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CAPITULO I

INTRODUCCION

El cincer o neoplasia maligna, es un conjunto de enfermedades que pueden ocurric
en cualquiera de los tejidos corporales y que s¢ caracierizan por la proliferacidn desordenada
¢ incontrolada de células que, por su morfologia ¥ funcionalidad, no son susceptibles a las
seiales de control de las demds células del organismo. Este crecimiento incontrolado sin
restricciones tales como la limitacién por contacto y pérdida del anclaje, permite que las
células invadan tejidos adyacentes y frecucntemente sean capaces de producir crecimicnto a

distancia (metdstasis) {1},

Debido a que el cincer constituye hoy dia un problema de salud piblica, no sélo en
Méxice sino cn todo el mundo (hay estimados 5.9 millones de nuevos casos por afio
mundialmente), la bisqueda de firmacos anticancerigenos esti justificada, ya que muchos
de los mumores son refractarios o se vuelven refractarios a los Ffirmacos existentes
resultando entonces conveniente tener mayores opciones terapéuticas, sin perder de vista
en Ia bisqueda opcinnes menos dxicas y con mayor espectro de accidn. Conscientes de lo
anterior, un grupo de investigadores de la Facultad de Quimica, encabezados por a Dra.
Lena Ruiz levd a cabo el disefio, sintesis y caracterizacion de un conjunto de compuestos
de coordinacién con cobre como centro metilico, que han mosieado acuvidad
anuneoplisica en diversos sistemnas de prueba. Dichos compuestos han sido patentados pot

la UNAM v registrados con ¢l nombre de Casiopeinas (2}
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En este trabajo sc cvalia la actividad antineoplisica de cuatro Casiopeinas, empleando
diversas lineas celulares humanas de Cincer cérvicouterino: Hela, [aB). y Siha, ademds de
lineas celulares murinas: melanoma B16 y Carcinoma de pulmén de Lewis in wifro, a toavés
de la evaluacién de la sobrevivencia celulac con la incorporacién de sulforrodamina-B

mediante un método colorimétrico.



CAPITULO If

GENERALIDADES

21 ELCANCER

El cincer puede definirse como la pérdida de la regulacion metabélica, debida 2
alteraciones en ¢l genoma celular que afectan la expresion o funcién de genes que

controlan el crecimiento y diferenciacién celular.

Es un problema global y no, como a veces se piensa, limitado a las naciones
industrializadas. Hay estimados 5.9 millones de nuevos casos por aie mundialmente. Sin
embargo, hay una gran variacién en los patrones de ocurrencia de cincer en diferentes

regiones del mundo.

En 1991, las muertes debidas a cincer ocuparon el segundo lugar, sélo superadas por
las enfermedades cardiacas, causando 2.3 millones de los 11 millones de muertes reportadas

a la Organizacién Mundial de Salud.

De acuerdo con Kundson, las causas del cincer pueden ser clasificadas cn los

siguientes grupos:
a) Predisposicidn genética
b) Factores ambientales {ocupacionales, dicta, firmacos, contaminantes)
¢) Factores ambientales interaccionando con predisposiciones genéticas
d) Facrores desconocidos.

De acuerdo a datos epidemioldgicos s¢ pronostica que en los Estados Unidos, una

de cada tes personas padecera algin tipo de cdncer en su vida, que dos de cada tres



familias se verin afectadas con un enfermo y que una de cada cuatro personas morird por

cincer (2).

En un ogganismo pluricelular existe una estructura jericquica que debe ser manienida,
las células que integran un tejido normal se caractcrizan por [ener rasgos, que al

malignizarse se pierden o modifican:

Tabla No. 1. Caractetisticas diferenciales de células normales y malignas

CELULAS MALIGNAS CELULAS NORMALES

No respetan la division de funciones en el Respetan una divisién de funciones dentro

tejido del tejido

Son inmortales Tienen tiempo de vida limitado

Pérdida de la inhibicion por contacto Presentan inhibicién por coatacto

Proliferacién descontrolada Su proliferacion es controlada

Pérdida de la organizacidn Su citoesqueleto  tene  orgamzacion
detcrmunada

Hay diferenciacién erronea Células diferenciadas

Uso de vias anaerobias en la generacién de Uso de vias convencionales en la

encrgia generacion de energia

Se hacen independientes de anclaje Las células tiencn “dependencia al anclaje”

Lo que diferencia a una neoplasia benigna (también llamada mor benigno) de una
neoplasia maligna o cincer, es el hecho de que, en la pamera, la formacion turnoral esta
delimitada por una pared o cipsula que la separa del tejido circundante, ¥ asi permanece,
casi siempre, indefinidamente. En cambo, la neoplasia se maligneza y sc habla de un edncer
cuando las células tumorales no estin formande una estrucrura bien ciccunscrna v local,

sino que, por ¢l contrario, pueden migrar, atravesar la membrana basal del cepdo ongal ¥



trasladarse mediante el torrente sanguineo o linfitico a Grganos remotos que pucde

colonizar o invadir.

2.1.1 Nomenclatura

Un tumor recibe nombre de acuerdo al tejido con el cual tene mds stimilinudes, aunque
este criterio s6lo puede ser aplicado a tumores benignos, dado que las formas mahgnas no
se asemejan a tejidos normales. Asi, por ejemplo se denomina fibroma al umor originado
de tejido conectivo; nixoma, si es tejido conectivo mucoso; lipoma, cuando ¢s tejido graso,

etc.

Por su origen histolégico, los tipos de cincer se clasifican en carcinomas { que son los
mis frecuentes) si se derivan de la malignizacién de epitelios; sarcomas, si son el resulado
de la transformacién maligna de células de tejidos conectivos o de sostén; leucemias y

linfomas, si son malignizaciones de células hematopoyéticas.

El cincer ¢s un trastorno celular con concrecion histologica. El diagnéstico de un
céncer es en tltima instancia un dizgnostico histolégico. Diagnosticar un cancer ¢s dea,
frente a una laminilla con un corte histoldgico de un tumor, si ha habido o no rempimicnto

de la membrana basal e infiltracion en otro tejido por las células de ese tumor.



Tabla No. 2. Nomenclatura tumoral

CONECTIVO
CONECTIVO GRASO
TEJIDO GRASO

CUERDA DORSAL

CELULAS
PIGMENTADAS

ENDOTELIO

EPITELIAL
GLANDULAS

OSEQ

MUSCULAR LISO

MUSCULAR
ESTRIADO

TUMOR BENIGNO
FIBROMA
NIXOMA
LIPOMA

CORDOMA

MELANOMA

ENDOTELIOMA

PAPILOMA
ADENOMA

OSTEOMA

LEIOMIOMA

RABDOMIOMA

TUMOR MALIGNO

"FIBROSARCOMA
NIXOSARCOMA
LIPOSARCOMA

SARCOMA
NEUROGENICO

MELANOMA
MALIGNO

ENDOTELIOMA
MALIGNO

PAPILOMA MALIGNO
ADENOCARCINOMA

SARCOMA
OSTEOGENICO

LEIOMIOSARCOMA

RABDOMIOSARCOMA

Ademis de existr ésta clasificacion de las neoplasias malignas, también, dentro de cada

tipo de ellas, existe una clasificacion de acuerdo al grado de progresién de b enfermedad



Tabla No. 3. Mctistasis

T= Tumor primatio N= Nodo Linfitico M= Metistasis a distancia

Regional

TO = No evidente NO = Nodo Linfitico MO = No hay evidencia
Regional
T1 = Tumor pequeiio o N1 = Afectacion unilateral M1 = Presencia de metdstasis

menor de 2 cm

T2 = Tumor entre 2y 5em. N2 = Afectacidn bilateral
Con invasién minima
T3 = Tumor mayor de 3 em. N3 = Determinar
Invasivo

a) Ausencis de metistasis

b) Presencia de metdstasts

T4 = Muy invasivo

Con éstas observaciones clinicas, se clasifica en estadios clinicos bien definides o

crapas:

Tabla No. 4. Estadfos clinicos

CARACTERISTICAS

T U UTINOMO, T2NOMO
u TINIMO, T2N1MO
1L TINZMO, T2N2MO, T3NO-3MO, T4NO-3MO, cualquiera Nb

v Cualquiera M1




2.1.2 Metistasis

La habilidad de células cancerigenas para invadir otros tejidos y diseminarse a otras
partes del cuerpo donde pueden generar nuevos tumores (metistasis} ¢s la mayor

propiedad que lleva a ln muerte del huésped.

lLa metistasis comprende una compleja seric de acontecimicntos gque implican
interacciones entre las células malignas del mor originatio y células normales del
organismo. Se han establecido las etapas secuenciales que pueden levar a la colonizacion a

distancia (3):
1) Extension a los tejidos circundantes
2} Penetracién en las cavidades y vasos del cuerpo
3) Desprendimiento de las células amorales para su desplazamiento a otras zonas
4) Reinvasién del tejido en el punto de parada

5) Alteracién del nuevo tejido en orden a facilitar la supervivencia, vascularizacion y

desarrollo tumoral de las células wmorales,

En estos momentas se esti obteniendo informacién muy valiosa relacionada con esta
cadena de procesos, se ha descubierto el gen MN23 (murino) equivalente a un gen en el
cromosoma 17q del humano, que parece ser un gene supresor de metastasts, la expresidn
de estc gene se ve disminuida en mumores altamente metastisicos. Entre los objetvos
perseguidos por diversos grupos de investigacién esta la posibilidad de incrementar la

expresion de este gene en tumores para impedir su capacidad metastatizante.(3).

Ciettas observaciones clinicas denotan que determinados upos de wmores prumarios

enciecran una tendencia 2 metasuzar de un modo preferente, en algunos drganos. Asi los



carcinomas de mama tienden a diseminarse por el cerebro y pulmones; los wmores
pulmonares desarrollan frecuentemente metistasis en el cerebro y glindulas suprarrenales y

¢l carcinoma de préstara lo hace en el hueso(3)

-

2.1.3. Factores que originan el cincer

Se acepta, que las causas del cincer se dividan en dos grandes grupos: las exdgenas o
ambientales, asociadas al 80-90% de todos los casos padecidos por los seres humanos, y las

enddgenas, a las que se debe ¢l 10-20%% restante (2).

En mayor o menor medida colaboran, entre otros, el uso cotidiano de medicamentos
variados, aditivos alimenticios, cosméncos, plaguicidas, productos industriales y del hogar,
el tabaquismo activo o pasivo, la ingestién de bebidas alcohélicas, de estimulantes o ambos;
la vartada exposicién ocupacional y los alimentos incluidos o excluidos de la dieta, Las
radiaciones ionizantes o no ionizantes rambién son factores exégenos del cancer pero de
naturaleza fisica. Elementos edolégicos de namraleza biolégica son los virus y las
infecciones crénicas  microbiologicas, A demds de que diversas observaciones
epidemiolégicas han permitido conocer ¢l papel del estrés, la depresion y la angustia en la

generacion de el padecimiento.

Las causas enddgenas, a las que parcce deberse la menor proporcidn de los tumores

malignos, pueden ser de dos upos, espontineas ¥ heredetarias.

Ya sean ambicntales o enddpgenas, el factor comin que parece agrupar todas las
etiologias de las neoplasias malignas es el “blanco” sobre el que acnian: el material genético,

es decur, el ADN,
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El proceso mediante ¢l cual se convierte una ¢élula normal en una célula maligna,
nunca ocurre en un solo paso, y no puede ser atribuida a la mutacion de un sélo gene.
Debe haber una seric de cambios en las propiedades de las células que onginen l
formacién de! mumor alterando los controles de proliferacion, diferenciacion, o ambos
(carcinogénesis), se trata de un proceso complejo que transcurre a lo largo del tiempo y 2
través de diferentes ctapas. La evidencia general de varios pasos en carcinogénesis viene de

una seric de observaciones clinicas, epidemiolégicas y de experimentos de laboratorio.

En los afios setenta ¥ ochenta, un investigador inglés, Siaga, trabajando con su modclo
de induccién de cdncer por compuestos quimicas en picl de ratén, observéd que algunos
compuestos inducian el cincer por si mismos, mientras que otros necesitaban la aplicacién
de compuestos auxiliares para la aparicion del tumor. Slaga interpretd los resultados
postulando que la carcinogénesis es un proceso que transcurre a través de diferentes ctapas.
Hizo una divisidn operativa experimental del proceso en las etapas de iniciacion,

promocién y progresion (1).

Desde cntornices, se habla de iniciacion como un dafio permancnte y transmisible cn el
ADN de una célula que si no se repara, se fija como mutacién, quedando la célula
“iniciada”, No es un dafic “critico™ para la malignizacién, es decir, Ja célula iniciada no se
ve conducida inevitablemente a una transformacién maligna. Este cambio sélo ofrece una
ventaja selectiva a la célula que lo tene. La frecuencia con la que ocurre ¢l evento inducido
quimicamente puede ser de 1 en 10 000. Los agentes iniciadores son, por definicidn,

COMpUESIOs genotéxIcos, O sea, que pueden interactuar con el ADN y dadarlo.

La promocién es un proceso que aun 0o s¢ comprende en toda su complejidad. En
esta etapa ocurre una expansion clonal, que puede ser reversible (hiperplasia), a pacur de la
célula que se inicié. Esta es la erapa en que se forma propiamente la neoplasia. Las células

promovidas que constuyen el colon mmoral siguen sicado todavia células beugnas (4).
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La progesion umoral es, finalmente, la adquisicién por ka neoplasiz del caricter
maligno, Se explica mediante la aparicién secuencial de subpoblaciones cada vez mds
aberradas genéticamente y de una heterogencidad celular incrementada deatro del clon
neoplisico. Los cambios genéticos progresivos y acumulativos que se presentan son, entre
otres, aneuploidia, pérdida de slelos y amplificacion génica. El rasgo distintivo de esta etapa

terminal es la capacidad de escapar, invadir y colonizar o metastatizar 6rganos distantes.

En ¢l ser humano, las obsetvaciones epidemioldgicas han permitido estimar en
aproximadamente 10-20 afios de duracion del proceso de carcinogénesis, desde la

exposicion primera del agente iniciador hasta la aparicion del cincer.

El modelo de Slaga ¢s el mds sencille que se ha propuesto, pero otros investigadores
han considerado necesara la introduccidn de una etapa intermedia entee a célula iniciada y
la promocion, a este estadio se le Uama prencoplisico y se ha definido como un estado
celular cualitativamente distinto al de la célula iniciada, que precede al desarrollo de
tumorcs, cn ] cual s obscrvan cambios (cnotipicos variados, dependiendo del tejido, éstos

cambios parecen ser principalmente ciroplasmiticos.

Ouz de las observaciones clinicas frecuentemente encontrada es que los umores
adquicren cada vez un fenotipo mids maligno, lo que podra interpretarse como Ia

acurnulacidn de mutaciones y de subpoblaciones celulares.

Hay buena evidencia directa para algunos tpos individuales de cincer que algunos
cambios son necesarios para Ia expresion completa det fenotipo maligno. Un ejemplo muy
claro es ¢l del linfoma de Burkitr (LB) que es una consecuencia rara de la infeccién por el
virus de Epstein-Barr (EBV), donde se ve que en los lugares donde se padece mis
frecuentemente aparece una co-infeccién con malaria, levando 2 la inmunosupresién no
especifica que permute la proliferacidon de células transformadas con la actvacién de un

oncogene.



2.2. TRATAMIENTOS ANTINEOPLASICOS

Durante muchos afios ¢l tratamiento del cdncer se ha realizado a través de tres
procedimientos principales los cuales son: ¢! tratamicnto quinirgico, la radioterapia y la
quimioterapia. Actualmente se han descubierto y desarrollado nuevas formas eatre las que
se encuentran la inmunoterapia, hormonaterapia, crioterapia y los que se encuentran cn
fase experimental como la terapia génica, los fotosensibilizadores, radiosensibilizadores ¥
radioprotectores, la radioterapia con particulas densamente ionizantes y la radioterapia

intraoperatoria.

2.2.1. Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la utlizacion de compuestos quimicos. ste upo de
terapia ha prescatado resulizdos alentadores dado que los compuestos quimicos pucden
influir en todos los sitios de unz enfermedad metastasica después de ser administrados. Es
ésta la principal ventaja y ¢l principal incoaveniente ya que los compuestos no pucden
discriminar entre células neoplisicas y otras células normales del organismo con alro indice
reproductivo (5). En genenl, los principales efectos téxicos que produce un agente
quimioterapéutico son, en forma aguda: anorexia, vomito, diarrea, supresion funcional de la
médula 6sez y del sistema inmune, asi como anafilaxia y cambios en el sistema urinano. De

forma cronica se presentan dafios principalmente en el corazéa (6).

Hace 500 afios ya existia el concepto del tratamiento del cincer con firmacos, se sabe
gue con este proposito se empleaban preparaciones de plata, zinc o mercuno (7). En 1865
se documenté el uso del tratamiento sistemético en neoplasias malignas admunistrande
arseniato de potasio a pacientes con leucemia y observando efectas posiuvos. En 1898,
Paul Erhlich descubrié el primer agente alquilante (arsefenamina), 30 anos después de ser
descubierto comenzé a ser aplicado en ¢l tratanuento de neoplasias en humanos. L la

quimioterapia actual existen 44 compuestos aprobados para su uso en humanas (8), (1)
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Actualmenie existen numerosos firmacos tanto de arigen orginico y algunos de origen
inorginico que son utilizados en la quimioterapia del cincer. Sin embargo, entre los de
origen inotginico, existe uno que revoluciond en este 4mbiro y cuyo descubrimiento fue
azaroso, s¢ trata del cis-diamino-dicloro-platino (II), conocido comercialmente como
Cisplatino, un compucsto de coordinacién que ¢jerce su efecto antineoplisico
interactuando con el ADN al igual que un andlogo de é que presenta la misma efectividad
pero que resulta menos tdxico, €l carboplatino. No obstante muchos tumores son
totalmente refractarios al Cisplatino, ha estimulado el discito, la sintesis y la evaluacién de
muchos nuevos agentes en la bisqueda de compuestos con toxicidad reducida y diferentes

propicdades biologicas.

La cvidencia experimental acumulada para ¢l Cisplatino a través del tiempo ha
propuesto que compuestos de coordinacion que satisfagan los siguientes postulados tienen

potencial antineoplisico (38):

¢ Estos complejos deben intercambiar ripidamente s6lo algunos ligantes en

reacciones con moléculas biologicas.

¢ Los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la forma activa puede

estar cargada después de interccambiar algiin ligante en la especie viva,

# Son necesarios dos ligantes cis monodentados (o bien uno bidentado) como grupos

saliente. Los is0meros trans son inactivos

¢ Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran ¢n un intecvalo

especifico de labilidad.

¢ Los bgantes no intercambiables en la molécula deben estar fuertemente enlazados.

El hecho de que haya mumores refractarios al Cispladno y su toxicidad estimulan la

bisqueda de compuestos con las siguientes caracteristicas ideales:

¢ Ausencia de resistencia cruzada al Cisplatino



¢ Un espectro mis amplio de actividad, particularmente cn dreas clinicas donde el

Cisplatino no ha demostrado cfectos terapéuticos
¢ Disminucién de efectos eméticos y reanales (toxicos directos en general)
¢ Sinergismo en terapias combinadas
¢ DBajo potencial oncogénico

La principal toxicidad del Cisplatino incluye: toxicidad renal dosis-limitante, nadsea
y vémito, miclosupresién, ototoxicidad, y disminucion de los electrolitos séricos. El uso
intensivo de hidratacién intravenosa cuya consecuencia €5 la diuresis, ha disminuido 1
gravedad de la nefrotosicidad inducida por ol cisplatine. El nimero de efectos sceundarios
menores continda incrementando conforme incrementa la experimentacién clinica del

farmaco. Estos incluyen ahora 1a tinitus, sordera, nucropatia perifécica ¢ hipomagnesema.

Los compuestos de platino (II) tales como el Cisplatine reaccionan con nucledfilos
para formar productos de adicion; el Cisplatino es bifuncional en el senddo de que cada
molécula dene dos sitios de reaccién con nucledfilos. Es este respecto, ef Cisplatine v sus
derivados se¢ asemejan a los agentes alquilantes bifuncionales como las mostazas
nitrogenadas. Como éstas, el Cisplauno pucde reaccionar con una variedad de sios
moleculares en la ¢élula, pero la reaccién mis significativa desde el punto de vista biolénco

es probablemente con el ADN(38).
Figura No.1. Mecanismo de accidn del Cisplatino
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a] UNION BIFUNCIONAL & UNA BASE DE ADN
b) ENTRECRUZAMIENTO ADN-PROTEINA

¢) ENTRECRUZAMIENTQ INTRACATENARIQ
d)ENTRECRUZAMIENTO INTERCATENARIO




2.3,.CASIOPEINAS

La biisqueda de firmacos anticancerigenos esti justificada, ya que muchos de los tumores
son refractarios o sc vuelven refractadios 2 los firmacos cxistentes resultando entonces
conveniente tener mayores opciones terapéuticas, sin perder de vista en la bisqueda opciones
menos tGxicas y con mayor cspectto de accidn. Conscientes de lo anterior, un grupo de
investigadores de 1a Facultad de Quimica, cacabezados por la Dra. Lena Ruiz llevé a cabo el
disefio, sintesis y caracterizacidn de un conjunto de compuestos de coordinacién con cobre
como centro metilico, que han mostrado actividad antineoplisica en diversos sistemas de
prucba. Dichos compuestos han sido patentados por la UNAM (2) y registrados con el nombre
de Casiopeinas. Por afiadidura, ¢l hecho de que en México exista la necesidad de importacién
de los firmacos incrementzndo su costo, haciendo en ocasiones inaccesible la opcidn a un gran
nimero de pacicntes con las consecuencia éticas que esto implica, justifica ain mds el tener

mayores opciones y mds accesibles.

En el disefio y sintesis de los compuestos se eligié como centro metilico en cobre (II). Con
respecto a los ligantes, se considera la capacidad quelante y el grado de hidrofobicidad ¢
hidrofilicidad de los mismos. Estas caracteristicas se reflejan en las propiedades que estos
compuestos presentan, en términos de solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de
transporte a wavés de las membranas y estabilidad, de tal manera que se leva a cabo una
interaccién de los compuestos con el ADN, entre otras posibilidades de mecanismo de
actividad. En la esfera de coordinacion, las Casiopeinas presentan un ligante bidentado del tipo
diimina (N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o donader (O-O) (11). Estos
compuestos han sido clasificados en siente grandes grupos L IL, 1L IV, ¥V, VI y VIl cuyas

formulas generales se muestran a continuacion:



Tabla No.5. Familias de Casiopeinas

Péptido

Difenilfenantrolina CASIOPEINA T [CASIOPEINA 1 }CASIOPEINA LI

4, ?-dimerilfenantrolina CASIOPEINA II |CASIOPEINA [l |CASIOPEINA Il

fenantrolina

S-R-fenantrolina CASIOPEINA V | CASIOPEINA V [CASIOPEINA 111

Teramctilfenanuolina CASIOPEINA CASIOPEINA CASIOPEINA il
Vi1 vl

Dimetil-difenilfenantrolina

$,6-dimetilfenantrolina CASIOPEINA VI | CASIOPEINA VI {CASIOPEINA 111

Dimetilbipiridina CASIOPEINA IV [ CASIOPEINA IV [CASIOPEINA III

Bipiridina

Firmacos empleados en este trabajo
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Hasta 1a fecha se han sintetizado cerca de 100 Casiopeinas, las cuales cstin
canacterizadas quimicamente y en proceso de caractetizarse con detalle fisicoquimicamente

(12).

El desarrollo de Casiopeinas es un proyecto multidisciplinario integrado por equipos de
tmabajo de diferentes instituciones: Facultad de Quimica (UNAM), Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (UNAM), Facultad de Medicina (UNAM), lastituto de Investigaciones
Biomédicas (UNAM), Instiutc de Fisiologia Celular (UNAM), Instiato Nacional de
Cancerologia (INCan), Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) y otras

colaboraciones a nivel intemacional.
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2.4. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA EVALUACION DE UN
COMPUESTO ANTINEOPLASICO

Figura No. 2. Diagrama Dc Flujo Pasa La Evaluacién De Un Compucsto
Antincoplisic

—— Disefio, sintesis y caracterizacion

|

Actividad citostatica in vitro-in vivo

1

Actividad antineoplasica in vitro-in vivo

/ Toxicologia v farmacologia \

Modeclaje Clinica veterinaria

Mecanismo de accion

|

Relacion estructura -actividad




cariTuLoO IiI

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Las Casiopeinas serin capaces de disminuir la proliferacién celulac en al menos alguna de las
lineas cefulares a prueba; el modelo utilizado para este estudio serd lo suficientemente sensible
para mostrar diferencias de selectividad y grado de actividad de las Casiopeinas en estudio
frente 2 las lincas celulares empleadas para asi poder establecer una relacién cstructura-actividad

cualitatva.



3.2. OBJETIVOS
3.2.1, Objetivo General

¢ Evaluar 12 actividad antincoplisica de cuatro Casiopeinas en diversa lineas celulares
tumorales murinas (melanoma B16 y carcinoma de pulmén de Lewis) y hunanas de
carcinomas cérvico-uterinos {Hel.a, InBl, Siha) obteniendo asi un modelo de cernimuento ¥

de correlacién estructura-actividad cualitativo.

3.2.2, Objetivos Particulares

¢ Esmblecer un sistema de prucba para la evaluacidn de la inhibicién de la proliferacion

celular.

¢ Demostrar que Ias Casiopeinas en estudio muestean actividad en el sistema de prueba.

4 Establecer la magnitud de la acovidad de cada Casiopeina en las diversas lineas rumorales al

calcular la Concentracién Inhibitona media (CI50)

# Evaluar la posible selectividad en |2 actividad de cada Casiopeina hacia una ¢ vatias lineas

celulares.

¢ Aportar informacién sobre la actividad de las Casiopeinas con el fin de cooperar con la

investigacién de firmacos anuneoplisicos que se realiza dentro de la Facultad de Quimica.



CAPiTULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1 Cultivo de lineas celulares tumorales inr vitro

Las células que se encuentran dentro de un organismo pueden crecer debido a que
reciben todos los nutrienies necesarios para su desarrollo. Las ¢élulas tumorales pueden crecen
in vitro empleando un medio de cultivo que contenga todos los elementos necesarios para su
etecimicnto, como son: una fuenie de catbono, como la glucosa, una fucnte de nitrogeno y
cofactores, aminodcidos esenciales y vitaminas, asi como oligoclementos y factores de
crecimiento que aporta ¢l suero fetal bovino. Ademis existen células que requicren de ciertos

factores especiales que deben ser adicionados al medio para ¢l crecimuento adecuado.

De acuerdo a la procedencia y al tipo de subcultive se clasifican en:

1. Cultivo primario: es aquel que s¢ obtiene directamente del tejido animal; estd constituido
por células bien diferenciadas cuya permanencia en culuvo es corta.

2. Cultivo secundario: se obtiene a partir de un cultivo primario, se comporta de fa misma
forma que éste.

3. Cepa celular se trata de un cultivo celular bien caracterizado. Consta basicamente de tres
fases: inicio, reproduccién (divisidn celular) y muerte.

4. Linea celular Se reficre a2 una estirpe celular, que se divide aceleradamente, y que muestra
un tiempo de vida indefinido, es decir, que es inmortal bajo condiciones de culuvo

establecidas.

En el presente reabajo se scleccionaron fas lineas celulares B16 {melanoma munno), LL
(carcinoma de pulmén de Lewis, murino), HeLa, Stha, e InBl (caranoma cervicouterino

humano} para detectar Ia actividad antineoplisica de cuatro Casiopeinas.
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4.1.1. Generalidades de la Linea Celular HeLa (Carcinoma epitelioide

de cérvix humano)

HeLa fue la primeea linea celular epitelioide de tipo ancuploide derivada de un tepdo
humano y mantenida continuamente por una seric de cultivos celulares. Fue aislda en
1951 de un carcinoma de cérvix de una mujer negra de 31 afios de edad  {Cancer Res.
12:264,1952 ). Una reexaminacidn ceciente de las muestras originales efectuadas por Jones
et al, (Obster. Gyaecol 38:945-949,1971) diagnosticaron ¢l tumor como  un
adenocarcinoma, Desde su origen, esta ha sido una de las fineas celulares mis cxrudindas.
Después dc varios congelamientos y recultivos, la linea fue reactivada en noviembre de
1961 por la American Type Culture Collection. La linea fue sometida a aproximadamente
76-88 pases y fue considerada muy similar a las caracteristicas descritas en los estudios

clisicos de Scherer , Syverton y Grey {J. Exp. Med. 97:695,1953).

Datos geneales de las células Hela:

+ Numero de subcultivos seriados en ol tejido de origen: Desconocido; 90-102 desde el
cultivo recibido por W. F. Scherer en 1952.

& Caracteristicas de crecimiento de células descongeladas:Un inéculo de 0.5-1.0 * 105
células viables7mL en medio de cultive a 37°C, con una atmésfera de 5% de didxido
de earbono y 95% de aire, se multiplica aproximadamente 15 veces en 7 dias.

¢ Morfologia: Tipo epitelial.

¢ Cariologia Distnbucién de frecuencia cromosémica en 50 células: 2n=4
CELULAS: 1 5 2 5 9 13 8 3 1 1 | 1
CROMOSOMAS: 70 78 79 80 8! 82 83 84 B85 86 147 164
Hay un cromosoma telocéntrico en 98% de las células, 100%de anucoploidia en 1383
células examinadas. Han sido teportados en la literatura 4 marcadores cromosémicos
caracteristicos de HeLa: M1 es un arreglo dé brazo largo y centrémero del cromosoma
1 ¥ el brazo largo del cromosoma 3; M2 es una combinacién del brazo corto del
cromosoma 3 v el brazo largo del cromosoma 5; M3 es un isocromosoma del brazo
corto del cromosoma 5; M4 consiste en el brazo largo del cromosoma 11 y un brazo

del cromosoma 19.

¢ Marcadores cromosdmicos de HeLa: Una copia de M1, una copia de M2, 4.5 copras de
M3 y 2 copias de M4 reveladas pro patrones de bandeo G

¢ Esteriidad: Resultaron negativas las pruebas para Micoplasma, bacteras v hongos.



¢ Especie: Confirmada como humana con pruebas de inmunofluorescencia.

¢ Susceptbilidad a virus: Es susceptible a poliovirus tipo 1 y adenovirus tipo 3.

¢ Transcoptasa reversa: No detectada

¢ [soenzimas: G6PD tipo A

¢ Proporcionada por: W. F. Scherer, Departamento de Microbiologia, Cornell University
School of Medicine, Nuceva York, N. Y.

¢ Preparada y camacterizada por Child Research Center of Michigan, Detroit, ML, ¥
ATCC, Rockville, MD.

¢ Medio de cultivo: D_MEM suplementado con glutamina, HEPES, insulina,

amincdcidos no esenciales, antibidtico-antimicatico y 10% de suero fetal bovino.

4.1.2. Generalidades sobre la Linca Celular SiHa (Carcinoma escamoso de

cérvix humano)

El medio mis comiin para su propagacén es ¢l Eagle's MEM con aminoidos no
esenciales y piruvato de sodio, suplementado con el 10% de suero feral bovino.

Esta linea se establecid a partir de fragmentos de la muestra del tejido primario
obtenido en la cirugia de una paciente japonesa (F. Frield, « o/, 135: 543-543, 1970). Las
células fueron colocadas en matraces de cultivo con medio esencial de Eagle’s con 20% de
suero fetal bovino. Como se hace comiinmente, se observaron las muestras a los 7-10 dias
¥ se observé que solamente las rnuestras de ésta paciente (1-10) proliferaron para producir
una linea celular. Las observaciones al microscopio electrénico revelan la presencia de
desmosomas tipicos y abundantes tonofilamentos en el citoplasma. Un culiivo de un
nimero desconocido de pases fue depositado en la ATCC en 1973 por Y. Ito. En 1975 se

detectd y elimind contaminacion por micoplasmas.

s . s células §
¢ Datos del pacicnte: 35-afios, Sexo femenino, raza mongoloide
¢ Crecimiento como: Monocapa, transfiniéndose 1:10 semanalmente.

+ Morfologia: Tipo epitelial
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+ Ciropatologfa In sitro: (P19) Células no diferenciadas de carcinoma

¢ En ratén desnudo: Forma un carcinoma cpidermoide pobremente diferenciado, Grado 111

¢ Ntmero de subcultivos scriados a partir del tejido de origen: Descanocido

¢ Medio dc congelamiento: Medio de cultivo 95% y DMSO 5%, libre de anizbidticos.

¢ Viabilidad: 97%

* Medio de cultivo: Medio minimo esencial Eagle’s con aminodcidos no esenciales y piruvato
de sodio 85% y 15% de sucro fetal bovino.

¢ Isoenzimas: PGMj, 1; PGM: 1; ES D, 3, AK1, 1; ME-2, |, GLO-1.% G6rnp, B

Frecuencia fenotipica: 0.0003

* &

Esterilidad: Las prucbas para microplasma, bacterias y hongos fueron negativas.

¢ Especie: Confirmada como humana por andlisis de isoenzimas.

4.1.3. Generalidades sobre la linea celular de melanoma murino B16

Actualmente hay dos procedimientos usados para aislar poblaciones de células con
capacidades metastasicas diferentes a las de la poblacidn oniginal. En un principio las células
mmorales son seleccionadas in vivo. Esus células son inoculadas subcutincamente
inoculadas por via intravenosa a los ratones, y sc deja que ocurra la metistasis. Las lesiones
metastisicas son después recolectadas y estas células se usan para repeur el procedimiento. El
proceso sc Tepite por vamas veces. Este procedimiento fue originalmente uthzado para
obtener la linea celular B16-FO que se selecciond del melanoma murino B16. Sc ve una
incrementada capacidad metastisica aunque no resulté en un marcado crecimiento preferencial
por un 6rgano particular. El otro procedimiento ha sido la seleccidn in vitro de un fenotipo en

particular.

El melanoma B16 ha sido repettdamente pasado en animales y culuvos por vamas
ocasionts, las observaciones de heterogeneidad merastisica de ésta linea puede ser un artefacto
resultante de la longevidad de la linca. Con esta linea y otras se ha demostrado que las lineas
recientemente obtenidas no son menos heterogénceas que las de mayor tiempo, en cuanto a su

capacidad mertastisica,

El melanoma B16 tene proliferacion adecuada en medic de Eagle's modificado (D-

MEM) adicionado del 10% de suero feral bovino, con crecimiento ¢t MoNGEapa.




4.1.4. Generalidades sobre la linea de Carcinoma de Pulmoén de Lewis

(LL)

¢ Nimero de pases de cultivo: 9; PDL 7 en ATCC

¢ Medio de propagacién: Medio modificado de Eagle con 4.5 g/L de glucosa (90%} y 10%
de suero fetal bovino.

¢ Informacién adicional: La linea celular del Carcinoma de Pulmén de Lewis se establecié a
partir del pulmén de ratén de la cepa C57BL que desarrollé carcinoma a partir de la
inoculacién de el carcinoma primario de Lewis. Los nddulos metastisico se recolectaron y
clonaron in vitro. Estas células se duplican en 21 horas, son altamentemente metastisicas
en ratones C57BL y es seasible al metotrexato. Esta Linca es ampliamente utilizada como
modelo de estudio de metistasis y para conocer los mecanismos de accidn de agentes

quimioterapéuticos.




4.2. REACTIVOS Y MATERIALES:

4.2.1, MATERIALES

Matraces de cultive COSTAR
Microplacas de 96 pozos COSTAR
Pipetas serolégicas desechables estériles COSTAR
Tubos de centrifuga desechables estédles (15ml) COSTAR
Criotubos COSTAR
Filtro pstar LB 0.22 um, ao pirogénico COSTAR

Pipetas Pasteur de Vidrio

Matraces kitasato

Matraces volumétricos

Frascos de vidrio (Contenedores para reactivos)

Hematocitémetro (Cimara de Neubauer)

4.2.2. EQUIPO
Campana de flujo laminar
Microscopio invertido
Microscopio éptico

Lector de microplacas
Piperor automitico
Centrifuga

Badio a 37°C

Incubadora a 3722°C y 5% de CO:
Refrigerador 2 4°C
Termometro

Autoclave

Bomba de vacio

Tanque de Nitrgeno liquido

Balanza analitica




4.2.3. REACTIVOS
PARA EL CULTIVO DE LAS CEI LILAS;

Medio D-MEM
Suero fetal bovino
Antibidtico-antimicético: Penicilina G sodica,

Sulfato de estreptomicina y anfotericina B

ARA LAVADOD

Cloruro de sodio

Fosfato monobisico de potasio
Fosfato dibisico de sodio

Clorure de potasio

GIBCO
SIGMA

GIBCO

PARA DESPRENDERJ.AS CELULAS DE LA CAJA DE CULTIVO

PBS-EDTA

Cloruro de sodio

Fosfato menobisico de potasio
Fosfato dibasico de sodio
Cloruro de potasio

EDTA (sal dis6dica dihidrarada)

TRIPSINA

MEDIO DE CONGELAMIENTOQ;
Suero fetal bovino
Dimeulsul foxido

Nitrogeno liquido

REACTIVOS PARA LECTURA DE RESULTADOS
Sulforrodamina-B
Tristhidroximetiaminometano  (Tris-base)

Acido acético

BAKER
SIGMA

BAKER
MERCK
BAKER

SIGMA

SIGMA
MALLINCKRODT

SIGMA
MERCK




EARMACQS
Se escogicron kas siguientes Casiopeinas con ¢l propésito de observar el efecto del ligante
carpado (N-0) u (0-0), con la misma diimina:
[Cu{4,4'-dimedl-2,2"-bipiridina) (glicina)]NO»
[Cu{4,4"-dimetil-2,7-bipiridina)(acetilacctonato) | NOy
Con el propasito de ver el efecto de la diimina se comparan las casiopeinas con el mismo
ligante cargado (acetilacetonato) y se modifica la diimina
[Cu(4,?-dimetit-1,10-fenantroling) (acetilacetonato)) NO,
[Cuf4,4"-dimeril-2,2bipiridina){acetilacetonato)[NO:

La cuarta Casiopeina se eligié para observar ¢l efecto del aumento de asimetria en la

estructura.
Firmaco Nombre Trivial
[Cuf4,4*-dimeul-2,2"-bipiridina) {glicina}]NOC; Casiopeina IV
[Cu(4,4-dimetil-2,2"-bipiridina){acetilacetonato}]NOjy | Casiopeina [11-]
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) Casiopeina I-E
{acetilacetonato)]NOy
[Cu(5-NOz~-1,10-fenantrohna)(serina)| NOs Casiopeina V
ABIPLATIN (Cisplatino) Cisplatino

MEDIO D-MEM (Dulbeco’s Modified Eagle Media)

Composicion: mg/L
# Sales inorginicas
CaCl; {anhidro} 200.00
Fe(NOy)-9H:O .10
KCl 400,00
MpSO, 97.67
NaCl 6400.00

NaH;PO, H0 125.00




¢ Orros componentes

D-Glucosa
Rojo de fenol

¢ Amincicidos

L-Arginina- HQ
L-Cistina: 2HCl
L-Glutamina

Glicina

L-Histidina- HCI- HO
L-Isoleucina
L-Leucina

L-Lisina- HCI
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Senna

L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina- 2Na- 2H:0
L-Valina

¢ Vitaminas

D-Pantotenato de calcio
Cloruro de colina

Acido Félico

i-Inosito]

Niacinamida

Piridoxal- HCl
Riboflavina

Tiamina- HCI

4500.00
15.00

84.00
62.57

30.00
42.00
105.00
105.00
146.00
30.00
66.00
42.00
95.00
16.00
103.75
94.00

4.00
4.00
4.00
1.20
4.00
4.00
0.40
4.00
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Este medio ya sc obiiene preparado comercialmente, solamente debe ser suplementado

con ¢l 10% de sucro fetal bovino a medida que s¢ va utilizando. El medio debe conservarse en

refrigeracion.

Como control de contaminacitn cs recomendable incubar una alicuota del medio 2

37°C durante dos dias. Si al término de ¢ste tempo hay turbidez en ol medio y vira el indicador

a color amarillo, es sedal de que hay contaminacién.
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PREPARACION DE PBS

Para preparar 11 de PBS:

NaCl 8015
KG 0224,
KH:"O, 0272g.
Na:HPO, t.136g.

a2} Disolver las sales anteriores en 900 mL. de agua desionizada.

b} Ajustar el pH a 7.4 con HCL IN o con NaOH IN

¢} Adicionar agua desionizada hasta completar un volumen de 1 L.

d) Repartir ka solucién en alicuons y esterilizar por autoclave durante 20 minutos a 15 b/in® y
121°C.

¢} Guardar la solucidn a temperatura ambiente, o bien, en refrigeracion.

PREPARACION DE PBS-EDTA

Para preparar 1L de PBS-EDTA:

NaCl 8.000g
KH,PO, 0240 g
Na2,HPO, 1.440 g,
KCt 0.200 g.
EDTA (sal disodica dihidratada) 0372¢g.
Agua desionizada ¢.b.p. 1.00 L.

a) Disolver las sales anteriores en 900 mL de agua desionizada.

b) Ajustar ¢l pHa 7.4 con HCLIN

¢) Adicionar agua desionizada hasta completar un volumen de 1L

d) Repartir la solucion en alicuotas y esterilizar por autoclave durante 20 minutos a 15 Ib/in? y
121°C.

¢} Guardar la solucidn a temperatuna ambiente, o bien, en refrigeracion.

PREPARACION DE PBS-ALBUMINA

Para preparar 1L de solucion.

NaCl 8.000 g
KHiPO. 0.240 g,

Na;HPO, 1440 g,



n

KCl 0.200 g.

Albimina 2500 g

a) Disolver las sales en 400 mL de agua desionizada.

b) Adicionar la albvimina a la selucién, con agitacion moderada disolver la albimina evitando
la formacién de espuma.

<) Adicionar agua desionizada hasta completar el volumen de 1L

d) Estenlizar por filtracion con membrmana.

¢) Guardar la solucién alicuotada en congelacion.

Para 1L de solucién
Acido acético 10.0 mL
Agua desionizada c.b.p. 1L

a) A un volumen de aproximadamente 400 mL de agua desionizada adicionar el icido
acéuco, mezclar para homogeneizar

b) Adicionar agua desionizada hasta completar el volumen de 1L

(0] Q -B
Para 1 L de solucién:
Sulforrodarnina-B 4.00 .
Acido acético al 1% c.b.p. 1L

a) Disolver la sulforrodamina en un volumen pequefio de icido acético preparado como se
menciond con anterioridad, agitar hasta disolucién, mezclar.

b) Adicionar dcido acéuco al 1% hasta completar el volumen s 1L.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRIS-BASE
Tris(hidroximenllaminometano 1.2114 ¢

Agua destilada ¢.b.p. 1L

a) Colocar el reactivo en un matraz voluméirico de un litro, con un volumen pequeno de agua
destilada, agitar hasta disolucién.
b} Adicionar agua desulada hasta complerar ¢l volumen, agitar para homogeneizar la

disolucion



1G ’ %
Tripsina 2508,
PBS cb.p. 100 ml

a) Disolver la Trpsina con un volumen pequeiio de PBS, preparado como se menciond con
anterioridad, agitar moderadamente.
b) Llevar a! volumen con PBS

c) Esterilizar por filtracién con membrana de 0.45 pm. Alicuotar y conservar en congelacion,
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4.3 METODOLOGIA
4.3.1. DESCONGELAMIENTO DE LAS CELU LAS

Las células sc encucntran onginalmente cn los crotubos, para proceder al
descongelamiento de las células, se debe tener 1a campana de flujo laminar estabilizada,
encendida al menos 30 minutos antes de iniciar ¢l trabajo y tener un badio de agua 2 37°C, se
saca e} criotubo del tanque con Nitrégeno liquido y se introduce cuidadosamente al bafio, enla
campana de flujo laminar se prepam un wbo con 10 ml de medio D-MEM (tanto ¢l medio
como cf tubo deben esiar estéries), en cuanto sc observa ¢! descongelamiento, se pasa la
suspensidn celular al rubo ya preparado y se centifuga durante 10 min. a 2000 rpm, <l
sobrenadante se desecha y el paquete celular se vuelve z resuspender en medio para un lavado,
se centrifuga nuevamente y se elimina ol sobrenadante, el paguete celular se resuspende en una

pequena cantidad de medio de cultivo y se procede a la siembra en los matraces de cultivo.

4.3.2. OBTENCION DEL CULTIVO STOCK A CONFLUENCIA

Las células después de haber sido lavadas se colocan en matraces de culivo de 25 en??,
con 5mi de medio de cultivo adicionado con 10% de sucro fetal bovino (4.5 ml de D-MEM y
0.5 ml de SFB), éste cultivo se incuba a 37°C £ 2° C y 5% de CO:2. Se debe revisar dianamente
el cultivo para estimar el porcentaje de confluencia, st ain no se ha alcanzado al menos el 70%,
se cambia el medio de cultivo cada 48 horas.

Si ¢l medio de cultivo vira a color amarillo y se observa turbio es un indicador de
contaminacién microbiolégica, aunque la coloracidn amarilla rambién se puede deber a que el

cultivo ya se encuentre a confluencia y por ello acidificé el medio.

4.3.3. TRIPSINIZACION

Una vez que se obtiene el cultive Stock & confluencia se aspira el medio de cultivo de la
caja, se lava con 5 ml de PBS estéril que después rambién seri aspuado, posteriormente se
adicionan 3 ml de PBS-EDTA y 2 ml de la solucion de Tripsina (24), se agita hasta que, al
microscopio se observen las células desprendidas de la superficie y separadas individualmente.
Se para la reaccion de la Trpsina adicionando 5 ml de PBS-Albiruna, ésta suspension se
coloca en un tubo y se procede a centrifugar a 1000 rpm durante 5 minuros. E sobrenadante

se desecha y el paquete celular se resuspende en 1 ml de medio de cultivo.
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4.3.4, CUANTIFICACION DE CELULAS

Kl uso de la cimara de Neubauer y la cuantificacion de viabilidad con azul tipano ha
sido muy utitizada y recomendada por su sencillez y por dar muy buenos resultados (24,25).

Se debe limpiar cuidadosamente la superficie del hematocitdémetro con unz solucién de
isopropanol al 70% y se deja secar.

Por scparado en un twbo Eppendorf se colocan 20uL de ta suspension de células y
80pL de solucién de azul tripano, s¢ mezcla perfectamente y se transfiere cuidadosamente 2 las
dos secciones de Ia cimara. Se coloca ¢l Hematocitémictzo en el microscopio 6ptico utilizando
el objetivo de 10X, y se procede a conrar el nimero de células, tedidas y no tedidas por mny’,
para que ¢l conteo sea mis preciso se recomirnda que la cuenta sea de entre 100 y 500 células
por mm’, la cucnta se repite en las omas secciones y  después se hacen los cilculos
correspondientes a la viabilidad v a ¢l nimero de células por mL de suspension.

C =N =10
Donde:
C = Células por mililitro
N = Promedio de células contadas

104 = Factor de conversion de la cimara

Porcentaje de viabilidad = [[Tot- Ted}/Tor)] * 100
Donde:
Tot = Total de células contadas

Ten = Células tedidas

4.3.5. ENSAYO DE INHIBICION DE LA PROLI FERACION (20, 28,
29)

A partir del cultivo Stock a confluencia obtenido del pase correspondiente para cada
linea celular, se prepara una dilucién celular de 104 células/ml del cual se agregari un volumen
de 20 pul a cada pozo de la microplaca para tener 2%10# células/pozo, En los pozos donde se
colocan las células ya debe haber 100p] de medio adicionado con SFB. En seguida se incubarin
2 37° C y 5% de CO2z por 24 horas para que sc recuperen de la tripsinizacion. Al término de las
24 horas se aspira el medio y se adicionan 90p! de medio con SFB y 10pl de cada una de las
concentraciones de firmacos (Casiopeinas y Cisplatino), los firmacos se agregan
inmediatamente después de preparadas las disoluciones para evitar la degradacion de los

compuestos, ¥ s¢ incuban por 24 horas, Después se aspira el medio y se fijan las células con
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1001 de dcido tricloroacética al 10% durante una hora a 4° C. Se lavan 5 veces con agua y

te dejan secar a temperatura ambiente. De aqui pasan 2 la dncidn,

4.3.6. TINCION CON SULFORRO DAMINA-B Y LECTURA

Se adicionan 100 de Ja solucién de sulforrodamina-B a cada uno de los pozos con
células, y se dejan en incubacién durznte 30 minutos 3 temperatura ambiente. Después se lavan
4 veces con icido acético al 1%, cuidando aspirar compleramente el icido en cada lavado. Se
dejan secar a temperatura ambiente, el colorante que ha sido incorporado por las células sc
solubiliza con 100p] de T'ris base 10mM (pH 10.5) durante 3 minutos y con agitacién meednica

suave. Finalmente el colorante celular se lec en un lector de microplacas a 564 nm.

4.3.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MEDIA (CI50) INDUCIDA POR LOS FARMACOS
ANTINEOPLASICAS.

Se determina en cada linea y Casiopeina la capacidad para inducir ¢l 50% de inhibicion
de la capacidad proliferativa, asi como de muerte celular inducida. Se considerari la
proliferacion celular mdxima (100%) de los cultivos control. Se utiliza el programa Probit {Log

Probit Analysis by Maximum Likelihood) donado por los laboratorios Novartis.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

51 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE INHIBICION DE LA
PROLIFERACION EN CARCINOMA CERVICO -UTERINO.

5.1.1  Porcentajes de sobrevivencia de la linea celular Hela expuesta a las concentraciones de

firmacos durante 24 horas, comparando con un cultivo control en las mismas

coadictones sin la adicion de farmacos.

Tabla No. 6. Inhibicién de la proliferacion en la linea HeLa

CONCENTRACION -1 -E Cis-Pt
0.01 99 90 94 96
0.10 85 88 87 90 86
1.00 68 83 81 82 81
10.00 67 69 50 69 74

5.1.2 Porcenujes de sobrevivencia celular de la linea SiHa expuesta a las concentraciones de
los firmacos a prueba.

Tabta No. 7. Inhibicién de la proliferacion en la linea SiHa

CONCENTRACION v 14 g H-£ Cis-Pt
{ppm) - ; -
o.01 52 62 54 67 93
0.10 3 47 30 59 80
1.00 26 39 21 33 56
10.00 24 6 8 21 46

5.1.3 Porcenujes de sobrevivencia celular de la linea InBl expuesta a las concentraciones de
los firmacos a prucba.

‘Tabla No. 8. Inhibicién de la proliferacién en ta linca InBI

CONCENTRACION IV v 1 M-E Cis-Pt
(ppm)
0.01 100 100 93 98 92
0.10 99 100 81 92 88
1.00 91 94 65 54 80

10.00 8O 76 33 28 35
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Figura No. 3

Electo do los Firmacos sobra el cultivo de la linea de CaCU Hela
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Figura No. 4

Efecto de los tdrmacos sobre el cultivo de la linea de CaCU InBI
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Figura No. §

Efecto de los firmacos sobre el cultivo de la linea de CaCU SiHa
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5.2. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS MEDIAS OBTENIDAS
CON LOS DATOS ANTES MENCIONADOS Y EL ANALISIS CON
EL PROGRAMA PROBIT (LOG PROBIT ANALYSIS BY MAXIMUM
LIKELIHOOD) (VER LAS TABLAS DE ANALISIS EN EL ANEXO)

Tabla No.9. Concentraciones Inhibitorias medias para carcinoma cérvico-uterino

CASIOPEINA Hela (ppm) = .. SiHa (ppm)_.  _ InBl{ppm)_ .
w 34.65 0.0049 138.28
v 1274.69 0.0667 49.44
- 16.84 00122 2.64
N-E 35.83 0.1505 1.93
Cis-Pt 11582.87 4.0016 5.62

Como se pucde observar de los resultados expuestos, las Casiopeinas son
especizlmente selectivas a la linea celular de carcinoma cérvico-uterino SiHa, al igual que el
Cisplatino que fue utilizado como firmaco control ya que es el que se usa preferencialmente
para el tatamiento de CaCU por lo que, al parecer, las Casiopeinas cn estudio son mis
selectivas 2 células del tpo escamoso (Sita) que a células de tipo epitclioide (HeLa, InBl), las
concentraciones inhibitorias medias son muy pequedas, comparindolas con las obtenidas con
los mismos firmacos en las otras dos lineas celulazes de prueba e inclusive contra el Cisplatino,
por lo que en cualquiera de ellas se tiene una opcidn mucho mis potente que éste,
especialmente con las Casiopeina IV y III-] quiencs ticren como donador diimina 12 (4,4
dimenl-2,2"-bipiridina) v sélo varian en el donador (N-O) (O-O) presentando mayor actividad

la Casiopeina IV con donador (O-O} acetilacetonato.

En la linea celular Hela todas las Casiopeinas de prueba mostraron mayor actividad
que el Cisplatino por lo que se consideran también como una buena propuesta que deberd
scguirse investigando con la probabilidad de obtener una terapia mis efecuva que la que
actualmente se tiene, nuevamente las Casiopeinas que presentan mavor actividad son la
Casiopeina -1 y la Casiopeina IV, con donador (4,4-dimetil-2,2"-bipiridina) aunque aqui la de

mayor actividad es la que presenta donador (N-O) glicina.

En la Linea celular InBl vene el comportamiento de las Casiopeinas es muy distinto al
que se tiene en SiHa y Hela, las concentraciones inhibitorias son mucho mayores, no asi para
el Cisplatino y nuevamente una de las Casiopeinas que presenta mayor actividad es la

Casiopeina [Il-I aunque Ia IV, que se esperaba que tuviera una acuvidad mayor que la del
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firmaco control no la tuvo, la Castopeina con CI50 menor en este caso fue la Casiopeina

II-E que al igual que la III-I dene como donador (O-O) el acetilacetonato; La explicacion a
esto ¢s que en la molécula una parte {cl donador N-N) es responsable de la magnitud de la
actividad, mientras que la otra {donador (0-O) u (N-O)) es la tesponsable de la selectividad de

los firmacos hacia las lineas celulares (39).

En los tres casos, 1a Casiopeina 111-1 esta entre los dos firmacos (de los investigados en
este trabajo) con mayor actividad inhibitoria de ta proliferacion, ademis de que el valor de CI50
fue siempre menor que el del Cisplatino por lo que se tienc como una de las mejores opciones

para continuar con investigaciones mis profundas, al menos hasta el momento.

Segiin los resultados, ¢l grado de actividad de una molécula serd mayor en cuanto se
tenga como donador (N-N} una molécula neurra, siméurica y con alta densidad electronica

(bipindina) pero que no sea tan alia como la de una fenantrolina.

Debe destacarse que en estos estudios no se estd tomando en cuenta ningin factor
metabolico, y que las Castopeinas, en su estado original son las que presentan estos grados de
actividad, a demas de que se ha demostrado por ouos estudios que permanecen estables en
soluciones acuosas durante varios dias (%) por lo que un posible efecto de degradacion se

descarta.




5.3. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE INHIBICION DE LA
PROLIFERACION EN MELANOMA MURINO B16 CARCINOMA DE
PULMON DE LEWIS (LL).

53.1. Porcentajes de sobrevivencia celular de la linea B16 expuesta a las concentraciones de

los firmacos a prucba.
Fabla No.10. Inhibicién de 1a proliferacién en Ia linca B16
CONCENTRACION 4 it in-e Cis-Pt

0.01 g9 100 100 96 94
0.10 97 97 99 90 93
1.00 26 94 97 8z g9
10.00 73 90 93 59 58

5.3.2. Porcentajes de sobrevivencia celular de la linea LL expuesta a las concentraciones de

los firmacos a prueba.

Tabla No.11. Inhibicién de la proliferacién en la linca LL
CONCENTRACION
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Figura No. 6

Efecto de los firmacos sobre ef cultive de melanoma murino 816
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Efecto de los Firmacos sobre ¢ cultive de célutas de carcinoma de Pulmén da Lewis (LL)
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5.4 CONCENTRACIONES INHIBITORIAS MEDIAS
CALCULADAS PARA LOS CULTIVOS DE MELANOMA B16 Y
CARCINOMA DE PULMON DE LEWIS (LOG PROBIT ANALYSIS

BY MAXIMUM LIKELIHOOD)
Tabla No. 12. Concentraciones Inhibitotias medias pata Bl6y LL
CASIOPEINA . Bis{ppm) = Llippm) _ . .
w 126.33 285.38
v 10960.07 -
n-i 10761.52 19885.5 *10°
n-e 35.83 51.68
Cis-Pt 55.71 188.24

"“Las concentraciones inhibitorias medias de los cultivos de melanoma y carcinoma
murino obtenidos con las Casiopeinas 4 prucba son mucho mayores a las obtenidas en los
cultivos de carcinoma cérvico-uterino, esto es de esperarse por su similitud estructural al
Cisplatino que también presenta este efecte. En ambos casos {melanoma y carcinoma de
pulmén) solamente una de las Casiapeinas presenta actividad mayor que la del Cisplatino y ¢s la
Casiopeina I1-E, nuevamente el ligante {O-O) aceulacetonato es, al parecer, el responsable de
la selectividad ya que la siguicnte Casiopeina (en orden decreciente de actividad) es la

Casiopcina IV.

En el caso de la Casiopeina 5-Nitro-(serina) no presenta actividad inhibitoria de b
proliferacién para el carcinoma de pulmén de Lewis, por lo que su concentracidn inhibitoria

media no puede ser calculada.

En este ensayo se utilizd Cisplatino a pesar de no ser el firmaco de eleccion primaria
para este tipo de padecimiento, sin embargo ¢ el fairmaco disponible en el momento y con el
que esperamos una similirud en la actvidad por su analogia estructural, observamos que su
concentracién inhibitoria media es alta, y los compuestos que tengan el mismo valor o uno
superior, no serdn efectivos en cl tratamiento del padecimiento, 4l menos no directamente, tal
vez se puedan utlizar si en un proceso de metabolismo sufren una activacion que los haga

cfectivos en carcinomas pulmonares o en melanoma.

En ambos casos se trata de lineas celulares altamente metastisicas por lo que su
tratamento se complica, se ha propuesto que algunos de los mecamsmos de reststencia a los
firmacos se adquieren cuando la poblacidn se heterogeniza debido a la alta tasa de crecumuento,
las células muradas cesistentes al firmaco son las que sobreviven v se va desarrollando la

poblacién resistente, por ello, se explica la baja actividad de las Casiopeinas y del Cisplatino.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Las Casiopeinas, después de este estudio, contindan como un recurso promeredor en el
tratamiento del cincer, se ha demostrado que son una opcidn, ya que en muchos de los casos
presenta mayor actividad inhibitoria de la proliferacion celular que el firmaco utilizado como
control (Cisplatino) ademis la toxicidad aguda dc las 4 casiopeinas evaluadas ¢s menor que Ta

de éste (9).
Son en especial eficientes en lineas celulares de Carcinoma cérvico-uterino (SilHa, Hela
e InBl) al igual que el Cisplatino, aunque también presentan actividad inhibitoria en earcinoma

de pulmén de Lewis y Melanoma murino (de pequedia magnitud).

Las Casiopeinas que resultaron mis activas son:

. Casiopeina 1II-I: [Cu(4,4-dimetil-2,2-bipiridina}{acerilacetonato) INO;
. Casiopeina IV [Cu(4,4-dimeul-2,2"-bipiridina) (ghcina) [NO»
. Casiopeina III-E {Cu(d,7-dimetil-1,10-fenantrolina){acetilacetonatc) INOsy

Por lo que se concluye que por parte del ligante (N-N) se establece ¢l grado de actividad de |a
molécula, al parecer las moléculas son mas activas mientras sean en esta porcion simétricas y
con un menor tamaiio (bipiridinas en lugar de fenantrolinas) y por ef lado del ligante (N-O) u
(O-0O) se cstablece ¢l grado de selectividad de las moléculas por las distintas lineas celulares,
siendo mayor la selectividad, en el caso de carcinomas cérvico-uterinos por los ligantes tipo
aminoacidatos como la glicina y la serina, especialmente la glicina (probablemente por su
tamanio, la serina tiene un mayor impedimento ¢stérico) y en el caso del caccinoma de pulmén y

el metanoma murine, por moléculas de tipo (O-0} como el acctilacetonato.

Se observa que la actividad tanto de las Casiopeinas como del Cisplauno es baja para
las lineas celulares alamente merastisicas y que en este caso son las murnas (Carcinoma de

pulmén de Lewis y melanoma murino B16).

La linea celular en la que se presenta mavor actividad es SiHa, carcinoms céovico-
utering de tipo cscamoso y no epitelial por lo que en este punto también se demuestra la alta

selectividad de los compuestos (de las cuatro Casiopeinas evaluadas en esta oportunidad).
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Es importante mencionar que las Casiopeinas no son simétricas, como lo establecen los
poswulados de Rosenber, sin embargo han demostrado actividad antneoplisica en diversos

sisteras de prueba.

En ninguno de los estudios aqui mencionados sec tomaron en cuenta efectos
metabélicos que pueden activar o disminuir Ia actividad de los compuestos de prucha por lo
que se sugieren como siguientes pasos:

* Evaluacién de la aciividad antineoplisica siguiendo la misma metodologia pero agregando
fraccién microsomal 59 para estimar el grado de actividad de compuestos metabolizados.

*  Evaluacidn de la actividad antineoplisica in ziw utilizando ratones {desnudos para el caso
de lineas celulares humanas).

*  Evaluacién de las toxicidad crénica de las Casiopeinas en estudio.

* Continuar con estudios clinicos veterinarios en pequerias especies

* Proponer mecanismos de accidn a través de una relacién estructura-actividad cuantitativa,
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CAPITULO VII

ANEXO0S

6.1. ‘Tabla No. 13. Anilisis de datos por Probit
CARCINOMA CERVICOUTERING Hela

Casiopeina Dosis Respuesta Respucsta Nera| Esperado Chi cuadrada
1V o i t 4.9 A
.10 15 15 11.88 0.9
1.60 32 32 23.10 A5l
1000 3 5 WA E)
CL50 = M.65
CLY = 1961375
M = 11464197 £ 0.07) "HAIEV = 1573
H = 4244084 2 0.076 LRV =178
{hi cuadrada toml = 1018779 Ciradus de libertad = 2
Nimero de ewdos: 4
Tiactor de hetenunexdad = 5.093694
v [LXG]] 1 RA D] H.13 .37
i1 11 12 1333 10.15
140 17 B 20.00 .56
14.00 31 3 2842 0.3%
CL50) = 1274.6Y
CLY) = 67431
M = (L2T0988  B06Y IV = 2559
I} = 4.158472 £ 0077 *ALEV = 1846
Chi cuadrada unal = 1404801 Cirados de bbertad = 2
Nimero de cickn: 3
FFactor de hetcrogenadad = 0. H24H
11 4.01 [ [ 4.61 044
(L {1] 13 13} 2.20 0.U5
1AM} 19 19 26.11 262
1000 50 50 45.M) 1.87
CIL5) = 16.84
CLN = 4768.47
M = 0521997 + 0069 *WLIEV = 2559
B = 4158472 £ 0.077 =L HIV a {86
Chi cuadrada total =4.35989 (irados Je bbertad = 2
Nomero de crelos: 3
Facuw de b weneulad = 2 00358
HI-E im 4 + 1.43 0.10
LN 1] ) [ 4,54 .02
1.00 18 1K 213 1.6
[IXE 10 41 %43 [0
150 = 3383
CLO = 1139792
M = (L512244 TS =1V =150
1} = X477 # 0074 LV = L A6
(J_E_:ua!m!: el = 1697156 {iradin do bbertad = 2
Numeer de ochos: 3}
Pactew de hoteneenowdad = U 484558
Cis-Pr (124 LU V.99 YAS 1002
(h 14} 14 3 141K (LU
1.A0) 1% 2 MG 0,008
1L 6 20 2572 0603

C150 = |1582.867

190 = 122,53

M = 0252760 § Q06K =ALEV = 2og

1= 4135584 £ 007 “ACHEY = | Ry

Chi cuadrads woal = UUI52678 Grradus d¢ bbertad = 2

Ddmer de achos: 2

facior de hererogencudad = 1007634
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CARCINOMA CERVICOUTERINO SiFHa

Casiopeina Dosis Respuesta Respuesta Neta Esperado Chi cuadrada
v (o [ [ 5305 T2
0.t 69 Ot 4273 168
1.0 T4 T4 71.67 1.27
JUELY 6 76 743 0.12
CL50 = 0KHY2E
CLY = 73.25M74
M = 0.248303 £ 0.U59 RClEV = 2399
= 5573083 £ 0.075 SLEY = 1.0

Chi cuadrada yotal = 3.G39X0 Gradog de liberrad = 2

Numero de oclos: 4

Fagtor de heteropencidad = 1844954

1 1.0 34 18 361 LHGS
u.ig 53 53 5300 U014
100 [4} [1] 7271 6914
10.00 04 94 B6.82 4.5060

CL50 = 0.066669

CL90 = 20.685132

M = 0513699 £ 0.063 "LCEV = 1235

B = 5604149 £ 0079 =Y =141

Chi cuadeada ol = 12412 CGrados de ibertad = 2

Nomero de ciclos: 4

factor Jde b pencidad = 6.1505%9

Jil-d 01 46 44 43.09 10,1747
10 0 El G000 L0
1.00 39 29 #5.19 1.152
1040 92 Y14 $4.42 1.107

CL5 = 0.H2239

CLY = 2.698926

M = 0.546217 £ 1.071

I} = 6044503 1 0095

Chi cuadrada ol = 24734 Geados de hiberad = 2

Nimero de aiclos: 4

Factar de heterugenadad = 1.2367

Ji-E oo 33 33 314 .38
0.10 41 41 4647 1.384
1.060 o7 6,49 4 1R (.340
LU0 79 79 75.96 [ZEE ]
CL50 = (3.130553

Clo0 = 118.925812

M = 04417471 0060

I} = 5.363253 £ 0.074 *CEV .
Chi cuadrada ol = 211739 Grados de bbertad = 2
Numero de ciclos: 3
“acvor de heteru 2d = 1.058945

GirPr ). 7 7 8.67 0351
.10 20 21) 2041 0000
1.00 44 44 37403 1.726
1000 54 54 58.24 (740
C1.50 = 4 601658
C1L90 = 1113.45G'H0
M = 0.523222 * (LO6G MOV =127
I} = 4.684893 £ 0072 *LEV =153

Chi cuadrada ol = 2.818459 Gradod de libertad = 2

Nimero de ciclos: 3

Factor de hewropeneidad 2 1409229

ESTA TESIS W0 DEBE
SALUR Gt LA GisLIGTECA
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CARCINOMA CERVICOUTERING InB!

Dosis Respuesta Resp Neta | Esperad. Chi cuadrada
Casiopeina
[LEH]] L i 021 (O ]
v
(L1 ] 1.47 [[X13
100 kd 389 .70
1040 20 21k 2145 .12
CL50 = 133.284744
CL = Y70).149414
M = 0.693339 + 0,037 LV =532
B=3515117 001 1Y = 341 .
Chi cuadrada toral = 1179549 Girados de ibertad = 2
N de ok 4
Vactow de beenwnadad = 0L.589775
[ (X ] L] 1] {1014 LHXXI
.10 1) L] {1404 {410
1.0 [ 1] 4513 .7
10K} 24 24 24 77 0,032
2150 = 49 44
L = 7505
M= 09817752 0.1y “Wl 1LV = 129.5)
I = 3336791 016 *»CIV = 4.9}
Chi cyadrada total = (7500015 Gradim de libortad = 2
Nomeru de aclos: 5
Factor de heteropeacwd ad = 0375001
S (LX) 1 1 .25 ik 1)
(.10 1% 1Y 18.35 44,
1.0 35 35 30.44 L)
{ (%) 67 67 64.29 0.3
CL5) = 2 643835
(1) = 275853577
M =0634152 £ 0070 LY = 1106
B = 4.732239 £ 0.07) WLV = 154
Chi cuadrada to1al = 1.275616 Gradus de libertad = 2
Niwero de acka: 3
Iiactor de heteruproadad = 0.004918
HI.E o1 2 2 63 008
.10 8 £ 1.48 (L]
140 A6 L 350 177
1040 7 7 7482 41
ClL3 =193
Clos = 4505
A = (L9A5091 2 0.087 =WV = 9.3
11 = 4.733664 2 0UTH LV = 165
Chi cuadrads wed = 3.405541 Crraden de bbertad = 2
Numero de aclos: 3
Facwor de hewempenendad = 1.732755
Cis-Pr [T [] 4 420 1359
0.10) 12 12 1358 .21
1.4¢0 20 20 MK [ED
1Lex) 63 65 54 20 §
CL50 = 562
CL = 61120
Al = (LA2HA5H £ 0.0TY =1V = 118D
B = 45I%KH & 0L074
Chi cuadeada rotal = 1340865 Grados de hbertad = 2
MNimero de oxclos: §
Lactor de heterpenadad = 6. 704333
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Casiapeina Dosis Respuesta Respuesta Neea | Esperado Chi cuadrada

wir 4 4 544 LLe 1)

v
.10 13 13 10.64 1.56
1.4%) 1y 1 1884 (hAN)2
1) 29 P 30.01 U5
CLS) = 285.38
CLY = 1026357.50
M = 0159968 £ 0.072 HCEY = 2049
B = 4.116127 £ 0.079 B
Chi cuadnada rotal = 1018352 CGrados de libertad = 2
Nimero de ciclos: 3
Facwr de hescropencidad = 0.5091%

Irf-7 0.0 [ 1] 0.001 0.002
0,10 [ [ 574 .42
1,00 7 7 7.53 (X))
100 10 9.99 9.72 G009
CL5 = 1983548092
CLM = 2959411
M =10.1)9545 £ 0.13 “WCEV = 94.77
B = 3702437+ 0.16 "CHV = 4.31
Chi cuadrada ol = 10619271 Grdos de iberad =2
Nimero de cickos: 3
Factor de hetcropencidad = 061927

B .01 13 [1] 1.04 1.05
U.10 2 2 4.56 1.51
1.00 25 215 14.32 9.0
0 26 6 A2H0 213
CIS = 51.64
CLY) = 5893.77
M = LG23254 £ 0T “LLEV = §5.62
B = 3913458 * 0.089 “JLEV =224
Chi cuadrads wiaf = 13.9718 Cirades de bbertad = 2
Nimer de erclos: 4
Factor de beteropencidad = 6.99858Y

LCis-Pr 0.01 [\ L] 1.10 1.1
0.50 A} 3 397 (.24
LK) 18 13 1{.15 4.74
1000 LT k) 247 1.20
CL5) = 18824

CL = 46111.45

M = 0.535768 £ 0L0V9

B = 3.781279 £ 0.09%4

"CEV = 2.48

Chi cuadrada tonat = 7. M177

Ciradas de bibeetad = 2

Nimero de oclos: 5

Vacwor de beiempencidad = 3.650883




MELANOMA BI6
Casiopeina | Dosfs R Resp Neta | Esperado Chi cuadrada
om 1 1 039 [TRT5)
v
LA 1] 3 3 221 {28
1.0 + 4 R.65 273
10.00 2! 27 21,75 1).54
CIL&) = 12633
CLY) 5 11894.49
M = D.64B484 £ 0.12 *LEV = 18.61
i} = 3637205 1 0.107 "CEV =295
Chi cuadrada wota) = 4.533767 Grados de iborrad = 2
Namero de ados; §
Facter de hetempencidad = 2.276884
v 4.1 1] 1] 1074 0.74
LR L) 3 2.1 .3
1.0 6 (] 506 [N}
1618 10 9.92 1101 th. 10
CL50 = 106007
CLN = 16349602
M = 0403316 £ 0.12 =LV = 29.75
1B = 1.370680 4 0.11 *CEV =342
Chi cuadrada total = 1.334882 Cirados de liberad = 2
Nimero de ciclos: §
Factor de hetempenaidad = 0L6T2441
Ti-f um L [ .19 0.19
0.18 1 1 .80 U5
1.00 3 3 258 L4
10.15) 7 7 133 (02
CL50 2 10761.52
CLY = 5082223
A = 478651 £0.17 TOEV = 34894
I5=3070138£0.15 "CEV = 496
Chi cuadrada rouat = 03001983 Grados de libertad = 2
Nimero de ciclos: 4
Facror de heteropencudad = 0.150009
i-E 0 + 4 14 010
LA L] 1) .99 9.54 0.02
1 4%} 18 L8 21.30 .62
1K) 4] 41 .83 0.21)
C1.50 = 35.83
CLY = 11297.92
M = 0.511244 2 L0738 "LV = 1521
B = 4.203877 £ O.O7R "« EV = 186
Che cuadrada wial = L7156 Coradim e bbertad = 2
Nuomeru de cichos: 3
factor de heterpencidad = 0484858
Cis-Py 4.01 [] [ 3u7 2 Hi
.14 ” 7 K52 1.3
L.11) 1] 11 117 +.31
1000 42 42 35.48 1.50
Cl50 = 5571
€190 = 240550
M = 1,499258 3 0.079 “uCEV = 16.02
1 = 4128322 + 0.080 =LV = 194

Cha cuadrada owd = 9545755

Gados de bbertad = 2

Nimero de oclos: 4

Factor de heterogeneidad = 4.60R878
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