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La malaria y la leishmaniasis son enfermedades parasitarias que a menudo pueden conducir
a la muerte, en México presentan una amplia distribucion afectando en al menos 17 estados
del pais. La probabilidad de contraer estas infecciones ha incrementado debido a la
existencia de algunas cepas resistentes a los fairmacos empleados en los tratamientos
convencionales. La alta incidencia de casos fomentd la busqueda de soluciones que las
contengan, y que ademas no ejerzan un efecto adverso hacia el paciente como algunos de
los tratamientos usados actualmente. Diversos investigadores se han dado a la tarea de
sintetizar nuevos farmacos con el fin de combatir estos y otros padecimientos, en particular
los derivados quinolinicos han generado grandes expectativas debido a los efectos en
tratamientos clinicos y las amplias propiedades terapéuticas que han presentado. En la
Facultad de Quimica, UNAM, se sintetizaron quinazolinas, a partir de los derivados
quinolinicos; siendo la MLB02 y MLBI3 las que presentaron mejores resultados en
pruebas de toxicidad. Su sintesis tuvo como proposito potenciar los efectos terapéuticos
contra malaria y leishmaniasis, reducir la toxicidad ejercida por los compuestos
quinolinicos, y al mismo tiempo, con la adicion de grupos hidroxilo y metoxilo se espera
conferirles propiedades antioxidantes y proteger contra dafio cancerigeno. De acuerdo a la
“Food Drug Asociation” (FDA), a los nuevos farmacos se les deben realizar una secuencia
de pruebas genotoxicas y citotoxicas antes de iniciar las pruebas pre-clinicas. Partiendo de
esto, se evalud la posible proteccion contra genotoxicidad y citotoxicidad in vivo de las
quinazolinas MLB02 y MLBI13 contra el efecto inducido por compuestos de cromo
hexavalente. Grupos de cinco ratones hembra y macho de la cepa Hsd:ICR fueron divididos
al azar en los siguientes grupos: a) Testigo agua, se le administré via i.p. alrededor de 0.25
mL de agua inyectable; b) Testigo dimetilsulféxido (DMSO) al 11.5%, se le administr6 el
vehiculo por via i.p.; ¢) Quinazolinas, se les administro por via i.p. 10 mg/kg de las
quinazolinas MLB02 o MLBI13; d) CrOs; se les administrd por via i.p. 20 mg/kg y e¢) Grupo
combinado, se les administrd la quinazolina, y cuatro horas después se administro CrOs. 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. El dafio genotoxico se evalu6 mediante la frecuencia
de MN vy apoptosis, mientras que la citotoxicidad se evalué mediante la relacion EPC/ENC
y la viabilidad celular, de acuerdo a la técnica propuesta por Hayashi et al., (1990) y la
técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al., (2012). Los resultados muestran que las
quinazolinas no generan genotoxicidad ni citotoxicidad. Al combinar los tratamientos, la
MLBO02 no disminuy¢ las frecuencias de MN, se observo disminucién de la apoptosis, y la
citotoxicidad al aumentar la frecuencia de necrosis en conjunto con los efectos inducidos
por el CrO; para el caso de machos, en hembras no mostré efecto sobre la viabilidad
celular. Por su parte, la quinazolina MLB13 si mostr6 efecto modulador sobre la
genotoxicidad: disminuy6 los MN basales y también los que fueron producto del efecto del
CrOs, redujo las células apoptoticas tempranas para el caso de las hembras, y al igual que la
primera quinazolina, no tuvo efecto en la viabilidad celular al combinar los tratamientos ni
en machos ni en hembras. La MLBI13 en particular, genera grandes expectativas para
comenzar con las pruebas pre-clinicas, y en un futuro proximo para los tratamientos de
malaria y leishmaniasis en México y otros paises afectados a nivel mundial.
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Acido desoxirribonucleico

Analisis de varianza

Acido ribonucleico

“Agency for Toxic Substances and Disease Registry”
Bromuro de etidio

Cromo trivalente

Cromo hexavalente

Tri6xido de cromo

Frecuencia diferencial de induccion de MN (por sus siglas en inglés)
Dimetilsulféxido

“European Centre for Ecotoxicology of Chemicals”
Eritrocitos normocromaticos

Estrés oxidante

“Enviromental Protection Agency”

Eritrocitos policromaticos

Especies reactivas de oxigeno

“Food and drugs Administration”

Peroxido de Hidrogeno

Intraperitoneal

“International Agency for Research on Cancer”
Miligramos sobre kilogramos

Micronucleo (s)
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Naranja de acridina

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

Organization for Economic Co-operation and Development
Radical hidroxilo

Radicales libres

2,4,6-triaminoquinazolinas

“World Health Organization”
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La malaria y la leishmaniasis son enfermedades infecciosas que han desarrollado cierta
resistencia hacia algunos farmacos que se utilizan en tratamientos para combatirlas;
pertenecen al repertorio de enfermedades tropicales mas importantes para la WHO, y son
causa de miles de muertes cada afio, se presentan sobre todo en paises con desequilibrios
econdmicos, de acceso a la salud, educacion y saneamiento medioambiental. En México
representan un serio problema de salud al menos en 17 estados del pais (Kumate et al,

2001; WHO, 2016).

La quimica farmacéutica explora la sintesis de moléculas a partir de compuestos bioactivos
modificados quimicamente para reproducir y acrecentar sus efectos, para que asi puedan
convertirse en soluciones definitivas hacia estas y otras afecciones (Mouret, 2016). Tal es el
caso de los alcaloides quinolinicos: compuestos extraidos de la corteza del arbol de la
quina, cuyo uso ha proporcionado beneficios farmacolédgicos y ansioliticos, y algunos de
sus derivados se han empleado en tratamientos de diversas patologias, sin embargo, a altas
dosis pueden resultar toxicos (Redolar, 2012). En el Departamento de Farmacia de la
Facultad de Quimica, UNAM, el grupo de investigacion del Dr. Francisco Hernandez-Luis,
modifico la estructura de los compuestos quinolinicos y disefid las 2,4,6-
triaminoquinazolina (TAQ): quinazolinas MLBO1, MLB02 y MLB13, con la finalidad de
potenciar sus propiedades terapéuticas contra la malaria y la leishmaniasis, disminuir la
toxicidad de los compuestos quinolinicos, y al mismo tiempo conferirles propiedades como
antioxidantes mediante la adicién de grupos hidroxilo y metoxilo; dicho comportamiento
antioxidante parece estar relacionado con la capacidad para quelar metales y captar
radicales libres (RL), estas propiedades dependen de la estructura quimica, de acuerdo al
numero y localizacién de los grupos hidroxilo donadores de electrones (Siquet et al., 2006).
Los antioxidantes de origen fenolico son capaces de retardar la formacion de RL, donar
hidrégeno a partir de los grupos hidroxilo, y asi modular las reacciones en cadena ejercidas
por los RL. Los grupos fenolicos adicionados a las moléculas de quinazolina podrian

reproducir los efectos de los grupos antioxidantes (Shimada et al., 1992).
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Dentro de las pruebas para evaluar nuevos compuestos dentro del ambito toxicoldgico se
encuentra la evaluacion de MN; el propdsito de esta prueba es registrar dafio cromosémico,
puesto que evidencia alteraciones en el huso mitdtico o en la estructura de los cromosomas,
y asi permite identificar sustancias que causan dafio citogénetico. Aunado a estas pruebas se
recomienda realizar evaluaciones de citotoxicidad (Miiller et al., 1999; Krishna y Hayashi,
2000). En pruebas que se realizaron con los primeros derivados de la TAQ se obtuvieron
resultados positivos contra los efectos de la malaria y leishmaniasis (Rojas-Aguirre et al.,
2012; Mendoza-Martinez et al., 2015). Y posteriormente en pruebas de genotoxicidad y
citotoxicidad se determinaron las dosis a las que las TAQ no inducen dafio genotoxico ni
citotoxico, siendo las quinazolinas MLB02 y MLBI13 las que presentaron mejores

resultados (Hernandez-Cruz, 2016).

1. Alcaloides (Quinina)

La busqueda de compuestos naturales con actividades terapéuticas ha promovido el estudio
de diversos compuestos nitrogenados como péptidos, aminas y alcaloides. Los alcaloides
resultan de gran importancia, debido a que presentan efectos fisioldégicos potenciales y
algunos llegan a ser constituyentes de farmacos (Valentao et al, 2002; Shamsa et al.,
2008). Se encuentran fundamentalmente en plantas, localizados en hojas, flores, frutos,
semillas, cortezas y raices (Roberts y Wink, 1998). Su estructura quimica se constituye por
bases organicas que contienen uno o mas nitrogenos, la mayoria presenta una estructura
heterociclica, y los nitrogenos pueden conformar grupos funcionales distintos en la misma

molécula (Figura 1) (Shamsa et al., 2008).

Existen alcaloides con multiples propiedades farmacoldgicas, como los extraidos de la
planta de la quina; muchos de sus derivados presentan una amplia gama de actividades
biologicas y han sido aprovechados en tratamientos contra diversos padecimientos

(Kouznetsov et al., 2005).
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Figura 1. Estructura quimica del alcaloide quinolina. Se muestra que el nitrogeno se incluye en un
sistema heterociclico (Tomada de http://triplenlace.com/2014/03/13/la-quimica-de-la-quina)

El género Cinchona comprende varias especies de plantas medicinales con alto contenido
de alcaloides, las mas importantes desde el punto de vista medicinal son las del arbol de la
quina. A la mezcla de sus cuatro principales alcaloides (Figura 2) se le conoce como
totaquina, y fue el medicamento antimalarico utilizado antes del aislamiento de la quinina.
En particular la quinina destaca debido a que ejerce mayores efectos contra la malaria y
otros desoérdenes infecciosos. Algunas especies de Cinchona contienen entre 1-2% de
alcaloides totales, mientras otras como la Cinchona pubescens sobrepasan el 13% en

porcentaje de peso en la corteza seca (Hodge, 1947; Cuvi, 2009).

Desde el siglo XVII en Espafia, los extractos de este arbol se utilizaron como agentes
médicos, cuando la condesa de Cinchon fue tratada y curada de malaria (Epperson et al.,
1995). Pero fue hasta 1820 que la quinina se aislo de la especie Cinchona oficianilis, y
desde entonces se convirtid en parte importante de diversos tratamientos médicos. El
analisis detallado de los elementos de la quina permiti6 la identificacion de mas de 20
alcaloides, entre los que sobresalen por su mayot actividad bioldgica la quinina, la

cinconidina, la quinidina y la cinconina (Kouznetsov y Palma, 1997).
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Figura 2. Moléculas quinolinicas de mayor actividad bioldgica aisladas del arbol de la quina: (1)
quinina, (2) cinconidina, (3) quinidina y (4) cinconina (Modificada de Meléndez-Gémez vy
Kouznetsov, 2016).

2. Tratamientos contra malaria y leishmaniasis

La malaria es una enfermedad producida por el protozoo parasito Plasmodium y es
transmitida por la picadura del mosquito hembra Anopheles para la incubacion de sus
huevos. Los parasitos se multiplican en el higado, y mediante replicacion asexual infectan
los eritrocitos circulantes (Figura 3). Si no se trata adecuadamente esta infeccion puede

progresar, y a menudo conduce a la muerte (Cox et al., 2008; WHO, 2011).

Higado

Varios miles de
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Las células hepaticas;
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium falciparum, transmitido mediante su vector: mosquito
Anopheles hembra (Tomada de Kouznetsov y Amado, 2008).
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La leishmaniasis también es resultado de un parasito intracelular, puede ser causada por
mas de 20 especies de protozoarios del género Leishmania. El parasito infecta y se
multiplica principalmente en el bazo, el higado, la médula dsea y los ganglios linfaticos del
huésped (Samiran et al., 2005). Los sintomas incluyen ulceras espontaneas en la piel
cuando hay leishmaniasis cutanea, lesiones no cicatrizantes en la mucosa para el caso de la
leishmaniasis mucocutdnea y debilitamiento cronico del sistema reticuloendotelial debido a
la leishmaniasis visceral (Chappuis et al., 2007). Para contener la infeccion se usan
antimoniales pentavalentes, tales como antimoniato de meglumina (Glucantime®) y
estibogluconato de sodio (Pentostam®), sin embargo, ejercen accidn toxica que
generalmente se manifiesta por anorexia, nausea, vomito, cefalea, mialgias, polineuritis y
letargia. Las contraindicaciones incluyen tuberculosis pulmonar, insuficiencia hepatica,

pancreatica o renal graves y severa alteracion de la funcion cardiaca (WHO, 2010).

La quinina actia combatiendo los protozoarios a nivel de eritrocitos. Posee la capacidad de
inhibir su crecimiento y reproduccion, al mismo tiempo que presenta propiedades
analgésicas. Hay estudios que demuestran la subsistencia de parésitos resistentes a la
quinina, en el tratamiento con Pirimetamina-sulfadoxina, que no ofrece resultados
favorables hacia ciertas cepas de malaria (Goldsmith, 1998; Barat y Bloland, 1997).
Mediante los tratamientos médicos se puede combatir la afeccion, pero al mismo tiempo la
quinina puede generar efectos secundarios, desarrolla patologias como el cinconismo:
enfermedad que se caracteriza por el deterioro de la audicion, dolor de cabeza, nauseas,
vomitos, e incluso pérdida parcial de la vision (Karlsson et al., 1990; Cuvi, 2009). Ademas
se ha comprobado que a ciertas dosis genera toxicidad, pero la limitada disponibilidad de
otros compuestos y el aumento de cepas resistentes a diferentes derivados han aumentado

su uso (Yeka et al., 2009).

La busqueda de nuevos compuestos mas efectivos y menos toxicos que evadan el
mecanismo de resistencia que emplean los parasitos de la malaria y la leishmaniasis, y que
posean la base estructural del sistema quinolinico, promovio la sintesis de nuevas
moléculas, de este modo surgen las TAQ para tratamientos contra estas enfermedades

infecciosas.
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3. Quinazolinas

Estos compuestos fueron sintetizados a partir de los alcaloides quinolinicos, y muchos
derivados han demostrado una amplia gama de actividades bioldgicas y terapéuticas: se
pueden emplear como relajantes musculares, agentes antivirales, anticancerigenos,
antimicrobianos, antimalaricos, antivirales, entre otros. La estructura de las quinazolinas
esta conformada por anillos heterociclicos de benceno y pirimidina (Figura 4). Se ha
demostrado que el empleo de derivados heterociclicos de quinazolina actian como
antidiabéticos, anricancerigenos, contra enfermedades neurodegenerativas debido a su
efecto neuroprotector, y son componentes de farmacos utilizados en la industria: tal es el
caso del Erlotinib® y Prazosin® (Figura 4). A partir de la necesidad de otras alternativas
que permitieran modular o detener el desarrollo de diversas enfermedades, la sintesis de las
quinazolinas genera grandes expectativas para futuros tratamientos (Gundla et al., 2008;

Poewe, 2009; Abida et al., 2011; Hassanzadeh et al., 2012).
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Figura 4. A) Estructura de la quinazolina (1,3-Benzodiazina, Benzopyrimidina) (Tomada de Roughley
y Jordan, 2011); B) Quinazolinas sintetizadas industrialmente como compuestos en farmacos:
Erlotinib contra varios tipos de tumores; Prazosin: bloqueador a-adrenérgico (Tomada de Harim,
2013); C) Compuestos derivados de quinazolinas: utilizados en tratamientos anticancerigenos vy
antidiabéticos (Tomada de Asif, 2014).
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Existe la posibilidad de que la administracion de las nuevas quinazolinas por si solas
pudieran inducir dafio al ADN, por lo que primeramente se establecieron las dosis a las que
no indujeran dafio genotoxico ni citotdoxico. En dicho estudio, se demostrd que la dosis de
10 mg/kg de las quinazolinas no induce dafio. Se observaron mejores resultados con las
quinazolinas MLB02 y MLB13 (Hérnandez-Cruz, 2016). Otro de los aportes otorgados
mediante la modificacion quimica y la sintesis de las quinazolinas fue la adicién grupos

hidroxilo y metoxilo, lo que podria conferirles propiedades como antioxidantes (Tabla 1).

Cuadro 1. Quinazolinas sintetizadas por el grupo de investigaciéon del Dr. Hernandez-Luis,
adicionadas con grupos OH y CH3. A) MLBO1, B) MLB02, C) MLB13.

Quinazolina Estructura
HO
NHa2
A) MLBO1 P N*V\I/\N
HyC | f
\/\N//\NH;
HyC
B) MLBO2 g
) /O NH /\/\N
HyC ]l [
0 NN
ch\
(o}
HO
C) MLBI13 NH;
. C/O NH XN
3
Antioxidante @ Quinazolina @
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4. Antioxidantes

Los antioxidantes tienen la capacidad de preveer del dafio celular mediante la
neutralizacion de la accion oxidante causada por moléculas potencialmente dafiinas
llamadas “radicales libres” (RL), incluidas dentro de las especies reactivas de oxigeno
(EROs), a través de mecanismos en donde anulan la reactividad o inhiben la generacion de
dichas moléculas. El mecanismo de deterioro ocasionado por el agente oxidante se da al
promover su reduccion cuando reacciona con aquella molécula que oxida, el proceso
resulta cotidiano en el organismo humano y representa el conocido par 6xido-reductor o
balance redox, pero la produccion desmedida puede producir dafio. El antioxidante,
entonces, actia al colisionar con el RL cediéndole un electrén, al mismo tiempo se oxida y
se transforma en un RL débil no toxico y que, en algunos casos, puede generarse a su forma
primitiva por la accion de otros antioxidantes (Quintanar y Calderéon, 2009; Rodriguez et
al., 2001). El origen de los antioxidantes proviene de fuentes endogenas y exdgenas

(Thornalley y Vasak, 1985).

5. Estrés oxidante

Cuando se generan alteraciones de la sefializacion y el balance redox causado por el exceso
de EROs, incluyendo a los RL y a todas las moléculas altamente reactivas que contienen
oxigeno, se produce un estado de desequilibrio bioquimico denominado estrés oxidante,
dicha inestabilidad puede alterar las proteinas, carbohidratos, lipidos y ADN presentes en
los distintos componentes celulares. Los RL, al tener un electron desapareado o libre,
tienden a captar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Cuando el RL consigue sustraer el electron que necesita, la molécula
estable que se lo cede se convierte a su vez en un RL por quedar con un electrén
desapareado, y de este modo se inicia una reaccion en cadena (Jones, 2006). La vida media
biologica del RL es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo

que esté a su alrededor provocando dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos.
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El propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus,
sin embargo, los excesos de RL deben ser controlados mediante la proteccion de
antioxidantes para minimizar sus efectos (Finkel y Holbrook, 2000). El estrés oxidante se
frecuenta en diversos estados patoldgicos en donde se altera la funcionalidad celular,
contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la
aterosclerosis, cardiomiopatias y enfermedades neurologicas, incluso se relaciona con la
aceleracion general del proceso normal de envejecimiento y la carcinogénesis (Winston y

Di Giulio, 1991; Gutteridge y Halliwell, 1999).

Los metales pueden inducir genotoxicidad por multiples vias, se ha descrito que causan
dafio en el ADN por la generacion de estrés oxidante en las células, y también pueden
causar la inhibicion de los mecanismos de reparacion. El mecanismo de accion toxica por el
que generan dafio en el organismo surge a nivel de la membrana celular, en donde se fijan
sobre la superficie externa y afectan a los fendmenos de permeabilidad, y mediante la
accion de los RL al ingresar a la célula, promueven roturas de cadena simple y
modificaciones de las bases del ADN, y a su vez pueden afectar el funcionamiento normal
de enzimas implicadas en el transporte de diversos constituyentes (Elis, 2001; Ercal ef al.,

2001; Valko et al., 2005).

6. Cromo

El Cr es un elemento que se encuentra de manera natural en organismos, rocas, plantas,
suelos, gases y cenizas volcanicas. En el ambiente se localiza principalmente en
compuestos trivalentes (I1I), como 6xido crémico y sulfato crémico, mientras que su forma
hexavalente (VI) presenta compuestos de trioxido cromico, acido cromico y dicromatos
(Jiménez, 2005). El Cr(Ill) es un nutriente esencial, resulta indispensable para la
supervivencia de la célula y participa en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, de igual
modo en la estabilizacién de proteinas y acidos nucleicos (Pas et al., 2004; Cecil y
Goldman, 2013). Por otro lado, en su estado de oxidacién hexavalente (VI) es toxico,

incluso clasificado por la IARC como carcinogénico para los seres humanos (WHO, 2003).
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En la Figura 5 se muestran las diferentes vias por las cuales el Cr(VI) ingresa al organismo.
La via mas despejada y facilitada para su ingreso es por medio de la via respiratoria, por
donde se absorbe aproximadamente el 50% del Cr(VI) inhalado. La via digestiva y
parenteral resultan insuficientes, ya que no alcanzan mas del 6% de absorcion (Hemberg,

1988).
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Figura 5. Vias de exposicion al Cr(VI) (Modificada de Hemberg, 1988).

En la Figura 6 se muestra la manera en que el Cr(VI) se introduce mediante difusion a
través de la membrana celular, y la Figura 7 sefiala las principales rutas involucradas en las
lesiones genéticas. Una vez dentro de la célula se reduce a Cr(Ill), originando productos
intermediarios que generan EROs, dafio oxidativo a lipidos y proteinas, entrecruzamientos
entre cadenas de ADN, mutaciones y posteriormente la posibilidad de ocasionar céncer

(U.S. EPA. IRIS, 2010).

Al utilizar el CrO; (VI) como testigo positivo con potencial mutagénico y cancerigeno, y
combinando las quinazolinas con este agente, se pueden verificar si la modificacién
quimica de los compuestos quinolinicos se logrd, mediante sus propiedades antioxidantes,

mediante la modulacién del dafio genotdxico y citotoxico inducido.
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Figura 6. Genotoxicidad ocasionada por Cr(VI) (Modificada de U.S. EPA. IRIS, 2010).
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genéticas (Modificada de O’Brien y Patierni, 2003).
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7. Dafio genotoxico

La exposicion a sustancias contaminantes o toxicas como el cromo en su forma
hexavalente, provoca dafio a la estructura del ADN durante la division celular y afecta los
mecanismos de reparacion. Dichos agentes toxicos ocasionan el deterioro del ADN a
distintos niveles, desde cambios o eliminacion de bases nitrogenadas, pasando por la
modificacioén de genes o grupos de genes, hasta la eliminacion de cromosomas completos o

grupos de cromosomas (Heddle, 1983).

Existen efectos adversos sobre la salud que no pueden ser detectados de manera inmediata,
resultado del dafio genético inducido por los agentes genotoxicos, y afectan tanto en células
somaticas como en germinales, existen claras evidencias de que pueden contribuir
negativamente en el envejecimiento y en la apariciéon de enfermedades cardiovasculares
(Bridges, 1990). Parte de estos dafios consiguen repararse de manera natural cuando la
célula entra en un proceso de eliminacion llamado apoptosis, que es una muerte regulada y
no produce dafio en otras células; en cambio, si el dafio no se repara y las células afectadas
siguen en division, ocurre la transformacion maligna de las células, que puede derivar en

dos consecuencias (Sigsman, 2010):

1) Si el dafio se da en células somaticas, se pueden producir alteraciones metabolicas o
fisiologicas, o bien puede darse el crecimiento celular desmesurado y desordenado

denominado cancer.

2) Si el dafio irreversible se presenta en células germinales, estas alteraciones son heredadas

a la siguiente generacion y son causa de padecimientos genéticos.

8. Pruebas y ensayos para evaluar genotoxicidad

Las pruebas de genotoxicidad se emplean para detectar sustancias que induzcan dafio
genético, pueden efectuarse evaluaciones con bioindicadores que ponen de manifiesto la

manera en que estd siendo dafiado el material genético. Existen pruebas in vitro
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esencialmente para células o bacterias, e in vivo, donde se emplean principalmente especies
de roedores como la rata o el raton (Vega, 1985; Hernandez y Moreno, 2011). El agente
genotoxico es administrado al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las
membranas celulares. Se da entonces la interaccion con el ADN produciéndose dafio que

puede ser reparado eficiente o ineficientemente (Ames, 1989).

Representacion de estas pruebas es el ensayo de MN, puede realizarse en médula 6sea de
roedores y en sangre periférica para registrar la capacidad que puedan tener las sustancias
de prueba en inducir rupturas cromosomicas o interferir la migracion de los cromosomas

metafasicos durante la mitosis de células somaticas (Alamone, 1994).

9. Micronucleos

Los MN son cuerpos extra nucleares que pueden estar constituidos por fragmentos
acéntricos de cromosomas o de cromatidas, o por cromosomas completos que se encuentran
separados durante el anafase y no son incluidos en el nicleo principal de la célula hija. Su
tamafio es muy pequeio en comparacion al nucleo principal (Figura 8) (Sedelnikova et al.,
2007). El ensayo de MN en sangre periférica ofrece ventajas con respecto al analisis en
médula dsea; es una prueba mas sencilla y mas rapida, se analiza el mismo tipo de células y
se puede evaluar la cinética al tomar muestras cada determinado tiempo sin la necesidad de
sacrificar al animal de prueba. Se recomienda su aplicacion en organismos en donde no
participe la actividad del bazo en la eliminacion de los eritrocitos micronucleados
(CSGMT, 1995). La presencia de MN es un indicador de dafio cromosomico y de
inestabilidad del genoma, puesto que evidencia alteraciones en el huso cromatico o en la
estructura de los cromosomas. Un incremento en las frecuencias de MN indica que los
agentes de prueba son inductores de dafo (Krishna y Hayashi, 2000; Zalacain, 2005; Ngan,
et al., 2007).
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Figura 8. Formacion de MN en el curso de la division celular (Tomada de Matheus, 2014)

Los MN se pueden originar por estos eventos:

e (Cromosomas completos rezagados por dafio al huso mitdtico (efecto

aneuploidégeno) (Figura 9A).

e Aberraciones cromosomicas que conllevan a la formacion de fragmentos de

cromosomas sin centrémero (dafo clastogeno) (Figura 9B) (Terradas et al., 2010).
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Figura 9. Mecanismos de formacion de MN (Modificado de Terradas et al., 2010).
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10. Apoptosis y Necrosis

La apoptosis provoca la eliminacion de células danadas o no necesarias, ocurre por un
proceso activo controlado genéticamente y se origina por dafio o modificacion del ADN
nuclear, la cual genera modificacién en la estructura que conducen a la fragmentacion
celular. Es un mecanismo de respuesta bioldgica cuando la cé€lula percibe conflicto entre las
seflales que recibe, procedentes del interior o del exterior. Por ello no es correcto
interpretarla como una muerte celular programada, ya que también es inducida por agentes
externos. La necrosis es un fendmeno pasivo, no programado genéticamente, se inicia por
un aumento de la permeabilidad de la membrana celular, que se traduce en entrada de iones
y agua acompanada de disminucién en la capacidad para bombear iones, lo que genera la
posibilidad de rotura de membranas y fragmentacion de organulos, con hinchazon y
estallido celular, cuyo contenido afecta a las células vecinas, lo que induce una respuesta
inflamatoria en el tejido (Repetto, 2009). En la Figura 10 se muestran los procesos que dan
origen a la muerte por apoptosis y necrosis, y las principales caracteristicas

citomorfolodgicas en la Tabla 2.

Cuadro 2. Comparacién de caracteristicas de los procesos de muerte celular: apoptosis y necrosis
(Modificada de Elmore, 2007).

Caracteristica Apoptosis Necrosis
Volumen celular Encogimiento celular Hinchamiento celular, citdlisis
Efecto de integridad de | Membrana celular intacta Membrana celular comprometida

membrana plasmatica

Efecto en citoplasma Retenido en cuerpos apoptoticos | Liberado al espacio extracelular

Procesos de inflamacion tisular | No hay presencia de inflamaciéon | Inflamacion usualmente presente
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APOPTOSIS
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Figura 10. Morfologia de la necrosis y de la apoptosis (Modificada de Cheng, 2013)
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La malaria y la leishmaniasis son de las enfermedades tropicales mas importantes para la
WHO y representan un serio problema de salud publica a nivel mundial. En México se ha
podido controlar la transmision, sin embargo, siguen siendo un problema en varias zonas
del pais. La quinina ha presentado una actividad potente en tratamientos contra malaria,
pero también ha mostrado un alto grado de toxicidad, razon por la cual se busco la sintesis
de nuevos compuestos, mas efectivos y menos toxicos, que posean la base estructural de los
compuestos quinolinicos. Basandose en esto, se sintetizaron las quinazolinas MLBO02 y
MLB13, que in vitro, han mostrado actividad contra malaria y leishmaniasis. Por otra parte,
la mayoria de los metales inducen dafio genotdxico y citotoxico, particularmente se ha
demostrado que los compuestos de Cr(VI) tienen potencial mutagénico y cancerigeno.
Gracias a la modificacion quimica de las quinazolinas, existe la posibilidad de otorgarles
propiedades como antioxidantes mediante la adicion de grupos hidroxilo y metoxilo, por lo
que resulta de interés estudiar si son capaces de proteger del dano oxidante al ADN

inducido por compuestos de Cr(VI).

Las quinazolinas MLB02 y MLBI13 fueron sintetizadas a partir de la estructura de los
compuestos quinolinicos, y con las modificaciones quimicas se pretende volverlas menos
toxicas y agresivas durante los tratamientos. Ademds, mediante la adicion de grupos
hidroxilo y metoxilo se espera que a las moléculas se les pudieran conferir propiedades
como antioxidantes. Entonces, se espera que la administracion de la MLB02 y MLB13, no
induzca dafo genotdxico ni citotoxico, y modulen el dafio generado por compuestos
inductores de estrés oxidante con potencial cancerigeno, como son los compuestos de
cromo hexavalente, mediante las evaluaciones de MN, relacion de EPC/ENC, apoptosis y

viabilidad celular.
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1. General

Estudiar el efecto de los nuevos compuestos quinolinicos (quinazolinas MLB02 y MLB13)
sobre el dafio genotdxico y citotdoxico inducido por compuestos de cromo hexavalente con
potencial cancerigeno, en sangre periférica de ratones Hsd:ICR, mediante el ensayo de MN,

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

2. Particulares

1.- Evaluar la cinética de MN en sangre periférica obtenida cada 24 horas durante tres dias

en ratones hembra y macho tratados con las quinazolinas MLB02 y MLB13.

2.- Evaluar el efecto de las quinazolinas MLB02 y MLB13 sobre la induccion de MN en

ratones hembra y macho tratados con CrOs,

3.- Evaluar la induccion de apoptosis y necrosis de las quinazolinas MLB02 y MLB13 en

sangre periférica obtenida a las 48 horas de ratones hembra y macho.

4.- Evaluar el efecto sobre la apoptosis y necrosis de las quinazolinas MLB02 y MLB13 en

ratones hembra y macho tratados con CrOs.

5.-Evaluar la citotoxicidad mediante la relacion de EPC/ENC y la viabilidad celular en
sangre periférica obtenida cada 24 horas durante tres dias en ratones hembra y macho

tratados con las quinazolinas MLB02 y MLB13.

6.- Evaluar el efecto de las quinazolinas MLB02 y MLBI13 sobre la citotoxicidad, mediante

la relacion de EPC/ENC vy viabilidad celular en ratones hembra y macho tratados con CrOs.
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1. Animales

Se emplearon ratones hembra y macho de la cepa Hsd:ICR, de entre 60 a 90 dias de edad
con un peso de 25 a 45 g. Los ratones se obtuvieron del bioterio Harlan de la Facultad de
Quimica, UNAM vy fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM, bajo condiciones ambientales de temperatura (22° C) y circulacion de
aire controladas, asi como periodos de luz-oscuridad 12-12 horas. Los ratones se
alimentaron a base de alimento comprimido (NUTRI-CUBOS, Purina®), y tuvieron libre

acceso al agua.

Los criterios de evaluacién 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; Hayashi et al., 1990; FDA, 2000).

2. Reactivos

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

Las quinazolinas MLB02 y MLBI13 utilizadas en el presente estudio fueron proporcionadas
por el Departamento de Farmacia a cargo del Dr. Francisco Hernandez-Luis en la Facultad

de Quimica de la UNAM.
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3. Disefio experimental

3.1. TRATAMIENTOS

Las quinazolinas fueron preparadas en una solucion estandar de DMSO (10 mg/ml) ya que
no son solubles en agua, y se administr6é una dosis de 10 mg/kg. Mientras que el DMSO y
CrOs se prepararon por separado mediante su disolucién en agua destilada estéril. El CrO;
se administr6 en una dosis de 20 mg/kg. Los tratamientos fueron aplicados via
intraperitoneal (i.p.) con base en los resultados obtenidos previamente (Garcia-Rodriguez et

al., 2001).

Se conformaron grupos de 5 ratones tratados de la siguiente manera:

a) Grupo testigo, se administro agua inyectable en una cantidad de 0.25 ml

b) Grupo testigo negativo, se les aplico el vehiculo DMSO en una concentracion de 11.5%
¢) Grupo testigo positivo, se les administré6 CrO; en una dosis de 20 mg/kg

d) Grupo quinazolina, se les administro una dosis de 10 mg/kg de las quinazolinas MLB02

o MLB13

e) Grupo combinado, se les administraron las quinazolinas MLB02 o MLB13, y cuatro

horas después CrOs.

3.2. TIEMPOS DE EVALUACION

Se evaluod el dafio genotoxico mediante la frecuencia de MN, y la citotoxicidad con la
frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) con respecto a la de eritrocitos

normocromaticos (ENC), asi como la apoptosis y la viabilidad celular.

Las muestras se tomaron cada 24 horas durante tres dias (0-72 horas), para establecer la
cinética de MN vy la relacion de EPC/ENC. Mientras que solo se tomo6 una muestra a la hora

48 para el andlisis de la viabilidad celular, apoptosis y necrosis (Figuras 11 y 12).
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Figura 11. Protocolo de quinazolina MLBO2 para la evaluaciéon del dafio genotéxico y citotoxico. Se
tomé el mismo protocolo tanto para hembras, como para machos.
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Figura 12. Protocolo de quinazolina MLB13 para la evaluaciéon del dafio genotéxico y citotoxico. Se
tomé el mismo protocolo tanto para hembras, como para machos.
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4. Ensayo de MN y relacion EPC/ENC

4.1. PREPARACION DE LAMINILLAS

Se preparo6 una solucion de naranja de acridina (NA: 1 mg/ml) y se colocaron 10ul de esta

disolucion en laminillas precalentadas a 70° C de acuerdo a la técnica de Hayashi (1990).

4.2. EVALUACION DE MN Y RELACION DE EPC/ENC

Una vez preparadas las laminillas, se colocaron las muestras de sangre periférica obtenidas
de la vena caudal del raton (5 pl) y se guardaron en cajas de plastico a 4° C
aproximadamente en la oscuridad hasta su analisis (Hayashi ef al, 1990). Las muestras se
evaluaron con ayuda de un microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion azul y
un filtro de emision amarilla (Olympus CX31). La tincion de los eritrocitos con NA,
permite diferenciar los eritrocitos policromaticos (EPC) tefiidos de rojo por su contenido de
ARN ribosomal, y los eritrocitos normocromaticos (ENC) no tefiidos. El dafio genotoxico
fue evaluado en 4000 EPC por raton, entre los cuales se identificaron a los eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPC-MN) con el ADN tefildo de color amarillo

fluorescente (Figura 13A).

5. Apoptosis y viabilidad celular

Se prepar6é una solucion de NA:BrE (100:100 ug/mL) de la cual se tomaron 10 ul y se
agregaron a las muestras de sangre (100 pl) obtenidas de la vena caudal de acuerdo a
McGahon et al., (1995) y Garcia-Rodriguez et al. (2013). Se evaluaron 300 células por
raton mediante un microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion azul y un filtro
de emision amarilla (Olympus CX31), de las que se identificaron las células sanas,
apoptoticas tempranas (viables); apoptoticas tardias y necroticas (no viables). Para el
analisis de viabilidad se contabilizaron unicamente células viables (vivas) y células no

viables (muertas) (Figura 13B).
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Figura 13. A) Eritrocitos de sangre periférica de ratdn tefiidos con la técnica de NA. Se observan los
ENC, EPCy EPC-MN (Tomada de Garcia-Rodriguez et al., 2014) B) Leucocitos de sangre periférica de
raton tefiidos con la técnica de NA/BrEt. Se observan las células: 1) viables o normales, )
apoptoticas tempranas, Ill) apoptdticas tardias y V) necréticas (Tomada de Garcia-rodriguez et al.,

2015).
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6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos de MN y relacion de EPC/ENC se presentan en
media £+ desviacion estandar, y se les aplico un andlisis de varianzas (ANOVA), seguido de
una prueba Tukey o Dunnett para determinar la significancia entre las medias de cada

grupo mediante el paquete estadistico Graphpad Prism 6.

Para la inducciéon de MN se calcul6 la Frecuencia de Induccion Neta de MN (NIF por sus
siglas en inglés) para descartar la induccion espontanea que obtengan los grupos a la hora 0
partiendo de la premisa de que, al no haberles aplicado ninglin tratamiento, los MN a la
hora 0 corresponden a su propio testigo. Ademas, se calculd la Frecuencia Diferencial de
Induccion de MN (DIF por sus siglas en inglés), restando los MN de los testigos a las horas
correspondientes para cada tratamiento, esto para descartar los MN que fueron inducidos a
los ratones durante la experimentacion, asi permitimos descartar la posibilidad de los MN

que fueran producto de la manipulacioén (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

Los datos obtenidos para los andlisis del NIF y DIF, asi como los resultados de viabilidad
celular, apoptosis y necrosis se analizaron mediante la prueba de chi-cuadrada, utilizando el
mismo paquete estadistico. Se tomaron tunicamente los datos con una p<0.05 como

significativos estadisticos (Adler ef al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001).




Julio C. Olguin Galindo

1. Evaluacion de dafio genotoxico (MN)

1.1. QUINAZOLINA MLB02

En el cuadro 3 se muestran los promedios con su desviacion estandar de los MN evaluados
en sangre periférica de las 0 a las 72 horas, obtenidos en los tratamientos con la quinazolina
MLBO02 y el CrO; en hembras. Se observa que el grupo tratado con la quinazolina MLB02
presenta un aumento en la frecuencia de MN que resulta estadisticamente significativa a la
hora 48 al compararse contra el testigo de DMSO, y contra su hora 0. En el grupo CrO; se
observaron incrementos en los promedios de MN que resultaron estadisticamente
significativos a las 48 y 72 horas al comparar contra el testigo de agua y contra su propia
hora 0. Mientras que, al combinar los tratamientos hubo similitud en los promedios de MN
en todas las horas respecto al grupo tratado unicamente con CrO;. En el cuadro 4 se
muestran los promedios de MN evaluados en machos. Se observa que el grupo tratado con
la quinazolina MLB02 no presenta efectos en la frecuencia de MN. Al igual que en
hembras el CrO; induce incrementos significativos en los promedios de MN a las 48 y 72
horas. Cuando se combinaron los tratamientos, tampoco se observo reduccion en los

promedios de MN respecto al grupo tratado tinicamente con CrOs.
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Cuadro 3. Frecuencia de MN en ratones hembra tratados con la quinazolina MLBO02 y el
CI'Og.

Testigo agua -- 5 0 0.9+0.3
24 1.0+0.6
48 1.2+04
72 1.2+0.5
Testigo DMSO (11.5%) -- 5 0 1.1+04
24 1.6+0.6
48 1.8+04
72 1.5+0.5
MLB02 10 mg/kg 5 0 1.7+0.3
24 22+0.5
48 29+£03*¢
72 2.6+0.6
CrO; 20 mg/kg 5 0 1.3+0.5
24 34+0.8
48 61+1.0%°
72 3.6+04%°
MLB02-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 1.0+0.2
24 2.8+1.0
48 6.1+03°
72 4.1+1.6

Significancia estadistica p<0.05; p°: vs Hora 0; pb: vs testigo agua; p: vs testigo DMSO.
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Cuadro 4. Frecuencia de MN en ratones macho tratados con la quinazolina MLBO02 y el
CI'Og.

Testigo agua -- 5 0 1.1+0.4
24 1.2+0.2
48 1.5+0.2
72 1.4+03
Testigo DMSO (11.5%) - 5 0 1.3£0.6
24 1.5+0.3
48 1.7+0.2
72 1.3+0.2
MLB02 10 mg/kg 5 0 1.5+£0.3
24 1.6+0.4
48 1.5+0.6
72 23+02
CrO; 20 mg/kg 5 0 1.4+0.5
24 20+04
48 50£1.0%°
72 27+£03*°
MLB02-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 1.3+£04
24 1.9+0.7
48 50£1.1°¢
72 21+04

Significancia estadistica p<0.05; p°: vs Hora 0; pb: vs testigo agua; p: vs testigo DMSO.
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. T LI BT RS |

NIF = (MN ob‘siervaidos én "A" a le; 'hore; Xj) - (Ml\f obsei'vados en"A"a 1;1 hora Xo)dios basales en todos
los tratamientos, por esta razén se realizo el calculo de la Frecuencia de Induccion Neta
Dénde: "A" = grupo evaluado; X, = tiempo de evaluacion; Xo = tiempo %, de que la induccion de MN a
la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que al restar el nimero de MN
evaluados en la hora 0 a las demas horas restantes, se asume que se obtiene la induccién

neta de MN (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

Este célculo se realizdo mediante la siguiente férmula:
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En la Figura 14 se muestra el analisis del NIF, calculado para 20,000 EPC cuando se
administraron los tratamientos en hembras de la quinazolina MLBO02 y el CrOs. Se observa
que, con este analisis la quinazolina MLBO02 ya no presenta efectos significativos sobre las
frecuencias de MN. Sin embargo, en el tratamiento combinado se observo aumento de las
frecuencias de MN en las horas 48 y 72 en comparacion con el grupo CrOs, aunque no
resultaron significativas. Podria sugerirse entonces, que esta quinazolina no ejerce efectos

protectores contra el dafio inducido por CrOs,
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Figura 14. Analisis de la induccién de frecuencia neta de MN (NIF) calculada por grupo
de hembras en los diferentes tiempos evaluados: 1) 24, II) 48 y III) 72 horas.
p<0.05; “p: vs Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO.
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En la Figura 15 se muestra el analisis del NIF para los tratamientos de la quinazolina
MLBO02 y el CrO; en machos. Se puede observar que la MLLB02 reduce la frecuencia de
MN basales en las horas 24 y 48. Sin embargo, para la hora 72, la quinazolina MLB02
presenta un aumento de las frecuencias de MN contra el testigo de DMSO. Al combinar los
tratamientos, la quinazolina MLBO02 disminuye la freuencia de MN unicamente a la hora

72, aunque la dismunicion no resulta significativa.
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Figura 15. Analisis de la induccion de frecuencia neta de MN (NIF) calculada por grupo
de machos en los diferentes tiempos evaluados: 1) 24, II) 48 y III) 72 horas.
p<0.05; *p: vs Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO.
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Se calcul6 la Frecuencia Diferencial de Inducciéon de MN (DIF por sus siglas en inglés),
esto para descartar los MN que fueron inducidos a los ratones durante la experimentacion.
DIF = (MN observados en "A" a la hora X;) - (MN observados en "T" a la hora X;)»das las horas a sus
orunos corresnondientes. tanto de aninazolinas. como de CrQOs, asi podemos descartar los

Doénde: "A" = grupo evaluado; X; = tiempo de evaluacion; T = grupo testigo
MN 1nducidos por accion de los diterentes vehiculos.

Se utilizo la siguiente formula:

J

En la Figura 16 se muestra el analisis del DIF para los tratamientos de la quinazolina
MLBO02 y el CrOs; en hembras. Después de realizar este andlisis se observd un efecto
modulador de la MLLB02 sobre el dafio inducido por el CrO;. En el grupo combinado se
presentd menor frecuencia de MN que resulto significativa a la hora 24, al comparar con el
grupo unicamente tratado con CrOs. Tanto el grupo CrO;, como el grupo combinado
presentan aumentos significativos en las frecuencias de MN a las 24, 48 y 72 horas, al
comparar con su hora 0. En la Figura 17 se muestran los resultados para los grupos de
machos. Al comparar las frecuencias del grupo CrOs contra el grupo combinado cuando se
han restado los MN inducidos por sus respectivos testigos, se observa que, aunque el efecto
fue bajo, se modula el dafio inducido, ademés en la administracion sola se muestra una

disminucidn en las frecuencias a la hora 48.
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Figura 16. DIF absoluto calculado por tiempo y grupos de hembras para 20 000 EPC en el
tratamiento de quinazolina MLB02. p<0.05; “p: vs hora 0; °p: vs. MLB02 + CrOs.
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Figura 17. DIF absoluto calculado por tiempo y grupos de machos para 20 000 EPC en el
tratamiento de quinazolina MLBO02. p<0.05; “p: vs hora 0.
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1.2. QUINAZOLINA MLB13

En el cuadro 5 se muestran los promedios con su desviacion estandar de los MN evaluados
en sangre periférica de las 0 a las 72 horas en hembras tratadas con la quinazolina MLB13
y el CrOs. Se observa que el grupo tratado con la quinazolina MLB13 no presenta efecto
significativo en las frecuencias de MN al comparar contra el testigo de DMSO. El grupo
CrOs mostré aumento en las frecuencias que resultaron significativas a las 24, 48 y 72
horas, comparando contra su testigo agua. Por su parte, en el grupo donde se combinaron
los tratamientos disminuyen las frecuencias de MN al comparar con el grupo tratado
unicamente con CrO; a las horas 24 y 48, sugiriendo una proteccion hacia el dafo
genotoxico. En el cuadro 6 se muestran los promedios de MN en las evaluaciones de
machos. Se observa que la quinazolina MLB13 incrementa la frecuencia de MN a la hora
48 al comparar con su propia hora 0. EI CrO; aumenta de forma significativa las
frecuencias a las 24, 48 y 72 horas. Mientras que, al combinar los tratamientos de la
quinazolina MLB13 y el CrOs se observo similitud en los promedios de MN comparando
con el grupo tratado tinicamente con CrOs;, aunque los MN basales son mayores en el grupo
combinado, por lo que los resultados pueden tener una mejor interpretacion después de los

analisis del NIF y DIF.
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Cuadro 5. Frecuencia de MN en ratones hembra tratados con la quinazolina MLB13 y el
CI'Og.

Testigo agua -- 5 0 04+0.2
24 04+0.3
48 0.7+0.4
72 0.7+0.2
Testigo DMSO (11.5%) -- 5 0 09+04
24 1.2+0.5
48 1.7+0.3
72 1.8+0.5
MLB13 10 mg/kg 5 0 04+02
24 0.3+0.3
48 14403
72 0.7+0.2
CrO; 20 mg/kg 5 0 1.1+£0.3
24 36+1.7%°
48 74+04%>9
72 3.6+08%"
MLB13-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 1.0+0.2
24 26+0.7%¢
48 56+£1.1%¢
72 3.0+£06°

Significancia estadistica p<0.05; p®: vs Hora 0; pb: vs testigo agua; p© vs testigo DMSO; pd:vs MLB13 +
CrOs;,
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Cuadro 6. Frecuencia de MN en ratones macho tratados con la quinazolina MLB13, CrO;
y la combinacidn de los tratamientos.

Testigo agua -- 5 0 1.3+04
24 1.2+04
48 1.7+0.2
72 1.2+0.3
Testigo DMSO (11.5%) - 5 0 09+0.4
24 1.4+0.3
48 20=£0.5
72 1.7+0.1
MLBI13 10 mg/kg 5 0 1.3+£0.2
24 2.1+0.2
48 3.0+1.1°
72 1.8+0.6
CrO; 20 mg/kg 5 0 0.7 +0.4
24 30+£1.1%°
48 59+15%°
72 3.0+£06""
MLB13-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 1.2+0.4
24 2.3+0.3
48 62+0.5%°
72 34+09%°¢

Significancia estadistica p<0.05; p®: vs Hora 0; p” vs testigo agua; p© vs testigo DMSO.
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En la Figura 18 se muestra el andlisis del NIF para los grupos de hembras, calculado para
20,000 EPC cuando se administraron los tratamientos de la quinazolina MLB13 y el CrOs.
Se observa que la quinazolina MLLB13 presenta reduccion en las frecuencias de MN en las
horas 24 y 72, significativas al comparar con el testigo de DMSO. Cuando se administraron
los tratamientos combinados, se observd un efecto modulador del dafio inducido por el

CrOs;, en comparacion con el grupo tratado solo con CrOs.
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Figura 18. Analisis de la induccién de frecuencia neta de MN (NIF) calculada por grupo
de hembras en los diferentes tiempos evaluados: 1) 24, II) 48 y 1II) 72 horas. Se presenta
el % de disminucion de frecuencias comparando entre grupo CrO; y MLB13 + CrOs.
p<0.05; *p: vs Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO; °p: vs MLB13 + CrOs.
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En la Figura 19 se muestra el analisis del NIF para los grupos de machos. Se observa que la
quinazolina MLB13 no tiene un efecto que resulte significativo sobre las frecuencias de
MN al comparar con el testigo DMSO en ninguna de las horas de tratamiento. Al
administrar el tratamiento combinado no se observan efectos en las frecuencias de MN al

comparar con el grupo CrO; en las horas 48 y 72, pero menor frecuencia que resultd

significativa a la hora 24.
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Figura 19. Analisis de la induccién de frecuencia neta de MN (NIF) calculada por grupo
de machos en los diferentes tiempos evaluados: 1) 24, II) 48 y III) 72 horas. Se presenta el
% de disminucion de frecuencias comparando entre grupo CrOs; y MLBI13 + CrOs.
p<0.05; *p: vs Testigo agua; °p: vs. Testigo DMSO; °p: vs MLB13 + CrOs.
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En la Figura 20 se muestra el andlisis del DIF para los grupos de hembras en los
tratamientos de la quinazolina MLB13 y el CrOs. La quinazolina MLB13 presenta similitud
en las frecuencias de MN para las horas 0, 24 y 48, y para la hora 72 se observo una
disminucién significativa. El grupo CrOs; presenta frecuencias de MN que resultaron
significativas en todas las horas de tratamiento contra su hora 0. Mientras que, en la
combinacion de los tratamientos se observo que las frecuencias de MN disminuyeron
respecto al grupo tratado con CrOs, lo que sugiere que la quinazolina MLB13 desempeiio la
mayor modulacion del dafo, dicha disminucidn resultd estadisticamente significativa a las
horas 24, 48 y 72. En la Figura 21 se muestran los resultados del analisis del DIF en el
grupo de machos. La quinazolina MLB13 mantiene similitud de frecuencias en todas sus
horas, sin embargo, en la hora 48 aumenta la frecuencia de MN. Mediante este analisis, el
grupo CrOj; presentd menor frecuencia de MN al comparar con el grupo combinado. Para la
combinacion de los tratamientos, la MLB13 present6 aumento de frecuencias en la hora 48,

comparado con el grupo tratado con CrO:s.
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Figura 20. DIF absoluto calculado por tiempo y grupos de hembras para 20 000 EPC en el
tratamiento de quinazolina MLB13. p<0.05; “p: vs hora 0; °p: vs. MLB13 + CrOs.
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Figura 21. DIF absoluto calculado por tiempo y grupos de machos para 20 000 EPC en el
tratamiento de quinazolina MLB13. p<0.05; “p: vs hora 0; °p: vs. MLB13 + CrOs.
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2. Evaluacion de apoptosis y necrosis

2.1. QUINAZOLINA MLB02

En el cuadro 7 se muestran los promedios con su desviacion estandar de células sanas,
apoptoticas tempranas y tardias, y necroticas en hembras cuando se administraron los
tratamientos de la quinazolina MLBO02 y el CrOs. Se observd que las células apoptoticas
tempranas no varian de forma estadisticamente significativa, de igual forma no se observa
efecto sobre las células apoptoéticas tardias en ninguno de los tratamientos. Mientras que,
para la incidencia de células necroticas se observo un aumento en el tratamiento de testigo
DMSO comparado contra testigo agua, y también en el grupo CrO; contra el testigo agua.
En el cuadro 8 se muestran los promedios de apoptosis y necrosis para el grupo de machos.
El grupo CrO; muestra una disminucion significativa en las células sanas contra el grupo
combinado, y aumento en las células apoptdticas tempranas comparando contra el testigo
agua. Se observa que la quinazolina MLBO02 ejerci6 efecto sobre la induccion de apoptosis
ocasionada por el CrO; al disminuirla de manera significativa en la combinacion de los
tratamientos en comparacion con el grupo CrO;. Se resalta que la administracion de la
quinazolina sola produce, tanto aumento en la apoptosis tardia, como para las células

necroéticas, y amplifica la accion del CrOs sobre la necrosis.
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Cuadro 7. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de células normales o
sanas, apoptéticas (tempranas y tardias) y necroticas para el grupo de hembras.

Grupo N SANAS APOPTOTICAS APOPTOTICAS NECROTICAS
X+de. TEMPRANAS TARDIAS X+d.e.
X+d.e. X+d.e.

Agua 5 259.8+54 37.0+5.1 02+04 30£1.4
DMSO 5  2548+50 38.8+5.4 0.6+0.5 58+0.8"
MLB02 10 5  2472+36 43.6+3.5 0.6+0.9 8.6+3.3

CrO; 20 5  249.0+6.8 432+45 0.0+0.0 78+33%

MLBO02 + 10-20 5 248.8+7.6 432445 02+04 7.8+3.9

CI'O3

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Testigo Agua. Se evaluaron 300 células nucleadas por raton.

Cuadro 8. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de células normales o
sanas, apoptoticas (tempranas y tardias) y necroticas para el grupo de machos.

SANAS APOPTOTICAS APOPTOTICAS NECROTICAS
X+d.e. TEMPRANAS TARDIAS X+d.e.
X+d.e. X+d.e.

Agua 5 232.4+10.8 64.4+10.7 0.0+0.0 32+1.8
DMSO 5 2574457 39.0+4.1° 02+04 34+2.1
MLBO02 10 5 2452+4.1 448 +45 14+1.7° 86+1.5°

CrO; 20 5 2158+152°¢ 8.4+153"° 04+05 54422

MLB02+ 1020 5 2448+6.5 472+3.1° 04+09 76+3.0°

Cl'03

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Testigo Agua; bp: vs Testigo DMSO; “p: vs MLB02 + CrOs. Se
evaluaron 300 células nucleadas por raton.
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2.2. QUINAZOLINA MLB13

En el cuadro 9 se muestran los resultados de células sanas, apoptoticas tempranas y tardias,
y necroticas en hembras cuando se administraron los tratamientos de la quinazolina MLB13
y el CrO;. La frecuencia de células apoptodticas tempranas disminuye ampliamente para el
tratamiento de quinazolina sola, e incrementa de forma estadisticamente significativa con la
administracion del CrOj;, comparado contra sus respectivos testigos. Ninguno de los
tratamientos administrados mostr6 efecto sobre la frecuencia de células apoptdticas tardias.
En relacion a las células necroéticas, la frecuencia no varia de manera significativa en
ninguno de los tratamientos. En el cuadro 10 se muestran los resultados de apoptosis y
necrosis para los tratamientos de machos. La frecuencia de células apoptoticas tempranas
incrementa de forma estadisticamente significativa en el tratamiento de la quinazolina
MLBI13, comparado contra su testigo DMSO. Al igual que en hembras, los tratamientos
administrados no mostraron efecto sobre la frecuencia de células apoptoéticas tardias. Para
las frecuencias de células necroticas hubo un aumento que result6 significativo en el grupo

combinado al comparar con el testigo DMSO.

Cuadro 9. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de células normales o
sanas, apoptoticas (tempranas y tardias) y necroticas para el grupo de hembras

SANAS APOPTOTICAS APOPTOTICAS NECROTICAS

Xtd.e TEMPRANAS TARDIAS Xtd.e.
Xtd.e. Xtd.e.

Agua 5 | 2602+19.3 36.2+17.7 0.0+ 0.0 3.6+2.9
DMSO 5 260.6 = 6.4 37.8+7.2 0.0+ 0.0 1.6 +0.9
MLB13 10 5 281.4+43 17.0+4.7° 0.0+ 0.0 1.6+1.5

CrO; 20 5 | 2494+139 456+15.1° 02+0.4 48+1.3

MLB13 + 10-20 5 249.0+13.2 45.8+13.3 04+0.5 48+1.5

CrO;

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Testigo Agua; bp: vs Testigo DMSO. Se evaluaron 300 células
nucleadas por raton.
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Cuadro 10. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de células normales o
sanas, apoptoticas (tempranas y tardias) y necroticas para el grupo de machos.

Grupo Dosis SANAS APOPTOTICAS  APOPTOTICAS  NECROTICAS
mg/kg X+d.e. TEMPRANAS TARDIAS X+ d.e.
X+d.e. X+d.e.

Agua 257.8+£54 39.0+4.1 02+04 30£1.9
DMSO 255.2+6.7 412+6.4 02+04 34+05
MLB13 10 249.6 £ 6.4 478+6.0°" 0.4+0.5 22+13

CrO; 20 253.6 +£3.0 40.8+34 0.4+£09 52+22

MLB13 + 10-20 2544 +11.9 39.0+9.5 0.6+0.5 60+40°

Cl'03

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Testigo DMSO. Se evaluaron 300 células nucleadas por ratén.
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3. Evaluacion del dano citotoxico

3.1. RELACION EPC/ENC

3.1.1. QUINAZOLINA MLBO02

En el cuadro 11 se presentan los promedios con su desviacion estandar de las frecuencias
de EPC con respecto a la frecuencia de ENC, evaluados en sangre periférica de las 0 a las
72 horas en los grupos de hembras para el tratamiento de la quinazolina MLBO02 y el CrOs.
Unicamente a la hora 48 del grupo tratado con la quinazolina MLBO02 se observa un
aumento estadisticamente significativo de EPC al comparar contra su propia hora 0. En el
cuadro 12 se muestran los promedios de EPC para el grupo de machos. El grupo de DMSO
y quinazolina MLLB02 tnicamente presentan diferencias en la frecuencia de EPC contra su

hora 0.
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Cuadro 11. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de EPC en relacién con
ENC para el grupo de hembras tratadas con quinazolina MLBO02.

EPC/ 4000 células

Tratamiento Dosis N Hora (media £ d.e.)
Testigo agua -—- 5 0 139.8 £22.1
24 142.3 £8.9
48 154.4+6.2
72 175.4+18.5
Testigo DMSO (11.5%) --- 5 0 158.6 +£29.3
24 174.4£17.5
48 161.0 £ 18.7
72 173.0 £ 4.6
MLBO02 10 mg/kg 5 0 161.3 +8.1
24 171.4 £14.2

48 195.0+10.3%
72 201.4+14.5
CrO; 20 mg/kg 5 0 147.8 £ 18.1
24 168.6 = 16.8
48 176.6 £ 20.4
72 165.4+7.8
MLBO02-CrO, 10-20 mg/kg 5 0 127.8 +12.7
24 153.8 £24.4
48 175.4 £ 35.5
72 158.0 =20.0

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Hora 0.
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Cuadro 12. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de EPC en relacidén con
ENC para el grupo de machos tratados con quinazolina MLBO02.

Tratamiento Dosis N Hora Ep(ge‘:l?f i Zei?)las

Testigo agua --- 5 0 149.8 £27.5
24 153.5+18.2
48 157.3+11.4
72 183.0+£16.2
Testigo DMSO (11.5%) --- 5 0 98.4+4.38
24 131.0 £ 14.7

48 1524+ 18.0°

72 164.8 £20.0*
MLBO02 10 mg/kg 5 0 129.2+9.6
24 159.0 £ 12.0
48 148.8 £16.7

72 176.0+17.0*
CrO; 20 mg/kg 5 0 161.4 £33.2
24 155.4+21.6
48 178.6 £16.9
72 153.6 £27.5
MLB02-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 162.6 £21.1
24 152.2 £20.6
48 153.4+10.9
72 183.0+17.4

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Hora 0.
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3.1.2. QUINAZOLINA MLBI13

En el cuadro 13 se muestran los promedios con su desviacion estandar de las frecuencias de
EPC/ENC, evaluados de las 0 a las 72 horas en los grupos de hembras tratados con la
quinazolina MLB13 y CrOs. Sélo se observa aumento significativo en la frecuencia de EPC
en la hora 72 del grupo tratado con el testigo DMSO al comparar contra su hora 0. El
cuadro 14 muestra los promedios para el grupo de machos. Resulto ser el tratamiento con
mas variaciones en los grupos de agua y cromo, al existir aumento de EPC en las horas 48 y
72 en ambos tratamientos al comparar contra su hora 0. De igual modo en la hora 48 del

grupo de MLB13 se observo incremento de EPC contra su hora 0.
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Cuadro 13. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de EPC en relacidén con
ENC para el grupo de hembras tratadas con quinazolina MLB13.

Tratamiento Dosis N Hora Ep(ge‘é?f (i if(l:)las
Testigo agua --- 5 0 171.0 = 38.7
24 162.6 + 24.6
48 181.8 £34.7
72 208.6 +33.1
Testigo DMSO (11.5%) 5 0 113.4 +13.7
24 123.6 £20.3
48 147.8 +24.4
72 177.8+17.7°
MLBI13 10 mg/kg 5 0 153.4+£25.4
24 115.4+25.4
48 138.8 £23.8
72 149.6 £ 34.8
CrO; 20 mg/kg 5 0 161.2 £17.7
24 176.6 £ 18.7
48 170.6 £ 13.0
72 172.6 + 18.0
MLB13-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 143.8 £22.1
24 122.4 +19.0
48 141.0£19.5
72 130.6 £ 16.9

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Hora 0.
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Cuadro 14. Promedios y desviacion estandar de las frecuencias de EPC en relacidén con
ENC para el grupo de machos tratados con quinazolina MLB13.

EPC/ 4000 células

Tratamiento Dosis N Hora (media = d.e.)
AGUA 0.25 ml 5 0 166.4 +26.0
24 164.8+7.6
48 184.8+8.6%
72 209.4+13.7°%
DMSO 0.25 ml 5 0 98.4+4.8
24 131.0 £ 14.7
48 152.4+18.0
72 164.8 +£19.9
MLBI13 10 mg/kg 5 0 148.6 +23.7
24 163.2 +£29.0
48 1952+23.1°
72 176.2 +£12.7
CrO; 20 mg/kg 5 0 105.4+9.0
24 133.4 £ 12.7
48 182.6 +16.0°
72 170.2 £28.5°
MLB13-CrO; 10-20 mg/kg 5 0 165.4 +37.2
24 177.0 £24.9
48 177.2+12.0
72 183.2+16.5

Significancia estadistica p<0.05; °p: vs Hora 0.



Julio C. Olguin Galindo

3.2. VIABILIDAD CELULAR

A causa de la alta variabilidad en los resultados obtenidos en la relacion de EPC/ENC se
realizd otro andlisis para obtener datos méas confiables respecto a la citotoxicidad. Se utilizo
la técnica basada en la tincion diferencial de los fluorocromos Naranja de Acridina y
Bromuro de Etidio (NA/BrEt), en donde el NA tnicamente se introduce a las células vivas
(viables) y el BrEt se introduce a células muertas (no viables) (McGahon et al., 1995;

Garcia-Rodriguez et al., 2013).

3.2.1. QUINAZOLINA MLBO02

En la Figura 22 se muestran los resultados para viabilidad celular en los tratamientos de la
quinazolina MLB02 y el CrOs; para los grupo de hembras. La quinazolina MLBO02
disminuye las células viables, aunque no de manera significativa al comparar con el testigo
DMSO. Mientras que el grupo tratado con CrOs; presentd disminucion en la viabilidad
celular al comparar con el testigo agua. Cuando se administro el tratamiento combinado se
observo aumento significativo contra el testigo agua y similitud de células no viables con
respecto al grupo tratado solo con CrOs, lo cual sugiere que la MLLB02 no ejerce accion
sobre el efecto del CrO; en la viabilidad celular, En la Figura 23 se muestra que la
quinazolina MLBO02 sola también disminuye la viabilidad celular en los machos, en este
caso la disminucion en la viabilidad celular si resulta significativa contra el testigo DMSO.
Al mismo tiempo que aumenta la citotoxicidad ya ejercida por el CrO; al combinar los

tratamientos y muestra aumento significativo contra el testigo agua.
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Figura 22. Frecuencia de células viables y no viables en ratones hembra tratados con la
quinazolina MLBO02. p<0.05; °p: vs Testigo agua.
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Figura 23. Frecuencia de células viables y no viables en ratones macho tratados con la
quinazolina MLBO02. p<0.05; p: vs Testigo agua; °p: vs Testigo DMSO.
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3.2.2. QUINAZOLINA MLBI13

En la Figura 24 se muestran las células viables y no viables obtenidas del analisis de
viabilidad celular cuando se administraron los tratamientos de la quinazolina MLB13 y el
CrOs. La quinazolina MLB13 no mostré citotoxicidad aparante. Mientras que en el grupo
tratado con CrO; se observo disminucion de células viables e incremento de células no
viables. Cuando se administro el tratamiento combinado se observd similitud en la
viabilidad celular con respecto al grupo tratado solo con CrOs;, lo cual sugiere que la
quinazolina MLB13 no tiene efecto sobre la citotoxicidad inducida por el CrO; en este
grupo_ En la Figura 25 se muestran los resultados de viabilidad celular para los grupos de
machos. Se observa que la administracion sola de la quinazolina MLB13 aumenta las
células viables comparando con el testigo DMSO. Por su parte, el grupo tratado con CrOs,
mostro incremento de células no viables, aunque no produce diferencias significativas. Para
cuando se combinaron los tratamientos, la quinazolina MLB13 incremento la citotoxicidad
ejercida por accion del CrOs dando como resultado el aumento de células no viables que

resultd significativo al comparar con los testigos agua y DMSO.
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Figura 24. Frecuencia de células viables y no viables en ratones hembra tratados con la
quinazolina MLB13. p<0.05; °p: vs Testigo agua; "p: vs Testigo DMSO
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Figura 25. Frecuencia de células viables y no viables en ratones macho tratados con la
quinazolina MLB13. p<0.05; °p: vs Testigo agua; "p: vs Testigo DMSO
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La malaria y la leishmaniasis son causantes de numerosas defunciones tanto en México
como a nivel mundial, en algunas zonas han mostrado un incremento en su incidencia y
mortandad debido a la resistencia que las cepas de los parasitos protozarios Plasmodium y
Leishmania generan hacia los medicamentos antipaludicos y a los antimoniales,
respectivamente, asi como la tolerancia de los mosquitos vectores hacia los insecticidas
(WHO, 2010). Se calcula que la malaria afecta mundialmente entre 300 y 500 millones de
personas y causa la muerte de mas de 1 millon cada afio, en su mayoria, nifios por debajo de
los 5 afos. Predomina en el continente africano, sin embargo, México y otros paises de
Latinoamérica también presentan zonas con alta incidencia. Se calcula que cerca del 40%
de la poblacion mundial estd en riesgo de padecer la afeccion en cualquier momento de su
vida (Nafo-Traore, 2005; Fuentes et al., 2006). Por su parte, se estima una prevalencia
mundial de 20 millones de casos de leishmaniasis, y se calcula que la incidencia anual
oscila entre 1.5 y 2 millones de nuevos casos (Pan American Health Organization, 2008).
En M¢éxico se han logrado controlar las transmisiones, aunque en algunos estados atin
siguen siendo un problema de salud publica, en el afio 2013 se presentaron 495 casos de
malaria, y para el afio 2014 la incidencia increment6 a 656 en zonas como Chiapas y al sur
de Oaxaca, al noroeste del pais, y en los estados de Chihuahua, Sinaloa, Sonora y Durango
(World Malaria Report, 2015). La leishmaniasis representa una incidencia de 490 casos
anuales, afectando a estados del sureste correspondientes a la zona neotropical (Sosa et al.,

2014).

Los compuestos mas empleados para los tratamientos contra la malaria son los alcaloides
extraidos del arbol de la quina, principalmente la quinina por su mayor eficacia (Cuvi,
2009). Mientras que para combatir a ciertas cepas de los parasitos causantes de
leishmaniasis han sido utilizados compuestos antimoniales pentavalentes (WHO, 2010). Sin
embargo, se ha comprobado que a ciertas dosis estos compuestos resultan toxicos (Redolar,
2012). Datos clinicos sobre el uso de la quinina revelan que puede ser administrada a modo
de medicaciéon contra plasmodios resistentes a la cloroquina (analogo sintético de la

quinina), en combinacién con otros farmacos como Tetraciclina®. La quinina no puede
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emplearse conjuntamente con la cloroquina para potenciar los efectos, dado el riesgo de
generar convulsiones (WHO, 2001). Algunos tratamientos han conseguido combatir y
contener en cierta medida a estas enfermedades, aunque de manera contraproducente, se

llegan a generar efectos adversos y no resultan del todo eficientes.

El continente africano es el que muestra mas casos de malaria, estudios sobre esta
enfermedad sefialan que la cepa Plasmodium falciparum ha presentado tolerancia a la
quinina, los datos de un estudio en Camboya revelaron que al aplicar terapia con quinina
solo un 60% de los pacientes fueron curados (Barat y Bloland, 1997). Otros casos clinicos
fundamentan que utilizando como farmaco antimaldrico a la Pirimetamina-sulfadoxina
(Fansidar®), presenta desempefio de accion lenta, razon por la que se optd por combinar al
compuesto con quinina para generar una accion mas rapida y asi suprimir el paludismo
producido por Plasmodium falciparum. De este modo se logra eliminar a esta cepa, pero el
tratamieto no presenta efectividad contra algunas cepas parasitarias, no se logra
contrarrestar la infeccion para la cepa con la mayor incidencia en México, como es la
Plasmodium vivax. Tampoco demostré ser util para las epidemias producidas por
Plasmodium malariae y Plasmodium ovale. Este tipo de tratamientos, ademas de ser

ineficaces, resultan agresivos contra el paciente (Goldsmith, 1998; WHO, 2015).

Para los tratamientos contra leishmaniasis se han utilizado los derivados quinolinicos
denominados 2-n-propilquinolona y chimanina D, los cuales produjeron 99% de supresion
de leishmaniasis en el bazo de ratones infectados con Leishmania donovani. Estos mismos
compuestos lograron suprimir el desarrollo de lesiones en ratones infectados con
Leishmania amazonensis y Leishmania venezuelensis, luego de un tratamiento por via oral,
a base de 50 mg/kg/dia por 15 dias; y se obtuvo mayor efecto al obtenido con el tratamiento

convencional a base de antimoniales (Fournet et al., 1996).

El objetivo de la ciencia organica en la fabricacion de nuevas moléculas es innovar a través
de la elaboracidon de farmacos mas potentes y menos agresivos que permitan combatir estas
y otras enfermedades (Mouret, 2016). La sintesis de nuevos compuestos a partir de la
estructura quinolinica acrecento el interés debido a las diversas propiedades y expectativas

que generaron; partiendo de esto surgen las quinazolinas, como compuestos que han
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demostrado una amplia gama de actividades fisioldgicas tales como antivirales,
antitumorales, antimicrobianos, antimalaricos, anticancerigenos, entre otros (Hassanzadeh
et al, 2012). Se ha demostrado que la presencia del grupo hidroxilo en los compuestos
quinolinicos otorga actividad antimalarica contra algunos de los parésitos resistentes, en
comparacion con sus andlogos deshidroxilados (O’Neill ef al, 2003). Datos sobre la
evaluacién de quinazolinas en tratamientos contra leishmaniasis; en particular ocasionada
por las cepas Leishmania donovani y Leishmania amazonensis, han trascendido por
compuestos como la 2,4-diaminoquinazolina (Van Horn et al., 2014). El interés de las
quinazolinas también abarca sus propiedades como agentes anticancerosos, estos
tratamientos han ido en aumento desde el descubrimiento del raltitrexed (Tomudex®)
puesto que actia como farmaco antimetabolito usado en la quimioterapia del cancer (Khalil
et al., 2003). Para el afio 2008, el grupo de investigacion de Vanelle publico antecedentes
sobre la 4-(4’-fluorofenil)-2-triclorometilquinazolina, ésta exhibia propiedades interesantes

como antiplasmodial sobre la cepa de Plasmodium falciparum (Verhaeghe, 2008).

Las 2.,4,6-triaminoquinazolinas (quinazolinas MLB02 y MLBI13) desarrolladas en el
departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica han sido puestas a prueba en
tratamientos contra malaria y leishmaniasis, demostrando efectos prometedores en pruebas
in vitro (Mendoza-Martinez et al., 2015; Rojas-Aguirre et al., 2012). En pruebas in vivo se
determind que a una dosis de 10 mg/kg las quinazolinas MLB02 y MLB13 no muestran
induccion de dafio genotoxico mediante la prueba de MN, y con esta misma dosis tampoco
se observo dano citotoxico mediante la relacion de eritrocitos EPC/ENC, la apoptosis y la
viabilidad celular (Herndndez-Cruz, 2016). Una vez encontradas las dosis no toxicas, el
siguiente paso fue evaluar el posible efecto antioxidante conferido a las quinazolinas
MLB02 y MLB13 mediante la adicion de grupos hidroxilo y metoxilo, sobre el dafio
inducido por compuestos de Cr(VI); se utilizd en particular este compuesto debido a que
forma parte de un gran nimero de agentes a los que estamos expuestos y ademas tienen una
asociacion con la induccidon de cancer (Agency for Toxic Substances and Disease Registry
[ATSDR], 2012). En estudios realizados previamente en nuestro laboratorio se ha

demostrado que 20 mg/kg de CrO; inducen MN (Garcia-Rodriguez et al., 2001).
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El Cr(VI) es un fuerte agente oxidante, se ha establecido que varios de sus compuestos en
forma de 6xidos, cromatos y dicromatos, son contaminantes ambientales presentes en agua,
suelos y efluentes de industrias, debido a que dicho metal es ampliamente utilizado en
distintas actividades manufactureras (Nriagu y Nieoeber, 1988). Se ha propuesto que su
toxicidad se debe a que dentro de las células, se reduce a Cr(III) generando intermediarios
que, en presencia de H,O, funcionan como catalizadores, generando EROs y RL, con el
consecuente estrés oxidativo, produciendo peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas
y acidos nucleicos, entrecruzamientos en las cadenas de ADN, y por lo tanto inducen dafio

mutagénico y cancerigeno (Liu y Shi, 2001; O’Brien y Patierni, 2003).

Los ratones del presente estudio no mostraron signos de toxicidad aparentes posteriores a la
administracion de las quinazolinas, tuvieron un comportamiento, apetito, actividad y pelaje
normal durante los dias de tratamiento. En contraste con los ratones tratados con CrOs,
estos ultimos presentaron signos de toxicidad, como disminucion de movilidad o pelo
erizado, lo cual corrobora el dafo genotoxico reportado en estudios para compuestos de

Cr(VI) (O’Brien et al., 2003) y en particular para el CrO; (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

La administracién de las quinazolinas Unicamente indujo un aumento estadisticamente
significativo en las frecuencias de MN en el caso de la MLB02 contra su testigo para el
tratamiento de machos a la hora 72 después de realizar el andlisis del NIF. El aumento de
estas frecuencias, a pesar de resultar significativo mediante el anélisis de varianzas, no
determina toxicidad; de acuerdo a la FDA, el hecho de que los datos estadisticos sean
significativos no ha de ser el unico factor para determinar que un resultado es positivo, y
ademas se ha propuesto que un agente genotdxico evidente es aquel que incremente en mas
de 4 MN por cada 1000 EPC, mientras que el aumento mostrado fue de 5 MN por cada
4000 EPC. Por el contrario, en el caso de la MLB13 para el tratamiento de hembras se
disminuyen los promedios de MN a la hora 24 y 72 comparando con su testigo DMSO, el
cual gener6 aumento en las frecuencias contra el testigo agua, y para la MLBO02 en el
tratamiento de machos hubo disminucion a la hora 48 contra su testigo. Estos datos
corroboran estudios anteriores en donde se demostrd que una dosis de 10 mg/Kg no induce

dafio genotoxico (FDA, 2000; OECD, 2014; Hernandez-Cruz, 2016).
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Parte de la induccion de MN mostrada en los tratamientos de quinazolinas pudo deberse a
la accion del disolvente; un estudio enfocado a evaluar el efecto del DMSO como vehiculo,
demostrd que los ratones administrados con DMSO, en conjunto con una sustancia toxica
disminuyeron la actividad locomotora, presentaron letargo y disminuyeron la respuesta a
estimulos. La sustancia de prueba para este estudio fue la vainillina, que a dosis altas de
1,000 mg/kg y una concentracion de 0,5% de DMSO ocasiona la muerte en algunos casos.
La alta toxicidad fue atribuida en gran medida a las altas dosis y a la toxicidad inherente de
la vainillina, sin embargo, la interaccion con un vehiculo diferente disminuyo la mortandad
en los ratones. Se ha demostrado que los datos de toxicidad de una sustancia de prueba
sirven para determinar su valoracion de riesgo en la salud humana, pero pueden ser
influenciados por los vehiculos (Trapero et al., 2012). También se ha comprobado que la
toxicidad y la biodisponibilidad de sustancias de prueba pueden ser mas altas cuando se
administra DMSO respecto a otros vehiculos (Prigo et al., 2009). En nuestro estudio a una
concentracion de 11.5% se observo un incremento en las frecuencias de MN ocasionado
por el DMSO en comparacion con el testigo agua en la mayoria de los grupos. Para la
administracion de la quinazolina MLB13 se observo una disminucién de frecuencias contra
su grupo testigo para el grupo de hembras, sugiriendo que debido al posible efecto
antioxidante que se les ha atribuido a los derivados de quinazolinas, la MLB13 pudo

modular la genotoxicidad ocasionada por su vehiculo.

Cuando se combinaron los tratamientos de MLB02 y CrOs;, no hubo variabilidad
estadisticamente significativa en las frecuencias de MN al comparar con los grupo tratados
unicamente con CrOs, sin embargo, al realizar el andlisis del DIF (restando los MN de sus
respectivos testigos), las frecuencias del grupo combinado en ambos sexos resultaron
moderadamente menores a las del grupo cromo; dichos tratamientos tuvieron un testigo
diferente, lo que permite sugerir que el vehiculo DMSO tuvo influencia en estos aumentos
de MN. De igual forma en el grupo combinado de MLBI13, para el caso de hembras ya
existia disminucion contra el grupo CrOs;, y después del DIF este decremento en las
frecuencias resultd atin mayor. No asi en la administraciéon en machos, en donde para el
analisis del NIF se observo disminucion a la hora 24 entre el combinado y el grupo CrOs,

pero no hubo efectos en las demas horas; y después de realizar el DIF, a la hora 48 resulta
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mayor la frecuencia de MN en grupo combinado, atribuido posiblemente a que la

concentracion de la quinazolina disminuye para esa hora después de la administracion.

En el presente estudio se observaron efectos que difieren entre hembras y machos, esto se
debe a diversos factores, por ejemplo, a que los estrogenos con mayor concentracion en
hembras pueden actuar como antioxidantes endogenos y proteger contra dafio oxidativo
mediante la neutralizacion de RL, y asi volver a las hembras menos susceptibles al dafio
genotoxico. Esta propiedad puede relacionarse con la acciéon del anillo fenolico en la
estructura de los estrogenos que tiene la capacidad de donar hidrogeno y electrones al igual
que los radicales hidroxilo (Badeau et al., 2005; Fortoul et al., 2011). En cuanto a la accién
de los farmacos, las hembras son mas sensibles que los machos, a causa de que las
hormonas sexuales masculinas se inducen un efecto estimulante del metabolismo de los
mismos. Otro de los motivos por los que los farmacos generan mayor efecto en las hembras
es a causa de la intensificacion del efecto, debido a que estas poseen mayor proporcion de

tejido adiposo metabdlicamente menos activo (Rang y Dale, 2008).

Las variaciones en las frecuencias de MN que se han distinguido podrian relacionarse con
la apoptosis; este mecanismo de muerte celular se ha vinculado con el dafio al ADN,
mediante la alteracion intracelular que puede sensibilizar a la célula a apoptosis. Por otro
lado, la apoptosis también es capaz de regular el dafio de distintos modos: mediante los
factores que aumentan el proceso apoptdtico se contribuye a la prevencion del surgimiento
y desarrollo de tumores y canceres eliminando células danadas. En contra parte, la
disminucién de estos procesos favorece a evitar el origen de enfermedades
neurodegenerativas y del sistema inmune (Evan y Vousden, 2001; Lockshin y Sakeri, 2001;
Garcia-Rodriguez et al., 2013). Se ha comprobado que el mecanismo inductor de dafio del
CrOs incrementa las células apoptoéticas en una dosis de 20 mg/kg (Garcia-Rodriguez et al.,
2013). Datos sobre estudios de quinazolinas revelan que pueden inducir apoptosis en
células cancerigenas de adenocarcinoma de colon, carcinoma de vejiga y adenocarcinoma
de mama (Cubedo, 2006; Shilei ef al., 2013). Esta observacion permite relacionar los
resultados de la MLBI13 en machos, donde se aumentd la apoptosis temprana

significativamente comparando con su testigo. Por otro lado, el efecto de la MLBI13 en
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hembras sobre la apoptosis presentd disminucion contra su testigo de casi el 50% de células
apoptoticas tempranas. Para la quinazolina MLBO02 se presentd efecto opuesto, donde una
combinacion con CrOs en los tratamientos de machos generd una disminucion significativa
de la apoptosis comparando con el grupo CrOs, evidenciando su efecto antagonico entre los
mecanismos de accion. Estos datos podrian impulsar al estudio de los mecanismos de
accion mediante los que las quinazolinas favorecen la eliminacién de células dafiadas, o por
el contrario, a contener los mecanismos de apoptosis como en los tratamientos de

afecciones neurodegenerativas.

Al evaluar el efecto citotoxico de los tratamientos mediante las frecuencias de EPC/ENC,
se observo alta variabilidad en los datos y las diferencias que resultaron estadisticamente
significativas son sélo contra su hora 0. En estudios previos para tratamientos de Cr(VI) no
se reportaron efectos sobre las frecuencias de EPC/EPC (Garcia-Rodriguez et al., 2001). La
evaluacion de este parametro debe tomarse con reserva, debido a que cuando un compuesto
causa muerte celular, se pueden activar los mecanismos de division celular y enmascarar el
efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi et al., 2000). Por lo que decidimos realizar la
evaluacién de dafio citotoxico mediante la técnica descrita por Garcia-Rodriguez et al.
(2013) para viabilidad celular. Esta técnica se basa en una tincién diferencial con
fluorocromos que muestra la absorcion diferencial del ADN unido a naranja de acridina o
bromuro de etidio emitiendo distintas fluorescencias, permite distinguir las células viables
de las no viables basandose en la integridad de la membrana. Los resultados para esta
prueba muestran disminucion en la viabilidad celular para el CrO; que es consistente con el
aumento de necrosis que se observo en las evaluaciones. La MLB02 también mostro
disminucién en la viabilidad celular, relacionado con el aumento de necrosis que genero, si
bien podria ser un motivo para considerar a este derivado de quinazolina como citotoxico,
también se debe tomar en cuenta que su vehiculo DMSO presentd disminucion de células
viables comparando contra el testigo agua en estos tratamientos. Contrariamente, se
observo que la quinazolina MLB13 aumenta la viabilidad celular en hembras y en machos.
Para los grupos combinados no se percibieron diferencias evidentes al comparar con el
grupo cromo, la unica diferencia estadisticamente significativa que se encontré fue al

comparar con su testigo DMSO. La disminucion en la viabilidad celular en los grupos
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combinados se puede atribuir al efecto del DMSO y a la accion del cromo, por lo tanto, se

puede sugerir que las quinazolinas no tienen efecto sobre la citotoxicidad.

Las moléculas heterociclicas, y en particular los compuestos quinolinicos juegan un papel
muy importante en el campo de la quimica médica, estos muestran amplia variedad de
actividades con fines terapéuticos. Las nuevas quinazolinas no inducen genotdxicidad, y en
particular la MLB13 logré disminuir las frecuencias de MN en los tratamientos de hembras.
Sin embargo, la MLBO02 si resulta ser citotdxica y aunque no induce genotoxicidad, no

logro reducir las frecuencias de MN inducidos por el CrOs.

Estas nuevas quinazolinas generan grandes expectativas para ser utilizadas en pruebas pre-
clinicas, sin embargo, no tienen efecto protector claro como algunos otros antioxidantes
probados anteriormente en nuestro laboratorio, como el caso de los polifenoles. Es probable
que puedan sustituir en un futuro proximo a los farmacos derivados de la quina que son
empleados en diversos tratamientos, pero que al mismo tiempo ocasionan toxicidad, y asi

poder contrarrestar las infecciones de malaria y leishmaniasis.
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1.- Las quinazolinas MLB02 y MLB13 no presentan signos clinicos de toxicidad.

2.- Los incrementos en las frecuencias de MN observados en los tratamientos de las
quinazolinas se encuentran dentro de los rangos aprobados por las agencias reguladoras de
sustancias genotoxicas, y fueron muy similares a las observadas en el grupo tratado solo

con el vehiculo (DMSO), lo que indica que no son genotoxicas.

3.- Se corrobor6 el dafio genotoxico y citotéxico tanto en hembras como en machos
tratados con 20 mg/kg de CrOs, ya que se incrementaron significativamente las frecuencias

de MN, células apoptoticas y necroticas.

4.- La quinazolina MLBO02 no presentd una disminucion significativa de la genotoxicidad
inducida por accidon del CrOs en ninguno de los tratamientos. Mientras que, la quinazolina
MLB13 si reduce las frecuencias de MN basales y también las inducidas por el CrO; en

hembras.

5.- La quinazolina MLBO02 no mostr6 efecto sobre la apoptosis, pero al combinarla con el
tratamiento de CrOj se reduce la apoptosis en comparacion con el grupo tratado inicamente
con el CrO; en machos. Sin embargo, la quinazolina MLB13 disminuy¢ significativamente

las células apoptoticas en hembras, y las aument6 en machos.

6.- La quinazolina MLB02 mostr6 efectos citotoxicos, ya que se observo disminucion en la
viabilidad celular tanto en hembras como en machos. Mientras que la MLB13 no mostré

efectos citotoxicos.

7.- Se observd un efecto sinérgico en las evaluaciones de viabilidad celular cuando se

administraron los tratamientos de la quinazolina MLBO02 y CrOs; en machos.

8.- Las quinazolinas MLB02 y MLB13 no mostraron efecto protector claro del dafio
genotoxico y citotoxico inducido por el CrOs debido a la adicion de los grupos
antioxidantes a las moléculas. Sin embargo, es necesario realizar otros estudios en los que

se indaguen las posibles vias de proteccion empleando otros protocdlos y otros compuestos
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identificados como carcinégenos. Cabe resaltar que al no mostrar genotoxicidad in vivo,
estos compuestos generan grandes expectativas para ser utilizados en pruebas pre-clinicas

como componentes de farmacos contra malaria y leishmaniasis.
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En la Facultad de Quimica (UNAM) se sintetizaron nuevos compuestos derivados de las quinazolinas, con el propésito 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 triéxido de cromo (CrO;) son capaces de inducir dafio oxidativo al ADN durante su reduccién intracelular a
cromo trivalente. En este estudio se evalud el efecto de la quinazolina MLB13 sobre el dafio genotéxico y citotoxico inducido por el
CrO;. Grupos de cinco ratones de la cepa Hsd:ICR fueron divididos en los siguientes grupos: a) testigo 1, se administré sélo 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) CrOs;, administrado por via i.p. (20 mg/kg), y e) grupo tratado con MLB13 y CrOs. Se tomaron muestras de
sangre periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la aplicacién de los tratamientos. Se observé que la
administracién de quinazolina no incrementa las frecuencias de MN. La administracién del CrO; incrementa las frecuencias de MN.
Cuando se combinaron los tratamientos de quinazolina-CrQO;, se observé una disminucién de alrededor del 24% a la hora 48. En
cuanto a la apoptosis, se observé que tanto el grupo tratado con CrO; como el combinado (MLB13-CrO3) 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-CONACyT 220664.

Palabras clave:

Antioxidante, quinazolina, cromo hexavalente, micronucleos, apoptosis.
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Evaluacion de micronucleos, apoptosis y viabilidad celular sobre el efecto
de quinazolina MLB13 en daiio genotoxico y citotoxico inducido por
compuestos metdlicos de cromo hexavalente en ratones Hsd:ICR

Olguin-Galindo Julio César!, Herniandez-Cruz Estefani Yaquelin!, Altamirano-Lozano Mario?,
Herndndez-Luis Francisco?, Lépez-Sdnchez Marcela Alejandra? y Garcia-Rodriguez Maria del
Carment*,

1Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,

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

En la Facultad de Quimica (UNAM) se modificaron nuevos compuestos derivados de las quinazolinas,
con el propésito de potenciar sus efectos terapéuticos en el tratamiento de malaria y leishmania, asi
como conferirles propiedades antioxidantes. Como parte de las evaluaciones de nuevos compuestos
para uso clinico en este estudio se evalud el efecto de la quinazolina MLB13 sobre el dafio genotdxico
y citotéxico inducido por triéxido de cromo (CrOs). Grupos de cinco ratones de la cepa Hsd:ICR
fueron divididos en los siguientes grupos: a) testigo 1, se administrd sélo el vehiculo agua, b) testigo 2,
tratado con dimetilsulféxido (disolvente de quinazolina) por via ip., ¢) quinazolina MLB13,
administrada por via i.p. 10 mg/kg, d) CrOs, administrado por via i.p. 20 mg/kg y ¢) grupo combinando
tratado con MLB13 y CrOs. Para la evaluaciéon de microntucleos (MN) se tomaron muestras de sangre
periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la aplicacién de los tratamientos [1].
Para la evaluacién de apoptosis y viabilidad celular se tomaron muestras inicamente a la hora 48 [2].
Se observé que la administracién de quinazolina no incrementa las frecuencias de MN. La
administracion del CrO; incrementa las frecuencias de MN. Cuando se combinaron los tratamientos de
quinazolina-CrO3;, se observé una disminucién 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-CrOs3)
incrementaron las células apoptéticas. La administraciéon de CrOs y quinazolina-CrO; modifican la
viabilidad celular. A partir de estos resultados se sugiere que la quinazolina MLB13 pueden modular
parcialmente el dafio genotéxico inducido por metales pesados.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN217712.

[1]Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249,
[2]Garcia-Rodriguez et al., 2013. Oxid Med Cell Longev; 1-9.
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Propiedades antigenotoxicas de nuevos fairmacos empleados en el tratamiento de la malaria
y leishmania al ser administrados a ratones de la cepa Hsd:ICR tratados con cromo
hexavalente

Olguin-Galindo Julio César’, I:Ieméndez—Luis Francisco?, Lopez-Sanchez Alejandra® y Garcia-
Rodriguez Maria del Carmen"". 'Unidad de Investigacién en Genética y Toxicologia Ambiental
(UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. CDMX, México. “Departamento

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

Introduccién. Se ha propuesto que metales con potencial cancerigeno como los compuestos del
cromo hexavalente [Cr(VI)] inducen dafio genotéxico mediante estrés oxidativo. Por ello, en la
Facultad de Quimica de la UNAM se sintetizaron las quinazolinas MLB02 y MLB13, a las que
se les adicionaron grupos hidroxilo y metoxilo con la finalidad de conferirles propiedades
antioxidantes. Estos nuevos compuestos quinolinicos han sido disefiados para ser empleados en
los tratamientos de la malaria y leishmania, por lo que ademas de disminuir su toxicidad y
potenciar sus efectos terapéuticos se espera conferirles propiedades antioxidantes.

Objetivo. Estudiar el efecto de las quinazolinas MLB02 y MLBI13, sobre la genotoxicidad y
citotoxicidad inducida por compuestos de cromo hexavalente mediante el ensayo de
microntcleos, apoptosis y viabilidad celular.

Métodos. Grupos de cinco ratones hembra fueron divididos de la siguiente manera: a) Testigo
agua; b) Testigo DMSO; c¢) Quinazolinas MLB02 o MLB13; d) CrO;3 y e) Grupo combinado
(quinazolinas-CrOj3). Se tomaron muestras de sangre periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y
72 horas. Para evaluar genotoxicidad y citotoxicidad se utiliz6 la técnica de microntcleos (MN),
propuesta por Hayashi et al. (1990)[1], mientras que apoptosis y viabilidad celular se realiz6 de
acuerdo a la técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al., (2013)[2].

Resultados. La administracion de la quinazolina MLB02 no disminuy¢ las frecuencias de MN
inducidos por el CrOs;, mostré citotoxicidad al disminuir la viabilidad celular a causa de un
aumento de células necrdticas, aunque no tuvo efectos sobre la apoptosis. La quinazolina
MLBI13 disminuyé los MN basales y también los inducidos por el CrO;, sin embargo, no
modifico la viabilidad celular, y tampoco tuvo efectos sobre la apoptosis.

Conclusiéon. La MLB02 no protege contra dafio genotdxico ni citotoxico inducido por CrOs,
mientras que la MLB13 disminuy6 el dafio genotoxico inducido por CrO;, aunque no mostro

efectos sobre la citotoxicidad.

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

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