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Resumen.

El arsénico es un potente carcindgeno que se encuentra en el aire, tierra y principalmente en el
agua que se obtiene de los pozos profundos. La exposicion al arsénico causa dafio en la
estructura del ADN que puede resultar en el desarrollo de células cancerigenas. Algunos
metabolitos naturales pueden prevenir el desarrollo de cancer. Los extractos de algas marinas
como polisacaridos sulfatados tienen metabdlitos con actividad hipolipomiante, antiviral,
antiinflamatoria y antitumoral. El presente estudio utilizé el arsenito de sodio (NaAsOz) como
inductor genotoxico y midié el dafio genotoxico con la técnica de micronucleos (Mn). El objetivo
fue valorar la actividad antigenotoxica del polisacérido sulfatado (PSS) de! alga verde Ulva
clathrata contra el arsenito de sodio. La hiptesis a probar es que los polisacaridos sulfatados del
U. clathrata disminuye el dafio genotdxico inducido por el NaAsO; en leucocitos humanos. Para
probar lo anterior el PSS se obtuvo triturando el alga seca con mortero, se disolvio en 4
volimenes de agua, se calentd a 60 °C, se filtro, se precipitd en alcohol y se sec en una estufa
a 60 °C temperatura constante. Los leucocitos se obtuvieron de sangre periférica de pacientes
masculinos sanos de entre 20 y 35 afios. Se utilizo la técnica de Mn para determinar el dafio
genotéxico descrita por Fenech (2000). El NaAsOz y el PPS se agregaron en el momento del
bloqueo de la citocinesis. Las concentraciones de NaAsO. fueron 100, 500 y 1000uM y las
concentraciones del PPS fueron de 0.1, 0.5 y 1 mgL-". El experimento tuvo tres replicas y se
obtuvieron 32 laminillas por sujeto, de las cuales se tomd su indice nuclear, y el nimero de Mn
por cada mil células binucleadas. El analisis de varianza mostré que el NaAsQO, disminuye
significativamente el indice de proliferacion celular (p=0.000039). El PSS no disminuy6 de manera
significativa el indice de proliferacion celular (p=0.706). El indice de proliferacion celular mas bajo,
se presentd en la concentracion 1000 M del NaAsO; vs 1 mgL-! del PSS con un indice de
proliferacion celular de 1.25. El testigo presentd un indice de proliferacion de 1.5. El efecto
individual del NaAsO, mostré un incremento de Mn (39+2.69 en 1000 uM), el PSS tambien
mostré un incremento en el nimero de Mn (39+2.8 en 0.1mgL"). Para el efecto combinado se
observé un notable incremento Mn en 1000uM de NaAsO; vs 0.1mgL" del PSS (69.3+ 3.4), la
cantidad mas baja de Mn se observo en la combinacion de 500uM de NaAsOz vs 1 mg/L del
PSS (30 3.4). El testigo mostro 3.66+3.45 Mn. El analisis de varianza multivariado arrojo que
tanto el PSS como el NaAsO, incrementan de manera significativa el nimero de Mn
(p=0.000002). Por lo anterior se concluye que el PSS del alga verde Ulva clathrata redujo el
namero de Mn en las diferentes combinaciones, funcionando como amortiguador cuando la
concentracion del NaAsOz fue de 1000umolar vs 0.1 mgL-* del PPS (69.36+3.45), en relacion a la
concentracion del 1000 pmolar del NaAsOz vs 0.5 y 1 mgL-" del PSS (34.17 y 33.17+3.45); sin
embargo este efecto no es antigenotoxico porque el niimero de Mn no se redujo por debajo de los
testigos (3.66+3.45). EI PSS es un genotoxico porque indujo la formacion de microntcleos.

Palabras clave: Antigenotoxico, Polisacéridos sulfatados, Arsenito de sodio, Ulva clathrata
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1. INTRODUCCION

El cancer es la primera causa de muerte en el mundo, y en México es la
tercera causa de muerte arrebatandole la vida a mas de 61 mil personas por
afio (INEGI, 2008). De acuerdo al consenso de la evidencia cientifica, los
principales factores de riesgo para desarrollar cancer son la herencia, el
contacto con }sustancias quimicas, infecciones, rayos X y alteraciones del
sistema inmunolégico (Wattenberg, 1985). EI 90% de los canceres son
originados por sustancias quimicas (Anand et al., 2008). Dentro de las
principales sustancias quimicas d‘onde se ha documentado ampliamente su
efecto carcinogénico por dafio al genoma celular o genotoxicidad, se
encuentran los metaloides como el arsénico, mercurio y cromo (Pradosh et al.,

2002).

E! arsénico es considerado el carcinégeno mas potente al que se expone el
ser humano y se encuentra en el ambiente: en la tierra, en el aire, en los
alimentos y principalmente, en el agua que se obtiene de pozos profundos

(Pradosh et al., 2002).

Respecto a él agua, la norma de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
establece que la cantidad maxima permisible de arsénico para consumo
humano es de 50 mgL™ (Mukherjee et al., 2007). En México, la norma oficial
mexicana NOM-127SSA-1-1994 no permite niveles maximos de 25 mgL™. Sin

embargo, en estados como Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango,




Guanajuato, Hidalgo y Morelos, donde el agua se obtiene principalmente de
pozos profundos, presentan concentraciones superiores a la norma. En un
estudio recientemente realizado en los estados de Durango y Coahuila, en el
norte de la Republica Mexicana, se encontré que el agua de su red de
abastecimiento tiene un nivel de 4.1 mglL, esto significa que los niveles estan
164% por encima de la norma oficial vigente (Fuentes-Diaz, 2005). Por ello, las
personas que consumen agua con altos niveles de arsénico desarrollan
enfermedades como hiperqueratosis y cancer de piel, vejiga, higado y
pulmones (Salnikow y Zhitkovich, 2009). La exposicion al arsénico en estas
poblaciones humanas inducen alteraciones cromosémicas y dafno directo sobre
la cadena del Acido Desoxirribonucleico (ADN) induciendo la proliferacién de

células cancerigenas (Pradosh ef al., 2002).

Investigaciones recientes demuestran que existen sustancias con
caracteristicas quimiopreventivas, antioxidantes o antigenotoxicas, es decir, que
previenen o inhiben el desarrollo de cancer provocado por sustancias quimicas.
Entre estos se encuentra algunas plantas terrestres como: el té verde, Cjue se
extrae de la planta Camelia sinensis (Glei et al., 2006); también la curcumina,
un compuesto natural que se utiliza en India y se obtiene de la planta Curcuma
lunga (Sutapa et al., 2007); el acido ascérbico, conocido como vitamina C, que
se encuentra en la mayoria de los citricos; el tocoferol o vitamina E, que se
encuentra en el germen de trigo y la yema de huevoy los carotenoides, que se

encuentran en frutas y verduras como el jitomate, uva, sandia y durazno (Anand




et al., 2008). Se sabe también que algunas algas marinas también muestran
tener efectos antigenotdxicos, antitumorales y/o antioxidantes, un ejemplo de
esto son las algas rojas Symphyocladia latiuscula, Rhodomela confervoides,
Polysiphonia urcedata, Gloiopeltis furcata y Kappaphycus srtriatum (Huarnao,
2004), las algas pardas Leathesia difformes, Punctaria latifolia y Scytosiphon
lomentaria y el alga verde Ulva pertusa (Xu et al, 2004, Qi etval., 2005). En
algunas algas pardas, sus polisacaridos sulfatados demuestran tener efectos

antigenotoxicos, como se ha demostrado en Fucus vesiculosus (Leite-Silva et

al., 2007).

Adicionalmente, pruebas de laboratorio demuestran que las algas verdes de
la familia Ulvaceae, presentan polisacaridos muy similares a los que se
encuentran en algas pardas. Meza-Soria (2008), demuestra que Ulva clathrata
posee 11% de polisacaridos sulfatados en su materia organica (Hernandez-
Garibay et al., 2006). Es por ello que con esta investigacion, se evaluaron las
caracteristicas antigenotoxicas de los polisacaridos de U. clathrata similares a
los que han sido descritos en otras especies del genero Ulvaceae (Qi et al.,

2005; Xu et al., 2004).
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1.1 ANTECEDENTES

Cancer es el crecimiento tisular patolégico originado por una proliferacion
continua de células anormales. Produce una enfermedad por su capacidad para
elaborar sustancias con actividad bioldgica nociva, potencial invasion y
destruccion de los tejidos adyacentes o a distancia. E! cancer, que puede
originarse a partir de cualquier tipo de célula de los diferentes tejidos del
organismo, no es una enfermedad Gnica, sino un conjunto de enfermedades con
manifestaciones y curso clinico muy variable, en funcién de la localizacion y de
la célula de origen. El cancer es, en esencia, un proceso genético que se
presenta como resultado de una serie de mutaciones secuenciales en el
genoma y cambios epigenéticos que conduce a la malignizacién de las células
que se multiplican de forma irregular y con alteraciones en su morfologia.

(Encarta. 2008, Instituto Nacional de Cancer, EUA. 2005, Kimy Hahn, 2007).

Ciertos factores como la herencia (predisposicion genética), infecciones
(VIH, Helicobacter pylori), radiaciones (rayos X, rayos UV), productos quimicos
(arsénico) y alteraciones en el sistema inmunolégico, son capaces de provocar
cancer en los individuos expuestos a ellos (Tabla ). Estos factores inducen o
facilitan la carcinogénesis y se conocen como sustancias genotéxicas o

mutagénicas (Donaldson, 2004).
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Tabla. |.- Factores de Riesgo para Cancer

Herencia Quimicos Fisicos Infecciones Sistema
‘ Inmunolégico
Tiroideo Hidrocarburos ~ Campos Virus Papiloma Deficiencias
aromaticos electromagnéticos Humano Congénitas
Testicular Alcohol Rayos UV Virus Epstein Barr ~ Farmacos
Laringeo Cloro Rayos X Sarcoma Kaposi SIDA
Mieloma Nitratos Teléfonos moviles Herpes virus
Pulmén Pesticidas VIH
Colorectal Tabaco Virus Hepatitis B
Rifdn Oxido nitrico _ Virus Hepatitis C
Prostata Contaminacion Helicobacter pylori
Melanoma Metales Helmintiasis
Mama Metaloides Esquistosomiasis
Medicinas
Cosméticos
Aditivos
Dieta
Dioxinas

Nitrosaminas

Diversos estudios clinicos y de laboratorio han demostrado que los cambios
genéticos estan directamente relacionados con el desarrollo de la
carcinogénesis tanto en las etapas tempranas como en las tardias. Estos
eventos incluyen la acumulacion de alteraciones en los genes, anormalidad en
la proliferacion, alteraciones en la diferenciacion celular, y falla en los
mecanismos de autoreparacién quedandose las células inmaduras e inmortales.
Como parte de este proceso se estimulan las reacciones inflamatorias y se

elevan los indices de proliferacion celular (Rosin, 1993).

El 90% de los canceres humanos se producen por compuesto quimicos que
promueven mutaciones en las células (Anand et al., 2008). Estos se encuentran
en los alimentos como la carne, que produce aminas heterociclicas durante la

coccion, los aditivos como los preservadores, los contenedores plasticos que
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contienen bisfenol el cual migra a la comida, asi como el uso del tabaco y

excesos continuos del consumo de alcohol (Wattenberg, 1985).

La sensibilidad entre los individuos es muy diferente debido al largo y
complicado proceso que se desarrolla entre el ser humano y el agente
carcinogénico, el tiempo de aparicién de los cambios cromosomicos y la
deteccion de los mismos (Anwar, 1991). Vogel (1978) define este proceso en

tres fases:

1. La entrada del genotdxico al cuerpo humano y su excrecion que va
directamente relacionada con la dosis del agente y su concentracion en

diferentes érganos.

2. Metabolismo del agente genotdéxico que es directamente proporcional
con la funcién de destoxificacion y activacion del higado y otros 6rganos
importantes que pueden ser influenciados por el ambiente, asi como los

factores genéticos.

3. El contacto directo del agente con las cadenas de ADN, el cual depende

de cada individuo y de su capacidad de reparar el ADN dafado.

En el medio ambiente se encuentran sustancias cancerigenas que son
dificiles de remover debido a su ubicuidad, como es el caso de las radiaciones,
metales y/o metaloides. Estos existen naturalmente y otros son producidos o se
incrementan por el impacto de las actividades del hombre sobre el ambiente

(Pradosh y Anupama, 2002; Wattenberg, 1985). Un ejemplo de esto, son los
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metaloides genotoxicos como el cadmio, el mercurio y el arsénico entre otros.
En el caso del arsénico la exposicion o ingesta continua causa enfermedades
como la del pie negro (que afecta a la circulacion vascular periférica),
neuropatias periféricas, hiperqueratosis, despigmentacién, padecimientos
gastrointestinales y puede provocar varios tipos de cancer como piel, pulmon,

higado y vejiga (Warner, 2004, Gosh et al., 2008, Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos carcinogénicos del arsenico (Adaptado de Pradosh y

Anupama, 2002)
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Los mecanismos por los cuales el arsénico actlia como carcinogenico es
promoviendo la ruptura de las cadenas de ADN (clastogénico), causando
aberraciones cromosémicas como deleciones terminales o dicéntricas, anillos,
translocaciones, inversiones y la méas frecuente la fragmentacion de los mismos.
La inestabilidad de los cromosomas e€s caracteristica de las displasias y
lesiones premalignas, siendo parte de la secuencia de los eventos necesarios
para desarrollar neoplasias, activando los oncogenes o inhibiendo los genes
supresores del cancer (Anwar, 1991). Las mutaciones cromosémicas en las
células somaticas incrementan la carcinogénesis porque se generan células con
alteraciones en la proliferacion, formando clones de células aberrantes. Estas
células se van acumulando y progresan hasta convertirse en cancer después de
un periodo de latencia de varios afios. El arsénico también inhibe las enzimas
antioxidantes como la catalasa, la gluéosa 6 fosfato deshidrogenasa y la
glutation peroxidasa, promueve Y aumenta la generacion de radicales libres
como los peroxidos, superoxidos e hidroxidos que actGan directamente
rompiendo las cadenas de ADN e inhibiendo su reparacion, generando células

mutantes (Gosh et al., 2008,. Pradosh y Anupama, 2002).

Existen diversos estudios que miden el riesgo para desarrollar cancer en
ciertas poblaciones expuestas a genotoxicos. Biomonitorear a la poblacion
humana se ha vuelto esencial para determinar si un agente quimico es
carcinogenico y su principal objetivo es definir a que concentraciones o dosis.

Estos estudios son relevantes debido a que se buscan efectos tempranos en
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personas expuestas, especialmente con un riesgo laboral elevado como

mineros (Anwar, 1991).

Los métodos que miden los dafios citogenéticos de las sustancias
genotoxicas analizan el efecto directo sobre las células somaticas in vivo e in

vitro y los mas utilizados son:

Técnica clasica citogénetica, mediante la tincion de los cromosomas para
evaluar dafios mutagénicos en las células. Es rapida y se analiza el nimero de
cromosomas y se registra el dafio estructural. En personas expuestas a
quimicos se muestran aberraciones como es la ruptura cromosomica. La
desventaja es su costo elevado y la técnica no esta disponible para usarse en

un gran nimero de personas.

Técnica Arlequin que se utiliza para detectar alteraciones cromosoémicas de
cromatidas hermanas en una célula, maneja dosis mucho mas bajas que la
técnica clasica, mide dafios sobre el ADN y se utiliza para hacer monitoreo en

grandes poblaciones (Anwar, 1991)

Técnica de microntcleos que se emplea para detectar alteraciones en las
células exfoliadas de las capas epiteliales (mucosa oral y vejiga). La técnica
muestra las poblaciones directamente expuestas a carcinogénicos que
incrementa las aberraciones cromosémicas de 1 a 3 semanas después de la
exposicién. Los microntcleos son porciones de cromosomas acéntricos O

cromosomas completos que no se incorporaron al ntcleo en la division celular
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(Anwar, 1991). El namero de micronucleos sirve como un indice apropiado de
monitoreo en la poblacién expuesta al arsénico (Anwar, 1991, Gosh et al,

2008).

La técnica de microntcleos con bloqueo de la citocinesis en cuiltivo de
leucocitos humanos tiene la misma sensibilidad que ia técnica clasica y permite
observar los dafos cromosOmicos, ademas del dafio directo sobre el huso
mitético (efectos aneugénicos). El bloqueo de la citocinesis (division celular), se
lleva a cabo gracias a la citocalasina B, generando células binucleadas. La
téchica es muy apropiada para evaluar dafos por agentes toxicos, ya que
detecta el incremento de micronticleos y aberraciones cromosomicas como
puentes y protuberancias nucleares, de una manera rapida y sencilla, s'in

exponer directamente al individuo (Anwar, 1991).

Ghosh et al. (2008), describe la técnica de microntcleos en el cultivo de
linfocitos de sangre periférica, como una técnica social y éticamente aceptable.
La formacion de micronucleos es directamente proporcional con las dosis del
agente genotoxico, sin embargo, las altas concentraciones de arsénico inhiben
la proliferacion celular (citotadxico). Estos investigadores concluyen que esta
técnica es la mas apropiada para medir los dafnos genotdxicos del arsenico y

otras sustancias con efectos citotéxicos.

Por otra parte, los antioxidantes fitoquimicos son sustancias que retardan el

proceso de oxidacion, inhiben la polimerizacion de las cadenas iniciadas por los
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radicales libres y otras reacciones oxidativas y al mismo tiempo ayudan a
prevenir el cancer (Zhou et al, 2008). Mientras que las sustancias
antigenotoxicas o quimiopreventivos, son aquellas que actuan inhibiendo los
efectos de los carcinogénicos. Estas sustancias son eficaces porque revierten
las lesiones premalignas o precancerosas cuando se utilizan por largos
periodos de tiempo y reaparecen al suspender dicho tratamiento (Rosin, 1993).
Se pueden utilizar como preventivas en suplementos alimenticios y terapéuticas‘
para tratar de eliminar los agentes carcinogénicos e inhibir el desarrollo del

cancer (Zhou et al., 2008).

Los mecanismos de inhibicion de la carcinogénesis se dividen en ftres

categorias (Wattenberg, 1985):

1. ° Previenen la formacién del carcinogénico a partir de sustancias

precursoras (acido ascorbico).

2. Inhiben carcinogénesis previniendo que los carcinogénicos alcancen
6rganos blanco, también llamados agentes bloqueadores (fenoles,

indoles).

3. Inhiben o suprimen la expresion neoplasica en las células previamente

expuestas a los carcinogénicos (selenio, retinoides y carotenoides).

Las células al contacto con sustancias carcinogenicas producen estrés
oxidativo que causan dafio directo sobre el ADN. Existen sustancias

antioxidantes que disminuyen el estrés oxidativo, protegen inhibiendo los
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radicales libres, y activando el sistema antioxidante celular (Leite-Silva et al.,
2007). Algunos extractos de plantas terrestres presentan  efectos
anticancerigenos como es el caso de la plantas de Bidens pilosa (Sundararajan
et al., 2006), y antigentoxicos como la Curcuma lunga; esta ultima tiene efectos
contra el arsénico ya que disminuye los radicales libres, la peroxidacion lipidica,
aumenta las enzimas de la fase 2 de destoxificacion, como la glutation
transferasa y aumenta la expresion de las polimerasas encargadas de la
reparaciéon del ADN (Mukherjee et al., 2007). Los polisacéridos de la plantas
como Aloe barbadensis, Letinus edodes, Genoderma lucidum 'y Coriolus
versicolor tienen propiedades antigenotdxicas porque inhiben la formacion de

radicales libres como el anién superéxido (Kim et al., 1999).

También se ha comprobado que los extractos de diversas algas marinas
tienen actividades antivirales (Baba et al., 1988, Hudson et al., 1999, Huleihel et
al., 2000), disminuyen los niveles de colesterol y lipidos en sangre (Penzahan et
al., 2003) y tienen actividad anticancerigena como el extracto acuoso de Fucus
vesiculosus que presenta efectos antigenotoxicos contra la doxirubicina (Leite-
Silva et al., 2006). Otros compuestos que se obtienen de las algas marinas son
los fucanos, polisacaridos sulfatados obtenidos de diversas algas que presentan
efectos antitumorales, anticancérigenos, antimetastasicos, fibrinoliticos,
antivirales, antioxidantes e inhiben la proliferacion celular (Smit, 2004, Rocha de
Souza ef al., 2006). Los polisacaridos de las algas pardas F. vesiculosus

(Fucoidan), presentan efectos hepatoprotectores contra el tetracloruro de
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carbono, como inhibidor de la fibrosis (Leite-Silva et al., 2007) y Sargassum

wightii como antioxidante contra la ciclosporina (Josephine et al., 2008).

Las algas rojas Symphyocladia latiuscula, Rhodomela confervoides,
Polysiphonia urcedata, Gloiopeltis furcata y Kappaphycus srtriatum, exhiben
efectos antitumorales, las algas pardas Leathesia difformes, Punctaria latifolia'y
Scytosiphon lomentaria y el alga verde Ulva pertusa tienen efectos citotoxicos
con células sanas y tumorales (Xu et al., 2004). Las algas verdes de la familia
Ulvaceae, presentan polisacaridos muy similares a los que se encuentran en
algas pardas y se le conoce como Ulvan. El Ulvan se ha utilizado en estudios

previos y ha demostrado tener efectos antioxidantes (Qi et al., 2005).

El alga verde Ulva clathrata es muy abundante en las costas del pacifico con
distribucion desde Oregén, EUA hasta Sinaloa, México. Esta alga posee de 5 a
12 % de polisacaridos sulfatados en su materia organica, estos polisacaridos
muestra gran similitud con los extractos de algas pardas como el fucoidan.
(Hernandez-Garibay et al, 2006). Los polisacaridos pueden variar sus
caracteristicas de acuerdo al método de extraccion y de acuerdo a las
condiciones fisicas y quimicas a las que estuvo expuesta el alga. Por ello,
utilizar polisacaridos sulfatados con menor peso molecular ha demostrado

mayor actividad antioxidante (Zhou et al., 2008).

Por lo anterior, esta investigacion se utilizaron los polisacéaridos sulfatados

hidrosolubles de bajo peso molecular del alga verde U. clathrata al cultivarla
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bajo condiciones controlada a temperaturas de 28 °C, condicién ambiental en la
que se generan este tipo de cadenas (Meza-Soria, 2008, Lahay y Robic, 2007 y
Qi et al., 2005). Posteriormente se utilizara la técnica de microndcleos, que es la
mas apropiada para medir el dafo citogenético de una sustancia bioactiva, la
mas sencilla, econémica y rapida ademas permite ver la interaccion entre el
agente genotoxico y el polisacarido sulfatado directamente con la célula (Kim et

al., 1999).
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OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL

1. Determinar si los polisacaridos sulfatados de Ulva clathrata inhiben el

dafo genotoxico en cultivo de leucocitos humanos expuestos al arsenito

de sodio.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Evaluar dosis respuesta de la concentracion de los polisacéaridos

sulfatados del alga verde U. clathrata y el arsenito de de sodio en la

formacion de microntcleos en el cultivo de linfocitos humanos.

2. Evaluar dosis respuesta en base al indice nuclear y el numero

micronticleos del cultivo de leucocitos (control negativo).

3. Evaluar dosis respuesta de la concentracion de los polisacaridos

sulfatados de U. clathrata en leucocitos sin arsenito de sodio.

4. Evaluar dosis respuesta del arsenito de sodio sin polisacaridos sulfatados

(control positivo).
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HIPOTESIS

1. Los polisacaridos sulfatados de Ulva clahtrata tendran efecto protector
contra el dafio genotéxico inducido por el arsenito de sodio en leucocitos

humanos.

2. Los polisacaridos sulfatados no presentaran efectos genotéxicos en los

leucocitos humanos.
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2. METODOLOGIA

2.1. Cultivo de Macroalga, Extraccién del Polisacarido Sulfatado y Preparacion

del Arsenito de Sodio

El alga verde Ulva clathrata se obtuvo del cepario del Instituto de
Investigaciones Oceanolégicas de la Universidad Auténoma de Baja California.
El alga se cultivo por crecimiento vegetativo en medio Pravasoli’s modificado sin
antibiético y sin diéxido de germanio. El agua de mar se filtr6, se paso por rayos
ultravioleta, se volvié a filtrar a 45 y 22 um, se esterilizé y se le agregaron 1 mL
de vitaminas, nitritos y fosfatos por cada litro. Se aisl6, se cultivo en un
incubador a 12 °C con fotoperiodo largo de 14 horas luz y 10 horas obscuridad.
Cada 15 dias se aumentd la temperatura gradualmente hasta llegar a 28 °C. El

recambio de agua se realiz6 cada tres dias (Figura 2).

Figura 2. a. Obtencion del alga del cepario del 10, b. seleccién y c. cultivo algal.

Una vez que llego a los 28 °C, el alga permaneci6 en esas condiciones por

tres semanas con crecimiento vegetativo. Posteriormente, la biomasa obtenida
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se extrajo, se secd con papel secante, se peso y coloco en una estufa a 60 °C,

por tres dias.

Posteriormente se obtuvo el peso seco, se trituré con mortero manuaimente,
se coloco en un vaso de precipitado con agua, con 10 volumenes de acuerdo al
volumen del peso seco, se calent6 a 60 °C por una hora en constante
movimiento. A continuacion, se separ6 el solido del liquido con un filtro shark
skin. El liquido se precipito con tres volimenes de alcohol al 100 %, se
centrifugd por 10 minutos a 2,500 RPM, se decant6 y se lavo con alcohol al
70%. tres veces. Por Ultimo, se agrego alcohol al 100 %, se centrifugd, decant6
y se puso a secar a 60°C. Esta porcién se peso6 y se diluy6 con el medio de
cultivo RPMI-1640 (HEPES médium), hasta obtener tres concentraciones del

alga marina, 0.1,0.5 y 1mgL™.
Preparacion del arsenito de sodio

Este se preparé a una concentracion 1 molar, luego se generaron tres

alicuotas con concentraciones de 100, 500 y 1000 pM.
2.2. Seleccion de los participantes

Las personas que participaron en este estudio fluctuaron entre los 20 y 35
afios de edad, masculinos, no fumadores, sin antecedentes de cancer familiar,
no expuestos a genotoxicos (fertilizantes o plaguicidas), sin padecer
enfermedades y no estar bajo ninguna medicacion en el momento de la

obtencién de la muestra.
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Antes de iniciar los experimentos, se solicito la evaluacion del protocolo por
el comité de ética del hospital militar regional (Anexo 1). La toma de la muestra
en cada individuo, se realizo después de que estuvieron enterados del
protocolo, y el objetivo del experimento. Previo a la toma de muestra los
participantes firmaron el consentimiento informado y se les realiz6 un examen

médico para constatar su estado de salud (Anexo 2 y 3).

2.3. Obtencion, siembra y fijacion de los leucocitos

Extraccién de sangre

La toma de muestra se realiz6 por una venopuncién en el brazo, con el
participante en ayunas. Se obtuvieron 20 mL en dos tubos con heparina de

sodio (BD Vacutainer, sodium heparin 143 USP units, ref. 367874) (figura 3).

ARoppe
()

NEW ¥n

|

Figura 3. Extracciéon de sangre por venopuncién en el brazo.
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Siembra de Cultivo

La sangre se sembré inmediatamente después de su obtencién. El cultivo se
realizé en tubos de 15mL, de poliestireno conicos, estériles y especiales para
cultivo con tapadera. Cada tubo se preparé con 6.3mL de medio de cultivo
RPMI-1640 (HEPES médium), suplementado con 1% aminoacidos no
esenciales, 1% L-glutamina, 0.2mL de Fitohemaglutinina (Sigma L 8902) y

0.5mL de sangre total.

La siembra se realizd bajo una campana de flujo laminar. Cada tubo se

mezcldé suavemente con vortex a baja velocidad, después se colocé en una

gradilla con una inclinacion de 45° y se incubd por 48 hrs a 37 °C (Figura 4).

Figura 4. a. La siembra se efectué en condiciones de esterilidad, usando una

campana de flujo laminar. b, ¢ y d, muestran el estado de los cultivos: b. 24
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horas después de la siembra, c. 48 horas después de la siembra antes de
efectuar el bloqueo de la citocinesis y d. 72 horas después de la siembra, antes

de cosechar las células.

Bloqueo de la citocinesis

A cada tubo se le agregaron 0.21 pL de citocalasina B para inhibir la
citocinesis, el polisacarido sulfatado, y arsénico a diferentes concentraciones.
Posteriormente, se mezclé en un vortex a baja velocidad para homogenizar. Los

tubos se incubaron por 24 horas a 37 °C (Figura 5).

Figura 5. Bloqueo de la proliferaciéon celular: a. adicion de citocalasina-B,

arsenito de sodio y polisacarido sulfatado, b. y c. mezcla del reactivo con el

medio de cultivo celular.

Cosecha

Previo a la cosecha, se preparé una solucién de acido acético y metanol
glacial en proporcion de 3:1, la que se enfri6 a 4 °C por media hora. Con una

pipeta automatica se resuspendieron la células suavemente, se vacio el
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contenido en tubos de ensayo de vidrio de 15mL y se les agregé 1mL de fijador.
Se tap6 el tubo con microfilm, se mezclé suavemente y se centrifugaron a 1,200
RPM por 10 minutos. El sobrenadante se extrajo con una pipeta de 5mL,
cuidando de no tomar el botén de células que sedimenté en el fondo de los
tubos. Se lavaron las células con 5mL de fijador, se centrifugaron a 1,200 RPM
por 10 min y se extrajo el sobrenadante. Cada tubo se lavé 6 veces hasta que el
botén celular se mostraba claro dejando 1mL de fijador. El cual se tom6 con una

micropipeta de 1mL y las células se esparcieron en ziz-zag sobre el

portaobjetos previamente frio y rotulado (Figura 6y 7).

Figura 6 a. y b. Resuspensién del boton celular con una pipeta automatica de
imL. c. Tubo 1 cultivo celular sin resuspender y tubo 2 cultivo celular

resuspendido.
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Figura 7. a. y b. Fijacién y lavado del botén celular con acido acético y metanol.

c. colocacion del boton celular en portaobjetos.
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2.4. Tincién y lectura de las laminillas

Las laminillas se secaron a temperatura ambiente por 24hrs. La tincion se
realiz6 con eosina y azul de metileno, para ello se sumergié cada laminilla por 1
minuto en eosina y otro en azul de metileno, posteriormente cada laminilla se
enjuagdé con agua destilada; se dej6 secar en posicién vertical por 24 hrs,

posteriormente se ley6 al microscopio 6ptico compuesto (Figura 8).

Figura 8. a. Tincion de laminillas, b. lectura de laminillas al microscopio

Optico compuesto.

Para este experimento se realizaron tres réplicas por tratamiento y dos
experimentos por replica. Los leucocitos presentes en la sangre de cada
individuo se expusieron a 16 tratamientos donde se incluyé un control positivo y

negativo (Tabla Il).
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Tabla Il. Combinaciones de arsenito de sodio y polisacarido sulfatado a los que

se sometieron los cultivos de leucocitos.

Arsenito de Polisacarido
Tratamiento sodio (NaAsO, Sulifatado

umolar) mgL™
1 0 0
2 0 100
3 0 500
4 0 1000
5 100 0
6 100 100
7 100 500
8 100 1000
9 500 0
10 500 100
11 500 500
12 500 1000
13 1000 0
14 1000 100
15 1000 500
16 1000 1000

La lectura de las laminillas se realizo con un microscopio 06ptico
obteniéndose células mononucleadas (M1), binucleadas (M2) y polinucleadas
(M3). La proporcion de los tres tipos de células (M1, M2 y M3), se utilizé para

calcular el indice nuclear (IN). Donde N fue el nimero de células contadas.
IN=[(M1) + 2(M2) + 3(M3)] /N

El indice mitético o indice de proliferacion celular se utilizé para determinar si
existio multiplicacion celular. Un indice normal se considera entre 1.3y 1.7. Si
es menor a 1.3 significa que no hubo proliferacion y si es mayor, que hubo

incremento en la division celular.
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Una distribucion de microntcleos de cero a tres en laminilla es evidencia de
persona sana. Este nimero se incrementa en proporcion a la exposicion a

agentes genotoxicos y con la edad de la persona.

La frecuencia de microntcleos, puentes nucleoplasmicos y yemas o
protuberancias nucleares, se miden por cada 1000 células binucleadas. El
criterio de seleccion para las células binucleadas y frecuencia de micronlcleos

es la siguiente:

La célula debe ser binucleada; los dos nlcleos deben tener intacta su
membrana nuclear y deben estar dentro de la membrana citoplasmatica; deben
ser de un tamafio similar, intensidad de tincién y misma textura; se pueden tocar
entre ellos a través de un puente neoplasmico, que no es mas grueso que la
cuarta parte del didametro nuclear; no se deben sobreponer, a menos que ambas
membranas nucleares se distingan claramente; se debe distinguir su membrana
citoplasmatica y debe estar separada de las demas células adyacentes. Los
microntcleos deben medir entre 1/16 y 1/3 del diametro de los nucleos
principales en una célula binucleada; no deben ser refractarios y se deben de
distinguir de corpusculos como particulas tefiidas (basura); no deben estar
tocando los ntcleos principales; su membrana no debe estar sobre los nlcleos
principales o debe distinguirse claramente; deben tener la misma intensidad y
textura que los ndcleos principales; sus puentes deben medir un ¥4 de diametro
de los ntcleos principales y con las mismas caracteristicas de tincién y textura

(Fenech, 2000) (Figura 9 y 10).
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Figura 9. a. Célula mononucleada b. célula binucleada c. célula multinucleada.

a || b ' c

Figura 10. a. célula binucleada con microntcleo, b. célula binucleada con yemas

c. célula binucleada con microntcleo y apoptosis temprana.

Cada variable se analiz6 estadisticamente por medio de ANDEVAS de dos
vias, se realizaron analisis a priori de homocedasticidad y se utilizé el analisis a
posteriori de Tukey para determinar las diferencias por indice nuclear y numero
de micronticleos con ayuda del programa SigmaStat (SYSTAT v. 3.5; Zar,
1999).



3. RESULTADOS

El indice de proliferacion celular se mantuvo entre los rangos de 1.25y
1.63+0.06. Los tratamientos mas estables se presentaron cuando no se utilizé

arsenito de sodio (Tabla Ill).

Tabla Ill. Estadistica basica del indice de proliferacic')n celular

Arsenito de Poli - -
. sodio olisacarido Indice Error
Tratamiento Sulfatado Nuclear < Casos
(NaAsO. 4 ! estandar
umolar) mglL Media
1 0 0 1.60 0.06 6
2 0 0.1 1.58 0.06 6
3 0 0.5 1.56 0.06 6
4 0 1 1.53 0.06 6
5 0.1 0 1.54 0.06 6
6 0.1 0.1 1.53 0.06 6
7 0.1 0.5 1.36 0.06 6
8 0.1 1 1.39 0.06 6
9 05 0 1.43 0.06 6
10 0.5 0.1 1.61 0.06 6
11 0.5 0.5 1.50 0.06 6
12 0.5 1 1.63 0.06 6
13 1 0 1.36 0.06 6
14 1 01 1.31 0.06 6
15 1 0.5 1.44 0.06 6
16 1 1 1.25 0.06 6
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Los resultados mostraron homocedasticidad (P=0.085). EI ANDEVA de dos
vias evidencié solo diferencias en el arsenito de sodio. La prueba aposteriori
Tukey's muestra que el indice de proliferacion disminuyo significativamente
cuando se utilizé la concentracion mas alta de NaAsO, (1000uM).

El polisacarido no presenté diferencias significativas sobre el indice de
proliferacion (Tabla IVy V, Figuras 11y 12).

Tabla IV. ANDEVA de dos vias que evidencia los efectos del Arsenito de sodio y

el PSS sobre el indice de proliferacion celular.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados

F P Significancia
Variacion libertad cuadrados Medios
NaAsO, 3 0.662 0.221 9.414 <0.001 *
PSS 3 0.045 0.015 0.64 0.592 NS
NaAsO, vs 9 0.419 0.0466 1.987 0.052 NS
PSS
Residuo 80 1.874 0.0234
Total a5 3 0.0316

*= gignificativo

NS= No significativo
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Figura 11. Efecto del PSS sobre el indice nuclear. +=IC a 0.95%.

1.60

1.55

1.50 -

1.45 4

1.40 -

Indice Nuclear

1.35

1.30

1.25 T T T T
0 100 500 1000

Concentracion p molar de Arsenito de Sodio

Figura 12. Efecto del NaAsO; sobre el indice nuclear. +=IC a 0.95%.
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Tabla V. Comparacion muitiple Tukey por el factor Arsenito de sodio sobre el

indice de proliferacion celular.

Comparacién Diferencias
q P P<0.050
NaAsO, y PSS Media
500 vs 1 0.204 6.514 <0.001 S
500 vs 0.1 0.0868 2.778 0.21 NS
500vs 0 0.00221 0.0707 1 NS
Ovs1 0.201 6.444 <0.001 S
Ovs 0.1 0.0846 2.707 0.23 NS
100 vs 1 0.117 3.737 0.048 S

S= Significativo

NS= No significativo

El namero de Mn se mantuvo entre los rangos de 3.67 y 69.33%£3.46. Los

tratamientos mas estables se presentaron cuando no se utilizo NaAsO? ni el

PSS. El niimero de Mn se incremento cuando se utilizaron los tratamientos

independientes (solo NaAsO. o solo PSS). El incremento mas notable se

encontré cuando el NaAsO, fue de 1000uM y el PSS fue de 100mgL " (Tabia VI).
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Tabla VI. Estadistica basica del numero de Microntcleos.

ratamionto NoASOz Folieace | Miromodio . estindar %%
1 0 0 3.67 3.46 6
2 0 0.1 19.83 346 6
3 0 0.5 19.17 3.46 6
4 0 1 13.50 3.46 6
5 100 0 19.67 3.46 6
6 500 0 19.50 3.46 6
7 1000 0 21.83 3.46 6
8 100 0.1 34.67 3.46 6
9 100 0.5 32.00 3.46 6
10 100 1 35.00 3.46 6
1" 500 - 0.1 32.33 3.46 6
12 500 0.5 33.83 3.46 6
13 500 1 30.00 3.46 6
14 1000 0.1 69.33 3.46 6
156 1000 0.5 3417 3.46 6
16 1000 1 33.17 3.46 6

Los resultados mostraron homocedasticidad (p=0.306). EIl ANDEVA de dos
vias evidenci6 diferencias significativas tanto para el NaAsO, como para el PSS
y los tratamientos combinados. La Prueba aposteriori Tukey's muestra que el
tratamiento de 1000uM de Arsénito de Sodio es diferente del tratamiento con 0

y 500uM (Tabla Vi y VIil, Figuras 13,14 y 195).
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Tabla VIl. ANDEVA de dos vias que evidencia los efectos de las diferentes

concentraciones del Arsenito de sodio y los polisacaridos sulfatados sobre

el

ntimero de microndcleos.

Fuente de Grados de

Suma de

Cuadrados

Variacion libertad Cuadrados medios F P Significancia
NaAsO, 3 19.145 6.382 50.328 <0.001 *
PSS 3 12.63 421 33.201 <0.001 *
NaAsO, vs .
PSS 9 4913 0.546 4.305 <0.001
Residuo 80 10.144 0.127
Total 95 46.831 0.493
* = significativo
NS = No significativo
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Figura 13. Efecto del polisacarido sulfatado (PSS), sobre el numero de

microntcleos. +=IC a 0.95%.
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Figura 15. Efecto combinado del PSS y NaAsO, sobre el numero de Mn. =IC a

0.95%. El testigo o blanco corresponde a 0 del PSS y 0 del NaAsO, (3.67+3.46

flecha—)

Tabla VIIl. Comparacién mdltiple por Tukey's por el factor Arsenito de sodio

sobre el nimero de microndcleos.

ﬁ:ggj’;cg,‘ss"s Dif;;f;i‘:;as p p P<0.050  Significancia
1000y 0 1157 4 15.915 <0.001 z
1000y 0.5 0.235 4 3233 0.1 NS
1000y 0.1 0.206 4 2833 0.196 NS
100y 0 0.951 4 13.083 <0.001 .
100y 0.5 0.0291 4 0.4 0.992 NS
500 y 0 0.022 4 12.682 <0.001 .

* = gignificativo
NS = No significativo

En los tratamientos individuales, la prueba aposteriori de Tukey's, arrojo
diferencias significativas cuando la concentracion del NaAsO, es de 100 uM, en

los tratamientos combinados con 0.5y 1 mgL™ del PSS (Tabla IX).
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Tabla IX. Comparacion multiple Tukey’s por el factor Arsenito de Sodio a una

concentracion de 100uM sobre el nimero de Mn.

b?:&‘;%j’;“:,"’s“s Di::;i‘:;as p p P<0.050  Significancia
100y 0 1.281 4 881 <0.001 e
100y 0.5 0.78 4 5.369 0.002 .
100y 1 0.746 4 5.134 0.003 .
1000y 0 0.534 4 3676 0.053 NS
1000y 0.5 0.0341 4 0.235 0.998 NS
500y 0 0.5 4 3.441 0.079 NS

* = gignificativo
NS = No significativo

La Prueba aposteriori Tukey's muestra que existen diferencias significativas

cuando el PSS estuvo a concentraciones de 05y 1mgL'sobre el numero de

Mn (Tabla X).
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Tabla X. Comparacion multiple por Tukey’s por el factor del PSS sobre el

numero de Mn.

I\fa‘:\";gaz’;cli,‘;"s Diferetctas p P P<0.050  Significancia
100y 0 0.083 4 13518 <0.001 z
100 y 1 0.288 4 3.967 0.032 .
100y 0.5 0.277 4 3.816 0.042 .
500y 0 0.705 4 9.702 <0.001 .
500 y 1 0.011 4 0.151 1 NS
1000y 0 0.694 4 9.551 <0.001 »

* = gignificativo

NS = No significativo
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En los tratamientos individuales, la prueba a posteriori de Tukey, arrojo

diferencias significativas cuando el PSS esta a concentraciones de 0.5 y 1mgL”’

del PSS y el NaAsO,a 100uM de (Tabla XI).

Tabla XI. Comparacién muditiple por el factor del PSS a una

concentracién de 1mgL™" sobre el nimero de Mn.

Comparaciéon  Diferencias

NaAsO, y PSS medias P P<0.050 Significancia
100y 0 1.18 8.12 <0.001 *
100y 0.5 0.833 5.731 <0.001 *
100y 1 0.744 5.121 0.003 *
1000y O 0.436 2.999 0.156 NS
1000y 0.5 0.0886 0.61 0.973 NS
500y 0 0.347 2.389 0.336 NS

* = gignificativo

NS = No significativo
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4. DISCUSION.

En este estudio se observé que el polisacarido sulfatado del alga verde Ulva
clathrata no present6 efectos citotéxicos en el cultivo de leucocitos humanos, tal
y como se planted en la hipotesis de este trabajo. Su inocuidad, se evidencio al
no inhibir la proliferacion celular, lo cual coincide con los estudios obtenidos con
los extractos acuosos de Fucus vesiculosus (Leite-Silva ef al., 2007). Lo que
demuestra que los extractos de las algas marinas no tienen efecto sobre la
mitosis. Resultados diferentes se han encontrado al analizar la propiedades
citotoxicas de extractos de Ulva pertusa donde si se presentd efectos contra
células tumorales y células normales (Xu et al., 2004).

Por otra lado, utilizar arsenito de sodio en el cultivo de leucocitos humanos si
present6 caracteristicas citotéxicas al inhibir la proliferacion celular, lo cual
coincide con otras investigaciones (Gonsebat et al., 1992). Esto confirma que el
arsenito de sodio actiia como aneugénico impidiendo que el huso mitético se
fusione con el cinetocoro paralizando los cromosomas, por lo que no permite
que se desplazen en anafase. Se ha demostrado que el arsenito de sodio es un
inductor citotoxico y se puede utilizar como control positivo en la induccion

genotoxica (Mukherjee et al., 2007; Pradosh y Anupama, 2002).

El polisacarido sulfatado no presenté efectos antigenotoxicos ya que no
disminuyé el nimero de mcirontcleos en el cultivo de leucocitos humanos
cuando fueron expuestos a diferentes concentraciones de arsenito de sodio.

Incluso actué como genotdxico porque se incrementaron los microntcleos
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cuando solamente se utilizé el polisacarido sulfatado con respecto al testigo o
blanco. Experimentos previos han demostrado los polisacaridos sulfatados de
Ulva pertusa, Sargassum fusiforme 'y Fuscus vesiculosus presentaron
caracteristicas antioxidantes contrario a lo que se encontro en este estudio (Qi

et al., 2005. Leite-Silva et al., 2007; Zhou et al., 2008).

El arsenito de sodio demostr6 tener actividad genotoxica en el cultivo de
leucocitos porque increment6 el numero de microntcleos de manéra
significativa. Este hallazgo pudiera atrubuirse como en otros experimentos al
efecto genotoxico que incremento la longitud de la cola en el ensayo cometa,
que se traduce en un dafio directo sobre el ADN; incremento en los radicales
libres de las especies oxigeno reactivas que son responsables del estrés
oxidativo de la célula, incremento en la peroxidacion lipidica, disminucién de las
enzimas como la catalasa, la superoxido dismutasa y la glutation transferasa,
incremento las alteraciones cromosémicas y modificaciones en la expresion de
los genes, incrementando el nimero de micronticleos e inhibiendo la reparacion
del ADN (Mukjerjee ef al., 2007; Pradosh 'y Anupama, 2002; Ghosh et al., 2007;

Salinikow y Zhitkovich 2009).

Ulva clathrata a pesar de no ser un citotéxico se comporté como un
genotdxico, contrario a lo que se demostrd con otras algas como Ulva rigida,
Ulva fasciata, Ulva lactuca, Sargassum Sp, Ecklonia stolonifera, Symphocladia
latiuscula, Ulva rigida y Fucus vesiculosus, que actuaron como antioxidantes,

antitumorales y antigenotoxicos (Ruperez et al., 2002; Balaji Raghavendra Rao
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et al, 2004; Qi et al., 2006, Kang et al., 2004; Yangthong et al.,2009; Wu et al.,

2009: Celickler et al., 2008; Celickler et al., 2009).

En el cultivo de leucocitos humanos expuestos a diferentes concentraciones
de arsenito de sodio y el polisacarido sulfatado se demostré un incremento
significativo en el nimero de microntcleos en relacion al control. El polisacarido
sulfatado no actudé como antigenotoxico contrario a la hipétesis que se planted
en este trabajo, dado que no disminuy6 de manera significativa los
micronticleos con respecto al control. Sin embargo funciondé como amortiguador
al reducir los efectos genotdxicos del arsenito de sodio cuando las
concentraciones del polisacarido sulfatado fueron de 0.5y1.0 mgL™".

El polisacéarido sulfatado del alga verde Ulva clarthrata no presenta
caracteristicas terapéuticas para tratar las enfermedades ocasionadas por la

ingesta o contacto con el arsenito de sodio por sus caracteristicas genotoxicas.
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5. CONCLUSION
El arsenito de sodio fue un potente citotdxico y genotoxico.

El polisacarido sulfatado del alga verde Ulva clathrata no actué como

citotoxico.
El polisacarido sulfatado no es un antigenotdxico

El polisacarido sulfatado actu6 como amortiguador del arsenito de sodio a

concentraciones de 0.5y 1 mgL™.
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7. GLOSARIO

Antigenotéxico: Inhibe o revierte el dafio de los agentes genotoxicos

Antioxidante: Sustancia que protege las células de los dafios que causan los
radicales libres.

Arsénico: Elemento quimico de la tabla periddica simbolo As y peso atdémico
33. Metaloide quebradizo de color gris y brillo metalico.

Biomarcadores: Los marcadores biologicos son los cambios medibles
bioquimicos, fisiolégicos o morfoldgicos, que se asocian a la exposicion a un
toxico.

Biomonitoreo: Valoracion de la exposicion humana a quimicos ambientales a
través de la medicién de esos quimicos o sus metabolitos en sangre, orina,
saliva o tejido.

Cancer: Es un conjunto de enfermedades ocasionado por la proliferacion
continua de células con mutaciones secuenciales en el genoma que conduce a
la malignizacion.

Carcinogénico: Substancia o agente que causa 0 induce el desarrolio cancer.

Clastogénico: Son agentes fisicos, quimicos o biolégicos capaces de inducir
alteraciones cromosomicas.

Células exfoliadas: Células que se descaman, natural o artificialmente, de las
mucosas (oral, vejiga, cervicouterinas)

Ciclosporina: Es un medicamento inmunosupresor utilizado en pacientes con
transplante de érganos.

Citocalasina B: Molécula aislada del hongo Helminthosporum dematoideum,
que inhibe la polimerizacion de actina, impidiendo la citocinesis celular a través
de la imposibilidad de crear el anillo microfilamentoso para la particion celular.
Esta molécula no afecta a las fibras del huso ni a la division del nicleo,
permitiendo la observacion de células monodivididas o binucleadas.

Citéxico: Sustancia toxica para las células.

Cocarcinogenesis: Agente que actia en células precondicionadas para
desarrollar cancer.
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Doxirubicina: Antibidtico antraciclino que ejerce sus efectos sobre las células
cancerosas e inhibiendo su proliferacion celular.

Fitohemaglutinina: Es la fraccion proteica de los frijoles rojos Phaseolus
vulgaris, que aglutina eritrocitos y leucocitos e induce a la mitosis de diferentes
lineas celulares.

Fucoidan: Polisacarido sulfatado que se encuentra en las algas cafés

Genotéxico: Factores capaces de producir alteracion en los genes. Bajo este
término se incluyen los agentes que interaccionan tanto directa como
indirectamente, con el ADN provocando mutaciones, y los que interfieren en
algunos procesos enzimaticos de la reparacion, o en la génesis o polimerizacion
del material proteico involucrado en la segregacion cromosoémica.

In vitro: Experimento cientifico en un tubo de ensayo o en un ambiente
controlado fuera del organismo vivo bajo condiciones controladas en un
laboratorio.

In vivo: Experimento cientifico que se realiza dentro de un organismo vivo

Micronucleos: cuerpos citoplasmaticos esféricos, detectados en interfase, mas
pequefios y morfologicamente idénticos al nucleo celular. Se originan a partir de
fragmentos acéntricos o cromosomas enteros que se retrasan en la divisién
celular y fallan en su incorporacion a los nucleos hijos. Dado que los MN
pueden ser expresados solamente en células que han completado un ciclo de
division celular, se desarrollé un método que permite la identificacion de dichas
células por su aspecto binucleado cuando se bloguea la citocinesis mediante el
agregado de citocalasina-B, un inhibidor del ensamblaje de los microfilamentos.

Mutagénico: Sustancia o agente que causa mutaciones
Mutaciones: Alteracion o cambio en la informacion genética de un ser vivo

Proliferacion celular: Aumento del numero de células como resultado del
crecimiento y multiplicacion celular.

Quimiopreventivo: Sustancia naturales o sintéticas utilizadas para tratar de
reducir el riesgo de cancer, retardario o evitar su regresion.

Ulvan: Polisacarido sulfatado derivado de las algas verdes.
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A UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
instituto de Investigaciones Oceanologicas

! “pPOR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE”

Ensenada, B. C.a 22 de abril del 2009
Oficio No. 091/08-1

Coronel M.C.Cu
Presidente
Comité de Efica

Por este conducto solicito su intervencion para someter al comité, que usted preside, la revision del
protocolo de investigacion infitulado: “Efectos Antigenotoxicos de los Polisacéridos Sulfatados del
Alga Verde Uiva clahtrata en leucocitos Humanos Expuestos a Arsenito de Sodio”, asi como el
consentimiento informado, que sera leido y firmado por los voluntarios que participen, de la Médico
Dilayaxi Cardenas Bautista, estudiante del postgrado de esta Institucion.

Estamos en la mejor disposicion de recibir cualquier sugerencia en relacion ambos documentos.

Sin ofro particular, les agradecemos su apoyo y atencion, me despido de usted con un cordial safudo.

Atentamente, Universidad Auténoma
o /:’: de Baja California
Director
inst. de Invest. Oceanologicas, UABC  instituto de Investigaciones
Asesor de Tesis Oceanol6gicas

Cep. Dr Asdil artinez Disz De Ledn.- Subdirector, Edificio.
is#ntonio Cipul Magaia- Coordinador de Postgrado e lnvestigacion de fa F.C.M, UABC, Campus Ensenada.
ido Guillermo Mendoza Espinosa.- Coordinador de Posgrado e Investigacion del 10, UABC, Campus Ensenada.
ité de Tesis
Médico Dilayaxi Cérdenas Bavtista.-Estudiante de Posgrado.
Expediente y Minutario.
{PRM2I®.

Km. 107 Carret, Tijuana-Ei da, Unidad Universitaria, E da, B.C., C. P. 22860, México
Teléfonos: (646) 174-4601, 1745475, 174-5462; Fax: (646} 174 5303
E-mail: isai@uabe.mx  hitp:Afio.ens.uabe.mx




%2009, Afio de la Reforma Liberal” DEPENDENCIA: HOSPITAL MILITAR REGIONAL.
EL CIPRES, B.C.
SECCION. DEPTO. DE ENSENANZA,
MESA: TRAMITE.
NUM. OF: JEI-384.
EXPEDIENTE:

ASUNTO:- Protocolo de investigacion.

Campo Militar 2-A, El Ciprés, B.C. a 15 de junio del 2009.

C. Doctor, .
ISAI PACHECO RUIZ. )
DIRECTOR DEL INST. DE INVEST. OCEANOLOGICAS, UABC.

Ensenada, B.C.

ANTECEDENTES:- Of. No. 091/09-1 de fecha 22 Abr. 2009,
emitido por esa Universidad.

por medio de la presente reciba un cordial Y afectuoso saludo, asimismo en
relacién con el oficio citado en antecedentes, hago de su conocimiento que el comité de
ética de este Hospital Militar, sometid a revision el protacolo de investigacion intitulado
“Efectos Antigenos de los Polisacaridos Sulfatados del Alga Verde Uiva
clahtrata en leucocitos Humanos Expuestos a Arsenito de Sodio”, llegando a la
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conclusién de que se cumple con los requerimientos necesarios para llevarse a cabo, sin

tener el comité ningln inconveniente para que se realicen las tomas de muestra previa
autorizacién por los mismos sujetos a prueba.

Sin més por el momento, quedo de usted como su Atento y Seguro Servidor.

REELECCION.
GNL.

TTE. COR. M.C. JESUS ROBERTO PIEDRAS TREJO.

GRG-jrog.
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UNIVERSIDAD AUTQNOMA DE BAJA CALIFORNIA
POSGRADO EN ECOLOGIA MOLECULAR'Y BIOTECNOLOGIA

Facultad de Ciencias Marinas
Instituto de Investigaciones Oceanologicas
Facultad de Ciencias
Escuela de Ciencias de la Salud

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

«“EFECTOS ANTIGENOTOXICOS DE LOS POLISACARIDOS SULFATADOS
EL ALGA VERDE Ulva clathrata EXPUESTOS A ARSENITO DE SODIO”

INVESTIGADORES: Dilayaxi Cardenas Bautista, Dr. Isai Pacheco Ruiz, M.C.
Evarista Arellano Garcia, Dra Raquel Mufiiz Salazar, M.C. Radil C. Baptista
Rosas. '

LUGAR: Ensenada, Baja California

NOMBRE DEL PARTICIPANTE:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion
médica. Antes de decidir si participa o no, debe conocery comprender cada uno
de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento
informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude a aclarar dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea patrticipar, entonces
se le pedira que firme esta forma de consentimiento, del cual se le entregara
una copia firmada y fechada.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El arsénico es una sustancia quimica que se encuentra en la tierra, el aire y el
agua; principalmente en el agua que se extrae de los pozos profundos. Cuando
las concentraciones de arsénico son mayores a las permitidas por la norma de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (50ugL-1), puede inducir a que las
células humanas se transformen en células cancerosas. Algunos extractos
algales inhiben el dafio inducido por el arsénico y es por eso que se busca que
el extracto del alga verde Ulva clathrata sirva como terapéutico para
contrarrestar el dafio provocado por el arsenico.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene
como objetivo determinar si los extractos del alga verde Ulva clathrata
conocidos como polisacaridos inhiben los dafos genotoxicos (cancer) del
arsenito de sodio en leucocitos humanos.
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DESCRIPCION

A usted se le esta invitando a participar en este estudio con la donacion de 20
ml de sangre. .

A la sangre donada de cada uno de las personas que acepten a participar en
esta investigacion, se le realizara un estudio genotoxico que consiste en:
Cultivar las células sanguineas que provengan de personas saludables como
usted y a las cuales se le agregaran extractos de el alga conocida con el
nombre cientifico Ulva clathrata para probar si estos extractos previenen de
sufrir dafio cuando se les agrega un agente carcinogénico conocido (arsénico),
con el propésito de avanzar en el desarrollo de medicamentos y medidas
terapéuticas para enfermos de cancer.

El estudio experimental se realizara en el Laboratorio de Genotoxicologia
Ambiental de la Facultad de Ciencias de la UABC.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Actualmente existen medicamentos como el Fucoidan, el cual es un
polisacarido sulfatado que inhibe el crecimiento de células cancerigenas y que
se obtiene a partir de las algas pardas. En las algas verdes (ulvales)
encontramos el ulvan como polisacarido sulfatado y tiene entre el 5y 11% de su
materia organica. Si los polisacaridos sulfatados del alga verde actuan de la
misma forma inhibiendo la formacién de células canceringenas, en un futuro
otros pacientes pueden beneficiarse con una nueva alternativa de tratamiento a
base de algas verdes.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas
personales, habitos, antecedentes médicos y laborales y datos sobre la salud
de familiares mas cercanos.

En caso de aceptar, se le tomaran sus signos vitales (presion arterial,
frecuencia cardiaca, peso, estatura) y una muestra de 20mi de sangre
periférica mediante puncion en la vena de su brazo en ayuno, por lo que debera
tomarse la muestra por la mafiana y sin haber ingerido ningtn alimento.

Esta sangre se utilizara para probar los efectos benéficos del polisacarido
sulfatado en un laboratorio especializado, con la técnica de bloqueo de
citocinesis y conteo de microntcleos

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
El estudio consta de 3 fases:
1) Historia clinica y la toma de signos, talla y peso.
2) Obtencion de 20ml de sangre.
3) Cultivo de leucocitos a partir de las muestras de sangre y valorar el
efecto antigenotoxico de los polisacaridos sulfatados.
La extraccion de sangre se hara con una aguja nueva Y esterilizada la que se
tomara por personal se salud capacitado. El procedimiento es similar al que se
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realiza en un laboratorio cuando usted le ordenan unos analisis de sangre; este
procedimiento es rutinario no tiene algun tipo de riesgo para la salud.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera de
otro tipo de atencion, esta se le brindara en los términos que siempre se han
ofrecido.

ACLARACIONES

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, informando las
razones de su decision, la cual sera respetada en su totalidad. ‘

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio, es decir el estudio es
GRATIS. '

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre
el mismo, al investigador responsable.

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, se mantendra con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Usted también tiene acceso a la Comision de Investigacion y Etica del Hospital
Militar Regional El Ciprés, ubicado en Carretera Transpeninsular  km 114,
Ensenada Baja California, 22780.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede,
si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este
documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, _lei

y comprendi la informacién anterior y mis preguntas se respondieron de manera

satisfactoria. Se me informo y entendi que los datos se obtengan en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar
en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta

forma de consentimiento.

Firma del participante o padre o tutor - Fecha

Testigo Fecha

Testigo Fecha
Esta parte la llenara el investigador (0o su representante):
Le explique al Sr(a). la

naturaleza y el propésito de la investigacion, asi como los riesgos y beneficios
que implica su participacion. Le conteste las preguntas en la medida de lo
posible y le pregunte si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar la investigaciéon con seres humanos
y me apego a ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuesta, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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{ EXAMEN MEDICO

1. Ficha de Identificacion
Nombre

Edad

Sexo

Edo. Civil Ocupacién

Origen

Residencia

2. Antecedentes

2.1 Heredo Familiares: DM HTA

Fecha

Cancer Tb

Cardiopatias Otras

2.2 Personales Patoldgicos:

Cirugias Traumatismos

Tb Transfusiones

infectocontagiosos
2.3 Personales No Patolégicos:

Alcoholismo
Alergias

Tabaquismo
Inmunizaciones

Drogadiccion

Tipo Sanguineo

3. Padecimiento actual

4, Sintomas Generales
Astenia Adinamia

Anorexia

Fiebre

Perdida de peso Ansiedad
S.Interrogatorio por aparatos y sistemas
5.1 Aparato Digestivo

5.2 Aparato Cardiovascular

5.3 Aparato Respiratorio

5.4 Aparato genitourinario

5.5 Sistema Endocrino

5.6 Sistema Nervioso

5.7 Sistema Osteomuscular

5.8 Organos sensoriales

5.9 Psicosomatico

6. Diagndsticos anteriores:

7. Terapéutica anterior o actual:

8. Signos Vitales:

F.C. F.R. T.A. Temp. Peso

Talla

9. Exploracién General




10. Exploracidn regional

Cabeza

Cuello

Torax

Abdomen

MsSs y Msls

Genitales

11. Diagnéstico medico

12. Tratamiento

Nombre y Firma del Medico
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