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RESUMEN

Las 2.,4,6-triaminoquinazolinas (TAQ), son nuevos compuestos quindlicos que han sido
sintetizados en la Facultad de Quimica (UNAM) con el propodsito de potenciar sus efectos
terapéuticos, asi como conferirles propiedades antioxidantes. En estudios in vitro realizados
con las primeras TAQ se observd que eran capaces de proteger de los efectos de la malaria
y la leishmania, ademés de presentar una baja toxicidad. En este estudio se evalud la
genotoxicidad y citotoxicidad in vivo de tres tipos de TAQ (MLBO1, MLB02 y MLB13).
Grupos de seis ratones hembra y macho de la cepa Hsd: ICR fueron divididos al azar en los
siguientes grupos: a) Testigo 1, se les administrd 0.25 ml de agua inyectable, b) Testigo 2,
se les administré dimetilsulfoxido (DMSO) al 11.5%, c¢) Grupos de TAQ se les administrd
una dosis de MLB0O1, MLB02 y MLB13 (10 mg/Kg) por via i.p., y d) Testigo positivo, se
les administrd en dosis Unica 20 mg/Kg de CrOs via i.p. Para la evaluacion del dafio
genotdxico se empled el ensayo de micronucleos (MN) en eritrocitos policromaticos (EPC)
de sangre periférica, las muestras se tomaron de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas
después de la administracion de los tratamientos. También se evaluaron las frecuencias de
EPC respecto a los eritrocitos normocromaticos (ENC). Para el andlisis de apoptosis y
viabilidad celular se emple¢ la tincion diferencial con naranja de acridina/bromuro de etidio
(NA/BrEt), las muestras de sangre se tomaron solo a las 48 horas. Los resultados mostraron
que la administracion de las TAQ no produce toxicidad ni genotoxicidad en los grupos de
machos y hembras. Aunque la TAQ MLBO1 aumenté ligeramente la frecuencia de MN,
este incremento esta dentro de los rangos aprobados por las agencias reguladoras, por lo
que se sugiere que dicho efecto podria deberse a un efecto indirecto y no propiamente a un
dano genotdxico. La TAQ MLBO02 disminuye las frecuencias basales de MN e incrementa
las células apoptdticas, lo que nos permite sugerir a la apoptosis como la posible via de
eliminacion de las células dafiadas. En cuanto a la citotoxicidad, la TAQ MLBO1 tanto en
hembras como en machos y la TAQ MLBO02 en machos disminuyen las células viables. En
el grupo testigo positivo (CrOs), como se esperaba se indujo dafio genotoxico y citotdxico.
Con base a los resultados obtenidos se puede sugerir que las TAQ presentan grandes
expectativas para continuar los estudios con la finalidad de su aplicacion terapéutica en el

tratamiento de malaria y leishmania.



INDICE DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ANOVA Analisis de varianza

BrEt Bromuro de etidio

CrO; Triéxido de cromo

DIF Frecuencia diferencial de inducciéon de MN (por sus siglas en inglés)
DMSO Dimetilsulféxido

ECETOC “European Centre for Ecotoxicology of Chemicals”

ENC Eritrocitos normocromaticos

EOx Estrés oxidante

EPA “Enviromental Protection Agency”

EPC Eritrocitos policromaticos

ERO’s Especies reactivas de oxigeno

FDA “Food and Drugs Administration”

H2 No6- (metil ferroceno) 2, 4, 6-triaminoquinazolina

HPBCD 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina

1.p. Intraperitoneal

M4 N6- antiplasmodial (4-metoxibencil) 2, 4, 6-triaminoquinazolina
MN Micronucleo (s)

MTD Dosis maxima tolerada

NA Naranja de acridina



NIF Frecuencia de induccion neta de MN (por sus siglas en inglés)

PBS Buffer fosfato salino (por sus siglas en inglés)
RL Radicales libres
RNA Acido ribonucleico

TAQ 2,4,6-triaminoquinazolinas



I. INTRODUCCION

La ciencia organica busca la construccion o sintesis de moléculas, que presenten efectos o
mayor actividad en tratamiento y prevencion de diferentes enfermedades. Una de las
familias de alcaloides mas estudiada, debido a sus propiedades farmacologicas es la de los
compuestos quinolinicos (Kouznetsov et al., 2005). Dentro de estos compuestos podemos
encontrar a la quinina, la cual es conocida por ser un agente antimaldrico; pero en
concentraciones altas llega a ser toxica (Howard et al., 2003). En el departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica en la UNAM, dirigido por el Dr. Francisco Herndndez
Luis, se han sintetizado nuevos compuestos derivados de las quinazolinas, especificamente
de 2,4,6-triaminoquinazolina (TAQ), basandose en la estructura quimica de los compuestos
quinolinicos, con el propodsito de disminuir su toxicidad. También, a estos nuevos
compuestos se les han agregado grupos funcionales con la finalidad de conferirles un efecto
antioxidante. En pruebas que se realizaron con los primeros derivados de TAQ se
obtuvieron resultados prometedores, ya que in vitro fueron capaces de proteger de los

efectos de la malaria y la leishmania (Rojas et al., 2012; Mendoza et al., 2015).

Para el uso clinico de un nuevo compuesto, se deben seguir una secuencia de estudios, tanto
quimicos, bioquimicos, como toxicologicos, dentro de este Ultimo se encuentran las
evaluaciones de dafno al material genético (genotoxicidad) (Miiller et al., 1999). Una de las
pruebas recomendadas por las diferentes agencias reguladoras alrededor del mundo para
evaluar genotoxicidad, es la evaluacion de micronucleos (MN) in vivo. El proposito de este
ensayo, es identificar sustancias que causan dafo citogenético. Aunado a estas pruebas es
recomendable realizar evaluaciones de citotoxicidad (Heddle et al., 1983; Mavournin et al.,
1990; Krishna et al., 1992, 1998; Miiller et al., 1999). De ahi que en el presente estudio se
estudio la induccion de MN, la apoptosis y la viabilidad celular de los nuevos compuestos
quinolinicos (quinazolinas MLB01, MLB02 y MLBI13) sintetizados en la Facultad de
Quimica (UNAM), con la finalidad de obtener informacion sobre sus efectos genotoxicos y

citotoxicos.
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1. Alcaloides

La diversidad estructural y la variedad en la actividad bioldgica de los alcaloides hacen de
este grupo, uno de los mas importantes entre las sustancias naturales de interés terapéutico.
Gran niimero de medicamentos se han obtenido de plantas que contienen alcaloides, estos
se han aislado principalmente en plantas superiores (Evans, 2000). No existe una
definicidén exacta para los alcaloides, pero se puede considerar como: “Un compuesto
organico de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el nitrégeno se encuentra
generalmente intraciclico), derivados generalmente de aminoacidos, de caracter mas o
menos basico, de distribucion restringida, con propiedades farmacoldgicas importantes a
dosis bajas y que responden a reacciones comunes de precipitacion” (Paris y Hurabielle,
1981; Evans, 2000). Una de las familias de alcaloides mas estudiada, debido a sus
propiedades farmacologicas es la de los compuestos quinolinicos, ya que sus derivados
pueden actuar como agentes analgésicos, hipertensores, amebicidas, virucidas, entre otros

(Kouznetsov et al., 2005).

2. Alcaloides quinolinicos

Los compuestos quinolinicos o alcaloides quinolinicos, son aquellos en los que dentro de su
estructura se encuentra presente un nucleo de quinolina (Figura 1). Los compuestos
quinolinicos tanto naturales como sintéticos son de gran interés debido a su amplio rango

de actividades biologicas (Kouznetsov et al., 2005).

Los alcaloides aislados de la corteza de la quina son de los compuestos quinolinicos mas
empleados, sus extractos fueron introducidos como agentes médicos en el siglo XVII en
Europa, cuando la condesa de Chinchon fue tratada y curada de malaria en el afio 1638
(Epperson et al., 1995). El analisis detallado del extracto de quina permitié a los quimicos
identificar mas de 20 alcaloides, de los cuales la quinina, es una de las sustancias de mayor

actividad biolégica (Kouznetsov y Palma, 1997).
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Figura 1. Estructura quimica de la quinolina (Heterocyclic Chemistry, 2001).

3. Quinina

La quinina fue aislada en 1820 de la corteza del arbol Cinchona oficianilis por los
cientificos franceses Pelletier y Caventou y desde entonces se ha convertido en parte
integral del desarrollo de la quimica orgéanica y la medicina (Stork et al., 2001). Es utilizada
como un agente antimalarico, en el tratamiento de trastornos musculares y en diversas
infecciones. Debido a sus propiedades antipiréticas, antisépticas y analgésicas; también es
un componente de diversas formulaciones farmacéuticas; ademds de utilizarse por las
industrias cosméticas y de forma ilegal para adulterar cocaina y heroina (Howard et al.,
2003). Aproximadamente el 60% de cortezas de Cinchona se utiliza en la produccion de
medicamentos y el 40% restante se utiliza principalmente en la industria de alimentos y
bebidas, siendo el mayor producto las aguas tonicas (sabor amargo). También se utilizan
estos alcaloides en sintesis de moléculas quirales (Verpoorte, 1988). La quinina presenta un
alto grado de toxicidad, en dosis terapéuticas o excesivas, con: trastornos gastrointestinales,
visuales, auditivos, cardiovasculares y neurologicos; asi como cefaleas, confusion, coma,

ceguera e incluso psicosis (sindrome de cinchonismo) (Howard et al., 2003).
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Debido a la toxicidad que puede provocar la quinina, se ha iniciado la sintesis de nuevos
agentes, mas efectivos y menos toxicos, que tengan como base estructural el sistema
quinolinico, siendo derivados de quinazolina los compuestos mas prometedores (Davoll et
al., 1972; Bhattacharjee et al., 2004; Mishra et al., 2009; Verhaeghe et al., 2009; Kabri et
al., 2010).

4. Quinazolinas

Las quinazolinas estdn formadas por un nucleo aromatico biciclico (Figura 2a), constituido,
a su vez, por un anillo de benceno y un anillo de pirimidina (Cavalli et al., 2009).
Actualmente las quinazolinas son consideradas estructuras privilegiadas porque forma parte
del esqueleto base de varias moléculas que son de uso terapéutico (Rosowsky et al., 1991).
Su principal uso se encuentra en el campo de la medicina donde es empleado como agente
contra la malaria y en tratamientos contra el cdncer. Adicionalmente los derivados de
quinazolina ayudan en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson ya que se ha demostrado que este compuesto es un neuroprotector en cultivos
primarios de soporte universal o lineas celulares dopaminérgicas (Wang D y Gao F, 2013).
Dado el importante papel que han adquirido las quinazolinas estos ultimos afios, el
departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica en la UNAM, dirigido por el
Dr. Francisco Herndndez Luis, se dio a la tarea de sintetizar compuestos derivados de las
quinazolinas, particularmente de la 2,4,6-triaminoquinazolina (TAQ) (Figura 2b), a las
cuales, se les ha agregado grupos funcionales que podrian llegar tener algun efecto
antioxidante. Esta modificacion quimica lograra que estos compuestos puedan disminuir su
toxicidad en los tratamientos clinicos y a su vez presentar propiedades antioxidantes contra
el estrés oxidativo. En la Figura 3 se muestran las estructuras quimicas de las TAQ

sintetizadas.
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Figura 2. Estructuras quimicas. a) Quinazolina b) 2,4,6-triaminoquinazolina (TAQ).

Figura 3. Estructuras quimicas de los derivados de TAQ. En color naranja se muestran los
grupos antioxidantes que fueron agregados.
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5. Antecedentes de TAQ

Anteriormente el Dr. Francisco Hernandez Luis de la Facultad de Quimica (UNAM), probo
in vitro derivados de TAQ como tratamientos en la malaria y la leishmania. En particular
contra la malaria se utilizé N6- antiplasmodial (4-metoxibencil) 2, 4,6-triaminoquinazolina
(M4) (Figura 4a), en un complejo de inclusion a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD).
Los resultados indicaron que M4 / HPBCD actta principalmente con el prospecto exterior de
la membrana en eritrocitos humanos, donde se perturba las cadenas de lipidos y de péptidos,
esto aumenta la hidratacion de las interfaces de lipido-proteina en el interior de la membrana
donde este compuesto es capaz de penetrar. Esto dio una fuerte razoén para considerar
M4/HPBCD una solucion prometedora para el tratamiento de la malaria (Rojas et al., 2012).
Mientras que, para combatir la leishmania, se utilizaron una serie de cinco tipos de TAQ las
cuales se sintetizaron y evaluaron. Entre ellas, la N6- (metil ferroceno) 2,4,6-
triaminoquinazolina (H2) (Figura 4b) que mostr6 actividad en promastigotes y amastigotes
intracelulares, asi como una baja citotoxicidad en células de mamifero. Siendo este tipo de

quinazolina la mas efectiva contra la leishmania (Mendoza et al., 2015).

Figura 4. Estructuras quimicas de TAQ. a) N6- antiplasmodial (4-metoxibencil) quinazolina-
2,4, 6-triamina (M4) utilizada para tratamiento de malaria (Rojas et al., 2012); b) N6- (metil
ferroceno) quinazolina-2, 4, 6-triamina (H2) utilizada en el tratamiento de leishmania
modificada de Mendoza et al., 2015.
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6. Antioxidantes

Un antioxidante puede capturar a los radicales libres (RL), prevenir la formacion y
dispersion de estos, sacrificando su integridad molecular protegiendo asi del dafo a
biomoléculas como proteinas, azicares, lipidos y 4acidos nucleicos. Ademas se ha observado
que los antioxidantes pueden intervenir en los procesos de reparacion celular e inhibir la
induccion de mutaciones. Segin su origen los antioxidantes se pueden clasificar en
a) Endogenos: son aquellos que son sintetizados por la misma célula y b) Exdgenos: son los
que provienen del exterior del organismo comunmente consumidos en los alimentos

(Gonzales et al., 2000; Venero, 2002).

Se ha propuesto que el inicio de la prevencion del dafio al material genético derivado del
estrés oxidante, se basa en el consumo de agentes quimicos naturales que disminuyen o
inhiben la actividad mutagénica o carcinogénica de los compuestos. Las evidencias
obtenidas a partir de estudios epidemioldgicos y pruebas realizadas en diferentes
laboratorios, sugieren que los alimentos consumidos contienen compuestos que pueden
desempefiar un papel importante en la disminucion del dafo al ADN. Aunque los
mecanismos de acciéon de muchos de ellos aun no se conocen, algunos tienen propiedades
antioxidantes y pueden atrapar radicales generados durante el metabolismo celular o los

producidos por mugatenos (Sandler, 1996).

7. Estrés oxidante

El estrés oxidante (EOx) se define como la alteracion de la sefializacion y el control redox,
por lo que cuando el contenido intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y RL
sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula, se produce un estado de desequilibrio
bioquimico que puede alterar las proteinas, lipidos y ADN presentes en los distintos
componentes celulares (Jones, 2006). Se ha mostrado que en las células con EOx se genera
dafio directamente al ADN, por el incremento de ERO’s y RL que interactian con el
material genético e indirectamente mediante alteraciones en los componentes celulares que

se encuentran relacionados con la funcionalidad de los cromosomas. En ambos casos, la
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acumulacion del dafio al material genético puede llegar a ocasionar progresion
descontrolada del ciclo celular y contribuir a la generacion de neoplasias (Ward, 1985). Por
lo que el EOx se ha asociado con diversos estados patologicos como el cancer, entre otros,
en los cuales, se altera la funcién celular, contribuyendo al desarrollo de enfermedades
cronico-degenerativas como Alzheimer, esclerosis multiple, diabetes, hipertension, asma,

glaucoma y cataratas (Halliwell y Gutteridge, 1999).

8. Pruebas y ensayos para evaluar genotoxicidad

El termino referente a la genotoxicidad fue usado por primera vez para establecer la relacion
entre la induccion de cancer y dafio genético. Posteriormente, la “Comision Internacional
para la Proteccion contra Mutagenos y Carcinogénicos Ambientales”, redefinid este término
y establecid que so6lo sea considerado para aquellos agentes que son capaces de
interaccionar con el ADN. La induccién del dano genético por exposicion a agentes
genotdxicos es un proceso que se realiza en varias etapas. El agente xenobidtico ingresa al
organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las membranas celulares. Una vez dentro de
la célula puede ser reactivo por si mismo (de accidon directa) o bien puede ser activado por
enzimas metabdlicas (de accion indirecta). Se da entonces la interaccion con el ADN
produciéndose un dano que puede ser reparado eficientemente o ineficientemente (Ames,

1989).

Para evaluar dafio genotdxico se recomienda iniciar con ensayos de tamizaje como los son
los de mutaciones, ensayos in vitro empleando células de mamiferos (frecuencia de
aberraciones cromosomicas) in vivo empleando médula dsea o sangre periférica (frecuencia
de micronucleos) (Krishna y Hayashi, 2000). Las pruebas de genotoxicidad no solo son
indispensables para evaluar agentes genotoxicos y sus mecanismos inductores, sino también
sustancias con propiedades protectoras o moduladoras de dafio al ADN (Garcia-Rodriguez y

Altamirano-Lozano, 2006).
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9. Micronucleos

Los MN son cuerpos que estan en el citoplasma y que contienen ya sea un cromosoma
completo o parte de un cromosoma que durante la division celular no se une al nicleo de la

célula hija (Khrisna y Hayashi, 2000).

Los MN se pueden originar por alguno de estos eventos:

a) Dano a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente, en la
segregacion de cromosomas, esto incluye inhibicion en el ensamble o desensamble
de microtabulos, remocion de cinetocoros, daflos al centriolo, centromero
inactivado, entre otros (dafo aneuploidégeno) (Figura 5A).

b) Aberraciones cromosdmicas que conllevan a la formacion de fragmentos acéntricos
(dafio clastogeno) (Figura 5B).

Figura 5. Mecanismos de formacion de MN en eritrocitos (Tomado de Ramos-Leon, 2016).
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La técnica de MN es un ensayo in vivo que se puede realizar en cualquier tejido que este en
proliferacion, puede ser en medula 6sea o en eritrocitos de sangre periférica de animales
donde el bazo no elimine eritrocitos micronucleados (FDA, 2000). Cuando los eritrocitos
policromaticos (EPC) son expulsados de la medula 6sea, el nicleo queda extruido y si un
MN se ha formado permanece en el citoplasma, estos eritrocitos aun contiene ARN y son
basofilos lo que los diferencia facilmente de eritrocitos normocromaticos (ENC) en los que

se ha degradado el ARN y son acidofilos.

Con los MN se puede identificar la respuesta a la mezcla compleja de contaminantes y
representa un indice valioso para la detencion de dafio genético acumulado durante la vida
de las células (Bolognesi y Hayashi, 2011). Se caracteriza por su simplicidad, fiabilidad,
sensibilidad y rapidez. Ademas, es ampliamente utilizado para detectar la genotoxicidad de
contaminantes ya sean clastogénicos y/o aneugénicos asi como para evaluar las aberraciones
cromosomicas numéricas y estructurales (Rocha et al., 2011). Un incremento en la
frecuencia de MN en animales tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son
inductores de dafio cromosomico. Sin embargo la presencia de MN indica un dafio
cromosdmico, pero no de que tipo, ni qué cromosomas estuvieron involucrados (Hayashi et

al., 2000).

10. Apoptosis y necrosis

La muerte celular en los tejidos de los organismos es un evento natural y no produce
alteraciones de las funciones, por el contrario, la cantidad de células en los diferentes tejidos
esta determinada por un balance homeostatico entre la proliferacion de las células nuevas y
la muerte de las no funcionales. Existen dos tipos de muerte celular, una es la que se
produce como consecuencia de una lesion celular masiva (necrosis) y la otra que es un

mecanismo controlado de muerte celular (apoptosis) (Elena, 2002).

La apoptosis (Figura 6) se presenta como un mecanismo para eliminar células anémalas de
una forma controlada, sin afectar a las células vecinas. Los restos celulares resultantes, que

estan siempre rodeados de membrana plasmatica, son eliminados mediante fagocitosis,
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evitando la inflamacion en esta zona. Ademas de que la apoptosis es un proceso celular
importante para el desarrollo y para el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos
adultos, juega un papel fundamental como mecanismo de proteccion contra la
carcinogénesis mediante la eliminacion de las células dafiadas genéticamente, por lo cual
también se ha considerada como un marcador de dafio al ADN (Hayashi et al., 1990;

Blankenberg, 2008).

Figura 6. Procesos de apoptosis (Tomado de Ramos-Leon, 2016).

Por su parte, la necrosis (Figura 7) ocurre de manera aguda, por una forma no fisioldgica,
mediante una agresion que causa lesion en una porcion importante del tejido. Este proceso
es desencadenado por toxinas, hipoxia severa, agresion masiva y cualquier otra condicion

que genere disminuciéon de ATP (Elena, 2002).
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En el proceso de necrosis se crean cambios histologicos, debido a que hay ganancia de
volumen celular, desorganizacion y lisis del citoplasma, asi como dilatacion del reticulo
endopldsmico y las mitocondrias aunado a una disolucién de la cromatina, pérdida de la
continuidad de la membrana citoplasmatica y fragmentacion al azar del ADN. Debido a la
pérdida de la integridad de la membrana celular, el contenido del citoplasma es vertido al
espacio extracelular, se genera el proceso de inflamacion, en el cual los restos celulares son

eliminados por fagocitosis (Elena, 2002; Ramirez y Rojas, 2010).

Figura 7. Proceso de necrosis (Tomado de Ramos-Leon, 2016).
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11. Evaluacion de viabilidad y muerte celular

El analisis de la muerte celular puede realizarse tanto in vivo como in vitro. Existen varios
métodos que permiten diferenciar entra la muerte por apoptosis y necrosis. La valoracion de
la integridad de la membrana a través de la tincion con colorantes vitales pueden ser
especificos si se analizan las caracteristicas morfologicas de las células directamente (Allen
et al., 1997). El método por tincion diferencial con fluorocromos, utilizando una mezcla de
los colorantes naranja de acridina (NA) y bromuro de etidio (BrEt), es uno de los métodos
utilizados para la evaluacion de apoptosis y necrosis. El NA se puede intercalar en el ADN
(coloracion amarilla), mientras que el BrEt se introduce Unicamente a las células con
pérdida de integridad de la membrana plasmdtica, mostrando una fluorescencia roja.
Ademas que con esta técnica se pueden diferenciar a las células apoptdticas tempranas
(amarilla con inicio de fragmentacioén nuclear) de las apoptoticas tardias (roja-fragmentada)

(McGabhon et al., 1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013).
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II. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, los compuestos quindlicos han adquirido un gran interés, debido a sus
propiedades farmacoldgicas, ya que sus derivados pueden actuar como agentes analgésicos,
hipertensores, amebicidas, virucidas, entre otros. Uno de los compuestos quinolinicos mas
utilizado es la quinina, la cual es conocida por ser un agente antimaldrico; pero en
concentraciones altas llega a ser toxica. Por lo que, se ha iniciado la sintesis de nuevos
agentes, a partir de la base estructural del sistema quinolinico, siendo los derivados de la
quinazolina los compuestos mas prometedores, efectivos y menos toxicos. El Dr. Francisco
Hernandez Luis del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM, ha
desarrollado un grupo de compuestos derivados de las quinazolinas, las TAQ, las cuales han
mostrado actividad en contra de la malaria y la leishmania in vitro, generando grandes
expectativas para su posible uso clinico. De ahi que, es necesario realizar evaluaciones
genotoxicas y citotoxicas. Aunado a ello, a estas estructuras se les ha tratado de potenciar
sus efectos terapéuticos, mediante la adicién de posibles grupos antioxidantes. Por lo que,
este estudio se realizd en colaboracion con la Facultad de Quimica de la UNAM, con la
finalidad de evaluar el efecto genotdxico y citotoxico de las quinazolinas (MLBO1, MLB02

y MLB13) en ratones macho y hembras de la cepa Hsd:ICR.

III. HIPOTESIS

Varios compuestos quinolinicos, como la quinina, se han utilizado ampliamente como
tratamiento en diferentes enfermedades, pero a concentraciones altas llegan a ser toxicos.
Las TAQ MLBO1, MLB02 y MLBI13 se sintetizaron basandose en la estructura de los
compuestos quinolinicos, pero con algunas modificaciones quimicas para lograr hacerlas
menos toxicas y darles propiedades como antioxidantes, entonces, se espera que la
administracion a ratones hembra y macho de las TAQ MLB0O1, MLB02 y MLBI13 no
presenten efectos genotoxicos, ni citotoxicos mediante las evaluaciones de MN, apoptosis y

viabilidad celular, asi mismo se espera que no modifiquen la relacion de EPC/ENC.
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IV. OBJETIVOS

1. General

Evaluar el efecto genotodxico y citotdoxico de nuevos compuestos quinolinicos (quinazolinas
MLBO1, MLB02 y MLBI13) en sangre periférica de ratones Hsd:ICR, mediante la

evaluacion de micronucleos, apoptosis y viabilidad celular y la relacion de EPC/ENC.

2. Particulares

1.- Establecer la dosis maxima tolerada (MTD) de las TAQ (MLBO1, MLB02 y MLB13) en
ratones hembra y macho, administradas via intraperitoneal, mediante la evaluacion de la

toxicidad general y la letalidad.

2.- Evaluar la cinética de inducciéon de MN en sangre periférica obtenida cada 24 h durante

tres dias después de los tratamientos de las TAQ en ratones hembra y macho.

3.- Evaluar la induccion de apoptosis y necrosis en sangre periférica obtenida a las 48 h

después del tratamiento de las TAQ en ratones hembra y macho.

4.- Evaluar la relacion de los EPC/ENC en sangre periférica de ratones hembras y machos

tratados con las TAQ empleando NA.

5.- Evaluar viabilidad celular en sangre periférica de raton hembra y macho tratados con las

TAQ empleando la tincion diferencial de NA/BrEt.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Animales

Se emplearon ratones macho y hembra de la cepa Hsd:ICR de 2 a 3 meses de edad,
provenientes del bioterio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ratones fueron
aclimatados en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, donde se
mantuvieron bajo condiciones ambientales de temperatura (22° C) y circulacién de aire
controladas, con fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas obscuridad y bajo una dieta a base de

alimento comprimido (NUTRI-CUBOS, Purina™™®) y libre acceso a agua.

Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo fueron establecidos con base a los
lineamientos de los programas GENOTOX, la EPA, la ECETOC y la FDA (Heddle et al.,
1983; EPA, 1984; Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 1994; FDA, 2000).

2. Reactivos

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
MO, USA). Colorante NA [CAS No. 10127-02-3], BrEt [CAS No. 1239-45-8], Triéxido de
cromo (CrO;3) [CAS No. 1333-82-0] y Dimetilsulféoxido (DMSO) [CAS No. 67-68-5].

Las TAQ MLBOI, MLB02 y MLBI13 utilizadas en el presente estudio fueron
proporcionadas por el Departamento de Farmacia a cargo del Dr. Francisco Herndndez Luis

en la Facultad de Quimica de la UNAM.
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3. Diseino Experimental

3.1. Tratamientos

Las TAQ fueron preparadas en una solucion estandar mediante su disoluciéon en DMSO
(10 mg/ml). Mientras que el DMSO y CrOs; se disolvieron en agua inyectable. Una vez
preparados los reactivos se administraron inmediatamente via intraperitoneal (i.p.) en un

volumen de alrededor de 0.25 ml.

Se conformaron grupos experimentales formados por seis individuos cada uno. Para cada
tratamiento se tuvo un grupo de machos y uno de hembras. Los grupos se dividieron de la

siguiente manera:

a) Testigos agua, se les administr6 0.25 ml de agua inyectable.

b) Testigos negativos, se les administr6 DMSO a 11.5%.

c) Grupos de TAQ MLBOI, se les administr6 una dosis de 10 mg/kg.
d) Grupos de TAQ MLBO02, se les administr6 una dosis de 10 mg/kg.
e) Grupos de TAQ MLBI13, se les administrd una dosis de 10 mg/kg.

f) Testigos positivos, se les administré CrOs; en una dosis de 20 mg/kg.

3.2. Establecimiento de las dosis

La dosis empleada para los tratamientos de CrO; fue seleccionada con base en resultados
obtenidos previamente, en donde se observd que la administracion de CrOs por via i.p. en
una dosis de 20 mg/kg de peso corporal es inductora del dafio genotoxico (Garcia-Rodriguez
etal., 2001). Las dosis inicial empleada para los tratamientos con TAQ (MLBO1, MLB02 y
MLBI13) fue seleccionada con base en las dosis empleadas en estudios previos en los que se

probo su efecto sobre la malaria y la leishmania (Rojas et al., 2012; Mendoza et al., 2015).
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3.3. Tiempos de evaluacion

Una vez establecidas las dosis, asi como las condiciones de trabajo, se evalu6 el dafio
genotoxico mediante la frecuencia de MN, la citotoxicidad mediante la frecuencia EPC con
respecto a la de ENC, la viabilidad celular y la apoptosis. En las Figuras 8 y 9 se muestra el
protocolo para la administracion de los tratamientos de hembras y machos respectivamente,

asi como la toma de muestra.

' ADMINISTRACION * TOMA DE MUESTRA (MN) ' TOMA DE MUESTRA (APOPTOSIS Y VIABILIDAD CELULAR)

Figura 8. Protocolo para la administracion de los tratamientos de TAQ MLBO01, TAQ
MLBO02 y TAQ MLB13 por via i.p. de hembras y toma de muestra para MN y viabilidad

celular.
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4  comnistrRacoN * TOMA DE MUESTRA (MN) ¥ TOMA DE MUESTRA (APOPTOSIS Y VIABILIDAD CELULAR)

Figura 9 . Protocolo para la administracion de los tratamientos de TAQ MLBO01, TAQ
MLB02 y TAQ MLB13 por via i.p. de machos y toma de muestra para MN y viabilidad

celular.

4. Micronucleos

4.1. Preparacion de laminillas

Se prepar6 una solucion de NA (1 mg/ml), la cual se colocd sobre portaobjetos limpios y
precalentados a 70°C, de acuerdo a Hayashi et al., (1990). Las laminillas se dejaron secar a

temperatura ambiente y se guardaron en la oscuridad hasta su uso.
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4.2. Obtencion de sangre periférica

Las muestras se obtuvieron de la vena caudal (5 pl) que fueron colocadas directamente
sobre las laminillas preparadas previamente con NA. Las preparaciones se guardaron en
cajas de plastico en la oscuridad a una temperatura aproximada de 4°C, de acuerdo a

Hayashi et al., (1990).

4.3. Evaluacion de MN

La observacion de las muestras se realizé con ayuda de un microscopio de fluorescencia con
un filtro de excitacion azul y un filtro de emision amarilla (Nikon Opthiphon-2). La tincion
de los eritrocitos con NA, permite diferenciar a los ENC de los EPC, ya que estos ultimos se
tifien de color rojo debido a la presencia de ARN- ribosomal. Con esta tincion también se
pueden identificar a los MN ya que el ADN se tifie de color amarillo fluorescente
(Figura 10 A). La evaluacion del dafio genotdxico se realizd analizando 4000 EPC por
raton, entre los cuales se cuantificé los EPC-MN. Para la evaluacion de dafio citotoxico, se
analizaron 2000 eritrocitos totales por raton, entre los cuales de cuantifico la frecuencia de

EPC en relacion con los ENC.

5. Apoptosisy viabilidad celular

5.1. Preparacion del colorante y muestras.

Se prepard una solucion de NA/BrEt (100 pg/ml) de acuerdo a McGahon et al., (1995) con
algunas modificaciones (Garcia-Rodriguez et al., 2013). Se tomaron muestras de sangre de

la vena caudal a las que se le agregd la mezcla de colorantes.
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5.2. Evaluacion de apoptosis y viabilidad celular

La observacion de las muestras se realizé con ayuda de un microscopio de fluorescencia con
un filtro de excitacion azul y un filtro de emisiéon amarilla (Nikon Opthiphon-2). Se
evaluaron 200 células por raton. Para la evaluacion de apoptosis y necrosis se cuantificaron
las células sanas, apoptoticas tempranas, apoptéticas tardias y necroticas (Figura 10B).
Mientras que para el analisis de viabilidad celular se contabilizaron las células viables

(sanas) y no viables (apoptoticas tempranas + apoptoticas tardias + necroticas).

6. Analisis estadistico

A los datos obtenidos en los experimentos de MN se les aplicé un andlisis de varianza,
ANOVA, seguido de una prueba de Tukey o Dunnett para determinar la significancia entre
las medias de cada grupo, mediante el paquete estadistico SPSS. Para la induccién de MN se
calcul¢ la Frecuencia Neta de Induccion de MN (NIF por sus siglas en inglés) que sirve para
descartar la induccion espontanea basal de los grupos (hora 0). Ademas se calculd la
frecuencia diferencial MN (DIF por sus siglas en inglés) lo que permite descartar la
posibilidad de que el efecto observado fuera producto de la manipulacion de los animales
durante los experimentos (Garcia-Rodriguez et al., 2001). Los datos obtenidos de los
analisis del NIF y DIF y los resultados del ensayo de apoptosis y necrosis se analizaron
mediante una prueba de chi-cuadrada utilizando el paquete de Statistica V6 y GraphPad
Prism 5 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001). Para todos los casos, se tomaron

los datos con una p < 0.05 como significativos estadisticos (Adler et al., 1998).

ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | MATERIAL Y METODO [EXIN



Figura 10. Evaluacion del dafio genotéxico y citotoxico: 1) grupos de seis ratones;
2) administraciéon de tratamientos; 3) obtencion de muestras; 4) preparacion de laminillas
para MN; 5) preparacion de laminillas para apoptosis y viabilidad celular; 6) observacion
bajo el microscopio de fluorescencia; A) Evaluacion del dafio genotéxico y B) evaluacion de

la viabilidad celular, apoptosis y necrosis mediante tincién diferencial con NA/BrEt.

ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | MATERIAL Y METoDO (B3N



VI. RESULTADOS

e
1. Toxicidad

En el Cuadro 1 se muestran el seguimiento de los ratones hembras y machos para identificar
signos clinicos de toxicidad (pelo erizado, disminucion de la actividad, diarrea y perdida de
del apetito) cuando se administraron tanto los tratamientos con las TAQ como con el CrOs.

Se puede observar que solo el grupo tratado con CrO; presentd efectos.

Cuadro 1. Observaciones para identificar toxicidad en los grupos de hembras y
machos tratados con las diferentes TAQ.

SIGNOS DE TOXICIDAD

GRUPO
Testigo Normal Normal Normal Normal
Agua
b TAQ MLBO1 Normal Normal Normal Normal
Hembras (10 mg/kg)

TAQ MLB13 Normal Normal Normal Normal
(10 mg/kg)

Testigo Normal Normal Normal Normal
Agua

TAQ MLBO1 Normal Normal Normal Normal
(10 mg/kg)

TAQ MLB13 Normal Normal Normal Normal
(10 mg/kg)
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2. Evaluacion de daiio genotoxico (MN)

En el Cuadro 2 se muestran los promedios de los MN evaluados en sangre periférica de las
0 a las 72 horas en hembras tratadas con 10 mg/kg de las TAQ y con 20 mg/kg de CrOs.
Se observa que la administraciéon de las TAQ no incrementan significativamente los
promedios de MN al compararse con el grupo testigo de DMSO y contra su propia hora cero
(es decir antes de la administracion de los tratamientos). La TAQ MLBOI1 es la que presento
el mayor incremento a la hora 72 (alrededor de 2 MN). Al comparar el grupo testigo de
DMSO vy el testigo de agua se observa incremento con el grupo tratado con DMSO que
resulta estadisticamente significativo a las 24 y 72 horas. Se empled como testigo positivo el
CrO;. Se puede observar que en este grupo se presentd un incremento significativo en los
promedios de MN (alrededor de 5 a 14 MN) comparado con su testigo (agua) y su propia

hora cero.
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Cuadro 2. Promedios de las frecuencias de MN en ratones hembra tratadas con los
diferentes tipos de quinazolinas.

DO Do ora 4000EP

d. e

Testigo agua - 6 0 1.8+0-9
24 1.8+1.1
48 28+16
72 25+1.0
Testigo (DMSO 11.5%) - 6 0 35+19
24 5.6+1.5°
48 5.8+0.7
72 6.0+ 1.0°
TAQ MLBO1 10 6 0 4.1+1.7
24 5.6+1.6
48 55+1.8
72 8.0+53
TAQ MLB02 10 6 0 50+0.6
24 5.6+2.0
48 56+1.5
72 51+2.1
TAQ MLB13 10 6 0 33+1.8
24 33+13
48 41+18
72 46+1.7
CrO; 20 6 0 5.0+1.7
24 10.3 +3.3%°
48 16.8+2.9%°
72 7.6+23°

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs. Testigo agua; bp: vs. CrOz hora 0.
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En el Cuadro 3 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluados en machos
tratados con la misma dosis de 10 mg/kg de las TAQ (MLBO1, MLB02 y MLB13). Se
empled el mismo control positivo (20 mg/kg de CrOs). Al igual que para hembras las TAQ
no incrementan significativamente los promedios de MN al compararse con el grupo testigo
de DMSO y contra su propia hora cero. Asi mismo, al comparar el grupo testigo de DMSO
y el testigo de agua se observa incremento de MN en el grupo tratado con DMSO pero solo
resulta significativo a las 72 horas. De igual manera, la administracion de CrO;, incremento
el promedio de MN (alrededor de 7 a 18 MN) comparado con su testigo (agua) y su propia

hora cero.

ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | RESULTADOS [E1 NN



Cuadro 3. Frecuencia de MN en ratones macho tratados con los diferentes tipos de

quinazolinas.
MN 4000EPC
x + d.e.
Testigo agua -- 6 0 1.8+0.9
24 1.8+1.1
48 28+16
72 2.5+1.0
Testigo (DMSO 11.5%) - 6 0 40+0.8°
24 45+0.5
48 55+1.0
72 5.0+0.8°
TAQ MLBO1 10 6 0 53+1.3
24 73+1.7
48 6.0+2.0
72 6.3+2.0
TAQ MLB02 10 6 0 33+1.8
24 3.1+1.7
48 23+1.2
72 33+16
TAQ MLB13 10 6 0 3.1+1.8
24 45+1.2
48 3.6+1.2
72 48+1.1
CrO; 20 6 0 55+2.1
24 83+19°
48 20.0+4.8%°
72 5.8+1.3

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs. Testigo agua; bp: vs. CrOshora 0.

ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | RESULTADOS



Debido a la variabilidad que se observo en los promedios de MN basales (es decir cuando
aun no se habian administrado los tratamientos), se realizo el célculo de la Frecuencia de
Induccion Neta (NIF por sus siglas en inglés) este calculo parte de la premisa de que la
induccion de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que al restar el
numero de MN evaluados en la hora 0 a las demas horas restantes, se asume que se obtiene

la induccion neta de MN. Este calculo se realizé mediante la siguiente formula:

NIF = (MN observados en “A” a la hora X;) — (MN observados en “A” a la hora Xy)

Donde: “A” = grupo evaluado; X; = tiempo de evaluacion; X,= tiempo 0

En la Figura 11 se muestra el andlisis por tiempo y por grupo calculado para 24 000 EPC, de
los grupos de hembras tratados con TAQ y CrOs. Al realizar este analisis se corrobor6 el
aumento de las frecuencias de MN desde las 24 a las 72 horas en el grupo tratado CrOs;. Por
otro lado, en el grupo tratado con TAQ MLBO1, se observa un aumento en la frecuencia de
MN a la hora 72 que resulta significativo respecto al grupo testigo de DMSO. En el grupo
tratado con la TAQ MLBO02 se observa una disminucion parcial de las frecuencias de MN

basales a la hora 72 pero no resulta significativa.
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Figura 11. Andlisis de la induccion de frecuencia neta de MN (NIF) calculada por grupo de
hembras en los diferentes tiempos evaluados: 1) 24, I1) 48 y 111) 72 horas. p<0.05; °p: vs.
Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO.

Al realizar el andlisis de NIF para los grupos de machos (Figura 12) se observa una
disminucion en las frecuencias de MN en el grupo tratado con la TAQ MLBO02 a la hora 48,
que al compararse con el testigo de DMSO resulta significativo. Mientras que las TAQ
MLBO1 y MLB13 mantienen la frecuencia de MN basales. Por otro lado, el grupo tratado
con CrOs incrementa la frecuencia de MN a la hora 24 y 48. De igual manera que para las
hembras, cuando se compard el grupo testigo de DMSO con el testigo de agua no se observo

una diferencia significativa.
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Figura 12. Andlisis de la induccion de frecuencia neta de MN (NIF) calculada por grupo
de machos en los diferentes tiempos evaluados: 1) 24, I1) 48 y 111) 72 horas. p<0.05; °p: vs.
Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO.
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También se calculd la Frecuencia Diferencial de Induccion de MN (DIF por sus siglas en
inglés), con la intencion de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones durante
el experimento. El analisis consistio en restar los valores de MN obtenidos en todas las
horas del grupo testigo a sus correspondientes horas de los grupos tratados con las TAQ y
CrO3, de tal manera que se observaran los MN inducidos tnicamente por los tratamientos.

Este célculo se realizdo mediante la siguiente formula:

DIF = (MN observados en “A” a la hora X;) — (MN observados en “T” a la hora X))

Donde: “A” = grupo evaluado; X, = tiempo de evaluacion; “T” = grupo testigo

En la Figura 13 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar el
analisis del DIF para los grupos de hembras. Se observa que los grupos tratados con las
TAQ MLB02 y MLB13 presentan un comportamiento similar, sin variaciones significativas
en las frecuencias de MN con respecto a sus frecuencias basales. Mientras que el grupo
tratado con la TAQ MLBO01 aumenta la frecuencia de MN a la hora 72. En el grupo tratado

con CrOj se observan incrementos de las frecuencias basales de MN en las horas 24 y 48.
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Figura 13. DIF absoluto calculado por tiempo y grupos de hembras para 24 000 EPC.
p<0.05 *p: vs hora 0 de cada tratamiento.

En la Figura 14 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar el
analisis del DIF para los grupos de machos. Se observa que los grupos tratados con las TAQ
presentan un comportamiento similar, sin variaciones significativas en las frecuencias de
MN con respecto a sus frecuencias basales. Mientras que, el grupo tratado con CrOs; se

observa un incremento en la frecuencia de MN basales a la hora 48.
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Figura 14. DIF absoluto calculado por tiempo y grupos de machos para 24 000 EPC.
p<0.05 *p: vs hora 0 de cada tratamiento.

3. Evaluacion de apoptosis y necrosis

En el Cuadro 4 se muestran los promedios de los datos obtenidos para el anélisis de la
apoptosis en los grupos de hembras tratados con las TAQ y CrOs Se observa que al grupo
que se le administré la TAQ MLBOI presenta un aumento significativo en el promedio de
las células necroticas en comparacion con el testigo DMSO, y las células apoptdticas
tempranas se incrementan ligeramente aunque este incremento no resulta estadisticamente
significativo. Sin embargo, en el grupo tratado con la TAQ MLBO02 el incremento de las
células apoptoticas tempranas si resulta estadisticamente significativo. Al igual que para
MN, también se empled un grupo tratado con CrO; como testigo positivo. Se observa que
hay aumento en el promedio de las células apoptoticas tempranas y necroticas que resulta

estadisticamente significativo al compararlo con el testigo agua.
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Cuadro 4. Promedios de las frecuencias de las células normales o sanas, apoptdticas
(tempranas y tardias) y necroticas para los grupos de hembras.

GRUPO DOSIS N SANAS APOPTOTICAS  APOPTOTICAS  NECROTICAS
mg/kg X+ de. TEMPRANAS TARDIAS X+ de.
X t d.e. X t d.e.

Testigo Agua 6 186.0+ 4.6 13.0+£3.6 0.8+1.2 02104
Testigo DMSO 6 176.0+ 2.7 20.0t2.7 0.2+04 3.811.2
TAQ MLBO1 10 6 165.7+4.0° 255+4.1 0.0£0.0 8.8+36°
TAQ MLBO02 10 6 167.2 £9.4 30.549.2° 0.0+0.0 2.3+1.7
TAQ MLB13 10 6 178.7 £5.3 19.0+4.6 0.0£0.0 23121
CrO; 20 6 163.3+6.1° 29.3+4.0° 0.0+£0.0 73+25°

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs. Testigo agua; bp: vs. Testigo DMSO.

En el Cuadro 5 se muestran los promedios del analisis para machos tratados con las TAQ y
CrO;. Se observa que al igual que para las hembras, en machos se incrementaron
significativamente las células apoptoticas tempranas con el tratamiento de la TAQ MLBO02 y
con el tratamiento de CrO;. Mientras que a los grupos a los que se les administro la TAQ

MLBO1 y CrO3 aumentan los promedios de las células necrdticas significativamente.

Cuadro 5. Promedios de las frecuencias de las células normales o sanas, apoptoticas
(tempranas y tardias) y necréticas para los grupos de machos.

GRUPO DOSIS N SANAS APOPTOTICAS  APOPTOTICAS  NECROTICAS
mg/kg X+ de. TEMPRANAS TARDIAS Xx+de.
x + d.e. x t d.e.

Testigo Agua 6 186.0+ 4.6 13.0+3.6 0.8+1.2 0.2+0.4
Testigo DMSO 6 182.8 +3.3 16.0 +3,9 0.0+0.0 1.2+0.9
TAQ MLBO1 10 6  1688+7.0° 24.7+5.7 0.2+0.4 6.3+2.0°
TAQ MLBO2 10 6  168.3+10.1° 29.0+10.0° 0.0+0.0 27+1.7
TAQ MLB13 10 6 184.0+3.9 15.7+4.1 0.0+0.0 0.3+0.5
CrO; 20 6  163.3+106° 28.7+7.6° 0.0+0.0 8.0+3.9°

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs. Testigo agua; I[’p: vs. Testigo DMSO.
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4. Evaluacion del daiio citotoxico

3.1. Relacion EPC/ENC

En el Cuadro 6 se muestra los promedios de las frecuencias de EPC en relacion a los ENC,
evaluados de las 0 a las 72 horas en los grupos de hembras tratados con las TAQ y CrOs;. Se
observa que al comparar el grupo testigo de DMSO con el testigo de agua se presenta alta

variabilidad a la hora 24 que resulta significativa.

Cuadro 6. Frecuencias de EPC en ratones hembra de la cepa Hsd: ICR tratados con las
diferentes quinazolinas.

EPC/ 2000 Células

X *+ d.e.
Testigo Agua - 6 0 110.0 + 4.8
24 116.8 + 4.2
48 122.0+ 3.8
72 136.0 + 6.9
Testigo (DMSO 11.5%) -- 6 0 180.5+45.0°
24 199.2+45.1°
48 160.7 +22.8
72 185.0 + 33.6
TAQ MLBO1 10 6 0 129.2 +14.6
24 167.3+14.6
48 197.7 £54.7
72 207.0 £+ 78.5
TAQ MLB02 10 6 0 213.3+39.9
24 197.0+33.7
48 199.0 + 14.1
72 262.2 +42.9
TAQ MLB13 10 6 0 174.8 +22.2
24 173.7 + 30.6
48 206.2 + 39.4
72 219.8+18.8
CrO; 20 6 0 133.3+19.4
24 138.5+21.7
48 166.7 +41.3
72 127.8+31.7

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs. Testigo agua.
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En el Cuadro 7 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a la
frecuencia de ENC, para los grupos de machos tratados con las TAQ y CrOs. Al igual que
para las hembras se observa alta variabilidad al momento de comparar el grupo testigo de
DMSO con el testigo de agua que resulta significativa desde las 0 hasta las 72 horas. Por
otro lado, en el grupo tratado con CrOs; se disminuyeron los promedios de EPC vy si

resultaron significativos a la hora 72 en comparacion con su testigo.

Cuadro 7. Frecuencias de EPC en ratones macho tratados con las diferentes quinazolinas.

EPC/ 2000 Células

x + d.e.
Testigo Agua -- 6 0 110.0 + 4.8
24 116.8 + 4.2
48 122.0 + 3.8
72 136.0 +6.9
Testigo (DMSO 11.5%) -- 6 0 186.8 + 28.1°
24 214.3+36.6°
48 240.7 + 35.1°
72 229.7 + 32.3°
TAQ MLBO1 10 6 0 150.0 + 32.7
24 153.8 + 20.7
48 156.0 + 16.9
72 154.3+ 31.2
TAQ MLB02 10 6 0 195.8 + 20.8
24 147.8 + 21.0
48 172.8 +22.5
72 176.8 + 19.4
TAQ MLB13 10 6 0 279.5 + 151.0
24 2758+ 172.4
48 257.3+ 95.6
72 283.3+116.4
CrO; 20 6 0 156.0 + 21.2
24 131.5 + 23.8
48 166.7 + 41.2
72 127.8+31.7°

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs. Testigo agua.
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3.1. Viabilidad celular

Debido a la alta variabilidad observada en las frecuencias de EPC con relacion a los ENC se
realizd una técnica basada en una tincion diferencial con NA/BrEt, en donde el NA se
introduce Unicamente a las células viables (vivas) y el BrEt se introduce a las células no

viables (muertas) (McGahon et al., 1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013).

En la Figura 15 se observa que en los grupos de hembras tratados con TAQ MLBO1 y CrOs
hay un incremento significativo en las células no viables al compararse con sus testigos. Asi
mismo, al compararse el grupo testigo de DMSO con el testigo de agua se observa un
incremento significativo. Mientras que a los grupos que se les administré la TAQ MLBO02 y
TAQ MLB 13 no hay diferencia estadisticamente significativa.

VIABILIDAD CELULAR
1200+
, 800 Bl Viables
< ] .
% 400- &3 No viables
o 1
o 300+
© 1
o 200-
Z 1
100+
0-
\el O &y a4 %
g Q N\ O\ N &
O O Q Q Q @)
@) O
N\ A S A o
& &

Figura 15. Frecuencias de las células viables y no viables en ratones hembra tratados con las

diferentes TAQ p<0.05; °p: vs. Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO.
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En la Figura 16 se observa que en los grupos de machos tratados con TAQ MLBO01, TAQ
MLBO02 y CrOj; hay un incremento significativo en las células no viables al compararse con
sus testigos. A diferencia de las hembras, al comparar el testigo de DMSO con el testigo de

agua no hay una diferencia significativa.
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Figura 16. Frecuencias de las células viables y no viables en ratones macho tratados con las
diferentes TAQ p<0.05; °p: vs. Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO.
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VII. DISCUSION

Los compuestos heterociclicos que contienen un nucleo de quinazolina juegan un papel muy
importante en el campo de la quimica médica. Un gran nimero de derivados de quinazolina
se han sintetizado y evaluado por sus diferentes actividades bioldgicas. Los farmacos de
quinazolina se estdn volviendo una clase muy importante de agentes terapéuticos y es
probable que se vuelvan la base de muchos productos farmacéuticos que se pueden obtener
en un futuro muy proximo. Esto debido a que se han descrito como actividades terapéuticas
su actividad anticarcinogénica (Chandregowda et al., 2009; Al-Rashood et al., 2006;
Vasdev et al., 2005; Wakeling et al., 2002), antinflamatoria (Alagarsamy et al., 2007; Baba
et al., 1996), antibacteriana (Rohini et al., 2010; Antipenko et al., 2009; Jata et al., 2008;
Aly, 2003), analgésica (Alagarsamy et al., 2007; Jata et al., 2008), antiviral (Li et al., 1998),
anticitoxina (Chandrika et al., 2009), antiespasmoddica (Jata et al., 2008 Paneersalvam et al.,
2010), antioxidante (Saravanan et al., 2010) y anti-malarica (Lakhan et al., 1987), aunado a
sus propiedades sobre la hipertension (Hess et al., 1968), obesidad (Sasmal et al., 2012),
psicosis (Alvarado et al., 2006), diabetes (Malamas y Millen, 1991), tuberculosis (Nandy et
al., 2006), entre otras.

Los derivados de quinazolinas, TAQ, han mostrado efectos sobre malaria y leishmania en
estudios in vitro (Rojas et al., 2012; Mendoza et al., 2015). Particularmente la TAQ
MLBO01, MLABO2 y MLB13 se sintetizaron con el fin de potenciar sus efectos terapéuticos
ademas de agregarles grupos funcionales con posible actividad antioxidante. Dado que las
TAQ fueron sintetizadas para su posible aplicacion como farmaco en humanos, es necesario
someterlas a una serie de estudios previos. Estos estudios van desde los quimicos hasta los
toxicoldgicos, dentro de estos ultimos es necesario establecer la posible genotoxicidad y

citotoxicidad.

En el presente estudio se observo que al administrar las TAQ (10 mg/Kg) a ratones hembras
y machos, estos no mostraban signos clinicos de toxicidad (pelo erizado, disminucion de la
movilidad y del apetito). Sin embargo el grupo tratado con CrOs si presenta estos efectos lo

cual corrobora el dafio genotdxico previamente reportado para los compuestos de Cr (VI)
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(O'Brien et al., 2003) y en particular para el CrO; (Garcia-Rodriguez et al., 2001).
Asimismo, en diversos estudios epidemioldgicos con trabajadores ocupacionalmente
expuestos a los compuestos de Cr, se ha observado efectos toxicos tanto agudos como
cronicos, relacionados con neurotoxicidad, toxicidad reproductiva, cardiotoxicidad,

citotoxicidad y genotoxicidad (Bagchi et al., 1997).

La administracion de las TAQ MLB02 y MLB13 en hembras no incrementan los MN. Solo
la TAQ MLBO1 presenta en hembras un efecto significativo en la frecuencia de MN a la
hora 72, sin embargo aunque este incremento es significativo, fue de alrededor de 2 MN por
1000 EPC, y organizaciones como la FDA (2000) y la OECD (1997) han propuesto que se
considere como un agente genotoxico evidente solo aquellos compuestos que incrementan
mas de 4 MN por 1000 EPC, por ello se sugiere que la TAQ MLBOI no presenta un efecto
genotoxico claro. En los grupos de machos tratados con las TAQ no se presentaron
incrementos significativos en ninguno de los tratamientos. En estudios realizados con
farmacos que tienen estructura quinazolinica, como son MINIPRES® y ALFUZOSINA®
no se han reportado efectos mutagénicos y genotoxicos (MSSSI y AEMPS, 2008, 2014).

El incremento de la frecuencia de MN en los grupos de hembras tratados con la TAQ
MLBOI puede atribuirse al DMSO, ya que como se puede observar al comparar el testigo de
DMSO con el testigo de agua hay un claro aumento del promedio de MN. Por otro lado, este
compuesto es utilizado como vehiculo en la administracion de fArmacos, incrementando el
paso a través de la piel e intensificando su accion, por lo que también aumenta su riesgo de

toxicidad (Matindale, 2003).

Por otro lado se observa que la TAQ MLBO02 disminuye la frecuencia de MN basales en
hembras y machos a las 72 y 48 horas respectivamente, siendo significativo inicamente en
el grupo de machos. Esto se podria deber a la actividad antioxidante que se le ha atribuido a
los derivados de quinazolinas. Kumar et al., (2001) utilizando el método del DPPH (técnica
utilizada para medir la capacidad antioxidante de una especie o sustancia) estudiaron una
serie de derivados de quinazolinas, en donde demostraron que estos compuestos tienen un
alto potencial para atrapar radicales, en comparacion con el &cido ascorbico, el cual

utilizaron como testigo; se atribuyo esta actividad antioxidante a la presencia de grupos

ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | DIscusiON [EIN



hidroxilo (que puede donar dtomos de hidrogeno) y en algunas a la presencia del grupo
metoxi (es decir, la presencia del donante de electrones del grupo OCH3). Ademas, al anillo
de pirimidina que forma la estructura de las quinazolinas se le ha atribuido diversas
actividades bioldgicas como antifingico, antibacteriano, antiinflamatorias y antioxidantes
(Ravikanth et al., 2006; Kumar et al., 2001; Kuyper et al., 1996). La disminucién de los MN
en estos grupos puede deberse al aumento de las células apoptoticas tempranas
proponiéndose a la apoptosis como un mecanismo de proteccion, mediante la eliminacion de
células danadas genéticamente. En estudios donde se evaluaron derivados de quinazolinas
para el tratamiento de diferentes lineas de cancer, se demostrd que estos compuestos
inducian a las células cancerigenas a apoptosis (Shilei et al., 2013). La apoptosis, es un
proceso normal en los organismos que puede ser activada como un mecanismo para eliminar
las células con dafio en su material genético, por lo cual al ser una de las respuestas
celulares frente al dafio al ADN puede ser considerada como un marcador de dafio

genotoxico (White, 1996; Taraphdar et al., 2001).

La administracion de los tratamientos con TAQ MLBO1 condujo a un aumento de células
necroticas tanto en hembras como en machos que resulto significativo. Estudios cronicos
(con una duracion de 1 afio o superior) realizados en ratas y perros tratados con
MINIPRES® a una dosis de 25 mg/kg/dia (75 veces la dosis méxima habitual recomendada
en humanos); se observé la induccion de necrosis y la existencia de atrofia testicular

(MSSSI'y AEMPS, 2008).

Se administro CrO; como testigo positivo para demostrar la induccion de MN. En estudios
realizados previamente en nuestro laboratorio se ha demostrado que 20 mg/kg de CrOs
induce MN (Garcia Rodriguez et al., 2001). El mecanismo de dafio genotoxico de los
compuestos de Cr [VI], se ha planteado con base en que estos tienen la capacidad de
atravesar la membrana celular y dentro de la célula se reducen rapidamente por la
interaccion con moléculas citoplasmaticas a cromo [V], [VI] y [III] el cual tienen afinidad
con las bases y fosfatos de la cadena de ADN, ademas de generar ERO’s en cada reduccion
que pueden inducir rupturas y aductos en la cadena de ADN asi como entrecruzamientos, y
por lo tanto inducir dafio mutagénico y cancerigeno (O'Brien et al., 2003; Jomova y Valko

etal., 2011).
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De igual manera, también el CrO; incrementa las células apoptdticas in vivo (Garcia-
Rodriguez et al., 2013; 2015) e in vitro (Hayashi et al., 2004; Das et al., 2015). En el
presente estudio se corrobord el incremento de las células apoptoticas tanto en hembras
como en machos con 20 mg/kg de CrOs. La apoptosis se relaciona con el dafio al ADN; la
alteracion de los estados oxidativos intracelular tiene el potencial para desencadenar o
sensibilizar una célula a la apoptosis. Por lo tanto, las ERO’s generadas a partir de Cr [VI]
durante su reduccion, puede jugar un papel importante en la via de senalizacion de apoptosis
(Hayashi et al., 2004; Garcia-Rodriguez et al., 2013). Si bien la apoptosis es un mecanismo
importante para el mantenimiento de una poblacion de células funcionales y sanas, hay un
margen de actividad apoptdtica que si se rebasa puede conducir a errores que permiten a las
células dafiadas a escapar de la muerte celular y proliferar, lo cual podria ser un factor

importante en la carcinogénesis que se ha observado en personas expuestas al cromo.

Cuando se evalud la citotoxicidad mediante la relacion EPC con respecto a los ENC, se
observa una diferencia significativa para el grupo de machos tratados con CrO; y para los
grupos tratados con DMSO. Si bien la OECD (1997) indica que al realizar la prueba de MN
se determine también la frecuencia de EPC/ENC, este parametro debe tomarse con reserva,
debido a que cuando un compuesto causa muerte celular, puede activarse también los
mecanismos de division celular y por lo tanto enmascarar el efecto (Krishna et al., 1986;
Hayashi et al., 2000). Para corroborar la citotoxicidad se realizo la evaluacion de viabilidad

celular empleando la técnica de NA/BrEt modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013).

Al realizar este analisis, se observa que la administracion de TAQ MLBOI en machos y en
hembras disminuye las células viables significativamente, considerando a este derivado de
quinazolina como citotdéxico. Asi mismo la administracion de la TAQ MLBO02 solo
disminuye las células viables significativamente en los grupos de machos, lo que nos indica
citotoxicidad producida por este derivado. En un estudio de citotoxicidad realizado a un
derivado de quinazolina, especificamente a un tipo de TAQ, se observo que a concentracion
de 100 uM, era ligeramente citotoxica, y este resultado se lo atribuyen al DMSO (Mendoza

etal., 2015).
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En los grupos de ratones machos y hembras en donde se administro la TAQ MLB13 no se
observa ninguin dafio citotdxico, ya que no aumenta las células apoptoética ni las células no
viables. Mientras que en los grupos de hembras y machos tratados con el CrOs se observa
una disminucion significativa de las células viables, que es consistente con el aumento de
las células necroticas y apoptdticas que se observo en estos grupos. A pesar que las TAQ
evaluadas en este estudio tienen una estructura quimica muy similar, la respuesta fisiologica
es muy diferente, esto se debe principalmente a que las propiedades de los derivados de
quinazolinas dependen en gran medida de la naturaleza de los sustituyentes, en este caso de
los grupos hidroxilo y metoxi, ademas de que si estos se encuentran en el anillo de

pirimidina o en el anillo de benceno (Armarego, 1963).

Por otro lado se puede observar que la administracion de una misma TAQ tiene resultados
diferentes cuando se administra a machos y a hembras, estas diferencias se pueden explicar
en base a las diferencias hormonales entre los dos sexos, y los efectos que estas hormonas
tienen en los procesos de absorcion, distribucidon, biotransformacion y excrecion,
especialmente la presencia o ausencia de testosterona o estrogeno. En humanos las
diferencias en metabolismo de los xenobidticos esta menos influenciada por el sexo que en
algunas especies de animales experimentales como las ratas (TOXAMB, 2004). Los niveles
de estrogenos en los machos son menores que en el de las hembras, y se ha propuesto que
los estrogenos confieren proteccion a las células dafiadas por estrés oxidante. Se han
realizado estudios in vivo e in vitro para identificar el mecanismo de proteccion de los
estrogenos y se plantea que funcionan como antioxidantes ya que acttian como inactivadores
de RL, asi como en la quelacion y reduccion de iones oxidantes (Bandeau et al, 2005). Por
otra parte, en un estudio realizado por Borras et al., (2003) con ratas hembras, se observo
que el dafio oxidante en ADN mitocondrial en los machos es 4 veces mayor que en las
hembras, debido a la actividad de la Mn- superdxido dismutasa y a la glutation reductasa.
Esto nos explica porque un ligero aumento de MN en ratones machos tratados con TAQ
MLBO01 vy el efecto citotdxico en los grupos de ratones machos en donde se administré la

TAQ MLBO1 y TAQ MLBO02.
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VIII. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

1. La administraciéon de las TAQ a una dosis de 10 mg/kg no son toxicas, ya que no

presentan signos clinicos de toxicidad.

2. La administraciéon de las TAQ no inducen dafio genotdxico en machos y hembras, ya que
los incrementos de MN observados son marginales y se encuentran dentro de los rangos
aprobados por las agencias reguladoras de sustancias genotoxicas, por lo que se sugiere que

dicho efecto podria deberse a un efecto indirecto y no propiamente a un dafio genotdxico

3. Particularmente las TAQ MLBO1 y MLBO02 incrementan las células apoptoticas en
hembras y machos, siendo mas significativo para la TAQ MLBO02. Este efecto podria estar

relacionado con la disminucioén de MN.

4. La administracion de la TAQ MLB0O1 y MLBO02 inducen dafio citotoxico en

hembras/machos y machos respectivamente, ya que incrementan las células no viables.

5. La administracion del testigo positivo (CrOs) indujo daio genotoxico y citotdxico ya que
incremento la frecuencia de MN, células apoptoticas y necréticas, ademas de que disminuy6

las viabilidad celular, lo que permitioé corroborar nuestros resultados.

6. La TAQ MLBO02 presenta un efecto muy interesante, ya que disminuye las frecuencias
basales de MN e incrementa las células apoptoticas, lo que nos permite sugerir a la

apoptosis como la posible via de eliminacion de las células dafiadas.

7. Con base a los resultados obtenidos, las TAQ presentan grandes expectativas para
continuar los estudios con la finalidad de su aplicacion terapéutica en el tratamiento de

malaria y leishmania.
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X. ANEXOS

1. PRESENTACION DE TRABAJOS

1.1. Evento: XX simposio del departamento de Ciencias de la Salud
Titulo de la ponencia: “Efecto genotdxico y citotoxico de la quinazolina MLB13
en sangre periférica de raton: microntcleos, apoptosis y viabilidad celular”.
Organizador: La Universidad Autébnoma Metropolitana Iztapalapa y el
Departamento de Ciencias de la salud.
Lugar y fecha: Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma
de México Iztapalapa 9 de octubre del 2015.
Tipo de participacion: PONENTE

1.2. Evento: XIX Congreso Estudiantil de Farmacologia “Dr. Rafael Méndez Martinez”
Titulo de la ponencia: “Evaluacion genotdxica y citotoxica de nuevos farmacos
derivados de las quinazolinas (MLB13) en ratones Hsd: ICR.

Organizador: Asociacion Mexicana de Farmacologia A. C. y el Instituto Nacional
de Cardiologia

Lugar y fecha: Instituto Nacional de Cardiologia, México D.F. 6 de Noviembre del
2015

Tipo de participacion: PONENTE

1.3. Evento: XVII Foro de Investigacion Escolar de Biologia
Titulo de la ponencia: “Efecto genotdxico y citotoxico de la quinazolina MLB13 en
sangre periférica de ratones Hsd: ICR”
Organizador: Carrera de Biologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM
Lugar y fecha: Facultad de Estudios Superiores Zaragoza 5 de febrero del 2016
Tipo de participacion: PONENTE

1.4. Evento: XVI Reunion Internacional de Ciencias Médicas
Titulo de la ponencia: “Evaluacion de micronucleos, apoptosis y viabilidad celular
en sangre periférica de ratones Hsd:ICR tratados con compuestos quinolinicos
(quinazolinas MLB13y MLB02)”
Organizador: Universidad de Guanajuato (Campus Leon), Division Ciencias de la
Salud, Departamento de Ciencias Médicas.
Lugar y fecha: Universidad de Guanajuato (Campus Leon) 27 de abril del 2016
Tipo de participacion: PONENTE
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1.5. Evento: XVIII Foro de Investigacion Escolar de Biologia
Titulo de la ponencia: “Efecto de la quinazolina MLB13 sobre el dafio genotdxico
y citotdxico en ratones tratados con CrOs”.
Organizador: Carrera de Biologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM
Lugar y fecha: Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. 12 de agosto del 2016
Tipo de participacion: Ponente.
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Efecto genotdxico y citotoxico de la quinazolina MLB13 en sangre
periférica de ratones: micronucleos, apoptosis y viabilidad celular

Hernandez-Cruz Estefani®, Altamirano-Lozano Mario’, Hernandez-Luis Francisco?, Lopez-Sanchez
Marcela Alejandra’ y Garcia-Rodriguez Maria del Carmen'* 'Unidad de Investigacion en Genética y
Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. México, D.F.
’Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica. UNAM, México D.F.*carmen.garcia@unam.mx

Las quinazolinas, son nuevos compuestos quinolicos que han sido sintetizados en la Facultad de
Quimica (UNAM) con el propdsito de potenciar sus efectos terapéuticos como antioxidantes. Para
ello, se evalud la genotoxicidad y citotoxicidad in vivo de la quinazolina MLB13. Grupos de seis
ratones hembra y macho de la cepa Hsd: ICR fuerdn divididos al azar en los siguientes grupos: a)
testigo, se le administré solo el vehiculo por via i.p. (dimetilsulféxido), y b) quinazolinas, se les
administré por via i.p. 10 mg/Kg de la quinazolina MLB13. Se tomaron muestras de sangre
periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la aplicacion de los tratamientos.
Los micronticleos (MN) se evaluaron de acuerdo a la técnica propuesta por Hayashi et al. (1990)%,
mientras que la apoptosis y viabilidad celular se realizd de acuerdo a la técnica modificada por
Garcia-Rodriguez et al., (2013)°. Se observé que la quinazolina MLB13 disminuye las frecuencias
basales de MN tanto en hembras como en machos, siendo mas significativo en machos. En cuanto a
viabilidad celular no se observa una diferencia entre machos y hembras. Estos resultados nos
permiten sugerir que una dosis de 10 mg/kg de la quinazolina MLB13 no produce dafio genotoxico,
sino por el contrario lo disminuye, y que la posible via es mediante la induccion de muerte celular
de las células dafiadas.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN217712, y por CB-SEP-CONACyT
220664.

'Hayashi M, et al., 1990. The micronucleus assay with mouse peripheral blood reticulocytes using
acridine orange-coated slides. Mutat Res; 245. 245-249. *Garcia-Rodriguez MC, et al., 2013.
Antigenotoxic and Apoptotic Activity of Green Tea Polyphenol Extracts on Hexavalent Chromium-
induced DNA Damage in Peripheral Blood of CD-1 Mice: Analysis with Differential Acridine
Orange/Ethidium Bromide Staining. Oxid Med Cell Longev; 1-9.
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% XVII FORO DE INVESTIGACION ESCOLAR EN BIOLOGIA

del 03 al 05 de FEBRERO de 2016

Efecto genotéxico y citotoxico de la quinazolina MLB13 en sangre periférica de ratones Hsd:ICR

Hernandez-Cruz Estefani, Altamirano-Lozano Mario, Hernandez-Luis Francisco, Lopez-Sanchez Marcela
Alejandra y Garcia-Rodriguez Maria del Carmen

Modalidad y Ciclo

Por favor marque con una x

Oral Basico

X | Cartel Intermedio

Video | X | Terminal

Resumen

Las quinazolinas, son nuevos compuestos quinolicos que han sido sintetizados en la Facultad de Quimica (UNAM) con el proposito
de potenciar sus efectos terapéuticos como antioxidantes. Para ello, se evaluo la genotoxicidad y citotoxicidad in vivo de la
quinazolina MLB13. Grupos de seis ratones hembra y macho de la cepa Hsd: ICR fuerén divididos al azar en los siguientes grupos:
a) testigo, se le administro solo el vehiculo por via i.p. (dimetilsulféxido), y b) quinazolinas, se les administrd por via i.p. 10 mg/Kg
de la quinazolina MLB13. Se tomaron muestras de sangre periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la
aplicacion de los tratamientos. Los micronucleos (MN) se evaluaron de acuerdo a la técnica propuesta por Hayashi et al. (1990)1,
mientras que la apoptosis y viabilidad celular se realizo de acuerdo a la técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al., (2013)2. Se
observé que la quinazolina MLBI13 disminuye las frecuencias basales de MN tanto en hembras como en machos, siendo mas
significativo en machos. En cuanto a viabilidad celular no se observa una diferencia entre machos y hembras. Estos resultados nos
permiten sugerir que una dosis de 10 mg/kg de la quinazolina MLBI13 no produce dafio genotdxico, sino por el contrario lo
disminuye, y que la posible via es mediante la induccion de muerte celular de las células dafiadas. Proyecto financiado por UNAM
mediante la DGAPA PAPIIT-IN217712, y por CB-SEP-CONACYT 220664.

1Hayashi M, et al., 1990. The micronucleus assay with mouse peripheral blood reticulocytes using acridine orange-coated slides.
Mutat Res; 245. 245-249. 2Garcia-Rodriguez MC, et al., 2013. Antigenotoxic and Apoptotic Activity of Green Tea Polyphenol
Extracts on Hexavalent Chromium-induced DNA Damage in Peripheral Blood of CD-1 Mice: Analysis with Differential Acridine
Orange/Ethidium Bromide Staining. Oxid Med Cell Longev; 1-9.

Palabras clave:

Antioxidante, quinazolina, cromo hexavalente, micronucleos, apoptosis.

ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | [E-IID




ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | [ECIIIR



ESTEFANI YAQUELIN HERNANDEZ CRUZ | [N



\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

del 10 al 12 de AGOSTO de 2016

Efecto de la quinazolina MLB13 sobre el dafio genotoxico y citotéxico en ratones tratados con CrO;

Julio César Olguin-Galindo, Estefani Yaquelin Hernandez-Cruz, Francisco Hernandez-Luis, Marcela Alejandra Lopez-
Sanchez, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez

Modalidad y Ciclo

Por favor marque con una x

Oral Basico

X | Cartel Intermedio

Video | X | Terminal

Resumen

En la Facultad de Quimica (UNAM) se sintetizaron nuevos compuestos derivados de las quinazolinas, con el propdsito de potenciar
sus efectos terapéuticos en el tratamiento de la malaria y la leishmania, aunado a ello en particular a la quinazolina MLB13 se le
adicionaron grupos hidroxi y metoxi para conferirles propiedades antioxidantes. En contra parte los compuestos de cromo
hexavalente como el tridxido de cromo (CrOs) son capaces de inducir dafio oxidativo al ADN durante su reduccion intracelular a
cromo trivalente. En este estudio se evalu6 el efecto de la quinazolina MLB13 sobre el dafio genotoxico y citotoxico inducido por el
CrOs. Grupos de cinco ratones de la cepa Hsd:ICR fueron divididos en los siguientes grupos: a) testigo 1, se administrd soélo el
vehiculo agua, b) testigo 2, tratado con dimetilsulféxido (disolvente de quinazolina) por via i.p., ¢) quinazolina MLB13, administrada
por via i.p. (10 mg/kg), d) CrO;, administrado por via i.p. (20 mg/kg), y e) grupo tratado con MLB13 y CrO;. Se tomaron muestras de
sangre periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la aplicacion de los tratamientos. Se observd que la
administracion de quinazolina no incrementa las frecuencias de MN. La administracion del CrO; incrementa las frecuencias de MN.
Cuando se combinaron los tratamientos de quinazolina-CrOs, se observo una disminucion de alrededor del 24% a la hora 48. En
cuanto a la apoptosis, se observd que tanto el grupo tratado con CrO; como el combinado (MLB13-CrO;) incrementaron las células
apoptoticas. La administracion de CrO; y quinazolina-CrO; modifican la viabilidad celular. A partir de estos resultados se sugiere que
la quinazolina MLB13 puede modular parcialmente el dafio genotoxico inducido por metales pesados. Proyecto financiado por
UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216 y por la CB-SEP-CONACyYT 220664.

Palabras clave:

Antioxidante, quinazolina, cromo hexavalente, micronucleos, apoptosis.
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