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RESUMEN  

 

Objetivos. 1) Aproximarse a los modos de acción in vivo de la cladribina, fludarabina, 

bromodesoxiadenosina y clofarabina en normoblastos de ratones ICR mediante el análisis de 

las cinéticas de la actividad genotóxica y citotóxica determinadas por la frecuencia de 

reticulocitos micronucleados (RET-MN) y reticulocitos (RET), respectivamente. 2) Comparar 

la respuesta de las cepas de ratón ICR y BALB/c a la administración aguda de la misma 

dosis de análogos de desoxiadenosina mediante el análisis de las cinéticas de inducción de 

RET-MN y RET. 

 

Metodología. 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 citotóxico temprano que no fue relacionado a efectos 

genotóxicos de estudios previos. Las dosis altas de cladribina y clofarabina presentaron una 

actividad genotóxica y citotóxica prolongada con perfiles similares, mientras que la 

fludarabina y la bromodesoxiadenosina presentaron una respuesta genotóxica 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 presentó dos picos a las 

32, 48 y un hombro a las 64 h sugiriendo en ambos casos hasta tres vías de inducción de 
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rupturas de ADN. Por otra parte, ambas cepas de ratón presentaron variaciones 

significativas en la forma de las cinéticas de RET-MN y de RET a través del número de picos 

y su magnitud. El análisis, además mostró que la cepa BALB/c presentó mayor efecto 

genotóxico a la clofarabina y la bromodesoxiadenosina y mayor efecto citotóxico hacia la 

cladribina y clofarabina que la cepa ICR. 

 

Conclusión. El análisis de la cinética de inducción de RET-MN y RET en normoblastos de 

ratón constituye una herramienta útil para la aproximación de las actividades genotóxicas y 

citotóxicas de antimetabolitos análogos de desoxiadenosina in vivo, y para la exploración 

intraespecífica a la sensibilidad genotóxica y citotóxica administrando la misma dosis de 

análogos de desoxiadenosina. 

 

Palabras clave: micronúcleos, genotoxicidad, citotoxicidad, citometría, análogos de 

desoxiadenosina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 
 

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 



 

4 
 

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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Abreviaturas 

 

A  

 A Adenina 

ABC área bajo la curva 

ADA amino desaminasa 

ADN  ácido 

desoxirribonucleico  

Apaf-1 (del inglés Apoptosis 

protease-activating) Factor 

activador de la proteasa 

apoptótica 

ARN ácido ribonucleico  

araC arabinósido de citosina 

ATP adenosina trifosfatada 

ATR (del inglés Ataxia 

telangiectasia and Rad3 

related) proteína relacionada 

con ataxia-telangiectasia y 

Rad3 

azaC 5-azacitidina 

B 

8-BrdA 8-

bromodesoxiadenosina 

BUS Busulfán  

BCNU Bis-

cloroetilnitrosourea  

C  

C Citosina 

Cdk2 cinasa dependiente de 

ciclinas-2 

CD71 receptor de transferrina 

CD99 o MIC2 antígeno CD99 

proteína transmembranal 

codificada por el gen 

pseudoautosómico MIC2   

Cis-Pt cisplatino 

CldA  2-CldA o 2-CldAdo o 

CldAdo  cladribina  

CldATP o Cl-ara-ATP 

cladribina trifosfatada  

ClFdA clofarabina 

60Co Cobalto-60 

COL colchicina  

CP (del inglés 

cyclophosphamide) 

ciclofosfamida 

D 

dATP desoxiadenosina 

trifosfatada 

dCK desoxicitidina cinasa  

dCTP desoxiadenosina 

trifosfato 

dFdC difluorodesoxicitidina 

dG desoxiguanosina  

dGK desoxiguanosina cinasa 

dGMP desoxiguanosina 
monofosfato  

dGDP  desoxiguanosina 

difosfato 

dGTP  desoxiguanosina 

trifosfato 

DMN dimetilnitrosamina 

dNTPs desoxinucleótidos 

trifosfatados 

DSBs (del inglés double 

strand breaks) rupturas de 

doble cadena 

E 

EE.UU Estados Unidos 

EM esclerosis múltiple 

ENC eritrocito normocromático  

ENU etilnitrosourea  

EPC-MN Eritrocitos 

policromáticos micronucleados 

ERO Especies reactivas de 

oxígeno 

F  

2-FA o F-ara-A fludarabina 

FDA (del inglés Food and 

Drugs Agency) Administración 

de Fármacos y Alimentos            

FITC (del inglés Fluorescein 

Isothiocyanate) isotiocianato  
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de fluoroceína 

FSC (del inglés Forward 

Side Scatter) Luz delantera 

FWHM (del inglés Full Width 

at Half Maximum) anchura a 

media altura 

G 

G guanina 

Gy greys 

H 

hTNE1 transportador de 

nucleósidos de tipo 

equilibrativo humano 1 

hTNC1 transportador de 

nucleósidos de tipo 

concentrativo humano 1 

K 

kDa kilodaltons 

L 

LCP Leucemia de células 

pilosas  

LLA Leucemia linfoblástica 

aguda 

LLC Leucemia linfoblástica 

crónica 

LMA Leucemia mieloide 

aguda 

LM Leucemia mastocística 

M 

MG´s Macroglobulinemia de 

Waldenstrom  

MMC mitomicina C  

MNU metilnitrosourea  

N 

5-NT 5-nucleotidasa 

NMPK nucleótido  

NDPK nucleótido difosfato 

cinasa 

O 

OCDE Organización para la 

Cooperación y el Desarrollo 

Económico 

P 

PARP Poli (ADP-ribosa) 

polimerasa 

PKA-RIIα (del inglés protein 

kinase A regulatory subunit IIα) 

proteína cinasa A subunidad 

reguladora IIα 

pc peso corporal 

PR-A proteína de replicación A 

p53 proteína 53 

R  

RET  Reticulocitos 

RET-MN Reticulocitos 

micronucleados 

RI radiación ionizante 

S 

SSC (del inglés Side Scatter) 

luz lateral  

SSBs (del inglés single-

strand breaks) rupturas de 

cadena sencilla 

T  

T timina  

TIMR tiempo de inducción 

máxima relativa 

TNC transportador de 

nucleósidos concentrativo  

TNC transportador de 

nucleósidos equilibrativo 

U  

U uracilo 

UFCe Unidad formadora de 

colonias eritroides 

V 

VNB vinblastina  

VNC vincristina 

W 

w (del inglés width) amplitud 
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1. Introducción 

 

 

La comprensión de los mecanismos de acción in vivo de los antineoplásicos 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 mayoría de los 

mecanismos celulares de acción de los antineoplásicos han sido estudiados en sistemas in 

vitro, esto conlleva a cuestionar, sí estos mecanismos de acción son equivalentes en 

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

 

Los antineoplásicos son administrados por vías enterales y parenterales, determinados en 

fases preclínicas, aprobados y regulados por la Administración de Fármacos y Alimentos 

(FDA, por sus siglas en inglés) en los EE.UU y por la Comisión Federal para la Protección 

contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México. Su finalidad es eliminar células 

cancerígenas y aumentar la tasa de sobrevivencia de los pacientes, ello implica, la 

interacción del anticancerígeno en al menos tres niveles de organización, el nivel bioquímico 

o molecular, el nivel celular y el nivel fisiológico.  

 

En los últimos años, se han empleado nuevas estrategias para la creación de agentes más 

efectivos y menos tóxicos para el tratamiento de los diversos tipos de cáncer, entre ellos, la 

síntesis de antimetabolitos análogos de bases, que estructuralmente tienen modificaciones 

en las nucleobases, nucleósidos, nucleótidos, desoxinucleósidos, desoxinucleótidos de 

pirimidina o de purina (Gandhi y Plunkett, 2006; Jordheim et al., 2013). 

 

Los antimetabolitos, como la 2-cloro-desoxiadenosina o cladribina (2-CldA), la 2-

fluoroadenina o fludarabina (2-FA) y la 2-fluoro-2-cloro-arabinofuranosiladenosina o 

clofarabina (ClFdA) constituyen la primera línea de tratamiento para diversos tipos de cáncer, 

principalmente para el tratamiento de diversos desórdenes hematológicos (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 acción ha sido estudiado en diversas líneas celulares leucémicas 

con concentraciones que no son equivalentes a las empleadas en investigación clínica 

(Hentosh y Peffley, 2010) y las mediciones son establecidas en tiempos discretos (p.e. 24 o 

48 o 72 h) y que a su vez son distintas a los esquemas de quimioterapia de los pacientes 

(Morales-Ramírez et al., 2017). Incluso, los individuos pueden modular la respuesta y 

presentar una acción magnificada, disminuya o distinta al mismo tratamiento, debido a 

diferencias interindividuales de su metabolismo, farmacología y heterogeneidad molecular (In 

vivo Pharmacology Training Group, 2002). 

 

En la literatura, se ha descrito que los mecanismos celulares de acción de los antimetabolitos 

son la inhibición: i) de la síntesis de los desoxinucleótidos bloqueando la actividad catalítica 

de la ribonucleótido reductasa y ii) y de la síntesis de la cadena de ADN, formando una 

horquilla en la estructura de la cadena que bloquea su polimerización y su reparación (Ewald 

et al., 2008; Robak et al., 2009). No obstante, en los últimos años se han reportado otras 

acciones, una de ellas más tempranas que dirige a la célula hacia muerte celular vía CD99, 

con efecto a nivel de membrana plasmática y asociado probablemente a la metuosis (Celik et 

al., 2018) y efectos que están asociados a la desmetilación de promotores de genes SFRP1, 

DKK3, y WIF1 y modificaciones post-traduccionales de histonas y que en conjunto resultan 

en fragilidad cromosómica (Valdez et al., 2015) y la activación de señales de apoptosis por la 

vía intrínseca (Marzo et al., 2001).  

 

Aún no es claro, cuál o cuáles 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 inducción de 

eritrocitos policromáticos micronucleados (EPC-MN) en normoblastos de ratón” desarrollado 

en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares por Morales-Ramírez et al., (2014) se 

ha explorado y relacionado la actividad genotóxica de algunos agentes in vivo con 

mecanismos celulares de acción reportados en sistemas in vitro a través de un análisis de la 

inducción de EPC-MN en función del tiempo o cinética. Los micronúcleos están formados por 

residuos de cromatina, producto de las rupturas dobles de la cadena de ADN o de 
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cromosomas retenidos, que no fueron incorporadas al núcleo principal de las células hijas 

(Schmid, 1975).  

 

La cinética está determinada por las frecuencias de EPC-MN monitoreados periódicamente, 

su curvatura está determinada por picos, que representan la actividad genotóxica, los cuales 

se podrían asociarse al mismo número de vías de inducción de rupturas del ADN. Por 

ejemplo, la curvatura de la cinética de EPC-MN causada por la 5-azacitidina (azaC) presentó 

dos picos a las 32, 48 h y un hombro a las 64 h, sugiriendo la participación de al menos tres 

vías de inducción de rupturas de ADN in vivo (Morales-Ramírez et al., 2008) y en la 

difluorodesoxicitidina (dFdC) se presentó un pico estrecho hacia las 33 h post-

administración, sugiriendo una vía de inducción de rupturas (Morales-Ramírez et al., 2017b).  

 

Ambos agentes son antimetabolitos análogos de la citosina usados para el tratamiento de 

diversos tipos de cáncer, compiten con los desoxicitosina y se incorporan en el ADN, pero 

provocan rupturas por distintas vías. La literatura ha expuesto que en sistemas in vitro, la 

azaC provoca rupturas en el ADN por al menos tres vías: i) durante la reparación 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 reparación por recombinación o durante la 

reparación de los errores de apareamiento causado por el apareamiento incorrecto de la 

azaC (Hedge et al., 1996, Morales-Ramírez et al., 1997) y iii) por fragilidad cromosómica que 

resulta de la desmetilación de islas CpG (Viegas-Péquignot y Dutrillaux, 1981); estos eventos 

podrían corresponder a las oleadas de inducción de EPC-MN o picos (en ese orden) 

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

 

Por su parte, la dFdC inhibe principalmente las ADN polimerasas, que subsecuentemente 

conlleva a la formación de sitios terminales en la cadena de ADN (Huang et al., 1991) e 

inhibe a la ribonucleótido reductasa encargada de sintetizar los desoxinucleótidos  

(Heinemann et al., 1989); se había propuesto que el abatimiento de la poza de los 

desoxinucleótidos causaba la activación de nucleasas, que subsecuentemente provocaban 

las rupturas del ADN (Hirota et al., 1989), pero Osterman et al., (2013) mostró que la 
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hidroxiurea, un inhibidor irreversible de la ribonucleótido reductasa provoca rupturas en el 

ADN a una dosis 25 veces mayor que la dosis que causa inhibición de la síntesis de los 

desoxinucleótidos. 

 

En este trabajo administramos intraperitonealmente tres análogos de desoxiadenosina de 

primera generación: cladribina, fludarabina y 8-bromodesoxiadenosina y un análogo de 

segunda generación: clofarabina (Figura 1) a ratones de la cepa ICR, la actividad genotóxica 

determinada por la cinética de inducción de RET-MN y la actividad citotóxica determinada 

por la cinética de RET podría ser una herramienta útil para explorar y aproximarse a su(s) 

posible(s) vía(s) de acción in vivo. Además, comparar la respuesta de las cepas de ratón ICR 

y BALB/c empleando la misma dosis de análogos de desoxiadenosina. 

 

 

Figura 1. Estructura química de la desoxiadenosina y de sus derivados. JQV 
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2. Antimetabolitos análogos de desoxiadenosina  

 

 

Un agente genotóxico se define como aquel agente biológico, físico o químico que altera la 

integridad del ADN. Los agentes genotóxicos se clasifican en agentes aneuploidógenos y 

agentes clastógenos por su modo de acción (Bryce et al., 2014). Los antimetabolitos 

análogos de purinas o pirimidinas, constituyen un grupo de antineoplásicos clastógenos 

sintéticos que son utilizados para el tratamiento de los desórdenes hematológicos, 

incluyendo las leucemias, linfomas, neoplasmas, síndrome mielodisplásico o en alteraciones 

de otras líneas celulares hematopoyéticas (Schulz, 2005).  

 

Los protocolos de quimioterapia combinan diversas clases de anticancerígenos: agentes 

físicos como la radiación gamma y agentes químicos como alquilantes mono y bifuncionales, 

aneugénicos, antifolatos, antimetabolitos, derivados de platino, enzimas, hormonas para 

eliminar el cáncer (Figura 2). No obstante, sus mecanismos celulares de acción han sido 

estudiados en sistemas controlados y su translación a la práctica clínica parece más 

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 clínicos, la población 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/m2/día), otro grupo con 

pacientes tratados con clofarabina (40 mg/m2/día), ciclofosfamida (440 mg/m2/día) y 

etopósido (100 mg/m2/día) y otro grupo con pacientes tratados con clofarabina (40 

mg/m2/día), ciclofosfamida 400 (mg/m2/día) y etopósido (150 mg/m2/día). La eficacia de un 

protocolo reside en la tasa de remisión completa (RC), que son pacientes sin rastros de 

células leucémicas en la sangre periférica, blastos menor al 5% en médula ósea y 

recuperación de plaquetas (≥100 x 109/l) y granulocitos (≥1.0 x 109/l) y aquellos pacientes 

con remisión completa sin recuperación (RPp) de plaquetas (menor a 100 x 109/l) y en la 

tasa de sobrevivencia.  
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También, se pueden presentar otras respuestas como remisión parcial (RP) que son 

pacientes sin blastos circulantes, pero con blastos entre 5 y 25% en la médula ósea y 

pacientes sin respuesta con blastos circulantes y blastos con más de 50% en médula ósea y 

pacientes que fallecen durante la terapia. La tasa en porcentaje de los pacientes que 

presentan remisión completa empleando al menos un antimetabolito es variada de 20% a 

52%, la mediana de sobrevivencia oscila entre los 3 -10 años 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/m2/día) por cinco días  

(del 2º al 6º día), combinada con etopósido (100 mg/m2/día) por cinco días (del 1º al 5º día),  

y mitoxantrona (8 mg/m2/día) por tres días (del día 1° al 3°) a 22 pacientes con leucemia 

aguda refractaria (cuando hay presencia de blastos después del primer tratamiento) resultó 

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 

días (rango, 47-1327 días); dos pacientes fallecieron por infecciones bacterianas dentro del 

primer mes (Abbi et al., 2015). 

 

Los efectos adversos de los antimetabolitos están asociados principalmente con 

inmunosupresión de la médula ósea que conlleva a infecciones sistémicas y que puede 

resultar fatal debido a infecciones bacterianas o micóticas, también causan hepatotoxicidad y 

neurotoxicidad irreversible (Abbi et al., 2015; Haider et al., 2015; Ngo et al., 2015). 

 

A pesar de que los primeros análogos de purina comenzaron a ser sintetizados en los años 

60´s (Robins et al., 1961; Holmes y Robins, 1965), sólo 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 degradación de las purinas hacía inosina vía urea, resultaba en 

un incremento de la desoxiguanosina mono, di y trifosfatada (dGMP, dGDP y dGTP), el 

metabolito trifosfatado resultó tóxico para las células.  
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Estos análogos de purina o pirimidina presentan modificaciones en la nucleobase, en el 

nucleósido (núcleobase y pentosa) y en el nucleótidos (nucleobase, pentosa y grupo fosfato). 

En la nucleobase, las modificaciones pueden incluir la sustitución de átomos de hidrógeno 

por átomos de nitrógeno, (2-azapurina), oxígeno (8-oxoguanina) o por metililos (5-

metilcitosina) o por halógenos como flúor (5-fluorouracilo), cloro (6-cloropurina), bromo (2-

bromopiridina). En los nucleósidos hay sustituciones de átomos 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-β-D-arabinofuranosil-

adenina o clofarabina). Los nucleótidos, 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 fósforo-oxígeno pueden ser sustituidos por enlaces fósforo-

nitrógeno (Jordheim et al., 2013).  

 

Los antimetabolitos análogos de desoxiadenina comparten una estructura química similar, 

pero presentan una ligera afinidad hacía algún tipo celular, p.e. la cladribina inhibe 

principalmente la ADN polimerasa α (Hentosch et al., 1990), presenta mejor eficacia en 

pacientes con leucemias del tipo B (Piro et al., 1988) y esclerosis múltiple (EM) (Lizak et al., 

2020); la fludarabina inhibe la ADN polimerasa α, β y ε, y es un potente inhibidor de la 

ribonucleótido reductasa (Huang y Plunkett, 1995; Lukenbill y Kalaycio, 2013), es más 

eficiente para linfomas de bajo grado de leucemia linfoblástica crónica (McLaughlin et al., 

1997); la clofarabina inhibe la ADN polimerasa α e inhibe a la ribonucleótido reductasa 

(Parker et al., 1991), es más eficiente para células de leucemia mieloide aguda (LMA) 

(Larson y Venugopal, 2009) y Síndrome mielodisplásico (SMD) (Bryan et al., 2014).  

 

 

La bromodesoxiadenosina es un agente que no fue aprobado por la FDA debido a su baja 

acción citotóxica en células linfoblásticas y mieloblásticas, su citotoxicidad fue menor 

comparado con la 2-CldA (Huang et al., 1986) (Cuadro 1) (Figura 3). 
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Figura 2. Esquema que representa la acción reporta in vitro de diversos agentes clastógenos sobre el 
ADN. A, C, G y T. Nitrógeno, N; Oxigeno, O; Cloro, Cl; Flúor, F. Alquilantes: MNU, ENU, DMN, BUS, 
BCNU, MMC, Cis-Pt. Promutágenos: CP. Nitrosoureas: HNO2; Radiación ionizante (Rad): 60Co, luz 
ultravioleta; dATP, dCTP. Análogos ClFdA, azaC, ara-C, uracilo (U). JQV 
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 Cuadro 1. Mecanismo celular de acción de análogos de desoxiadenina 

Antimetabolitos Agente Acciones 
Mecanismo de inducción de rupturas / 

micronúcleos 

Análogos 
de Adenina 

2-CldA 

 
Inhibición la ribonucleótido reductasa (Hirota et al., 
1989) 
 
Inhibición la polimerasa β (Hentosh et al., 1990) 

Incorporación e inhibición de la síntesis de ADN 
(Huang et al., 1986) 

 1a 
Decremento de desoxinucleótidos (Wataya et al., 
1989). 

  
Activación de señales apoptóticas (Genini et al., 
2000; Marzo et al., 2001)   

2-FA 

 
Inhibición de la ribonucleótido reductasa (Tseng et 
al., 1982) 

Incorporación e inhibición de la síntesis de ADN 
(Huang et al., 1990; Huang y Plunkett 1995) 

 1a  Inhibición la polimerasa α (White et al., 1982)   

  
Activación de señales apoptóticas (Biswall et al., 
2000)   

2-BrdA 

  
Inhibición de la síntesis de ADN (Huang et al., 
1986)  

Inhibición de la síntesis de ADN (Huang et al., 
1986)  

 
Inhibición la ribonucleótido reductasa (Backley et 
al., 1985)  

ClFdA 

 
Potente Inhibidor de la ribonucleótido reductasa 
(Parker et al., 1991; Xie y Plunket, 1995) 

Incorporación e inhibición de la síntesis de ADN 
(Parker et al., 1999) 

1a Inhibición la polimerasa α (Parker et al., 1991) 
 

  
Activación de señales apoptóticas (Genini et al., 
2000)   
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Figura 3. Acción de los análogos de desoxiadenosina en células hematológicas y su tratamiento. Leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia 
de células pilosas (LCP), leucemia linfocítica crónica (LLC), Cladribina (2-CldA), clofarabina (ClFdA), fludarabina (2-FA), 
bromodesoxiadenosina (BrdA), este último no fue aprobado por la FDA; adulto (A), pediatría (P). JQV 
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2.1 Antimetabolitos de primera generación  

2.1.1 Cladribina 

 

 

Este compuesto también conocido como 2-clorodesoxiadenosina (2-CldA o 2-CldAdo o CldAdo) 

fue sintetizado por Carson et al., en 1980 (Carson et al., 1980), difiere de la desoxiadenosina 

por la sustitución del átomo de hidrógeno en la posición 2 del anillo de purina por un átomo de 

cloro (Figura 4), esta halogenación hace más resistente a la molécula a la desaminación 

(Beutler, 1992). 

 

Figura 4. Estructura química de la cladribina 

 

La cladribina ha demostrado ser tóxica para células en división y células quiescentes; en 

concentraciones nanomolares, bloquea la proliferación 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 líneas celulares hematopoyéticas 

humanas, la cladribina presentó una variabilidad en la sensibilidad de cien veces comparado 

con las líneas linfoblástica – T y linfoblástica – B  (Avery et al., 1989). Se ha administrado a 

pacientes con leucemia linfoblástica (Robak et al., 2002) y leucemia mieloblástica aguda (LMA) 

(Wrzesień-Kuś et al., 2005), Macroglobulinemia de Waldenstrom (MG´s) (Guchelaar et al., 

1994), Leucemia mastocística (LM) (Penack et al., 2005). Parece ser más 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 múltiple 

(Baker et al., 2019). 
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2.1.1.1 Mecanismo celular de acción 

 

 

La cladribina al igual que otros nucleósidos, ingresa a la célula vía transportadores de 

nucleósidos de tipo equilibrativo (TNE) por difusión facilitada, son independiente de sodio y el 

flujo es bidireccional y los transportadores de nucleósidos de tipo concentrativo (TNC) que son 

dependiente de sodio y requieren de adenosina trifosfatada (ATP). La mayoría de las células 

humanas, incluyendo las células hematopoyéticas presentan tres TNE (hTNE1, hTNE2 y 

hTNE3) y dos TNC (hTNC1 y hTNC2). Los hTNE1, hTNE2, hTNE3 y hTNC2 transportan 

nucleósidos de purina, el hTNC1 transporta solamente nucleósidos 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 citosólico y por la desoxiguanosina cinasa (dGK) de 

origen mitocondrial. 

 

La cladribina resulta tóxica por cinco vías de acción, i) induce muerte celular vía CD99 (Celik et 

al., 2018), ii) inhibe la síntesis de desoxinucleótidos (Hirota et al., 1989) y iii) la síntesis de ADN 

(Huang et al., 1986), iv) provoca un efecto apoptótico vía intrínseca (Genini et al., 2002) y v) y a 

través de un efecto desmetilante (Valdez et al., 2015) (Figura 8). 

 

2.1.1.2  Vía CD99 

 

 

La CD99 es una glicoproteína transmembranal de 32 kDa, codificada por el gen MIC2, ubicada 

en la región pseudoautosómica de los cromosomas humanos X y Y (Fouchet et al., 2002). 

Aunque no se conoce por completo su función, esta proteína participa en varios procesos 

celulares como la adjunción de linfocitos T, el aumento del receptor de linfocito T y la migración 

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 (Çelik et al., 2018) y en 

leucocitos (Li et al., 2018).  
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La cladribina y la clofarabina interaccionan con la proteína CD99, su unión resulta en el bloqueo 

de su dimerización y subsecuentemente inhibe señalizaciones corriente abajo de la ciclofilina A 

y de la proteína cinasa A subunidad reguladora IIα (PKA-RIIα) que participan en migración de 

las células (Çelik et al., 2018). La metuosis es un tipo de muerte celular temprano con efecto a 

nivel de membrana, es caracterizada por una acumulación masiva de vacuolas citoplasmáticas, 

ruptura de la membrana, no presenta activación de caspasas ejecutoras, ni induce 

fragmentación de ADN y separación de las células (Pasello et al., 2018).  

 

Çelik et al., (2018) demostraron que la cladribina y clofarabina y las moléculas de cladribina y 

clofarabina fosforiladas interaccionan con la proteína CD99, la adición de grupos fosfatos hace 

más 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 expresión de la PKA y ciclofilina y citotoxicidad similar, lo que les 

permitió concluir que el efecto citotóxico no requiere del ingreso de los agentes a la célula, 

además. Estos mismos autores mostraron que la cladribina resultó menos citotóxica que la 

clofarabina. 

 

2.1.1.3  Vía inhibición de la ribonucleótido reductasa 

 

 

La evidencia ha mostrado que la cladribina requiere de la fosforilación pero no de la 

incorporación al ADN para causar citotoxicidad. La concentración de cladribina trifosfatada 

(CldATP) envía una señal de bloqueo hacia la ribonucleótido reductasa, dejando de sintetizar 

más desoxinucleótidos y causando desbalance en la poza de nucleótidos, necesarios para la 

síntesis de ácidos nucleicos, reduciendo principalmente, la síntesis de dATP y dGTP (Hirota et 

al., 1989), este desbalance se observó después de 3 horas post incubación y los fragmentos de 

ADN fueron detectados 12 h después en células FM3A (Hirota et al., 1989) que puede ser 

revertido por la adición de desoxicitidina (Griffig et al., 1989). En los primeros estudios, se había 

propuesto que el desbalance de los dNTPs causaba rupturas de doble cadena de ADN y 
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muerte celular a través de la activación de nucleasas (Hirota et al., 1989; Wataya et al., 1989), 

pero la activación de nucleasas no fue determinada en estudios posteriores, e incluso se 

reportó que la dosis que causó desbalance de los dNTPs, no fue suficiente para inducir 

micronúcleos (Osterman et al., 2013). 

 

 

2.1.1.4  Vía inhibición de la ADN polimerasas 

 

 

En la literatura, se ha descrito que la acción principal de la cladribina es la inhibición de la 

síntesis 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-incubación en los linfocitos (Seto et 

al., 1985) y similarmente en células V79 de hámster (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 síntesis de ADN provocando pérdida de 

viabilidad (Huang et al., 1986).  

 

La incorporación de la cladribina y otros análogos trifosfatados forman una horquilla en el ADN 

bloqueando su síntesis y reparación. Esta señal es detectada por la proteína sensora 

relacionada con ataxia-telangiectasia y Rad3 (ATR) (del inglés Ataxia telangiectasia and Rad3 

related), encargada de activar los puntos de control de daño en el ADN. Después, la ATR se 

activa cuando se forma un complejo entre la acumulación de rupturas de cadena sencilla y su 

unión a la proteína de replicación A (PR-A) y a la claspina que actúa como proteína mediadora; 

subsecuentemente, se fosforila la cinasa dependiente de ciclinas-2 (Cdk2) ejerciendo como 

proteína transductora, después se detiene el ciclo celular y se activan proteínas efectoras, como 

p53 y la célula se dirige a apoptosis, evitando que el ADN con daño sea replicado y heredado a 

células hijas (Ewald et al., 2008).  

 

2.1.1.5  Vía apoptosis 
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Se ha evidenciado que la cladribina induce apoptosis en líneas celulares promielocíticas 

humanas estimuladas con fitohematoglutina (PHA), mientras que en los linfocitos humanos 

estimulados con PHA no se observó apoptosis (Seto et al., 1986). El tratamiento prolongado de 

2-CldA en gliomas malignos humanos, induce cambios morfológicos en la mitocondria, 

explorado con microscopía electrónica (Matyja et al., 1996). La evidencia ha mostrado que la 2-

CldA en células de leucemia humana presentó un daño directo sobre la mitocondria, causando 

cambio en el potencial y permeabilidad de la membrana mitocondrial, que facilita la liberación 

del citocromo c y la activación del factor inductor de apoptosis, la activación de caspasas, la 

fragmentación de ADN y la formación de cuerpos apoptóticos (Genini et al., 2000; Marzo et al., 

2001). Además, se ha reportado que activa la proteína p53 como respuesta al daño de ADN, 

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

 

La incubación de cladribina a células de leucemia linfocítica, induce la formación de 

micronúcleos 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 cromosómicas (Antonucci y 

Takahashi et al., 2005). 

 

2.1.1.6  Vía desmetilación 

 

 

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 hipometilación 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 cromosómica en células de la línea OCI-AML3, 

este mecanismo de la acción no ha sido bien establecido (Valdez et al., 2015). Estos mismos 

autores observaron que la cladribina presentó un efecto citotóxico menor que la clofarabina en 

líneas 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 ribonucleósido análogo a la adenina, 

fue sintetizado por Montgomery y Hewson, en 1969. Difiere de la adenina por la sustitución del 

átomo de hidrógeno de la posición 2 del anillo de purina por un átomo de flúor, haciendo más 

resistente a la molécula a desaminación y la sustitución del átomo de hidrógeno en la posición 

2´ de la desoxirribosa por un grupo hidroxilo (OH-) en posición 2-β, este anómero hace a la 

molécula más resistente al enlace N-glucosídico a condiciones ácidas (Huang y Plunkett, 1995) 

(Figura 5). La fludarabina ha sido utilizada en pacientes con LLA y Leucemia linfoblástica 

crónica (LLC) (Huguley, 1977; Sawitsky et al., 1977; Rai et al., 2000).  

 

La 2-FA es el único 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 citotóxico menor que 

la 2-CldA en células cultivadas de leucemia linfoblástica crónica (Begleiter et al., 1995). Sin 

embargo, su actividad es mayor en células T que en células B (Boldt et al., 1984). 

 
Figura 5. Estructura química de la fludarabina 

 
 

2.1.2.1  Mecanismo celular de acción 
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Comercialmente, la fludarabina es producida como fludarabina monofosfato (2-FAMP) debido a 

su baja solubilidad; en el plasma es desfosforilada rápidamente por la 5-nucleotidasa (5-NT) y 

después transportada intracelularmente por transportadores de nucleósidos 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 acción: i) inhibe la ribonucleótido reductasa, ii) inhibe la síntesis de ADN e iii) induce 

la activación de señalizaciones relacionadas con la apoptosis (Figura 8). 

 

2.1.2.2  Vía inhibición de la ribonucleótido reductasa 

 

 

En células HeLa, la fludarabina se ha asociado con una fuerte inhibición intracelular de la 

ribonucleótido reductasa (Tseng et al., 1982), disminuyendo la síntesis de los 

desoxinucleótidos, principalmente de dATP (Sato et al., 1984; Gandhi et al., 1994). La inhibición 

de la síntesis de dNTPs puede ser restaurada por la adición de desoxicitidina (Brockman et al., 

1990). Aún es un agente viable para el tratamiento del cáncer considerando su actividad sobre 

la inbibición de la ribonucleótido reductasa (Mannargurdi y Deb, 2017). 

 

2.1.2.3  Vía inhibición de las ADN polimerasas 

 

 

En sistemas in vitro, se ha demostrado que la acción citotóxica primaria de la fludarabina es la 

inhibición de la síntesis 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 I en células HeLA (Gandhi y Plunkett, 2002; Yang 

et al., 1992). En células linfoblastoides T de humanos la incorporación de fludarabina 

monofosfato (F-ara-MP) termina con la elongación de la cadena de ADN, mientras que, 

fludarabina trifosfatada (F-ara-TP) es altamente incorporada en el ADN provocando la 
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terminación 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 incorporación de fludarabina en la fase de síntesis es crítica para generar 

citotoxicidad en células linfoblastoides T (Huang et al., 1990; Gandhi et al., 1994; Huang y 

Plunkett, 1995).  

 

2.1.2.4  Vía apoptosis 

 

Se ha reportado que la fludarabina in vitro, es más tóxica en células linfoblásticas (Plunkett et 

al., 1980) particularmente hacía la línea celular de linfocitos de T (Rodríguez, 1994) y es un 

potente inhibidor del crecimiento en células L1210 en cultivo (Sato et al., 1984), provoca la 

externalización de la fosfatidilserina, la activación de caspasas y la fragmentación de ADN en 

células WSU y en células JVM-2 (Biswall et al., 2000) y en células aisladas de leucemia 

linfocitítica crónica-B (Zinzani et al., 1994) y formación de cuerpos apoptóticos en linfocitos 

humanos (González-Cid, 2002). La 2-FA no provoca daño directo en la mitocondria como 

sucede con la 2-CldA y ClFdA (Genini et al., 2001). Las concentraciones empleadas con la 

fludarabina son variables, se ha reportado que 1 μM de fludarabina produce un 20% de 

toxicidad en células de LLC-B después de 24 horas de incubación (Pedersen et al., 2002) y 1 

μg de fludarabina causó una citotoxicidad de 20% en células LLC-B después de 48 h 

(Trachootham et al., 2008).  

 

2.1.3 Bromodesoxiadenosina 

 

 

La bromodesoxiadenosina es un análogo que difiere de la desoxiadenosina por la sustitución 

del átomo de hidrógeno de la posición 8 del anillo de purina por un átomo de bromo, 

favoreciendo la formación 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 

mólecula es menos tóxica 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). 

  

Figura 6. Estructura química de la 8-bromodesoxiadenosina 
 
 

2.1.3.1  Mecanismo celular de acción 

 

Debido a su baja citotoxicidad, esta molécula no fue aprobada por la FDA. La evidencia ha 

mostrado que la BrdAdo inhibe principalmente la síntesis de ADN (Huang et al., 1985) (Figura 

8). No es claro el tipo de ADN polimerasa bloqueada, pero su inhibición del ADN es prolongada 

(Parsons et al., 1986). Las rupturas del ADN han sido detectadas 48 h post incubación en 

células derivadas de melanoma (Parsons et al., 1986). La citotoxicidad puede ser prevenida por 

la adición de desoxicitidina o citidina (Pearsons et al., 1986). Además, se ha documentado que 

provoca hinchazón y desaparición de las crestas mitocondriales observado por microscopía 

electrónica (Matyja et al., 1996).  
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2.2 Antimetabolito de segunda generación 

2.2.1 Clofarabina 

 

 

La clofarabina (2-cloro-2-fluoro-desoxiarabinofuranosil-denosina o ClFdA) fue sintetizada a 

principios de los 90´s por el grupo de investigación del Southern Research Institute (EE.UU). 

Difiere de la desoxiadenosina por la sustitución del átomo de hidrogeno en la posición 2 del 

anillo de purina por un átomo de cloro, haciendo más resitente a la molécula a la desaminación 

y la sustitución del átomo de hidrógeno en la posición 2´ de la arabinosa por un átomo de flúor 

(Figura 7), esta halogenación incrementa la resistencia a condiciones ácidas de pH 1 y a la 

fosforólisis (Carson et al., 1992; Bonate et al., 2006). 

 

 

Figura 7. Estructura química de la clofarabina 

 

La clofarabina es un análogo de segunda generación que combina características de la 

cladribina y de la fludarabina. A diferencia de sus predecesores (cladribina y fludarabina) 

presentó mejor estabilidad y solubilidad, es más resistente a la desaminación y a la fosforólisis 

(Carson et al., 1992), presentó mayor afinidad hacía la dCK (Lindemalm et al., 2003) y una 

acción más 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 mielógena 

crónica K562 (Parker et al., 1991), de células linfoblásticas humanas CEM (Parker et al., 1999), 

de células de la línea HEp2 (derivadas de melanoma) y de células derivadas de leucemia 
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linfoblástica de murinos L1210 (Faderl et al., 2005a), presentó mayor afinidad hacía células 

linfoblásticas-B que para células linfoblásticas-T (Beesley et al., 2007). Las pruebas clínicas 

fueron establecidas en 1998 por el M.D. Anderson Cancer Center, de la Universidad de Texas 

(EE.UU). En el año 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 acción  

 

 

La clofarabina ingresa a la célula por los transportadores de nucleósidos hENT1, hENT2 y 

hCNT3 (Shigemi et al., 2013) e ingresa por difusión debido su mayor lipofilicidad comparado 

con la 2-CldA (King et al., 2005). Esta molécula ha mostrado ser más tóxica 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 proporción por al dGK a 

ClFdAMP después es fosforilado por la nucleótido monofosfato cinasa (NMPK) a ClFd-ADP y 

por la nucleótido difosfato cinasa (NDPK) a su forma trifosfatada ClFd-ATP (Shigemi et al., 

2013). En la literatura, se ha documentado al menos cinco vías que soportan su toxicidad: i) 

muerte celular vía CD99, ii) vía inhibición de la ribonucleótido reductasa, iii) vía inhibición de las 

polimerasas y iv) vía activación de señalizaciones apoptóticas, v) vía metilación similar a la 

cladribina (Figura 8). 

 

2.2.1.2  Vía CD99 

 

 

Similar al efecto mostrado por la cladribina, la clofarabina se une con la proteína CD99 

inhibiendo su dimerización, su inhibición conllevaba con el bloqueo de componentes 

subsecuentes, desencadenando la expresión de algunos eventos de muerte celular, como la 

vacuolización y ruptura de la membrana; características de la metuosis (Çelik et al., 2018; 

Pasello et al., 2018). Çelik et al., (2018) además 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 resultó más citotóxica que la 

cladribina. 

 

2.2.1.3  Vía inhibición de la ribonucleótido reductasa 

 

 

La clofarabina trifosfatada (Cl-F-ara-ATP) inhibe fuertemente a la ribonucleótido reductasa, al 

menos 10 veces más que la 2-FA provocando un desbalance en la síntesis de dNTPs (Gandhi y 

Plunkett, 2007). Incubaciones en presencia de 0.1, 1 o 10 nM de ClFdA en células K562, 

provocan reducción de dATP, dCTP y dGTP después de 4 horas (Parker et al., 1991), mientras 

que, en las células linfoblastoides humanas (CEM), la reducción principal ocurre en la reserva 

de dCTP, seguida de las reservas de dATP, dGTP y dTTP después de 3 horas de incubación 

(Xie y Plunket, 1996). 

 

2.2.1.4  Vía inhibición de la ADN polimerasas 

 

La evidencia ha mostrado que la clofarabina resultó 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 terminación de las rupturas del ADN (Xie y Plunkett, 1995). En células 

K562 (Parker et al., 1991) y en células linfoblásticas humanas (CEM) (Xie y Plunkett, 1996), la 

incorporación de Cl-F-ara-AMP en el ADN resultó en la terminación de la elongación de la 

cadena de ADN. 

 

2.2.1.5  Vía apoptosis 
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La evidencia ha mostrado que la ClFdATP provoca daño directo sobre la mitocondria, lo que 

facilita la liberación del citocromo c y la activación de la vía intrínseca (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 linfocítica crónica-B (Genini et al., 2000; Curran y Perry, 2005) y formando cuerpos 

apoptóticos (Marzo et al., 2001). 

 

2.2.1.6  Vía metilación 

 

 

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 

cromosómica en células de la línea OCI-AML3 (Valdez et al., 2015). También, causa 

desmetilación del gen supresor de tumor FHIT (del inglés fragile histidine triad protein), el cual 

se encuentra hipermetilado en la leucemia linfoblástica aguda (Stumpel et al., 2015) y genes 

que codifican proteínas asociadas con la metilación del ADN (Majda et al., 2010), como son 

Sp17 y SPAN-Xb lo que resultó en un decremento de dinucleótidos pareados citosina-guanina y 

subsecuentemente un decremento en la metilación del ADN (Zhang et al., 2009). Esta actividad 

se ha asociado con la apoptosis (Fabianowska-Majewska et al., 1995).  
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Figura 8. Esquema que representa el mecanismo celular de acción de la 2-CldA, 2-FA, 8-BrdA y ClFdA in vitro y su posible vía de 

inducción de micronúcleos. 

 

v) vía desmetilación 
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3. Micronúcleos  

 

3.1 Eritropoyesis  

 

 

La eritropoyesis comprende los procesos biológicos de diferenciación, proliferación, 

actividades de síntesis y maduración de eritrocitos en cantidades apropiadas para el 

transporte de oxígeno 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 µm de diámetro redonda a ovalada de 

forma irregular. Su núcleo ocupa cerca del 80% del volumen total, contiene cromatina fina 

distribuida en pequeños grupos, presenta uno o dos nucléolos bien definidos. Se 

diferencia hacía eritroblasto basofílico, debido a que presentan grupos de 2 a 6 

polirribosomas (Bull, 2000). 

 

El eritroblasto es una célula de menor tamaño que el proeritroblasto (16-18 µm). Su 

núcleo ocupa el 75% del volumen total, se ha observado eucromatina y heterocromatina, 

previo a la última división mitótica; algunos autores dividen al eritroblasto en eritroblasto 

basofílico, eritroblasto policromatófilo y eritroblasto ortocromático; durante estos estadios 

su núcleo se reduce a un 25% del volumen total y es excéntrico (Bull, 2000). En el 

eritroblasto ortocromático o normoblasto ocurre la segunda división mitótica, en su 

maduración hacia EPC o RET pierde el núcleo principal y su salida hacía la sangre 

periférica es por los poros de las células endoteliales. El núcleo se mantiene en la médula 

ósea y es fagocitado por los macrófagos (Bull, 2000).  

 

El RET es una célula más pequeña de forma redonda a irregular que carece de núcleo, 

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 retículo endoplasmático. La 

maduración 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 bicóncavo, mide de 7.5 a 8.7 µm de diámetro, su función es trasportar el 

oxígeno, en los seres humanos tiene una vida de 120±20 días y en ratones de 25 días 

(Bull, 2000; Rifkind et al., 1974) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Esquema que representa la eritropoyesis y las células donde se visualizan micronúcleos 
inducidos por agentes aneuploidógenos o clastógenos. El micronúcleo no es enucleado como 
sucede con el núcleo principal. JQV 
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3.2   Inducción de micronúcleos 

 

 

El micronúcleo está constituido por un pequeño residuo de cromatina aislada que no se 

incorporó al núcleo 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 núcleo (Schmid, 

1975). Estos han sido detectados y evaluados en células de la médula ósea y en sangre 

periférica, de distintos modelos biológicos como el hámster (Schmid 1973; 1975), ratón 

(Morales-Ramírez 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-Ríos et al., 2012; 2018). 

 

La inducción de EPC-MN se ha empleado como un ensayo en la detección de 

genotoxinas (Mavournin et al., 1990), usando tanto la médula ósea (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 

micronúcleos per se no ofrece información sobre la dinámica o el modo o modos de 

acción de los agentes sobre el ADN o “Genotoxicodinámica” (Balmus et al., 2015; Hayashi 

et al., 2016). Para 1984, se integró el Grupo Colaborativo de Estudio de Micronúcleos 

cuyo propósito era lograr la estandarización de un protocolo como guía para el ensayo 

genotóxico. En 1997, la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico 

(OCDE) elaboró una guía para realizar la prueba de EPC-MN en mamíferos en vivo y 

actualizada en 2016, bajo el título 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 ó 72 h) 

lo que podría limitar la información genotóxica y resultar en conclusiones contradictorias. 

Es por ello que en 2017, Morales-Ramírez y colaboradores hacen una recomendación a la 

OCDE de ampliar el tiempo de análisis de los EPC-MN, para evitar el riesgo de 

discriminar la acción de las genotoxinas (Morales-Ramírez et al., 2017a) 

 

En un estudio realizado por Morales-Ramírez et al., (1996), sobre radioprotección con 

clorofilina, se reportó que si se comparaban los EPC-MN inducidos en tiempos discretos 

(a las 20 h, 30 h y 40 h) de tres grupos de ratones, grupo 1 ratones tratados con 

https://dx.doi.org/10.1787/9789264264762-en
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clorofilina, grupo 2 ratones expuestos a radiación y el grupo 3 ratones tratados con 

clorofilina más radiación, se podrían generar distintas conclusiones; a las 20 horas se 

podría haber concluido que la clorofilina tenía un efecto de protección total; a las 30 horas 

se podría concluir que la clorofilina presentaba una radioprotección de 50%; a las 40 

horas, la clorofilina no presentaba protección y a las 50 horas, la clorofilina tenía un efecto 

radiosensible; cuando determinó el área bajo la curva (ABC) de la frecuencia de EPC-MN 

en función del tiempo se concluyó que no había radioprotección (Figura 10). 

 

Figura 10. Superposición de las cinéticas de inducción de EPC-MN determinada por la acción de la 
radiación ionizante 60Co (rojo); la clorofilina, Cl (negro) o Cl + 60Co (azul). Tomado de Morales-
Ramírez et al., (1996). 

 

3.2.1 Cinética de inducción de EPC-MN en normoblastos de ratón in vivo 

 

 

A partir de esas observaciones, Morales-Ramírez et al., (2014), propusieron emplear 

diversos agentes anticancerígenos y cuantificar periódicamente las frecuencias de EPC-

MN. El modelo de cinética de inducción de EPC-MN en normoblastos de ratón in vivo 

presenta varias ventajas con respecto la evaluación en tiempos discretos 24, 48 o 72 h.  

a) Es in vivo y cada organismo es su propio control  
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b) No se necesita sacrificar al animal 

c) Requiere de muestras pequeñas (~30 µL) de sangre periférica  

d) El daño inducido por los agentes se lleva a cabo en el normoblasto, los 

micronúcleos son cuantificados en los reticulocitos de la sangre periférica 

e) Toma como índice el ABC que contempla el total de micronúcleos inducidos en 72 

horas. 

f) Es un modelo válido para la determinación de la acción genotóxica del agente, se 

puede establecer: 

i. El número de picos podría corresponder al número de vía(s) de 

rupturas de ADN.  

ii. Se determina la frecuencia máxima (Fmáx). 

iii. El tiempo cuando de la Fmáx, que se puede asociar con la 

naturaleza del  agente 

iv. Se determina la eficiencia genotóxica de acuerdo a la dosis 

administrada (Figura 11). 

En cuanto a las principales desventajas se incluyen: 

a) La especificidad – afinidad de agentes sobre otras líneas celulares (p.e. linfocitos) 

podría ser limitada en los RET (línea eritroide). 

b) Utiliza microscopía de campo claro: resulta ser laborioso, los micronúcleos se 

analizan en 2000 EPC. La sensibilidad puede ser limitada. 

c) En el ratón, las dosis altas podrían causar elevada citotoxicidad y dificultar la 

cuantificación de los reticulocitos (OCDE, 2016). 

d) Oleadas de inducción de EPC-MN amplias, sugieren la acción de dos o más vías 

de acción. 
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Figura 11. Esquema que representa la cinética, la dinámica y la formación de micronúcleos de un 
agente aneuploidógeno, clastógeno o radiación ionizante. Modificado de Morales-Ramírez et al., 
(2006).

 

3.2.2 El análisis de las cinéticas de inducción de micronúcleos como una 

aproximación al estudio de la acción de análogos de la citidina y otros 

antineoplásicos 

 

 

En la literatura, se ha mostrado que la azaC y la dFdC, antimetabolitos análogos de 

citidina, presentan diferencias en el modo de inducción 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 vía de inducción 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 reparación (Santi 
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et al., 1984), ii) la incorporación de la azaC en la cadena del ADN puede generar errores 

de apareamiento, las rupturas podrían estar asociadas durante la reparación de errores 

de apareamiento o durante la reparación por recombinación (Hedge et al., 1996; Morales-

Ramírez 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 química, que 

subsecuentemente resulta en desmetilación y que a su vez resulta en fragilidad 

cromosómica y provoca rupturas (Viegas-Pequignot y Dutrillaux, 1981), estas acciones 

podrían 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 acción en inducir rupturas en el ADN y el 

tiempo de inducción de micronúcleos, p.e. las rupturas tempranas sobre el ADN durante la 

reparación del aducto en los normoblastos maduran a EPC con micronúcleos tempranos; 

las lesiones que causa la azaC como errores de apareamiento involucra la activación de 

mecanismos de reparación subsecuentes y podría implicar un ciclo de división adicional, 

esta acción se puede asociar a los EPC-MN desplazados un ciclo de división adicional. 

Finalmente, la persistencia de la azaC a la degradación y efectos desmetilantes podrían 

asociarse a rupturas de ADN tardía en los normoblastos y en consecuencia estos 

madurarían a EPC con micronúcleos tardíos (Morales-Ramírez et al., 2008). (Figura 12 y 

13A)  

 

En el caso de la dFdC, la evidencia ha mostrado que inhibe a la polimerasa α, ε (Huang et 

al., 1991), la topoisomerasa 1 (Pourquier et al., 2002), la ribonucleótido reductasa 

(Heinemann et al., 1989) y provoca rupturas en el ADN por la incorporación e inhibición de 

la síntesis de ADN (Huang et al., 1986); in vivo la dFdC mostró un solo una sola oleada de 

inducción de EPC-MN a las 33 h y podría corresponder a un mecanismo celular de acción 

dominante. La asociación de la acción in vitro – in vivo consideró un desplazamiento en el 

tiempo de inducción de rupturas de ADN debido al tiempo de la incorporación y de la 

inhibición de la síntesis de ADN (Figura 13-B) (Morales-Ramírez et al., 2017b). 
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Figura 12. Esquema que representa el modo de acción de la azacitidina (azaC) in vitro y su posible 
relación con la inducción de micronúcleos in vivo (Morales-Ramírez et al., 2008). Área 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 gráficas se muestra el ajuste de curvas 
múltiples; que corrobora que el número de picos sugiere corresponder al número de vías de 
acción; R2- ajustada cercana a 1.  
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La actividad genotóxica de diversos agentes, puede ser agrupada con base en el tiempo 

de inducción relativa (Tir), asumiendo que la radiación 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 químicos requieren más tiempo debido a la farmacocinética 

y a su acción, los aneuploidógenos (COL, VNB, VNC) indujeron EPC-MN 3.5 h después 

de Tir, los alquilantes (BUS, BCNU, MMC) y Cist-pt 6 h después, los análogos 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 activación metabólica como la CP y DNU indujeron tardíos (14.3 h) 

debido a su farmacocinética, metabolismo y su acción (Morales-Ramírez et al., 2014). 

 

3.2.3 Detección de RET-MN  

 

Los EPC-MN son detectados en microscopía de campo claro por tinciones de May-

Gruenwald-Giemsa, los EPC se tiñen de color azulado y los eritrocitos se tiñen de rojo y 

debe presentar un micronúcleo bien definido de 1/20 a 1/5 del núcleo principal (Schmid, 

1975), o con un filtro de longitud de onda de color azul que mostraba los EPC de color 

morado intenso (Morales-Ramírez et al., 1994) o detectados en microscopía de 

fluorescencia y citometría con naranja de tiazol o naranja de acridina para tinción del ARN 

reticulocitario, en este estudio la identificación de la población se realizó con base en la 

cantidad de ARN, los EPC presentaron mayor cantidad de ARN, los ENC carecieron de 

ARN y los micronúcleos 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 específicos, antiCD71-FITC que detecta al receptor de transferrina y yoduro 

de propidio como un agente intercalante para ácidos nucleicos (Dertinger et al., 1996) y 

comercialmente distribuido en el Kit MicroFlow PLUS ™ Laboratorios Litron (Tourus et al., 

2000; Dertinger et al., 2003). La detección de los RET-MN mediante marcadores 

específicos y analizados con el citómetro de flujo, amplificó el número de eventos 

evaluados e incrementó la sensibilidad del análisis 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 cuantificación 

entre dos laboratorios independientes usando los marcadores del kit MicroFlow Plus™ 

(antiCD71-FITC y yoduro de propidio) presentó una correlación similar y cercana a 1 (R2 = 

0.97) y entre citometría y microscopía de fluorescencia la relación también fue cercana a 1 

(R = 0.92)  (Tourus et al., 2000; Dertinger et al., 2003). 

 

El citómetro de flujo consta de tres sistemas. i) un sistema de fluidos que aspira las 

células en suspensión que puede ser agua o una solución amortiguadora de fosfatos 

pasándolas por una red de tubo que termina por alinear cada célula, ii) un sistema óptico 

que cuenta con una fuente de luz (lámparas, láser) que impacta a cada célula y la 

fluorescencia es reflejada por espejos reflectores o dicroicos con determinada longitud de 

onda hacia fotodetectores y iii) un sistema electrónico que recibe la señal eléctrica en 

sensores luminosos o fotodiodos, para determinar el tamaño 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 señal y transforman los 

pulsos eléctricos y en señales digitales (Hoffman, 2008; Macey, 2010; Shapiro, 2003) 

Figura 14. 

 

 

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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3.2.3.1 AntiCD71-FITC 

 

El receptor de transferrina o CD71 es una proteína integral de membrana que regula el 

complejo transferrina-hierro, es una glicoproteína homodimérica de 760 aminoácidos que 

se expresa en los sincitioblastos de la placenta, miocitos, queratinocitos basales, 

hepatocitos, páncreas endocrino, espermatocitos y precursores eritroides. La proteína 

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 

fluoroceína 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 ácidos nucleicos 

se recomienda incubar las muestras con ARNsa, para lisar los residuos de ARN presentes 

en los RET. Su absorción máxima es de 535 nm y su emisión es de 617 nm (Dertinger et 

al., 1996).  
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4. Pregunta de investigación 

 

 

¿Permitirá el análisis de la cinética RET-MN (acción genotóxica) y de cinética de RET 

(acción citotóxica) de los antineoplásicos análogos de desoxiadenosina ser una 

herramienta útil para explorar y aproximarse a su posible vías de acción in vivo? 

 

5. Objetivo general 

 

 

Aproximarse al mecanismo de acción genotóxico y citotóxico de antineoplásicos 

antimetabolitos análogos de desoxiadenosina. 

 

 

5.1 Objetivos particulares  

 

Determinar las cinéticas de RET-MN y RET in vivo causadas por la 2-CldA, 2-FA, 8-BrdA 

y ClFdA en los normoblastos de ratón de la cepa ICR y correlacionarlas con los 

mecanismos de acción (in vitro) reportados previamente. 

 

 

Comparar la respuesta de las cepas de ratón ICR y BALB/c a la administración aguda de 

la misma dosis de análogos de desoxiadenosina mediante el análisis de las cinéticas de 

inducción de RET-MN y RET. 
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6. Hipótesis 

 

 

El análisis de las cinéticas de inducción de RET-MN (genotoxicidad) y de reducción de 

RET (citotoxicidad) causadas por la administración de antineoplásicos análogos de 

desoxiadenosina podría ser una herramienta útil para explorar y aproximarse a su(s) 

posible(s) vía(s) de acción in vivo. 

 

 

 

7. Justificación 

 

 

La comprensión de los mecanismos de acción de los antineoplásicos in vivo representa 

un reto importante para mejorar protocolos de quimioterapia aplicados a pacientes y 

reducir los efectos colaterales. La mayoría de las descripciones de los mecanismos de 

acción han sido estudiadas en sistemas in vitro empleando concentraciones y tiempos de 

exposición que no son equivalentes a las utilizadas durante la terapia. El paciente per se 

puede modular la respuesta hacía una acción magnificada, disminuida o distinta al mismo 

tratamiento, debido a la heterogeneidad molecular y diferencias en el metabolismo y 

farmacología. 

 

Nosotros proponemos evaluar el daño citotóxico y genotóxico de antimetabolitos 

análogos de la adenina en normoblastos de ratón in vivo; la comprensión del 

mecanismo(s) de acción in vivo de estos antineoplásicos empleados en el 

tratamiento de leucemias, podría ser una herramienta útil para explorar el 

mecanismo de acción, mejorar los esquemas de quimioterapia o bien para regular 

su administración.  
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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 ClFdA) fueron 

adquiridas en ABCam Chemicals (Cambridge MA, EE.UU) y la 8-Bromodesoxiadenosina 

fue adquirida en Alfa Aesar (Tewksbury MA, EE.UU), la heparina sódica 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 acrílico en grupos de 5, mantenidos a 22-24°C con periodos de luz 

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

 

8.3 Tratamientos 

 

 

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

solución acuosa (0.2 – 0.6 mL) dependiendo de la concentración y administradas vía 
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intraperitoneal, cada tratamiento fue realizado independientemente. Las dosis empleadas 

fueron seleccionadas de acuerdo a la dosis probada de azaC (40 µmoles/kg), que 

indujo EPC-MN (Morales-Ramírez et al., 2008). 

Cuadro 2. Dosis administrada a ratones 

 Agente Cepa de ratón 
n=5 

Dosis 

µmoles/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 13.4 
5 2-CldA ICR 190 54.2 
6 ClFdA ICR 25 7.5 
7 ClFdA ICR 50 15.1 
8 ClFdA 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-CldA BALB/c 16 4.5 
16 2-FA BALB/c 90 25.6 
17 ClFdA 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 - - 

 
Radiación ionizante (RI), cladribina  (2-CldA), clofarabina (ClFdA), fludarabina (2-FA) y 8-
Bromodesoxiadenosina (8-BrdA). *Greys (Gy) razón de dosis 0.1 Gy/s. **La dosis de 16 µmoles/kg 
de 2-CldA corresponde a 1/20 parte de la dosis lethal 10 (DL10) en ratones (Reichelová et al., 
1995) y nueve veces más que la dosis de 0.5 mg/kg, la cual no indujo daño en el ADN in vivo 
(Antonucci y Takahashi, 2005). 
 
 
 

Previo a la administración, se obtuvo una muestra de sangre periférica de cada ratón 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 radiación gama de una fuente de Cobalto-60 (Gammacel), con una 

razón de dosis de 0.038 Gy/min. Las dosis fueron corroboradas con dosímetros 

termoluminiscentes. 
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8.4 Fijación, marcaje y adquisición de RET-MN 

8.4.1 Fijación 

 

 

Las muestras fueron fijadas y analizadas de acuerdo a métodos reportados previamente 

(Cervantes-Ríos et al., 2012). Una gota de sangre periférica (~30 µl) fue obtenida de la 

cola de cada animal y homogenizada con 30 µl de heparina sódica (1:1). Las muestras 

fueron diluidas 1:2 en BBS a pH 7.5 (en 100 mL de agua destilada se mezcló 0.9 g de 

NaCl y 0.0444 g de NaHCO3) se fijó una alícuota de 100 µl en 2 ml de metanol a -75°C 

mediante una deposición rápida usando un vórtex e inmediatamente, las muestras fueron 

almacenadas a -75°C hasta su análisis.  

 

Para mejorar la eficiencia y reproducibilidad de la fijación, 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 permitió depositar la muestra en el centro del vórtice 

dentro una distancia corta con metanol a -75 °C mediante un mezclador electrónico. El 

uso de este dispositivo permitió la fijación correcta del 100 % de las muestras, las cuales 

presentaron un análisis de 90% de células, con presencia mínima de agregados (Cruz-

Vallejo et al., 2019). 

 

8.4.2 Marcaje de muestras  

 

 

La evaluación de RET-MN en sangre periférica se hizo usando un método con citómetro 

de flujo establecido por Dertinger et al., (1996) y las recomendaciones del kit 

MicroFlowPLUS (para sangre periférica de ratón) Laboratorios Litron, Rochester NY, 

EE.UU (viable en https://litronlabs.com/getattachment/8023ae66-688f-4c3b-bec2-

c73f424c7e21/Instruction-Manual-MicroFlow-PLUS-Mouse-Blood.aspx). 

 

https://litronlabs.com/getattachment/8023ae66-688f-4c3b-bec2-c73f424c7e21/Instruction-Manual-MicroFlow-PLUS-Mouse-Blood.aspx
https://litronlabs.com/getattachment/8023ae66-688f-4c3b-bec2-c73f424c7e21/Instruction-Manual-MicroFlow-PLUS-Mouse-Blood.aspx
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8.4.3 Adquisición de datos  

 

Un día antes de la adquisición de las muestras en el clitómetro de flujo, se procedió a 

procesarlas: a 7 ml de BBS frío se les adicionó 1.0 ml de la muestra mantenida a -75°C, 

los tubos fueron centrifugados a 4°C por 5 min. El botón fue recuperado en 25 µl de BBS 

frío y mezclado en un tubo de poliestireno con 80 µl de ribonucleasa A. Se prepararon tres 

tipos de tubos: i) un tubo de autofluorescencia que contenía 25 µl de la muestra, ii) un 

tubo como control de CD71 que contenía 25 µl de la muestra + 5 µl de antiCD71-FITC, iii) 

el resto de los tubos contenían 25 µl de la muestra + 5 µl de antiCD71-FITC + 2 µl de 

yoduro de propidio (820 µg/ml) agregado e incubado por 15 minutos previo a la 

adquisición. Todos los tubos fueron incubados a 4°C por 40 minutos, después a 22°C por 

90 minutos y se adicionó 0.5 ml de BBS frío. 

 

Se adquirió un millón de eventos a baja velocidad con el programa Cell Quest (Becton 

Dickinson version 3.0.1) en un citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson), que 

tiene un láser de argón de 488 mn. Los datos fueron ajustados a 2000 reticulocitos (RET) 

o 2000 eritrocitos (E). La emisión de antiCD71-FITC y yoduro de propidio se detectó en 

los canales de FL1 y FL2, respectivamente Figura 15. La regionalización de los RET y E 

con o sin micronúcleo fue realizada de acuerdo a Cervantes-Ríos et al., (2012) Figura 16. 

Los datos fueron analizados con el programa WinMDI versión 2.9 (Joseph Trotter, 

trotter@scripps.edu) en un sistema Windows 10. 

mailto:trotter@scripps.edu
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Figura 15. Esquema que representa la detección de los marcadores antiCD71-FITC y yoduro de 
propidio mediante el citómetro de flujo. Las células son alineadas por sistema de corriente, cada 
célula es impactada por un láser de argón, la emisión de fluorescencia es reflejada en un ángulo de 
90° hacia espejos con filtros y captada por fotodetectores con determinada longitud de onda, la 
señal análoga es transformada en señal 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 análisis. Cada punto 
representa un evento evaluado. JQV 
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Figura 16. Estrategia de regionalización. Citogramas representativos de citometría de flujo de una 
muestra control (A y B) y de muestra provenientes de un ratón irradiado con 0.25 Gy de 60Co a las 
24 h (C y D). La región 1 (R1) corresponde a la población delimitada por su tamaño y complejidad y 
la región 2 (R2) corresponde a células nucleadas excluidas del análisis. 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 índice de la inducción total de RET-MN, la eficiencia genotóxica se 

determinó dividiendo el ABC entre la dosis.  
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8.6 Citotoxicidad 

 

 

La citotoxicidad fue definida por el ABC de la reducción de RET en 72 h en cada individuo, 

la eficiencia citotóxica se determinó dividiendo el ABC entre la dosis. En ambos casos, la 

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

 

 

8.7 Ajuste de curvas múltiples  

 

 

A pesar de establecer una metodología reproducible para muestras pequeñas, algunos 

individuos presentaron cinéticas con curvaturas variables que sugerían la sobreposición 

de dos oleadas de inducción de micronúcleos, resultando en mayor variabilidad del tiempo 

de la respuesta. Para resolver el problema, las curvaturas de las cinéticas fueron 

analizadas mediante el análisis de curvas múltiples, el cual separa aquellas curvas con 

mayor amplitud o deconvolución, en curvas de tipo gaussiano Figura 17A y 17B.  

 

Este análisis permitió identificar los tiempos teóricos de las inducciones de oleadas de 

micronúcleos o picos, el ABC de cada pico y el total, la frecuencia máxima con un ajuste 

cercano a 1 tomando como referente la cinética original.  Por ejemplo, el individuo #4 del 

tratamiento de clofarabina presentó dos oleadas de inducción de micronúcleos a las 37.8 

h y 54.9 h, pero la primera oleada visualmente presentó mayor amplitud (Figura 17C), 

después de la deconvolución resulto en tres picos teóricos con oleadas de inducción de 

micronúcleos 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 Estadística  

 

 

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 inducción de RET-MN / 2000 RET o de la frecuencia de reducción de RET / 

2000 E (%) del tiempo cero y de las frecuencias de subsecuentes hasta las 72 h, p<0.05 

se consideró significativo. Las curvas fueron analizadas mediante el programa OriginPro 

9.1 (Origin Lab Corporation, MA, EE.UU). La comparación entre las frecuencias de 

inducción de RET-MN / 2000 RET o las frecuencias de reducción de RET / 2000 E desde 

el tiempo cero y de las muestras subsecuentes hasta las 72 h de la cepa de ratón BALB/c 

contra la cepa de ratón ICR, fue establecida con una prueba de t-student, donde p<0.05 

se consideró significativo.  
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Figura 17. Ajuste de curvas múltiples. A) Corresponde a la fórmula matemática; B) Muestra las 
variables del ajuste, C) genotoxicocinética sin ajuste y D) genotoxicocinética con ajuste de curvas 
múltiples, con una R2-ajustada cercana a 1 del mismo individuo. Donde y0 es el desplazamiento de 
la línea de base,  Xc es el centro del pico, w (amplitud) es igual a 2 veces la desviación estándar de 
la distribución gaussiana (2 * σ) o aproximadamente 0.849 el ancho del pico a media altura. A 
(área) es el área bajo la curva. Sigma (σ) es w/2, el  ancho a media altura (FWHM) es igual a w* 
(2*ln2)2. De los parámetros obtenidos, se analizó “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 o más picos.   

A) 

B) 

C) 

D) 
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9. Resultados 

 

9.1 Controles 

 

La Figura 18 muestra las cinéticas de la actividad genotóxica y de la actividad citotóxica 

determinadas a través de la cuantificación periódica de las frecuencias de RET-MN en 

2000 RET y a través de la reducción de RET en porcentaje de ratones ICR, BALB/c no 

tratados y ratones ICR irradiados con una dosis de 0.25 Gy de 60Co.  

 

Los resultados mostraron que el grupo de ratones no tratados de las cepas ICR (Figura 

18A y 18B) y BALB/c (Figura 18C y 18D), no presentaron actividad genotóxica ni actividad 

citotóxica, lo que indica que la toma de muestra en función del tiempo no induce RET-MN, 

ni disminuye la población 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 60Co indujo un pico de RET-MN a las 24.5 h (Figura 18E). 

Citotóxicamente, se observó disminución de la población 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 función del 

tiempo (Figura 18F). 
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Figura 18. Cinética de inducción de RET-MN / 2000 RET y de la cinética de reducción 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 radiación ionizante con a una dosis 
de 0.25 Gy 60Co, verificada con dosímetros termoluminiscentes (E y F). Los asteriscos indican diferencias 
significativas con respecto al basal (t-pareada, p<0.05). El área sombreada corresponde al área bajo la 
curva (ABC) en 72 h. 
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9.2 Antineoplásicos análogos de desoxiadenosina de primera 

generación 

9.2.1 Cladribina 

 

 

La curvatura de la cinética de la dosis de 16 µmoles/kg presentó 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 µmoles/kg mostró dos picos RET-MN significativos, uno a las 22.9 ± 0.41 h y 

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 µmoles/kg formó tres picos significativos uno a 

las 24.0 ± 3.0 h, otro a las 42.1 ± 3.7 y el último a las 56.0 ± 1.3 h (Figura 19).  

 

Los resultados sugieren que la cladribina podría presentar dos vías de inducción de 

rupturas con las dosis baja e intermedia y tres vías de inducción de rupturas en el ADN 

con la dosis alta. Todas dosis probadas inducen una oleada de inducción de RET-MN 

tempranas hacia las 24 h a lo obtenido por RI.  

 

La reproducibilidad de los picos individuales fue corroborada mediante del análisis de 

ajuste  curvas múltiples. El análisis individual mostró que la cladribina (190 µmoles/kg), 

indujo tres picos que representan la actividad genotóxica a las 23.6 ± 2.7 h, 37.8 ± 4.5 h y 

a las 55.1 ± 3.9 h, con una R-cuadrada ajustada cercana a 1(Figura 20). 
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Figura 19. Cinéticas de inducción de RET-MN / 2000 RET, después de la administración de 16 o 
45 0 190 µmoles/kg pc de 2-CldA 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 genotóxica individual causada por la administración i.p. de 190 µmoles/kg de 
2-CldA y analizadas con el modelo de ajuste de curvas múltiples en ratones ICR. 
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La dosis baja (16 µmoles/kg) indujo reducción de RET a las 8.0 h, a las 22.6 h y a las 53.1 

h; la reducción máxima fue 30.7 % a las 22.6 h. La dosis intermedia (45 µmoles/kg) indujo 

reducción de RET significativa, a las 11.6 h y a las 47.2 h, en ambos puntos se  presentó 

una reducción de RET similar de 40%. La curvatura de la dosis alta (190 µmoles/kg) 

presentó una reducción de RET prolongada, a las 8 h a las 39.8 h; la citotoxicidad máxima 

fue de 65.3 % a las 23.8 h (Figura 21).  

 

El ABC genotóxica causado por las dosis de 16, 45 y 190 µmoles/kg de cladribina fue 

104.8, 152 y 189.9 respectivamente, mientras que el ABC citotóxica fue 5.7%, 12.3% y 

38.3%. Los resultados mostraron que la cladribina tiene una correlación positiva dosis – 

ABC genotóxica (R2 = 0.61) y una correlación casi lineal de la dosis - ABC citotóxica (R2= 

0.96). Las eficiencias genotóxicas (ABC genotóxica / dosis en µmoles/kg) fueron 6.5, 4.2 y 

1.1, mientras que las eficiencias citotóxicas (ABC citotóxica / dosis en µmoles/kg) fueron 

0.3, 1.0 y 0.7 respectivamente (Figura 22).  

 

La Figura 23 muestra la superposición de las cinéticas de RET-MN y del incremento de la 

reducción de RET causadas por la dosis alta (190 µmoles/kg) de cladribina. Los 

resultados mostraron que a partir de las 8 y 16 h se muestra un incremento de la 

reducción de RET y ausencia significativa de RET-MN, a partir de las 24 se observa una 

relación estrecha entre la citotoxicidad y la genotoxicidad. 

 

La Figura 24 muestra el índice obtenido de la proporción de la citotoxicidad y 

genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (190 µmoles/kg). Los resultados mostraron un etapa 

citotóxica temprana de la 8 -16 h que no depende del daño en el ADN y una etapa tardía 

de las 24 – 64 h que es dependiente de las rupturas del ADN. 
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Figura 21. Cinéticas de reducción de RET / 2000 E (%), después de la administración de 16 o 45 o 
190 µmoles/kg pc de 2-CldA 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 22. Curva dosis - respuesta en términos de ABC genotóxica y ABC citotóxica en 72 h causadas por las 
diferentes dosis de 2-CldA. 

 

Figura 23. Superposición de la genotoxicocinética y de la citotoxicocinética originada por la administración i.p. 
de la dosis de 190 µmoles/kg pc de 2-CldA. 
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Figura 24. Proporción de la citotoxicidad / genotoxicidad de la dosis de 190 µmoles/kg de 2-CldA. 
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9.2.2 Fludarabina 

 

La curvatura de la cinética de RET-MN de la dosis baja (90 µmoles/kg) de fludarabina 

provocó dos picos de micronúcleos similares, el primer pico apareció a las 19.7 ± 3.4 h, el 

segundo pico apareció a las 43.6 ± 3.8 h. Con la dosis intermedia (135 µmoles/kg) 

provocó dos picos similares, a las  21.6 ± 3.8 h y a las 44.1 ± 3.2 h. Finalmente, la 

curvatura de la dosis alta (175 µmoles/kg) provocó 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 µmoles/kg) presentó una reducción significativa de RET desde las 8 h a 

las 32 h, la reducción máxima fue de 23.8 % a las 22.4 h. La dosis intermedia (135 

µmoles/kg), provocó reducción de RET a las 22.9 h y a las 40 – 48 h, en ambos puntos se 

presentó una citotoxicidad fue similar de 38%. La dosis alta (190 µmoles/kg) resultó en 

reducción de RET desde las 16 h hasta las 48 h; a las 24.2 h y a las 40.4 h, se presentó 

una citotoxicidad similar de 43% (Figura 26). 
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Figura 25. Cinéticas de inducción de RET-MN / 2000 RET, después de la administración de 90 o 
135 o 175 µmoles/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 reducción de RET / 2000 E, después de la administración de 90 o 135 o 
175 µmoles/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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La Figura 27 muestra la relación de la dosis respuesta genotóxica y citotóxica de las 

diferentes dosis de fludarabina. El ABC genotóxica causada por las dosis de 90, 135 y 

175 µmoles/kg de fludarabina fue 130.5, 76.6 y 55.8 respectivamente, mientras que el 

ABC citotóxica fue 11.0 %, 17.4 % y 23.5 %. Los resultados mostraron que la fludarabina 

tiene una correlación negativa dosis – ABC genotóxica (R2 = -0.97) y una correlación lineal 

de la dosis - ABC citotóxica (R2= 0.99). Las eficiencias genotóxicas (ABC genotóxica / 

dosis en µmoles/kg) fueron 1.4, 0.5 y 0.2, mientras que las eficiencias citotóxicas (ABC 

citotóxica / dosis en µmoles/kg) fueron 0.1, 0.1 y 0.1 respectivamente. Los resultados 

sugieren que la fludarabina es poco eficiente en la inducción de rupturas en el ADN y 

subsecuentemente en la inducción de RET-MN. 

 

La Figura 28 muestra la superposición de las curvas de inducción de RET-MN y de 

reducción de RET causadas por la dosis alta (175 µmoles/kg). Los resultados mostraron 

una relación estrecha entre la inducción de micronúcleos y la citotoxicidad, con excepción 

de las 24 y 32 h. 

 

La Figura 29 muestra el índice obtenido de la proporción de la citotoxicidad y 

genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (175 µmoles/kg). Los resultados mostraron un efecto 

citotóxico intermedio entre las 24 - 32 h que no fue dependiente del daño en el ADN. 
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Figura 27. Curva dosis-respuestas en términos de ABC genotóxica y ABC citotóxica en 72 horas 
después del tratamiento con diferentes dosis de 2-FA. 

 

 

 

 

 
 

Figura 28. Superposición de la genotoxicocinética y de la citotoxicocinética causada por la dosis de 
175 µmoles/kg de 2-FA. 
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Figura 29. Proporción de la citotoxicidad / genotoxicidad de la dosis de 190 µmoles/kg de 2-FA. 
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9.2.3 8-Bromodesoxiadenosina 

 

Genotóxicamente, la curvatura de la cinética de RET-MN de la dosis de 50 µmoles/kg 

indujo micronúcleos hasta las 62.7 ± 2.4 h. La curvatura de la cinética de la dosis de 100 

µmoles/kg indujo dos picos significativos a las 23.9 ± 0.3 h y a las 65.3 ± 1.9 h. La dosis 

de 150 µmoles/kg presentó dos picos de RET-MN significativos una a las 23.9 ± 0.3 h y 

otra a las 42.1 ± 3.7, el segundo pico resultó ligeramente mayor (Figura 30). La inducción 

de RET-MN fue baja y no fue posible determinar su reproducibilidad individual con la dosis 

alta. 

 

Citotóxicamente, la dosis baja (50 µmoles/kg) presentó una reducción de RET significativa 

a las 40 h, la reducción máxima fue de 39%. La dosis intermedia (100 µmoles/kg) mostró 

una reducción de RET significativa a las 23.7 h con una la reducción máxima fue 32.8%. 

La dosis alta (150 µmoles/kg) presentó una reducción de RET prolongada de las 8 h hasta 

las 48 h, la reducción máxima de RET ocurrió a las 43.8 y fue de 39.1% (Figura 31). 
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Figura 30. Cinéticas de inducción de RET-MN / 2000 RET, después de la administración de 50 o 
100 o 150 µmoles/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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Figura 31. Cinéticas de reducción de RET / 2000 E (%), después de la administración de 50 o 100 
o 150 µmoles/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 genotóxica causado por las dosis de 50, 100 y 150 µmoles/kg de la 8-BrdA fue 93, 

99 y 120, mientras que el ABC citotóxica fue 8.5%, 14.0% y 17.6%. Los resultados 

mostraron que la 8-BrdA tiene una correlación positiva dosis – ABC genotóxica (R2 = 0.90) 

y una correlación lineal de la dosis - ABC citotóxica (R2= 0.98). Las eficiencias 

genotóxicas (ABC genotóxica / dosis en µmoles/kg) fueron 1.8, 0.9 y 0.8, mientras que las 

eficiencias citotóxicas (ABC citotóxica / dosis en µmoles/kg) fueron 0.1, 0.1 y 0.1. Los 

resultados sugieren que la 8-BrdA es poco eficiente en la inducción de rupturas en el ADN 

y subsecuentemente en la inducción de RET-MN (Figura 32). 

 

La Figura 33 muestra la superposición de las curvas de inducción de RET-MN y de 

reducción de RET causadas por la dosis alta (190 µmoles/kg). Entre las 8 – 16 h se 

muestra citotoxicidad y ausencia de genotoxicidad y a partir de las 24 se observa una 

relación estrecha entre la citotoxicidad y la genotoxicidad. 

 

La Figura 34 muestra el índice obtenido de la proporción de la citotoxicidad y 

genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (150 µmoles/kg). Los resultados mostraron una 

etapa citotóxica temprana de la 8 - 16 h que no depende del daño en el ADN (similar a la  

cladribina, fludarabina) y una etapa tardía de las 24 – 64 h que es dependiente de las 

rupturas del ADN. 
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Figura 32. Curva dosis - respuesta en términos de ABC genotóxica y ABC citotóxica en 72 h causadas por las 
diferentes dosis de 8-BrdA. 

 

Figura 33. Superposición de la genotoxicocinética y de la citotoxicocinética originada por la administración i.p. 
de la dosis de 150 µmoles/kg pc de 8-BrdA. 
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Figura 34. Proporción de la citotoxicidad / genotoxicidad de la dosis de 150 µmoles/kg de 8-BrdA. 
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9.3 Antineoplásico análogo de desoxiadenosina de segunda 

generación  

9.3.1 Clofarabina (ICR) 

 

Genotóxicamente, la curvatura de la cinética de la dosis baja (25 µmoles/kg) e intermedia 

(50 µmoles/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 µmoles/kg) mostró picos de RET-MN a las 32.9 ± 3.8 

h y a las 46.5 ± 3.8 h; el segundo pico resultó mayor que el primero y una inducción 

prolongada de RET-MM hacía las 56 h – 64 h. Estos resultados sugieren que la 

clofarabina presenta una vía de inducción de rupturas con las dosis baja e intermedia y 

tres vías de inducción de rupturas en el ADN con la dosis alta.  

 

La reproducibilidad de los picos individuales fue corroborada mediante del análisis de 

curvas múltiples. El análisis individual mostró que la clofarabina indujo dos oleadas de 

inducción de RET-MN, a las 27.3 ± 2.9 h y a las 45.2 ± 4.1 h, con una R-cuadrada 

ajustada, cercana a 1. El individuo #4 presentó tres picos genotóxicos (Figura 36). 
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Figura 35. Cinéticas de inducción de RET-MN / 2000 RET, después de la administración de 25 o 
50 o 100 µmoles/kg pc de ClFdA 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 36. Respuesta genotóxica individual causado por la administración i.p. de 100 µmoles/kg de 
clofarabina y analizadas con el modelo de ajuste de curvas múltiples. 
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Citotóxicamente, la dosis baja (25 µmoles/kg) mostró reducción de RET significativa de 

las 24 h a las 40 h, la citotoxicidad máxima fue de 45.9% a las 23.9 h. La dosis de 50 

µmoles/kg mostró una citotoxicidad prolongada desde las 8 h hasta 56 h, la citotoxicidad 

máxima fue de 57.6% y ocurrió a las 27.9 h. Finalmente, con la dosis alta (100 µmoles/kg) 

se observó una reducción amplia desde las 8 – 56 h; entre las 24 y 48 h, la citotoxicidad 

se mantuvo entre 71.3 % y 76%.  

 

El ABC genotóxica causada por la dosis de 25, 50 y 100 µmoles/kg de clofarabina fue 

148.6, 218 y 440.7, mientras que el ABC citotóxica fue 16.8%, 30.6% y 48.5%. Los 

resultados mostraron que la clofarabina tiene una correlación positiva lineal de la dosis – 

ABC genotóxica (R2 = 0.98) y de la dosis - ABC citotóxica (R2= 0.98). Las eficiencias 

genotóxicas (ABC genotóxica / dosis µmoles/kg) fueron 6.0, 4.3 y 4.4, mientras que las 

eficiencias citotóxicas (ABC citotóxica / dosis µmoles/kg) fueron 0.6, 0.6 y 0.4, 

respectivamente (Figura 38). 

 

La Figura 39 muestra la superposición de las cinéticas de RET-MN y de la reducción de 

RET causadas por la dosis alta (100 µmoles/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 

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

 

La Figura 40 muestra el índice obtenido para la proporción de la citotoxicidad y de la 

genotoxicidad (C / G) de la dosis alta (100 µmoles/kg). Los resultados confirman un efecto 

citotóxico temprano de la 8 -16 h que no depende del daño 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. 
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Figura 37. Cinéticas de reducción de RET / 2000 E (%), después de la administración i.p. de 25 o 
50 o 100 µmoles/kg pc de ClFdA, 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 38. Curva dosis - respuesta en términos de ABC Genotóxica y ABC citotóxica en 72 h 
causada por la ClFdA 

 

Figura 39. Superposición de la genotoxicocinética y de la citotoxicocinética causada por la 
administración i.p. de la dosis de 100 µmoles/kg de ClFdA. 
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Figura 40. Proporción de la citotoxicidad / genotoxicidad de la dosis de 100 µmoles/kg de ClFdA.  
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9.4 Posible mecanismo de acción de la cladribina y clofarabina in vivo 

9.4.1 Cladribina 

 

 

La Figura 41 muestra las posibles vías de acción in vivo después de la administración i.p. 

de la dosis alta (190  µmoles/kg pc) de cladribina y clofarabina (100  µmoles/kg pc), ya 

que fueron las dosis que presentaron mejor respuesta.  

 

La cladribina presentó dos etapas citotóxicas: 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 

inducción de RET-MN de las 24 a 64 h. La primera etapa se podría asociar a la muerte 

celular vía CD99, es un tipo de muerte celular metuósico que no requiere ingresar al 

interior de la célula, es temprano y no tiene efecto sobre el ADN. La segunda etapa 

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

 

La cladribina presentó tres picos que representan la actividad genotóxica, a las 24 h, a las 

40 h y a las 56 h, sugiere tres vías de inducción de rupturas del ADN. El primer pico 

coincide con el observado en RI (Figura 17E), ello implica que la cladribina presenta una 

acción temprana sobre el ADN, posiblemente clastogénica, aunque por el tiempo de 

inducción de los RET-MN también coincide con el pico observado en VNB, VNC y COL. El 

segundo pico no coincide con algún agente reportado, ocurre 16 h después e implica un 

ciclo de división adicional, esta acción se podría asociar con la formación de rupturas de 

ADN causadas durante la inhibición de la síntesis de ADN o lesiones subsecuentes. El 

tercer pico fue tardío, sugiere persistencia o a una acción secundaria asociada a la 

metilación debido a que implica un segundo ciclo de división. 
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9.4.2 Clofarabina   

 

Similar a la cladribina, la clofarabina presentó dos etapas citotóxicas: una etapa temprana 

de las 8 a 16 h que no es dependiente RET-MN y que podría asociar a la muerte celular 

vía 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 inducción RET-MN de 

las 24 a 64 h que puede ser consecuencia de las posibles acciones sobre el ADN 

 

La clofarabina presentó 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 vías de inducción 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 reparación del aducto y en la dFdC fue asociado a la inhibición de las 

ADN polimerasas o a un arresto de la síntesis de ADN. El segundo pico ocurrió hacia las 

48 h coincide con el observado en la azaC, que fue asociado a rupturas causadas durante 

la reparación 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-proteína como sucede con 

la azaC, e implica un ciclo de división adicional. También, se observó una ligera inducción 

de RET-MN hacia las 64 h y 74 h que coincide con la observada en la azaC asociada a 

efecto desmetilante, esta acción requiere dos ciclos de división celular, se mostró una 

regularidad de 16 h entre los picos. 
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Figura 41. Posibles actividades citotóxicas y genotóxicas de la cladribina (190 µmoles/kg pc) y de la clofarabina (100 µmoles/kg pc) 
in vivo 
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9.5 Comparación de respuesta de las actividades cito y genotóxicas 

contra el tiempo entre las cepas ICR y BALB/c 

 

En la cepa ICR, se presentó una cinética con una curvatura caracterizada por dos picos 

uno a las 24.3 h y otro pequeño a las 48.0 h. La cepa BALB/c presentó también dos picos, 

uno a las 23.3 h y otro mayor a las 40.6 h, en ambas cepas se presentó una respuesta 

similar en tiempo y distinta en términos de magnitud. Los resultados sugieren que la cepa 

ICR tiene una inducción principal de RET-MN temprana hacía las 24 h, mientras la cepa 

BALB/c presentó una mayor inducción de RET-MN hacia las 40 h (Figura 42). En las 

cinéticas individuales el individuo #3 de la cepa BALB/c presentó una curvatura 

caracterizada por tres picos y el individuo #4 de la cepa BALB/c presentó una curva con 

un solo pico Figura 43. El ajuste de curvas múltiples en cada cinética presentó con una R 

cuadrada cercana a 1. 

 

 

Figura 42. Comparación de las cinéticas determinadas por la inducción de RET-MN / 2000 RET, 
después de la administración de 16 µmoles/kg pc de 2-CldA 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 43. Respuesta genotóxica individual causado por la administración i.p. de 16 µmoles/kg de 
2-CldA y analizadas con el modelo de ajuste de curvas múltiples en ratones ICR y BALB/c. La línea 
sobre los picos indica el promedio principal (continua) y secundaria (punteada). 
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La dosis de 90 µmoles/kg pc de fludarabina en ambas cepas presentó 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 múltiples se 

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

individuo #3 de la cepa BALB/c (Figura 45).  

 

 

 

Figura 44. Comparación de las cinéticas determinadas por la inducción de RET-MN / 2000 RET, 
después de la administración de 90 µmoles/kg pc de 2-FA entre la muestra basal (tiempo cero) y 
de las muestras subsecuentes hasta las 72 h en ratones ICR y BALB/c. 
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Figura 45. Respuesta genotóxica individual causado por la administración i.p. de 90 µmoles/kg de 2-FA y 
analizadas con el modelo de ajuste de curvas múltiples. La línea sobre los picos indica el promedio del tiempo 
de aparición de los picos. 

 



 
 

85 
 
 

La dosis de 50 µmoles/kg pc de 8-bromodesoxiadenosina en la cepa ICR, presentó una 

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

las 23.4 h y 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 análisis de ajuste de curvas múltiples en cada 

cinética presentó 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).  

 

 

Figura 46. Comparación de las cinéticas determinadas por la inducción de RET-MN / 2000 RET, 
después de la administración de 50 µmoles/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 genotóxica individual causado por la administración i.p. de 50 µmoles/kg de 
8-BrdA y analizadas con el modelo de ajuste de curvas múltiples en ratones ICR y BALB/c. La línea 
punteada o continua sobre los picos indica el promedio.  
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La dosis de 25 µmoles/kg pc de clofarabina, en la cepa ICR mostró 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 inducción de RET-MN entre 

ambas cepas (Figura 48). En la cinética individual con ajuste de curvas múltiples presentó 

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

mayor, acompañado de dos picos pequeños, ligeramente mayores que el basal. Los 

individuos #1 y #5 en BALB/c  presentaron tres picos, el primero fue temprano (Figura 49).  

 

 

Figura 48. Comparación de las cinéticas determinadas por la inducción de RET-MN / 2000 RET, 
después de la administración de 25 µmoles/kg pc de ClFdA 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 genotóxica individual causado por la administración i.p. de 25 µmoles/kg de 
clofarabina y analizadas con el modelo de ajuste de curvas múltiples en ratones ICR y BALB/c. La 
línea punteada o continua sobre los picos indica el promedio. 
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La Figura 50 se muestran las cinéticas de la actividad citotóxicas determinadas a partir de 

las frecuencias de los RET en 2000 E en porcentaje en función del tiempo con las dosis 

de 16 µmoles/kg de 2-CldA, 90 µmoles/kg de 2-FA, 50 µmoles/kg de 8-BrdA y 25 

µmoles/kg de ClFdA en la cepa de ratón ICR y BALB/c.  

 

Citotóxicamente, la dosis de cladribina (de 16 µmoles/kg de 2-CldA) mostró una reducción 

significativa a las 22.6 h de 38% en la cepa ICR, mientras que en la cepa BALB/c se 

presentó una reducción a las 16 h, 24.1 h y 39.6 h. a las 24 h la reducción fue 30%. La 

fludarabina indujo reducción de RET desde las 8 a 24 horas en la cepa ICR, mientras que 

en la cepa BALB/c la reducción ocurrió 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 reducción significativa a las 40 h y en la cepa BALB/c se 

presentó 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 reducción de RET de las 24.6 h a las 40 h, en 

este tiempo se presentó una reducción de 45.7 % en la cepa ICR, mientras que en la cepa 

en la cepa BALB/c la reducción ocurrió de las 24 h hasta las 56 h, la reducción máxima 

ocurrió 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. Comparación de las cinéticas de reducción de RET / 2000 E (%) causadas por 2-CldA 
(16 µmoles/kg), 2-FA (90 µmoles/kg), 8-BrdA (50 µmoles/kg) y ClFdA (25 µmoles/kg) en función del 
tiempo en ratones ICR y BALB/c. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas con respecto 
al basal (t-pareada, p<0.05).  
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En términos del área bajo la curva genotóxica (ABC-G), la dosis de cladribina no presentó 

diferencias significativas entre ambas cepas (104.8 ± 31.9 vs 136 ± 45.1, p = 0.244). La 

dosis de la fludarabina presentó efectos genotóxicos similares (130.7± 73.3 vs 84.7 ± 

60.2, p = 0.311). La dosis de 8-BrdA mostró 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 

presentó diferencias significativas en el ABC genotóxica 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 más 

sensible al daño total causado por la clofarabina y bromodesoxiadenosina comparado con 

la cepa ICR. 

 

En términos del área bajo la curva citotóxica (ABC-C), La dosis de cladribina mostró 

diferencias significativas en el ABC citotóxica entre ambas cepas (5.7 ± 5.7 % vs 16.2 ± 

8.0 %, p < 0.05). La dosis de la fludarabina presentó efectos citotóxicos similares en 

ambas cepas, no se observaron diferencias significativas en el ABC citotóxicas entre 

ambas cepas (11.0 ± 4.4 % vs 10.4 ± 4.0 %, p = 0.81). La dosis de 8-BrdA presentó 

efectos citotóxicos similares en ambas cepas, no se observaron diferencias significativas 

en el ABC citotóxica entre ambas cepas (8.5 ± 8.2 % vs 13.7 ± 6.4 %, p = 0.29). 

Finalmente, la dosis de clofarabina presentó diferencias significativas en el ABC 

genotóxica entre ambas cepas (18.2 ± 2.3 % vs 35.8 ± 10.3 %, p < .01), los resultados 

sugieren que la cepa BALB tiende a ser más sensible al efecto citotóxico que la cepa ICR. 
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Figura 51. Comparación del área bajo curva genotóxica (A) y citotóxica (B) causada por la dosis de 
16 μmoles/kg de 2-CldA, 90 μmoles/kg de 2-FA, 50 μmoles/kg de 8-BrdA y 25 μmoles/kg de ClFdA 
en ratones ICR y BALB/c. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas (T-
Student, p < 0.05). 

 

De acuerdo a su eficiencia genotóxica definida como el área bajo la curva genotóxica 

entre la dosis administrada (ABC-G  / dosis en micromoles) mostraron que la ClFdA (25 
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µmoles/kg) y la 2-CldA (16 µmoles/kg) resultaron ser los agentes más eficientes para 

provocar daño genotóxico en ambas cepas. Por su eficiencia genotóxica en la cepa ICR la 

ClFdA > 2-CldA > 8-BrdA > 2-FA y en la cepa BALB/c la 2-CldA > ClFdA > 8-BrdA > 2-FA. 

Por su eficiencia citotóxica definida como el área bajo la curva citotóxica con relación a la 

dosis administrada (ABC-C / dosis en micromoles) mostraron que la ClFdA (25 µmoles/kg) 

y la 2-CldA (16 µmoles/kg) resultaron ser los agentes más eficientes para provocar daño 

citotóxico. En la cepa ICR la ClFdA > 2-CldA > 8-BrdA > 2-FA y en la cepa BALB/c la 

ClFdA > 2-CldA > 2-FA > 8-BrdA en términos de la dosis administrada en µmoles/kg pc  

(Figura 52). 

 

 
Figura 52. Comparación de la eficiencia genotóxica (ABC-G / dosis) y de la eficiencia citotóxica 
(ABC-C / dosis) causada por las dosis (μmoles/kg) de peso corporal, causadas por los análogos de 
desoxiadenosina. 

 

La Figura 53 muestra la relación de la dosis respuesta en términos del ABC genotóxica 

(A) y citotóxica (B) total en 72 h, causada por las dosis de 50, 100 y 150 µmoles/kg de 8-
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BrdA en la cepa ICR y BALB/c. El ABC genotóxica en la cepa ICR fue 93.0 ± 24.0, 99.5 ± 

38.0 y 120.3 ± 40.8, mientras que la cepa BALB/c fue 154.8 ± 37.2, 174.1 ± 71.2 y 196.2 ± 

121.0. El ABC citotóxica 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 genotóxicas 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.  

 

   

Figura 53. Comparación de la relación dosis respuesta en términos de ABC genotóxica (A) y del 
ABC citotóxica (B) causada por las dosis de 50, 100 y 150 μmoles/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. Discusión 

 

10.1 Comparación de la respuesta de los diferentes análogos de la adenina. 

 

El objetivo de este trabajo fue explorar y aproximarse a las posibles vías de acción in vivo 

de análogos de desoxiadenosina a través de su actividad genotóxica determinada por la 

cinética de inducción de RET-MN y de su actividad citotóxica determinada por la cinética 

de RET en normoblastos de ratón evaluados citométricamente.  

 

Asumiendo que la administración vía intraperitoneal es adecuada, el tiempo de la 

farmacocinética (absorción, distribución, médula ósea, internalización en normoblasto) y 

procesos celulares como la enucleación y la salida de EPC-MN de la médula ósea a la 

sangre periférica parecen ser constantes (Morales-Ramírez et al., 2017b). Con base en 

los resultados, los antimetabolitos análogos de desoxiadenosina presentan acciones 

genotóxicas y citotóxicas prolongadas, que a su vez sugieren presentar múltiples acciones 

que conllevan a la inducción de RET-MN y a la reducción de RET y a su vez parecen 

estar reguladas en función del tiempo. En sistemas in vitro, es ampliamente aceptado que 

los análogos de desoxiadenosina presentan múltiples acciones que culminan con la 

muerte celular de células quiescentes y de células en división 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 presentó una 

citotoxicidad temprana no dependiente de micronúcleos entre las 8 y 16 h y una 

citotoxicidad tardía que está relacionada con micronúcleos 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 h y 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 vías de inducción de rupturas ADN, que pueden ser 

clasificadas en tempranas, intermedias y tardías.  
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i) Citotoxicidad temprana -  vía CD99 

 

 

La citotoxicidad temprana (8 – 16 h) se observó principalmente en las dosis altas de 

cladribina, clofarabina, fludarabina y 8-BrdA, en estos tiempos no hay inducción 

significativa de RET-MN, sugiriendo un efecto no dependiente de rupturas de ADN, el cual 

podría corresponder a la metuosis. La metuosis es caracterizada por la interacción de 

CD99 y el bloqueo de señales corriente abajo que culmina con la formación de vacuolas y 

ruptura de la membrana sin presentar daño sobre el ADN (Pasello et al., 2016). Çelik et 

al., (2018) en su estudio mostraron que la cladribina y clofarabina fosforilada y no 

fosforilada interacciona con la proteína CD99 y subsecuentemente, causa decremento de 

la expresión de fosfocinasa A y de ciclofilina que resultaba en citotoxicidad de células del 

sarcoma de Erwing, lo que permitió concluir que ambos agentes causan muerte celular sin 

requerir entrar al interior de la célula, además mostraron que la clofarabina resultó más 

citotóxica que la cladribina.  

 

La proteína CD99 es una glicoproteína transmembranal de 32 kDa que está asociada con 

múltiples acciones que incluye, la muerte celular de células T independiente de caspasas 

(Pettersen et al., 2001), participa en la adhesión de células T, en el transporte 

transmembranal de proteínas y está ampliamente expresada en el diagnóstico de 

sarcoma de Erwing (Celik et al., 2018; Cerisano et al., 2004; Llombart-Bosch y Navarro, 

2001), se expresa en mayoría 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 proteína es llamada 12E7 y se ha descrito que presenta acciones similares 

a la proteína CD99. No se ha reportado que la proteína CD99 se exprese en los 

normoblastos, aunque su presencia en los eritrocitos sugiere que esta proteína puede 

estar presente en células precursoras al eritrocito. 
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ii) Genotoxicidad temprana – no conocida 

 

 

La mayoría de las dosis probadas presentaron un pico de RET-MN hacia las 24 h, el cual 

coincide con el causado por RI (0.25 Gy Co-60) Figura 18-C; teóricamente, la radiación 

ionizante causa rupturas en el ADN por dos vías rápidas: directa a través de la interacción 

de los fotones con el ADN e indirecta a través de la ionización de la molécula de agua 

formando: hidroxilos (HO-), superóxido (HO2
+), hidronio (H+) y por reacciones 

subsecuentes como el peróxido de oxígeno (H2O2), los cuales reaccionan rápidamente 

con sitios lábiles de la cadena del ADN.  

 

La inducción de RET-MN temprana sugiere que los análogos de desoxiadenina presentan 

una acción temprana sobre el ADN. Su acción temprana, podría corresponder a un efecto 

clastogénico temprano o a un efecto aneugénico debido a que coincide con la inducción 

de EPC-MN causado por VNB, VNC y COL. No se ha documentado que los análogos de 

desoxiadenosina presenten una acción clastogénica temprana ni efecto aneugénico. 

 

Los primeros estudios sugerían que las rupturas del ADN podrían ser originadas por la 

acción de nucleasas, activadas por la señalización de la reducción de los 

desoxinucleótidos a través de la inhibición de la ribonucleótido reductasa (Hirota et al., 

1989), pero solo un par de trabajos mostraron la activación de nucleasas como 

señalización del desbalance de la poza de nucleótidos, después de la incubación de 5-

FdUrd en el ADN de células FM3A (Otani et al., 1992; Yoshioka et al., 1987). Sin 

embargo, esta acción parece estar relacionada a un proceso de reparación, ya que no se 

documentó más información en años subsecuentes hasta la actualidad e inclusive, la 

evidencia ha mostrado que la hidroxiurea, un inhibidor específico de la ribonucleótido 

reductasa indujo micronúcleos a una dosis de 25 veces más alta que la dosis que causa 

desbalance de desoxinucleótidos en células de linfoma de ratón L5178Y, ello implica que 
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la inhibición de la síntesis de los dNTPs vía inhibición de la ribinucleótido 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 convertían 

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 formación de micronúcleos en 

linfocitos, se mostró que las acciones de la citarabina la formación de aductos e inhibición 

de la síntesis de ADN, provocan rupturas de cadena sencilla que posteriormente se 

convierten en rupturas de doble cadena y subsecuentemente los fragmentos son 

expresados como micronúcleos dentro de un ciclo de división celular (Fenech, 2007). En 

los análogos de desoxiadenosina aún no es clara la vía que se encarga de provocar las 

rupturas de cadena sencilla tempranas.  

 

La evidencia ha mostrado que las especies reactivas de oxígeno (ERO) causan rupturas 

de cadena sencilla, las cuales se introducen en la base del ADN o en el azúcar y 

provocan rupturas de doble cadena (Pascucci et al., 2005). En sistemas in vitro, se mostró 

que la formación de micronúcleos puede ser consecuencia de un estrés oxidante causado 

por la fosfamidón y la dieldrina (Cicchetti y Argentin 2003). Sin embargo, solo se ha 

demostrado que la dFdC induce la formación de ERO por algún mecanismo no conocido 

(Arora et al., 2013; Donadelli et al., 2011). Es ampliamente aceptado, que el daño de la 

membrana mitocondrial genera ERO vía disrupción de la cadena respiratoria (Murphy, 

2009) y la cladribina y clofarabina causan daño directo sobre la membrana mitocondrial, 

pero este daño parece estar más relacionado a un efecto apoptótico (Genini et al., 2000) e 

incluso la 6-mercaptopurina, un derivado de purina, genera ERO vía óxido-reducción del 

cobre, que subsecuentemente conllevan a la inducción de rupturas dobles del ADN 

(Rehman et al., 2015), pero las ERO causadas por las vía oxidación – reducción 

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 coincidió con el observado en agentes aneugénicos 

COL, VBN, VNC a las 27 h (Morales-Ramírez et al., 1997), estos agentes inducen 

aneuploidía, una alteración en el número de cromosomas. Actúan principalmente durante 

la mitosis, reaccionan con la β-tubulina uniéndose para formar el protofilamento que 

constituye el microtúbulo que forma parte del huso mitótico, interfiriendo con la dinámica 

de los cromosomas durante su redistribución y su segregación para constituir el núcleo 

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

 

La evidencia ha mostrado que algunos análogos de nucleobases pueden eliminar a las 

células por mecanismos de acción no apoptóticos como la metuosis y otros pueden 

redirigir la actividad de metuosis a una acción aneugénica, por ejemplo, la nucleobase 3-

(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-1-(4piridinil)-2-propeno-1-ona (MOMIPP), la sustitución en 

la posición 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 acumulación de 

vacuolas macropinociticas, señales de metuosis, pero el reemplazo por un propilo dirige a 

la célula a efectos observados por la VNB y VNC provocando un arresto mitótico y muerte 

celular por interacción con los microtúbulos (Trabbic et al., 2015). La citotoxicidad 

observada podría estar asociada a las acciones descritas previamente. 

 

iii) Vía inhibición del metabolismo de los desoxinucleósidos 

 

 

En este estudio no podemos conocer la magnitud, ni el tiempo en que ocurre esta vía, 

debido a que no tenemos indicios de la acción sobre el ADN y citotoxicidad, dado que la 

dosis que causa desbalance de la reserva de los dNTPs no resulta en formación de 

rupturas de la cadena de ADN. En la literatura se ha mostrado que el abatimiento de los 

reserva de los desoxinucleótidos, es una de las principales acciones causada por los 

análogos de desoxiadenosina (Ewald, 2008; Gandhi, 2006, Robak et al., 2009). El 

decremento de la síntesis de los desoxinucleótidos resulta en citotoxicidad (Seto et al., 
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1986; Tseng et al., 1982; Gandhi y Plunkett, 2007). Para ello, los nucleósidos requieren 

ingresar al interior de la célula y requieren de la fosforilación y su conversión a metabolitos 

trifosfatados, no es dependiente de la activación de caspasas (Pettitt y Cawley, 2000) ni 

de la incorporación al ADN (Poli et al., 1999).  

 

En células linfoblastoides humanas se ha observado una fuerte reducción en las reservas 

de dCTP, dATP, dGTP y dTTP después de la incubación con cladribina y clofarabina 

(Hirota et al., 1989; Xie y Plunket, 1991), en células K562 derivadas de mieloma después 

de la incubación con clofarabina (Parker et al., 1991) y en células HeLa después de la 

incubación con fludarabina (Tseng et al., 1982), el cual puede ser restaurado por la 

adición de desoxicititina (Brockman et al., 1990;  Griffig et al., 1989). Se ha reportado que 

el reducción de la síntesis de los dNTP ocurrió 3 h post-incubación con cladribina en 

células FM3A de ratón (Hirota et al., 1989) con clofarabina en células linfoblastoides (Xie y 

Plunkett, 1996).  

 

iv) Genotoxicidad intermedia - Inhibición 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 podrían estar asociadas al bloqueo de la síntesis de las ADN polimerasas, 

coincide con el observado en la dFdC (Morales-Ramírez et al., 2017b). En el caso de la 

cladribina, esta acción requiere un ciclo de división adicional, que está condicionado por la 

acción genotóxica previa. También, coincide con el observado en la azaC asociado a 

rupturas del ADN durante la reparación del aducto formado entre la azaC y la ADN 

citosina metil-transferasa (Morales-Ramírez et al., 2008), no se ha reportado que los 

análogos 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 incubación con cladribina (Yamato et al., 1992), que a su vez podría asociarse 

con la incorporación, inhibición de la síntesis de la cadena de ADN y la formación de 

rupturas. La incorporación de los análogos de desoxiadenosina dentro de la cadena de 

ADN impide la elongación de la cadena y subsecuentemente impide la polimerización y/o 

la reparación 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 incorporación de la citarabina 

(araC) en la cadena de ADN conlleva un arresto celular durante la fase de síntesis y tarda 

hasta 20 h en reactivarse (Van Pelt et al., 2005). La cladribina y fludarabina inhiben 

principalmente la ADN polimerasa α (Parker et al., 1991; White et al., 1990), la clofarabina 

inhibe principalmente la ADN polimerasa β y en menor medida a la polimerasa α (Hentosh 

et al., 1990) y la BrdA bloquea la fase de síntesis (Parsons et al., 1986). La inhibición de la 

síntesis del ADN resulta en la formación de sitios terminales de la cadena que conllevan a 

la inducción 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 (γ-HX2A) incubando 

clofarabina en células derivadas de tumores (Cariveau et al., 2000), también han sido 

detectadas por electroforesis unicelular en linfocitos incubación con cladribina (Hirota et 

al., 1989) y con la incubación de 2-FA en leucocitos (Poli et al. 1999). La fragmentación 

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

 

vi) Genototoxicidad tardía - vía desmetilación o lesiones tardías 

 

La inducción de RET-MN tardíos puede ser equivalente por analogía al tercer pico que 

corresponde al hombro en la azaC, que fue asociada a la fragilidad cromosómica vía 

desmetilación (Morales-Ramírez et al., 2008). Se ha reportado que tanto la clofarabina 
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como la cladribina producen desmetilación por un mecanismo aún no dilucidado, 

provocando decremento en la expresión de los promotores de genes  y causando 

modificaciones post-traduccionales de histonas que en conjunto están asociadas a un 

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

 

La desmetilación es un evento tardío que conlleva a la fragilidad cromosómica, la 

sustitución del carbono 5´ por un átomo nitrógeno en la azaC impide que este sea 

metilado, y favorece la formación 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 cromosómica y la fragilidad cromosómica provoca fragmentación 

de la cromatina (Viegas-Pequignot y Dutrillaux, 1981) que conllevaría a la formación de 

micronúcleos tardíos.  

 

En la literatura se ha reportado, que la fludarabina y la cladribina causan desmetilación 

alterando el ciclo de metilación de la S-adenosilmetionina (SAM), inactivando la S-

adenosil homocisteína (SAH) hidrolasa en células de la línea K562 (derivadas de LMC) 

(Wyczechowska y Fabianowska-Majewska, 2003). No se ha reportado, que la 

desmetilación vía alteración del ciclo activo de la metilación causada por estos agentes se 

dirija a fragilidad cromosómica.  

 

Otra posible explicación es que las rupturas de ADN tardías, puedan ser producto de la 

persistencia de lesiones. Recientemente, se documentó que la azaC y la RI puede formar 

enlaces cruzados intracadena ADN-ADN y cruzados intercadena y cruzados ADN-

proteínas. Las rupturas de enlaces cruzados ADN-proteínas preceden de una lesión 

específica del ADN unida covalentemente a proteínas, la acumulación de rupturas de 

enlaces cruzados ADN-proteína conlleva a un estrés en la replicación del ADN y a 

inestabilidad genómica y a muerte celular por proteólisis (Fielden et al., 2018). En la 

literatura se han detectado rupturas de doble cadena del ADN después de la incubación 

de clofarabina después de  72 h de incubación (Cariveau et al., 2008) 
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v) Vía apoptosis 

 

La pérdida de la viabilidad de los normoblastos se podría asociar a las acciones 

previamente descritas. La inducción de rupturas en el ADN está 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 citotóxico 

prolongado de células troncales hematopoyéticas, similarmente como ocurre con la 

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

 

Comparando el daño genotóxico y citotóxico causado por los análogos de 

desoxiadenosina. La clofarabina es el agente que induce mayor daño, hasta cuatro veces 

mayor que la cladribina y 20 veces más que la fludarabina. La bromodesoxiadenosina y la 

fludarabina son agente poco eficientes en la inducción de rupturas de ADN. La doble 

halogenación de la clofarabina le confiere mejor estabilidad, mayor solubilidad (Carson et 

al., 1992), lo que facilita su entrada hacia el citosol por difusión (King et al., 2006), tiene 

mayor afinidad hacia la fosforilación por la desoxiciditina cinasa (Lindemalm et al., 2003) y 

una acción más 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 citotóxico es al menos 10 mayor que el causado por la 2-FA (Gandhi y Plunkett, 

2007) consistente con este estudio. 

 

10.2 Comparación de la respuesta citotóxica y genotóxica entre las cepas ICR y 

BALB/c 

 

 

Esta parte del estudio fue debido a que la cepa de ratón ICR presentó una baja inducción 

de RET-MN, incluso aplicando dosis altas y es distinta al modelo biológico usado por 

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

administración de antimetabolitos de la desoxiadenosina.  

 

Los resultados mostraron que la cepa de ratón BALB/c tiende a ser más sensible 

genotóxicamente a la 8-BrdA y clofarabina y citotóxicamente hacia la cladribina y 

clofarabina que la cepa ICR. En un estudio previo, empleando diferentes cepas de ratón 

se probó la sensibilidad o resistencia hacia nucleobases y nucleósidos, la cepa BALB/c 

resultó más sensible que otras cepas de ratón a la inducción de micronúcleos causado 

por los nucleósidos de base (Sato et al., 1993). Sin embargo, este estudio solo consideró 

la evaluación de los micronúcleos en un solo tiempo a las 30 h y el daño total no fue 

considerado.  

 

La evidencia ha mostrado diferencias en la sensibilidad de algunas cepas a agentes 

químicos, que podría relacionarse al metabolismo y constitución genética propia de cada 

cepa. En un estudio previo, sobre sensibilidad de la población de linfocitos en dos cepas 

de ratón (C57BL/6 y CBA/Ca) después de ser irradiadas con la misma dosis, los autores 

concluyeron que la cepa de ratón C57BL/6 fue más susceptible a la inducción de 

apoptosis por radiación (Gridley et al., 2011), en otro estudio sobre hepatocitos aislados y 

cultivados de distintas cepas de ratón  (FVB/N, C57BL/6 y C3H/He) y tratados con ligando 

Fas que se une al receptor Fas, un iniciador de la apoptosis vía extrínseca, mostraron que 

los hepatocitos de la cepa C3H/He fueron más susceptible al daño mediado vía Fas que 

las cepas de ratón C57BL/6 y FVB/N (Weerasinghe et al., 2016).  

 

Con respecto a la eficiencia en términos del daño y dosis administrada entre ambas cepas 

se mostró que la clofarabina y cladribina son agentes que presentan mejor eficiencia, en 

la cepa ICR la 2-CldA=ClFdA>8-BrdA>2-FA y en la cepa BALB/c la ClFdA>2-CldA>8-

BrdA>2-FA y por su eficiencia citotóxica para ambas cepas fue en orden descendente 

ClFdA>2-CldA>8-BrdA>2-FA, esta evidencia concuerda con las observaciones reportadas 

previamente y  en sistemas in vitro (Celik et al., 2018) y en investigación clínica (Faderl et 
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al., 2005; 2005b). La clofarabina es un agente que genera mayor daño genotóxico y 

citototóxico 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 genotóxica similar que la dFdC (Morales-Ramírez et 

al., 2017b), pero fueron 3 y 4 veces menos eficientes que la azaC (Morales-Ramírez et al., 

2008). Citotóxicamente, la azaC fue 6.2 veces mayor que la clofarabina y 7.1 veces mayor 

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

 

En una revisión previa, Morales-Ramírez et al., (2014), compararon el Tir determinada por 

el tiempo de la frecuencia máxima de EPC-MN causado por distintas clases de agentes, 

incluyendo antimetabolitos, alquilantes mono y bifuncionales, derivados de Vinca spp.  y 

promutágenos en ratones BALB/c y radiación. La cepa BALB/c presentó 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 inducción del daño del ADN. La cepa ICR, se presentó 

mayor variabilidad en los tiempos de inducción de RET-MN, esto nos permite sugerir que 

la cepa BALB/c es más estable para realizar ensayos genotoxicológicos in vivo (Figura 

54). 

 

El análisis cinético de la inducción de los RET-MN es una herramienta útil para la 

exploración de las acciones genotóxicas de los antineoplásicos in vivo. Las diferencias en 

las respuestas genotóxicas y citotóxicas entre las cepas de ratón  podrían implicar un reto 

adicional en la extrapolación de los mecanismos de acción in vivo. 
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Figura 54. Retardo en el tiempo de inducción máxima relativa (TIMR)  de micronúcleos inducidos 
por los análogos de desoxiadenosina y los análogos de desoxicitidina probados, tomando como 
referente el tiempo de la inducción máxima de la inducción de RET-MN de la radiación ionizante 
(Rad) (Morales-Ramírez 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 citotóxico temprano que es 

independiente del efecto genotóxico. 

  

ii) La cladribina y clofarabina presentaron una acción citotóxica compleja con 

persistencia hasta las 64 h.  

 

iii) La cladribina y clofarabina presentan perfiles genotóxicos similares, que parecen 

estar regulados en tres vías: a) una acción temprana aún no conocida que podría 

estar asociada afectos de rupturas tempranas o a efectos aneugénicos; b) por la 

inhibición de las ADN polimerasas y c) a un efecto desmetilante como sucede con 

la azaC.  

 

iv) La clofarabina resultó más genotóxica y citotóxica y que sus predecesores 

cladribina y fludarabina  

v) Diferencias en la expresión temporal de micronúcleos depende de los procesos 

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

 

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

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

 

vii) La clofarabina es el agente más genotóxico y citotóxico que la cladribina y que la 

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

 

viii)  La cepa BALB/c tiende a ser más sensible genotóxicamente la clofarabina y 8-

BrdA y citotóxicamente a la clofarabina y cladribina 
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11. 1   Conclusión general 

 

El análisis de la cinéticas de inducción de RET-MN y RET in vivo es una herramienta útil 

para explorar la acción de agentes antineoplásicos in vivo.  

 

 

 

 

 

12. Perspectivas 

 

 

Comprobar si los picos de inducción de RET-MN corresponden a los mecanismos 

propuestos, para ello se requiere implementar estrategias que permitan conocer y 

relacionar los mecanismos de acción descritos in vitro con las observaciones de los 

análisis cinéticos in vivo.  

 

Las diferencia genotóxicas y citotóxicas entre distintas cepas de ratón representa un reto 

adicional en la extrapolación de los posibles mecanismos de acción. 

 

Se podría explorar la viabilidad de monitorear la cinética de la actividad genotóxica y 

citotóxica de los antineoplásicos durante el tratamiento de los desórdenes 

linfoproliferativos en seres humanos. 
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