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RESUMEN

Objetivos. 1) Aproximarse a los modos de accién in vivo de la cladribina, fludarabina,
bromodesoxiadenosina y clofarabina en normoblastos de ratones ICR mediante el analisis de
las cinéticas de la actividad genotdxica y citotdxica determinadas por la frecuencia de
reticulocitos micronucleados (RET-MN) vy reticulocitos (RET), respectivamente. 2) Comparar
la respuesta de las cepas de ratén ICR y BALB/c a la administracion aguda de la misma
dosis de analogos de desoxiadenosina mediante el andlisis de las cinéticas de induccion de

RET-MN y RET.

Metodologia. Para el primer objetivo grupos de cinco ratones ICR fueron tratados con tres
diferentes dosis de cladribina, fludarabina, bromodesoxiadenosina y clofarabina. Para el
segundo objetivo, grupos de cinco animales ICR y BALB/c fueron tratados con una misma
dosis de los mismos agentes. Las muestras de sangre fueron obtenidas de las colas antes y
cada 8 h después del tratamiento hasta las 72 h. Las frecuencias de RET-MN y RET en

porcentaje fueron evaluados citométricamente.

Resultados. Las dosis altas de la cladribina, fludarabina, bromodesoxiadenosina y
clofarabina, presentaron un efecto citotéxico temprano que no fue relacionado a efectos
genotoéxicos de estudios previos. Las dosis altas de cladribina y clofarabina presentaron una
actividad genotoxica y citotoxica prolongada con perfiles similares, mientras que la
fludarabina y la bromodesoxiadenosina presentaron una respuesta genotoxica baja. La
curvatura de la cinética de RET-MN inducidos por la cladribina fue determinada por tres
picos, a las 24, 48, 56 h, mientras que la curvatura de la clofarabina presenté dos picos a las
32, 48 y un hombro a las 64 h sugiriendo en ambos casos hasta tres vias de induccion de

1



rupturas de ADN. Por otra parte, ambas cepas de ratdon presentaron variaciones
significativas en la forma de las cinéticas de RET-MN y de RET a través del nimero de picos
y su magnitud. El andlisis, ademas mostré que la cepa BALB/c presenté mayor efecto
genotdxico a la clofarabina y la bromodesoxiadenosina y mayor efecto citotoxico hacia la

cladribina y clofarabina que la cepa ICR.

Conclusién. El andlisis de la cinética de induccion de RET-MN y RET en normoblastos de
ratén constituye una herramienta Util para la aproximacion de las actividades genotdxicas y
citotoxicas de antimetabolitos andlogos de desoxiadenosina in vivo, y para la exploracion
intraespecifica a la sensibilidad genotéxica y citotéxica administrando la misma dosis de

analogos de desoxiadenosina.

Palabras clave: microndcleos, genotoxicidad, citotoxicidad, citometria, analogos de

desoxiadenosina.



Abstract

Objectives: 1) To approach the in vivo modes of action of cladribine, fludarabine,
bromodesoxyadenosine and clofarabine in ICR mice normoblasts by analyzing the kinetics of
genotoxic and cytotoxic activity determined by the frequency of micronucleated reticulocytes
(MN-RET) and reticulocytes (RET), respectively. 2) To compare the response of the ICR and
BALB/c mouse strains to acute administration of the same dose of deoxyadenosine

analogues by analyzing MN-RET and RET induction kinetics.

Methodology. For the first objective, groups of five ICR mice were treated with three different
doses of cladribine, fludarabine, bromodesoxyadenosine and clofarabine. For the second
objective, groups of five ICR and BALB/c mice were treated with equal doses of the same
agents. Blood samples were obtained from the tails before and every 8 hours after treatment

until 72 h. The frequencies of MN-RET and RET in percentage were scored cytometrically.

Results. High doses from cladribine, fludarabine, bromodeoxyadenosine and clofarabine
showed an early cytotoxic effect that was not related to the previous genotoxic studies.
Cladribine and clofarabine presented prolonged genotoxic and cytotoxic activity with similar
profiles, while fludarabine and bromodeoxyadenosine had a low genotoxic response. The
curvature of the kinetics MN-RET of cladribine was determined by three peaks, at 24, 48, 56
h, while the clofarabine had two peaks at 32, 48 and one in the shape of the shoulder at 64 h
suggesting in both cases up to three induction ways of DNA ruptures. On the other hand,
both mouse strains exhibited significant variations in the shape of RET-MN and RET kinetics

over the number of peaks and their magnitude. The analysis, also observed that the BALB/c



strain had a higher genotoxic effect on clofarabine and bromodeoxyadenosine and a higher

cytotoxic effect on cladribine and clofarabine than the ICR strain.

Conclusion. The analysis of the kinetics of MN-RET and RET induction in mouse
normoblasts is a useful tool for the approximation of genotoxic and cytotoxic activities of
antimetabolites analogs of deoxyadenosine in vivo, and for intraspecific examination to

genotoxic and cytotoxic sensitivity applying the same dose of deoxyadenosine analogs.

Keywords. Micronuclei, genotoxicity, cytotoxicity, cytometry, deoxyadenosine analogs.
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BUS Busulfan

BCNU Bis-
cloroetilnitrosourea

C

C Citosina

Cdk2 cinasa dependiente de
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1. Introduccidén

La comprensién de los mecanismos de accién in vivo de los antineoplasicos representa
un reto importante para mejorar la eficacia de los protocolos para los pacientes durante la
terapia y reducir los efectos colaterales (Hentosh y Peffley, 2010). La mayoria de los
mecanismos celulares de accién de los antineoplasicos han sido estudiados en sistemas in
vitro, esto conlleva a cuestionar, si estos mecanismos de acciéon son equivalentes en

sistemas in vivo (In vivo Pharmacology Training Group, 2002; Mak et al., 2014).

Los antineoplasicos son administrados por vias enterales y parenterales, determinados en
fases preclinicas, aprobados y regulados por la Administracién de Farmacos y Alimentos
(FDA, por sus siglas en inglés) en los EE.UU y por la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México. Su finalidad es eliminar células
cancerigenas y aumentar la tasa de sobrevivencia de los pacientes, ello implica, la
interaccion del anticancerigeno en al menos tres niveles de organizacion, el nivel bioquimico

o molecular, el nivel celular y el nivel fisiolégico.

En los dltimos afios, se han empleado nuevas estrategias para la creacion de agentes mas
efectivos y menos téxicos para el tratamiento de los diversos tipos de cancer, entre ellos, la
sintesis de antimetabolitos analogos de bases, que estructuralmente tienen modificaciones
en las nucleobases, nucledsidos, nucleétidos, desoxinucledsidos, desoxinucleétidos de
pirimidina o de purina (Gandhi y Plunkett, 2006; Jordheim et al., 2013).

Los antimetabolitos, como la 2-cloro-desoxiadenosina o cladribina (2-CIdA), la 2-
fluoroadenina o fludarabina (2-FA) y la 2-fluoro-2-cloro-arabinofuranosiladenosina o
clofarabina (CIFdA) constituyen la primera linea de tratamiento para diversos tipos de cancer,

principalmente para el tratamiento de diversos desérdenes hematologicos (Bonate et al.,
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2006; Buie et al., 2007; DeAngelo y Stone, 2008; Galmarini et al., 2002; Robak et al., 2009).
Su mecanismo celular de accion ha sido estudiado en diversas lineas celulares leucémicas
con concentraciones que no son equivalentes a las empleadas en investigacion clinica
(Hentosh y Peffley, 2010) y las mediciones son establecidas en tiempos discretos (p.e. 24 o
48 o0 72 h) y que a su vez son distintas a los esquemas de quimioterapia de los pacientes
(Morales-Ramirez et al., 2017). Incluso, los individuos pueden modular la respuesta y
presentar una accion magnificada, disminuya o distinta al mismo tratamiento, debido a
diferencias interindividuales de su metabolismo, farmacologia y heterogeneidad molecular (In

vivo Pharmacology Training Group, 2002).

En la literatura, se ha descrito que los mecanismos celulares de accion de los antimetabolitos
son la inhibicion: i) de la sintesis de los desoxinucle6tidos bloqueando la actividad catalitica
de la ribonucleétido reductasa y ii) y de la sintesis de la cadena de ADN, formando una
horquilla en la estructura de la cadena que bloquea su polimerizacion y su reparacion (Ewald
et al., 2008; Robak et al., 2009). No obstante, en los Gltimos afios se han reportado otras
acciones, una de ellas mas tempranas que dirige a la célula hacia muerte celular via CD99,
con efecto a nivel de membrana plasmatica y asociado probablemente a la metuosis (Celik et
al., 2018) y efectos que estan asociados a la desmetilacion de promotores de genes SFRP1,
DKK3, y WIF1 y modificaciones post-traduccionales de histonas y que en conjunto resultan
en fragilidad cromosémica (Valdez et al., 2015) y la activacion de sefiales de apoptosis por la

via intrinseca (Marzo et al., 2001).

Aun no es claro, cual o cuéles de estas de acciones se llevan a cabo durante la terapia, ni el
tiempo de su actividad, ni de su magnitud. Mediante el modelo de “Cinética de induccion de
eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-MN) en normoblastos de ratén” desarrollado
en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares por Morales-Ramirez et al., (2014) se
ha explorado y relacionado la actividad genotéxica de algunos agentes in vivo con
mecanismos celulares de accion reportados en sistemas in vitro a través de un analisis de la
induccién de EPC-MN en funcion del tiempo o cinética. Los microndcleos estan formados por

residuos de cromatina, producto de las rupturas dobles de la cadena de ADN o de



cromosomas retenidos, que no fueron incorporadas al nucleo principal de las células hijas
(Schmid, 1975).

La cinética esta determinada por las frecuencias de EPC-MN monitoreados periédicamente,
Su curvatura esta determinada por picos, que representan la actividad genotéxica, los cuales
se podrian asociarse al mismo numero de vias de induccion de rupturas del ADN. Por
ejemplo, la curvatura de la cinética de EPC-MN causada por la 5-azacitidina (azaC) present6
dos picos a las 32, 48 h y un hombro a las 64 h, sugiriendo la participacion de al menos tres
vias de inducciéon de rupturas de ADN in vivo (Morales-Ramirez et al., 2008) y en la
difluorodesoxicitidina (dFdC) se presentd un pico estrecho hacia las 33 h post-

administracion, sugiriendo una via de induccion de rupturas (Morales-Ramirez et al., 2017b).

Ambos agentes son antimetabolitos analogos de la citosina usados para el tratamiento de
diversos tipos de cancer, compiten con los desoxicitosina y se incorporan en el ADN, pero
provocan rupturas por distintas vias. La literatura ha expuesto que en sistemas in vitro, la
azaC provoca rupturas en el ADN por al menos tres vias: i) durante la reparacién del aducto
formado entre los residuos de la azaC que se unen covalentemente con la ADN citosina
metiltransferasa (Santi et al., 1984), ii) durante la reparacién por recombinaciéon o durante la
reparacion de los errores de apareamiento causado por el apareamiento incorrecto de la
azaC (Hedge et al., 1996, Morales-Ramirez et al., 1997) vy iii) por fragilidad cromosémica que
resulta de la desmetilacion de islas CpG (Viegas-Péquignot y Dutrillaux, 1981); estos eventos
podrian corresponder a las oleadas de induccion de EPC-MN o picos (en ese orden)

observados in vivo (Morales-Ramirez et al., 2008).

Por su parte, la dFdC inhibe principalmente las ADN polimerasas, que subsecuentemente
conlleva a la formacion de sitios terminales en la cadena de ADN (Huang et al., 1991) e
inhibe a la ribonucledtido reductasa encargada de sintetizar los desoxinucle6tidos
(Heinemann et al., 1989); se habia propuesto que el abatimiento de la poza de los
desoxinucleétidos causaba la activacion de nucleasas, que subsecuentemente provocaban

las rupturas del ADN (Hirota et al., 1989), pero Osterman et al., (2013) mostr6 que la



hidroxiurea, un inhibidor irreversible de la ribonucleétido reductasa provoca rupturas en el
ADN a una dosis 25 veces mayor que la dosis que causa inhibicion de la sintesis de los
desoxinucleotidos.

En este trabajo administramos intraperitonealmente tres analogos de desoxiadenosina de
primera generacion: cladribina, fludarabina y 8-bromodesoxiadenosina y un analogo de
segunda generacion: clofarabina (Figura 1) a ratones de la cepa ICR, la actividad genotoéxica
determinada por la cinética de induccién de RET-MN vy la actividad citotéxica determinada
por la cinética de RET podria ser una herramienta Gtil para explorar y aproximarse a su(s)
posible(s) via(s) de accion in vivo. Ademas, comparar la respuesta de las cepas de ratén ICR

y BALB/c empleando la misma dosis de anélogos de desoxiadenosina.
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N N
NZ~ N~
PR Jii
N N ClI” ™ N
HO

HO 0

HO HO

Hs NH, NH, NH,
N th”\ N)IN\ N/JIN\
‘> FK\N | N> k\N | N>_Br Clk\w | N>

Ho o
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(e] [o] o}

OH

OH OH OH OH OH

desoxiadenosina  2-clorodesoxiadenosina 2-fluoroadenina 8-bromodesoxiadenosina 2-cloro-2-fluorodesoxiadenosina
Primera generacion Segunda generacion

Figura 1. Estructura quimica de la desoxiadenosina y de sus derivados. JQV
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2. Antimetabolitos analogos de desoxiadenosina

Un agente genotdxico se define como aquel agente biolégico, fisico o quimico que altera la
integridad del ADN. Los agentes genotdxicos se clasifican en agentes aneuploidégenos y
agentes clastégenos por su modo de accién (Bryce et al., 2014). Los antimetabolitos
analogos de purinas o pirimidinas, constituyen un grupo de antineoplasicos clastégenos
sintéticos que son utilizados para el tratamiento de los deso6rdenes hematoldgicos,
incluyendo las leucemias, linfomas, neoplasmas, sindrome mielodisplasico o en alteraciones

de otras lineas celulares hematopoyéticas (Schulz, 2005).

Los protocolos de quimioterapia combinan diversas clases de anticancerigenos: agentes
fisicos como la radiacion gamma y agentes quimicos como alquilantes mono y bifuncionales,
aneugénicos, antifolatos, antimetabolitos, derivados de platino, enzimas, hormonas para
eliminar el cancer (Figura 2). No obstante, sus mecanismos celulares de acciéon han sido
estudiados en sistemas controlados y su translacién a la practica clinica parece mas
compleja, debido a se requieren estrategias y modelos que permitan corroborar que sus

acciones in vitro sean equivalentes en sistemas in vivo.

En los estudios clinicos, la poblacion de pacientes con leucemia es separada en grupos, los
cuales presentan distintos protocolos o esquemas de quimioterapia, por ejemplo, un grupo
de pacientes tratados con monoterapia de clofarabina (52 mg/m?dia), otro grupo con
pacientes tratados con clofarabina (40 mg/m?/dia), ciclofosfamida (440 mg/m?/dia) y
etopdsido (100 mg/m?/dia) y otro grupo con pacientes tratados con clofarabina (40
mg/m?/dia), ciclofosfamida 400 (mg/m?/dia) y etopdsido (150 mg/m?/dia). La eficacia de un
protocolo reside en la tasa de remisiéon completa (RC), que son pacientes sin rastros de
células leucémicas en la sangre periférica, blastos menor al 5% en médula Osea y
recuperacion de plaquetas (2100 x 10%1) y granulocitos (21.0 x 10%1) y aquellos pacientes
con remisiéon completa sin recuperacion (RPp) de plaquetas (menor a 100 x 10%) y en la

tasa de sobrevivencia.
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También, se pueden presentar otras respuestas como remision parcial (RP) que son
pacientes sin blastos circulantes, pero con blastos entre 5 y 25% en la médula ésea y
pacientes sin respuesta con blastos circulantes y blastos con mas de 50% en médula 6sea y
pacientes que fallecen durante la terapia. La tasa en porcentaje de los pacientes que
presentan remisiébn completa empleando al menos un antimetabolito es variada de 20% a
52%, la mediana de sobrevivencia oscila entre los 3 -10 afios en pacientes con leucemia
aguda. (Annaloro et al., 2015; Jeha, 2009; Jhaveri et al., 2014; O connor et al., 2011; Trioche
et al., 2012; Sawitsky et al., 1977; Weiss et al., 2005).

En otro protocolo de quimioterapia, usando la clofarabina (20 o 25 mg/m?/dia) por cinco dias
(del 2° al 6° dia), combinada con etop6sido (100 mg/m?/dia) por cinco dias (del 1° al 5° dia),
y mitoxantrona (8 mg/m?/dia) por tres dias (del dia 1° al 3°) a 22 pacientes con leucemia
aguda refractaria (cuando hay presencia de blastos después del primer tratamiento) resultd
en una tasa de RC de 36%, 5 de 22 pacientes (22%) presentaron una RC y 3 de 22 (14%)
pacientes una RCp, estos ocho pacientes presentaron una mediana de sobrevivencia de 200
dias (rango, 47-1327 dias); dos pacientes fallecieron por infecciones bacterianas dentro del
primer mes (Abbi et al., 2015).

Los efectos adversos de los antimetabolitos estdn asociados principalmente con
inmunosupresion de la médula 6sea que conlleva a infecciones sistémicas y que puede
resultar fatal debido a infecciones bacterianas o micéticas, también causan hepatotoxicidad y
neurotoxicidad irreversible (Abbi et al., 2015; Haider et al., 2015; Ngo et al., 2015).

A pesar de que los primeros analogos de purina comenzaron a ser sintetizados en los afios
60°s (Robins et al., 1961; Holmes y Robins, 1965), so6lo algunos de ellos fueron aprobados
para el tratamiento de las leucemias en seres humanos (Carson et al., 1984; Piro et al.,
1988). Cohen et al., (1978) mostraron que la deficiencia de la amino desaminasa (ADA), una
enzima que participa en la degradacion de las purinas hacia inosina via urea, resultaba en
un incremento de la desoxiguanosina mono, di y trifosfatada (dGMP, dGDP y dGTP), el

metabolito trifosfatado result6 téxico para las células.
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Estos analogos de purina o pirimidina presentan modificaciones en la nucleobase, en el
nucleodsido (ndcleobase y pentosa) y en el nucle6tidos (nucleobase, pentosa y grupo fosfato).
En la nucleobase, las modificaciones pueden incluir la sustitucion de atomos de hidrégeno
por atomos de nitrdgeno, (2-azapurina), oxigeno (8-oxoguanina) o por metililos (5-
metilcitosina) o por halégenos como fltor (5-fluorouracilo), cloro (6-cloropurina), bromo (2-
bromopiridina). En los nucledsidos hay sustituciones de atomos en la nucleobase y la
pentosa puede incluir halogenaciones y estar en forma de ribosa (2-fluoroadenosina) o
desoxirribosa (2-clorodesoxiadenosina) o arabinosa (2-Desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosil-
adenina o clofarabina). Los nucledétidos, presentan modificaciones en la nucleobase, pentosa
y en el grupo fosfato, el cual puede estar en forma mono, di o trifosfato (2-fluoroadenina-
monofosfato) y los enlaces fésforo-oxigeno pueden ser sustituidos por enlaces fésforo-

nitrégeno (Jordheim et al., 2013).

Los antimetabolitos analogos de desoxiadenina comparten una estructura quimica similar,
pero presentan una ligera afinidad hacia algan tipo celular, p.e. la cladribina inhibe
principalmente la ADN polimerasa a (Hentosch et al., 1990), presenta mejor eficacia en
pacientes con leucemias del tipo B (Piro et al., 1988) y esclerosis multiple (EM) (Lizak et al.,
2020); la fludarabina inhibe la ADN polimerasa a, B y €, y es un potente inhibidor de la
ribonucleétido reductasa (Huang y Plunkett, 1995; Lukenbill y Kalaycio, 2013), es mas
eficiente para linfomas de bajo grado de leucemia linfoblastica crénica (McLaughlin et al.,
1997); la clofarabina inhibe la ADN polimerasa a e inhibe a la ribonucleétido reductasa
(Parker et al., 1991), es mas eficiente para células de leucemia mieloide aguda (LMA)

(Larson y Venugopal, 2009) y Sindrome mielodisplasico (SMD) (Bryan et al., 2014).

La bromodesoxiadenosina es un agente que no fue aprobado por la FDA debido a su baja
accion citotoxica en células linfoblasticas y mieloblasticas, su citotoxicidad fue menor
comparado con la 2-CIdA (Huang et al., 1986) (Cuadro 1) (Figura 3).
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Figura 2. Esquema que representa la accion reporta in vitro de diversos agentes clastdgenos sobre el
ADN. A, C, G y T. Nitrégeno, N; Oxigeno, O; Cloro, CI; Fluor, F. Alquilantes: MNU, ENU, DMN, BUS,
BCNU, MMC, Cis-Pt. Promutagenos: CP. Nitrosoureas: HNO2; Radiacion ionizante (Rad): 6°Co, luz
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Cuadro 1. Mecanismo celular de accion de analogos de desoxiadenina

Mecanismo de induccién de rupturas /

Antimetabolitos | Agente Acciones . -
micronucleos

Inhibicion la ribonucledtido reductasa (Hirota et al.,  Incorporacion e inhibicion de la sintesis de ADN
1989) (Huang et al., 1986)

o.cida | 1a Decremento de desoxinucleétidos (Wataya et al.,
Inhibicién la polimerasa B (Hentosh et al., 1990) 1989).
Activacion de sefales apoptoéticas (Genini et al.,
2000; Marzo et al., 2001)
Inhibicion de la ribonucledtido reductasa (Tseng et Incorporacion e inhibicion de la sintesis de ADN
al., 1982) (Huang et al., 1990; Huang y Plunkett 1995)

3 2-FA | 1a  |nhibicién la polimerasa a (White et al., 1982)
AnalOgOS Activacion de sefales apoptoéticas (Biswall et al.,
de Adenina 2000) — — —

Inhibicién de la sintesis de ADN (Huang et al., Inhibicién de la sintesis de ADN (Huang et al.,

2-BrdA 19§6? L . » 1986)
Inhibicién la ribonucledtido reductasa (Backley et
al., 1985)
Potente Inhibidor de la ribonucleétido reductasa Incorporacion e inhibicidn de la sintesis de ADN
(Parker et al., 1991; Xie y Plunket, 1995) (Parker et al., 1999)

CIFdA l1a Inhibicién la polimerasa a (Parker et al., 1991)

Activacion de sefales apoptoéticas (Genini et al.,
2000)
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Figura 3. Accion de los analogos de desoxiadenosina en células hematolégicas y su tratamiento. Leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
de células pilosas (LCP), leucemia linfocitica cronica (LLC), Cladribina (2-CldA), clofarabina (CIFdA), fludarabina (2-FA),
bromodesoxiadenosina (BrdA), este Gltimo no fue aprobado por la FDA; adulto (A), pediatria (P). JQV
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2.1 Antimetabolitos de primera generacion

2.1.1 Cladribina

Este compuesto también conocido como 2-clorodesoxiadenosina (2-CIdA o 2-CldAdo o CldAdo)
fue sintetizado por Carson et al., en 1980 (Carson et al., 1980), difiere de la desoxiadenosina
por la sustitucion del atomo de hidrégeno en la posicion 2 del anillo de purina por un atomo de
cloro (Figura 4), esta halogenacién hace mas resistente a la molécula a la desaminacion
(Beutler, 1992).

NH,
BB
Cl \N N
HO 0
OH

Figura 4. Estructura quimica de la cladribina

La cladribina ha demostrado ser téxica para células en division y células quiescentes; en
concentraciones nanomolares, bloquea la proliferacion en células linfoblastoides (Carson et al.,
1983), inhibe el crecimiento de las células linfoblastoide — T, linfoblastoides — B y en células
mieloides en cultivo (Huang et al., 1986). Sin embargo, en las lineas celulares hematopoyéticas
humanas, la cladribina presenté una variabilidad en la sensibilidad de cien veces comparado
con las lineas linfoblastica — T y linfoblastica — B (Avery et al., 1989). Se ha administrado a
pacientes con leucemia linfoblastica (Robak et al., 2002) y leucemia mieloblastica aguda (LMA)
(Wrzesien-Kus et al., 2005), Macroglobulinemia de Waldenstrom (MG’s) (Guchelaar et al.,
1994), Leucemia mastocistica (LM) (Penack et al., 2005). Parece ser mas eficaz como
tratamiento de la Leucemia de células pilosas (LCP) (Guchelaar et al., 1994, Riechelova et al.,
1995) y recientemente, ha tomado mayor relevancia en el tratamiento de esclerosis multiple
(Baker et al., 2019).
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2.1.1.1 Mecanismo celular de accién

La cladribina al igual que otros nucleésidos, ingresa a la célula via transportadores de
nucleodsidos de tipo equilibrativo (TNE) por difusion facilitada, son independiente de sodio y el
flujo es bidireccional y los transportadores de nucledsidos de tipo concentrativo (TNC) que son
dependiente de sodio y requieren de adenosina trifosfatada (ATP). La mayoria de las células
humanas, incluyendo las células hematopoyéticas presentan tres TNE (hTNE1l, hTNE2 y
hTNE3) y dos TNC (hTNC1 y hTNC2). Los hTNE1, hTNE2, hTNE3 y hTNC2 transportan
nucledsidos de purina, el hTNCL1 transporta solamente nucledsidos de pirimidina (Zhenchuk et
al., 2009). En el citosol, la cladribina es fosforilada hasta su forma trifosfatada preferentemente
por la desoxicitidina cinasa (dCK) de origen citosélico y por la desoxiguanosina cinasa (dGK) de

origen mitocondrial.

La cladribina resulta téxica por cinco vias de accidn, i) induce muerte celular via CD99 (Celik et
al., 2018), ii) inhibe la sintesis de desoxinucleétidos (Hirota et al., 1989) vy iii) la sintesis de ADN
(Huang et al., 1986), iv) provoca un efecto apoptético via intrinseca (Genini et al., 2002) y v) y a
través de un efecto desmetilante (Valdez et al., 2015) (Figura 8).

2.1.1.2 Via CD99

La CD99 es una glicoproteina transmembranal de 32 kDa, codificada por el gen MIC2, ubicada
en la region pseudoautosémica de los cromosomas humanos X y Y (Fouchet et al., 2002).
Aungue no se conoce por completo su funcién, esta proteina participa en varios procesos
celulares como la adjuncién de linfocitos T, el aumento del receptor de linfocito T y la migracion
célular y la muerte celular no dependiente de rupturas de ADN (Pasello et al., 2018), se
encuentra ampliamente expresada en células del Sarcoma de Ewing (Celik et al., 2018) y en
leucocitos (Li et al., 2018).

18



La cladribina y la clofarabina interaccionan con la proteina CD99, su unidn resulta en el bloqueo
de su dimerizacion y subsecuentemente inhibe sefializaciones corriente abajo de la ciclofilina A
y de la proteina cinasa A subunidad reguladora lla (PKA-RIla) que participan en migracion de
las células (Celik et al., 2018). La metuosis es un tipo de muerte celular temprano con efecto a
nivel de membrana, es caracterizada por una acumulacién masiva de vacuolas citoplasmaticas,
ruptura de la membrana, no presenta activacion de caspasas ejecutoras, ni induce

fragmentacion de ADN y separacion de las células (Pasello et al., 2018).

Celik et al., (2018) demostraron que la cladribina y clofarabina y las moléculas de cladribina y
clofarabina fosforiladas interaccionan con la proteina CD99, la adicion de grupos fosfatos hace
mas polar a la molécula impidiendo el paso de estos a través de la membrana celular, los
resultados mostraron que las moleculas fosforiladas y no fosforiladas presentaron un
decremento similar en la expresion de la PKA vy ciclofilina y citotoxicidad similar, lo que les
permitié concluir que el efecto citotoxico no requiere del ingreso de los agentes a la célula,
ademas. Estos mismos autores mostraron que la cladribina resultd menos citotoxica que la

clofarabina.

2.1.1.3 Viainhibicién de la ribonucleétido reductasa

La evidencia ha mostrado que la cladribina requiere de la fosforilacion pero no de la
incorporacién al ADN para causar citotoxicidad. La concentracion de cladribina trifosfatada
(CIdATP) envia una sefial de bloqueo hacia la ribonucleétido reductasa, dejando de sintetizar
més desoxinucledtidos y causando desbalance en la poza de nucleétidos, necesarios para la
sintesis de &cidos nucleicos, reduciendo principalmente, la sintesis de dATP y dGTP (Hirota et
al., 1989), este desbalance se observé después de 3 horas post incubacion y los fragmentos de
ADN fueron detectados 12 h después en células FM3A (Hirota et al., 1989) que puede ser
revertido por la adicion de desoxicitidina (Griffig et al., 1989). En los primeros estudios, se habia

propuesto que el desbalance de los dNTPs causaba rupturas de doble cadena de ADN vy
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muerte celular a través de la activacion de nucleasas (Hirota et al., 1989; Wataya et al., 1989),
pero la activacion de nucleasas no fue determinada en estudios posteriores, e incluso se
reporté que la dosis que causd desbalance de los dNTPs, no fue suficiente para inducir
micronudcleos (Osterman et al., 2013).

2.1.1.4 Viainhibicién de la ADN polimerasas

En la literatura, se ha descrito que la accién principal de la cladribina es la inhibicion de la
sintesis de ADN, bloqueando la actividad de las ADN polimerasas (alfa, beta y épsilon) y
provocando rupturas de cadena sencilla y rupturas de doble cadena (Hentosh et al., 1990).
Estas rupturas fueron detectadas tempranamente (4 h) post-incubacion en los linfocitos (Seto et
al., 1985) y similarmente en células V79 de hamster (Tanabe et al., 1989). La evidencia ha
mostrado que los fragmentos de ADN son acumulados dentro de la célula, los cuales parecen
estar asociados con el bloqueo temprano de la sintesis de ADN provocando pérdida de
viabilidad (Huang et al., 1986).

La incorporacion de la cladribina y otros analogos trifosfatados forman una horquilla en el ADN
bloqueando su sintesis y reparacion. Esta sefial es detectada por la proteina sensora
relacionada con ataxia-telangiectasia y Rad3 (ATR) (del inglés Ataxia telangiectasia and Rad3
related), encargada de activar los puntos de control de dafio en el ADN. Después, la ATR se
activa cuando se forma un complejo entre la acumulacion de rupturas de cadena sencilla y su
union a la proteina de replicacion A (PR-A) y a la claspina que actia como proteina mediadora;
subsecuentemente, se fosforila la cinasa dependiente de ciclinas-2 (Cdk2) ejerciendo como
proteina transductora, después se detiene el ciclo celular y se activan proteinas efectoras, como
p53 y la célula se dirige a apoptosis, evitando que el ADN con dafio sea replicado y heredado a
células hijas (Ewald et al., 2008).

2.1.1.5 Via apoptosis
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Se ha evidenciado que la cladribina induce apoptosis en lineas celulares promielociticas
humanas estimuladas con fitohematoglutina (PHA), mientras que en los linfocitos humanos
estimulados con PHA no se observo apoptosis (Seto et al., 1986). El tratamiento prolongado de
2-CIldA en gliomas malignos humanos, induce cambios morfoldgicos en la mitocondria,
explorado con microscopia electronica (Matyja et al., 1996). La evidencia ha mostrado que la 2-
CIdA en células de leucemia humana presenté un dafio directo sobre la mitocondria, causando
cambio en el potencial y permeabilidad de la membrana mitocondrial, que facilita la liberacion
del citocromo c y la activacion del factor inductor de apoptosis, la activacion de caspasas, la
fragmentacion de ADN vy la formacién de cuerpos apoptéticos (Genini et al., 2000; Marzo et al.,
2001). Ademas, se ha reportado que activa la proteina p53 como respuesta al dafio de ADN,

amplificando la sefalizacion de muerte celular (Borner et al., 1997).

La incubacion de cladribina a células de leucemia linfocitica, induce la formacién de
micronucleos detectados por microscopia de campo claro (Robertson et al., 1993). Estudios in
vivo, mostraron que las dosis de 0.25, 0.35, y 0.5 mg/kg de peso corporal de cladribina en
ratones BALB/c no presentaron efecto clastogénico ni aberraciones cromosémicas (Antonucci y
Takahashi et al., 2005).

2.1.1.6 Via desmetilacion

En la literatura se ha documentado que la cladribina y la clofarabina presentan un efecto
desmelitante asociado a modificaciones en la histona 3 y la hipometilacion de los promotores de
genes SFRP1, DKK3, y WIF1, que en conjunto se asocian a un arreglo estructural de la
cromatina y subsecuentemente hacia fragilidad cromosdmica en células de la linea OCI-AML3,
este mecanismo de la accion no ha sido bien establecido (Valdez et al., 2015). Estos mismos
autores observaron que la cladribina present6 un efecto citotoxico menor que la clofarabina en
lineas celulares KBM3/Bu2506 y HL60.
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2.1.2 Fludarabina

La fludarabina (2-fluoroadenina o 2-FA o F-ara-A) es un ribonucledsido analogo a la adenina,
fue sintetizado por Montgomery y Hewson, en 1969. Difiere de la adenina por la sustitucion del
atomo de hidrégeno de la posicion 2 del anillo de purina por un dtomo de fldor, haciendo més
resistente a la molécula a desaminacion y la sustitucion del atomo de hidrogeno en la posicién
2" de la desoxirribosa por un grupo hidroxilo (OHY) en posicién 2-B, este anémero hace a la
molécula mas resistente al enlace N-glucosidico a condiciones &cidas (Huang y Plunkett, 1995)
(Figura 5). La fludarabina ha sido utilizada en pacientes con LLA y Leucemia linfoblastica
cronica (LLC) (Huguley, 1977; Sawitsky et al., 1977; Rai et al., 2000).

La 2-FA es el Unico agente que per se ha mostrado ser eficaz para el tratamiento de la LLC
(Elter et al., 2011). La evidencia ha mostrado que la 2-FA tiene un efecto citotéxico menor que
la 2-CIdA en células cultivadas de leucemia linfoblastica crénica (Begleiter et al., 1995). Sin
embargo, su actividad es mayor en células T que en células B (Boldt et al., 1984).
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Figura 5. Estructura quimica de la fludarabina

2.1.2.1 Mecanismo celular de accién
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Comercialmente, la fludarabina es producida como fludarabina monofosfato (2-FAMP) debido a
su baja solubilidad; en el plasma es desfosforilada rdpidamente por la 5-nucleotidasa (5-NT) y
después transportada intracelularmente por transportadores de nucledsidos hENT1, hENT2,
hCNT2 y hCNT3. En el citosol es re-fosforilada preferentemente por la dCK hasta su forma
trifosfatada (2-FA-TP) (Gandi y Plunkett, 2002). En la literatura se han descrito al menos tres
modos de accion: i) inhibe la ribonucleétido reductasa, ii) inhibe la sintesis de ADN e iii) induce

la activacion de sefalizaciones relacionadas con la apoptosis (Figura 8).

2.1.2.2 Viainhibicion de la ribonucle6tido reductasa

En células Hela, la fludarabina se ha asociado con una fuerte inhibicién intracelular de la
ribonucleétido reductasa (Tseng et al., 1982), disminuyendo Ila sintesis de los
desoxinucledtidos, principalmente de dATP (Sato et al., 1984; Gandhi et al., 1994). La inhibicién
de la sintesis de dNTPs puede ser restaurada por la adicién de desoxicitidina (Brockman et al.,
1990). Aln es un agente viable para el tratamiento del cancer considerando su actividad sobre

la inbibicion de la ribonucleétido reductasa (Mannargurdi y Deb, 2017).

2.1.2.3 Viainhibicién de las ADN polimerasas

En sistemas in vitro, se ha demostrado que la accion citotoxica primaria de la fludarabina es la
inhibicion de la sintesis de ADN, bloqueando la actividad de las ADN polimerasa alfa, delta y
épsilon (Gandhi et al., 1994; Huang et al., 1990; Moufarij et al., 2006; White et al., 1982).
También inhibe la ADN primasa, ADN ligasa | en células HeLA (Gandhi y Plunkett, 2002; Yang
et al., 1992). En células linfoblastoides T de humanos la incorporacion de fludarabina
monofosfato (F-ara-MP) termina con la elongacion de la cadena de ADN, mientras que,

fludarabina trifosfatada (F-ara-TP) es altamente incorporada en el ADN provocando la
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terminacion de la cadena preferentemente en sentido 3" (Huang et al., 1990), provocando
fragmentos de ADN internucleosomales (Huang y Plunkett, 1995). Las rupturas de ADN han
sido detectadas y cuantificadas por electroforesis unicelular (Poli et al., 1999). Diversos estudios
han mostrado que la incorporacion de fludarabina en la fase de sintesis es critica para generar
citotoxicidad en células linfoblastoides T (Huang et al., 1990; Gandhi et al., 1994; Huang y
Plunkett, 1995).

2.1.2.4 Via apoptosis

Se ha reportado que la fludarabina in vitro, es mas téxica en células linfoblasticas (Plunkett et
al., 1980) particularmente hacia la linea celular de linfocitos de T (Rodriguez, 1994) y es un
potente inhibidor del crecimiento en células L1210 en cultivo (Sato et al., 1984), provoca la
externalizacion de la fosfatidilserina, la activacién de caspasas y la fragmentacion de ADN en
células WSU y en células JVM-2 (Biswall et al., 2000) y en células aisladas de leucemia
linfocititica crénica-B (Zinzani et al., 1994) y formacion de cuerpos apoptéticos en linfocitos
humanos (Gonzalez-Cid, 2002). La 2-FA no provoca dafio directo en la mitocondria como
sucede con la 2-CIdA y CIFdA (Genini et al., 2001). Las concentraciones empleadas con la
fludarabina son variables, se ha reportado que 1 yM de fludarabina produce un 20% de
toxicidad en células de LLC-B después de 24 horas de incubacion (Pedersen et al., 2002) y 1
pug de fludarabina causé una citotoxicidad de 20% en células LLC-B después de 48 h
(Trachootham et al., 2008).

2.1.3 Bromodesoxiadenosina

La bromodesoxiadenosina es un analogo que difiere de la desoxiadenosina por la sustitucion
del atomo de hidrégeno de la posicion 8 del anillo de purina por un atomo de bromo,

favoreciendo la formacion de aductos bromados con otras moléculas (Figura 6). La evidencia ha
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mostrado que la 2-bromodesoxiadenosina (2-BrdAdo o 2-BrdA o BrdAdo) inhibe el crecimiento
de cultivos de células mieloides y células linfoblastoides T o B (Huang et al., 1985). Esta
molecula es menos toxica que la 2-clorodesoxiadenosina en células de melanoma (Parsons et
al., 1986), similarmente observado en células humanas linfoblastoides-T CCRF-CEM (Huang et
al., 1985).
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Figura 6. Estructura quimica de la 8-bromodesoxiadenosina

2.1.3.1 Mecanismo celular de accién

Debido a su baja citotoxicidad, esta molécula no fue aprobada por la FDA. La evidencia ha
mostrado que la BrdAdo inhibe principalmente la sintesis de ADN (Huang et al., 1985) (Figura
8). No es claro el tipo de ADN polimerasa bloqueada, pero su inhibicion del ADN es prolongada
(Parsons et al., 1986). Las rupturas del ADN han sido detectadas 48 h post incubacién en
células derivadas de melanoma (Parsons et al., 1986). La citotoxicidad puede ser prevenida por
la adicion de desoxicitidina o citidina (Pearsons et al., 1986). Ademas, se ha documentado que
provoca hinchazon y desaparicién de las crestas mitocondriales observado por microscopia

electronica (Matyja et al., 1996).
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2.2 Antimetabolito de segunda generacion

2.2.1 Clofarabina

La clofarabina (2-cloro-2-fluoro-desoxiarabinofuranosil-denosina o CIFdA) fue sintetizada a
principios de los 90°s por el grupo de investigacion del Southern Research Institute (EE.UU).
Difiere de la desoxiadenosina por la sustitucién del atomo de hidrogeno en la posicion 2 del
anillo de purina por un atomo de cloro, haciendo mas resitente a la molécula a la desaminacion
y la sustitucion del &tomo de hidrégeno en la posicién 2° de la arabinosa por un atomo de fltor
(Figura 7), esta halogenacién incrementa la resistencia a condiciones acidas de pH 1y a la

fosfordlisis (Carson et al., 1992; Bonate et al., 2006).
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Figura 7. Estructura quimica de la clofarabina

La clofarabina es un andlogo de segunda generacion que combina caracteristicas de la
cladribina y de la fludarabina. A diferencia de sus predecesores (cladribina y fludarabina)
presentd mejor estabilidad y solubilidad, es mas resistente a la desaminacion y a la fosfordlisis
(Carson et al., 1992), presentd mayor afinidad hacia la dCK (Lindemalm et al., 2003) y una
accion mas directa sobre el ADN (Xie y Plunkett, 1996). En modelos in vitro, la clofarabina es un
potente inhibidor del crecimiento de células no proliferantes y proliferantes derivadas de
linfocitos humanos (Zhenchuck et al.,, 2009), de células derivadas de leucemia mielégena
cronica K562 (Parker et al., 1991), de células linfoblasticas humanas CEM (Parker et al., 1999),

de células de la linea HEp2 (derivadas de melanoma) y de células derivadas de leucemia
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linfoblastica de murinos L1210 (Faderl et al., 2005a), presentd6 mayor afinidad hacia células
linfoblasticas-B que para células linfoblasticas-T (Beesley et al., 2007). Las pruebas clinicas
fueron establecidas en 1998 por el M.D. Anderson Cancer Center, de la Universidad de Texas
(EE.UU). En el aflo de 2004, fue aprobada por la FDA para el tratamiento de la LLA refractaria
(Gandhi y Plunkett, 2006).

2.2.1.1 Mecanismo celular de accién

La clofarabina ingresa a la célula por los transportadores de nucledsidos hENT1, hENT2 y
hCNT3 (Shigemi et al., 2013) e ingresa por difusion debido su mayor lipofilicidad comparado
con la 2-CIdA (King et al., 2005). Esta molécula ha mostrado ser mas téxica en células que
expresan mayormente el hTNE1 comparado con la 2-CdA y 2-FA (Zhenchuck et al., 2009).

En el citosol, es fosforilada inicialmente por la dCK y en menor proporcion por al dGK a
CIFdAMP después es fosforilado por la nucleétido monofosfato cinasa (NMPK) a CIFd-ADP y
por la nucleédtido difosfato cinasa (NDPK) a su forma trifosfatada CIFd-ATP (Shigemi et al.,
2013). En la literatura, se ha documentado al menos cinco vias que soportan su toxicidad: i)
muerte celular via CD99, ii) via inhibicién de la ribonucleétido reductasa, iii) via inhibicién de las
polimerasas y iv) via activacion de sefalizaciones apoptoéticas, v) via metilacion similar a la

cladribina (Figura 8).

2.2.1.2 Via CD99

Similar al efecto mostrado por la cladribina, la clofarabina se une con la proteina CD99
inhibiendo su dimerizacion, su inhibiciébn conllevaba con el bloqueo de componentes
subsecuentes, desencadenando la expresion de algunos eventos de muerte celular, como la
vacuolizacion y ruptura de la membrana; caracteristicas de la metuosis (Celik et al., 2018;
Pasello et al., 2018). Celik et al., (2018) ademas utilizaron moléculas fosforiladas de clofarabina

y de cladribina impidiendo su ingreso al interior de la célula, estos agentes presentaron una
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citotoxicidad similar a las moléculas no fosforiladas; la clofarabina result6 mas citotoxica que la

cladribina.

2.2.1.3 Viainhibicion de la ribonucle6tido reductasa

La clofarabina trifosfatada (Cl-F-ara-ATP) inhibe fuertemente a la ribonucleétido reductasa, al
menos 10 veces mas que la 2-FA provocando un desbalance en la sintesis de dNTPs (Gandhi y
Plunkett, 2007). Incubaciones en presencia de 0.1, 1 o 10 nM de CIFdA en células K562,
provocan reduccion de dATP, dCTP y dGTP después de 4 horas (Parker et al., 1991), mientras
gue, en las células linfoblastoides humanas (CEM), la reduccion principal ocurre en la reserva
de dCTP, seguida de las reservas de dATP, dGTP y dTTP después de 3 horas de incubacion
(Xie y Plunket, 1996).

2.2.1.4 Viainhibicidon de la ADN polimerasas

La evidencia ha mostrado que la clofarabina resulté un potente inhibidor de la ADN polimerasa
alfa y no tan potente de las ADN polimerasas beta, gamma, y ADN primasa (Parker et al.,
1991). La Cl-F-ara-ATP fue detectada en uniones fosfodiéster, mientras que, la Cl-F-ara-AMP
fue detectada sitios de terminacion de las rupturas del ADN (Xie y Plunkett, 1995). En células
K562 (Parker et al., 1991) y en células linfoblasticas humanas (CEM) (Xie y Plunkett, 1996), la
incorporacion de Cl-F-ara-AMP en el ADN resulté en la terminacion de la elongacion de la
cadena de ADN.

2.2.1.5 Via apoptosis
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La evidencia ha mostrado que la CIFdJATP provoca dafio directo sobre la mitocondria, o que
facilita la liberacion del citocromo c y la activacion de la via intrinseca (Genini et al., 2002),
activa caspasas ejecutoras (Kaufman-Szymczyk et al., 2019; Lee et al., 2015), activa al factor
inducible de apoptosis (FIA) y a la nucleasa Poli-ADP-ribosa (PARP) en células primarias de
leucemia linfocitica crénica-B (Genini et al., 2000; Curran y Perry, 2005) y formando cuerpos

apoptéticos (Marzo et al., 2001).

2.2.1.6 Via metilaciéon

La evidencia ha mostrado que la clofarabina presenta un efecto desmetilante en los promotores
de genes SFRP1, DKK3, y WIF1, y modificaciones en la histona 3, que resulta en fragilidad
cromosémica en células de la linea OCI-AML3 (Valdez et al.,, 2015). También, causa
desmetilacion del gen supresor de tumor FHIT (del inglés fragile histidine triad protein), el cual
se encuentra hipermetilado en la leucemia linfoblastica aguda (Stumpel et al., 2015) y genes
gue codifican proteinas asociadas con la metilaciéon del ADN (Majda et al., 2010), como son
Spl7 y SPAN-Xb lo que resulté en un decremento de dinucleétidos pareados citosina-guanina 'y
subsecuentemente un decremento en la metilacion del ADN (Zhang et al., 2009). Esta actividad
se ha asociado con la apoptosis (Fabianowska-Majewska et al., 1995).
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3. Micronucleos

3.1 Eritropoyesis

La eritropoyesis comprende los procesos biolégicos de diferenciacion, proliferacion,
actividades de sintesis y maduracion de eritrocitos en cantidades apropiadas para el
transporte de oxigeno requeridos por el organismo (Rifkind et al.,, 1974). La Unidad
formadoras de colonias eritroides (UFCe) son células troncales que se han podido cultivar
(Bull, 2000).

El proeritoblasto es una célula grande de 20-25 um de didmetro redonda a ovalada de
forma irregular. Su nucleo ocupa cerca del 80% del volumen total, contiene cromatina fina
distribuida en pequefios grupos, presenta uno o dos nucléolos bien definidos. Se
diferencia hacia eritroblasto basofilico, debido a que presentan grupos de 2 a 6

polirribosomas (Bull, 2000).

El eritroblasto es una célula de menor tamafio que el proeritroblasto (16-18 um). Su
nacleo ocupa el 75% del volumen total, se ha observado eucromatina y heterocromatina,
previo a la dltima divisibn mitética; algunos autores dividen al eritroblasto en eritroblasto
basofilico, eritroblasto policromatéfilo y eritroblasto ortocromatico; durante estos estadios
su nucleo se reduce a un 25% del volumen total y es excéntrico (Bull, 2000). En el
eritroblasto ortocromatico o normoblasto ocurre la segunda division mit6tica, en su
maduracién hacia EPC o RET pierde el nicleo principal y su salida hacia la sangre
periférica es por los poros de las células endoteliales. El nacleo se mantiene en la médula

Osea y es fagocitado por los macrofagos (Bull, 2000).

El RET es una célula mas pequefa de forma redonda a irregular que carece de nucleo,
representa del 1 a 3% del total de la sangre, retiene las mitocondrias, algunos ribosomas,
el centriolo, y restos del cuerpo de Golgi, no contiene reticulo endoplasméatico. La
maduracion del RET requiere de 24-48 horas, durante este tiempo, hay pérdida de los

receptores de transferrina (Bull, 2000). El eritrocito es la forma final de la serie eritroide, es
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un disco bicéncavo, mide de 7.5 a 8.7 um de diametro, su funcion es trasportar el
oxigeno, en los seres humanos tiene una vida de 120+20 dias y en ratones de 25 dias
(Bull, 2000; Rifkind et al., 1974) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema que representa la eritropoyesis y las células donde se visualizan microndcleos
inducidos por agentes aneuploidégenos o clastdgenos. El microndcleo no es enucleado como
sucede con el nacleo principal. JQV
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3.2 Induccion de microntcleos

El microndcleo esta constituido por un pequefio residuo de cromatina aislada que no se
incorporo al nucleo principal de las células hijas durante la anafase/telofase en la mitosis,
se rodea de la membrana nuclear, pero mide de 1/20 a 1/5 parte del nucleo (Schmid,
1975). Estos han sido detectados y evaluados en células de la médula ésea y en sangre
periférica, de distintos modelos bioldégicos como el hamster (Schmid 1973; 1975), raton
(Morales-Ramirez et al., 1994), en la rata (Torous et al., 2000), borrego, caballo, cerdo y

toro (Cristaldi et al., 2004) y en los seres humanos (Cervantes-Rios et al., 2012; 2018).

La induccion de EPC-MN se ha empleado como un ensayo en la deteccion de
genotoxinas (Mavournin et al., 1990), usando tanto la médula 6sea (Weber et al., 1975)
como la sangre periférica de ratones (Tice et al., 1990). Se ha demostrado que ambos
ensayos son equivalentes (MacGregor et al., 1980). Sin embargo, la prueba de
microndcleos per se no ofrece informacion sobre la dindmica o el modo o modos de
accion de los agentes sobre el ADN o “Genotoxicodinamica” (Balmus et al., 2015; Hayashi
et al., 2016). Para 1984, se integrd el Grupo Colaborativo de Estudio de Micronucleos
cuyo proposito era lograr la estandarizacién de un protocolo como guia para el ensayo
genotodxico. En 1997, la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE) elabor6 una guia para realizar la prueba de EPC-MN en mamiferos en vivo y
actualizada en 2016, bajo el titulo de Test No. 474: Mammalian Erythrocyte Micronucleus
Test (viable en https://dx.doi.org/10.1787/9789264264762-en) (OCDE, 2016); en los

lineamientos, se sugiere realizar las mediciones en tiempos discretos (24 h, 48 h 6 72 h)

lo que podria limitar la informacién genotdxica y resultar en conclusiones contradictorias.
Es por ello que en 2017, Morales-Ramirez y colaboradores hacen una recomendacion a la
OCDE de ampliar el tiempo de analisis de los EPC-MN, para evitar el riesgo de

discriminar la accion de las genotoxinas (Morales-Ramirez et al., 2017a)

En un estudio realizado por Morales-Ramirez et al., (1996), sobre radioproteccion con
clorofilina, se reporté que si se comparaban los EPC-MN inducidos en tiempos discretos

(alas 20 h, 30 h y 40 h) de tres grupos de ratones, grupo 1 ratones tratados con
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clorofilina, grupo 2 ratones expuestos a radiacion y el grupo 3 ratones tratados con
clorofilina mas radiacion, se podrian generar distintas conclusiones; a las 20 horas se
podria haber concluido que la clorofilina tenia un efecto de proteccion total; a las 30 horas
se podria concluir que la clorofilina presentaba una radioproteccion de 50%; a las 40
horas, la clorofilina no presentaba proteccion y a las 50 horas, la clorofilina tenia un efecto
radiosensible; cuando determiné el area bajo la curva (ABC) de la frecuencia de EPC-MN
en funcion del tiempo se concluy6 que no habia radioproteccién (Figura 10).
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Figura 10. Superposicion de las cinéticas de induccién de EPC-MN determinada por la accién de la
radiacién ionizante ¢°Co (rojo); la clorofilina, ClI (negro) o Cl + 6Co (azul). Tomado de Morales-
Ramirez et al., (1996).

3.2.1 Cinéticade induccion de EPC-MN en normoblastos de ratdn in vivo

A partir de esas observaciones, Morales-Ramirez et al., (2014), propusieron emplear
diversos agentes anticancerigenos y cuantificar periédicamente las frecuencias de EPC-
MN. El modelo de cinética de induccion de EPC-MN en normoblastos de ratén in vivo

presenta varias ventajas con respecto la evaluacion en tiempos discretos 24, 48 0 72 h.

a) Esinvivoy cada organismo es su propio control
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b) No se necesita sacrificar al animal
c) Requiere de muestras pequefias (~30 pL) de sangre periférica
d) El dafio inducido por los agentes se lleva a cabo en el normoblasto, los
micronucleos son cuantificados en los reticulocitos de la sangre periférica
e) Toma como indice el ABC que contempla el total de microndcleos inducidos en 72
horas.
f) Es un modelo valido para la determinacion de la accion genotoxica del agente, se
puede establecer:
i. El nimero de picos podria corresponder al niumero de via(s) de
rupturas de ADN.
ii. Se determina la frecuencia maxima (Fmax).
ii. El tiempo cuando de la Fmax, que se puede asociar con la
naturaleza del agente
iv. Se determina la eficiencia genotoxica de acuerdo a la dosis
administrada (Figura 11).

En cuanto a las principales desventajas se incluyen:

a) La especificidad — afinidad de agentes sobre otras lineas celulares (p.e. linfocitos)
podria ser limitada en los RET (linea eritroide).

b) Utiliza microscopia de campo claro: resulta ser laborioso, los microndcleos se
analizan en 2000 EPC. La sensibilidad puede ser limitada.

c) En el ratén, las dosis altas podrian causar elevada citotoxicidad y dificultar la
cuantificacion de los reticulocitos (OCDE, 2016).

d) Oleadas de induccion de EPC-MN amplias, sugieren la accion de dos o mas vias
de accion.
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Figura 11. Esquema que representa la cinética, la dindmica y la formacién de microntcleos de un
agente aneuploidégeno, clastégeno o radiacién ionizante. Modificado de Morales-Ramirez et al.,
(2006).

3.2.2 El andlisis de las cinéticas de induccién de micronucleos como una
aproximacion al estudio de la accion de analogos de la citidina y otros

antineoplasicos

En la literatura, se ha mostrado que la azaC y la dFdC, antimetabolitos anélogos de
citidina, presentan diferencias en el modo de induccién de rupturas del ADN en sistemas
in vitro; aunque ambos se incorporan al ADN en lugar de citosina (Jones y Taylor, 1980;
Huang et al., 1991). La azaC presenta al menos tres via de induccién de rupturas del
ADN, i) Los residuos de la azaC se unen covalentemente con la ADN - citosina metil

transferasa formando un aducto, las rupturas son generadas durante su reparacion (Santi
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et al., 1984), ii) la incorporacién de la azaC en la cadena del ADN puede generar errores
de apareamiento, las rupturas podrian estar asociadas durante la reparacion de errores
de apareamiento o durante la reparacion por recombinacion (Hedge et al., 1996; Morales-
Ramirez et al., 1997), iii) la azaC incorporada en la cadena de ADN impide que la citosina
sea metilada, debido a las modificaciones en su estructura quimica, que
subsecuentemente resulta en desmetilacion y que a su vez resulta en fragilidad
cromosomica y provoca rupturas (Viegas-Pequignot y Dutrillaux, 1981), estas acciones
podrian ser equivalentes a los picos observados en la cinética de EPC-MN causados por
la azaC.

La estrategia es asociar el tiempo que tarda una accion en inducir rupturas en el ADN y el
tiempo de induccién de microndcleos, p.e. las rupturas tempranas sobre el ADN durante la
reparacion del aducto en los normoblastos maduran a EPC con micronucleos tempranos;
las lesiones que causa la azaC como errores de apareamiento involucra la activacion de
mecanismos de reparacion subsecuentes y podria implicar un ciclo de divisién adicional,
esta accion se puede asociar a los EPC-MN desplazados un ciclo de division adicional.
Finalmente, la persistencia de la azaC a la degradacion y efectos desmetilantes podrian
asociarse a rupturas de ADN tardia en los normoblastos y en consecuencia estos
madurarian a EPC con micronucleos tardios (Morales-Ramirez et al., 2008). (Figura 12 'y
13A)

En el caso de la dFdC, la evidencia ha mostrado que inhibe a la polimerasa a, € (Huang et
al., 1991), la topoisomerasa 1 (Pourquier et al., 2002), la ribonucle6tido reductasa
(Heinemann et al., 1989) y provoca rupturas en el ADN por la incorporacion e inhibicion de
la sintesis de ADN (Huang et al., 1986); in vivo la dFdC mostr6 un solo una sola oleada de
induccién de EPC-MN a las 33 h y podria corresponder a un mecanismo celular de accion
dominante. La asociacion de la accién in vitro — in vivo considerd un desplazamiento en el
tiempo de induccién de rupturas de ADN debido al tiempo de la incorporacion y de la
inhibicién de la sintesis de ADN (Figura 13-B) (Morales-Ramirez et al., 2017b).
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Figura 12. Esquema que representa el modo de accién de la azacitidina (azaC) in vitro y su posible

relacion con la induccién de microntcleos in vivo (Morales-Ramirez et al., 2008). Area bajo la curva
(ABC). JQV
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Figura 13. Genotoxicocinéticas causadas por la azacitidina (Morales et al., 2008) (A) y por la
difluorodesoxicitidina (Morales et al., 2017) (B). En las graficas se muestra el ajuste de curvas
multiples; que corrobora que el numero de picos sugiere corresponder al nimero de vias de
accion; R?- ajustada cercana a 1.
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La actividad genotoxica de diversos agentes, puede ser agrupada con base en el tiempo
de induccion relativa (Tir), asumiendo que la radiacion ionizante (RI) provoca rupturas del
ADN in situ en los normoblastos, estos maduran a EPC-MN tempranos observados a las
25.6 h. En cambio los agentes quimicos requieren més tiempo debido a la farmacocinética
y a su accion, los aneuploidégenos (COL, VNB, VNC) indujeron EPC-MN 3.5 h después
de Tir, los alquilantes (BUS, BCNU, MMC) y Cist-pt 6 h después, los analogos de citidina
(azaC y dFdC) 9 h después, la DMN indujo EPC-MN 11.5 h con respecto al Tir y los
agentes que requieren activacion metabolica como la CP y DNU indujeron tardios (14.3 h)
debido a su farmacocinética, metabolismo y su accion (Morales-Ramirez et al., 2014).

3.2.3 Deteccion de RET-MN

Los EPC-MN son detectados en microscopia de campo claro por tinciones de May-
Gruenwald-Giemsa, los EPC se tifien de color azulado y los eritrocitos se tifien de rojo y
debe presentar un microndcleo bien definido de 1/20 a 1/5 del nacleo principal (Schmid,
1975), o con un filtro de longitud de onda de color azul que mostraba los EPC de color
morado intenso (Morales-Ramirez et al., 1994) o detectados en microscopia de
fluorescencia y citometria con naranja de tiazol o naranja de acridina para tinciéon del ARN
reticulocitario, en este estudio la identificacion de la poblacién se realiz6 con base en la
cantidad de ARN, los EPC presentaron mayor cantidad de ARN, los ENC carecieron de
ARN y los micronucleos fueron marcados con Hoechst (HO342) un marcador derivado de
benzimidazol que tiene una alta especificidad por la cadena de ADN uniéndose

preferentemente a regiones de A-T (Criswell et al.,1998; Grawé et al., 1992).

En 1996, Dertinger et al., reconocieron por primera vez los RET-MN mediante los
marcadores especificos, antiCD71-FITC que detecta al receptor de transferrina y yoduro
de propidio como un agente intercalante para &cidos nucleicos (Dertinger et al., 1996) y
comercialmente distribuido en el Kit MicroFlow PLUS ™ Laboratorios Litron (Tourus et al.,
2000; Dertinger et al., 2003). La detecciébn de los RET-MN mediante marcadores
especificos y analizados con el citometro de flujo, amplific6 el nimero de eventos

evaluados e incrementd la sensibilidad del andlisis con respecto a la microscopia de
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campo claro (Abramsson-Zetterberg et al., 1996; Dertinger et al., 1996, 2003; Torous et
al., 2000; Kasamoto et al., 2013; Zhou et al., 2013; Balmus et al., 2015). La cuantificacion
entre dos laboratorios independientes usando los marcadores del kit MicroFlow Plus™
(antiCD71-FITC y yoduro de propidio) presenté una correlacion similar y cercana a 1 (R?=
0.97) y entre citometria y microscopia de fluorescencia la relacion también fue cercana a 1
(R=0.92) (Tourus et al., 2000; Dertinger et al., 2003).

El citometro de flujo consta de tres sistemas. i) un sistema de fluidos que aspira las
células en suspension que puede ser agua 0 una solucién amortiguadora de fosfatos
pasandolas por una red de tubo que termina por alinear cada célula, ii) un sistema 6ptico
gue cuenta con una fuente de luz (lamparas, laser) que impacta a cada célula y la
fluorescencia es reflejada por espejos reflectores o dicroicos con determinada longitud de
onda hacia fotodetectores vy iii) un sistema electronico que recibe la sefial eléctrica en
sensores luminosos o fotodiodos, para determinar el tamafio celular mediante la luz
delantera o FSC (del inglés Forward Scatter) y luz lateral, para determinar la complejidad
celular o SSC (del inglés Side Scatter) los cuales amplifican la sefial y transforman los
pulsos eléctricos y en sefiales digitales (Hoffman, 2008; Macey, 2010; Shapiro, 2003)
Figura 14.

La luz lateral (SSC) es captada en
un angulo de 5-150° (complejidad)

Fotodetectores

Figura 14. Incidencia de un haz de luz sobre substratos fluorescentes. Las células son alineadas
por sistema de flujo, cada célula es impactada lateral o luz larga y captada por fotodetectores con
determinada longitud de onda. Modificado de Shapiro (2003).
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3.23.1 AntiCD71-FITC

El receptor de transferrina o CD71 es una proteina integral de membrana que regula el
complejo transferrina-hierro, es una glicoproteina homodimérica de 760 aminoacidos que
se expresa en los sincitioblastos de la placenta, miocitos, queratinocitos basales,
hepatocitos, pancreas endocrino, espermatocitos y precursores eritroides. La proteina
CD71 se expresa en los RET, cuando estos maduran a eritrocitos hay pérdida de los
receptores de transferrina (Marsee et al., 2010). El antiCD71 es la molécula que reconoce
al receptor de transferrina (CD71) unido covalentemente al fluorocromo isotiocianato de
fluoroceina o FITC (del inglés Fluorescein Isothiocyanate), esta molécula absorbe la
fluorescencia a 500 nm y la emite a 512-520 nm (Dertinger et al., 1996; 2003).

3.2.3.2  Yoduro de propidio (IP)

Es una molécula que intercala entre los pares de bases de ADN y también en ARN, no
tiene alguna preferencia por las bases; como el IP se intercala en ambos &cidos nucleicos
se recomienda incubar las muestras con ARNsa, para lisar los residuos de ARN presentes
en los RET. Su absorcion maxima es de 535 nm y su emision es de 617 nm (Dertinger et
al., 1996).
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4. Pregunta de investigacion

¢ Permitird el andlisis de la cinética RET-MN (accién genotoxica) y de cinética de RET
(accion citotéxica) de los antineoplasicos analogos de desoxiadenosina ser una

herramienta util para explorar y aproximarse a su posible vias de accion in vivo?

5. Objetivo general

Aproximarse al mecanismo de accién genotoxico y citotoxico de antineoplasicos

antimetabolitos analogos de desoxiadenosina.

5.1 Objetivos particulares

Determinar las cinéticas de RET-MN y RET in vivo causadas por la 2-CIdA, 2-FA, 8-BrdA
y CIFdA en los normoblastos de raton de la cepa ICR y correlacionarlas con los

mecanismos de accidn (in vitro) reportados previamente.

Comparar la respuesta de las cepas de raton ICR y BALB/c a la administracion aguda de
la misma dosis de analogos de desoxiadenosina mediante el andlisis de las cinéticas de
induccién de RET-MN y RET.
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6. Hipotesis

El andlisis de las cinéticas de induccién de RET-MN (genotoxicidad) y de reduccién de
RET (citotoxicidad) causadas por la administracibn de antineoplasicos analogos de
desoxiadenosina podria ser una herramienta Util para explorar y aproximarse a su(s)

posible(s) via(s) de accion in vivo.

7. Justificacion

La comprension de los mecanismos de accién de los antineoplasicos in vivo representa
un reto importante para mejorar protocolos de quimioterapia aplicados a pacientes y
reducir los efectos colaterales. La mayoria de las descripciones de los mecanismos de
accion han sido estudiadas en sistemas in vitro empleando concentraciones y tiempos de
exposicion que no son equivalentes a las utilizadas durante la terapia. El paciente per se
puede modular la respuesta hacia una accion magnificada, disminuida o distinta al mismo
tratamiento, debido a la heterogeneidad molecular y diferencias en el metabolismo y

farmacologia.

Nosotros proponemos evaluar el dafio citotoxico y genotéxico de antimetabolitos
analogos de la adenina en normoblastos de ratén in vivo; la comprension del
mecanismo(s) de accion in vivo de estos antineoplasicos empleados en el
tratamiento de leucemias, podria ser una herramienta util para explorar el
mecanismo de accion, mejorar los esquemas de quimioterapia o bien para regular

su administracion.
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8. Material y métodos

8.1 Reactivos

La 2-clorodesoxiadenosina (cladribina o 2-CldA), la 2-Fluoroadenina (Fludarabina o 2-FA,
la 2-cloro-2-fluoro-desoxiarabinofuranosil-adenosina (clofarabina o CIFdA) fueron
adquiridas en ABCam Chemicals (Cambridge MA, EE.UU) y la 8-Bromodesoxiadenosina
fue adquirida en Alfa Aesar (Tewksbury MA, EE.UU), la heparina sédica 1000 U/mL
(INHEPAR, Laboratorios Pisa, México), el antiCD71-FITC (#Cat 334104, Biolegend, San
Diego, CA, EE.UU), el yoduro de propidio (#Cat 02195458, MP Biomedicals Inc., Francia),
la ribonucleasa A 1mg/mL (#Cat 02101076, MP Biomedicals Inc., Francia), el
amortiguador de bicarbonato de sodio (BBS) (#Cat S6297, #Cat S3014 Sigma, St. Louis,
MO, USA).

8.2 Animales

70 ratones machos ICR de 30 g y 4 semanas de edad fueron adquiridos de ENVIGO
(Harlan México) y 45 ratones machos BALB/c de 30 g de edad y 4 semanas de edad
fueron producidos en el bioterio del ININ. Los ratones fueron separados aleatoriamente y
colocados en cajas de acrilico en grupos de 5, mantenidos a 22-24°C con periodos de luz

de 7 am a 7 pm, alimentados con Purina para roedores pequefios y agua ad libitum.

8.3 Tratamientos

En el cuadro 2 se muestran las distintas dosis empleadas que fueron mezcladas en

solucion acuosa (0.2 — 0.6 mL) dependiendo de la concentracién y administradas via
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intraperitoneal, cada tratamiento fue realizado independientemente. Las dosis empleadas
fueron seleccionadas de acuerdo a la dosis probada de azaC (40 pmoles/kg), que
indujo EPC-MN (Morales-Ramirez et al., 2008).

Cuadro 2. Dosis administrada a ratones

Agente Cepa de raton Dosis

n=5 pumoles/kg pc  mg/kg pc

1 Control ICR
2 RI ICR *0.25 Gy
3 2-CldA ICR **16 4.5
4 2-CldA ICR 47 134
5 2-CldA ICR 190 54.2
6 CIFdA ICR 25 7.5
7 CIFdA ICR 50 15.1
8 CIFdA ICR 100 30.3
9 2-FA ICR 90 25.6
10 2-FA ICR 135 38.5
11 2-FA ICR 175 49.9
12 8-BrdA ICR 50 14.2
13 8-BrdA ICR 100 28.4
14 8-BrdA ICR 150 42.6
15 2-CIdA BALB/c 16 45
16 2-FA BALB/c 90 25.6
17 CIFdA BALB/c 25 7.5
18 8-BrdA BALB/c 50 14.2
19 8-BrdA BALB/c 100 28.4
20 8-BrdA BALB/c 150 42.6
21 Control BALB/c - -

Radiacion ionizante (RI), cladribina (2-CIdA), clofarabina (CIFdA), fludarabina (2-FA) y 8-
Bromodesoxiadenosina (8-BrdA). *Greys (Gy) razon de dosis 0.1 Gy/s. **La dosis de 16 pmoles/kg
de 2-CIdA corresponde a 1/20 parte de la dosis lethal 10 (DL10) en ratones (Reichelova et al.,
1995) y nueve veces mas que la dosis de 0.5 mg/kg, la cual no indujo dafio en el ADN in vivo
(Antonucci y Takahashi, 2005).

Previo a la administracion, se obtuvo una muestra de sangre periférica de cada raton y fue
usada como su propio control, subsecuentemente, las muestras de sangre fueron
obtenidas cada 8 h hasta las 72 h. En el grupo control o sin tratamiento, solo se tomaron
las muestras cada 8 h hasta las 72 h. Un grupo de cinco ratones fue irradiado con una
dosis de 0.25 Gy de radiacion gama de una fuente de Cobalto-60 (Gammacel), con una
razon de dosis de 0.038 Gy/min. Las dosis fueron corroboradas con dosimetros

termoluminiscentes.
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8.4 Fijacion, marcaje y adquisicion de RET-MN

8.4.1 Fijacidén

Las muestras fueron fijadas y analizadas de acuerdo a métodos reportados previamente
(Cervantes-Rios et al., 2012). Una gota de sangre periférica (~30 pl) fue obtenida de la
cola de cada animal y homogenizada con 30 pl de heparina sédica (1:1). Las muestras
fueron diluidas 1:2 en BBS a pH 7.5 (en 100 mL de agua destilada se mezclé 0.9 g de
NaCl y 0.0444 g de NaHCO:s) se fij6 una alicuota de 100 pl en 2 ml de metanol a -75°C
mediante una deposicion rapida usando un voértex e inmediatamente, las muestras fueron

almacenadas a -75°C hasta su andlisis.

Para mejorar la eficiencia y reproducibilidad de la fijacién, un tubo Eppendorf fue cortado
en el extremo inferior y fue usado para guiar la punta de la micropipeta con la muestra
dentro de un criotubo de 4.5 mL, esto permitié depositar la muestra en el centro del vortice
dentro una distancia corta con metanol a -75 °C mediante un mezclador electrénico. El
uso de este dispositivo permitio la fijacion correcta del 100 % de las muestras, las cuales
presentaron un analisis de 90% de células, con presencia minima de agregados (Cruz-
Vallejo et al., 2019).

8.4.2 Marcaje de muestras

La evaluacion de RET-MN en sangre periférica se hizo usando un método con citobmetro
de flujo establecido por Dertinger et al, (1996) y las recomendaciones del Kkit
MicroFlowPLUS (para sangre periférica de raton) Laboratorios Litron, Rochester NY,
EE.UU (viable en  https://litronlabs.com/getattachment/8023ae66-688f-4c3b-bec2-
c73f424c7e21/Instruction-Manual-MicroFlow-PLUS-Mouse-Blood.aspx).
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8.4.3 Adquisicion de datos

Un dia antes de la adquisicion de las muestras en el clitbmetro de flujo, se procedié a
procesarlas: a 7 ml de BBS frio se les adicion6 1.0 ml de la muestra mantenida a -75°C,
los tubos fueron centrifugados a 4°C por 5 min. El botén fue recuperado en 25 ul de BBS
frio y mezclado en un tubo de poliestireno con 80 ul de ribonucleasa A. Se prepararon tres
tipos de tubos: i) un tubo de autofluorescencia que contenia 25 ul de la muestra, ii) un
tubo como control de CD71 que contenia 25 pl de la muestra + 5 pl de antiCD71-FITC, iii)
el resto de los tubos contenian 25 pl de la muestra + 5 pl de antiCD71-FITC + 2 pl de
yoduro de propidio (820 pg/ml) agregado e incubado por 15 minutos previo a la
adquisicion. Todos los tubos fueron incubados a 4°C por 40 minutos, después a 22°C por
90 minutos y se adicion6 0.5 ml de BBS frio.

Se adquirié un millén de eventos a baja velocidad con el programa Cell Quest (Becton
Dickinson version 3.0.1) en un citbmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson), que
tiene un laser de argén de 488 mn. Los datos fueron ajustados a 2000 reticulocitos (RET)
0 2000 eritrocitos (E). La emision de antiCD71-FITC y yoduro de propidio se detect6é en
los canales de FL1 y FL2, respectivamente Figura 15. La regionalizacién de los RET y E
con o sin microndcleo fue realizada de acuerdo a Cervantes-Rios et al., (2012) Figura 16.
Los datos fueron analizados con el programa WinMDI versién 2.9 (Joseph Trotter,
trotter@scripps.edu) en un sistema Windows 10.
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Figura 15. Esquema que representa la deteccion de los marcadores antiCD71-FITC y yoduro de
propidio mediante el citémetro de flujo. Las células son alineadas por sistema de corriente, cada
célula es impactada por un laser de argén, la emision de fluorescencia es reflejada en un angulo de
90° hacia espejos con filtros y captada por fotodetectores con determinada longitud de onda, la
sefial analoga es transformada en sefial eléctrica y montada en una plantilla o citograma donde se
identifican 5 regiones: RET o R1 = antiCD71-FITC(+) y IP(-); RET-MN o R2 = antiCD71-FITC(+) y
IP(+); eritrocitos (E) o R3 = antiCD71-FITC(-) y IP(-); eritrocitos micronucleados (E-MN) o R4 =
antiCD71-FITC(-) y IP(+); células nucleadas o R5 que fueron excluidas del andlisis. Cada punto
representa un evento evaluado. JQV
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Figura 16. Estrategia de regionalizacion. Citogramas representativos de citometria de flujo de una
muestra control (A y B) y de muestra provenientes de un ratén irradiado con 0.25 Gy de %Co a las
24 h (Cy D). Laregion 1 (R1) corresponde a la poblacion delimitada por su tamafio y complejidad y
la regién 2 (R2) corresponde a células nucleadas excluidas del andlisis. 1. RET; 2. RET-MN, 3.
eritrocitos 4. eritrocitos micronucleados. Cada punto representa un evento evaluado.

8.5 Genotoxicidad

La genotoxicidad fue definida por el ABC de RET-MN inducidos en 72 h en cada individuo,

esto constituye un indice de la induccién total de RET-MN, la eficiencia genotoxica se

determiné dividiendo el ABC entre la dosis.
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8.6 Citotoxicidad

La citotoxicidad fue definida por el ABC de la reduccién de RET en 72 h en cada individuo,
la eficiencia citotoxica se determiné dividiendo el ABC entre la dosis. En ambos casos, la

muestra basal se consideré como el tiempo cero o toxicidad nula.

8.7 Ajuste de curvas multiples

A pesar de establecer una metodologia reproducible para muestras pequefias, algunos
individuos presentaron cinéticas con curvaturas variables que sugerian la sobreposicién
de dos oleadas de induccion de micronucleos, resultando en mayor variabilidad del tiempo
de la respuesta. Para resolver el problema, las curvaturas de las cinéticas fueron
analizadas mediante el andlisis de curvas multiples, el cual separa aquellas curvas con

mayor amplitud o deconvolucién, en curvas de tipo gaussiano Figura 17Ay 17B.

Este andlisis permitié identificar los tiempos tedricos de las inducciones de oleadas de
micronucleos o picos, el ABC de cada pico y el total, la frecuencia maxima con un ajuste
cercano a 1 tomando como referente la cinética original. Por ejemplo, el individuo #4 del
tratamiento de clofarabina present6 dos oleadas de induccion de micronucleos a las 37.8
h y 54.9 h, pero la primera oleada visualmente present6 mayor amplitud (Figura 17C),
después de la deconvolucion resulto en tres picos teéricos con oleadas de induccion de

micronucleos a las 26.4 h, 40.1 h y 55.1 h con una R-cuadrada cercana a 1 Figura 17D.
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8.8 Estadistica

La normalidad de los datos fue determinada con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Mediante una prueba de t-pareada se establecieron las diferencias significativas entre la
frecuencia de induccion de RET-MN / 2000 RET o de la frecuencia de reduccion de RET /
2000 E (%) del tiempo cero y de las frecuencias de subsecuentes hasta las 72 h, p<0.05
se considerd significativo. Las curvas fueron analizadas mediante el programa OriginPro
9.1 (Origin Lab Corporation, MA, EE.UU). La comparacion entre las frecuencias de
induccion de RET-MN / 2000 RET o las frecuencias de reduccion de RET / 2000 E desde
el tiempo cero y de las muestras subsecuentes hasta las 72 h de la cepa de raton BALB/c
contra la cepa de raton ICR, fue establecida con una prueba de t-student, donde p<0.05

se consider6 significativo.

52



2
X=X,
A) g 2t
Y=Yt e "
wAl /2
B)
(y-y) /
Yo
C 214 Clofarabina (100 jumoles' kg)
) ICR
18 individuo #4
E ——pico_1 37.8h
xr 154 pico_2 54.9h
(=]
S
Q121 ‘.r\\
- VAR
pd /
s 9 / \\
i /\/ \
] /
¥ 6 / ‘.\
34 / \
S \_/
U 1T LI T LI T T 1
-8 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80
Tiempo (h)
21 - Clofarabina (100 jumoles/ kg)
ICR
D) 184 individuo #4
E ——original
r 15H ----- pico ajustado_1 26.4 h
o -+~ pico ajustado_2 40.1 h
8 2] —— pico ajustado_3 55.1 h
3 - - ajuste de curvas miitiples /Y,
Z o R? = 0.95457 i
’ g 1y
. AV
6 TN S ki 1
14 / . Y ‘, \
/ A i \
3 i EN I .
Va4 SN \_/
0 ‘If‘l("l"lr"l'i""l"l"l'\l'l
-8 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80
Tiempo (h)

Figura 17. Ajuste de curvas multiples. A) Corresponde a la formula matematica; B) Muestra las
variables del ajuste, C) genotoxicocinética sin ajuste y D) genotoxicocinética con ajuste de curvas
multiples, con una R?-ajustada cercana a 1 del mismo individuo. Donde yO0 es el desplazamiento de
la linea de base, Xc es el centro del pico, w (amplitud) es igual a 2 veces la desviacién estandar de
la distribucion gaussiana (2 * o) o aproximadamente 0.849 el ancho del pico a media altura. A
(area) es el area bajo la curva. Sigma (o) es w/2, el ancho a media altura (FWHM) es igual a w*
(2*In2)2. De los parametros obtenidos, se analizd “xc” que corresponde al tiempo del centro del

pico, la amplitud de los picos estrechos fue entre 8 y 16 unidades; unidades superiores a 16
corresponde a dos 0 mas picos.
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9. Resultados

9.1 Controles

La Figura 18 muestra las cinéticas de la actividad genotdxica y de la actividad citotoxica
determinadas a través de la cuantificacion periodica de las frecuencias de RET-MN en
2000 RET y a través de la reduccion de RET en porcentaje de ratones ICR, BALB/c no
tratados y ratones ICR irradiados con una dosis de 0.25 Gy de °Co.

Los resultados mostraron que el grupo de ratones no tratados de las cepas ICR (Figura
18Ay 18B) y BALB/c (Figura 18C y 18D), no presentaron actividad genotdxica ni actividad
citotoxica, lo que indica que la toma de muestra en funcion del tiempo no induce RET-MN,

ni disminuye la poblacién de RET en ambas cepas.

Con respecto al grupo de ratones irradiados con Cobalto-60, los resultados mostraron que
la dosis de 0.25 Gy de °°Co indujo un pico de RET-MN a las 24.5 h (Figura 18E).
Citotoxicamente, se observé disminucion de la poblacién de RET a las 8 y 16 h y de las
24 h a las 54 h. La citotoxidad total determinada por el ABC fue de 20% en funcién del

tiempo (Figura 18F).
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Figura 18. Cinética de induccion de RET-MN / 2000 RET y de la cinética de reduccién de RET / 2000 E,
desde la toma de muestra del tiempo 0 y de las muestras subsecuentes hasta las 72 h de ratones ICR no
tratados (A y B), de ratones BALB/c (C y D) y de ratones expuestos a radiacion ionizante con a una dosis
de 0.25 Gy 89Co, verificada con dosimetros termoluminiscentes (E y F). Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al basal (t-pareada, p<0.05). El area sombreada corresponde al area bajo la
curva (ABC) en 72 h.
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9.2 Antineoplasicos analogos de desoxiadenosina de primera

generacion

9.2.1 Cladribina

La curvatura de la cinética de la dosis de 16 umoles/kg presenté dos picos de RET-MN
significativos, a las 24.3 + 0.9 h y otro a las 48 + 0.3 h. La curvatura de la cinética de la
dosis de 45 pmoles/kg mostrd dos picos RET-MN significativos, uno alas 22.9+ 041 hy
otro a las 42.03 £ 3.61 h; el segundo pico fue ligeramente mayor que el primer pico. La
curvatura de la cinética de la dosis de 190 pumoles/kg formé tres picos significativos uno a
las 24.0 + 3.0 h, otro a las 42.1 + 3.7 y el Ultimo a las 56.0 + 1.3 h (Figura 19).

Los resultados sugieren que la cladribina podria presentar dos vias de induccién de
rupturas con las dosis baja e intermedia y tres vias de induccion de rupturas en el ADN
con la dosis alta. Todas dosis probadas inducen una oleada de induccion de RET-MN

tempranas hacia las 24 h a lo obtenido por RI.

La reproducibilidad de los picos individuales fue corroborada mediante del andlisis de
ajuste curvas mdltiples. El analisis individual mostré que la cladribina (190 pmoles/kg),
indujo tres picos que representan la actividad genotéxica a las 23.6 + 2.7 h, 37.8 £+ 45hy

alas 55.1 + 3.9 h, con una R-cuadrada ajustada cercana a 1(Figura 20).
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Figura 19. Cinéticas de induccién de RET-MN / 2000 RET, después de la administracion de 16 o
45 0 190 pmoles/kg pc de 2-CIdA entre la muestra basal (tiempo cero) y de las muestras

subsecuentes hasta las 72 h. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas con respecto al
basal (t-pareada, p<0.05).
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Figura 20. Respuesta genotoxica individual causada por la administracion i.p. de 190 pumoles/kg de
2-CIdA y analizadas con el modelo de ajuste de curvas mdltiples en ratones ICR.
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La dosis baja (16 umoles/kg) indujo reduccion de RET alas 8.0 h, alas 22.6 hy a las 53.1
h; la reduccion méaxima fue 30.7 % a las 22.6 h. La dosis intermedia (45 pmoles/kg) indujo
reduccion de RET significativa, a las 11.6 h y a las 47.2 h, en ambos puntos se presento
una reduccion de RET similar de 40%. La curvatura de la dosis alta (190 pmoles/kg)
present6 una reduccion de RET prolongada, a las 8 h a las 39.8 h; la citotoxicidad maxima
fue de 65.3 % a las 23.8 h (Figura 21).

El ABC genotdxica causado por las dosis de 16, 45 y 190 umoles/kg de cladribina fue
104.8, 152 y 189.9 respectivamente, mientras que el ABC citotéxica fue 5.7%, 12.3% y
38.3%. Los resultados mostraron que la cladribina tiene una correlacion positiva dosis —
ABC genotoxica (R? = 0.61) y una correlacion casi lineal de la dosis - ABC citotoxica (R?=
0.96). Las eficiencias genotdxicas (ABC genotoéxica / dosis en pmoles/kg) fueron 6.5, 4.2y
1.1, mientras que las eficiencias citotéxicas (ABC citotéxica / dosis en pmoles/kg) fueron

0.3, 1.0y 0.7 respectivamente (Figura 22).

La Figura 23 muestra la superposicion de las cinéticas de RET-MN y del incremento de la
reduccion de RET causadas por la dosis alta (190 pmoles/kg) de cladribina. Los
resultados mostraron que a partir de las 8 y 16 h se muestra un incremento de la
reduccién de RET y ausencia significativa de RET-MN, a partir de las 24 se observa una

relacién estrecha entre la citotoxicidad y la genotoxicidad.

La Figura 24 muestra el indice obtenido de la proporciébn de la citotoxicidad y
genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (190 umoles/kg). Los resultados mostraron un etapa
citotdxica temprana de la 8 -16 h que no depende del dafio en el ADN y una etapa tardia

de las 24 — 64 h que es dependiente de las rupturas del ADN.
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Figura 21. Cinéticas de reduccion de RET / 2000 E (%), después de la administracion de 16 0 45 o
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hasta las 72 h. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al basal (t-pareada,
p<0.05).
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Figura 24. Proporcion de la citotoxicidad / genotoxicidad de la dosis de 190 pmoles/kg de 2-CIdA.
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9.2.2 Fludarabina

La curvatura de la cinética de RET-MN de la dosis baja (90 umoles/kg) de fludarabina
provocé dos picos de micronucleos similares, el primer pico aparecio a las 19.7 + 3.4 h, el
segundo pico aparecié a las 43.6 + 3.8 h. Con la dosis intermedia (135 pmoles/kg)
provocé dos picos similares, a las 21.6 + 3.8 hy a las 44.1 + 3.2 h. Finalmente, la
curvatura de la dosis alta (175 pumoles/kg) provocé un solo pico significativo a las 25.5 +
4.1 h. Las frecuencias de RET-MN causadas con la dosis de fludarabina fueron bajas.
Debido a que los RET-MN inducidos fueron ligeramente mayor al basal, no fue posible

determinar su reproducibilidad individual con la dosis alta (Figura 25).

La dosis baja (90 umoles/kg) presentd una reduccion significativa de RET desde las 8 h a
las 32 h, la reduccibn maxima fue de 23.8 % a las 22.4 h. La dosis intermedia (135
umoles/kg), provoco reduccion de RET a las 22.9 h'y a las 40 — 48 h, en ambos puntos se
presenté una citotoxicidad fue similar de 38%. La dosis alta (190 pmoles/kg) resulté en
reduccion de RET desde las 16 h hasta las 48 h; a las 24.2 h y a las 40.4 h, se presento
una citotoxicidad similar de 43% (Figura 26).
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Figura 25. Cinéticas de induccién de RET-MN / 2000 RET, después de la administracion de 90 o
135 o 175 pmoles/kg pc de 2-FA entre la muestra basal (tiempo cero) y de las muestras
subsecuentes hasta las 72 h. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al basal
(t-pareada, p<0.05).
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Figura 26. Cinéticas de reduccion de RET / 2000 E, después de la administracion de 90 o 135 o
175 pmoles/kg pc de 2-FA entre la muestra basal (tiempo cero) y de las muestras subsecuentes
hasta las 72 h. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al basal (t-pareada,
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La Figura 27 muestra la relacion de la dosis respuesta genotdxica y citotoxica de las
diferentes dosis de fludarabina. EI ABC genotdxica causada por las dosis de 90, 135y
175 pmoles/kg de fludarabina fue 130.5, 76.6 y 55.8 respectivamente, mientras que el
ABC citotoxica fue 11.0 %, 17.4 % y 23.5 %. Los resultados mostraron que la fludarabina
tiene una correlacion negativa dosis — ABC genotdxica (R?=-0.97) y una correlacién lineal
de la dosis - ABC citotoxica (R?= 0.99). Las eficiencias genotédxicas (ABC genotoxica /
dosis en pmoles/kg) fueron 1.4, 0.5 y 0.2, mientras que las eficiencias citotoxicas (ABC
citotoxica / dosis en pmoles/kg) fueron 0.1, 0.1 y 0.1 respectivamente. Los resultados
sugieren que la fludarabina es poco eficiente en la inducciéon de rupturas en el ADN y
subsecuentemente en la induccién de RET-MN.

La Figura 28 muestra la superposicién de las curvas de inducciébn de RET-MN y de
reduccién de RET causadas por la dosis alta (175 umoles/kg). Los resultados mostraron
una relacion estrecha entre la induccion de microndcleos y la citotoxicidad, con excepcion
delas 24y 32h.

La Figura 29 muestra el indice obtenido de la proporciébn de la citotoxicidad y
genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (175 pmoles/kg). Los resultados mostraron un efecto

citotoxico intermedio entre las 24 - 32 h que no fue dependiente del dafio en el ADN.
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9.2.3 8-Bromodesoxiadenosina

Genotoxicamente, la curvatura de la cinética de RET-MN de la dosis de 50 umoles/kg
indujo micronucleos hasta las 62.7 + 2.4 h. La curvatura de la cinética de la dosis de 100
pmoles/kg indujo dos picos significativos a las 23.9 £ 0.3 hy a las 65.3 = 1.9 h. La dosis
de 150 pmoles/kg presentd dos picos de RET-MN significativos una a las 23.9 + 0.3 hy
otra a las 42.1 + 3.7, el segundo pico result6 ligeramente mayor (Figura 30). La induccion
de RET-MN fue baja y no fue posible determinar su reproducibilidad individual con la dosis
alta.

Citotoxicamente, la dosis baja (50 umoles/kg) presentd una reduccion de RET significativa
a las 40 h, la reduccién maxima fue de 39%. La dosis intermedia (100 pumoles/kg) mostré
una reduccion de RET significativa a las 23.7 h con una la reduccién méaxima fue 32.8%.
La dosis alta (150 umoles/kg) presentd una reduccion de RET prolongada de las 8 h hasta
las 48 h, la reduccion maxima de RET ocurrio a las 43.8 y fue de 39.1% (Figura 31).
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Figura 30. Cinéticas de induccién de RET-MN / 2000 RET, después de la administracion de 50 o
100 o 150 pumoles/kg pc de 8-BrdA entre la muestra basal (tiempo cero) y de las muestras

subsecuentes hasta las 72 h. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al basal
(t-pareada, p<0.05).
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El ABC genotéxica causado por las dosis de 50, 100 y 150 umoles/kg de la 8-BrdA fue 93,
99 y 120, mientras que el ABC citotoxica fue 8.5%, 14.0% y 17.6%. Los resultados
mostraron que la 8-BrdA tiene una correlacién positiva dosis — ABC genotdxica (R?= 0.90)
y una correlacion lineal de la dosis - ABC citotéxica (R?>= 0.98). Las eficiencias
genotodxicas (ABC genotodxica / dosis en umoles/kg) fueron 1.8, 0.9 y 0.8, mientras que las
eficiencias citotoxicas (ABC citotoxica / dosis en umoles/kg) fueron 0.1, 0.1 y 0.1. Los
resultados sugieren que la 8-BrdA es poco eficiente en la induccién de rupturas en el ADN
y subsecuentemente en la induccién de RET-MN (Figura 32).

La Figura 33 muestra la superposicion de las curvas de induccién de RET-MN y de
reducciéon de RET causadas por la dosis alta (190 umoles/kg). Entre las 8 — 16 h se
muestra citotoxicidad y ausencia de genotoxicidad y a partir de las 24 se observa una

relacién estrecha entre la citotoxicidad y la genotoxicidad.

La Figura 34 muestra el indice obtenido de la proporcibn de la citotoxicidad y
genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (150 pmoles/kg). Los resultados mostraron una
etapa citotéxica temprana de la 8 - 16 h que no depende del dafio en el ADN (similar a la
cladribina, fludarabina) y una etapa tardia de las 24 — 64 h que es dependiente de las

rupturas del ADN.
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Figura 34. Proporcion de la citotoxicidad / genotoxicidad de la dosis de 150 umoles/kg de 8-BrdA.
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9.3 Antineoplasico analogo de desoxiadenosina de segunda

generacion

9.3.1 Clofarabina (ICR)

Genotbdxicamente, la curvatura de la cinética de la dosis baja (25 umoles/kg) e intermedia
(50 umoles/kg) presentaron un pico de RET-MN a las 27.8 + 1.8 h y 28.3 £ 3.5 h,
respectivamente. La dosis alta (100 pmoles/kg) mostré picos de RET-MN a las 32.9 + 3.8
hy alas 46.5 + 3.8 h; el segundo pico result6 mayor que el primero y una induccion
prolongada de RET-MM hacia las 56 h — 64 h. Estos resultados sugieren que la
clofarabina presenta una via de induccién de rupturas con las dosis baja e intermedia y
tres vias de induccion de rupturas en el ADN con la dosis alta.

La reproducibilidad de los picos individuales fue corroborada mediante del analisis de
curvas multiples. El analisis individual mostré que la clofarabina indujo dos oleadas de
induccién de RET-MN, a las 27.3 + 29 h y a las 45.2 + 4.1 h, con una R-cuadrada

ajustada, cercana a 1. El individuo #4 present6 tres picos genotoéxicos (Figura 36).
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Figura 35. Cinéticas de induccién de RET-MN / 2000 RET, después de la administracion de 25 o
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subsecuentes hasta las 72 h. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al basal
(t-pareada, p<0.05).
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Figura 36. Respuesta genotoxica individual causado por la administracion i.p. de 100 umoles/kg de
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Citotoxicamente, la dosis baja (25 umoles/kg) mostré reduccion de RET significativa de
las 24 h a las 40 h, la citotoxicidad maxima fue de 45.9% a las 23.9 h. La dosis de 50
pumoles/kg mostro una citotoxicidad prolongada desde las 8 h hasta 56 h, la citotoxicidad
maxima fue de 57.6% y ocurri6 a las 27.9 h. Finalmente, con la dosis alta (100 pmoles/kg)
se observé una reduccién amplia desde las 8 — 56 h; entre las 24 y 48 h, la citotoxicidad
se mantuvo entre 71.3 %y 76%.

El ABC genotdxica causada por la dosis de 25, 50 y 100 umoles/kg de clofarabina fue
148.6, 218 y 440.7, mientras que el ABC citotoxica fue 16.8%, 30.6% y 48.5%. Los
resultados mostraron que la clofarabina tiene una correlacién positiva lineal de la dosis —
ABC genotdxica (R? = 0.98) y de la dosis - ABC citotéxica (R?= 0.98). Las eficiencias
genotoxicas (ABC genotoxica / dosis umoles/kg) fueron 6.0, 4.3 y 4.4, mientras que las
eficiencias citotéxicas (ABC citotoxica / dosis pmoles/kg) fueron 0.6, 0.6 y 0.4,

respectivamente (Figura 38).

La Figura 39 muestra la superposicion de las cinéticas de RET-MN y de la reduccién de
RET causadas por la dosis alta (100 pumoles/kg) de clofarabina. Los resultados mostraron
que entre las 8 — 16 h hay citotoxicidad y ausencia de genotoxicidad y a partir de las 24 se

observé una convergencia entre la genotoxicidad y citotoxicidad hasta las 64 h.

La Figura 40 muestra el indice obtenido para la proporciéon de la citotoxicidad y de la
genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (100 pmoles/kg). Los resultados confirman un efecto
citotoxico temprano de la 8 -16 h que no depende del dafio en el ADN y un efecto
estrecho entre la citotoxicidad y la genotoxicidad a partir de las 24 h hasta las 64 h.

Similar al observado en las dosis altas de cladribina, fludarabina y BrdA.

75



250 - CIFdA (25 pmoles / kg)

Citotoxicidad = 16.8%
200
— 9
= /%D
< 1501 o
[0
o
(8]
Ag 100 4-& /
° i \é\@ """""""" * 3
(&) * *
o X/
50 - o7 70
—O— mediatEE
0 T T T T T T T T T T
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tiempo (h)
250 CIFdA (50 ymoles / kg)
Citotoxicidad = 30.6%
200
S
© 150
©
:
Q
é 100 0 JP/
= * * % */
o O/QTL)\* * @‘\@/O
50 &
—O— mediatEE
0 T T T T T T T T T T
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tiempo (h)
250 - CIFdA (100 pmoles / kg)
Citotoxicidad = 48.5%
200 -
S
5 150
©
o
K]
x
o 00 S/
o
O
50
0 ) "—0— mediatEE
T T T

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tiempo (h)
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(t-pareada, p<0.05).
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Figura 39. Superposicion de la genotoxicocinética y de la citotoxicocinética causada por la
administracion i.p. de la dosis de 100 pmoles/kg de CIFdA.
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9.4 Posible mecanismo de accion de la cladribina y clofarabina in vivo

9.4.1 Cladribina

La Figura 41 muestra las posibles vias de accién in vivo después de la administracion i.p.
de la dosis alta (190 pmoles/kg pc) de cladribina y clofarabina (100 pmoles/kg pc), ya

que fueron las dosis que presentaron mejor respuesta.

La cladribina presentd dos etapas citotdxicas: una etapa temprana de las 8 a 16 h que no
es dependiente de RET-MN y otra que es ésta estrechamente relacionada con la
induccién de RET-MN de las 24 a 64 h. La primera etapa se podria asociar a la muerte
celular via CD99, es un tipo de muerte celular metudsico que no requiere ingresar al
interior de la célula, es temprano y no tiene efecto sobre el ADN. La segunda etapa

citotdxica puede ser consecuencia de las posibles acciones sobre el ADN.

La cladribina present6 tres picos que representan la actividad genotoxica, a las 24 h, a las
40 h y a las 56 h, sugiere tres vias de induccion de rupturas del ADN. El primer pico
coincide con el observado en RI (Figura 17E), ello implica que la cladribina presenta una
accion temprana sobre el ADN, posiblemente clastogénica, aunque por el tiempo de
induccién de los RET-MN también coincide con el pico observado en VNB, VNC y COL. El
segundo pico no coincide con algun agente reportado, ocurre 16 h después e implica un
ciclo de division adicional, esta accidn se podria asociar con la formacién de rupturas de
ADN causadas durante la inhibicion de la sintesis de ADN o lesiones subsecuentes. El
tercer pico fue tardio, sugiere persistencia o a una accién secundaria asociada a la

metilacién debido a que implica un segundo ciclo de division.
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9.4.2 Clofarabina

Similar a la cladribina, la clofarabina presentd dos etapas citotdxicas: una etapa temprana
de las 8 a 16 h que no es dependiente RET-MN y que podria asociar a la muerte celular
via CD99, no requiere ingresar al interior de la célula, es temprano y no tiene efecto sobre
el ADN y otra etapa que es ésta estrechamente relacionada con la induccion RET-MN de
las 24 a 64 h que puede ser consecuencia de las posibles acciones sobre el ADN

La clofarabina presentd dos picos a las 32 h y 48 h y un hombro hacia las 64 h que se
mantiene a las 72 h que sugieren tres vias de induccién de rupturas de ADN. El primer
pico a las 32 h coincide con el observado con en azaC y dFdC, en la azaC fue asociado a
rupturas durante la reparacién del aducto y en la dFdC fue asociado a la inhibicién de las
ADN polimerasas o0 a un arresto de la sintesis de ADN. El segundo pico ocurrié hacia las
48 h coincide con el observado en la azaC, que fue asociado a rupturas causadas durante
la reparacion de errores de apareamiento, no hay evidencia que la clofarabina provoque
errores de apareamiento, es posible que las acciones se deban a acciones secundarias
como lesiones subsecuentes o interacciones ADN-ADN o ADN-proteina como sucede con
la azaC, e implica un ciclo de divisién adicional. También, se observo una ligera induccion
de RET-MN hacia las 64 h'y 74 h que coincide con la observada en la azaC asociada a
efecto desmetilante, esta accion requiere dos ciclos de divisién celular, se mostré una

regularidad de 16 h entre los picos.
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Posibles acciones de la cladribina y clofarabina en funcién del tiempo

8-16 24 32 40 48 56 64-72
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adicional 2-CIdA CIFdA

Figura 41. Posibles actividades citotdxicas y genotdxicas de la cladribina (190 umoles/kg pc) y de la clofarabina (100 pmoles/kg pc)
in vivo
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9.5 Comparacion de respuesta de las actividades cito y genotoxicas

contra el tiempo entre las cepas ICR y BALB/c

En la cepa ICR, se presentd una cinética con una curvatura caracterizada por dos picos
uno a las 24.3 h y otro pequefio a las 48.0 h. La cepa BALB/c present6 también dos picos,
uno a las 23.3 h y otro mayor a las 40.6 h, en ambas cepas se presentd una respuesta
similar en tiempo y distinta en términos de magnitud. Los resultados sugieren que la cepa
ICR tiene una induccién principal de RET-MN temprana hacia las 24 h, mientras la cepa
BALB/c presentd una mayor induccién de RET-MN hacia las 40 h (Figura 42). En las
cinéticas individuales el individuo #3 de la cepa BALB/c presentd una curvatura
caracterizada por tres picos y el individuo #4 de la cepa BALB/c present6 una curva con
un solo pico Figura 43. El ajuste de curvas multiples en cada cinética presenté con una R
cuadrada cercana a 1.
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Figura 42. Comparacion de las cinéticas determinadas por la induccion de RET-MN / 2000 RET,
después de la administracion de 16 pmoles/kg pc de 2-CIdA entre la muestra basal (tiempo cero) y
de las muestras subsecuentes hasta las 72 h en ratones ICR y ratones BALBJ/c.
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Figura 43. Respuesta genotdxica individual causado por la administracion i.p. de 16 pmoles/kg de
2-CIdA y analizadas con el modelo de ajuste de curvas mdltiples en ratones ICR y BALB/c. La linea
sobre los picos indica el promedio principal (continua) y secundaria (punteada).
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La dosis de 90 umoles/kg pc de fludarabina en ambas cepas presentd una respuesta

similar en tiempo hacia las 24 h y 44 h y similar en términos de magnitud (Figura 44). En

las cinéticas individuales y analizadas con el modelo de ajuste de curvas multiples se

mostré que los individuos #4 y #5 de la cepa ICR presentaron tres picos, similarmente al

individuo #3 de la cepa BALB/c (Figura 45).
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Figura 44. Comparacion de las cinéticas determinadas por la induccion de RET-MN / 2000 RET,
después de la administracién de 90 umoles/kg pc de 2-FA entre la muestra basal (tiempo cero) y
de las muestras subsecuentes hasta las 72 h en ratones ICR y BALBI/c.
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Figura 45. Respuesta genotdxica individual causado por la administracion i.p. de 90 umoles/kg de 2-FA y
analizadas con el modelo de ajuste de curvas mdltiples. La linea sobre los picos indica el promedio del tiempo

de aparicion de los picos.
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La dosis de 50 umoles/kg pc de 8-bromodesoxiadenosina en la cepa ICR, presentd una

frecuencia maxima de RET-MN hasta las 62 h, en la cepa BALB/c indujo dos picos, uno a

las 23.4 hy a las 42.6 h. Estos resultados sugieren diferencias en tiempo y magnitud entre
ambas cepas (Figura 46). La reproducibilidad de los picos de cada genotoxicocinética de

cada organismo fue analizada mediante el andlisis de ajuste de curvas mdultiples en cada

cinética presentd una R-cuadrada ajustada, cercana a 1, los individuos #2, #4 y #5 de la

cepa ICR mostraron tres picos, el individuo #3 indujo un pico mientras que los individuos

#1, #2, #4 y #5 de la cepa BALB/c también presentaron tres picos. (Figura 47).
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Figura 46. Comparacion de las cinéticas determinadas por la inducciéon de RET-MN / 2000 RET,
después de la administracion de 50 umoles/kg pc de 8-BrdA entre la muestra basal (tiempo cero) y
de las muestras subsecuentes hasta las 72 h en ratones ICR y ratones BALB/c.
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Figura 47. Respuesta genotoxica individual causado por la administracion i.p. de 50 umoles/kg de
8-BrdA y analizadas con el modelo de ajuste de curvas mdltiples en ratones ICR y BALB/c. La linea
punteada o continua sobre los picos indica el promedio.
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La dosis de 25 umoles/kg pc de clofarabina, en la cepa ICR mostrd una cinética con una

curvatura de un pico a las 27.8 h, mientras que en la cepa BALB/c se presentaron dos

picos, uno a las 40.6 h 'y 56 h y un hombro que se mantuvo hasta las 72 h. Los resultados

muestran diferencias en el tiempo y en la magnitud de la induccién de RET-MN entre

ambas cepas (Figura 48). En la cinética individual con ajuste de curvas multiples presento

una R-cuadrada cercana a 1, los individuos #3, #4, #5 de la cepa ICR presentaron un pico

mayor, acompafiado de dos picos pequefios, ligeramente mayores que el basal. Los

individuos #1 y #5 en BALB/c presentaron tres picos, el primero fue temprano (Figura 49).
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Figura 48. Comparacion de las cinéticas determinadas por la induccion de RET-MN / 2000 RET,
después de la administracién de 25 pmoles/kg pc de CIFdA entre la muestra basal (tiempo cero) y
de las muestras subsecuentes hasta las 72 h en ratones ICR y ratones BALB/c.
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Figura 49. Respuesta genotodxica individual causado por la administracion i.p. de 25 umoles/kg de
clofarabina y analizadas con el modelo de ajuste de curvas miltiples en ratones ICR y BALB/c. La
linea punteada o continua sobre los picos indica el promedio.
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La Figura 50 se muestran las cinéticas de la actividad citotdéxicas determinadas a partir de
las frecuencias de los RET en 2000 E en porcentaje en funcion del tiempo con las dosis
de 16 pmoles/kg de 2-CIdA, 90 pmoles/kg de 2-FA, 50 pmoles/kg de 8-BrdA y 25
pumoles/kg de CIFdA en la cepa de raton ICR y BALBI/c.

Citotoxicamente, la dosis de cladribina (de 16 pmoles/kg de 2-CIdA) mostré una reduccién
significativa a las 22.6 h de 38% en la cepa ICR, mientras que en la cepa BALB/c se
presentd una reduccién a las 16 h, 24.1 hy 39.6 h. a las 24 h la reduccién fue 30%. La
fludarabina indujo reduccion de RET desde las 8 a 24 horas en la cepa ICR, mientras que
en la cepa BALB/c la reduccion ocurrié a las, a las 7.5 h, a las 24.3 h y a las 43.7 h.
Ambas cepas presentaron una citotoxicidad similar que converge a las 8 h'y 24 h. La
dosis de 8-BrdA indujo una reduccién significativa a las 40 h y en la cepa BALB/c se
presentd de las 16 a 24 h y a las 40 h, en ambas cepas convergen en citotoxicidad a las
40 h de 30%. La dosis de clofarabina indujo reduccién de RET de las 24.6 h a las 40 h, en
este tiempo se present6 una reduccion de 45.7 % en la cepa ICR, mientras que en la cepa
en la cepa BALB/c la reduccion ocurrié de las 24 h hasta las 56 h, la reduccion maxima
ocurrio a las 38.6 h y fue de 63.7 %. Los resultados muestran mayor sensibilidad de la
cepa BALB/c a la cladribina y clofarabina.
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Figura 50. Comparacién de las cinéticas de reduccion de RET / 2000 E (%) causadas por 2-CIdA
(16 pmoles/kg), 2-FA (90 umoles/kg), 8-BrdA (50 umoles/kg) y CIFdA (25 pmoles/kg) en funcion del

tiempo en ratones ICR y BALB/c. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas con respecto
al basal (t-pareada, p<0.05).



En términos del area bajo la curva genotoéxica (ABC-G), la dosis de cladribina no present6
diferencias significativas entre ambas cepas (104.8 + 31.9 vs 136 + 45.1, p = 0.244). La
dosis de la fludarabina presentd efectos genotoxicos similares (130.7+ 73.3 vs 84.7 +
60.2, p = 0.311). La dosis de 8-BrdA mostro diferencias significativas en la cepa ICR fue
93.0 + 24.0 y en la cepa BALB/c fue 154.8 + 37.2 (p < .01). La dosis de la clofarabina
presento diferencias significativas en el ABC genotoxica entre ambas cepas (148.6 £ 57.1
vs 235.4 + 80.1, p < 0.05). Los resultados sugieren que la cepa BALB tiende a ser mas
sensible al dafo total causado por la clofarabina y bromodesoxiadenosina comparado con
la cepa ICR.

En términos del area bajo la curva citotoxica (ABC-C), La dosis de cladribina mostré
diferencias significativas en el ABC citotoxica entre ambas cepas (5.7 £ 5.7 % vs 16.2 £
8.0 %, p < 0.05). La dosis de la fludarabina presenté efectos citotoxicos similares en
ambas cepas, no se observaron diferencias significativas en el ABC citotoxicas entre
ambas cepas (11.0 = 4.4 % vs 10.4 £ 4.0 %, p = 0.81). La dosis de 8-BrdA presento
efectos citotoxicos similares en ambas cepas, no se observaron diferencias significativas
en el ABC citotoxica entre ambas cepas (8.5 + 8.2 % vs 13.7 £ 6.4 %, p = 0.29).
Finalmente, la dosis de clofarabina present6 diferencias significativas en el ABC
genotdxica entre ambas cepas (18.2 + 2.3 % vs 35.8 + 10.3 %, p < .01), los resultados

sugieren que la cepa BALB tiende a ser mas sensible al efecto citotoxico que la cepa ICR.
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Figura 51. Comparacién del &rea bajo curva genotoxica (A) y citotoxica (B) causada por la dosis de
16 pmoles/kg de 2-CIdA, 90 umoles/kg de 2-FA, 50 umoles/kg de 8-BrdA y 25 pmoles/kg de CIFdA
en ratones ICR y BALB/c. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas (T-
Student, p < 0.05).

De acuerdo a su eficiencia genotdxica definida como el area bajo la curva genotdxica

entre la dosis administrada (ABC-G [/ dosis en micromoles) mostraron que la CIFdA (25
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umoles/kg) y la 2-CIdA (16 umoles/kg) resultaron ser los agentes mas eficientes para
provocar dafio genotoxico en ambas cepas. Por su eficiencia genotoxica en la cepa ICR la
CIFdA > 2-CIdA > 8-BrdA > 2-FA y en la cepa BALB/c la 2-CIdA > CIFdA > 8-BrdA > 2-FA.
Por su eficiencia citotoxica definida como el area bajo la curva citotoxica con relacion a la
dosis administrada (ABC-C / dosis en micromoles) mostraron que la CIFdA (25 pmoles/kg)
y la 2-CIdA (16 pmoles/kg) resultaron ser los agentes mas eficientes para provocar dafio
citotéxico. En la cepa ICR la CIFdA > 2-CIdA > 8-BrdA > 2-FA y en la cepa BALB/c la
CIFdA > 2-CIdA > 2-FA > 8-BrdA en términos de la dosis administrada en pmoles/kg pc
(Figura 52).
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Figura 52. Comparacion de la eficiencia genotoxica (ABC-G / dosis) y de la eficiencia citotdxica
(ABC-C / dosis) causada por las dosis (umoles/kg) de peso corporal, causadas por los analogos de
desoxiadenosina.

La Figura 53 muestra la relacion de la dosis respuesta en términos del ABC genotdxica

(A) y citotéxica (B) total en 72 h, causada por las dosis de 50, 100 y 150 umoles/kg de 8-
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BrdA en la cepa ICR y BALB/c. El ABC genotoxica en la cepa ICR fue 93.0 + 24.0, 99.5 +
38.0y 120.3 + 40.8, mientras que la cepa BALB/c fue 154.8 + 37.2,174.1 + 71.2y 196.2 +
121.0. El ABC citotoxica en porcentaje para la cepa ICR fue 8.5 + 8.2 %, 14.0 £ 10.6 % y
17.6 £ 4.0 % y en la cepa BALB/c fue 13.7 + 6.4 %, 17.4 + 9.8 % y 25.6 + 4.4 %. Las
eficiencias genotoxicas fueron 1.8, 0.9 y 0.8 para la cepa ICR y para la cepa BALB/c
fueron 3.0, 1.7 y 1.3 respectivamente.
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Figura 53. Comparacion de la relacion dosis respuesta en términos de ABC genotéxica (A) y del
ABC citotoxica (B) causada por las dosis de 50, 100 y 150 umoles/kg de 8-BrdA en 72 h en ratones
ICR y BALB/c. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las cepas (T-Student p<0.05).
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10. Discusion

10.1 Comparacion de la respuesta de los diferentes analogos de la adenina.

El objetivo de este trabajo fue explorar y aproximarse a las posibles vias de accioén in vivo
de analogos de desoxiadenosina a través de su actividad genotoxica determinada por la
cinética de induccion de RET-MN y de su actividad citotoxica determinada por la cinética

de RET en normoblastos de ratén evaluados citométricamente.

Asumiendo que la administracién via intraperitoneal es adecuada, el tiempo de la
farmacocinética (absorcion, distribucion, médula dsea, internalizacion en normoblasto) y
procesos celulares como la enucleacién y la salida de EPC-MN de la médula 6sea a la
sangre periférica parecen ser constantes (Morales-Ramirez et al., 2017b). Con base en
los resultados, los antimetabolitos analogos de desoxiadenosina presentan acciones
genotodxicas y citotoxicas prolongadas, que a su vez sugieren presentar multiples acciones
que conllevan a la induccién de RET-MN y a la reduccion de RET y a su vez parecen
estar reguladas en funcién del tiempo. En sistemas in vitro, es ampliamente aceptado que
los analogos de desoxiadenosina presentan mdltiples acciones que culminan con la
muerte celular de células quiescentes y de células en division de células linfoides y de

células mieloides (Huang y Plunkett, 1995; Parker et al., 1991).

En términos de tiempo, en las dosis altas de cladribina y clofarabina, se presenté una
citotoxicidad temprana no dependiente de micronacleos entre las 8 y 16 h y una
citotoxicidad tardia que esté relacionada con micronucleos a partir de las 24 h a las 72 h.
En el caso de la cladribina parece inducir tres picos de RET-MN a las 24 h, 48 hy 56 h
con regularidad de 16 h y en el caso de la clofarabina dos picos de RET-MN a las 32 h'y
48 h con una ligera persistencia de RET-MN de las 64 h hasta las 72 h regulada cada 17
h, sugiriendo en ambos casos tres vias de induccion de rupturas ADN, que pueden ser

clasificadas en tempranas, intermedias y tardias.
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i) Citotoxicidad temprana - via CD99

La citotoxicidad temprana (8 — 16 h) se observé principalmente en las dosis altas de
cladribina, clofarabina, fludarabina y 8-BrdA, en estos tiempos no hay induccion
significativa de RET-MN, sugiriendo un efecto no dependiente de rupturas de ADN, el cual
podria corresponder a la metuosis. La metuosis es caracterizada por la interaccion de
CD99 y el bloqueo de sefiales corriente abajo que culmina con la formacién de vacuolas y
ruptura de la membrana sin presentar dafio sobre el ADN (Pasello et al., 2016). Celik et
al., (2018) en su estudio mostraron que la cladribina y clofarabina fosforilada y no
fosforilada interacciona con la proteina CD99 y subsecuentemente, causa decremento de
la expresion de fosfocinasa A y de ciclofilina que resultaba en citotoxicidad de células del
sarcoma de Erwing, lo que permitié concluir que ambos agentes causan muerte celular sin
requerir entrar al interior de la célula, ademas mostraron que la clofarabina resulté mas

citotoxica que la cladribina.

La proteina CD99 es una glicoproteina transmembranal de 32 kDa que esta asociada con
multiples acciones que incluye, la muerte celular de células T independiente de caspasas
(Pettersen et al., 2001), participa en la adhesion de células T, en el transporte
transmembranal de proteinas y estd ampliamente expresada en el diagnostico de
sarcoma de Erwing (Celik et al., 2018; Cerisano et al., 2004; Llombart-Bosch y Navarro,
2001), se expresa en mayoria de las células incluyendo los leucocitos (Pasello et al.,
2018) y en eritrocitos de los seres humanos (Fouchet et al., 2000; Petty y Tippett, 1995;
Schenkel et al., 2007).

En ratones, la proteina es llamada 12E7 y se ha descrito que presenta acciones similares
a la proteina CD99. No se ha reportado que la proteina CD99 se exprese en los
normoblastos, aunque su presencia en los eritrocitos sugiere que esta proteina puede

estar presente en células precursoras al eritrocito.
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i) Genotoxicidad temprana — no conocida

La mayoria de las dosis probadas presentaron un pico de RET-MN hacia las 24 h, el cual
coincide con el causado por Rl (0.25 Gy Co0-60) Figura 18-C; tedricamente, la radiacion
ionizante causa rupturas en el ADN por dos vias rapidas: directa a través de la interaccion
de los fotones con el ADN e indirecta a través de la ionizacion de la molécula de agua
formando: hidroxilos (HO"), superéxido (HO;"), hidronio (H*) y por reacciones
subsecuentes como el peréxido de oxigeno (H20O:), los cuales reaccionan rapidamente
con sitios labiles de la cadena del ADN.

La induccién de RET-MN temprana sugiere que los analogos de desoxiadenina presentan
una accién temprana sobre el ADN. Su accién temprana, podria corresponder a un efecto
clastogénico temprano o a un efecto aneugénico debido a que coincide con la induccidn
de EPC-MN causado por VNB, VNC y COL. No se ha documentado que los analogos de

desoxiadenosina presenten una accion clastogénica temprana ni efecto aneugénico.

Los primeros estudios sugerian que las rupturas del ADN podrian ser originadas por la
accion de nucleasas, activadas por la sefializacion de la reduccion de los
desoxinucledtidos a través de la inhibicion de la ribonucleétido reductasa (Hirota et al.,
1989), pero solo un par de trabajos mostraron la activacion de nucleasas como
sefalizacion del desbalance de la poza de nucleétidos, después de la incubacién de 5-
FdUrd en el ADN de células FM3A (Otani et al., 1992; Yoshioka et al., 1987). Sin
embargo, esta accidn parece estar relacionada a un proceso de reparacion, ya que no se
documentd mas informacién en afos subsecuentes hasta la actualidad e inclusive, la
evidencia ha mostrado que la hidroxiurea, un inhibidor especifico de la ribonucle6tido
reductasa indujo micronucleos a una dosis de 25 veces mas alta que la dosis que causa

desbalance de desoxinucleétidos en células de linfoma de ratén L5178Y, ello implica que
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la inhibicién de la sintesis de los dNTPs via inhibicién de la ribinucleétido reductasa no

induce rupturas en el ADN (Osterman et al., 2013).

Posiblemente, las rupturas de ADN tempranas fueron originadas de rupturas de cadena
sencilla SSBs (del inglés single-strand brokes) que se subsecuentemente se convertian
en rupturas de doble cadena (del inglés double strand breaks) y las rupturas de doble
cadena conllevaban a la muerte celular (Hirota et al., 1989; Wataya et al., 1989). En un
modelo in vitro para analizar mecanismos que favorecen la formacién de microndcleos en
linfocitos, se mostrd que las acciones de la citarabina la formacion de aductos e inhibicion
de la sintesis de ADN, provocan rupturas de cadena sencilla que posteriormente se
convierten en rupturas de doble cadena y subsecuentemente los fragmentos son
expresados como micronucleos dentro de un ciclo de division celular (Fenech, 2007). En
los analogos de desoxiadenosina aln no es clara la via que se encarga de provocar las

rupturas de cadena sencilla tempranas.

La evidencia ha mostrado que las especies reactivas de oxigeno (ERO) causan rupturas
de cadena sencilla, las cuales se introducen en la base del ADN o en el azlcar y
provocan rupturas de doble cadena (Pascucci et al., 2005). En sistemas in vitro, se mostrd
que la formacién de micronicleos puede ser consecuencia de un estrés oxidante causado
por la fosfamidén y la dieldrina (Cicchetti y Argentin 2003). Sin embargo, solo se ha
demostrado que la dFdC induce la formacion de ERO por algin mecanismo no conocido
(Arora et al., 2013; Donadelli et al., 2011). Es ampliamente aceptado, que el dafio de la
membrana mitocondrial genera ERO via disrupcion de la cadena respiratoria (Murphy,
2009) y la cladribina y clofarabina causan dafio directo sobre la membrana mitocondrial,
pero este dafio parece estar mas relacionado a un efecto apoptético (Genini et al., 2000) e
incluso la 6-mercaptopurina, un derivado de purina, genera ERO via 6xido-reduccién del
cobre, que subsecuentemente conllevan a la induccién de rupturas dobles del ADN
(Rehman et al., 2015), pero las ERO causadas por las via oxidaciébn — reduccién
reversible de la clofarabina, no son suficientes para alterar la integridad del ADN (Satana
et al., 2013).
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Por otro lado, el primer pico también coincidié con el observado en agentes aneugénicos
COL, VBN, VNC a las 27 h (Morales-Ramirez et al., 1997), estos agentes inducen
aneuploidia, una alteracion en el nimero de cromosomas. Actuan principalmente durante
la mitosis, reaccionan con la B-tubulina uniéndose para formar el protofilamento que
constituye el microtubulo que forma parte del huso mitético, interfiriendo con la dindmica
de los cromosomas durante su redistribucién y su segregacion para constituir el nacleo

principal (Downing, 2000; Eastmond y Tucker, 1989).

La evidencia ha mostrado que algunos analogos de nucleobases pueden eliminar a las
células por mecanismos de accién no apoptéticos como la metuosis y otros pueden
redirigir la actividad de metuosis a una accion aneugénica, por ejemplo, la nucleobase 3-
(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-1-(4piridinil)-2-propeno-1-ona (MOMIPP), la sustitucion en
la posicién 2 de anillo indol por un metilo, causa burbujas en la membrana, redondeo de
las células y pérdida de adherencia con células adyacentes y una acumulacién de
vacuolas macropinociticas, sefiales de metuosis, pero el reemplazo por un propilo dirige a
la célula a efectos observados por la VNB y VNC provocando un arresto mitético y muerte
celular por interaccién con los microtibulos (Trabbic et al.,, 2015). La citotoxicidad

observada podria estar asociada a las acciones descritas previamente.

iii) Via inhibicién del metabolismo de los desoxinucledsidos

En este estudio no podemos conocer la magnitud, ni el tiempo en que ocurre esta via,
debido a que no tenemos indicios de la accion sobre el ADN vy citotoxicidad, dado que la
dosis que causa desbalance de la reserva de los dNTPs no resulta en formacion de
rupturas de la cadena de ADN. En la literatura se ha mostrado que el abatimiento de los
reserva de los desoxinucleétidos, es una de las principales acciones causada por los
analogos de desoxiadenosina (Ewald, 2008; Gandhi, 2006, Robak et al., 2009). El

decremento de la sintesis de los desoxinucleétidos resulta en citotoxicidad (Seto et al.,
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1986; Tseng et al., 1982; Gandhi y Plunkett, 2007). Para ello, los nucledsidos requieren
ingresar al interior de la célula y requieren de la fosforilacion y su conversion a metabolitos
trifosfatados, no es dependiente de la activacion de caspasas (Pettitt y Cawley, 2000) ni
de la incorporacion al ADN (Poli et al., 1999).

En células linfoblastoides humanas se ha observado una fuerte reduccion en las reservas
de dCTP, dATP, dGTP y dTTP después de la incubaciéon con cladribina y clofarabina
(Hirota et al., 1989; Xie y Plunket, 1991), en células K562 derivadas de mieloma después
de la incubacion con clofarabina (Parker et al., 1991) y en células HelLa después de la
incubaciéon con fludarabina (Tseng et al.,, 1982), el cual puede ser restaurado por la
adicion de desoxicititina (Brockman et al., 1990; Griffig et al., 1989). Se ha reportado que
el reduccién de la sintesis de los dNTP ocurrié 3 h post-incubacién con cladribina en
células FM3A de raton (Hirota et al., 1989) con clofarabina en células linfoblastoides (Xie y
Plunkett, 1996).

iv) Genotoxicidad intermedia - Inhibicion de las ADN polimerasas o lesiones en el
ADN

El pico de 32 h en la clofarabina y de las 40 h con la dosis alta de cladribina, las rupturas
del ADN podrian estar asociadas al bloqueo de la sintesis de las ADN polimerasas,
coincide con el observado en la dFdC (Morales-Ramirez et al., 2017b). En el caso de la
cladribina, esta accion requiere un ciclo de divisién adicional, que esta condicionado por la
accion genotoxica previa. También, coincide con el observado en la azaC asociado a
rupturas del ADN durante la reparacion del aducto formado entre la azaC y la ADN
citosina metil-transferasa (Morales-Ramirez et al., 2008), no se ha reportado que los
analogos de desoxiadenosina se unan con la ADN citosina metiltransferasa y formen un

aducto.
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La evidencia ha mostrado que las rupturas dobles del ADN se observan después de 12 —
14 h de incubacién con cladribina (Yamato et al., 1992), que a su vez podria asociarse
con la incorporacion, inhibicion de la sintesis de la cadena de ADN y la formacion de
rupturas. La incorporacion de los analogos de desoxiadenosina dentro de la cadena de
ADN impide la elongacion de la cadena y subsecuentemente impide la polimerizacién y/o
la reparacion del ADN en células linfoides (Huang et al., 1986; Xie y Plunkett 1996) y en
células mieloides (Parker et al., 1991).

Se ha reportado que en células troncales de murinos la incorporacién de la citarabina
(araC) en la cadena de ADN conlleva un arresto celular durante la fase de sintesis y tarda
hasta 20 h en reactivarse (Van Pelt et al.,, 2005). La cladribina y fludarabina inhiben
principalmente la ADN polimerasa a (Parker et al., 1991; White et al., 1990), la clofarabina
inhibe principalmente la ADN polimerasa 8 y en menor medida a la polimerasa a (Hentosh
et al., 1990) y la BrdA bloquea la fase de sintesis (Parsons et al., 1986). La inhibicion de la
sintesis del ADN resulta en la formacién de sitios terminales de la cadena que conllevan a
la induccion de rupturas dobles de la cadena de ADN (Huang et al., 1995; Xie y Plunkett,
1995).

Las rupturas de ADN ha sido detectada con marcadores moleculares (y-HX2A) incubando
clofarabina en células derivadas de tumores (Cariveau et al., 2000), también han sido
detectadas por electroforesis unicelular en linfocitos incubacion con cladribina (Hirota et
al., 1989) y con la incubacion de 2-FA en leucocitos (Poli et al. 1999). La fragmentacion

del ADN se ha asociado con la apoptosis (Genini et al., 2000).

vi) Genototoxicidad tardia - via desmetilacién o lesiones tardias

La induccion de RET-MN tardios puede ser equivalente por analogia al tercer pico que
corresponde al hombro en la azaC, que fue asociada a la fragilidad cromosémica via

desmetilacion (Morales-Ramirez et al., 2008). Se ha reportado que tanto la clofarabina
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como la cladribina producen desmetilacion por un mecanismo aun no dilucidado,
provocando decremento en la expresién de los promotores de genes Yy causando
modificaciones post-traduccionales de histonas que en conjunto estan asociadas a un

arreglo estructural de la cromatina y fragilidad cromosémica (Valdez et al., 2015).

La desmetilacibn es un evento tardio que conlleva a la fragilidad cromosémica, la
sustitucion del carbono 5° por un atomo nitrégeno en la azaC impide que este sea
metilado, y favorece la formacién del enlace covalente entre el carbono 6 y la
metiltransferasa (Gabbara y Bhagwat, 1995), el reemplazo de citosina por azaC en islas
GpC resulta en fragilidad cromosomica y la fragilidad cromosdmica provoca fragmentacién
de la cromatina (Viegas-Pequignot y Dutrillaux, 1981) que conllevaria a la formacion de

micronucleos tardios.

En la literatura se ha reportado, que la fludarabina y la cladribina causan desmetilacion
alterando el ciclo de metilacion de la S-adenosilmetionina (SAM), inactivando la S-
adenosil homocisteina (SAH) hidrolasa en células de la linea K562 (derivadas de LMC)
(Wyczechowska y Fabianowska-Majewska, 2003). No se ha reportado, que la
desmetilacion via alteracién del ciclo activo de la metilacién causada por estos agentes se

dirija a fragilidad cromosomica.

Otra posible explicacién es que las rupturas de ADN tardias, puedan ser producto de la
persistencia de lesiones. Recientemente, se documento que la azaC y la Rl puede formar
enlaces cruzados intracadena ADN-ADN y cruzados intercadena y cruzados ADN-
proteinas. Las rupturas de enlaces cruzados ADN-proteinas preceden de una lesion
especifica del ADN unida covalentemente a proteinas, la acumulacion de rupturas de
enlaces cruzados ADN-proteina conlleva a un estrés en la replicacion del ADN y a
inestabilidad genémica y a muerte celular por protedlisis (Fielden et al., 2018). En la
literatura se han detectado rupturas de doble cadena del ADN después de la incubacién

de clofarabina después de 72 h de incubacion (Cariveau et al., 2008)
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v) Via apoptosis

La pérdida de la viabilidad de los normoblastos se podria asociar a las acciones
previamente descritas. La induccion de rupturas en el ADN esta asociada a la apoptosis
(Barbieri et al., 1998; Carson et al., 1983; Parsons et al., 1986; Zinzani et al., 1994; Genini
et al., 2000). Van Pelt et al., (2005) mostraron que la araC tiene un efecto citotoxico
prolongado de células troncales hematopoyéticas, similarmente como ocurre con la

poblacion de los RET, entre las 8 y 56 h.

Comparando el dafio genotdxico y citotéxico causado por los analogos de
desoxiadenosina. La clofarabina es el agente que induce mayor dafo, hasta cuatro veces
mayor que la cladribina y 20 veces mas que la fludarabina. La bromodesoxiadenosina y la
fludarabina son agente poco eficientes en la induccion de rupturas de ADN. La doble
halogenacion de la clofarabina le confiere mejor estabilidad, mayor solubilidad (Carson et
al., 1992), lo que facilita su entrada hacia el citosol por difusion (King et al., 2006), tiene
mayor afinidad hacia la fosforilacion por la desoxiciditina cinasa (Lindemalm et al., 2003) y
una accion mas directa sobre el ADN (Xie y Plunkett, 1995) que sus predecesores
cladribina y fludarabina (Bonate et al., 2006), la evidencia terapéutica ha mostrado que el
efecto citotéxico es al menos 10 mayor que el causado por la 2-FA (Gandhi y Plunkett,

2007) consistente con este estudio.

10.2 Comparacion de la respuesta citotoxica y genotéxica entre las cepas ICR y
BALB/c

Esta parte del estudio fue debido a que la cepa de ratdén ICR presenté una baja induccion
de RET-MN, incluso aplicando dosis altas y es distinta al modelo biol6gico usado por

Morales-Ramirez desde sus inicios en 1996 (Morales-Ramirez et al., 1996; 2008; 2014;
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2017). Esto nos llevo a suponer diferencias en la sensibilidad de las cepas después de la

administracién de antimetabolitos de la desoxiadenosina.

Los resultados mostraron que la cepa de raton BALB/c tiende a ser mas sensible
genotoxicamente a la 8-BrdA y clofarabina y citotoxicamente hacia la cladribina vy
clofarabina que la cepa ICR. En un estudio previo, empleando diferentes cepas de ratén
se probé la sensibilidad o resistencia hacia nucleobases y nucledsidos, la cepa BALB/c
resulté mas sensible que otras cepas de ratén a la induccién de microndcleos causado
por los nucledsidos de base (Sato et al., 1993). Sin embargo, este estudio solo consideré
la evaluaciéon de los microndcleos en un solo tiempo a las 30 h y el dafio total no fue

considerado.

La evidencia ha mostrado diferencias en la sensibilidad de algunas cepas a agentes
quimicos, que podria relacionarse al metabolismo y constitucion genética propia de cada
cepa. En un estudio previo, sobre sensibilidad de la poblacién de linfocitos en dos cepas
de raton (C57BL/6 y CBA/Ca) después de ser irradiadas con la misma dosis, los autores
concluyeron que la cepa de ratbn C57BL/6 fue mas susceptible a la induccién de
apoptosis por radiacion (Gridley et al., 2011), en otro estudio sobre hepatocitos aislados y
cultivados de distintas cepas de ratén (FVB/N, C57BL/6 y C3H/He) y tratados con ligando
Fas que se une al receptor Fas, un iniciador de la apoptosis via extrinseca, mostraron que
los hepatocitos de la cepa C3H/He fueron mas susceptible al dafio mediado via Fas que
las cepas de ratén C57BL/6 y FVB/N (Weerasinghe et al., 2016).

Con respecto a la eficiencia en términos del dafio y dosis administrada entre ambas cepas
se mostré que la clofarabina y cladribina son agentes que presentan mejor eficiencia, en
la cepa ICR la 2-CldA=CIFdA>8-BrdA>2-FA y en la cepa BALB/c la CIFdA>2-CIdA>8-
BrdA>2-FA y por su eficiencia citotoxica para ambas cepas fue en orden descendente
CIFdA>2-CIldA>8-BrdA>2-FA, esta evidencia concuerda con las observaciones reportadas

previamente y en sistemas in vitro (Celik et al., 2018) y en investigacion clinica (Faderl et
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al., 2005; 2005b). La clofarabina es un agente que genera mayor dafio genotdxico y

citototoxico que sus predecesores cladribina y fludarabina en ambas cepas.

Con respecto a la eficacia de otros a antimetabolitos (azaC y dFdC), la cladribina y la
clofarabina, presentaron un eficiencia genotoxica similar que la dFdC (Morales-Ramirez et
al., 2017b), pero fueron 3 y 4 veces menos eficientes que la azaC (Morales-Ramirez et al.,
2008). Citotoxicamente, la azaC fue 6.2 veces mayor que la clofarabina y 7.1 veces mayor

que la cladribina (Morales-Ramirez et al., 2014).

En una revision previa, Morales-Ramirez et al., (2014), compararon el Tir determinada por
el tiempo de la frecuencia maxima de EPC-MN causado por distintas clases de agentes,
incluyendo antimetabolitos, alquilantes mono y bifuncionales, derivados de Vinca spp. vy
promutagenos en ratones BALB/c y radiacion. La cepa BALB/c present6 un pico constante
entre las 40 y 44 h. que equivale a 16 h para cladribina, de 17 h para clofarabina, de 18 h
para la bromodesoxiadenosina y 20 h para fludarabina después del Tir, lo cual sugiere
una regularidad en los tiempos de induccién del dafio del ADN. La cepa ICR, se presento
mayor variabilidad en los tiempos de inducciéon de RET-MN, esto nos permite sugerir que
la cepa BALB/c es mas estable para realizar ensayos genotoxicolégicos in vivo (Figura
54).

El andlisis cinético de la induccién de los RET-MN es una herramienta util para la
exploracion de las acciones genotoxicas de los antineoplasicos in vivo. Las diferencias en
las respuestas genotoxicas y citotoxicas entre las cepas de raton podrian implicar un reto

adicional en la extrapolacion de los mecanismos de accién in vivo.
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Retardo del TIMR

2-CIdA 2-FA 8-BrdACIFdA  2-CIdA 2-FA 8-BrdA CIFdA azaC dFdC

ICR BALB/c

@ FmaxMN - Fsec MN |

Figura 54. Retardo en el tiempo de induccion méaxima relativa (TIMR) de microndcleos inducidos
por los andlogos de desoxiadenosina y los anélogos de desoxicitidina probados, tomando como
referente el tiempo de la induccion maxima de la induccién de RET-MN de la radiacién ionizante
(Rad) (Morales-Ramirez et al., 2014). La barra de color negro indica la media.
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11. Conclusiones

i) Las dosis altas de clofarabina, la cladribina, fludarabina y de la 8-
bromodesoxiadenosina presentan un efecto citotéxico temprano que es

independiente del efecto genotdxico.

i) La cladribina y clofarabina presentaron una accién citotéxica compleja con

persistencia hasta las 64 h.

iii) La cladribina y clofarabina presentan perfiles genotdxicos similares, que parecen
estar regulados en tres vias: a) una accién temprana aldn no conocida que podria
estar asociada afectos de rupturas tempranas o a efectos aneugénicos; b) por la
inhibicién de las ADN polimerasas y c) a un efecto desmetilante como sucede con

la azaC.

iv) La clofarabina result6 mas genotdxica y citotdxica y que sus predecesores

cladribina y fludarabina

v) Diferencias en la expresion temporal de micronicleos depende de los procesos

involucrados durante la formacion de rupturas de ADN o un efecto aneugénico.

vi) La fludarabina y la bromodesoxiadenosina fueron los agentes menos eficientes en

la induccion de rupturas del ADN comparado con la cladribina y clofarabina.

vii) La clofarabina es el agente mas genotoxico y citotoxico que la cladribina y que la

fludarabina y que la 8-BrdA, consistente con lo reportado en estudios clinicos.

viii) La cepa BALBI/c tiende a ser mas sensible genotoxicamente la clofarabina y 8-

BrdA y citotoxicamente a la clofarabina y cladribina
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11. 1 Conclusion general

El andlisis de la cinéticas de induccién de RET-MN y RET in vivo es una herramienta util

para explorar la accion de agentes antineoplasicos in vivo.

12. Perspectivas

Comprobar si los picos de induccion de RET-MN corresponden a los mecanismos
propuestos, para ello se requiere implementar estrategias que permitan conocer y
relacionar los mecanismos de accién descritos in vitro con las observaciones de los

analisis cinéticos in vivo.

Las diferencia genotoxicas y citotdxicas entre distintas cepas de raton representa un reto

adicional en la extrapolacion de los posibles mecanismos de accion.

Se podria explorar la viabilidad de monitorear la cinética de la actividad genotoxica y
citotoxica de los antineoplasicos durante el tratamiento de los desoérdenes

linfoproliferativos en seres humanos.
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Abstract

The aim of the present in vivo study was to determine the kinetics of the genotoxic
and cytotoxic activities of cladribine and clofarabine in mouse normoblasts using flow
cytometry. Mice in groups of five were treated with cladribine or clofarabine. Blood
samples were obtained from the mouse tails before treatment and every 8 hr post-
treatment for 72 hr. These samples were cytometrically scored for micronucleated
reticulocytes (RETs), and the percentage of RETs was determined. The results
showed that clofarabine and cladribine have early cytotoxic effects that are related
to the genotoxic effects reported in previous studies; the drugs have both complex
long-lasting genotoxic and cytotoxic kinetic activity, with similar profiles that suggest
a relationship between the genotoxic and cytotoxic parameters. The initial
genotoxkinetics timing of clofarabine is equivalent to those of difluorodeoxycytidine,
likely because both agents inhibit DNA polymerase. Clofarabine shows a higher gen-

otoxic and cytotoxic efficiency than cladribine, in agreement with previous results.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Mot much information regarding the long-term genotoxic and cyto-
toxic actions in mammals after in vivo exposure to mutagens, specifi-
cally antineoplastic agents, is available. However, the time and
duration of these genotoxic and cytotoxic effects, as well as their con-
sequences on normal cells, is of interest for various conditions in
which the entire organism is exposed (Hentosh and Peffley, 2010).
Using microscopy, we have systematically studied the genotoxic
and cytotosic action of different types of agents in mouse
normoblasts in vivo, monitoring the induction of micronuclei in young
erythrocytes and the reduction in the frequency of these kinds of
erythrocytes (Morales-Ramirez et al, 2014). We observed that
aneugens cause earlier induction than do mono and bifunctional
alkylating agents, particularly those that require metabolic activation.
Alkylating agents usually have single peak curves, with few

cytometry, cytotoxicokinetics, genotoxcokinetics, micronucleus assay, normoblasts

exceptions, such as busulfan (Morales-Ramirez et al,, 20043). We also
studied two  antimetabolites  derived from  cytidine
difluorodeoxycytidine, which has regular  bell-shaped kinetics
{Morales-Ramirez et al., 2017), and azacytidine, which has irregularly
shaped kinetics and produces micronuclei for a very long time
({Morales-Ramirez et al., 2008). This is most likely correlated with the
complex action of this agent leading to the formation of a mega-
adduct complex by the covalent bonds between DMA containing
azacytidine and DMA methyliransferase (Santi et al., 1984), which can
subsequently cause breaks during repair (Hegde et al, 1996), the
induction of demethylation (Jones and Taylor, 1980) and chromo-
somal fragility at GC-rich clusters (Satoh et al., 2004).

Cladribine and clofarabine are halogenated derivatives of adenine
nuclectides used in the treatment of hematological malignancies.
Clofarabine is a second-generation antineoplastic that has greater
chemical and metabolic stability than exhibited by cladribine (Lotfi et
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al, 1999). In models in vitro, both agents have shown a varety of
effects, such as early cytotoxicity (Celik et al., 2018), nucleotide reduc-
tase inhibition (Parker et al., 1991). DMA polymerase inhibition (Parker
et al,, 1991), hypomethylation (Zhang et al, 2009), and apoptosis
induction (Genini et al, 2000).

In the present study, the complexity and duration of the kinetics of
genotoxic and cytataxic activity of cladribine and diofarabine were deter-
mined in mouse normoblasts in vivo as measured by flow cytometry.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Chemicals

Cladnibine {2-chlorodeoxyadenosine, cat. Ab142414, purity>98%) and
dofarabine  (2-chloro-2-arabino  fluoro-2'-deoxyadenosine,  cat.
Ab142732, purity »98%) were purchased from Abcam Chemicals (Cam-
bridge, MA), and 1,000 U/mi sodium heparin was obtained from Inhepar
Laboratorios (Pisa, México). The anti-CD7 1-FITC antibody was obtained
from BioLegend (cat. 334104, San Diego, CA). Propidium iodide (cat.
02195458) and 1 mg/ml rbonudease A (cat. 02101076) were obtained
from MP Biomedicals, Inc. (llkirch-Graffenstaden, France). Bicarbonate-
buffered solution (BBS) was cbtained from Sigma (cat. 56297 and cat.
53014, respectively, St. Louis, MO).

22 | Animals

Male ICR mice weighing 30 g each were purchased from Envigo (Har-
lan, México), maintained at 22-24°C with 12 hr dark-light periods;
fed Purina Small Rodent Chow; and provided water ad libitum. The
animals used in this study were treated and housed in accordance
with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals by the
Commission on Life Sciences, Institute of Laboratory Animal Research,
Mational Research Council (1996). The protocol was reviewed and
approved by the Internal Committee of Care and Use of Laboratory
Animals (CICUAL), which oversees the ethics of research involving the
use and welfare of animals.

23 | Treatments
The mice in groups with five animals in each were intraperitoneally
injected with 190 pmol/kg cladribine or 100 pmol/kg clofarabine
diluted in 0.2 ml of water.

24 | Samples

Blood samples were obtained from the tail of each mouse before
{contrel) and every & hr after treatment with cladnbine or clofarabine
for 72 hr. The sampling times were established according to our previ-
ous studies (Morales-Ramirez et al, 2017).

25 | Sample fixing, labeling, and analysis

The reticulocyte (RET) and micronucleated (MM)}-RET scoring of the
blood samples was conducted using a cytometry method (Dertinger et
al., 1996) according to the instruction for the MicroFlowPLUS kit
{mouse peripheral blood from Litron Laboratories [Rochester, NY]
available at https.//litronlabs.com/getattachment/8023ae64-688f-
4c3b-bec2-c73f424c7e2 1/ Instruction-Manual MicroFlow-PLUS-
Mouse-Blood.aspx). The blood samples were fixed, labeled and ana-
lyzed according to previously reported methods (Cervantes-Rios et
al., 2012) and modified for the low volume blood samples obtained
from the mice. Samples of 30 yl of blood were obtained from the tail
of each animal and mixed with 30 yl of sodium heparin. These samples
were then diluted 1:2 with sodium BBS at pH 7.5 (0.9 g of NaCl and
0.0444 g of NaHCO diluted in 100 ml of distilled water), of which a
100 pl sample was fixed in a cryotube with 2 ml of methanol at -75°C
by rapid vortex mixing. To improve the efficiency and reproducibility
of the fixation procedure, a 1.5 ml Eppendorf tube was cut at the
extreme end and used as a guide for the micropipette tip used for
transferring the sample into the 4.5 ml fixation tube. This precision
allowed the sample to be deposited in the center of the fixation tube
within a short distance of the vortex produced by an electric mixer in
—75°C methanol. The use of this dispositive method enabled the cor-
rect fixation of 100% of the samples and an analysis of 90% of the
cells with minimal number of cell aggregates (Cruz-Vallejo et
al., 2019). The fixed samples were immediately stored at —75°C until
labeling and staining for analysis.

One milliliter of the fixed sample was mixed with 7 ml of cold
BBS and centrifuged at 600g at 4°C for 5 min. The pellet was
resuspended in 25 pl of BES and mixed with 80 pl of ribonuclease A
in a polystyrene tube. Three types of tubes were prepared: (a)
autofluorescence reagent containing 25 pl of the sample; (b) control
CD71-sample fluorescence reagent containing 25 pl of the sample
and 5 pl of anti-CD71-FITC, which allowed us to distinguish the RETs;
and (c) samples containing 25 pl of sample with 5 pl of anti-CD71-
FITC. The tubes were incubated at 4°C for 40 min and then at 22°C
for 20 min. Finally, 500 yl of cold BBS was added to each tube, and
the tubes were maintained in the dark at 4°C until analysis.

Two microliters of propidium iodide (820 pg/ml in cold BBS) was
added to the (c) sample tubes 15 min before the cells were scored
with a cytometer. In a FACSCalibur instrument (Becton Dickinson)
with Cell Quest software (Becton Dickinson, version 3.0.1). one mil-
lion events were scored using an argon laser set at a2 488 nm exci-
tation wavelength at low speed. For all animals, at least 4,000
RETs were scored according to the Guidelines from the OCDE
(OECD/OCDE (2016), QECD Guideline for the testing of
chemicals. Mammalian erythrocyte micronucleus test. TG 474).
The emissions from the anti-CD71-FITC and propidium iodide
stains were detected in Channels FL1 and FL2, respectively. The
regions with RET and erythrocytes with and without treatment
were discerned according to Cervantes-Rios et al. (2012). The data
were analyzed with WinMDI software version 2.9 [Joseph Trotter,
trotter@scripps.edu).
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Figure 1 shows the MN-RET induction and cytotoxicity increase cur-
ves in terms of the reduction in the percentage of RETS as a function
of time after mice were treated with 100 ymol of clofarabine or
190 ymol of clofarabine per kilogram of weight. Cladribine and
clofarabine induced an increase in the MN-RETs from 16 to 64 hr;
although the increases were significant only for between 24 and
56 hr. The ABC values for clofarabine indicated an almost twofold
enhanced induction with approximately one-half the dose of clad-
ribine; that is, clofarabine was fourfold more genotoxic than clad-
ribine. Regarding cytotoxicity, cladribine showed increased
cytotoxicity from 8 to 64 h, and the increase from 8 to 48 hr was sig-
nificant. In the case of clofarabine, an increase was observed from 8
to 64 hr but was significant only between 8 and 56 hr. In this case,
the cytotoxicity of clofarabine was approximately 40% higher than
that of cladribine. The profiles of the genotoxicity and cytotoxicity
curves were similar, with the exception of the 8 and 16 hr time points,
which be showed significantly greater cytotoxicity, while the gen-
otoxicity is minimal.

Figure 2 shows comparisons of the profiles of the induction cur-
ves with cladribine and clofarabine with those obtained previously
after exposure to azacytidine and difluorodeoxycytidine (Morales-
Ramirez et al., 2008; 2017). The profile of difluorodeoxycytidine has a
simple, bell shape showing the MN-RET induction from 24 to 48, that

FIGURE 1 Overlapping curves of genotoxicity and cytotoxicity
show the correlation of these p s over time. The points
represent the average response, and the bars represent the standard
error of the responses of the animals treated with cladribine 190 or
clofarabine at 100 ymol/kg. The cytotoxicity is plotted as an increase
in cytotoxicity and reduction in reticulocyte (RET) per 2,000 E (%). The
area beneath the curve (ABC) values are also displayed for both
parameters. The asterisks indicate points that were statistically
significant with respect to the frequency before treatment (paired t
test, p < .05)

is, for only approximately 24 hr. Azacytidine has a complex profile,
with induction shown beginning at 24 hr and continuing through
72 hr, that is, for more than 48 hr. The profiles of cladribine and
clofarabine are also complex and, as described, show MN-RET induc-
tion lasting 48 hr.

4 | DISCUSSION

The induction of MN-RET in mouse normoblasts by chemical agents
in vivo is a complex biological process that can be divided into at least
three stages: (a) pharmacokinetics, from the time of administration to
when it reaches the target organ; (b) cellular processes, comprising
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FIGURE 2 Comparison of the profiles of the micronucleated
reticulocytes (MMN-RETs) induction curves with respect to time for
cladribine and clofarabine with those of the curves obtained by
exposure to azacytidine (Morales-Ramirez et al., 2008) and
difluorodeoxycytidine (Morales-Ramirez et al., 2017)

the interaction of the agent with the cell, the production of breaks in
the DMNA and the formation of MM nommoblasts; and (c) the expres-
sion stage, in which the DMA ruptures produces micronuclel in RETs
and includes the cell differentiation of the normoblasts into erythro-
cytes after enucleation and the appearance of RETs in peripheral
blood.

The pharmacokinetic stage in the case of nucleotide derivatives
and other agents does not appear to have a significant effect on the
time of MN-RET induction, with the exception of agents that require
metabolic activation in the liver (Morales-Ramirez et al., 2014). Simi-
larly, the duration of the expression stage may be variable, but there is
no evidence that it depends on the effect of the mutagens. Therefore,
the differences in the temporal expression of micronuclei depend on
the processes involved in the production of aneuploidy or breaks in
the DMA. This timing can be explained in terms of the stage of the cell
cycle at which the agent can act to cause DMA rupture or aneuploidy.
The marrow continuously produces erythrocytes; therefore, there are
normoblasts at different stages of the cell cycle. That is, the
normoblasts that are currently undergoing mitosis are sensitive to
aneugens and will produce isclated chromosomes and, subsequently,
micronuchei in this mitosis (Morales-Ramirez et al, 2004b). For exam-
ple, if an agent must be incorporated into DMA to inhibit a polymerase
{Morales-Ramirez et al, 2017), its effect will occur in the synthesis
stage; however, the cell must resume and complete synthesis, enter
into the G2 stage and undergo mitosis for MN-RET to be observed.

Regarding the duration and shape of the kinetic curves, we have
observed very simple bell-shaped kinetics with a duration of approxi-
mately 24 hr {Morales-Ramirez et al., 2017) or complex rregulary shaped
kinetic curves, such as that of azacytidine, with a long-term effect, more
than 48 hr (Morales-Ramirez et al, 2008). The azacytidine profile is attrib-
uted to its complex action that subsequently generates a mega adduct
complexes (Santi et al. 1984), and induces breaks during DMA repair
(Hegde et al, 1994), demethylation (Jones and Taylor, 1980), and chromao-
somal fragility (Satoh et al., 2004)

The complex and prolonged kinetic responses obtained with clad-
ribine and clofarabine can be attributed to the vanety of actions that
have been reported for these agents, and although the sequence of
their actions can be inferred, the kinetics do not allow unequivocal cer-
tainty regarding the response and the mechanisms imvolved, that is, the
initial genotoxkinetics timing of clofarabine seem equivalent to those of
dFdC, likely because both agents inhibit DMA polymerase (Huang et
al., 1991; Parker et al, 1991). Furthermare, some mechanisms may not
have yet been reported, such as those assoaated with the early cyto-
toicity caused by cladribine or clofarabine (Celik et al, 2018), which
has recently been reported, despite studies on these agents dating back
three or four decades. The early cytotaxicity caused by these agents
does not require the introduction of the agent into the cell, only their
interaction with the CD%9 membrane protein, which triggers cell death.
Coincidentally, in the present study, early cytotoxicity was observed,
almost 16 hr before the genotoxic effect was manifested. Although
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there are no reports of the presence of CD99 in normoblasts, it has
been found on erythrocytes (Latron et al., 1987).

The complex kinetics caused by azacytidine, cladribine, and
clofarabine show the need to deepen the knowledge of the phenom-
ena trigeered by these treatments in vivo through strategies that
include molecular methods. The knowledge thereby generated can
improve therapeutic protocols and be used to explain or predict the
side effects of antineoplastic agents on healthy cells.

5 | CONCLUSIONS

=

. Clofarabine and cladribine have an early cytotoxic effect, not

related to their genotoxic effect.

2. The kinetics of gemotoxic action caused by cladribine and
clofarabine are complex and indicate a prolonged genotoxic effect
for a period of 48 hr.

3. The kinetics of the cytotoxic action by cladnbine and clofarabine
are also complex and indicate cytotoxicity that lasts for 64 hr

4. The profiles of the genctoxicity and cytotoxicity curves are similar,

with the exception of an early and significant increase in cytotoxic-
ity while genotoxicity remains minimal.

. Clofarabine has more genotoxic and cytotoxic effect than cladribine.

6. The differences in the temporal expression of micronuclei depend

wn

on the processes involved during the induction of aneuploidy or
DMA breaks.

7. Concomitant genotoxicokinetics and cytotoxicokinetics analyses
may be useful as preclinical assays to establish the duration and
complexity of the antineoplastic agent response in vivo.
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