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RESUMEN

El presente trabajo evalué el potencial genotdxico de cloroquina mediante la identificacion y
cuantificacion de alteraciones cromosémicas en células de médula 6sea de Rattus norvegicus cepa
holtzman. Los grupos de trabajo fueron: control negativo (suero salino fisiol6gico), control positivo
(ciclofosfamida, 50 mg/Kg pc) y experimental (cloroquina, 300 mg/kg/pc). La administracién fue
via oral durante 2 dias. Se aisl6 la médula Gsea y se procesé con la técnica de obtencion de
cromosomas. Se encontrd: incremento significativo de las alteraciones cromosomicas en las células
de las ratas tratadas con cloroquina (45 + 5.2) y ciclofosfamida (153.5 + 12.3) respecto al control
negativo (4 + 1.4). Entre las alteraciones cromosémicas encontradas estan: Intercambio tri-radial,
fragmento acéntrico y ruptura cromatidica. Se concluye que cloroquina incrementa
significativamente las lesiones en el ADN de las células de médula dsea de Rattus norvegicus cepa
Holtzman.
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ABSTRACT

The present tested Chloroquine genotoxic potential by identification and quantification of
chromosomal alterations in bone marrow cells of rattus norvegicus holtzman strain. The working
groups were: negative control (saline), positive control (cyclophosphamide, 50 mg/kg/bw) and
experimental (Chloroquine, 300 mg/kg/bw). Oral administration lengths by 2 found a significant
increase of chromosomal alterations in cells of specimens treated with chloroquine (45 + 5.2) and
cyclophosphamide (153.5 + 12.3) compared to negative control (4 + 1.4). Among chromosomal
alterations found are: exchange tri-radial, acentric fragment and Chromatid break. This research
concludes that Chloroquine significantly increases DNA damage in bone marrow cells of Rattus
norvegicus holtzman strain.
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INTRODUCCION

Los organismos estdn expuestos a mutaciones
como resultado de las operaciones celulares
normales o de alteraciones aleatorias con el
ambiente; la frecuencia de mutaciones se puede
aumentar por agentes mutagénicos bioldgicos,
fisicos y quimicos, que directa o indirectamente
ingresan al ser vivo, constituyendo un riego para su
salud™?.

Los estudios de genotoxicidad constituyen un paso
importante en la evaluacién toxicologica de
diversos  sustancia quimicas incluido los
medicamentos, puesto que pueden alterar
diferentes procesos celulares con interacciones
directas DNA/droga que ocasionarian alteraciones
genéticas, procesos teratogénicos y
carcinogénicos®. La evaluacién genotoxica de los
medicamentos ha permitido retirar a muchos
productos del mercado, al balancear sus riesgos y
beneficios °.

Entre los medicamentos que se han analizado,
tenemos a cloroquina (CQ)®"®, utilizada desde la
segunda guerra mundial como
antipaltdica®®*;actualmente, esta se utiliza en
tratamientos de: artritis reumatoide, sindrome de
sjogren,  lupus  eritematoso  sistémico y
discoide®*****, porfiria cutaneas, urticaria solar',
osteoartritis erosiva™, conjuntivitis primaveral'’,
esplenomegalia’® 'y corea®. Recientemente
Mucenic reporto el uso de cloroquina en paciente
con problemas hepaticos autoinmunes®.

La cloroquina se absorbe con rapidez y casi por
completo en las vias gastrointestinal, intramuscular
y subcutdnea y se distribuye rapidamente en los
tejidos metabolizandose y liberandose en forma
lenta principalmente en la orina®'**. El
mecanismo de accion primario de la cloroquina, es
la interferencia con la sintesis de acidos nucleicos,
posiblemente por intercalacion con el ADN del
plasmodio; en la accion esquizonticida se propone
la alteracién del tropismo de los lisosomas,
inhibicién de las proteinas calciodependientes; sin
embargo los mecanismos de accion de la
cloroguina son controversiales'**,

Dentro de los efectos secundarios de Cloroquina
principalmente se encuentran los efectos toxicos
oculares,?2232425.26 gastrointestinales,
neuromusculares , disfuncion vestibular; discrasias
sanguineas, alteraciones pigmentarias, toxicidad
cardiaca'®1®# 28293031 Agimismo se  reporta
ototoxicida y ptosis bilateral®. El
comportamiento citotoxico de cloroquina, también
se ha reportado en organismos acuaticos® y en
Drosophila melanogaster*.

11,32,33
d

Los efectos mutagénicos de Cloroquina no se han
confirmado en células de linfoma en ratén, ni en
ensayos de micronucleos, por lo que, se afirma que
el dafio en poblaciones humanos tiene un riesgo
minimo al administrar estas drogas®*"***°; sin
embargo, Chatterjee*’, informa efecto genotéxico
en salmonella y en ratones, asimismo, Grisolia*!,
afirma que cloroquina en asociacion con NaNO,
indice aberraciones cromosémicas; Ju y col* y
Snyder* por otro lado reportan que cloroquina
inhibe la actividad catalitica de la Topoisomerasa Il
y que este evento seria responsable de efecto
clastgénico.

La toxicidad de cloroquina, su uso a largo plazo en
el tratamiento de diferentes enfermedades, aumenta
el riesgo de lesion de material genético, y, dada la
vulnerabilidad de este, es imprescindible establecer
o0 identificar su potencial actividad mutagénica en
diferentes bioensayos y biomarcadores.

El uso de biomarcadores, permite determinar el
riesgo potencial por efecto de un agente
genotdxico, que a largo plazo conllevaria a
desarrollar algun tipo de patologia.

Actualmente existe disponibilidad de numerosos
biomarcadores para evaluar los efectos
genotoxicos, entre ellos los métodos citogenéticos
que evalGan las lateraciones cromosdmicas***>*4,

Por lo mencionado, el objetivo del presente
estudio, es evaluar el potencial genotoxico de
Cloroguina mediante la identificacion vy
cuantificacion de las alteraciones cromosomas en
las células de medula osea de Rattus norvegicus
cepa holtzman.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material biolégico

Se utiliz6 especimenes de Rattus norvegicus cepa
holtzman de cria consanguinea de 6-8 semanas de
nacidos y con peso promedio de 200 g., obtenidos
del instituto Nacional de Salud Lima-Per0.

2. Material de prueba
Se utilizé cloroquina fosfato de 250 mg.

3. Mantenimiento de especimenes

Los especimenes se aclimataron durante una
semana en el laboratorio de Genética, Facultad de
Medicina, bajo condiciones de temperatura y
humedad relativa ambiental, luego se distribuyeron
aleatoreamente 'y separados por grupos de
tratamiento, en jaulas plasticas de 60x60x40 cm.
La alimentacion se realiz con ratonina peletizada
y agua ad libitum.

4. Tratamiento y via de administracion

Los especimenes se distribuyeron en: un grupo
control negativo (suero salino fisioldgico), un
grupo control positivo (ciclofosfamida 50 mg/kg
pc) y un grupo experimental tratado con
cloroquina, la administracion se realizé por via oral
con sonda nasograstrica en soluciones con suero
salino fisiolégico a razéon de 300 mg/kg. De peso
corporal, en dos aplicaciones separadas por 24
horas. La investigacién se realizé siguiendo el
disefio de estimulo creciente.

5. Obtencion de preparados cromosémicos

Los especimenes fueron tratados con colchicina a
razén 5 mg/Kg/pc por 120 minutos; posteriormente
se sacrificaron y disectaron los fémures de cada
espécimen para extraer la medula ésea. La muestra
fue sometida a solucion hipotonica de KCI 0,075
M, por 30 minutos; luego se resuspendié y
centrigugd a 1000r.p.m. por 8 minutos; al término
se elimind el sobrenadante y se fijé con Carnoy por

15 minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugd a
800 r.p.m. por 8 minnutos, eliminandose el
sobrenadante se agregé 0,5 ml de fijador para
obtener la suspension celular con la cual se realiz6
el goteo en laminas porta objetos, se secaron a
temperatura ambiente y colorearon con Giemsa
4%",

6. Analisis citogenético

Los preparados citologicos de cada uno de los
tratamientos fueron analizados al microscopio
optico con amento de 100X con la finalidad de
identificar las placas metafisicas en las que se
evaluaron cada uno de los cromosomas para
detectar, cuantificar y fotografiar las alteraciones
cromosomicas.

7. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizadosmediante las
pruebas estadisticas de distribuvcion de frecuencias
y analisis de varianza, se determind las diferencias
significativas entre los tratamientos mediante el
test de Kruskal-Wallis con una probabilidad de
error de 0.05%.

RESULTADOS

Al analisis de las células de la médula ésea de los
especimenes de Rattus novergicus cepa holtzman,
se observd un incremento significativo de
alteraciones cromdmicas en las células tratadas con
cloroquina (45 + 5.2) y ciclofosfamida (153.5 *
12.3) respecto al control negativo (4 + 1.4) (Tabla
1y Fig 1), entre las alteraciones cromosomicas que
se evidenciaron tenemos a: lesiones en las
cromatidas y la subsiguiente recombinacién entre
dos 0 mas cromosomas denominadas intercambios
tri-radial (Fig. 2. A yb), lesiones en las crométidas
con minima perdida de alineacion llamadas lesion
acromatica o gap cromatidico (Fig.2.c) vy
discontinuidad en las crométidas que tiene clara
pérdida de continuidad conocidas como ruptura
cromatidica (fig. 2d).
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Tabla 1. Frecuencia de alteraciones cromosdmicas en células de médula 6sea de Rattus norvegicus

Frecuencia (%) de alteraciones cromosémicas
(x £ DE)

Grupos de trabajo

Grupo experimental:
o + . *
Cloroquina 300 mg/kg pc B2
*P <0.05
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Fif. 1. Frecuencia de alteraciones cromosomicas en células de médula 6sea de Rattus novergicus cepa
holtzman expuestos a cloroquina.
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Fig. 2. Placas metafésicas de Rattus norvegicus cepa holtzman muestran alteraciones cromosémicas
expuestos a cloroquina: a) y b).-intercambio tri-radial, c) lesién acromatica o gap cromatidico y d). —
ruptura cromatidica.

Fig. 3. Placa Cromosdmica normal de Rattus norvegicus cepa holtzman.
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DISCUSION

Los biomarcadores de genotoxicidad como el
de las alteraciones cromosOmicas sirven para
valorar el dafio potencial que ocasiona las
sustancias en el material genético de los
individuos expuestos. En la experiencia el
efecto genotdxico de Cloroquina en Rattus
norvegicus cepa holtzman se evidencia por la
presencia quiebras o rupturas cromatidicas,
intercambios triradiales y lesién acromatica o
gap cromatidico en las células de los
especimenes que fueron expuestos (Fig. 2). Los
intercambios triradiales resultan de la quiebra
simultdnea de dos o mas cromosomas, tales
quiebras pueden afectar a una sola cromatina o
ambas cromaticas, lo cual conduciria a una
desregulacion de transcripciébn de genes
afectando parcial o totalmente su funcion®.

Las rupturas cromatidicas o cromosdmicas (Fig.
2), son evidencia del efecto genotdxico de
Cloroguina (CQ), ya que las alteraciones
cromosémicas son consecuencias directa o
indirecta del dafio a nivel del ADN, asi las
rupturas cromosomicas como las encontradas en
el presente estudio pueden resultar de lesiones
en el ADN como producto de la oxidacion de
las purinas y pirimidinas inducida por la CQ®,
sequida de la no reparacién®*2. Asimismo, las
rupturas cromosémicas pueden ocurrir como
consecuencia de la accion de inhibidores de la
Topoisomerasa Il, tal es el caso de la
cloroquina.

La Topoisomerasa es la enzima nuclear que
interviene en los procesos de segregacion
cromosémica y en el relaje del estado
topologico del ADN mediante cortes y
religamientos, por lo cual la CQ como inhibidor
de la Topoisomerasa Il determinaria un
aumento en el dafio cromosémico en el grupo
expuesto con respecto al control®.

La presencia de alteraciones cromosémicas
encontradas nos  permite  relacionar el
mecanismo de accién de la droga que produce
rupturas en el ADN con imposibilidad de la
célula para reparar correctamente estos dafios,

11

lo cual se tornaria irreversible por saturacion en
los dafios en los sistemas de reparacion del
DNA y control del ciclo celular que a futuro
podria ocasionar entre otras enfermedades el
desarrollo de diversos tipos de cancer™.

CONCLUSION

La cloroquina lesiona el ADN de las células de
médula 6sea de Rattus norvegicus cepa
holtzman conduciendo al aumento significativo
de la frecuencia de alteraciones cromosdmicas
en los grupos experimentales respecto al grupo
control.
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