las células musculares, desencadenando asi un insuficiencia
cardiaca aguda (De Vizcaya-Ruiz et al., 2003, Garcia-Otufio y Leal-Garcia., 2006).
Nosotros encontramos dafio de las células del corazon por encima del 50%, asi

como la disminucion de la viabilidad de estas células por debajo del 50%. El



mecanismo por el cual las casiopeinas puedan dafar las mitocondrias del corazon
Nno se conoce con precision, sin embargo estudios publicados sugieren que la
produccion de radicales libres puede jugar un papel importante (Marin-Hernandez,
2003).

Como ya se ha mencionado con anterioridad existen pocos trabajos
realizados con respecto a la Cas-lll-Ea, sin embargo los trabajos realizados
alrededor de otras casiopeinas nos pueden ayudar a esclarecer el comportamiento
de esta casiopeina, y corroborar si este farmaco produce dafio al material genético
y asi poder respaldar los resultados de este trabajo y poder reforzar los resultados

de otros autores.

Haciendo un analisis general de los datos que se obtuvieron, tanto de la
prueba de viabilidad como de la técnica de Electroforesis Unicelular, podemos
observar que no existe una afinidad marcada por alguno de los 6rganos que se

analizaron.

Cermefio-Garcia (2007), comparando sus resultados encontré que existia un
incremento en la longitud de la migracién constante desde las 3 y hasta las 24
horas de exposicion en todos los O6rganos excepto de testiculo. De la misma
manera nosotros encontramos un incremento de la longitud en todos los 6rganos
incluyendo la testiculo, sin embargo el porcentaje de células con dafio tanto de las
células chicas como de las células grandes del testiculo, es mucho menor que el
del resto de los érganos, esto es probablemente porque el tiempo de exposicién de
nuestros ratones fue mucho mas prolongado ademas de que la Casiopeina lll-Ea

es una de las mas toxicas.



VIII.CONCLUSIONES:

La disminucion de células viables en los diferentes 6rganos que se

estudiaron nos indica que la Casiopeina lllI-Ea es un farmaco citotéxico.

Pudimos observar un aumento significativo tanto en el namero de células
con dafio como en las longitudes de los cometas, es por esto que nosotros
en base a lo que encontramos decimos que la Casiopeina Ill-Ea es un

agente genotoxico.

Apegéndonos a los resultados encontrados en este estudio la Casiopeina

[ll-Ea no presenta afinidad por algun érgano.

El testiculo fue el 6rgano en el que se encontr0 menos dafo, esto es
posiblemente a que esté cuenta con una barrera hemotesticular que le da
una proteccion extra a agentes externos, en comparacion con los otros

organos.
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