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RESUMEN

El cancer constituye un problema de salud publica a nivel mundial. Dentro
de los principales tratamientos se encuentra la quimioterapia y en nuestro pais el
cisplatino es uno de los agentes mas utilizados debido a su eficacia ante
diferentes tipos de céncer, el uso del cisplatino presenta diversos problemas ya
que es altamente mutagénico, ocasiona dafio hepéatico en pacientes y su
produccién es costosa. Por lo cual se ha hecho necesaria la busqueda de nuevas
moléculas antineoplasicas, que sean mas efectivas, menos tdxicas y cuyos costos
de produccion también disminuyan. Tal es el caso de las casiopeinas®,
desarrolladas y sintetizadas en la Facultad de Quimica de la UNAM, este grupo de
compuestos poseen un centro de cobre unido a varios aniones o moléculas
circundantes. Dentro de las evaluaciones farmacolbgicas y toxicolégicas de
farmacos esta el determinar la genotoxicidad mediante la prueba de micronucleos
(MN). En este estudio se evalud la genotoxicidad de la casiopeina lll-ia, en
comparacién con un anticancerigeno ampliamente utilizado, el cisplatino, mediante
la evaluacion de la induccion de MN en sangre periférica de ratones macho,
hembras, hembras prefiadas y fetos de la cepa CD-1, bajo tratamientos cronico y
subcronico. En los grupos de hembras, machos y hembras prefiadas, tratados con
cisplatino se observd un claro incremento en el numero de eritrocitos
policromaticos micronucleados, desde la hora 24, alcanzando el maximo en la 48,
tanto para el tratamiento agudo como para el subcrénico. En el caso de los fetos,
no se observa un incremento estadisticamente significativo para ninguno de los
tratamientos. La casiopeina lll-ia no alter6 la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados y no presentd efecto genotdxico ni citotoxico en
ninguno de los tratamientos. Por otro lado, no alterd la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados en fetos, sin embargo, presento un efecto fetoletal
en hembras prefiadas bajo tratamiento subcronico.



INDICE DE ABREVIATURAS

AC Aberraciones Cromosomicas

ADN Acido Desoxirribonucleico

ARN Acido Ribonucleico

MN Micronucleo (s)

EPC Eritrocitos Policromaticos

ENC Eritrocitos Normocromaticos

EPC-MN Eritrocitos Policromaticos Micronucleados

DIF Frecuencia Diferencial de la Induccion de MN

NIF Frecuencia Neta de la Induccion de MN

EPA Enviromental Protection Agency

FDA Food and Drug Administration

IARC International Agency for Research on Cancer

ICH International Conference on Harmonisation of Technical
Requerimentes for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use

I.p. Intraperitoneal

LDso Dosis Letal Media

LDgg Dosis Letal noventa y nueve

NA Naranja de Acridina

WHO World Healt Organization
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1. INTRODUCCION
1.1 Cancer

De acuerdo con las estadisticas de la OMS (2011) el cancer es la segunda
causa de muerte en el mundo, ademas se prevé que para 2030 la mortalidad a
nivel mundial aumentara alrededor de 11.5 millones por afio. En México la tasa de
defuncion por cancer de 1998 a 2008 aument6 de 57 mil a 66 mil por cada 100 mil
habitantes, esta tendencia resulta preocupante por la capacidad de las

instituciones para dar atencién adecuada y oportuna (INEGI, 2011).

El cancer consiste en el crecimiento excesivo, no limitado y auténomo de
las células, con respecto a los estimulos reguladores normales, ademas se
establece que por regla general son el resultado de que, en al menos una célula,
se produzcan, de forma aleatoria, varios incidentes independientes, cuyos efectos
son acumulativos (De Vita y Hellman, 1993; Murphy, 1996; Gil et al., 1997).

El cancer no es una enfermedad Unica sino un conjunto de enfermedades
que se clasifican en funcién del tejido y célula de origen. Los principales subtipos
son:

e Sarcomas, procedentes de tejido conectivo como huesos, cartilagos,
nervios vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

e Carcinomas, originados en tejidos epiteliales como la piel, o los
epitelios que tapizan las cavidades y 6rganos corporales, y de tejidos
glandulares como mama y préstata. Los carcinomas de estructura
similar a la piel se denominan de células escamosas. Los que tienen
una estructura glandular se llaman adenocarcinomas.

e Por otro lado, las leucemias y los linfomas incluyen los canceres de
los tejidos formadores de las células sanguineas. Producen
inflamacion de los ganglios linfatico, invasion del bazo y médula

0sea, y sobreproduccion de células blancas inmaduras (INC, 2008).



Los tumores son crecimientos neoplasicos intimamente relacionados al
cancer. Se pueden clasificar en dos grupos segun su efecto sobre el organismo y
segun ciertas caracteristicas de su crecimiento. Existen benignos y malignos,
estos ultimos tienen la potencialidad de producir cancer. Los benignos en general
tienen crecimiento limitado, se mantienen localizados en el sitio de aparicion y sus
efectos sobre el organismo no son graves y derivan de los trastornos mecénicos
gue puede ocasionar un cuerpo extrafio en el seno de un tejido normal. Por otra
parte los malignos se caracterizan por un crecimiento descontrolado y rapido, son
invasivos, tanto en el sitio donde se han iniciado, como en su capacidad de
diseminarse a otros tejidos del organismo, originando metastasis. Sus efectos son
graves y si no son tratados a tiempo, conducen a la muerte (Alberts et al., 1994).

Al considerar la naturaleza basica de la neoplasia se debe tomar en cuenta
si existe una pérdida parcial o completa de los mecanismos de control de
crecimiento, asi como pérdida de las propiedades normales de diferenciacién en
diversos grados, que incluyen cambios en las estructuras cromosémicas y de las
propiedades bioquimicas, pérdida del control posicional, que conlleva a la

metastasis (Pardee, 1993; Peralta-Zaragoza et al., 1997).

Dentro de los factores causales del desarrollo de la carcinogénesis se
encuentran tanto exdgenos (quimicos, fisicos y biol6gicos) como enddgenos (dafio
en el sistema inmune, inflamaciébn crénica, desequilibrio endocrino y
predisposicién genética entre otros). Dentro de los factores mas estudiados se
encuentran los agentes quimicos, que son capaces de aumentar la probabilidad
de que, al menos una célula diferenciada se convierta en cancerosa por
alteraciones en los genes que controlan el crecimiento y la muerte normal de la
misma (De Vita y Hellman, 1993). También la induccion del cancer se ha asociado
con la acumulacién de mutaciones preexistentes, debido a que durante la division

celular, se producen errores genéticos espontaneos (Oliveira et al., 2007).



Hay tres lineas de evidencia que han relacionado durante mucho tiempo el
desarrollo del cancer con cambios en el material genético. Primero, una vez que
una ceélula se ha transformado en cancerosa, todas las células hijas son
cancerosas; en otras palabras, el cancer es una propiedad heredada de las
células. Segundo, anormalidades cromosémicas como deleciones vy
translocaciones, son frecuentemente visibles en las células cancerosas. Tercero,

la mayoria de los carcindgenos son también mutagenos (Curtis y Barnes, 2006).

En la actualidad los principales tratamientos del cancer son: cirugia,
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal y terapia biolégica. Se puede usar un
tratamiento o una combinacién de ellos, dependiendo del tipo, ubicacion y
extension del cancer, ademas de la edad y salud general del paciente (INC, 2008).
La mayoria de los tratamientos aprovechan diferencias relativamente sutiles entre
las células normales y neoplasicas con respecto a su velocidad de proliferacion,
metabolismo y sensibilidad a la radiacion (Alberts, et al., 1994). Sin embargo, los
tratamientos pueden dafar también células y tejidos sanos, que con frecuencia
causan efectos secundarios indeseados (Klug y Cummings, 1999; Clayson, 2001).
Por esta razén, el cancer ocupa un lugar primordial en la investigacion de nuevas
estrategias terapéuticas, que busquen la curacién, asi como aumentar la
supervivencia del paciente con una mejor calidad de vida. En este contexto, se
exploran diversos tratamientos que van desde terapias génicas, inmunoldgicas e
inhibicion de la angiogénesis, hasta el consumo de algunos fitonutrientes y la
sintesis de sustancias o mezclas complejas que puedan, en un futuro, ser
auxiliares en el tratamiento (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2001; Young-
Joon, 2003). La importancia de controlar enfermedades degenerativas mortales
como el cancer a propiciado la busqueda, caracterizacién y sintesis de nuevos
compuestos con capacidad antineoplasica, ya que, si bien es cierto que
actualmente existe una gran cantidad de estos agentes en el mercado, también es
conocido que son altamente toxicos, por lo que su eficacia se ve disminuida con el
paso del tiempo. La Dra. Lena Ruiz disefi¢ y sintetizo en la Facultad de Quimica
de la UNAM, un nuevo grupo de compuestos de coordinacién con un centro



metélico de cobre, a los cuales llamo casiopeinas®, los cuales poseen un centro
de Cu Il unido a varios aniones o moléculas circundantes. Estos compuestos han
mostrado actividad citostatica y antineoplasica importante, principalmente las
casiopeinas Il y Ill, pero sobre todo, lo que ha llamado mucho la atencion es su
baja toxicidad en comparacion con el cisplatino entre otros, por lo que han
generado muchas expectativas para una posible aplicacién clinica a corto plazo
(Ruiz-Ramirez, 1991; Garcia et al., 1991; Ruiz Azuara, 1992; De Vizcaya-Ruiz et
al., 2000).

1.2 Desarrollo de farmacos

El proceso de investigacion y desarrollo de una molécula para su uso clinico
involucra diversas etapas, tales como: investigaciones exploratorias de sintesis y
tamizaje, estudios pre-clinicos y toxicologia animal, estudios clinicos (fases |, Il, I
IV y 0), solicitud de nuevo medicamento, revision (farmaco-vigilancia), ademas se
evalla un gran rango de parametros de la molécula que incluyen estabilidad,
niveles plasmaticos, tisulares y propiedades farmacocinéticas. El desarrollo de
dichas etapas es riguroso e involucra grandes costos y pocas posibilidades de
éxito, pues de las muchas moléculas identificadas y ensayadas muy pocas llegan
a los estantes de las farmacias, siendo desechadas la mayoria en distintas etapas
del proceso (Sarel et al., 1993; Chin-Jen, 2000; Marovac, 2001; Bayona y Fajardo,
2012).

La existencia de tumores refractarios, es decir que no responden a los
protocolos establecidos, ha generado la busqueda de nuevas moléculas organicas
e inorganicas con actividad antineoplasica, que sean mas efectivas, menos toxicas
y cuyos costos de produccidn o importacion sean inferiores a los medicamentos de
mayor uso a nivel nacional (Bravo, 2002). En esta busqueda de alternativas,
investigadores de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de
México, se ha enfocado al disefio, sintesis, caracterizacion y evaluacion de una

familia de sustancias organicas con iones metalicos, denominadas casiopeinas®,



dichas sustancias poseen las mismas caracteristicas quimico-estructurales que le
confieren actividad bioldgica al cisplatino sobre las células cancerosas (Ruiz-
Azuara, 1992; 1996; 1997).

1.3 Casiopeinas®

Las casiopeinas® son un grupo de compuestos de coordinacion, los cuales
contienen un centro de cobre unido a varios aniones o0 moléculas circundantes, lo
que le confiere una geometria similar a los compuestos del platino (cisplatino o
carboplatino) (Ruiz-Ramirez, 1991; Ruiz-Azuara, 1992).

En el humano el Cu es un metal biolégicamente esencial, se encuentra
ampliamente distribuido en los tejidos como parte de complejos organicos, muchos
de ellos son metalo-proteinas y funcionan como enzimas (citocromo c oxidasa, lisil
oxidasa, la superoxido dismutasa, tirosinasa y dopamina 3-monooxigenasa). Las
enzimas que lo contienen estan envueltas en una variedad de reacciones
metabdlicas como la utilizacion del oxigeno y de la energia, la sintesis de
compuestos esenciales como proteinas del tejido conectivo, sustancias neuro-
activas esenciales en la formacion de las vainas protectoras de mielina de las
fibras nerviosas. Ademas, es necesario para el buen el funcionamiento del sistema
inmune, los huesos, los vasos sanguineos y la correcta absorcion de algunos
nutrientes (WHO, 1996). Dadas estas propiedades, el Cu tiene la posibilidad de
disminuir la toxicidad de los farmacos antineoplasicos que son sintetizados con

base a él, en comparacién con el cisplatino (Ruiz Azuara, 1992).



Figura 2. Estructura quimica de la casiopeina lll-ia (Carvallo-Chaigheau et
al., 2008)

Las formulas generales de las casiopeinas® son:

Cu(N-N)(N-O) NO3 6 Cu(N-N)(O-O)NO3
Donde:
(N-N) = ligante del tipo diimina (fenantrolinas o bipiridinas substituidas)
(N-O) = ligante aminoacidatos 6 péptidos
(O-0) = ligante donador (acetilcetonato o salicialdehidato)

Las casiopeinas fueron sintetizadas con la finalidad de (Bravo, 2002):

§) Que el nacleo de cobre le confiera una geometria plana, cercana a los
compuestos del platino (cisplatino o carboplatino) y que el ligante diimina,
con caracter hidrofébico, le posibilite actuar como intercalante a través de

interacciones con las bases del ADN.



§) La naturaleza, nimero, posicién y carga de los sustituyentes en el ligante
diimina serian los responsables de la modulacion en la distribucién vy
transporte, y por tanto de la selectividad tumoral de la molécula,

confiriéndole variacion en la actividad bioldgica.

§) Que el uso del cobre disminuya de manera importante la toxicidad de los
farmacos, debido a que los organismos tienen procesos homeostaticos para

regular el exceso de dichos elementos.

§) Por otro lado, que el cobre pueda o no intercambiar alguno de sus ligantes
para coordinarse directamente con el nitrégeno de las bases de los acidos

nucleicos, formando enlaces similares a los observados con el cisplatino.

De acuerdo con Ruiz-Ramirez et al., 1991 las casiopeinas® I, Il y I, tienen
una mayor actividad antineoplasica, en comparacion con otras de la misma familia,
por ello han sido sometidas a un gran numero de pruebas. Dichos autores
reportaron la actividad antineoplasica in vivo en lineas tumorales de raton: L1210y
L5178 (leucemia), S180 (sarcoma) y B16 (melanoma). Ademas de mostrar
efectividad in vitro sobre lineas tumorales humanas, tales como: S189 (sarcoma),
CalLo y Hela (carcinoma escamoso invasor del cérvix y cancer cérvico uterino,
respectivamente). Se ha observado que las casiopeinas® tienen mayor actividad
en lineas tumorales humanas como; HelLa, SiHa, CaSki, C33-A, CaLo y InBl y en
lineas murinas B16 y carcinoma de pulmoén de Lewis, en comparacion con el

cisplatino (Gracia-Mora et al., 2001).

Asi mismo se han realizado estudios de toxicidad en perro con los cuales se
ha podido estimar el grado de riesgo que las casiopeinas pueden presentar al ser
administradas en humanos, se logro determinar la DLsg y DLgg que fueron 7 mg kg
1y 10 mg kg™ respectivamente, para casiopeina Ill-ia y 4.5 mg kg y 8 mg kg™
respectivamente para casiopeina ll-gli. Se determiné que los animales sometidos

a DLgg, mueren por edema pulmonar causado por fallo cardiaco y consecuente



incremento de la presiéon venosa y capilar pulmonar. Se ha propuesto que el fallo
cardiaco se debe a liberacion de radicales libres que son lesivos sobre las células
cardiacas. (Leal et al., 2006). En otro ensayo realizado en perros Garcia-Ordufio
et al. 2006 sugiere que la casiopeina® lll-ia en dosis de 10 mg kg’ afecta
directamente a mitocondrias del musculo cardiaco, lo cual disminuye el aporte
energético produciendo asi insuficiencia cardiaca aguda. Existe edema pulmonar
el cual se presenta de manera secundaria por incremento en la presion
hidrostatica en el lecho capilar pulmonar. Finalmente la muerte ocurre por

insuficiencia cardio-respiratoria.

Por otro lado Sanchez et al., 2006, al evaluar la citotoxicidad, genotoxicidad
y citostaticidad in vivo obtuvo como resultados que la casiopeina lll-ia es citotoxica
a dosis de 12.34 mg kg™, no citostatica a dosis menores de 6.17 mg kg™ y
genotéxica a dosis menores de 6.17 mg kg®. Vale la pena sefialar que la
casiopeina lll-ia ha mostrado diferencias en su capacidad antiproliferativa in vitro
sobre lineas celulares al ser evaluada en presencia y ausencia de activacion
metabdlica, siendo activa en ausencia de esta pero incrementando su actividad al
agregar la fraccion microsomal, lo que les llevé a proponer que la casiopeina® una

vez metabolizada es transformada en una molécula con mayor actividad.

Se han evaluado también los efectos antiproliferativo y apoptotico in vitro y
la actividad antitumoral y sistémica in vivo de la casiopeina lll-ia. In vitro con
células HTC-15(células de cancer de colon) tratadas con 0, 2.5, 5, 10, 15y 20
pug/ml de casiopeina lll-ia. En la fase in vivo se utilizaron ratones desnudos a los
gue se les inyectaron células HTC-15 subcutaneamente. La casiopeina-lll-ia tiene
un efecto dependiente de la dosis sobre la viabilidad celular, la mayor cantidad de
células muere al administrar las dosis de 15y 20 mg kg™ a partir de la dosis de 5
mg kg™ se observan cambios morfolégicos relacionados con la apoptosis, ademas
se observo que la adicién de la droga no cambia la duracion de las fases del ciclo
celular. Estos resultados sugieren que la casiopeina lll-ia ejerce un efecto

citotoxico sobre células de HTC-15 involucrando una induccion de la apoptosis. En



el tratamiento in vivo se observa un lento crecimiento de los tumores de los
animales tratados con casiopeina, el volumen relativo de los tumores tuvo un
efecto dosis-respuesta siendo el grupo tratado con 6 mg kg™ de casiopeina ll-ia el
que fue estadisticamente significativo comparado con el control. El indice mitético
se redujo 43.5% y 58% en los animales tratados con 3 mg kg 6 mg kg™
respectivamente, para los animales tratados con cisplatino fue de 8.4+2.1, en
animales tratados con 6 mg kg de casiopeina Ill-ia fue de 3.5+1.1. Los datos
sugieren que la casiopeina lll-ia ejerce actividad antitumoral in vivo y que inhibe la

proliferacion celular e induce apoptosis (Carvallo-Chaigneau et al., 2008).

Por otra parte, un estudio realizado in vivo en ratones CD-1, mostré que la
casiopeina lll-ia en dosis de 1.75, 3.5 y 4.8 mg kg, alter6 el proceso de
espermatogénesis, disminuy6 la fertilidad, indujo alteraciones esqueléticas en la
descendencia e induce mutaciones letales dominantes observadas como

reabsorciones tempranas y tardias (Bocanegra-Astivia, 2005).

Como se ha mencionado las casiopeinas® son compuestos que al parecer
ofrecen un prometedor panorama en la quimioterapia y por lo tanto en el
tratamiento del cancer. Dentro de la evaluacion de las propiedades toxicolégicas
de los nuevos farmacos se encuentran las de genotéxicidad (Krishna et al., 1998
FDA, 2000; EPA, 1998; IACR, 1990).

1.4 Cisplatino

Para el caso de antineoplasicos existen 44 compuestos aprobados a nivel
mundial para su uso, de ellos solo, el cisplatino y el carboplatino son inorganicos a
base de platino (Ruiz-Azuara, 1996). El descubrimiento de la actividad citostatica
del cisplatino (Figura 1) por Rosenberg en 1969, marco el inicio de investigaciones
encaminadas a encontrar quimioterapéuticos inorganicos efectivos. Este
compuesto es uno de los numerosos complejos de coordinacion del platino con

actividad antitumoral, su potencial fue reconocido gracias a las observaciones



donde se encontré que inhibia la division bacterial al igual que otros compuestos
con metales de transicion del grupo VIIIB (Pratt y Ruddon, 1979).

C1 I, il NH
Pl " 3
CI” " NH,

Figura 1. Estructura molecular del cisplatino [cis-diamino-dicloro-platino (I1)].

Actualmente se sabe que el cisplatino, es una de las mas potentes drogas
antitumorales con efecto en la sintesis del ADN, lo que le confiere actividad frente
a distintos tipos de cancer tales como; sarcomas, carcinomas, leucemias y
linfomas, cuando se administra solo o en combinacion con otras drogas, o bien
con otros tratamientos como la radioterapia o la cirugia. Sin embargo, su uso es
restringido porque es toxico en tejidos normales y es altamente mutagénico,
causando intercambios de cromatidas hermanas y aberraciones cromosémicas en
cultivos celulares de mamiferos (Tucker y Preston, 1996; Truter, et al., 2002;
Khynriam y Prasad, 2003), medula ésea de rata (de Oliveira, et al., 2002), asi

como citotoxicidad, fetoletalidad y MN en ratas prefiadas (Giavini et al., 1990).

Otro de los inconvenientes que presenta el uso del cisplatino es su eficacia
terapéutica limitada, dado que, se ha observado en distintos tipos de cancer como
ovario, préstata y carcinoma escamoso en humanos y en leucemia L1210, P388
de raton, los cuales muestran resistencia ante la accion quimica del cisplatino
(Chabner y Collins 1990; Kartalou y Essigmann, 2001).
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1.5 Genotoéxicidad

Las diferentes agencias reguladoras que aprueban las drogas para uso
humano son Food and Drugs Administration (FDA), The International Agency of
Research Céancer (IARC), Enviromental Protection Agency (EPA). Quienes
establecen que para evaluar el dafio genotdxico se necesitan realizar pruebas de
mutaciones en bacterias (AMES), evaluaciones in vitro de dafio cromosomico en
células de mamifero, conocidas como aberraciones cromosomicas e in vivo la
frecuencia de micronucleos (MN) (Mavournin, et al., 1990; Krishna, et al., 1992;
Muller, et al., 1999; FDA, 2000; EPA, 1998; IACR, 1990).

1.6 Micronucleos

Esta prueba tiene las ventajas de ser rapida en comparacién con otras
técnicas, no requiere de células en metafase, los MN pueden ser visualizados
facilmente, permite detectar dafio citogenético asociado con la frecuencia de
aberraciones cromosOmicas. Sin embargo, no se puede identificar el tipo de
aberraciones cromosémicas que pueden originarse al administrar un compuesto
qguimico. Los micronucleos son pequefios cuerpos de cromatina que se originan de
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que no son incorporados
dentro del nucleo de las células hijas después de la mitosis, apareciendo en el
citoplasma de las células en interfase como pequefios ndcleos adicionales.
(Schmid y Ledebur, 1973; Heddle et al., 1983; Krishna, et al., 1992; FDA, 2002).

Los microndcleos pueden ser rapidamente detectados, son de forma
redonda con un diametro alrededor de 1/20 a 1/5 de un eritrocito. En las células
eritroides se distinguen claramente los estadios jovenes y maduros. Los eritrocitos
jovenes, llamados policromaticos (EPC) contienen ARN, son basoéfilos y el nucleo
principal es expulsado y cuando se forma un MN permanece en el citoplasma
enucleado. Los EPC, con el tiempo pierden el ARN y se convierten en eritrocitos

maduros, denominados normocromaticos (ENC), éstos son mas pequefios que los
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EPC y son acidéfilos. Partiendo de estas diferencias quimicas y morfolégicas, es
posible distinguir a los eritrocitos, utilizando diferentes colorantes, tales como May-
Gruenwald, Giemsa y Naranja de Acridina (NA), en esta Ultima, al observarse al
microscopio de fluorescencia, los EPC presentan color rojo debido al ARN
ribosomal, a diferencia de los ENC que no se tifien y los MN se tifien de color
verde fluorescente por la presencia de ADN (Figura 3) (Schmid y Ledebur, 1973;
Hayashi et al., 1990; Mavournin et al., 1990).

Figura 3. micronucleo (amarillo fluorescente) en el interior de un EPC
(anaranjado) rodeado de ENC (negro) 100X

El hecho de que una sustancia sea mutagénica, (es decir que altera o
cambia la informacién genética de un organismo) en células somaéticas, evidencia
su potencial genotoxico (que causa dafio al material genético). La positividad de
las pruebas en células germinales in vivo, es predictiva de un riesgo genético;
ademas se considera que los resultados de las pruebas de corta duracion tienen
un valor predictivo de la capacidad carcinogenética. Se ha establecido que
esencialmente todos los agentes que causan rompimientos en la doble hebra de
los cromosomas (clastégenos) o aquellos que interfieren con la formacién del huso
mitético (aneuploidégenos) inducen MN (Vega y Reynaga, 1990; Krishna et al.,
1992; Mavournin et al., 1990).
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2. JUSTIFICACION

El cancer constituye un problema de salud publica a nivel mundial. Dentro
de los principales tratamientos se encuentra la quimioterapia y en nuestro pais el
cisplatino es uno de los agentes mas utilizados debido a su eficacia ante
diferentes tipos de cancer, y su mecanismo de accién se relaciona con su
genotoxicidad, la cual se produce mediante la sustitucién de un hidrogeno por un
grupo alquilo, en grupos quimicos particulares que forman parte de una gran
variedad de moléculas organicas y principalmente sobre los atomos de nitrégeno
de las bases puricas y pirimidicas, asi como los grupos fosfato de las
nucleoproteinas. Sin embargo, el tratamiento con cisplatino es muy costoso y
altamente téxico, ademas de que las células cancerosas pueden desarrollan
resistencia. Lo anterior, ha llevado a la busqueda de nuevos compuestos
antineoplasicos con el propoésito de aumentar la efectividad, disminuir la toxicidad
y abatir costos de produccion. Tal es el caso de un proyecto desarrollado en la
Facultad de Quimica (UNAM), en el cual se han sintetizado compuestos
antineoplasicos basados en la quimica del cisplatino, pero con el centro metalico
de cobre. Actualmente estos compuestos estan en la fase preclinica por lo que es
necesario realizar estudios de genotdxicidad antes de pasar a etapas posteriores
de desarrollo del farmaco, esto de acuerdo con los requisitos de las agencias
reguladoras tales como EPA, FDA, IARC entre otras. De ahi que, en la presente
investigacién se evalud la genotdxicidad de la casiopeina lll-ia, en comparacion
con el cisplatino, que es un anticancerigeno ampliamente utilizado, para lo cual se
empled el ensayo de MN en sangre periférica de ratones machos, hembras,
hembras prefiadas y fetos de la cepa CD-1, bajo tratamientos crénico y

subcroénico.

Dada la semejanza de las casiopeinas® con la molécula del cisplatino la pregunta

a resolver es:

¢Inducen el mismo dafio genotéxico las casiopeinas® que el cisplatino?
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3. HIPOTESIS

Se ha demostrado que el cisplatino induce dafio genotoxico tales como los
intercambios de cromatidas hermanas, las aberraciones cromosomicas Yy
micronucleos en tejidos tanto normales como cancerosos. Por otra parte, se ha
logrado sintetizar compuestos de centro metélico basados en la quimica del
cisplatino como lo son las casiopeinas, en las que se sustituye el platino por el
cobre que es un metal menos toxico (biologicamente esencial). Particularmente la
casiopeina lll-ia ha mostrado ser genotoxica en diversos estudios tanto in vitro
como in vivo. Entonces, en el presente estudio se espera que las casiopeinas al
estar basada en la estructura quimica del cisplatino, induciran dafio genotoxico al
ser administradas a ratones machos, hembras, hembras prefiadas mediante el

incremento de las frecuencias de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica.

4. OBJETIVOS
4.1 General
Comparar el efecto genotoxico del cisplatino con el efecto de la casiopeina lll-ia

mediante la evaluacion de la induccion de EPC-MN en sangre periférica de
ratones adultos macho, hembras, hembras prefiadas y fetos de la cepa CD-1.
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4.2 Particulares
i) Comparar el efecto genotoxico del cisplatino y de la casiopeina lll-ia, mediante la
evaluacion de EPC-MN en sangre periférica de las hembras prefiadas obtenida a
las 0, 24, 48 y 72 h en el tratamiento agudo y a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144,
168, 192 y 216 h en el tratamiento subcronico a partir del sexto dia de gestacion.

i) Comparar el efecto genotéxico del cisplatino y de la casiopeina lll-ia, mediante

la evaluacién de EPC-MN en sangre periférica de fetos con 18 dias de gestacion.

iii) Comparar el efecto genotoxico del cisplatino y de la casiopeina lll-ia en ratones
adultos hembras y machos, mediante la evaluacibn de EPC-MN en sangre
periférica obtenida a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 169, 192 y 216 h en el

tratamiento subcronico.

iv) Comparar el efecto citotoxico del cisplatino con el de la casiopeina lll-ia,
mediante la evaluacién de la frecuencia de EPC en sangre periférica de las
hembras prefiadas obtenida a las 0, 24, 48 y 72 h en el tratamiento agudo y a las
0, 24, 48, 72, 96, 120, 142, 168, 192 y 216 h en el tratamiento subcronico a partir

del sexto dia de gestacion.

v) Comparar el efecto citotéxico del cisplatino y de la casiopeina lll-ia mediante la

evaluacion de EPC-MN en sangre periférica fetal obtenida el dia 18 de gestacion.

vi) Comparar el efecto citotdéxico de cisplatino y de la casiopeina lll-ia e ratones
adultos hembras y machos, mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC en
sangre periférica a las 0, 24, 48 y 72 h en el tratamiento agudo y a las 0, 24, 48,
72,96, 120, 144, 168, 192y 216 h en el tratamiento subcroénico.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1Animales

Se emplearon ratones machos, hembras sin prefiar de la cepa CD-1 de 2 a
3 meses de edad, con un peso corporal entre 25-32 g, los cuales se obtuvieron de
la Unidad de Investigacion Animal de la Facultad de Quimica de la UNAM (Bioterio
UNAM-Harlan). Fueron alimentados con nutricubos (Purina®), con libre acceso al
agua y se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12-12 h).
En el caso de las hembras gestantes, las cruzas se realizaron colocando un
macho con dos hembras durante la noche (de las 7 p.m. a las 7 a.m.) se tomd
como dia 0O de prefiez la presencia de tapén espermatico y a partir de ese
momento las hembras fueron pesadas cada tercer dia hasta el momento de su
sacrificio (Garcia-Rodriguez, 1996).

5.2Protocolos y tratamientos

Se emplearon tres protocolos: a) machos, b) hembras sin gestar y c)
hembras gestantes, en cada protocolo se aplicaron tratamientos agudo y
subcronico.

En cada protocolo se conté con tres grupos de cinco animales cada uno y se
distribuyeron de la siguiente manera:

1. Grupo testigo, se le administré Unicamente 0.25 mL del vehiculo.

2. Grupo tratado A, se le administr6 8 mg kg* de peso corporal de
cisplatino (dosis terapéutica, Rosenberg, 1985) diluido en un volumen de
0.25 mL de agua destilada.

3. Grupo tratado B, se le administr6 7 mg kg’ de peso corporal de
Casiopeina lll-ia (1/2 LDso, Leal-Garcia et al., 2006) diluido en un
volumen de 0.25 mL de agua destilada.

A las hembras prefiadas tratadas con cisplatino, se les administré una dosis mas
baja (4 mg kg™) para evitar abortos.

Para el tratamiento agudo se aplic6 una sola dosis a las 0 horas y para el
tratamiento subcrénico se aplicaron 5 dosis a las 0, 48, 96, 144 y 192 horas.

Todos los tratamientos se administraron por via intraperitoneal (i.p.).
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TRATAMIENTO AGUDO

MACHOS Y HEMBRAS

HORAS 0

8 mg kg™ cisplatino
7 mg kg cas lll-ia

HEMBRAS PRENADAS
DIAS DE GESTACION
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

9988%4A. @ . 998888888

HORAS

4 mg kg cisplatino
7 mg kg cas lll-ia

A Toma de muestra

TRATAMIENTO SUBCRONICO

MACHOS Y HEMBRAS

HORAS
0 24 48

8 mg kg cisplatino
7 mg kg cas lll-ia

HEMBRAS PRENADAS "
DIAS DE GESTACION

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

9999 A A A A _A 9895

HORAS 24 48 72 96 120 144 168 192 216

4 mg kg cisplatino
7 mg kg cas lll-ia

A Toma de muestra
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5.3Preparacion de las laminillas con naranja de acridina

Se disolvio la naranja de acridina en agua destilada a una concentracion de
2 mg mL™. De esta solucién se tomaron 10 pL y se colocaron sobre portaobjetos
precalentados (aprox. 70°C), con ayuda de otro portaobjetos se extendio el
colorante. Las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente y se

almacenaron lejos de una fuente de luz (Hayashi, et al., 1990).
5.40btencion de muestras
5.4.1 Organismos adultos

Machos y hembras

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron a las 0, 24, 48 y 72 horas
de aplicado el tratamiento agudo, para el tratamiento subcronico se obtuvieron las
muestras a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 y 216 horas postratamiento.
Con unas tijeras se corto la punta de la cola y con ayuda de una micropipeta se
tomaron 5 pL de sangre periférica (s.p.) la cual se coloco directamente en las
laminillas preparadas con NA, posteriormente se coloco un cubreobjetos y se sello
con pegamento Rubert Cement. Las preparaciones se guardaron en una caja de
plastico lejos de una fuente de luz y temperatura de 4°C y se analizaron después
de 12 horas; se procuro no analizar las laminillas después de 5 dias de haber sido
preparadas, ya que estas preparaciones no son permanentes y pueden

contaminarse. Se prepararon dos laminillas por animal.

Hembras gestantes

Las muestras se obtuvieron a las 0, 24, 48 y 72 horas de aplicado el
tratamiento agudo, para el tratamiento subcronico se obtuvieron las muestras a las
0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 y 216 horas post-tratamiento.
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5.4.2 Fetos

Después de sacrificar a la madre por medio de dislocacién cervical se
extrajo el Utero y se coloco en una mezcla fria (0+1) de solucion Tyrodes (Sigma);
suero inactivado con calor (Gibco BRL) en una relacién 1:1 (solucion A). Los fetos
se removieron del Gtero, se tomaron 5 al azar y se lavaron con solucion A, luego
son lavados con suero fetal frio, se les decapito con unas tijeras y se obtuvieron
5ul de s.p. con una micropipeta. La s.p. se coloco directamente sobre laminillas

preparadas con NA. Se prepararon dos laminillas por feto (King y Wild, 1979).

5.5Evaluacién de micronucleos

Con la ayuda de un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) con
filtros DIA-ILL y Triple D-F-T y un objetivo de 100X se realiz6 la cuantificacion de
1000 eritrocitos, distinguiendo los ENC de los EPC, para la evaluacién del dafio
citotéxico mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC. Ademas se contaron
2000 EPC de los cuales se identificaron la presencia de (EPC-MN) o ausencia de
MN. La induccion neta de la frecuencia (NIF) de EPC-MN vy la diferencia en la
induccion neta (DIF) se calcul6 de la siguiente manera (Garcia-Rodriguez, et al.,
2001):

NIF= MN observados en “A” a la hora x; — MN observados en “A” a la X,
DIF= MN observados en “A” a la hora x; — MN observados en “A” a la X,

Donde:

A = grupo; x =tiempo de evaluacion; x,tiempo 0; T = grupo testigo
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5.6 Andlisis estadistico

Los resultados de la evaluacion de MN y de la frecuencia de EPC se
presentan en media + desviacion estandar y se compararon aplicando la prueba
estadistica ANOVA, seguida de una Tukey. Los resultados de fetos vivos, muertos
y las reabsorciones se muestran como media = desviacion estandar y se
analizaron mediante la prueba estadistica ANOVA, seguido de una Tukey. Para la
realizacion de las pruebas estadisticas se empleo el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics 21 y el nivel de significancia usado en todos los analisis fue de
p<0.05.
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6. RESULTADOS

Tratamiento agudo en machos y hembras sin prefar

Los resultados muestran que la administraciéon aguda de cisplatino produce
incremento significativo en la frecuencia de EPC-MN en las horas 24 y 48,
mientras que se observa la disminucion en el numero de EPC para hembras
(cuadro 1) y machos (cuadro 2), a partir de la hora 24. Por otro lado la
administracion aguda de casiopeina lll-ia no produce ningun efecto en la
frecuencia de EPC asi como tampoco en la de EPC-MN para machos y hembras.

Al calcular la induccién neta de la frecuencia (NIF) figuras 2a y 2b, y la
induccion diferencial de EPC-MN (DIF) figuras 3a y 3b, se aprecia que tanto en las
hembras como en los machos tratados con cisplatino, existe un efecto claro de
genotoxicidad, a partir de la hora 24 y alcanza su maximo a la hora 48, no asi en
las hembras y machos tratados con casiopeina lll-ia en donde no hay un
incremento.

Cuadro 1. Tratamiento agudo en hembras

Tratamiento Hora n Hembras
EPC/2000 ANOVA EPC-MN/2000 ANOVA
cels.td.s. cels*d.s.
Testigo 0 5 52.1+18.6 0.6+0.8
24 59.0+8.4 2.0+£0.3
48 67.9+12.5 2.2+1.0
72 66.8+3.9 1.3+0.6
Cisplatino 0 5 56.1£15.0 1.1+0.4
24 45,1+9.4 5.2+5.4
48 16.4+9.6 abcde 14.9+8.0 abcde
72 7.74¢15.1 ! 1.3+2.6
Casiopeina lll- 0 5 49.5+5.8 0.6+0.2
ia
24 49.2+12.9 1.7+0.5
48 51.3+13.1 1.6+1.2
72 70.7+12.2 2.1+1.4
p<0.05

MN: % vs testigo 48 h; b, cisplatino 0 h; ©: cisplatino 24 h; a cisplatino 72 h; ®: vs casiopeina 48 h

EPC: % vs testigo 48 h; b, cisplatino 0 h; ©: cisplatino 24 h; d cisplatino 72 h; ®: vs casiopeina 48 h; f: vs casiopeina 72
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Cuadro 2. Tratamiento agudo en machos.

Tratamiento  Hora n_ _ Machos _
EPC/2000 ANOVA EPC-MN/2000 ANOVA
cels.xd.s cels.td.s.

Testigo 0 5 44.949.0 0.8+0.6
24 63.7£9.7 0.9£0.6
48 65.319.4 0.9+0.7
72 58.6+5.6 1.4+0.9
Cisplatino 0 5 59.7+19.1 1.0+0
24 39.2+7.8 a9 4.6%2.
48 17.8+8.3° pean 42.2+11.2 abede
72 14.3+18.4 el 1.5+2.1
Casiopeina lll- 0 5 51.5+9.2 0.8+0.9
ia
24 56.6+5.8 1.9+1.3
48 48.4+£12.6 2.2+0.8
72 65.3+9.8 1.9+0.8
p<0.05

MN: % vs testigo 48 h; P vs cisplatino 0 h; ©: vs cisplatino 24 h; % vs cisplatino 72 h; : vs casiopeina 48 h

EPC:? vs testigo 24 h; b vs testigo 48 h; © vs cisplatino 0 h; % vs cisplatino 24 h; ®: vs cisplatino 0 h; fvs cisplatino 24 h;
% vs casiopeina 24 h; ": vs casiopeina 48; ' vs casiopeina 72h

14
12
10

co

o N B @

Induccion de EPC-MN

Testigo

Cisplatino

Casiopeina lll-ia
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Figura 2a. Induccion Neta de la Frecuencia de EPC-MN en hembras con
tratamiento agudo (*:p<0.05).
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Testigo
Cisplatino

Casiopeina lll-ia
mhora24  horad8 mwhora72

Figura 2b. Induccion Neta de la Frecuencia de EPC-MN en machos con
tratamiento agudo (*:p<0.05)

Induccién de EPC-MN
~J

M Cisplatino ™ Casiopeina lll-ia

Horas

Figura 3a. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en hembras
con tratamiento agudo (*:p<0.05)
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Induccién de EPC-MN

M Cisplatino  m Casiopeina lll-ia

72

Horas

Figura 3b. Induccién Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en machos
con tratamiento agudo (*:p<0.05)
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Tratamiento agudo en hembras prefiadas

Los resultados de la frecuencia de EPC y EPC-MN (cuadro 3), en donde se
observa que la administracion aguda de cisplatino produce un incremento
significativo en la frecuencia de EPC-MN en la hora 48, mientras que a la misma
hora, se registra una disminucion en el numero de EPC. Por otro lado la
administracion aguda de casiopeina lll-ia no produce efectos en la frecuencia de
EPC, asi como tampoco en la de EPC-MN.

Al calcular la induccion neta y diferencial de la frecuencia de EPC-MN (NIF y
DIF) se observa en la figura 4 y figura 5 respectivamente, en las hembras tratadas
con cisplatino, un aumento estadisticamente significativo en la cantidad de MN, no
asi en aquellas tratadas con casiopeina lll-ia en donde no hay efecto alguno.

Cuadro 3. Tratamiento agudo en hembras prefiadas

EPC/2000 ANOVA  EPC-MN/2000 ANOVA

cels.xd.s. cels.xd.s.
Testigo 0 5 94.8+3.9 0.4+0.4
24 109.1+17.2 0.8+0.7
48 142.8+34.1 ab 0.7+0.6
72 167.0+96.8 ed 0.8+0.7
Cisplatino 0 5 170.7£178.7 1.4+1.0
24 71.6+12.8 e 4.0+2.1 e
48 51.6+29.5 "9 6.2+2.6 abctdg
72 81.5+44.5 o 1.5+1.5
Casiopeina 0 5 100.0+16.2 1.0+1.1
lNl-ia
24 96.8+12.7 0.6+0.4
48 110.3+37.1 ! 0.7+0.7
72 117.6+32.1 K 1.5+1.0

MN: % vs testigo 48 h; °: vs cisplatino 0 h; ®: vs cisplatino 72 h; © vs casiopeina 24 h; % vs casiopeina 48 h
EPC: % vs testigo 0 h; *: vs testigo 24 h; ° vs testigo 0 h; *: vs testigo 24 h; ®: vs cisplatino 0 h; " vs cisplatino 0 h; % vs
cisplatino 24 h; " vs cisplatino 0 h; ": vs cisplatino 48 h; ’: vs testigo 48; ' vs testigo 72h
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Figura 4. Induccién Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en hembras

prefiadas con tratamiento agudo (*:p<0.05)

Induccion de EPC-MN

Horas

M Cisplatino  m Casiopeina lll-ia

Figura 5. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en hembras

prefiadas con tratamiento agudo (*:p<0.05)

26




Fetos de hembras con tratamiento agudo

La frecuencia de EPC y de EPC-MN (cuadro 4), muestra que la administracion
aguda de cisplatino produce un incremento significativo en la frecuencia de EPC,
no asi en la frecuencia de EPC-MN en donde no hay efecto.

Por otro lado la administracion aguda de casiopeina lll-ia no produce efecto en la
frecuencia de EPC-MN ni en la de EPC.

Al calcular la induccién diferencial de la frecuencia (DIF) de los EPC-MN (figura 6)
se observa, que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos experimentales.

Cuadro 4. Fetos de hembras con tratamiento agudo

Tratamiento N EPC/2000 ANOVA  EPC-MN/2000
cels.xd.s. cels.td.s.
| Testigo 25 1117.92+712.32 1.18+1.0 |
| Cisplatino 25  1924.1+1318.0 ab 3.442.2 |
| Casiopeinalll-ia 25 1122.75+714.04 2.22+1.52 |

EPC: %vs testigo; “:vs casiopeina

w

B

Induccidn de EPC-MN

Cisplatino M Casiopeina lll-ia

Figura 6. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en fetos de
hembras prefiadas con tratamiento agudo (*:p<0.05)
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Tratamiento subcrénico en machos y hembras sin prefar

En el tratamiento subcrénico administrado a hembras y machos, la
frecuencia de EPC y EPC-MN, indica que la administracion aguda de cisplatino
produce un incremento significativo en la frecuencia de EPC-MN, mientras que se
observa una disminucién en el numero de EPC para machos (cuadro 6) y hembras
(cuadro 5), a partir de las horas 24 y 48.

Por otro lado la administracion aguda de casiopeina lll-ia no produce ningun
efecto en la frecuencia de EPC en las hembras, pero en los machos se observa un
efecto a partir de la hora 168. Asi mismo en la frecuencia de EPC-MN para
machos y hembras no existe incremento alguno.

Al determinar la induccion neta de la frecuencia (NIF) figuras 7ay 7b, y la
induccion diferencial de la frecuencia (DIF) figuras 8a y 8b de EPC-MN tanto en
las hembras como en los machos tratados con cisplatino, existe un efecto claro de
genotoxicidad, no asi en los machos y hembras tratados con casiopeina lll-ia en
donde no hay un incremento.
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Cuadro 5. Tratamiento subcrénico en hembras sin prefar

Tratamiento

Testigo

Cisplatino

Casiopeina lll-ia

Hora

120
144
168
192
216
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216
0
24
48
72
96
120
144
168
192
216

oN B

EPC/2000
cels.xd.s.
39.2+7.6
33.2+2.5
29.616.7
34.0+7.3
44.1+13.0
39.4+11.0
53.2+21.5
48.8+17.8
48.0+9.7
51.9+8.1
41.2+4.3
26.61+2.6
5.2+1.8
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
30.747.1
34.1+3.7
33.845.7
32.4+3.5
33.1+2.0
32.2+4.4
37.8+7.9
33.949.1
41.1+12.3
51.4+11.8

Hembras

ANOVA

a,b,t
cdeg

EPC-MN/2000
cels.td.s.
0.2+0.4
1.5+0.7
1.8+0.7
2.2+2.1
3.6+1.2
2.0+1.1
1.241.0
1.4+0.7
1.2+1.2
1.3+0.4
0.5+0.7
11.6+6.3
29.7+13.2
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0.2+0.7
0.8+0.5
1.7+1.3
1.8+0.7
1.4+0.6
0.8+0.8
1.6+0.7
2.1+1.0
1.2+0.7
1.9+0.8

ANOVA

ab,t
cdeg

p<0.05

MN: 2 vs testigo 24 h; : vs cisplatino 0 h; © vs testigo 48 h; ¢ vs cisplatino 0 h; ®: vs cisplatino 48 h; f: vs casiopeina 24 h; %

vs casiopeina 48 h

EPC: % vs testigo 24 h; b vs cisplatino 0 h; ©: vs testigo 48 h; dvs cisplatino 0 h; ®: vs cisplatino 48 h; f: vs casiopeina 24 h; °:

vs casiopeina 48
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Cuadro 6. Tratamiento subcrénico en machos

Tratamiento  Hora N Machos _ |
EPC/2000 ANOVA EPC-MN/2000 ANOVA
cels.xd.s. celsd.s.

Testigo 0 5 33.9+1.4 0.4+0.4
24 44.2+4.8 1.5+0.7
48 46.6+4.0 1.60.4
72 53.4+4.3 0.7+0.6
96 50.0+4.8 1.8+1.2
120 58.0+6.5 a 1.0+0.5
144 64.1+5.0 ° 1.1+1.0
168 74.3+4.9 ¢ 0.7+0.4
192 71.5+4.6 d 1.5+1.0
216 69.4+2.8 e 1.2+0.5
Cisplatino 0 5 30.9+3.0 1.1+0.4
24 28.3+9.3 5.3+1.9 ab
48 9.2+4.4 LN 8.7+8.4 cde
72 ND ND
96 ND ND
120 ND ND
144 3 ND ND
168 ND ND
192 ND ND
216 ND ND
Casiopeina lll-ia 0 5 31.8+3.2 1.5+0.5
24 31.6+3.4 1.8+0.2
48 42.5+6.2 1.2+41.1
72 42.1+3.7 0.7+0.9
96 45.9+2.8 1.3+0.8
120 40.445.9 0.9+0.8
144 57.2+13.8 1.00.6
168 68.8+7.0 1.3+1.0
192 76.0+13.4 1.610.6
216 75.0+14.3 3.0¢1.0
p<0.05

MN: ?: vs testigo 24 h; ®:vs cisplatino 0 h; °: vs testigo 48 h; dvs cisplatino 0 h; ®: vs cisplatino 48 h; fvs casiopeina 24 h;
9: vs casiopeina 48 h

EPC: % vs testigo O h; ®: vs testigo O h; : vs testigo O h; 4 vs testigo O h; ©: vs testigo O h; fvs testigo 48 h; % vs cisplatino 0
h; ": vs casiopeina 48 h
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Figura 7a. Induccion Neta de la Frecuencia de EPC-MN en hembras con
tratamiento subcrénico (*:p<0.05)
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Figura 7b. Induccion Neta de la Frecuencia de EPC-MN en machos con
tratamiento subcrénico (*:p<0.05)
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Figura 8a. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en hembras
con tratamiento subcroénico (*:p<0.05)
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Figura 8b. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en machos con
tratamiento subcroénico (*:p<0.05)
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Tratamiento subcrénico en hembras prefiadas

En hembras prefiadas a las que se les administro el tratamiento subcroénico, los
resultados obtenidos de la frecuencia de EPC y EPC-MN (cuadro 7), muestran que
la administracion subcrénica de cisplatino produce un incremento significativo en
la frecuencia de EPC-MN, mientras que se observa una clara disminucién en el
namero de EPC en hembras.

Por otro lado la administracion aguda de casiopeina lll-ia no produce ningun
efecto en la frecuencia de EPC asi como tampoco en la de EPC-MN para las
hembras del grupo tratado. Al calcular la induccién neta (figura 9) vy la diferencial
(figura 10) de la frecuencia de EPC-MN (NIF y DIF) se aprecia que en las hembras
tratadas con cisplatino, existe un efecto claro de genotodxicidad, no asi en el grupo
con casiopeina lll-ia en donde no hay un incremento en el numero de MN.
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Cuadro 7 Tratamiento subcrénico en hembras prefiadas

Tratamiento Hora N Hembras
' ~ EPC/2000 ANOVA EPC-MN/2000  ANOVA
cels.td.s. cels.xd.s.
Testigo 0 5 118.81+67.96 1.4+0.41
24 102.75+25.39 0.9+0.41
48 128.16+19.41 0.9+0.54
72 147.45+35.86 1.1+0.41
96 125.51+27.27 1.2+0.57
120 153.73+25.58 1.9+0.82
144 157.28+14.60 1.2+0.90
168 134.36+29.06 0.9+0.65
192 165.48+91.65 1.3+0.57
216 103.57+16.21 0.8+0.44
Cisplatino 0 5 85.81+7.68 1.3+1.15
24 67.67+13.44 5.2+2.48 ap!
48 29.56+23.70 2 31.0+13.75 cael
72 33.76+47.46 0e 5.4+4.91 ok
96 32.43+49.92 de 2.4+2.60
120 28.59+33.41 ! 8.1+8.39b
144 8.42+8.31 9.1+10.70
168 0.3+0.67 1.8+4.02
192 ND ND
216 ND ND
Casiopeina lll-ia 0 5 99.44+9.06 1.9+1.14
24 88.81+10.77 1.0+0.61
48 100.03+15.33 1.3+0.57
72 108.75+18.10 1.8+1.60
96 126.03+6.71 1.0+1.17
120 111.28+8.72 1.7+1.03
144 116.77+18.08 1.2+1.15
168 93.45+27.58 1.4+0.74
192 81.01+42.46 0.7+1.30
216 73.54+51.09 0.7+0.57
p<0.05

MN: % vs testigo 24 h; " vs cisplatino 0 h;  vs testigo 48 h; ® vs cisplatino 0 h; °: vs cisplatino 24 h; ": vs testigo 72 h;
9: vs cisplatino 0 h; " vs cisplatino 48 h; : vs casiopeina 24 h; ! vs casiopeina 48 h; *: vs casiopeina 72 h

EPC:  vs testigo 48 h; ™ vs testigo 72 h; ¢ vs casiopeina 72 h; “:vs testigo 96 h; ®: vs casiopeina 96 h; " vs testigo 120 h;



Induccion de EPC-MN

Horas

n24 n48 Ly m9%6 120 m144 168 n192 1216

Figura 9. Induccion Neta de la Frecuencia de EPC-MN en hembras
prefiadas con tratamiento subcronico (*:p<0.05)

Induccién de E
=2 &

B Cisplatino W Casiopeina lll-ia

Figura 10. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en hembras
prefiadas con tratamiento subcroénico (*:p<0.05)
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Fetos de hembras con tratamiento subcrénico

Los resultados de la administracion subcronica de cisplatino, sobre la
frecuencia de EPC y de EPC-MN en fetos (cuadro 8), muestran que no produce un
incremento estadisticamente significativo en la frecuencia de EPC, y tampoco
tiene efecto en la frecuencia de EPC-MN, sin embargo solo se obtuvieron 5 fetos
de los cuales se pudo obtener sangre para dicha evaluacién, ya que las madres
murieron antes de concluir con el tratamiento.

Por otro lado la administracion subcrénica de casiopeina lll-ia produce un
efecto de fetoletalidad, ya que ninguna de las hembras llego a terminé de su
periodo de gestacion.

Al calcular la induccion diferencial de la frecuencia (DIF) de los EPC-MN (figura
11) se observa, que no existe un incremento estadisticamente significativo para
los fetos tratados con cisplatino.

Cuadro 8. Fetos de hembras con tratamiento subcrénico

Tratamiento EPC/2000 EPC-MN/2000
cels.xd.s. celstd.s.
| Testigo 24 1468.28+705.76 1.04+0.70 |
| Cisplatino 5 1419.59+245.79 2.9+1.02 |
| Casiopeinalll-ia - eeeeeeeeee e |
p<0.05

Induccion de EPC-MN

Cisplatino  m Casiopeina lll-ia

Figura 11. Induccion Diferencial de la Frecuencia de EPC-MN en fetos de
hembras prefiadas con tratamiento subcroénico
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Para que una nueva sustancia pueda ser empleada como farmaco en
humanos, deben ser sometidas a una serie de estudios preclinicos antes de su
aplicacion. Dichos estudios van desde los quimicos hasta los toxicolégicos, dentro
de los cuales es necesario establecer la genotoxicidad (Mavournin et al., 1990;
Krishna, et al., 1992; Muller, et al., 1999). Las casiopeinas® fueron sintetizadas en
la Facultad de Quimica de la UNAM para su posible aplicacién antineoplasica en
humanos, particularmente la casiopeina lll-ia ha mostrado mayor actividad en
comparacién con las otras moléculas sintetizadas por lo que en este estudidé su
efecto genotdxico en ratones adultos (machos, hembras sin prefiar y gestantes,
asi como en fetos). Se realiz6 un estudio comparativo con el cisplatino, el cual es
un quimico antineoplasico que se ha utilizado con éxito desde hace varias
décadas y que induce dafio genotéxico.

En el presente trabajo se utiliz6 una dosis de 8 mg kg™ de cisplatino para
machos y hembras, mientras que para las hembras prefiadas de 4 mg kg™. En
estudios realizados por Kliesch y Adler (1987), al administrar 5 mg kg™ de
cisplatino, se observé un incremento en la frecuencia de MN de alrededor de 57
EPC-MN en medula ésea de ratdn con respecto a su testigo. Por otra parte Mazur
et al., (2000), utilizo una sola administracién de 5 mg kg™ de cisplatino en ratones,
la cual indujo en promedio 100 EPC-MN en medula 6sea y 45 EPC-MN en sangre
periférica, al ser comparados con el testigo. Esta dosis utilizada de cisplatino
corresponde aproximadamente a un medio de la dosis terapéutica para humano

que es de 8-10 mg kg™ de peso (Khynriam y Prasad, 2003).

Por otro lado, se empleé ¥ de la LDs, de casiopeina Ill-ia (7 mg kg™), ya
qgue es la posible dosis terapéutica inicial propuesta para humanos, al comparar
los resultados obtenidos con los reportados para el cisplatino (Kliesch y Adler,
1987; Mazur et al., 2000), esta no demostré ser un claro inductor de MN, lo cual

hace suponer que aunque la molécula de la casiopeina lll-ia es parecida a la del
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cisplatino y estd basada en su estructura quimica, el cambio del platino por el
cobre modifica la respuesta del dafio al ADN ya que no induce MN.

En el tratamiento agudo de casiopeina lll-ia administrado a machos,
hembras sin prefiar y hembras prefiadas no se observé ningun cambio significativo
en el nimero de EPC-MN ni en la frecuencia de EPC, esto en comparacion con su
testigo. En comparacion con el cisplatino donde se observd un efecto
estadisticamente significativo a la hora 48 y 72 en el caso de las hembras y
machos, donde se registro un efecto citotdxico, al observarse una disminucién en
la cantidad de EPC de aproximadamente el 70 y 85% respectivamente. Para el
grupo de hembras prefiadas con tratamiento agudo la frecuencia de EPC registro
el mismo efecto citotoxico, con una disminucion entre el 52 y 82%. Los resultados
del tratamiento agudo con cisplatino en hembras sin prefiar y machos, concuerdan
con los obtenidos por Kliesch y Adler (1987) y Mazur et al., (2000), ya que se
obtuvo un incremento estadisticamente significativo, debido a que se observé un
promedio de 14 MN en hembras y 41 MN en machos, en ambos casos la maxima
induccidn se alcanzé a la hora 48 del tratamiento. Esta diferencia en la cantidad de
MN dependiendo del sexo podrian estar relacionados con las observaciones
realizadas por Alvarez-Barrera y Altamirano-Lozano 1999 donde evaluaron la
induccion de aberraciones cromosdmicas en ratones machos y hembras tratados
con una dosis baja de ciclofosfamida (agente alquilante usado en quimioterapia),
donde se observa que los machos son mas sensibles al tratamiento que las
hembras. Lo cual puede deberse a condiciones fisioldgicas que quizas alteran la
respuesta al agente, tales como edad, factores estresantes y hormonales entre

otros.

Si bien la casiopeina lll-ia ha mostrado tener actividad antineoplésica, su
mecanismo de accion, al parecer no es mediante el dafio al ADN (al menos no por
la induccion de MN). A la fecha el mecanismo de accidn de las casiopeinas sigue
siendo poco conocido, aun cuando estudios previos sugieren que las casiopeinas
pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales pueden iniciar el

mecanismo de apoptosis (Mejia y Ruiz-Azuara, 2008) Existe evidencia que la
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casiopeina llgly tiene efecto apoptético sobre glioma de rata y que puede ser
dependiente o independiente de caspasas (Trejo-Solis et al., 2012). Por otro lado
la casiopeina lll-ia y la llgly mostraron tener actividad antineoplasica sobre células
de meduloblastoma atravez de la induccion de apoptosis (Mejia y Ruiz-Azuara,
2008). Asi mismo la casiopeina lll-ia induce apoptosis sobre células alteradas de
p53, incrementa los niveles de Bax, relacionados con la induccidén de apoptosis y
tiene actividad antitumoral in vivo sobre tumores de HCT-15 en ratones nu/nu

(Carvallo-Chaigneau et al., 2007).

Para el caso de las hembras prefiadas tratadas de forma aguda con
cisplatino se observo incremento en la cantidad de MN, el cual no fue tan evidente
como en las hembras sin prefiar, ya que se obtuvo en promedio 6 MN a la hora 48
del tratamiento. Esto concuerda con lo obtenido por Kliesch y Adler (1987) y Mazur
et al., (2000). Esta diferencia entre el numero de MN obtenidos en los grupos de
hembras prefiadas y hembras sin prefiar puede deberse a factores tales como

hormonales, peso, el ritmo metabdlico e incluso la dosis empleada.

Por otro lado en el caso de los fetos obtenidos de las hembras prefiadas
tratadas con cisplatino y casiopeina lll-ia no modifico la frecuencia de EPC-MN ya
gque se observaron en promedio 2 y 1 respectivamente. Esto difiere con los
resultados obtenidos por Giavini et al., 1990 donde evaluaron la induccion de MN
en embriones de ratas prefiadas antes de la implantacion mediante la aplicacion
de drogas anticancerigenas, donde los productos de las hembras tratadas con una
dosis de cisplatino de 6 mg kg™ presentaron un alto nimero de blastocistos
micronucleados (43 MN en promedio). Por otro lado, cuando se evalué la
frecuencia de EPC, se observo efecto estadisticamente significativo en los fetos
del grupo de cisplatino, en comparacion con el testigo y la casiopeina lll-ia, esto
probablemente debido a un mecanismo indirecto de toxicidad, el cual pudo inducir

un aumento en la proliferacion de eritrocitos (Kirsch-Volders et al., 2003).
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Diferentes agencias tales como la IARC, la ICH y la FDA, mencionan que
para considerar a un farmaco genotdxico, es necesario que este incremente de
manera clara el nimero de células micronucleadas, al ser comparadas con su
testigo, como en los estudios realizados por Kliesch y Adler (1987) y Mazur et al.,
(2000), entre otros. Por lo cual se puede concluir que la casiopeina lll-ia no es
genotoxica (al menos no mediante la induccion de MN).

Las observaciones obtenidas hacen cuestionable el efecto genotdxico en el
tratamiento subcronico de las hembras sin prefiar, ya que cuando un farmaco es
genotdxico, mediante la induccion de MN, sus efectos son visibles 24 horas
después de su administracion, puesto que los primeros MN inducidos aparecen en
sangre periférica 24 horas después de su aparicibn en medula Osea. Los
diferentes protocolos han establecido que para que una sustancia sea genotéxica,
debe observarse un efecto (en este caso MN) que debe persistir de 48 a 72 horas
después de su administracion, debido a que la maxima induccion de MN
frecuentemente ocurre entre 30 a 48 horas después de que los EPC-MN salen al
torrente sanguineo, y son detectables hasta 24 horas después de ese pico
méaximo de induccion, ya que se necesitan 24 horas para que un EPC se convierta
en un ENC (Mavournin et al., 1990; MacGregor et al., 1980).

Por otra parte al analizar los resultados obtenidos del tratamiento
subcrénico en machos y hembras sin prefiar, en el caso del cisplatino se observa
un claro efecto genotéxico a partir de las horas 24 y 48 de 11 y 29 MN
respectivamente para hembras y de 5 y 31 MN en machos, es necesario
mencionar que el analisis estadistico para MN no pudo ser evaluado por que el
programa no pudo correr los datos debido a que eran insuficientes. Después de
estas horas se observa un claro efecto citotoxico, ya que no se pudo observar
suficiente material celular para evaluar. En el caso del grupo de hembras tratado
con casiopeina lll-ia de manera subcronica, no se observa efecto genotoxico o
citotoxico alguno. En el grupo de machos al evaluar la frecuencia de EPC-MN no
se observo efecto alguno. No obstante se observa un efecto citotoxico a partir de
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la hora 144 del tratamiento. Dicho efecto es estadisticamente significativo, pero al
presentarse a partir de la hora 144, no puede ser atribuible al efecto de la
casiopeina lll-ia, ya que de acuerdo a las agencias reguladoras como la EPA, FDA
e IARC para considerar un quimico citotoxico su efecto tiene que ser medible de
manera inmediata a la administracion, al ser comparados con sus testigos
(Krishna, et al., 2000). Dicho efecto pudo deberse a otros factores como el estrés
generado por la manipulacion constante de los individuos, lo cual puede estar
alterando funciones fisiologicas, debido a factores como la via de administracion,
los tiempos de administracion, la dosis, la metabolizacion del quimico, y la

eliminacién del mismo.

En el tratamiento subcronico de las hembras prefiadas a las que se les
aplico cisplatino se observa un claro efecto genotéxico a partir de la hora 24 y 48,
estos resultados coinciden con los obtenidos por Kliesch y Adler (1987) y Mazur et
al., (2000). Ademas se present6 un efecto citotoxico a partir de la hora 48, en las
muestras obtenidas posteriormente no se encontré material suficiente para evaluar
ya que todos las células observadas en las laminillas eran ENC, lo cual nos indic6
que no habia una produccién celular normal, puesto que todas las células eran

maduras y no habia células jévenes.

Por otra parte se observdé muerte fetal en las hembras prefiadas tratadas
con casiopeina lll-ia, lo cual sugiere que esta pudo haber inducido un efecto
toxicoldgico, ya que no se obtuvo ningun feto vivo y se incrementé el nimero de
reabsorciones, lo cual es un claro signo de toxicidad. Estos dafios pueden ser por
dos vias diferentes; Directa, el agente atraviesa la placenta o el saco vitelino y
causa toxicidad en el desarrollo embrionario (Scialli, 1992), e Indirecta; el quimico
induce alteraciones en la homeostasis de la madre y por lo tanto alteran el
desarrollo fetal (Cole et al., 1981). Se ha descrito que algunos quimicos pueden
atravesar el saco vitelino o la placenta e inducir directamente alteraciones en los
organismos. La liposolubilidad y el tamafio de la molécula son de los principales

parametros que contribuyen en el intercambio de sustancias entre el feto y la
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madre (Juchau, 1981; Scialli, 1992; Hood, 1997; Gerschenson, et al., 2001). Lo
cual probablemente ocurre con la casiopeina, ya que es altamente lipofilica.

Ademas la toxicidad materna se asocia con las alteraciones en el desarrollo
del embrion o del feto por lo que una alteracion en el metabolismo o fisiologia de
las madres a consecuencia de un agente quimico puede alterar el desarrollo de
las crias e inducir muerte fetal (Scialli, 1992; Hood 1997). En estudios recientes se
han observado adherencias entre el intestino seroso y del higado con el intestino
seroso en animales tratados con 3 y 6 mg kg’ de casiopeina lll-ia, en forma
aguda, la severidad de las lesiones fue dependiente de la dosis, analisis
histol6gicos del peritoneo visceral mostraron abundante fibrina, y cantidades
moderadas de linfocitos y macréfagos infiltrados en el mismo, indicando que la
casiopeina lll-ia ejerce un efecto irritante crénico dependiente de la dosis
(Carvallo-Chaigneau et al., 2008). Esto pudo haber pasado en las hembras
prefiadas y haber desencadenado la muerte fetal, dado que fueron administradas

una mayor cantidad de dosis.

Por otra parte, el analisis de resultados de la frecuencia de EPC, en la
hembras prefiadas mostro una diferencia ligeramente significativa en la ultima
hora de muestreo (hora 216). Esto indica un efecto citotoxico por parte de la
casiopeina lll-ia, sin embargo, en un gran niumero de estudios no ha sido posible
determinar dicho efecto en base a este parametro, debido a la variabilidad natural
gue se presenta entre las distintas especies e individuos, ya que si un quimico
induce muerte celular, la frecuencia de EPC disminuiria, pero al mismo tiempo,
esta muerte puede desencadenar la produccion acelerada de eritrocitos para

compensarla (Krishna, et al., 2000).

Estos resultados podrian hacer pensar en una mayor susceptibilidad de las
hembras hacia la casiopeina lll-ia que los machos, pero en machos, hembras,
hembras prefiadas con tratamiento agudo y machos y hembras con tratamiento

subcronico, no se observa ninguna diferencia entre los resultados de
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genotoxicidad o citotoxicidad. Esto solo puede deberse a diferencias hormonales
entre los sexos, basicamente durante el embarazo (Hayashi, 1994; Mavournin et

al., 1990, Miiller et al., 1999; Alvarez-Barrera y Altamirano-Lozano 1999).

Tomando en cuenta los datos mencionados anteriormente, podemos concluir que

la casiopeina lll-ia no es genotdxica mediante la induccién de MN.
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8. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

e El tratamiento agudo y subcronico de la casiopeina lll-ia en organismos
adultos (hembras prefiadas y sin prefiar, y machos) no presenté un
efecto significativo sobre la frecuencia de MN, por lo tanto no es
genotoéxica mediante la induccién de MN.

e El tratamiento agudo y subcronico del cisplatino en organismos adultos
(hembras prefiadas y sin prefiar, y machos) presenté un efecto
significativo sobre la frecuencia de MN, por lo tanto es genotoxico
mediante la induccién de MN.

e EIl tratamiento agudo de la casiopeina lll-ia no presentd un efecto
significativo sobre la frecuencia de MN en los fetos obtenidos de
hembras prefiadas tratadas en el dia 6 de gestacién por lo tanto no es
genotdxica mediante la induccién de MN.

e El tratamiento agudo del cisplatino no presentd efecto estadisticamente
significativo sobre la frecuencia de MN en los fetos obtenidos de
hembras prefiadas tratadas en el dia 6 de gestacién por lo tanto no es
genotdxico mediante la induccién de MN.

e Los tratamientos subcronicos de la casiopeina lll-ia y del cisplatino
inducen fetotoxicidad al ser administrada a hembras prefiadas del 6 al
15 dia de gestacion.

e Los tratamientos agudos y subcrénico de casiopeina lll-ia no alteraron la
frecuencia de EPC tanto en organismos adultos (hembras y hembras
prefiadas) como en desarrollo (fetos).

e El tratamiento agudo de casiopeina lll-ia no altera la frecuencia de EPC
en fetos.

e Los tratamientos agudos y subcronicos con casiopeina lll-ia en
organismos adultos (hembras, machos y hembras prefiadas) asi como
en desarrollo (fetos) en comparacion con los tratamientos con cisplatino
muestra que no es genotdxica, al menos no mediante la induccién de
MN
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10. ANEXOS

El presente trabajo fue presentado de manera parcial o total en los siguientes
eventos académicos

1*" Congreso Nacional de Quimica Médica dedicado a investigacion en
cancer. Universidad Autdnoma Benito Juarez, Oaxaca, México. Celebrado
del 23 al 26 de noviembre de 2004

Titulo: Estudio comparativo del dafio genotoxico inducido por el cisplatino y
por la casiopeina lll-ia; en ratones macho, hembras, hembras prefiadas y
fetos de la cepa CD-1.

Autores: Pérez-Flores, G., Garcia-Rodriguez, M.C. y Altamirano-Lozano, M.

XX Foro de Investigacion en Salidas Terminales. Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, Distrito Federal, México. Celebrado del 10 al 11 de
febrero de 2005

Titulo: Evaluacion de la frecuencia de micronucleos inducida en ratones por
el cisplatino y su comparacion con un nuevo farmaco antineoplasico:
casiopeina lll-ia

Autor: Pérez Flores Gerardo

2° Congreso Nacional de Quimica Médica dedicado a la investigacién en
cancer y diabetes. En la ciudad de Queretaro, Qro. Celebrado del 2 al 8 de
septiembre de 2006

Titulo: Estudio de los efectos genotdxicos y citotoxicos del cisplatino en
ratones adultos y en el desarrollo embrionario y fetal, comparados con las
casiopeinas ligly y lll-ia (un nuevo grupo de agentes antineoplasicos).
Autores: Garcia-Rodriguéz. M.C., Pérez-Flores, G., Santiago-Moreno, Y.y
Altamirano-Lozano, M.

IX Foro de Investigacion Escolar en Biologia. Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza Distrito Federal, México. Celebrado 1 de febrero de
2013

Titulo: Estudio comparativo del dafio genotoxico inducido por el cisplatino y
por la casiopeina lll-ia; en ratones machos, hembras, hembras prefiadas y
fetos de la cepa CD-1

Autores: Pérez-Flores, G. y Garcia-Rodriguez, M.C.
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. Garcfa-Rodriguez, M.C., Pérez-Flores, G. Santiago-Moreno, Y. y Altamirano-Lozano, M. Unidad de
Investigacién en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM, D. F. México.

RESUMEN

Si bien es cierto que existen diversos agentes antineoplasicos en el mercado como
el cisplatino y el carboplatino, también es conocido que son altamente téxicos. Una nueva
familia de compuestos del tipo quelatos mixtos de cobre (Il) denominados Casiopeinas®,
ha surgido como alternativa en el tratamiento del cancer, ya que dadas sus propiedades
resultan ser menos téxicas y méas baratas. En el presente trabajo se comparé el efecto
genotdxico y citotdxico del cisplatino con las casiopeinaslli-ia y ligly. Se evalud la
frecuencia de microntcleos (MN) en eritrocitos policromaticos (EPC) y la frecuencia de
EPC con respecto a eritrocitos normocromaticos (ENC) en sangre. Se estudiaron
organismos adultos (machos, hembras prefiadas y sin prefiar) y fetos de ratén de la cepa
CD-1. Los tratamientos se administraron de manera aguda y subcrénica por via
intraperitoneal. En los resultados obtenidos se observdé que la administracién de la
casiopeinalll-ia, no incrementé la frecuencia de MN en los animales adultos ni en los
fetos, al igual que la aplicacién aguda de la casiopeinaligly. Sin embargo, en los
tratamientos subcrdnicos de las hembras prefiadas con casiopeinallgly se incrementé el
nimero de MN tanto en las madres como en las crias. A diferencia de la casiopeinas, el
cisplatino presenta una induccién de MN estadisticamente significativa en todos los casos.
La administracién subcrénica de la casiopeinalll-ia adelanté el parto, lo que podria estar
relacionado con toxicidad del farmaco per se. En cuanto a la citotéxicidad solo se
observaron efectos en los tratamientos con cisplatino. Tanto las casiopeinas como el
cisplatino presentaron un efecto feto letal en el tratamiento subcrénico.

Palabras clave: cisplatino, in vivo, EPC

INTRODUCCION

La importancia de controlar enfermedades degenerativas mortales como el cancer
ha propiciado la bulsqueda, caracterizacion y sintesis de nuevos compuestos con
capacidad antineoplasica. Si bien es cierto que actualmente existe una gran cantidad de
agentes antineoplasicos en el mercado, también es conocido que son altamente téxicos y
por ende su eficacia se ve disminuida. Una nueva familia de compuestos del tipo quelatos
mixtos de cobre (Il) denominados Casiopeinas® ha surgido como alternativa en el
tratamiento del cdncer dado que son menos téxicas y tienen un menor costo'?, esto al ser
comparadas con los compuestos como el cisplatino y el carboplatino. Las casiopeinas han
mostrado actividad citostatica y antineopldsica, principalmente las casiopeinas Il y 14,
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por lo que han generado muchas expectativas para una posible aplicacién clinica a corto
plazo. Dentro de las pruebas preclinicas que son solicitadas para probar la actividad
antitumoral de un nuevo compuesto se encuentran las de genotoxicidad®®. En este
estudio se evaluaron los efectos genotéxicos y citotdxicos de las casiopeinas lll-ia y ligly y
se compararon con los efectos del cisplatino, para lo cual se emplearon ratones aduitos
(machos y hembras) y hembras prefiadas de la cepa CD-1. El dafio genotdxico se evalué
mediante el incremento en el nimero de microndcleos (MN) y la citotoxicidad por la
frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) en sangre periférica.

MATERIAL Y METODO

Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa CD-1 de 2 a 3 meses de
edad, con un peso corporal entre 25-32 g. Los ratones fueron obtenidos del bioterio
Harlan de la Facultad de Quimica de la UNAM, y se les alimento con nutricubos (Purina),
con libre acceso al agua. Se mantuvieron bajo condiciones esteriles y con periodos de luz-
oscuridad (12-12 h). Las cruzas se realizaron colocando un macho con dos hembras

durante la noche (de las 7 p.m. a las 7 a.m.) y se tomé como dia 0 de prefiez la presencia
de tapdn espermatico.

Todos los tratamientos se administraron por via intraperitoneal y fueron divididos
en: a) Grupos testigo, solo se les administré el vehiculo, b) Grupo Cisplatino (4 mg/kg de
peso corporal) y ¢) Grupo: casiopeina; se les administré 9.0, 7.0, 4.4 6 3.3 mg/kg de
casiopeina ll-gly 6 lllia. Los grupos fueron empleados en los protocolos con machos,
hembras sin prefiar y prefiadas.

Las evaluaciones se realizaron en muestras de sangre periférica, las que fueron
obtenidas de la vena caudal de cada organismo y colocadas sobre laminillas cubiertas
con naranja de acridina siguiendo la técnica de Hayashi y col. (1990)". La evaluacién de
los MN-EPC vy de la frecuencia de EPC se realizé con la ayuda de un microscopio de
fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2). Se analizé la frecuencia de EPC, mediante la
identificacion de 1000 eritrocitos, distinguiendo los normocromaticos (ENC) de los EPC,
con la intencion de darnos una idea de la citotoxicidad. El dafio genotéxico se establecié
mediante la evaluacién de 2000 EPC, de los cuales se identificd la presencia o ausencia
de MN.

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente con una prueba de
Analisis de Varianza (ANDEVA). Se emplearon los paquetes estadisticos SPSS/PC
(versién 10.0) y STATISTICA/PC (versién 6.0). El nivel de significancia usado en todos los
casos fue de p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se muestra la frecuencia de EPC y de MN cuando se administraron
los tratamientos agudos tanto del cisplatino como de las casiopeinas. Se puede observar
que las casiopeinas no incrementan el niimero de MN, ni alteran la frecuencia de EPC, en
comparacioén del grupo testigo. Sin embargo, el cisplatino no incrementa de manera
significativa la presencia de MN y disminuye la frecuencia de EPC tanto en los machos
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como en las hembras. Cabe mencionar que el dafio genotdxico evaluado vy el aumento en
el nimero de MN es mas drastico en los machos (alrededor de 41 MN).

Machos Hembras sin prefar
Tratamiento Hora | N| EPC/1000 MN/1000 | EPC/10000 | MN/1000
células células células células
Testigo 0 4 61.0£6.0 2.2+1.9 61.0£16.9 1.5%1.7
24 | 4 68.1+7.2 1.241.9 69.6+8.4 3.242.2
48 | 4 62.9+2.9 1.740.9 70.0+12.6 2.0x2.1
72 | 4 71.615.8 2.2+2.5 71.146.2 1.240.9
Cisplatino 0 5 59.7+19.1 1.0+0.0 56.1+£15.0 1.1£0.4
24 |5 39.2+7.8* 4.6+2.7* 45.1£9.4 5.2+5.4*
48 | 5 17.948.3* 42.2411.3* | 16.4+9.6* 14.948.0*
72 | 5] 14.4+18.5* 1.5+2.2 7.7x15.1* 1.312.6
Casiopeinaligly | 0 4 57.245.9 2.210.9 64.2+11.1 2.0:£1.8
24 | 4 53.0+2.6 1.240.9 56.5+10.7 2.010.8
48 | 4 58.716.1 3.0+14 60.1+11.3 1.2+0.9
72 | 4 55.5£7.7 1.541.9 56.24+3.4 1.240.5
Casiopeina lliia 0 5 51.548.3 0.82£0.9 49.5+5.8 0.610.2
24 |5 56.615.9 1.9+1.4 49.2+2.9 1.740.5
48 | 5 48.4+12.7 2.220.8 51.3£13.1 1.6+1.2
72 |5 65.349.8 1.9+0.8 70.7+12.2 2.1+14
Cuadro 1. Frecuencias de EPC y MN con iratamientos agudos (x+d.e.). *: Estadisticamente
< significativo p<0.05

En el cuadro 2 se muestran las frecuencias de EPC y MN al ser administrados
subcronicamente los tratamientos de las casiopeinas y cisplatino.

Como se puede observar en el cuadro 2, el tratamiento subcrénico los efectos
tanto citotéxicos como genotdxicos del cisplatino persisten, de hecho el dafio es mayor
que en el tratamiento agudo, ya gue hubo tiempos que no se pudieron evaluar debido a
que los eritrocitos estaban muy dafiados (n.d.). En cuanto al efecto de las casiopeinas, se
puede observar que las casipeinas no incrementaron el nimero de MN al ser comparadas
con el grupo testigo. Sin embargo, la administracién subcrénica de ambas casiopeinas
alteré la frecuencia de EPC, ya que la casiopeina ligly la disminuyo tanto en las hembras
como en los machos, y la casiopeina illia la incrementé. Ambos efectos pueden ser
asociados con citotoxicidad.

Cuando se administraron los tratamientos de cisplatino y de casiopeinas en
hembras prefiadas, solo se observd un incremento estadisticamente significativo en el
numero de MN en los fetos obtenidos de las hebras tratadas con casiopeina ligly. En el
tratamiento del cisplatino se observa un incremento en los MN, pero este no resulté
estadisticamente significative. La frecuencia de EPC en el grupo de cisplatino se
incrementd a diferencia de los otros grupos.
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Machos Hembras sin prefar
Tratamiento Hora | N EPC/1000 MN/1000 EPC/1000 MN/1000
células células células células
Testigo 0 5 65.4+3.4 1.410.9 57.0+4.1 0.8+1.3
24 5 62.841.3 1.611.5 55.6£3.6 0.8+1.3
48 5 62.4+3.1 1.01.0 53.7+3.3 1.6%1.1
72 5 64.414.4 2.0+0.7 55.9+4.8 0.4+0.5
96 5 60.4+1.1 1.00.7 56.7+3.7 0.8+0.4
120 5 62.813.0 0.8+0.8 55.4+1.1 1.0+£1.4
144 5 64.0+4.1 1.0£0.7 57.814.2 1.41£0.5
168 5 66.3+3.1 1.0+1.0 55.943.8 1.641.1
192 5 65.1+2.1 1.841.0 54.8+3.0 1.840.8
216 5 65.610.7 0.8+0.4 56.411.6 2.0+1.0
Cisplatino 0 5 60.212.9 1.120.4 56.514.1 0.510.7
24 5 28.3+9.3* 5.3+1.9* 26.6+2.6* 11.646.3*
48 5 9.3+4.4* 8.7+8.4* 5.2+1.8* 29.7+13.2*
72 5 0.1+0.2* n.d. n.d. n.d.
96 5 n.d. n.d. n.d. n.d.
120 5 1.4+3.1* 5.7+12.7* n.d. n.d.
144 | 5 2.0+3.4* 17.16+29.7* n.d. n.d.
168 5 n.d. n.d. n.d. n.d.
192 5 n.d. n.d. n.d. n.d.
216 5 n.d. n.d. n.d. n.d.
Casiopeina ligly 0 5 60.24+2.9 1.241.3 56.5%4.1 0.2+0.4
24 5 61.1+3.0 2.0£0.7 53.8+1.6 1.2+1.0
48 5 60.31+2.9 1.2+0.8 55.41+3.2 1.4+0.5
72 5 57.6+1.9* 1.210.4 55.314.2 1.8%1.6
96 5 52.2+3.1* 0.4+0.5 52.1+4.1 1.410.8
120 5 54.4+4.3* 1.8%0.8 52.846.6 1.641.1
144 5 64.313.5 1.630.8 55.0+2.2 1.7+0.9
168 5 60.5+1.6 1.8+0.8 49.616.8 2.0+1.0
192 5 61.943.4 1.4+1.3 41.545.6* 0.5+0.7
216 5 67.5+2.0 1.240.4 47.0£3.5* 2.0+0.0
Casiopeina lllia 0 5 51.8+2.9 1.5+0.5 56.5%4.2 0.2+0.7
24 5 51.6+3.1 1.8+0.2 53.0%1.7 0.8+0.5
48 5 62.312.9 1.241.1 55.613.2 1.7+1.3
72 5 67.6%1.9 0.7+0.9 55.944.2 1.84£0.7
96 5 62.2+3.1 1.310.8 52.7+4.2 1.4+0.6
120 5 64.4+4.3 0.9+0.8 52.946.6 0.8+0.8
144 5 74.3+3.5* 1.010.6 55.312.3 1.6£0.7
168 5 70.5+1.6* 1.3%1.0 59.616.9 2.1+1.0
192 5 71.9+3.4* 1.6+0.6 61.517.7 1.2+0.7
216 5 77.5+£2.0* 3.0+1.0 67.0+4.5 1.9+0.8

Cuadro 2. Frecuencias de EPC y MN con tratamientos subcrénicos (xxd.e.). *: Estadisticamente significativo
p<0.05; n.d.: no determinado.
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) EPC/1000 | MN/1000 céluias
Tratamiento | N s6lilas
Testigo | 25 | 558356 sl 5
Cisplatino | 25 | 962+659* dide.d
Casiopeina 5.4+1.6*
o 16 | 406450
Cas:ﬁip;ema o5 5614357 1.2+1.0

Cuadro 3. Frecuencias de EPC y MN en fetos (x+d.e.).*: Estadisticamente significativo p<0.05

En el cuadro 4 se muestran los efectos sobre las frecuencias de EPC y MN de los
tratamientos del cisplatino y de las casiopeinas en las hembras prefiadas, en donde se
puede observar que al igual que para las hembras sin prefiar solo el tratamiento del
cisplatino indujo dafio tanto citotdxico, como genotéxico, ya que se incremento el nimero
de MN y se disminuy6 la frecuencia de EPC, con la salvedad de que el efecto fue mas
significativo que en las hembras sin prefar.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que las casiopeinas ligly y lllia
no presentan dafio genotéxico mediante la induccion de MN en organismos adultos
(hembras y machos), ni en hembras gestantes. Solo la casiopeina ligly incrementa de
manera marginal el nimero de MN en las cria de hembras tratadas durante la gestacién.
A diferencia de la casiopeinas, el cisplatino presenta una induccion de MN
estadisticamente significativa en ratones machos, hembras y hembras prefiadas. Tanto la
casiopeina lll-ia como el cisplatino inducen un efecto fetoletal en el tratamiento
subcrénico. El cisplatino si presenté un efecto citotéxico bien definido tanto en los
- organismos adultos como en desarrollo, mientras que las casiopeinas presentaron efectos
ambiguos en los tratamientos subcrdnicos, por lo que se sugiere evaluar este parametro
con otros ensayos mas confiables.
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Tratamiento Hora N EP,C/ 1000 M N/ 1000
células células
Testigo 0 5 64.5+5.9 0.8£0.4
24 |5 65.041.3 1.8+1.7
48 | 5 70.7+3.8 24415
72 |5 71.642.7 2.4+1 1
9% |5 78.7+3.0 1.840.8
120 | 5 79.6%5.0 2.041.3
144 | 5 771%7.7 1.441 1
168 | 5 75.7+3.5 2.6+1.9
192 | 5 73.645.4 1.4%05
216 | 5 66.0+8.6 1.0+1.4
Cisplatino 0 | 7| 85877 1312
24 | 7| 67.7+13.4 5.040 5
48 | 7 | 29.6+23.7° 31.0¢13.7
72 | 7 | 33.7+47.4 5.4+4.9%
96 | 7 | B32.4+49.9% 2426
120 | 7 | 28.6+33.4" 8.148.4"
144 | 7 8.448.3" 9.1+10.7*
168 | 7 0.3£0.6" 1.844.0
192 | 6 n.d. n.d.
216 6 n.d. n.d.
Casiopeinaligly| o | 7 | 590410 0.7+0.7
24 | 7 63.3+2.1 1.4%0.7
48 | 7 55.3+4.1 2.4+17
72 | 7 49.2+4.3 1.4%0.9
9% | 7 45.442.0 1512
120 | 7 50.6+5.2 1.741.2
144 | 7 59.846.0 18413
168 | 7 55.0+8.9 0.7+0.4
192 | 7 61.0+4.6 11206
216 | 7 62.7+4 1 11+1.0
Casiopeina lllia | 99.449.1 1.9+1.1
24 88.8410.7 1.0+0.6
48 100.3+15.3 1.3+0.6
72 108.7+18.1 18+1.6
96 126.1+6.7 1.0:1.2
120 111.3+8.7 1.741.0
144 116.8+18.1 12411
168 93.4407.6 1.40.
192 81.0+42.5 0.7+1.3
216 73.5451.1 0.7+06

Cuadro 4. Frecuencias de EPC y MN en hembras prefadas (xtd.e.).
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