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l. RESUMEN

Los afios venideros son inciertos sin embargo se pronostica un incremento en el diagndstico
y muertes por cancer, siendo éste un padecimiento heterogéneo de trastornos que se
originan a partir de una serie de cambios que conducen a la inmortalizacion y
transformacion de una célula, de un tejido. Pese al panorama incierto, los esfuerzos para
combatirlo tampoco han cesado, asi pues el compuesto LQM738 fue ideado y creado por
quimicos de la FES-Cuautitlan como un anéalogo estructural del éster fenetilico del acido
cafeico (CAPE), para mejorar las propiedades que este ultimo presenta como
quimioprotector en los procesos de hepatocarcinogénesis.

En el trabajo que aqui se presenta se estudid la capacidad genotoxica y antigenotoxica del
compuesto LQM738 de forma aguda en ratones jovenes CDI1 mediante electroforesis
unicelular en gel, como parte de los estudios preclinicos para perfilarlo como agente
quimioprotector. Para ello se establecieron dos horarios de trabajo; el primero a 3 horas
post-administracion con 6 lotes de trabajo, cada uno con 5 ratones a los cuales se les
administro el siguiente tratamiento: control negativo, Dimetilsulfoxido (DMSO) al 80%;
control positivo, Mitomicina C (MMC) 0.2mg/Kg; control LOM738 dosis 1, LQM738 a
20mg/Kg; control LOM738 dosis 2, LQM738 a 40mg/Kg; reto dosis 1, MMC + LQM738 a
20mg/Kg; reto dosis 2, MMC + LQM738 a 40mg/Kg. El segundo horario de trabajo a 18h
post-administracion también con 6 lotes con el mismo tratamiento descrito anteriormente.
Finalmente un /ofe blanco: al cual no se le administro absolutamente nada. Se determind la
viabilidad celular que en todos los casos fue mayor al 85%, mediante la técnica de
exclusion con el colorante supravital azul de tripan. Posterior a esta evaluacion se realizo el
ensayo cometa en su version alcalina con pH > 13 a células de higado y rifion. Se efectuo
el andlisis de los cometas mediante el software Comet Imager 2.1, los datos arrojados se
analizaron con ANOVA y Turkey-Kramer P< 0.05 mediante el programa GraphPad Instat
version 3.1, ademas de la evaluacion de la prueba de normalidad por el método
Kolmogorov y Smirnov y el andlisis de datos andémalos por Q de Dixon. Asi finalmente
tenemos que la capacidad genotoxica del compuesto LQM738 después de 3h de la
administracion de una dosis de 20mg/Kg no presenta dafio al ADN tanto en higado como
en rifion; a una dosis de 40 mg/Kg en células hepaticas no hay dafio genotoxico sin
embargo en células renales si presenta ligera genotoxicidad. Con respecto a la
antigenotoxicidad el LQM738 después de 3h de haber sido administrado, reduce el dafio
provocado al ADN por MMC hasta en un 88.42% en células hepdaticas y un 57.6% en
renales a una dosis de 20mg/Kg. La dosis de 40mg/Kg no es efectiva para reducir el dafio
que causa MMC.

En el segundo horario de trabajo, se encontrd que el compuesto LQM738 no es genotdxico
y no es posible precisar alguna actividad antigenotéxica.



1. MARCO TEORICO
II.I  CANCER

El cancer es “una alteracion genética de la regulacion de los procesos de la multiplicacion y
diferenciacion celulares, mediada por la accion de agentes mutiagenos exogenos o
propiciada por la herencia de mutaciones en ciertos genes claves del ciclo celular”. El
nacimiento y la muerte celular estd controlada genéticamente y si la mutacion somatica crea
una variante que prolifera con mayor rapidez, la clona mutante tendera a hacerse cargo del
organismo. Por consiguiente el cancer puede considerarse como un proceso evolutivo
natural (Strachan, et al. 2006)

El cancer comienza en una célula por ello es monoclonal, y se requieren en promedio de
seis a siete mutaciones sucesivas para convertir una célula normal en un carcinoma invasor.
La posibilidad de que una célula aislada sufra seis mutaciones independientes es
insignificante, lo que sugiere que el cancer debe ser cada vez mas raro. Sin embargo, dos
mecanismos generales pueden permitir que la progresion ocurra:

e Algunas mutaciones incrementan la proliferacion celular y crean una poblacion
blanco de células expandida para la siguiente mutacion.

e Algunas mutaciones afectan la estabilidad de la totalidad del genoma a nivel del
ADN o cromosémico, e incrementan el indice total de mutaciones.

Mutacién nam. 1 Mutacion nim. 2 Mutacion nam. 3

- \ - \ — —— —-

Crecimiento selectivo  Crecimiento selectivo  Continuacion de la fTumo
de la clona con de la clona con evolucion mediante
mutacion nam. 1 mutaciones 1+2 seleccion natural

Figura 1 Evolucion del cancer en maltiples etapas. Tomada de Strachan, et al. 2006

Cada mutacién sucesiva proporciona a la célula una ventaja en el crecimiento, de manera
que forma una clona expandida, que en consecuencia presentan un blanco mas grande para
la mutacion siguiente.

Si se considera los genes que son blancos de estas mutaciones, para desarrollar el cancer se
puede distinguir dos clases:

PROTOONCOGENES: estos estimulan la division celular como hecho fundamental para
mantener la vida, sin embargo pueden sufrir alteraciones en su estructura por cambios en la
secuencia de los acidos nucleicos (mutaciones) o por pérdida de algunos segmentos del



cromosoma (deleciones) o por traslado de un sector cromosdémico a otro cromosoma
(translocaciones) (Martin de Civetta, et al. 2011).

GENES SUPRESORES DE TUMOR (ST): los productos de los genes ST inhiben
acontecimientos que conducen al cancer.

II.1.1  PROTOONCOGENES

La forma mutada de un protooncogen puede sobre expresar la proteina normal o bien
expresar una proteina anormal que se mantiene activa independientemente de las sefiales
reguladoras, por lo que el resultado neto es una ganancia de funcion. Esto conduce, segun el
caso, a la proliferaciéon descontrolada o a una apoptosis reprimida y en definitiva a la
aparicion del cancer. En la actualidad se conocen un poco més de 100 protooncogenes que
codifican para:

e Factores de crecimiento secretados

e Receptores de superficie celular

e Componentes de sistemas de transduccion de sefial intracelular

e Proteinas nucleares de enlace de ADN, inclusive factores de transcripcion

e Componentes de la red de ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas e inhibidores de
cinasa que rigen la progresion a través del ciclo celular

En la tabla 1 se muestran los mecanismos de activacion de los oncogenes.

Tabla 1. Cuatro formas de activacién de protooncogenes. (Strachan, et al.2006)

Amplificacion ERBB2 Céncer de mama, ovario, gastrico,
pulmonar de célula no pequeiia, de colon.
NMYC Neuroblastoma

Mutacion de punto HRAS Cancer de vejiga, pulmon, colon,
melanoma.
KIT Tumores estromaticos gastrointestinales,
mastocitosis
Reordenamiento BCR-ABL Leucemia Mieloide Crénica

cromosoémico que crea un

nuevo gen quimeérico

Translocacion a una region MYC Linfoma de Burkitt
de cromatina con actividad

transcripcional



II.1.2 GENES SUPRESORES DE TUMOR (ST)

En general los genes ST codifican proteinas que regulan el ciclo celular, fundamentalmente
paralizando o inhibiendo la proliferaciéon celular. A diferencia del mecanismo de los
oncogenes, en los cuales la carcinogénesis resulta de la ganancia de funcién genética; en
este caso el mecanismo de actuacion es la pérdida de funcion de estos genes, para inactivar
funcionalmente un gen ST ambos alelos deberan estar afectados, por mutacion o delecion.
Frecuentemente una mutacion inactiva uno de los alelos, mientras que una delecion afecta
el otro alelo como un segundo evento. Afectando el control del crecimiento y
subsecuentemente el desarrollo del tumor (Yokota y Sugimura, 1993). Los estudios
moleculares han identificado hasta la fecha més de 17 genes supresores implicados
directamente en el cancer humano. Ellos codifican para una serie de proteinas que actian
en distintos puntos de las rutas de sefializacion de control y apoptosis:

e Factores inhibidores del crecimiento celular, receptores de factores inhibidores o de
hormonas que frenan el crecimiento celular.

e Proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de transduccion de
sefiales.

e Proteinas que frenan el ciclo celular o producen apoptosis.

Tabla 2 Algunos genes ST y sus funciones. Tomada de Griffiths, 2005 y Pierce, 2005

NF1 Citoplasma Activador de GTPasa

p53 Nucleo Factor de transcripcion, regula la
apoptosis

RB Nucleo Factor de transcripcion

WT-1 Nucleo Factor de transcripcion

I1.1.3 CARCINOGENESIS

Es un proceso evolutivo que tiene una serie de pasos sucesivos, donde se destaca la
existencia de un largo periodo de latencia entre la exposicion de un carcindgeno y el
desarrollo de la neoplasia. Comprende una serie de fases en los que intervienen factores
genéticos y ambientales estd comprendida en tres etapas.

¢ Iniciacién: ocurren alteraciones intracelulares, heredables e irreversibles.
e Promocion: expresion reversible de la poblacion iniciada.
e Progresion: establecimiento irreversible de lesion con capacidad de invasion.



Fases del desarrollo tumoral

Cancer in situ

0]

Figura 2. Etapas del desarrollo tumoral.Modificado de Weinberg, 1996.



Pero esta carcinogénesis se puede traducir en la historia de la enfermedad cancerosa en sus
cuatro fases:

e Fase de induccion: 15-30 anos (iniciacion)
Iniciacion y Promocion - asintomatica

o Fase “in situ”: 5-10 afos (promocion)
Asintomatica
Diagndstico precoz

e Fase de invasion: 1-5 afos (progresion)
Sintomatico

e Fase de diseminacion: 1-5 afios (progresion)
Sintomatica
Tratamiento paliativo

Podemos afirmar que, para la accidon preventiva, son de gran importancia estos
conocimientos cientificos, pues ellos brindan la posibilidad al personal sanitario de actuar
con mayor seguridad. Si el profesional conoce; sabe que tiene entre 15 y 30 afos para
evitar la actuacion de los factores de riesgo y de 5 a 10, seglin los diagramas de diagndstico
precoz, para detectar la enfermedad. En las dos tltimas fases es mas corto el periodo de
tiempo y, ademads, se acelera todo el proceso de la carcinogénesis hasta la muerte.
(Mendoza del Pino, ef al. 2010).

I1.1.4 CARCINOGENOS

Un carcinogeno se define como cualquier agente o factor quimico, fisico o viral que causa
cancer o incrementa la incidencia del mismo (Schwab, 2001). Asi un factor de riesgo o
factor de exposicion es algin fenémeno de naturaleza fisica, quimica, biologica,
psicoldgica o social que afecta al genotipo, el fenotipo o alguna enfermedad anterior al
efecto que se estd estudiando, que por la variabilidad de su presencia o ausencia esta
relacionada con el cancer o puede ser la causa de su aparicion (Mendoza del Pino, et al.
2010).



Tabla 3. Agentes carcindgenos segun Mendoza del Pino. Modificado de Mendoza del
Pino, et al.2010.

Fisicos Radiaciones UV (solar)
Radiaciones ionizantes
Radoén
Bombas atomicas

Quimicos

Inorgénicos Carbonilo de niquel

Cromo, niquel, cobalto
Plomo
Argon y otros

Exogenos Orgénicos Alquitran de hulla
Petroleo
Humo de tabaco
Contaminacion atmosférica
Aminas aromaticas
Colorantes azoicos
Nitrosaminas
Alcohol y otros
Biologicos
Virus Epstein-bar

Genético congénito hereditario Cancer de mama
Predisposicion genética Cancer de estobmago
Céancer de colon
Céncer de endometrio
Cancer de prostata
Cancer de pulmén
Enddgenos Cancer de tiroides

Padecimientos previos de determinadas Sindrome de Down
afecciones (alteraciones cromosomicas) Ataxia — telangiectaxia
Xeroderma pigmentoso

Adquirida o secundaria Hiperplasia endometrial
Cicatrices
Nevus
Inflamaciones cronicas



II.1.5 ANTITUMORALES.

Los farmacos denominados antitumorales son moléculas capaces de interferir en el proceso
de desarrollo de ciertos tumores malignos y por lo tanto presentan la posibilidad de ser
administrados para combatir dicho mal. Sin embargo estos farmacos poseen un estrecho
margen terapéutico, elevada toxicidad y pueden inducir la aparicion de resistencia en las
células tumorales (Kalant, 2003). La tabla 4 muestra un resumen de antitumorales por
grupo y mecanismo de accion. Estos fairmacos se pueden dividir en las siguientes categorias
generales:

Farmacos citotdxicos: cualquier firmaco que puede matar o lesionar las células ;.

Alguilantes 'y compuestos relacionados que actian formando enlaces
covalentes con el ADN e impidiendo de esta manera su replicacion.

Antimetabolitos, que bloquean o interrumpen una o mas vias metabdlicas
que intervienen en la sintesis de ADN

Antibidticos citotoxicos, es decir, sustancia de origen microbiano que impide
la division de las células de los mamiferos

Derivados de plantas, la mayoria afecta de manera especifica a la funcion de
los microtubulos y, por lo tanto, a la formacion del huso mitdtico

Hormonas, las mas importantes son los esteroides, principalmente los
glucocorticoides, estrogenos y andrégenos, y farmacos que suprimen la secrecion de
hormonas o que antagonizan su accion.

Anticuerpos monoclonales, se suelen utilizar solo en determinados tipos de cancer.

Inhibidores de las proteinas cinasas, habitualmente tirosina cinasa y otras cinasas
que actuan como transductores de sefiales de crecimiento en células de division rapida. Son
de uso limitado (Rang, ef al.2012).

Tabla 4. Resumen de Antitumorales. Tomado de Rang, et al. 2012

-Mostazas -Ciclofosfamida, Enlaces cruzados
nitrogenadas isofosfamida, clorambucilo, entre cadenas de
. -Nitrosourea melfalan. ADN
Farmacos . .
- -Compuestos de -Lomustina, carmustina
alquilantes vy . . . .
. platino -Carcoplatino, cisplatino,
afines o
-Otros oxaliplatino
-Busulfano, treosulfan,

tiotepa, dacarbacina.



-Antagonistas de -Metotrexato, raltitrexed, Bloqueo de Ia

folato pemetrexed sintesis de ADN y/o
. . -Via de las -Fluorouracilo, capecitabina, RNA
Antimetabolitos . . . .. : : e
pirimidinas citarabina, gemcitabina
-Via de las Fludarabina, cladribina,
purinas mercaptopurina, tioguanina.
Antraciclinas -Daunorrubicina, epirrubicina Multiples efectos
g doxorrubicina, idarrubicina sobre la sintesis de
Antibidticos . . .. -,
e -Otros - Bleomicina, dactinomicina, ADN y accion de
citotoxicos . .. .
mitomicina topoisomerasas
-Taxanos -Paclitaxel, docetaxel Ensamblaje de
-Alcaloides de -Vinblastina, vincristina, microtubulos ; evita
vinca vindesina, vinorrelbina la formacion del
. -Captotecinas -Irinotecan, topotecan huso.
Derivados  de . o,
-Otros -Etopdsido Inhibicion de la
plantas .
topoisomerasa
-Hormona -Dietilestilbestrol, megesterol Actuan como
/anéalogos etinilestradiol, noretisterona ~ antagonistas
-Antagonistas -Tamoxifeno, toremifina, fisiologicos o como
fulvestrant, bicalutamida inhibidores de 1la
Hormonas/ o : o
. -Inhibidores de -Anastrozol, exemastina, sintesis de hormonas
antagonistas . )
la aromatasa letrozol para interrumpir el
crecimiento tumoral
dependiente de
dichas hormonas.
-Inhbibidores de -Dasatinib, erlotinib, Inhibicion de las
tirosina cinasas  imatinib, nilotinib, sunitinib cinasas implicadas
Inhibidores de -Inhibidores de -Sorafenib en la transduccion
proteina las pan cinasas de senales de
cinasas receptores de
factores de
crecimiento.
Anti-EGF, EGF- Panitumumab, trastuzumab -Bloqueo de la
2 proliferacion celular
Rituximab, alemtuzumab -Inhibiciéon de 1la
Anticuerpos Anti- produccion de
monoclonales CD20/CD52 linfocitos
Bevacizumab -Prevencion de la
angiogeénesis
Anti-VEGF



I1.2 CAPE

El &cido 2-propenoico,3-(3,4-dihidroxifenil)-,2-fenetil éster, mejor conocido como CAPE,
es un compuesto polifendlico derivado del acido cafeico (figura. 3) de apariencia solida,
color blanco, cuya férmula molecular es C17H1604 y presenta un peso molecular de
284.31g/mol (Dominguez, 2008)

HO AN

HO

CAPE

Figura 3 Estructura molecular del éster fenetilico del acido cafeico (CAPE). Tomado de
Dominguez, 2008.

I1.2.1 PANORAMA HISTORICO

Grundberger en 1988 aisla al acido cafeico como constituyente responsable de muchas
propiedades del propdleo e identifica al éster fenetilico del acido cafeico como la
substancia biologicamente activa, e informa del efecto citotoxico significativo de CAPE
contra diversas lineas tumorales; se han desarrollado investigaciones para revelar las
propiedades de la molécula, se le han descrito actividades como citotoxico y antitumoral
(Grundberger, et al. 1988; Su, et al. 1991; Rao, et al. 1993), antiinflamatorio (Frenkel, et
al. 1993), actividad inhibitoria contra VIH-1 integrasa, ciclooxigenasa y lipoxigenasa,
también se ha reportado como bloqueador de la activacioén del factor nuclear NF-AB por el
factor de necrosis tumoral y bloquear por completo la produccion de especies reactivas de
oxigeno (Nagaoka, et al. 2002), prevencion del cancer hepatico (Carrasco, et al. 2004),
induce la expresion del gen HMOX1 para regular la hemooxigenasa-1 que juega un papel
mas importante en la actividad citoprotectora que la actividad antioxidante directa (Wang,
et al. 2010). A pesar de todas estas propiedades, el CAPE se hidroliza facilmente en
plasma, y un estudio reveld que se elimina rdpidamente al ser administrado por via
intravenosa en ratas.

Debido a la “simplicidad” de la estructura, algunos investigadores se han dado a la tarea de
sintetizar compuestos analogos de CAPE manteniendo en algunos casos el grupo éster
como es el caso del trabajo realizado por Nagaoka, et al. 2002; Wang, et al. 2006 y Wang,
et al. 2010. En otros casos se cambid el grupo funcional éster por un grupo amida, como es
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el caso reportado por Zou, et al. 2010, quienes evaluaron mas de 20 aza-derivados en 9
lineas tumorales, obteniendo buenos resultados pues aun se conserva la capacidad
citotoxica, que en algunos casos es mejor que la descrita por CAPE. Las amidas se asocian
con mayor energia hidrolitica de activaciéon en comparacion con los ésteres de ahi que el
grupo de colaboradores de Yang sintetizaran derivados fluorados de la amida fenetilica del
acido cafeico (CAPA por sus siglas en inglés) obteniendo las siguientes propiedades
biologicas: antioxidante contra peroxidacion de lipidos, agente antiinflamatorio potencial a
través de su inhibicion de la 5-lipoxigenasa, actividad depuradora de radicales e inhibicién
de a-glicosilasa; las concentraciones mayores a 40uM de CAPE y CAPA son citotoxicas y
dieron menor viabilidad de células HUVEC, hay citoproteccion significativa en la
concentracion de 1 a 40uM, el mecanismo de accion aun es desconocido pero se
correlaciona con la presencia de catecol y grupos hidroxilo libres. CAPA es menos toxico
que CAPE pero sin diferencia significativa, es mas estable en plasma y mantiene la
actividad citoprotectora (Yang, ef al. 2010)

11.2.2 CAPE en México

En el 2003 el grupo del Dr. Villa Trevifio demostr6 que el CAPE posee un efecto
quimioprotector en la hepatocarcinogénesis experimental inducida por Dietilnitrosamina
(DEN) en ratas Wistar, los resultados sugieren que CAPE ejerce una actividad
quimioprotectora contra la induccion de lesiones preneoplésicas, promocion y progresion
del proceso de hepatocarcinogénesis (Carrasco, 2003).

Beltran, 2005. Trato de elucidar si el mecanismo de accion del CAPE como
quimioprotector involucra la modificacion de las isoformas del citocromo p450 (CYP) que
pueden estar participando en el metabolismo de DEN. Para esto se utilizé el modelo del
hepatocito resistente y el CAPE se administrd 12h antes de la iniciacioén, obteniendo como
resultado que una sola dosis disminuye en un 70% la posibilidad de que las ratas
desarrollen tumores, sugiriendo que un posible mecanismo quimioprotector es a través del
metabolito del carcindgeno DEN pues CAPE modifico la actividad de algunos CYP que
podrian estar involucrados CYP2E1, CYP1A1/1A2 y CYP2B1/2B2.

Dominguez en 2008 determind el comportamiento de la proliferacion celular en las lineas
HeLa, Vero, Jurkat y K567 mediante ensayos de MTT, en este estudio se observd una
marcada disminucion de la proliferacion celular dependiente de la concentracion de CAPE,
de la linea celular y del tiempo de incubacion. CAPE demostro ser capaz de inducir
apoptosis en las lineas tratadas siendo las células Jurakt y las células mononucleares de
sangre periférica las que mostraron un mayor porcentaje de apoptosis, 55 % y 65%
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respectivamente, ademas que mostro tener efecto genotdéxico mucho menor que el control
positivo (ifosfamida).

Paniagua en 2010 estudid el compuesto N[2-clorobencil]|cinamida (NAO1) que es uno de
los compuestos obtenidos por disefio computarizado en el Laboratorio de Quimica
Medicinal de la FES-Cuautitlan . Este nuevo compuesto es ya una amida y no un éster (ver
figura 4). Se estudio mediante SCGE demostrando que NAO1 presenta ligera actividad
genotoxica en cultivo de linfocitos humanos, sin embargo, este dafio es mucho menor al
que produce MMS empleado como control positivo, por otra parte en cuanto a la
evaluacion de su citotoxicidad, NAO1 a dosis de 10 y 100pg/mL no produjeron muerte
celular mayor al 5%.

0 1

N

NH

Figura 4. Estructura molecular del derivado analogo del CAPE, NAO1 (N-[2
clorobencil]cinamida). Tomado de Paniagua, 2010.

Otro de los analogos del CAPE disefiado y sintetizado en FES-Cuautitlan fue el PAO1 cuya
estructura se muestra en la figura 5

TN

e /P;‘H\./\ P

CT T

Figura 5. Estructura molecular del derivado analogo del CAPE, PA01 (N-[(2 clorofenil)metil]-
Benzenacetamida). Tomado de Macias, et al. 2012.

Ruiz en 2012 evalu6 una serie de 30 compuestos nuevos de la serie LQM700 derivados
analogos del CAPE. El experimento consistié en poner a prueba dichos compuestos a la
concentracion de 100uM en tres lineas celulares neoplasicas: MDA-MB 231 (cancer de
mama), HeLa (céncer de cérvix) y PPC-3 (cancer de prostata), ademas de emplear un
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cultivo primario de células mononucleares de sangre periférica (linfocitos) y células de
tejido sano (fibroblastos). Por otra parte se evalud la citotoxicidad de los compuestos
mediante la técnica de Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico (MTT) y
cristal violeta (CV).

Hernandez en 2013 evalud6 el efecto antigenotdxico del compuesto LQM731, andlogo del
éster fenetilico del 4cido cafeico (CAPE), mediante el ensayo de electroforesis unicelular
en gel, demostrando que este compuesto posee actividad antigenotoxica al disminuir en
células de higado el dafo al ADN causado por MMC en un 91.7 % empleando una dosis
de 20mg/Kg y un 90.2% en células de rindén a la misma dosis a un tiempo de 3h post-
administracion.

I1.3 Ensayo de electroforesis unicelular en gel (SCGE) o ensayo cometa

El ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina, es un método sensible y relativamente
sencillo para detectar dafio en el ADN a nivel de células individuales (Singh et al. 1988),
asimismo detecta rupturas de ADN de cadena sencilla y enlaces cruzados, con el enfoque
de una sola célula en pruebas citogenéticas.

Fue desarrollado para medir rompimientos en la cadena del ADN en células expuestas a
radiacion ionizante, utilizando una técnica en la cual embebian las células en un gel de
agarosa obteniendo un halo de ADN fragmentado alrededor del ntcleo. Posteriormente se
optimizo el método efectuando la lisis en una solucién neutra y empleando un campo
eléctrico débil para atraer a los fragmentos de ADN hacia la carga positiva (Ostling, 1984)
Por ultimo en ADN se tifio con bromuro de etidio para visualizar los nucleos con los
cometas (Tice, 2000)

La electroforesis alcalina (pH> 13) desenrrolla al ADN y separa las proteinas asociadas,
incrementando la movilidad y visualizacion de los fragmentos de ADN, debido a esto, se
pueden observar rupturas de cadena sencilla y doble; lesiones en los sitios sensibles al dlcali
y en sitios de reparacion retardada del ADN; ofreciendo mayor sensibilidad para detectar
agentes genotoxicos (Fairbairn, et al. 1995, Rojas, et al. 1999). Asi el ADN migra fuera de
la célula bajo la influencia de un campo eléctrico, donde el ADN no dafiado migra mas
lento (figura 6a) y permanece encerrado dentro del nticleo cuando es aplicada una corriente
eléctrica, mientras que un patréon de migracion con la apariencia de un cometa (figura 6b)
indica que el ADN de la cauda esta dafiado.
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Figura 6 Iméagenes de cometas obtenidos de linfocitos asilados utilizando la version alcalina. a)
controles mostrando igualmente una pequefia migracion que corresponde al dafio basal b)
tratados con radiaciéon gamma donde se observa la formacion tipica de un cometa cabeza y

cola. Tomado de Zufiiga, 2009

I1.3.1 Mecanismos de formacidn de cometas

Las células embebidas en un gel de agarosa y colocadas en portaobjetos, son lisadas para
remover las proteinas y restos celulares, subsecuentemente se colocan en solucion alcalina
cuya funcidn es desenrollar la doble hélice del ADN lo que contribuye a la expresion de
sitios alcali labiles y rupturas de la cadena del ADN. Posteriormente se realiza la
electroforesis durante la cual la cromatina relajada y los fragmentos rotos del ADN debido
a la carga negativa que presenta migran hacia el anodo de manera mas rapida que el nucleo.
Asi se pueden distinguir dos principios de formacion del cometa:

1. La migracion del ADN esta en funcion del numero y tamafio de los fragmentos
libres del ADN.

2. El incremento en el largo de la cauda depende de las condiciones de electroforesis,
y no del tamafio de los fragmentos (Rojas, 2008)

11.3.2 Medicion del dano

La evaluacion del dafio, determinado por la cantidad de migraciéon del ADN debe ser
determinada visualmente y se puede llevar a cabo categorizando las diferentes clases de
migracion de manera semicuantitativa o cuantitativa.

e Semicuantitativa: a través de evaluaciones visuales, para estimar en la imagen la
longitud de la cauda y ancho del nucleoide o cabeza con un micrémetro para
después calcular diversos parametros y/o la clasificacion en 5 categorias
dependiendo de la migracion de ADN observada como se ilustra en la figura 7.
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Figura 7. Clasificacion por Kobayashi, et al. 1995 en ZUfiiga, 2009

Cuantitativa: para evaluar el dafio al ADN en estudios de genotoxicidad se ha
tomado como criterio de dafio el momento de la cola (momentum de la cauda TM
por sus siglas en ingles) (Anderson, et al. 2003, Schabath, et al. 2003) que es el
porcentaje de ADN en la cola que es producto de la distancia de migracion y de la
densidad de ADN (Olive, et al. 1990, 1992; Muller, et al. 1994) el momento de la
cola incorpora una medida tanto del tamafio mas pequefio de ADN que migra fuera
del ntcleo (longitud de la cola del cometa) y el nimero de rupturas (representado
por la intensidad de ADN en la cola). Con la ayuda de un software analizador de
imagen (figura 8) es posible determinar: la intensidad, area total, largo de la cauda,
largo del cometa, tamafio de la cabeza, momentum de la cauda (TM), la longitud de
la cola (TL) y momentum de la cauda de Olive. (Hartmann, et al. 2003; Rojas,
2008).

Una vez finalizada la cuantificacion del dafio en las células se obtiene una hoja de
calculo (figura 9) en donde se tienen los datos de todos los pardmetros obtenidos de
cada una de las células medidas por individuo, ademés de algunas medidas estadisticas
de tendencia central, dispersion y variabilidad de estos mismos parametros por

individuo.
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Figura 8. Ejemplo de pantalla del software del analizador de imagen Comet Imager 2.1
Tomada de Hernandez, 2013.
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Figura 9. Ejemplo de hoja de calculo obtenida de la cuantificacion del dafio en las células.
(Fotografia: Cruz, 2014)
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1. JUSTIFICACION

En el marco del dia mundial de la lucha contra el céncer (4 febrero de 2014) se da a
conocer “un pronostico oscuro en el mundo, pues se diagnosticaran casi 22 millones de
casos de cancer en la década del 2030 frente a los 14 millones reportados en el 2012, esto
debido a un fuerte incremento de la enfermedad en los paises en desarrollo, en ese mismo
lapso las muertes por cancer pasaran del 8.2 millones a 13 millones por afio, tendencia que
va a la par con el aumento del envejecimiento de la poblaciéon y con la adopcidn reciente de
habitos y reposos como fumar, todo ello de acuerdo al reporte de la Agencia Internacional
para la Investigacion del Céancer de la OMS. Para los expertos el mayor impacto seran los
paises con menores recursos, muchos de ellos mal equipados para este incremento en los
numeros del cancer”*. Frente a todo este panorama los esfuerzos por combatirlo tampoco
han cesado, si bien la era de la quimioterapia anticancerigena comenz6 por los afios 40’s,
empledndose inicialmente derivados del gas mostaza, en la década de los 60°s, les siguieron
el descubrimiento de la 6-mercaptopurina, vincristina, en 1988 Grundberger identifica al
Ester Fenetilico del Acido Cafeico (CAPE) como la sustancia bioldgicamente activa
contenido en el propoleo de las abejas, el cual posee una plétora de actividades biologicas
importantes tales como: potente inhibidor selectivo en el crecimiento de las células
neoplasicas que no afecta a las células normales (linfocitos); sin embargo se hidroliza
facilmente en plasma, aislarlo de la colmena es una tarea compleja con poca utilidad y en la
sintesis quimica del CAPE los rendimientos son muy bajos, con todo esto se han
desarrollado amidas analogas estructurales que semejan e incluso algunos mejoran la
actividad de CAPE.

En la FESC el grupo del Dr. Enrique Angeles se ha encargado de sintetizar compuestos
CAPA andlogos del CAPE desde hace ya algunos afios, el compuesto LQM738 fue
evaluado in vitro por Ruiz en 2012 y resultd ser selectivamente citotoxico, en particular
para la linea celular PC-3 que obtuvo una concentracion inhibitoria 50 (ICsg) de 25.04uM y
para la linea MDA-MB-231 una concentracion de 35.52uM, esto con un tiempo de
exposicion de 24h utilizando la técnica de MTT. El compuesto es NO citotdxico para el
cultivo primario de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) dando una ICs, de
153.6uM, con estos resultados se puede decir que el LQM738 mostrdo ser un buen
candidato para emplearse como farmaco contra el cancer de mama y prostata, asi que como
parte de los estudios preclinicos para los nuevos compuestos con interés terapéutico se
plantea continuar con la evaluacion in vivo. Por esta razon aqui estudiamos el efecto
genotoxico y antigenotoxico del compuesto LQM 738, mediante la técnica de electroforesis
unicelular en gel, en ratones CDI.

*Tomado de: OMS alerta sobre ola de cdncer en el mundo - 04/02/14.
http://www.youtube.com/watch?v=SADC-LXGDeo&sf=Relevancyi#l
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IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad genotdxica y antigenotoxica, del compuesto LQM738, empleando
la técnica de electroforesis unicelular en gel en la version alcalina pH>13 en células de
higado y rifion de ratones machos jovenes de la cepa CD1.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Inducir dafo genotoxico agudo en un modelo in vivo (ratones machos de la cepa
CD1) empleando Mitomicina C a una dosis de 2mg/Kg como agente mutagénico,
para demostrar por medio del ensayo cometa la accion del compuesto LQM738.

e Evaluar la genotoxicidad aguda del compuesto LQM738 a 3 y 18 horas de
exposicion, a dos diferentes dosis (20 y 40mg/Kg) administrados por via
intraperitoneal.

e Evaluar la antigenotoxicidad del compuesto LQM738 a 3 y 18 horas de exposicion,
a dos diferentes dosis (20 y 40 mg/Kg), después de haber inducido dafio en el ADN
por Mitomicina C (MMC).
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V. HIPOTESIS

Dada la vasta cantidad de evidencias que comprueban la accion quimioprotectora del éster
fenetilico del acido cafeico y diversos derivados andlogos, se espera que siendo el
compuesto LQM738 un andlogo mas, éste presente una igual o mayor actividad que el
CAPE evaluandola como accién antigenotoxica ademas de no presentar genotoxicidad per
se el compuesto.
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V. DIAGRAMA DE FLUJO

PESAR, MARCAR Y DISTRIBUIR
los animales en lotes. Ver tabla 5

ADMINISTRACION IP del
tratamiento correspondiente por lote.

SUSPENSION CELULAR de cada
organo en PBS.

SACRIFICIO Y OBTENCION DE
ORGANOS (higado y rifion).

VIABILIDAD CELULAR >85%
con azul de tripan.

SUSPENCION DE TRABAJO.
Mezclar 10uL de suspension celular
con 75 uL de agarosa LMP a 37°C.

LISIS. EDTA (100mM), NaCl
(2.5mM), Tris 10mM pH 10

PREPARACION DE LAMINILLAS
DE TRABAJO. 110 pL de agarosa NA
(solidificada) + 85 pL de suspension
anterior.

DESNATURALIZACION. EDTA
(1mM), NaOH (300mM) 20 min.pH>13

ELECTROFORESIS de los
microgeles a 25 v, 300 mA, 30 m.
pH >13.

TINCION BrET 1X

NEUTRALIZACION Tris 0.4M pH
7.5 y FIJACION Metanol absoluto
5 min.

OBSERVACION MICROSCOPICA.
Microscopio de epifluorescencia Axioimager
(Zeiss Alemania) y el software COMET

IMAGER 2.150 lecturas p/6rgano

ANALISIS ESTADISTICO.Q Dixon,
Anova y Tukey-Kramer
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VIl. MATERIAL Y METODOS
MATERIAL

Equipos y materiales

Balanza analitica.

Bafio seco.

Cajas de Petri.

Camara de electroforesis.

Cémara de Neubawer.

Charolas de plastico, desechables.
Contador.

Cubreobjetos de 24 x 50 mm.

Equipo de diseccion.

Fuente de poder.

Horno de microondas.

Jeringas desechables de 1, 3, 5 y 10ml.
Material de cristaleria para preparacion de
soluciones.

Micropipetas de 5, 10 y 100 pl con puntas.

Microscopio de epifluorescencia
Microscopio optico.

Papel secante.

Placas de hielo.

Portaobjetos de 76 x 26 mm.
Potenciometro.

Termometro.

Tubos Eppendorf.

Vasos Copplin.

Material biologico

Ratones machos jovenes (25-30g),
cepa CDI1

METODOS

Metodologia experimental

Preparacion del reactivo de prueba LQM738

Ver anexo 2 Preparacion de soluciones

Reactivos

Acido clorhidrico.
Agarosa de bajo punto de fusién (LMP).

Agarosa de normal punto de fusién (NA).

Agua desionizada.
Azul de tripan.
Bromuro de etidio.
Cloruro de sodio.
Dimetilsulfoxido.
EDTA (sal disodica).
Hidréxido de sodio.
Hielo frapé
Metanol absoluto.
Mitomicina C.
LQM 738.

PBS pH=7.4.
Triton X-100.
Trizma base.
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PESAR, MARCAR Y DISTRIBUIR los animales en lotes.

Cada lote de trabajo estuvo constituido por 5 animales: mismos que fueron pesados y
marcados cada uno con marcador indeleble empleando la técnica de anillos en la cola
iniciando desde la base.

La distribucion usada se observa en la tabla 5 obteniéndose un total de 13 lotes.

Tabla 5. Distribucion de lotes

BCO 5 - - -
DMSO080% 5 3 DMSO -

5 18
MMC(0.2mg/mL) 5 3 MMC 2 mg/Kg

5 18
LQM 738 5 3 LQM 738 20 mg/Kg
(20mg/Kg) 5 18
LQM 738 5 3 LQM738 40 mg/Kg
(40mg/Kg) 5 18
MMC + LQM 5 3 MMC + LQM 738 2 mg/Kg+ 20
738 (20mg/Kg) 5 18 mg/Kg
MMC + LQM 5 3 MMC + LQM 738 2 mg/Kg + 40
738 (40mg/KQ) 5 18 mg/Kg

ADMINISTRACION IP del tratamiento correspondiente por lote.

Se realizaron los célculos necesarios para determinar la dosis que se debe administrar a
cada animal de acuerdo al esquema de la tabla anterior, a su peso y teniendo muy en cuenta
que el volumen maximo que se puede administrar a un ratéon via IP es de 0.3mL.

Todo el trabajo con animales se desarrollo en las instalaciones de la Unidad de Aislamiento
y Bioterio de la FES-Cuautitlan a cargo del Dr. Cris6foro Mercado, siguiendo las normas
que esta unidad establece para ello, en base al CICUAE de la FESC.

SACRIFICIO Y OBTENCION DE ORGANOS (higado y rifion).

Tras haber trasncurrido el tiempo de tratamiento (3 o 18h) el animal se sacrificd por
dislocacion cervical, se examind visulamente 6rganos internos y se extrajo una porcion al
azar de higado y rifon.

SUSPENSION CELULAR de cada 6rgano en PBS.
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Los organos se colocaron por separado en cajas Petri con PBS frio y sobre hielo picado, se
cortaron con tijeras para obtener trozos pequefios y disgregar los tejidos succionando con
jeringa de 3mL hasta obtener una suspension celular homogénea. Se empleo la metodologia
para ensayo cometa de Martinez, et al. 2012 modificada.

VIABILIDAD CELULAR: >85% con azul de tripan.

Se mezclo en un portaobjetos SuL de suspension celular y SpuLL de azul de tripan, la mezcla
se coloca en una cdmara de Neubauer y observa al microscopio Optico a 40x donde se
realiza el conteo en cuatro cuadrantes periféricos. Las células vivas (CV) se observan
ligeramente amarillentas, mientras que las células muertas (CM) se tifien de color azul.

%CV= CvV x 100

CV+CM

PREPARACION DE LAMINILLAS DE TRABAJO: 110puL de agarosa AN (solidificada)
+ 85uL de suspension celular.

Si se obtiene una viabilidad > 85%, se mezclan 10uL suspension celular con 75uL de
agarosa LMP a 37°C se homogenizan perfectamente en un tubo eppendorf y se colocan los
85uL de esta nueva mezcla en un portaobjetos previamente preparado con una capa de
agarosa (AN) solidificada y se protege con un cubreobjetos largos (24 x 50mm), se deposita
en bloque de hielo hasta que solidifique el agarosa LMP. Se retira cuidadosamente el
“cubre”, se colocan 75uL. mas de agarosa LMP a 37°C cubriéndolos de nueva cuenta y
descansandolos una vez mas en bloque de hielo; al solidificar se separa el cubreobjetos.

LISIS: EDTA (100mM), NaCl (2.5mM), Tris 10mM pH 10

Los portaobjetos que ya cuentan con las tres capas de agarosa bien solidificada, se les retird
el cubreobjetos y fueron colocados en vasos Copplin con solucién de lisis durante 12h
manteniéndolos en obscuridad y en refrigeracion.

DESNATURALIZACION: EDTA (ImM), NaOH (300mM) 20min. ELECTROFORESIS
de los microgeles a 25v, 300mA, 30 minutos. pH >13.

Al cabo de las 12h las laminillas de trabajo son colocados en la caja electroforética y
cubiertas con el buffer de electroforesis durante 20 minutos, para expresar los sitios alcali
labiles, pasado este tiempo se comenzo6 la corrida electroforética a 25v, 300mA, 30 minutos
en obscuridad.
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NEUTRALIZACION Tris 0.4M pH 7.5 y FDACION Metanol absoluto 5min.

Con la ayuda de unas pinzas se retiraron los portaobjetos de la camara, se lavaron con
solucion de neutralizacion 3 veces cada una por 1min. Posteriormente se sumergieron en
metanol absoluto por Smin. Se dejaron secar y guardaron para su posterior observacion.

TINCION. BrET Ix

Se colocaron 50uL de bromuro de etidio 1x sobre el portaobjetos de trabajo, se cubrieron
con cubreobjetos largos para expandir el bromuro a lo largo del portaobjetos, se retiro el
exceso de solucion con papel secante.

OBSERVACION MICROSCOPICA. 50 lecturas p/organo

Finalmente se analizaron los cometas en el microscopio de epifluorescencia Axio Imager
A1l marca Zeiss con el software Comet Imaging version 2.1. Las lecturas fueron tomadas
siempre del centro de cada portaobjetos hasta cubrir 50 por 6rgano y por tratamiento.

ANALISIS ESTADISTICO. Q Dixon, Anova y Tukey-Kramer

Se utiliz6 el programa estadistico GraphPad Instat version 3.1 realizdndose el ANOVA y la
comparacion de medias entre los lotes de trabajo, con la prueba de Turkey-Kramer P<
0.05. Ademas de la prueba contraste de Dixon o contraste Q para determinar si existian
algtn dato anémalo.
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VIII. RESULTADOS
EVALUACION CITOTOXICA

Viabilidad celular: debe encontrarse por encima del 85% (franja roja en figuras 10-
13) para la validacion del ensayo cometa.

Tabla 6. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en células de higado de raton CDI a
3h post-administracion, evaluada mediante la técnica de azul de Tripan.

Lote Media Error std
BCO 96.2 1.2700
DMSO 80% 94.4 1.5900
MMC (0.2 mg/ml) 95.2 0.7100
LQM 738 (20mg/Kg) 96.0 1.5600
LQM 738 (40mg/Kg) 95.3 0.6700
MMC + LQM 738 95.7 0.9100
(20mg/Kg)
MMC + LQM 738 95.5 1.1200
(40mg/Kg)
100

5

3 95 4

3

-]

§ 90 -

E

S 85 .

xX

80 - . ; . . . .
BCO DMSO 80% MMC (0.2 Lam 738 LM 738 MMC+LQM MMC + LQM
mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg) 738 738
(20mg/Kg)  (40mg/Kg)
Tratamientos

Figura 10.Porcentaje de viabilidad celular obtenido en las células de higado de raton
CD1 a 3h post-administracion.
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Tabla 7. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en células de higado de raton CDI a

18h post-administracion, evaluada mediante la técnica de azul de Tripdn.

Lote Media Error std
BCO 96.0 1.00000
DMSO 80% 91.1 0.35000
MMC (0.2 mg/ml) 93.7 1.09000
LQM 738 (20mg/Kg) 92.6 2.00000
LQM 738 (40mg/Kg) 93.5 1.72000
MMC + LQM 738 93.7 1.28000
(20mg/Kg)
MMC + LQM 738 954 1.00000
(40mg/Kg)
100

ERCR

8

°

§ 90 -

3

S 85 -

X

80 - . ; . ; . .
BCO DMSO 80% MMC (0.2 LQM 738 LQM 738 MMC+LQM MMC+LQM
mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg) 738 738
(20mg/Kg) ~ (40mg/Kg)
Tratamientos

Figura 11. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en las células de higado de raton
CD1 a 18h post-administracion.
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Tabla 8. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en células de rifion de raton CDI a 3h
post-administracion, evaluada mediante la técnica de azul de Tripan.

Lote Media Error std
BCO 90.7 1.1300
DMSO 80% 90.3 1.6600
MMC (0.2 mg/ml) 88.6 1.3600
LQM 738 (20mg/Kg) 94 .4 0.7800
LQM 738 (40mg/Kg) 90.7 1.3800
MMC + LQM 738 934 1.3800
(20mg/Kg)
MMC + LQM 738 89.4 5.3500
(40mg/Kg)
100
8
% 95 T T
E %0 o I T !
]
3 85 _——
X
80 r r r r r " .
BCO DMSO 80% MMC (0.2 LQMm 738 LaM 738 MMC+LOQM MMC+LQM
mg/ml)  (20mg/Kg)  (40mg/Kg) (20;3;@ (40;3;ng)
Tratamientos

Figura 12. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en las células de rifion de raton
CD1a 3h post-administracion.
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Tabla 9. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en células de rifion de raton CD1 a
18h post-administracion, evaluada mediante la técnica de azul de Tripan.

Lote Media Error std
BCO 96.0 1.0000
DMSO 80% 88.0 2.3400
MMC (0.2 mg/ml) 88.9 2.6000
LQM 738 (20mg/Kg) 88.5 4.4400
LQM 738 (40mg/Kg) 914 1.0500
MMC + LQM 738 91.5 1.5800
(20mg/Kg)
MMC + LQM 738 96.0 0.7100
(40mg/Kg)
100

5

S 95 -

8

e

é" 90 -

3

S 85+

X

80 -
DMSO 80/ MMC(OZ Lam 738 LM 738 MMC+ LQM MMC + LOM
mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg) 738 738
(20mg/Kg)  (40mg/Kg)
Tratamientos

Figural3. Porcentaje de viabilidad celular obtenido en las células de rifion de raton CD1
a 18h post-administracion.
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Tabla 10. Resultados de la evaluacion obtenida de los momentos de la cauda (expresados
en pixeles) en células de higado de raton CD1 a 3h post-administracion

BCO. DMS080% MMC LOM738 LQM738 MMC+LQM738 | MMC+LQM738

0.2mg/mL 20mg/Kg

1 1.55 1.19 110.26 9.59 752 4.7 23.8
2 1.6 2.76 112.9 19.28 8.46 8.23 25

3 1.81 7.01 121.1 44.59 9.83 20.64 98.55
4 9.88 8.04 163.89 51.33 15.72 23.24 141.98
5 17.39 9.34 220.99 62.82 50.04 27.69 152.29
Promedio 6.446 5.668 145.828 37.522 10.382 16.9 88.324
Q min 0.003 0.192 0.023 0.182 0.022 0.153 0.009
Q max 0.474 0.159 0.515 0.215 0.807 0.193 0.080
desv std 7.080 3.514 47.266 22.324 3.682 9.932 61.742
error std 3.166 1.571 21.138 9.983 1.646 4.441 27.612

250

200

150 [
100 T
50 % %k %k
* %k %k
*ok ok ook k i *okok
o 4 , T
BCO DMSO 80% MMC (0.2 LQM 738 LM 738 MMC+LQM MMC+LQM

mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg) 738 738
(20mg/Kg)  (40mg/Kg)

Dafio al DNA (momento de la cauda)

Tratamientos

Figura 14. Dafio causado al ADN (expresado en pixeles) de las células de higado de
raton CD1 en los distintos tratamientos a 3h post-administracion.

*#* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control positivo (ANOVA,
Tukey-Kramer P<0.001).
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Tabla 11. Resultados de la evaluacion obtenida de los momentos de la cauda (expresados
en pixeles) en células de higado de raton CD1 a 18h post-administracion

DMSO80% MMC LQM738 LQM738 MMC+LOM738 MMC+LQM738
0.2mg/mL  20mg/Kg

1 1.55 2.21 0.18 1.1 3.97 1.13 1.32
2 1.6 2.36 2.67 2.3 4.94 1.47 3.25
3 1.81 3.63 10.51 2.55 9.37 2.49 7.1
4 9.88 4.72 13.18 2.64 10.02 2.79 8.27
5 17.39 5.71 21.9 24.86 22.33 4.43 11.68
promedio 6.446 3.726 9.688 2.14 10.126 2.462 6.324
Q min 0.003 0.042 0.114 0.050 0.052 0.103 0.186
Q max 0.474 0.282 0.401 0.935 0.670 0.496 0.329
desvstd  7.080 1.508 8.684 0.712 7.319 1.298 4.109
errorstd  3.166 0.674 3.883 0.318 3.273 0.580 1.838

250

g

S 200

g 150

3

E 100

£

< 50

e

g 0 __i_'___'_i . . [ ] . ————

lg BCO DMSO 80% MMC (0.2 LQM 738 LM 738 MMC+LOM MMC+LQM

o mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg) 738 738

(20mg/Kg)  (40mg/Kg)

Tratamientos

Figural5.Dafio causado al ADN (expresado en pixeles ) de las células de higado de ratén
CDL1 en los distintos tratamientos a 18h post-administracion.
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Tabla 12. Resultados de la evaluacién obtenida de los momentos de la cauda (expresados
en pixeles) en células de rifién de raton CD1 a 3h post-administracion

1 1.6

2 9.88
3 13.78
4 17.39
5 25.9
promedio 13.71
Q min 0.340
Q max 0.350
desvstd  8.992
errorstd  4.021

4.5 122.08 26.4 50.16 25.24
6.68 187.03 46.25 81.35 63.15
14.09 196.92 61.78 81.93 65.75
25.28 209.53 100.27 128.5 112.96
32.76 219.15 124.56 149.35 129.25
16.662 186.942 71.852 98.258 79.27
0.077 0.669 0.202 0.314 0.364
0.264 0.099 0.247 0.210 0.156
12.120 38.256 40.026 39.971 41.817
5.420 17.108 17.900 17.875 18.701

_ 250

§ 200

3 150

E 100 i

5 50

a

DMSO 80% MMC (0.2 LQM 738 LM 738 MMC+LQM MMC+LQM

mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg)

Tratamientos

738 738
(20mg/Kg)  (40mg/Kg)

76.27
92.1
100.95
101.07
201.61
92.591
0.126
0.802
11.667
5.217

Figura 16. Dafio causado al ADN (expresado en pixeles ) de las células de rifion de raton

CD1 en los distintos tratamientos a 3h post-administracion.

*#* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control positivo (ANOVA,
Tukey-Kramer P<0.001).

**Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control positivo (ANOVA,
Tuckey-Kramer P<0.01).

*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control positivo (ANOV A,

Tukey-Kramer P<0.05).
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Tabla 13. Resultados de la evaluacion obtenida de los momentos de la cauda (expresados
en pixeles) en células de rifion de raton CD1 a 18h post-administracion

BCO. DMS080% MMC LQM738 LQM738 MMC+LQM738 MMC+LQM738

0.2mg/mL 20mg/Kg 40mg/Kg 20mg/Kg 40mg/Kg
1 1.6 0.55 1.27 4.48 10.44 3.78 1.96
2 9.88 3.32 5.84 5.72 13.78 7.11 3.45
3 13.78 4.54 18.25 12 16.26 9.03 5.28
4 17.39 4.84 25.38 15.48 17.12 9.96 10.04
5 25.9 11.56 50.63 23.59 43.12 16.26 20.91
promedio 13.71 4.962 20.274 12.254 14.404 9.228 8.328
Q min 0.340 0.251 0.092 0.064 0.102 0.266 0.078
Q max 0.350 0.610 0.511 0.424 0.795 0.504 0.573
desv std 8.992 4.058 19.500 7.779 2.995 4.587 7.662
error std 4.021 1.815 8.721 3.479 1.339 2.051 3.426

250

200

150

100

50

o-_ﬁ_____ﬁ Ta B e m

DMSO 80% MMC (0.2 LQM 738 LM 738 MMC+LQM MMC+LQOM
mg/ml) (20mg/Kg)  (40mg/Kg) 738 738
(20mg/Kg)  (40mg/Kg)

Dafiio al DNA (momento de la cauda)

Tratamientos

Figura 17.Dafio causado al ADN (expresado en pixeles ) de las células de rifidn de raton
CD1 en los distintos tratamientos a 18h post-administracion.
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IX. DISCUSION

El compuesto LQM738 tiene un peso molecular de 432.72gr/mol y una férmula
condensada Cy;H; 6O:NCls. pertenece a la serie LQM700 y es un derivado amidico
halogenado del éster fenetilico del acido cafeico (CAPE). Fueron desarrollados con las
técnicas de Quimica computacional empleando paquetes que relacionan la estructura
quimica con la actividad bioldégica mediante el método QSAR (Quantitative Structure-
Activity) y los métodos de modelacion molecular y sintetizado por el grupo de
investigacion del Dr. Enrique Angeles Anguiano en el laboratorio de Quimica Medicinal de
FESC UNAM.

En el presente trabajo se evaluo la capacidad genotdxica y antigenotoxica del LQM738
mediante la técnica de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa), en ratones machos
jovenes de 24-26g de peso de la cepa CDI. La viabilidad celular mayor al 85% durante la
técnica del ensayo cometa es de crucial importancia, pues es asi como se valida la técnica
siendo que con viabilidades menores al 70% se han obtenido incremento en la migracion
del ADN ocasionando falsos positivos (Henderson et. al., 1998). En el trabajo experimental
la viabilidad se evalu6é por la técnica de exclusion con el colorante supravital azul de
Tripan. Los resultados mostraron una viabilidad promedio en todos los experimentos del
94.7% en higado y de 91.4% en rifion. Tomando en cuenta la recomendacién en el sentido
de que una viabilidad menor al 70-80% en los controles es inadecuada, los resultados
obtenidos nos aseguran que las condiciones de manejo de las muestras no causaron muerte
celular y que por consiguiente no cuantificamos resultados falsos positivos.

Si bien el compuesto LQM738 se perfila como un agente con posibilidad de llegar a
mercado, es necesario hacer notar que su solubilidad es muy reducida (< 20% en agua), por
lo tanto fue ineludible emplear el disolvente DMSO el cual presenta excelentes propiedades
de solvatacion y un perfil de toxicidad favorable, incluso es utilizado como ingrediente
activo en la industria farmacéutica y algunas formas farmacéuticas lo emplean como
componente de la formula final. Todo lo descrito hace que el DMSO fuera la mejor opcion
como disolvente y se tomara como control negativo a una dosis (80:20 DMSO:H,0). Al
evaluar la viabilidad para todos los tratamientos en que fue utilizado el DMSO mostraron
un resultado mayor al 88%.

En lo que respecta al resto de los lotes de trabajo la viabilidad se encuentra por encima del
85%, cabe resaltar que se presenta una viabilidad menor en rifion que en higado, pero sin
que sea estadisticamente significativa.

Genotoxicidad

En el presente estudio se empled el ensayo cometa como bioindicador de dafio al ADN en
la version alcalina con un pH> 13 el cual nos permite evaluar sitios alcali-labiles, rupturas
de cadena sencilla y sitios no reparados en la cadena de ADN (Tice y col., 2000) para
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realizar la observacion de los cometas se empled el microscopio de epifluorescencia Axio
Imager Al marca Zeiss mediante el software Comet Imaging 2.1; se observaron 50 células
por 6rgano de manera consecutiva partiendo del centro del microgel hacia los extremos y se
evaluo el tail moment (momento de la cauda) como indicador del dafio al ADN expresado
en pixeles.

La confianza dentro de los trabajos experimentales nos la proporcionan las herramientas
estadisticas por lo que en el presente estudio se establecid trabajar con 5 animales por lote,
de las 250 lecturas realizadas por lote se obtuvo el promedio por ratén, quedandonos asi tan
solo con 5 medias para cada lote y estos valores a su vez son los que se emplearon para
aplicar la estadistica con el programa GraphPad Instat version 3.1 realizdndose el ANOVA
y la comparacion de medias entre lote de trabajo, con la prueba de Turkey-Kramer P< 0.05.
El nimero de individuos de estudio no fue elegido al azar sino que para poder ejecutar una
distribucion normal se requieren minimo de 5 sujetos de estudio, por otra parte también se
realizé la prueba de Q de Dixon a los promedios antes de ingresarlos al programa de
estadistica. El test Q, como también se le conoce, se emplea para eliminar legitimamente
valores sospechosos que se encuentran en los extremos que son considerados atipicos
(Miller & Miller, 2002).

Se ordenaron los promedios de menor a mayor por cada lote, con el fin realizar la prueba Q
de Dixon, en las tablas 10, 11, 12 y 13 los valores que se encuentran en color rojo se
encontraron atipicos para un intervalo de confianza del 95% por ello al realizar el analisis
estadistico complementario no se emplearon estos valores. ANOVA asume que los datos se
muestran en las tablas 10, 11, 12 y 13 siguen una distribucion gaussiana. Esta hipotesis se
puso a prueba utilizando el método Kolmogorov y Smirnov obteniendo los siguientes
resultados para los datos de la tabla 10

Tabla 14 Evaluacién de la prueba de normalidad por el método Kolmogorov y Smirnov
de células hepéaticas 3h post-administracion.

Group KS P Passed normality
test?

BCO 0.3435 0.0541 Yes
DMSO 80% 0.2486 >0.10 Yes
MMC (0.2 mg/ml) 0.2995 >0.10 Yes
LQM 738 (20mg/Kg) 0.2242 >0.10 Yes
LQM 738 (40mg/Kg) 0.3572 0.0359 No
MMC + LQM 738 0.2467 >0.10 Yes
(20mg/Kg)

MMC + LQM 738 0.2474 >0.10 Yes
(40mg/KQg)
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Al menos una columna no pasé la prueba de normalidad con P < 0.05. El lote que no
cumple es el de 40mg mismo que presenta el valor anomalo y por ello se elimin6. Esto
mismo se realizd para los resultados de las tablas 11, 12 y 13 (ver anexol) pues en cada
una de ellas se encuentra al menos un valor anémalo.

Resultados obtenidos en el ensayo genotoxico de células hepdticas a 3h post-
administracion:

El andlisis de varianza para la tabla 10 nos mostré que existe diferencia altamente
significativa entre el lote BCO y MMC (0.2mg/Kg) (P <0.001) lo cual indica que los
ratones adquiridos se encuentran sanos y que el mutageno empleado MMC est4 danando al
ADN vy se pone de manifiesto al observar los cometas con caudas grandes; obtener un valor
para P>0.05 indica que no hay diferencia significativa y esto es lo que ocurre entre el lote
BCO y el DMSO 80% por lo que se infiere que el vehiculo empleado DMSO 80% no
interfiere en el tratamiento y esto se corrobora comparando DMSO 80% contra MMC
(0.2mg/Kg) con una valor de P<0.001 que indica ser altamente significativa la diferencia,
asi pues en resumen se esperaba que el lote blanco no presentara dano, que el control
negativo presentara nulo o muy poco dafo y que el control positivo estuviese un alto dafo,
y esto es lo que ocurre realmente en nuestras condiciones de trabajo.

La genotoxicidad del compuesto LQM738 en células hepaticas en sus dos concentraciones
evaluadas nos refiere que no presenta actividad genotoxica per se, pues no hay diferencia
significativa entre los lotes del LQM738 a 20mg/Kg contra el lote BCO y el DMSO80%
(P>0.05), el mismo valor de P se obtuvo para los lotes LQM738 a 40mg/Kg frente a lote
blanco y control negativo. Mientras que con respecto al control positivo el valor de
P<0.001 lo que representa que es altamente significativa la diferencia para ambas
concentraciones, lo cual indica que no dafia al ADN de células sanas.

Resultados obtenidos en el ensayo genotoxico de células renales a 3h post- administracion:

Lo que respecta a los datos de la tabla 12 que corresponden a muestras de rifion a 3h post-
administracion; tiene la misma tendencia en los lotes BCO, MMC y DMS0O80% que los
evaluados para higado 3h. Al evaluar la genotoxicidad del compuesto LQM738 a una dosis
de 20mg/Kg contra el lote BCO y DMSO80% no hay diferencia significativa; lo que se
traduce que el compuesto no dafia al ADN como MMC quien si ejerce un dafio. A una dosis
de 40mg/Kg la diferencia con respecto al blanco y el DMSO80% es poco significativa
(P<0.05) y con respecto al control positivo es altamente significativa (P<0.001), pese a ello,
en la figura 16 se observa un mayor dafio a esta dosis, lo que nos indica que a una dosis
mayor si comienza a presentarse dafio genotdxico en células renales, no asi para células
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hepaticas pues en la figura 14 se muestra un menor daio. Esta concentracion se puede
establecer como limite superior para posteriores investigaciones.

Al cabo de 18 horas post-administracion se encontrd para ambos 6rganos evaluados que los
lotes DMSO80% y MMC no presentan diferencia estadisticamente significativa con
respecto al lote BCO (P>0.05). De la misma manera los lotes LQM738 20mg/Kg y
LQM738 40mg/Kg no tienen ningun efecto genotdxico tras 18 horas de administracion
pues muestran un valor de P>0.05 con respecto al lote basal (BCO).

Antigenotoxicidad

El modelo propuesto para evaluar la capacidad antigenotoxica del LQM738 es primero
administrar al raton via intraperitoneal el mutdgeno y posteriormente a los 30 minutos
administrar ahora el agente en estudio que se sospecha con propiedades antimutagénicas a
una concentracion x, finalmente sacrificar al animal para procesar células hepaticas y
renales empleando la metodologia para ensayo cometa al cabo de y horas desde la primera
administracion y su posterior reciprocidad con los controles.

Se emplearon 4 lotes de estudio cada uno con 5 individuos, se determinaron dos horarios de
sacrificio (a 3 y 18 horas desde la primera administracion) y se establecieron dos
concentraciones a evaluar (20 y 40mg/Kg). Por lo tanto el primer lote se evalu6 a una dosis
de 20mg/Kg del LQM738 y se sacrifico al finalizar 3 horas desde la primera administracion
con MMC 2mg/Kg. El segundo lote fue a la misma dosis del compuesto en estudio y se
ampli6 el tiempo de sacrificio hasta 18 horas. Para el tercero y cuarto lote se emplao la
dosis de 40mg/Kg del LQM738 con tiempos de sacrificio a 3 y 18 horas respectivamente.

El primer lote (MMC + LQM738 20mg/Kg) para células hepaticas después de 3h de la
administracion muestra una diferencia estadisticamente significativa (P<0.001) con
respecto al lote MMC (figura 14), lo que indica una reduccion del dano del 88.41% (valores
obtenidos empleando 100% el dafio producido por el control positivo). Para el tercer lote
(MMC + LQM738 40mg/Kg) no hay diferencia estadisticamente significativa frente a
MMC sin embargo si presenta una disminucion de dafio de tan solo un 39.43%. Lo cual
sugiere que la dosis de 20mg/Kg puede ser empleada como concentracion media para una
posterior evaluacion dosis-respuesta.

En la evaluacion de células renales (figural6) a 3h el primer lote (MMC + LQM738
20mg/Kg) frente a lote MMC manifiesta diferencia estadisticamente significativa (P<0.01)
y una reduccion de dafio del 57.59%. Para el tercer lote (MMC + LQM738 40mg/Kg)
(P<0.05), con una reduccién de dafio de 38.81%, con lo anterior se establece que a una
dosis mayor (40mg/Kg) la antigenotixicidad es menor que a la dosis de 20mg/Kg para
ambos 6rganos.
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En cuanto a la evaluacion a 18 horas post-administracion no se observa ninguna diferencia
significativa del segundo y cuarto lote (MMC + LQM738 20mg/Kg y MMC + LQM738
40mg/Kg respectivamente) con respecto a los controles (BCO, DMS080%, MMC) por lo
que se sugiere este tiempo como limite superior para desarrollar pruebas farmacocinéticas y
farmacodinamias.

Como se menciona anteriormente el compuesto LQM738 forma parte de la serie LQM700
al igual que el LQM731 mismo que fue evaluada su capacidad antigenotdxica en un sistema
in vivo bajo el mismo esquema del presente trabajo Hernandez, 2013. Es posible comparar
que el compuesto LQM731 tiene una antigenotoxicidad ligeramente mayor al 738 para las
dosis de 20mg frente a MMC registrando una reduccion de dafio de 91.7% del 731 contra
un 88.41% del 738 en células hepaticas y una diferencia considerable para la dosis de
40mg: el 731 registra 89.7% por 39.43% del 738.

En células renales a 20mg el 731 reporta 90.2% de reduccion contra 57.59% del 738 y para
la dosis de 40mg el primero reporta 88.1% por 38.81 del segundo. Por todo lo anterior el
compuesto LQM731 y el LQM738 aun no son descartados como agentes
quimioprotectores.

Zou y su grupo de colaboradores en 2010 sintetizaron y evaluaron la actividad bioldgica de
tres series de azaderivados del 4cido cafeico, en la que demuestran que el compuesto #80
que cuenta con 9 enlaces entre el anillo del catecol y el fenol es més citotoxicos contra las
lineas celulares KB, BEL7404, K562, Ecal09 con una ICsy de 0.2, 2.0, 1.7 y 1.1 uM
respectivamente. Al comparar las estructuras moleculares del compuesto #80 de Zou
(figura 18) que es quien presenta los mejores resultados, con la del LQM738 (figura 19)
nos damos cuenta que no presenta gran diferencia mas que en la parte de union, pues si bien
no son los mismos sustituyentes en la porcioén del catecol ambos compuestos cuenta con
sustituyentes electrodonadores, lo cual le confiere a ambas estructuras una gran densidad
electronica. Debido al gran parecido de las estructuras sugerimos que resulta factible que el
mecanismo por el cual ejerce su efecto el LQM738 sea similar al que presenta el compuesto
80 de Zou, quedando de lado la neutralizacion de radicales libre y la capacidad antioxidante
que estan directamente relacionados con la presencia de radicales hidroxilos adyacentes en
el grupo del catecol puesto que el LQM738 carece de ellos.

Figura 18. Estructura molecular compuesto #80 de Zou, et al. 2010

38



Figura 19. Estructura molecular compuesto LOM738

Zou refiere a fin de determinar el posible mecanismo implicado en la citotoxicidad, en la
linea celular K562 tratadas con el compuesto #80 que fue escogido para su posterior
analisis biologico. Los resultados muestran una relacion dependiente de la concentracion y
del tiempo tanto para la viabilidad celular como para la tasa de apoptosis mediante el
ensayo de MTT y analisis de citometria de flujo, respectivamente. Con el tratamiento del
compuesto 80 en 8.0 uM durante 72 h, la viabilidad de las células K562 se redujo a 37.9 +
1.4% del control y 20.4% de las células apoptoticas. Las células apoptoticas en ambas
etapas temprana y tardia se detectd a 48 h de tratamiento del compuesto 80, mientras que
so0lo se observd apoptosis en etapa tardia a las 72 h. Simultdneamente, los niveles de
expresion de la proteina apoptotica caspasa-3 se detectaron por Western blot después de 48
h de tratamiento con el compuesto 80. Estos resultados indican que el compuesto 80
suprime la viabilidad de las células K562 por, al menos en parte la induccion de apoptosis
de las células.
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X. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados mostrados anteriormente se concluye que:

La capacidad genotoxica del compuesto LQM738 se logro establecer con el ensayo
electroforesis unicelular como sigue:

A una dosis de 20mg/Kg no presenta significativa genotoxicidad tanto en higado como en
rifnon.

A una dosis de 40 mg/Kg en células hepaticas no hay dano significativo sin embargo en
células renales si presenta leve genotoxicidad.

La capacidad antigenotéxica del compuesto LQM738 se presenta de la siguiente
manera:

El compuesto reduce el dafio provocado al ADN por MMC hasta en un 88.42% en células
hepaticas y un 57.6% en renales a una dosis de 20mg/Kg.
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XI.

PERSPECTIVAS

Si bien el LQM738 presenta actividad antigenotdxica y citotoxicidad aguda sobre
algunas lineas neoplasicas, se sugiere realizar estudios cronicos y sub-cronicos con
la finalidad de corroborar la efectividad en exposicion prolongada.

Determinar DLs, del compuesto.

Siguiendo el esquema de Zou, ef al. 2010. Ampliar la parte de union a 9 enlaces y
volver a evaluar el nuevo agente contra lineas como HeLa, PC-3 y el resto que
empleo Zou; pues el compuesto #80 no presenta actividad frente a HeLa y PC-3,
mientras que Ruiz reporta buena actividad del LQM738 frente a estas lineas
celulares, asi se pondria de manifiesto la importancia de los sustituyentes en la
molécula.
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XIII.  ANEXOS

Anexo 1 Tablas que muestran la evaluacion de la prueba de normalidad por el método

Kolmogorov y Smirnov

Tabla 15 Evaluacién de la prueba de normalidad por el método Kolmogorov y Smirnov de células

hepaticas 18h post-administracion.

Group KS Passed normality test?
BCO 0.34 0.05 Yes
DMSO 80% 0.21 >0.10 Yes
MMC (0.2 mg/ml) 0.19 >0.10 Yes
LQM 738 (20mg/Kg) 0.45 0.001 No
LQM 738 (40mg/Kg) 0.30 >0.10 Yes
MMC + LQM 738 (20mg/Kg) 0.20 >0.10 Yes
MMC + LQM 738 (40mg/Kg) 0.17 >0.10 Yes

Tabla 16 Evaluacion de la prueba de normalidad por el método Kolmogorov y Smirnov

de células renales 3h post-administracion.

Group KS Passed normality test?
BCO 0.34 0.05 Yes
DMSO 80% 0.27 >0.10 Yes
MMC (0.2 mg/ml) 0.22 >0.10 Yes
LQM 738 (20mg/Kg) 0.19 >0.10 Yes
LQM 738 (40mg/Kg) 0.25 >0.10 Yes
MMC + LQM 738 (20mg/Kg) 0.22 >0.10 Yes
MMC + LQM 738 (40mg/Kg) 0.40 0.007 No

Tabla 17 Evaluacion de la prueba de normalidad por el método Kolmogorov y Smirnov

de células renales 18h post-administracion.

Group KS Passed normality test?
BCO 0.34 0.05 Yes
DMSO 80% 0.17 >0.10 Yes
MMC (0.2 mg/ml) 0.19 >0.10 Yes
LQM 738 (20mg/Kg) 0.19 >0.10 Yes
LQM 738 (40mg/Kg) 0.39 0.01 No
MMC + LQM 738 (20mg/Kg) 0.23 >0.10 Yes
MMC + LQM 738 (40mg/Kg) 0.25 >0.10 Yes
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Anexo 2 Preparacion de soluciones empleadas en el ensayo cometa

Agarosas

La agarosa de normal punto de fusién (AN) y la agarosa de bajo punto de fusion (LMP) se
preparan al 0.5% en PBS (Solucion Buffer de Fosfatos libre de Ca™ y Mg ™) empleando
agua desionizada.

Compuesto Gramos Volumen
Agarosa AN 0.125 25 ml
Agarosa LMP al 1% * 0.5 50 ml

*Nota: la AN se puede preparar a diferentes concentraciones con la finalidad de lograr que
se adhiera con mayor fuerza a los portaobjetos. Las variaciones mas usuales son al 0.75% y
1% y puede aplicarse a los portaobjetos sumergiéndolos verticalmente en un vaso pequefio.

Solucion Stock de lisis

Compuesto Concentracion Gramos para un litro | Gramos para 500 ml
NaCl 25M 146.1 73.05

EDTA 100 mM 37.2 18.6

Trizma base 10 mM 1.2 0.6

NaOH |- ~10 ~5

Con el NaOH poner el pH=10m de esta manera todos los compuestos se solubilizaran.
c.b.p. 890 ml de agua desionizada.

Esterilizar por filtracion a temperatura ambiente.

Solucion lisis de trabajo

Compuesto Volumen por vaso coplin de 30 ml
Solucidn stock de lisis 26.7

Dimetilsulfoxido 3.0

Triton X-100 0.3

Buffer de electroforesis

Solucion “A”
Compuesto Concentracion Gramos para 500 ml
NaOH 10N 200
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Solucion “B”.

Compuesto Concentracion Gramos para 200 ml

EDTA sal disodica 200 mM 14.89

Ambas sales deben ser disueltas en agua desionizada, en el caso de la solucion A el agua
empleada debe estar completamente fria ya que se genera una reaccion exotérmica fuerte, el
NaOH debe de adicionarse poco a poco y si el calor liberado es mucho se debe esperar un
momento a que se regule la temperatura antes de adicionar la siguiente cantidad del NaOH.

Buffer de trabajo de Electroforesis (300 mM de NaOH / 1 mM EDTA)

Esta solucion debe ser preparada al momento de la electroforesis.
Procedimiento de preparacion

Mezclar 30 ml de solucion “A” de Buffer de electroforesis con 5 ml de solucion “B” de
Buffer de electroforesis, ajustar el pH > 13 con NaOH y aforar a 1 L con agua desionizada.

Nota: la caja electroforética grande tiene capacidad de 2 litros, la mediana de 1.5 litros y la
chica de 500 ml.

Solucion de neutralizacion

Compuesto Concentracion Gramos

TRIS 04M 48.5

Disolver en agua desionizada, ajustar el pH= 7.5 con HCI concentrado y aforar a 1 litro con
agua desionizada.

Solucion colorante fluorescente

Preparar una solucion stock de bromuro de etidio a 20 pg/ml (10X)

mg de bromuro de etidio Volumen
10 50 ml

Para preparar una solucion 1X, mezclar 1 ml de solucion stock con 9 ml de agua
desionizada. Guardar las soluciones protegidas de la luz.
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