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RESUMEN
“EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS Y APOPTOTICOS DE LAS
CASIOPEINAS® ligli Y lll-ia EN LINEAS TUMORALES HUMANAS”

La quimioterapia del cancer esta dominada por una gran cantidad de agentes
citotoxicos que se caracterizan por presentar paralelamente al tratamiento,
multiples efectos secundarios debilitantes. El objetivo de este trabajo fue
evaluar in vitro e in vivo los efectos antiproliferativos y apoptéticos en células
tumorales humanas, asi como los efectos colaterales de dos nuevos agentes
quimioterapéuticos con base en cobre, las Casiopeinas® lll-ia (Cas lll-ia) y lgli
(Cas ligli), con la finalidad de dilucidar sus mecanismos de accion. Ambos
farmacos fueron evaluados in vitro (viabilidad, morfologia, western blot,
citometria de flujo y electroforesis en gel) e in vivo (xenotransplante en el raton
desnudo) sobre carcinoma de colon HCT-15, para tratar de establecer su
actividad antiproliferativa y apoptotica sobre las células tumorales, ademas de
la actividad téxica en los ratones tras la aplicacion intraperitoneal. Aunado a lo
anterior, ambos farmacos mas un tercero, la Casiopeina lll-La, se estudiaron in
vivo utilizando xenotransplante en el raton desnudo, de carcinoma ceérvico
uterino HelLa y prostatico PC-3. En los modelos utilizados, Cas Ill-ia disminuy6
la viabilidad e indujo apoptosis sobre HCT-15 in vitro de manera dosis
dependiente y ciclo celular independiente, a través de la activacién de Bax y
caspasas, presumiblemente por la via intrinseca. Por su parte, Cas ligli
disminuyd la viabilidad e indujo apoptosis dependiente de caspasas, en parte a
través de la produccion de especies reactivas de oxigeno. Ademas, ambos
farmacos demostraron actividad sobre HCT-15 transplantada en el ratdn
desnudo. No obstante, evidenciaron inducir peritonitis de manera dosis
dependiente. Sumado a lo anterior, ambos farmacos mostraron modesta
actividad sobre carcinoma cérvico uterino Hela, sin embargo, la Casiopeina®
lll-La fue la que evidencié la mayor actividad, aunque fue ligeramente toxica.
Sin embargo, ninguna de las Casiopeinas® utilizadas fue activa sobre
carcinoma de préstata PC-3. Se plantea mas de un mecanismo de accién para
las Casiopeinas® utilizadas, que tendran su punto de convergencia en la
mitocondria. Basado en los resultados obtenidos en este estudio, es posible
concluir que en los modelos utilizados, las Cas lll-ia y ligli tienen actividad
antitumoral a través distintos mecanismos de accion y que ambas drogas son
buenos candidatos para su evaluacion clinica en humanos.

PALABRAS CLAVES: casiopeina, quimioterapia, drogas citotéxicas,
cancer, cancer colorectal, Bax.



ABSTRACT
ANTIPROLIFERATIVE AND APOPTOTIC EFFECTS OF CASIOPEINAS® Il gli
AND Ill-ia ON HUMAN TUMOR CELL LINES.

Chemotherapy in cancer is dominated in its highest form by cytotoxic and other
antimetabolites agents that are accompanied by debilitating secondary effects.
This work’s objective was to evaluate in vitro and in vivo, the anti-proliferative
and apoptotic effects on human cancer cells, as well as the secondary effects of
two new copper based chemotherapeutic agents, Casiopeinas® lll-ia (Cas llI-
ia) and llgli (Cas ligli)”, with the finality of pin-pointing its action mechanisms.
Both drugs where evaluated in vitro (viability, morphology, western blot,
cytometry flow, and gel electrophoresis) and in vivo (nude mice model) on colon
carcinoma HCT-15, to try to establish its anti-proliferative and apoptotic effects
on the tumor cells, as well as their toxic activity after the intraperitoneal
application on nude mice. In addition both drugs and a third, Casiopeina lll-La”,
were studied in vivo using the nude mice model with HelLa cervical uterine
carcinoma and PC-3 prostatic carcinoma. In the models used, Cas lll-ia
diminished the viability and induced apoptosis on HCT-15 in vitro in a dose
dependent and cell cycle independent manner, through Bax and caspase
activation, presumably by the intrinsic apoptosis pathway. In the other hand,
Cas ligli diminished the viability and induced apoptosis in a caspase dependent
manner, in part through reactive oxygen species production. Moreover, both
drugs demonstrated activity over HCT-15 transplanted to the nude mice.
However, evidence shows that they induced peritonitis in a dose dependent
manner. Both drugs showed modest activity on Hela cervical uterine
carcinoma. However, Casiopeina® lll-La showed a better activity, even though it
was slightly toxic. Contrary to the data mentioned above, none of the
Casiopeinas® showed activity on PC-3 prostate carcinoma. More than one
mechanism of action is proposed for the used Casiopeinas®, and these
mechanisms will have their point of convergence in mitochondria. Based on the
results obtained in this study, it is possible to conclude that in these models,
Cas lll-ia and Casligli have anti-tumour activity through different action
mechanisms, and that both drugs are good candidates for clinical evaluation in
humans.

KEY WORDS: casiopeina, chemotherapy, cytotoxic drugs, cancer,
colorectal cancer, Bax.



CAPITULO 1. Introduccion

1.1 Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades en el que las células afectadas
adquieren capacidad de crecimiento descontrolado a través de un proceso de
multiples pasos, que envuelve el avance gradual de una célula normal a una
neoplasica. Durante este proceso se generan mutaciones e inactivacién de las
vias relacionadas con diferenciacion y apoptosis, asi como la activacién de las
vias que promueven la proliferacion y la diferenciaciéon celular. Muchas
mutaciones tienen lugar en protooncogenes y en genes supresores de tumores,
lo que resulta en una desregulacion del ciclo celular (Hanahan y Weinberg,
2000; Bisonnette et al., 1992; Garcia-Carranca, 2003). Como resultado de lo
anterior, las células cancerosas siguen un esquema de proliferacién propio, lo
que les confiere la permanencia no sélo en el tejido donde se originan, sino
también pueden alcanzar lugares distantes a este nuevo crecimiento
(Weinberg, 1996).

Las estadisticas revelan que en los préximos afos, el cancer afectara a una de
cada tres personas y que en occidente, es la causa de alrededor de 1 de cada
4 muertes. Tanto en México como en el mundo, el cancer es la segunda causa
de muerte después de las enfermedades cardiacas. La Organizacion Mundial
de la Salud predijo que para el afio 2020 habran 20 millones de nuevos
pacientes con cancer por afo. Entre los hombres, las 8 principales
localizaciones mortales de cancer son: colon-recto, pulmén, estébmago, higado,
esofago, boca-faringe, prostata y ganglios linfaticos. Con respecto al cancer de
colon y recto, éste es uno de los tumores malignos mas comunes en los paises
desarrollados, con aproximadamente 19,000 y 160,000 casos en Inglaterra y

Estados Unidos de Norteamérica, respectivamente (Parkin et al., 1985).

En las mujeres, los 6rganos mas afectados por esta enfermedad son la
glandula mamaria, el estdmago, el colon-recto, cuello del utero, pulmdn, ovario,
esoéfago e higado. El principal cancer en las mujeres en paises en desarrollo es

el de mama, seguido por el de estobmago. Por otra parte, en los paises



desarrollados el cancer de mama también se ubica en primer lugar seguido por

cancer colorrectal. (World health organization report, 1998).

En México, el cancer de bronquios y pulmén se manifiesta como la primera
causa de muerte en los hombres con 4,355 casos y una tasa de 9 por 100,000.
Le siguen el cancer de prostata y estomago con 3,766 y 2,645 casos
respectivamente. Otras neoplasias malignas motivo frecuentes de defuncion en
el hombre son las de higado y vias biliares intra-hepaticas, de pancreas y de
colon (INCan México, 1999). En mujeres, en los ultimos 10 afos el cancer
cérvico uterino se ha ubicado en el primer lugar en orden de frecuencia a pesar
del programa de control existente desde 1974 (Flores et al., 2002). En el grupo
etario de 30 a 44 afos es la tercera causa de muerte y una de las primeras 10
causas en todos los grupos de edad hasta los 64 afios (Escandon-Romero et
al., 1992).

1.2 La célula cancerosa

Observaciones tanto de modelos tumorales humanos como animales, senalan
que el desarrollo tumoral procede de una forma analoga a la evolucion
Darwiniana, en la cual una sucesion de cambios genéticos, cada uno de ellos

brindandole ventajas en el tipo de crecimiento, da lugar a una transformacion

s



2005). Existen mas de 100 tipos de cancer, los cuales dan lugar a subtipos
encontrados en distintos 6rganos y tejidos. Se enumeran seis alteraciones

basicas que dictan un comportamiento maligno (Hanahan y Weinberg, 2000).

Auto suficiencia en sefales de crecimiento.
Insensibilidad a sehales inhibitorias del crecimiento.
Potencial replicativo ilimitado.

Angiogénesis.

Invasion y metastasis.

2B T

Resistencia tumoral a apoptosis.

1.2.1 Auto suficiencia en sefales de crecimiento

Las células tumorales muestran una dependencia reducida a factores de
crecimiento exogeno. Se demostré que las células cancerosas son capaces de
generar sus propias sefiales de crecimiento (accion autocrina), reduciendo por
ende la dependencia con el microambiente externo, lo que afecta la
homeostasis del comportamiento celular (Fedi et al., 1997). Sin embargo,
estudios recientes revelaron que los fibroblastos de la matriz extracelular tienen
una participacién importante en el desarrollo y progresion de carcinomas, dada
la presencia de muchas familias de factores de crecimiento (FGF, IGF, EGF,
HGF, TGF-B) implicados de forma autocrina y paracrina en la interaccién
estroma — epitelio (Bhowmick et al., 2004).

Los receptores celulares que traducen sefales de crecimiento al interior de
las células son blancos de desregulacién durante la patogénesis tumoral. La
mayoria de los receptores que tienen actividad de tirosin cinasas en sus
dominios citoplasmaticos, estan sobre expresados en muchos tipos de cancer.
Por ejemplo, el factor de crecimiento epidermal esta sobre expresado en
tumores de mama, cerebro y estomago, mientras que receptores a HER2/neu
estan presentes en carcinomas mamarios y de estémago (Slamon et al., 1987;
Yarden y Ullrich, 1988).

1.2.2 Insensibilidad a sefiales inhibitorias del crecimiento



Existen multiples sefiales en el medio extracelular (matriz) e inhibidores
solubles del crecimiento que colaboran en la manutencion de la homeostasis
celular. Estas sefales son recibidas a través de receptores transmembranales
que conectan a circuitos intracelulares. Las células tumorales son capaces de
evadir estas sefales. Una de las vias es a través del desbaratamiento de la via
de pRb, dejando a las células insensibles a factores que detienen el
crecimiento. Dentro de estas moléculas se encuentra TGF-B, que mediante
algunas formas (bloqueo de c-myc, sintesis de p15™ y proteina p21 que
bloquean cinasas) previenen la fosforilacion que inactiva pRB, por ende,
bloquea el avance a través de G4 (Datto et al., 1997). Algunas células pierden
la sensibilidad a TGF-B a través de receptores mutantes o no funcionales
(Markowitz et al., 1995), mutacion de Smad 4 (que traduce sehal desde el
ligando de TGF-B) y substituciones aminoacidicas de CDK4 (blanco inmediato
de la accion de TGF-B) (Zuo et al., 1996).

Otras vias que se conocen, alteran la accion de pRB mediante la accidon de
algunas oncoproteinas, como lo es E7 del virus papiloma humano (Dyson et al.,
1989).

1.2.3 Potencial replicativo ilimitado

La mayoria de las células tumorales que son propagadas en cultivo parecen
ser inmortales, lo que sugiere que el fenotipo del potencial replicativo se
adquiere in vivo durante la progresion tumoral y es esencial para el desarrollo
del crecimiento maligno (Hayfflick, 1997). Los tumores acumulan alteraciones
genéticas al progresar y al menos una pequefa porcion de estas alteraciones,
estan directamente relacionadas con el desarrollo de tumores (Cheng y Loeb,
1993). Quienes demuestran lo anterior fueron Wright et al.,(1989), los que
inactivaron p53 y Rb a fibroblastos senescentes, y estos comenzaron a replicar
nuevamente, hasta entrar en un segundo estado de detencion de division,
nombrado crisis. Este se caracteriza por muerte celular masiva, desarreglos

cariotipicos asociados con fusiones término terminal de cromosomas y la



emergencia ocasional de una célula variante (1 en 107), la que ha adquirido la

capacidad de multiplicar sin limites hacia la inmortalizacion.

Asimismo, la actividad de la telomerasa en la manutencion de la longitud de
los teldbmeros se ha correlacionado con el fenotipo maligno. Los telébmeros
constituyen estructuras especializadas que forman los extremos de los
cromosomas eucariontes que participan en funciones celulares tan importantes
como la mitosis, la estabilidad cromosémica y el tiempo de vida de las estirpes
celulares (Hernandez-Fernandez, 1999). Estd demostrada su relacion con
algunas enfermedades, especialmente con el cancer, ya que se encontrd
mayor actividad de telomerasa en algunos tumores, como mama, prostata y
colon (Nawaz et al., 1997; Lin et al., 1997; Liu et al., 2006).

1.2.4 Angiogénesis

La angiogénesis es un fendmeno fisiolégico importante que ocurre durante el
desarrollo embrionario y en la reparacion de heridas. Sin embargo, la
angiogeénesis desregulada es un mecanismo clave en algunas condiciones

patoldégicas, como en la génesis tumoral e inflamacién crénica (Folkman, 1995).

El crecimiento de un tumor mas alla de 2 cm de diametro, requiere de llevar a
cabo multiples cambios en su ambiente molecular. Uno de ellos, es la
formacion de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacion), que es un
proceso que integra alteraciones genéticas de las células cancerosas y la
respuesta del huésped, indispensable en la formacion tumoral (Rak y Yu,
2004). La formacion de nuevos vasos sanguineos al sitio del tumor es un
requisito indispensable para el crecimiento tumoral y metastasis. Esto se debe
a que la sangre y los vasos sanguineos son fuentes no sélo de oxigeno,
factores de crecimiento, nutrientes y metabolitos, sino también de hormonas,
factores de crecimiento circulantes y derivados del endotelio (paracrino), utiles

para invasividad, actividad proteolitica y metastasis (Rak et al., 1996).



Como ejemplo, VEGF es una citocina que tiene un importante papel en
vasculogénesis y angiogénesis y su produccion esta regulada por la
concentracion local de oxigeno. La hipoxia estimula su produccién,
aumentando su transcripcion (activando HIF) y la estabilidad del ARNm. Sin
embargo, la concentracion celular de oxigeno no es el unico regulador de la
sintesis de VEGF, ya que se demostro que algunas células neoplasicas pueden
producirlo en normoxia (Mukhopadhyay y Datta, 2004).

1.2.5 Invasion y metéastasis

La adhesion de las células a la matriz extracelular y a otras células es
esencial para la integridad tisular. La adhesion celular regula vias de
sefalizacion intracelular que regulan proliferacién, apoptosis, diferenciacion y
otros procesos (Brakebusch et al., 2002). Tarde o temprano, la mayoria de los
tumores malignos generaran células con capacidad de abandonar el tumor
primario produciendo metastasis, que hoy en dia son la causa del 90% de las
muertes asociadas a tumores (Sporn, 1996). Muchas clases de proteinas estan
envueltas en el contacto de la célula con su medio extracelular. Estas incluyen
moléculas de adhesion celular (CAM’s) que median interacciones intercelulares
y las integrinas, que interacciona células con su medio extracelular. Se ha
demostrado que las células cancerosas pueden encender receptores de
integrinas que ellas mismas expresan, favoreciendo aquellos que transmiten

senales a favor del crecimiento (Giancotti y Ruoslahti, 1999).

La caderina E (expresada principalmente en células epiteliales) es util para la
transmision de sefales inhibitorias del crecimiento a través de contactos
citoplasmaticos con [-catenina a los circuitos intracelulares de sefalizacion. La
funcidn de la caderina E esta alterada en la mayoria de los tumores epiteliales
por mecanismos que involucran inactivacién mutacional de genes de caderina

E y B-catenina, represion transcripcional o protedlisis del dominio extracelular



de caderina (Christofori y Semb, 1999). En un estudio realizado con
fibroblastos transformados, las células que sobreexpresan integrina 1
formaron tumores primarios significativamente mas grandes y tenian mayor

numero de metastasis en higado y pulmén (Brakebusch et al., 1999).

La cinasa de adhesion focal (FAK por sus siglas en inglés), regulada por p53,
es un regulador clave de los sitios de adhesion a integrinas con el medio
extracelular, sefializacién de factores de crecimiento, sobrevivencia celular y
migracion. FAK esta frecuentemente sobre expresada en células tumorales, lo

que se correlaciona con mal pronéstico (Owen et al., 1995).

1.2.6 Resistencia tumoral a apoptosis

El desarrollo de un mecanismo de muerte para controlar el numero celular fue
un evento esencial en la evolucion de organismos multicelulares. Este
mecanismo activo de control nombrado apoptosis, es requerido para la
formacion de érganos durante el desarrollo, para la homeostasis celular y para
el buen funcionamiento del sistema inmune (Raff, 1992; Steller, 1995). Este tipo
de muerte celular se caracteriza morfolégicamente por condensaciéon de
cromatina en la periferia de la membrana nuclear, fragmentacion nuclear,
pérdida de contacto con las células vecinas, vacuolizacion de membrana
(“blebs”) y formacion de cuerpos apoptoéticos, los que son fagocitados por otras
células. Sin embargo, la membrana celular y las mitocondrias estan bien

preservadas (Wyllie et al., 1980; Ziegler y Groscurth, 2004).

La mayoria de las células cancerosas tienen defectos en el control normal de
apoptosis. El primer ejemplo que caracterizé lo anterior, fue la traslocacion
cromosomal 14:18 encontrada en pacientes con linfomas foliculares, la cual
yuxtapone la porcidn reguladora de inmunoglobulinas con el gen antiapoptético
Bcl-2 (Tsujimoto et al., 1984), cuyo efecto es dar resistencia a apoptosis
mediada por la via extrinseca, asi como la supresibn de proteinas

proapoptoticas de la familia de Bcl-2, como Bax y Bak (Wei et al., 2001).



Los componentes de la cascada de sefalizacién de apoptosis, entre otros
reguladores, estan entre los objetivos mas promisorios para la modulacion de la

inflamacion y de la muerte celular en el tratamiento del cancer (Reed, 2002).

1.2.6.1. Mecanismo de apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada ocurre tanto en situaciones
fisioldgicas como patolégicas. Durante la apoptosis se han identificado
diferentes eventos celulares, los que ocurren a diferentes tiempos de éste
proceso. Entre éstos esta la degradacion de proteinas, como las procaspasas,

la cual no ocurre de forma cadtica.

Las procaspasas son una familia de cistein aspartato proteasas que se
encuentran como moléculas inactivas, que al recibir la sefial apoptogeénica
sufren un rompimiento proteolitico dando lugar a dos subunidades que
constituyen la ezima activa o caspasa. (Duriez y Shah, 1997; Kidd 1998). Las
caspasas fueron implicadas en el proceso de apoptosis con el descubrimiento
de CED-3 (producto de un gen requerido para muerte celular en el nematodo
Caenorhabditis elegans). CED-3 esta relacionado a la enzima convertidora de
interleucina 1-p mamifera (/CE o caspasa 1), que a pesar de no participar en la
apoptosis, dio pie al descubrimiento de una familia de proteasas con papeles
diversos en inflamacion y apoptosis (Yuan et al, 1993). Las caspasas
activadas por una sefal apoptotica tienen como blanco varios sustratos
celulares, como otras caspasas, actina, poli (ADP-ribosa) polimerasa, fodrina y
laminas, los cuales son responsables de los cambios morfolégicos observados

en las células en apoptosis (Buendia et al., 1999; Martin y Green, 1995).

Se han identificado dos vias de apoptosis, las cuales estan intercomunicadas,
la via extrinseca y la via intrinseca (Figura 1.1). La primera es mediada por
receptores de muerte localizados en la superficie celular, como la familia de
Fas y TNF-a (Nagata, 1997), que estan ligados a proteinas adaptadoras
especificas, como FADD o CRADD (Ahmad et al., 1997). Estas moléculas

adaptadoras interaccionan con las caspasas iniciadoras (2, 8 y 10) disparando



su autoactivacion (Muzio et al., 1998; Martin et al., 1998). Las caspasas

iniciadoras activan a las caspasas efectoras (3, 6 y 7) (Muzio et al., 1997).

La via intrinseca esta relacionada con la mitocondria e inicia con la liberacion
al citoplasma de varios factores ubicados en ella (como citocromo c, AlF,
Omi/Htr2, Smac/DIABLO) y la posterior activacién de vias dependientes e
independientes de las caspasas. El Citocromo c (en adelante Cit c) liberado se
une a Apaf-1 y promueve su oligomerizacion (Liu et al., 1996; Srinivasula,
1998). El reclutamiento de la pro-caspasa 9 al complejo Cit ¢ — Apaf-1 da lugar
a la formacion del apoptosoma. Este apoptosoma activo resulta en la activacion
de la caspasa 9 y en la posterior activacion de caspasa 3 (Li et al., 1997). En
ambas vias, la activaciéon de caspasas efectoras (3, 6 y 7) por caspasas
iniciadoras (9, 2, 8 y 10) amplifica la sefal apoptdtica, para asegurar la muerte

celular en una forma rapida, evitandose que el proceso de muerte se revierta.
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Figura 1.1 Mecanismos de apoptosis. Existen dos mecanismos
interrelacionados de apoptosis bien caracterizados. La via extrinseca incluye la
activaciéon (FasL) de receptores de membrana (Fas), los cuales activan
dominios de muerte (FADD) y a la caspasa 8, la que tiene como sustrato la
caspasa 3 y Bid. La via intrinseca, que se activa a través de tBid, dafio al ADN
y acortamiento de teldbmeros (entre otros), es a través de productos
mitocondriales, los cuales activan caspasas, Cit ¢, bloquean IAP’s (Omi/Htr;
Smac/DIABLO) o degradan directamente el ADN (AlIF). Ambas vias convergen
en la activacion de caspasa 3, la cual a través de la activacion/inactivacion de
sus sustratos, con capaces de inducir los cambios morfolégicos caracteristicos
de este mecanismo de muerte.

1.2.6.2 Apoptosis y la mitocondria

La mitocondria es el organelo mas importante en este mecanismo de muerte,

ya que actua como coordinador central de éste. La importancia de la



mitocondria radica en la liberacion de diferentes proteinas desde el espacio
intermembranal, tales como el Cit ¢, quien es requerido como acarreador de
electrones en la fosforilacion oxidativa, proceso que genera la mayoria del ATP
intracelular (Mathews, 1985). EI mecanismo mediante el cual ocurre dicha
liberacion es aun desconocido, sin embargo, existen algunas hipétesis al
respecto. La primera sefiala que al haber un estimulo pro apoptético, hay una
pérdida no especifica de Cit ¢ desde el espacio intermembranal debido a
hinchamiento mitocondrial seguido de ruptura de la membrana externa
(Kroemer et al., 1995, 1997), lo que se postula se debe a la apertura del poro
de transicion de permeabilidad en la membrana interna (Marzo et al., 1998) o
por hiperpolarizacion de la membrana interna (Vander Heiden et al., 1997). Sin
embargo, la teoria mas aceptada del hinchamiento mitocondrial en apoptosis
es la transicion de la permeabilidad mitocondrial (MTP), causada por la
apertura de un megaporo en la membrana mitocondrial interna (Gunter vy
Pfeiffer, 1990), lo que causa aumento de volumen y ruptura de la membrana
externa. Ambos mecanismos descritos estan relacionados con una pérdida del
potencial de membrana (A¥m). El potencial de membrana es consecuencia de
los protones que son expulsados desde la matriz, creando una carga negativa,
el que es utilizado para la sintesis de ATP. Sin embargo, existe controversia ya
que dependiendo de la célula y el estimulo, el A¥Ym muestra disminucion antes
o después de la salida de Cit c. Un tercer mecanismo involucra la salida de Cit
c a través de sitios discretos que no alteran el tamafio o la funcién mitocondrial,
constituidos por canales formados por Bax y/o Bak oligomerizados en
interaccion con los canales anionicos dependientes de voltaje (VDAC)
(Martinou y Green, 2001). Con el tiempo se ha postulado que el aumento de
permeabilidad de potasio por la membrana interna, provoca hinchazoén, ruptura
de membrana externa y liberacién de Cit c. Lo anterior es seguido por abertura
de MTP y permeabilizacion de la membrana interna mitocondrial, que pueden
ser bloqueados o activados por bcl-2 y Bax con relacion a adenin nucleétido
traslocasa (ANT, que interacciona con VDAC), respectivamente (Eliseev et al.,
2002). Por otro lado, ya se demostré que cardiolipina, fosfolipido mitocondrial
que se ubica en los puntos de contacto entre la membrana externa e interna
mitocondrial, estd unido a Cit ¢ al ser liberado y su presencia es de vital

importancia en la accion de Bid y Bax en liposomas sintéticos (Zamzani y



Kroemer, 2003). Sin embargo, los mecanismos moleculares envueltos en la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial y el papel de las proteinas de la
familia de Bcl-2 en la regulacion de estos mecanismos aun son materia de
debate (Bettaieb et al., 2003)

Sin embargo, Van Ahsen et al., (2000) demostraron que si se induce la
liberacion de Cit ¢ a través de bax pero se bloquean las caspasas, se libera
todo el Cit ¢ sin cursar la célula con apoptosis. Se postula que los cambios de
la membrana interna mitocondrial, como pérdida de potencial de membrana e
hinchamiento es dependiente de caspasas y que la célula utiliza vias

glucoliticas para mantener los niveles de ATP.

No obstante la accién pro apoptética del Cit ¢ antes descrita, Oliver et al.,
(2005) demostraron la presencia constitutiva de Cit ¢ en el citosol de una linea
celular de leucemia resistente a quimioterapia (K562/ADR), la cual no cursaba
con cambios morfolégicos asociados a apoptosis y no estaba acompafiada de
otras proteinas apoptogénicas. Esta presencia se asocié con preservacion de

integridad y funcién mitocondrial, asi como con proliferacién celular.

Otras proteinas mitocondriales que intervienen en este mecanismo de muerte
celular, a través de regulacién de caspasas, son Smac/DIABLO (Wang, 2001) y
Omi/HtrA2 (Hegde et al., 2001). Sus efectos apoptéticos los ejercen a través de
la inhibicién de una familia de proteinas inhibidoras de apoptosis, conocidas
como XIAP (supresores enddgenos de caspasas) (Du et al., 2000; Verhagen et
al., 2000). Su salida desde la mitocondria se ha asociado a la salida de Cit c,
los que compartirian un mecanismo similar, luego que no se registraran
diferencias en los tiempos de expulsion al citosol (Zhuo et al., 2005). Sin
embargo, Chauhan et al., (2001) demostraron que el tratamiento de células de
mieloma multiple con dexametasona disparé la liberacion de Smac/DIABLO

desde la mitocondria sin liberacion de Cit c.

Ademas, existe otro mediador de apoptosis de origen mitocondrial, que es el
factor inductor de apoptosis (AIF), cuya actividad es independiente a la

activacién de caspasas. AIF actua directamente en el nucleo, produciendo



principalmente condensacién de la cromatina nuclear y fragmentacién de ADN
en segmentos de alrededor de 50 kb (Daugas et al., 2000). Su funcién principal
en la mitocondria es similar a Cit ¢ (aceptor/donador de electrones), pero una
vez en el citoplasma, aparte de producir los cambios antes mencionados, es
responsable de la salida de Cit ¢ con pérdida de potencial de membrana. Por
ende, AIF tiene efectos indirectos en la integridad de membrana mitocondrial
(Susin et al., 1999).

1.2.6.3 Intercomunicacion entre las vias intrinseca y extrinseca: la

familia Bcl-2

Aunado a lo descrito, existe una intercomunicacién entre ambos mecanismos
de apoptosis. Las sefales apoptoticas convergen en la mitocondria, a través de
proteinas de la familia Bcl-2, la cual tiene tanto miembros pro apoptéticos
(como Bax, Bid y bad) como anti apoptéticos (como Bcl-2, Bcl-x. ) (Adams JW,
2003) y constituyen un punto critico en el desarrollo de apoptosis. Los
miembros de esta familia comparten homologia en cuatro dominios, nombrados
BH1, BH2, BH3 y BH4 (Adams y Cory, 1998). Las proteinas pro apoptoéticas se
pueden subdividir en subfamilias “multidominio” y “BH-3 only”. Las proteinas
pro apoptoéticas multidomios como Bax y Bak comparten homologia entre los
dominios BH 1 y 3, mientras que las proteinas BH-3 only, como Bid y Bim son
similares a la familia de multidominio, pero la similitud de su secuencia se limita
solo al dominio BH3. El radio de moléculas anti y pro apoptéticas determina la
respuesta a la sehal de muerte. La caspasa 8 puede activar la cascada de
caspasas indirectamente por la via mitocondrial mediante el rompimiento de
Bid en dos fragmentos (p22 y p15). p15 se adhiere a la membrana externa
mitocondrial y favorece la liberacion de Cit ¢ (Luo et al., 1998). Los
mecanismos propuestos son a través de un modelo ligando receptor, en el que
la porcién BH3 de p15 Bid se une a Bcl-2 o Bax de membrana, los que sirven
como receptores (Wang et al, 1996) y formadores de poros idnicos
transmembranales (Minn et al., 1997). p15 podria regular esos poros formando
canales hibridos. Otro mecanismo propuesto es que p15 Bid, con o sin

proteinas asociadas, constituyen un poro para el paso selectivo de Cit c. Este



mecanismo ha sido descrito para las toxinas A y B de difteria (Falnes et al,,
1992).

En condiciones fisiologicas, Bax existe como una proteina soluble en el
citosol. Algunos estudios indican que se encuentra secuestrada a través de
interacciones con proteinas inhibitorias, a pesar que el analisis de filtracion en
gel indica que es monomeérica. Se proponen varias proteinas inactivantes de
bax, como14-3-3, Humanina, Ku70, regulador de apoptosis con CARD (ARC),
Proteinas de choque caldrico y hexoquinasas (Lucken-Ardjomande y Martinou,
2005). Sin embargo, aun falta demostrar que la inhibicion del efecto de los

inhibidores dispare apoptosis en forma espontanea.

1.2.6.4 Ejecucion de apoptosis dependiente de caspasas

Al ser activadas las caspasas iniciadoras (2, 8, 9, 10), éstas inducen
protedlisis de las caspasas efectoras (3, 6 y 7) las cuales tienen varios
sustratos. Dentro de los blancos de las caspasas 3 y 7 esta PARP [Poli(ADP-
ribosa) polimerasa. PARP es una proteina de 116 kD que ha sido implicada en
reparacion del ADN y en la manutencién de la integridad gendmica (Virag y
Szabd, 2002, Bouchard et al., 2003). En forma resumida, PARP al percibir
rompimiento en el ADN, se activa provocando el consumo de NAD+,
inicialmente desde el citoplasma (Ying et al., 2005). La célula intenta regenerar
el NAD+ desde nicotinamida a través de consumo de ATP, lo que en una célula
danada, va a llevar a reduccion del NAD+, lo que afectara la glicolisis y la
respiracion celular. Esta descompensacion energética va a llevar a la célula a
una muerte irremediable a través de oncosis (Chiarugi, 2002). En apoptosis,
PARP es degradada en fragmentos de 89 y 24 kD, lo que previene su
sobreactivacion (junto con su crisis energética) manteniendo la energia celular
para ciertos pasos sensibles a ATP de apoptosis (Herceg y Wang, 1999), por lo
que su degradacion es considerada un marcador confiable de apoptosis (Virag
y Szabd, 2002). No obstante, hoy en dia se conoce la forma de bloquear a
PARP durante la muerte oncotica, por lo que este tipo de muerte dejé de ser un
proceso accidental y ambiental (Alison y Sarraf, 1994), transformandose en un

tipo de muerte predecible y regulable (Jagtap y Szabd, 2005).



Asimismo, las caspasas ejecutoras tienen otros sustratos. Una vez activadas
producen protedlisis de algunas proteinas tanto del citoesqueleto como de la
membrana nuclear. La protedlisis sobre actina y fodrina da lugar a una pérdida
de la forma y del tamano celular. La degradadacion de lamina da como

resultado el encogimiento nuclear (Mashima et al., 1999; Hengartner, 2000).

Ademas, dentro de los efectos de la activacion de caspasas, existen dos
dafios que son caracteristicos y que diferencian estados iniciales y tardios de
apoptosis. Uno de ellos es la exposicion de fosfatidilserina, como dafio
temprano y el otro, es el rompimiento del ADN en fragmentos

oligonucleosomales.

La distribucion asimétrica de fosfolipidos de membrana con la exposicion de
fosfatidilserina (PS) es una caracteristica fundamental en aquellas células
cuyos disturbios son incompatibles con la funcion fisiologica de membranas,

viabilidad celular y apoptosis.
Se han descritos 3 mecanismos de asimetria (Bevers et al., 1999):

a. Bomba transportadora dependiente de ATP especifica de
aminofosfolipidos o aminofosfolipido traslocasa (APT) o “flipasa”.

b. Migracion bidireccional de fosfolipidos a través de la bicapa independiente
de los grupos polares, o modelo de “escramblasa” de fosfolipidos.

c. A través de “flopasa”, que es una bomba que dirige hacia afuera algunos
fosfolipidos polares. Su funcion es mantener la asimetria en células

intactas.

Con respecto a estos mecanismos, la inhibicion de la flopasa por si sola, no
es capaz de generar una redistribucion espontanea de lipidos (de Jong et al.,
1997; Bratton et al., 1997). Por otra parte, las condiciones de activacion celular
pueden estar caracterizadas por niveles elevados de Ca*? intracelular, mismo
que puede ser liberado desde el reticulo endoplasmico por la accion de

variadas drogas y por Bax (Nutt et al, 2002). Lo anterior puede causar el



colapso de la asimetria de lipidos por activacion de una escramblasa
independiente de ATP y el subsiguiente movimiento bidireccional de toda clase
de fosfolipidos (Bevers et al., 1998). Sin embargo, se demostré que la ATPasa
de membrana plasmatica es sustrato de caspasa 3, acto que libera el dominio
de unién de calmodulina, lo que induce que esta bomba remueva rapidamente
el calcio citosodlico (Paszty et al., 2002) dejando esta hipdtesis en duda.
Ademas, en el mismo ano Schwab et al,, (2002) postulan que las capasas
disparan necrosis secundaria cuando rompen e inactivan sistemas
transportadores de Ca*? de membrana plasmatica, causando sobrecarga de

Ca*y lisis de membrana.

Por ende, el mecanismo de exposicion de PS es compartido, generandose
por inhibicion de APT mas la activaciéon de escramblasas, exposicion de PS
para luego reconocimiento y fagocitosis. Con respecto a esto, los macréfagos
activados secretan una glicoproteina que se une a PS, lo que es reconocido

por a,B3 expresado en el fagocito (Hanayama et al., 2002).

Hasta hace poco tiempo se asumié que la exposicion de PS era un evento
dependiente de caspasas (Martin et al., 1996; Naito et al., 1997), sin embargo,
Ferraro-Peyret et al., (2002) demostraron que en linfocitos T puede ocurrir una
exposicién de PS independiente de caspasas, proponiéndose a AlF como el
responsable en la degradacion de fodrina, proteina que se asocia con el

mantenimiento de la asimetria de la membrana lipidica.

Sin embargo, el dafio mas severo a la célula en apoptosis es el rompimiento
del ADN nuclear en fragmentos de 180 a 200 pares de bases, lo que es un
evento tardio en este mecanismo de muerte y ocurre después de la formacion
de cuerpos apoptoéticos o de la lisis final de la célula (Collins et al., 1997). Una
vez activa la caspasa 3, es capaz de inducir el rompimiento de DFF (Factor de
fragmentacién de ADN), el cual se compone de dos subunidades: DFF40 (40-
kDa) y DFF45 (45kDa). DFF40 (también conocida como CAD) presenta
actividad de endonucleasa intrinseca, mientras que DFF45 (o /ICAD) sirve como
chaperdn e inhibidor de DFF40. La activacion y formacion de homo oligémeros

de DFF40 y el rompimiento de DFF45, resulta en rompimientos de la doble



hebra de ADN en fragmentos internucleosomales (Zhang y Zu, 2001) (Figura
1.2).

JULY

Figura 1.2 Electroforesis en gel de agarosa de ADN celular. Columnas A, B,
C, D: Rompimiento de ADN en fragmentos de 180 a 200 pares de base (flechas
vacias). Columnas E, F, G: Degradacién del ADN al azar. M: Marcador de 100
pares de base (flechas rellenas).



1.2.6.5 Funcion de p53 en la regulacion de apoptosis

El gen p53 es uno de los genes mas estudiados en la biologia del cancer
humano. Este gen codifica para una proteina que es conocida como el
“‘guardian del genoma”, basado en su habilidad de inducir arresto en G1
después de dano al ADN (Lane, 1992). Esta proteina se clasifica dentro de las
proteinas supresoras de tumores, ya que es un factor de transcripcién que
responde a estrés citotoxico como dafo al ADN, aumentando la transcripcion
de genes que regulan el avance en el ciclo celular y apoptosis (Ko y Privies,
1996). En un principio, la falla en una o varias de sus funciones pueden
explicar la alta frecuencia de las mutaciones de p53 en tumores humanos
(Hainaut et al., 1998).

La mecanica de induccion de apoptosis a través de la via de p53, favorece la
expresion de proteinas envueltas en la via intrinseca mitocondrial como Bax,
NOXA, PUMA y p53AIP. Asimismo, en la via extrinseca de receptores de
membrana, p53 puede inducir la expresion de Fas y TRAIL. De tal forma, la
presencia de p53 puede suprimir la expresion de genes antiapoptéticos,
incluyendo Bcl-2, Bcl-xL o survivina. Sin embargo, p53 puede promover muerte
celular a través de mecanismos independientes de transcripcion y a la
contribucion de ambas vias dependera de la célula, el contexto, la naturaleza y
la intensidad de la sefal (Slee et al, 2004). Tiene paralelamente otras
funciones, como interaccion con proteinas, efectos directos en mitocondria y
relocalizacion de receptores de muerte en la superficie celular (Igney y
Krammer, 2002).



El estatus de p53 puede ser relevante en la sensibilidad a radio y/o
quimioterapia en algunos tipos tumorales y puede ser un factor prondstico para
una gran variedad de tipos tumorales (O Connor et al., 1993). Las mutaciones
del gen supresor p53 ocurren en alrededor del 50 al 70% de los tumores
humanos, convirtiéndose en el blanco mas frecuente de alteraciones en cancer
(Holstein et al., 1994, Jia et al, 1997). Estas mutaciones facilitan Ila
carcinogeénesis inactivando las actividades apoptéticas y de ciclo celular de la
proteina silvestre (Oren, 1999). Por otro lado, en alrededor del 70% de los
tumores de mama, se expresa p53 pero falla en suprimir el crecimiento celular
(Samuels, 2001). Sin embargo, p53 puede inducir apoptosis en un tipo celular,
pero no es requerido para activar la maquinaria de muerte celular programada
en todos los tipos celulares. Por ejemplo, después de irradiar los timocitos,
estos mueren de una forma dependiente de p53 (Lowe et al, 1993).
Contrariamente, al irradiar células endoteliales, la muerte fue independiente a
p53 (Santana et al., 1996).

La maquinaria apoptatica intrinseca es activa en la mayoria de los tumores y
podria ser usada como blanco para eliminar selectivamente a las células
cancerosas. Existen algunos informes que demuestran que las células
tumorales (y no las normales) son preferencialmente sensibles a activar el
apoptosoma o la mitocondria directamente (Nguyen y Wells, 2003). Con
respecto a p53 y la actividad del apoptosoma, se encontré que las lineas
celulares con p53 defectuoso matienen intacta la actividad del apoptosoma y la
inversa, si el apoptosoma es defectuoso, se mantiene intacta la actividad de
p53, sugiriéndose un patrén complementario entre la mutacién de p53 y la

actividad del apoptosoma (Mashima et al., 2005).



1.3. Quimioterapia del cancer

Hoy en dia, la quimioterapia del cancer esta dominada por tratamientos con
agentes citotdéxicos. Aunque se han hecho avances en el tratamiento del
cancer, el impacto en las tasas de mortalidad ha sido modesto. Por ejemplo, el
cancer de pulmoén, tiene una esperanza de vida a los 5 anos del 5%, tasa que
ha cambiado muy poco en los ultimos 30 anos. No obstante han habido
algunos avances, ya que hoy se pueden alcanzar curas en algunas leucemias
juveniles, tumor de Wilm, teratocarcinomas, coriocarcinomas y en tumores
testiculares (Workman y Kaye, 2002; Blagosklonny, 2004). No obstante, el
logro mas espectacular de la oncologia en los ultimos tiempos se alcanz6 con
Gleevec, el que inhibe Bcr-Abl (inhibidor de apoptosis) e induce apoptosis en

células de leucemia que expresan esta proteina (Sawyers, 2002).

La meta terapéutica del cancer es lograr activar la muerte celular selectiva a las
células neoplasicas. En principio, existen al menos dos estrategias para
alcanzar esta meta. La primera, es importante que el farmaco se acumule en el
tejido tumoral para que favorezca su acumulacion en las células transformadas.
La segunda, se busca activar selectivamente la maquinaria de muerte celular
en las células tumorales sin dafiar las células no neoplasicas. (Johnstone et al.,
2002)

La mayoria de los farmacos quimioterapéuticos pueden inducir apoptosis a
través de la via intrinseca mitocondrial directamente e incluso, pueden no
activar caspasas. Obviamente cada una de los farmacos tienen distintos
mecanismos de induccion de muerte. La respuesta de una célula frente al
tratamiento dependera del estimulo, el tipo celular, el medio extracelular y otros
factores (Newton y Strasser, 2000). Sin embargo y en términos generales, dado
que generalmente la quimioterapia ejecuta su accién a través de apoptosis, la
modulacion de los elementos claves de apoptosis directamente influencia la

muerte o sobrevida de la célula maligna (Ryungsa, 2005).



Estudios realizados en la ultima década indican que los agentes
quimioterapéuticos inducen apoptosis in vitro e in vivo (Kaufmann y Earnshaw
2000). Sin embargo, la falla en activar la maquinaria apoptética se ha
correlacionado con resistencia a este tipo de agentes, dirigiéndose la vista
hacia los factores que regulan el ciclo apoptético, asi como al mecanismo en si
(Kaufmann y Vaux, 2003.). En un estudio realizado por Svingen et al., (2004),
se demostré que practicamente todas las lineas celulares (a excepcidén de
MCF-7) que corresponden al panel celular del National Cancer Institute, tienen
activos sus mecanismos de muerte, en mayor o menor grado. No obstante,
pequefias pero detectables cantidades de caspasas 3, 9 y Apafl son
suficientes para disparar apoptosis. En otras palabras, los factores que regulan
la maquinaria apoptética juegan un papel mas importante que la variacion en la
maquinaria por si misma. Dentro de estos factores se ha correlacionado a p53,

Bcl-2 y farmacos que inducen alteraciones al ADN.

1.3.1 Farmacos anticancerigenos

La quimioterapia en el cancer es la mejor opcidn de tratamiento en etapas
intermedias y avanzadas. Las drogas antineoplasicas (Cuadro 1.1) se pueden

clasificar segun su mecanismo de accion en:

1) Agentes que darian el ADN

Los agentes alquilantes forman fuertes enlaces con el ADN a través de la
formacion de intermediarios de iones de carbono. Asimismo, otras
moléculas pueden ser blanco de la accion de estos farmacos, como grupos
nucleofilicos de proteinas y ARN. Este tipo de agente dafia la célula
independientemente de su fase en el ciclo celular. Entre los agentes
alquilantes mas representativos estan las mostazas nitrogenadas, busulfan
y nitrosureas, asi como cisplatino y sus derivados. Con respecto a este
ultimo, su accién es mediante la produccion de aductos y enlaces intra e
inter cadenas de ADN, generacion de especies reactivas de oxigeno,
activaciéon de p53, sintesis de Bax y activacién del sistema receptor ligando
CD95.



1) Antimetabolitos

Este tipo de agentes bloquean vias metabdlicas envueltos en la sintesis de
ADN. Se incluyen los antagonistas de acido fdélico, analogos de pirimidina y
analogos de purina. Dentro de este grupo de drogas se encuentra 5-
fluorouracilo, cuyo mecanismo de accién esta basado en bloquear la
timidilato sintetasa, esencial para la sintesis de ADN. Asimismo, el
metotrexato es un andlogo de &acido félico que inhibe la dihidrofolato
reductasa, interfiriendo asi con la sintesis de timidilatos y por ende, de ADN
(Smorenburg et al., 2001)

Il) Agentes que interactuan con microtubulos

Los microtubulos son polimeros proteicos, compuestos principalmente por
tubulina, responsables de varios aspectos de la forma y movimiento celular.
Dentro de esta familia, estan los alcaloides de Vinka, los que interfieren con
la polimerizacion de tubulina, dando lugar a arresto en la fase de mitosis del
ciclo celular. También estan los taxanos, quienes estabilizan los
microtubulos en estado polimerizado. Su mecanismo de accion lo ejerce a
través de la mitocondria (p-53 independiente) y activacion de genes de
respuesta a estrés (Broker et al., 2004) e induce liberacionde catepsina B

desde lisosomas (Sugimura et al., 2004).

IV) Terapia endocrina

Dentro de esta familia, se encuentra tamoxifen, la que se une a los
receptores a estrogenos y se usa en el tratamiento de cancer metastasico
mamario. También estan incluidos los antiandrégenos, ya sea de origen
esteroidal o no esteroidal, los que son usados para el tratamiento de

pacientes con cancer de prostata.

V) Inhibidores de la topoisomerasa.
En esta familia de drogas esta etopdsido, el que inhibe la sintesis de ADN a
través de la inhibicion de la topoisomerasa |l. También esta doxorrubicina y

camptotecinas.



Cuadro 1.1 Farmacos antineoplasicos frecuentemente utilizados en la
guimioterapia del cancer.



Compuesto Tipo actividad Mecanismo de accion
Cisplatino Compuesio de coordinacion | Alquilante Dano de ADN nuclear, provocando produccion de
aduclos y enlaces inlra e intercadenas de ADN,
generacion de ERO's, con activacion de p53 y sintesis
de Bax y activacion del sistema receptor/ligando CD95
{#Awelling y Kohn, 1979).
Carboplatino Compuesio de coordinacion | Alquilante Aductos en ADN y umian a proteinas plasmaticas, con
mecanisme similar a cisplatino.
Oxaliplatino Compuesio de coordinacion | Alquilante Aductos en ADN y unian a proteinas plasmaticas, con
mecanismo simiar a cisplatino (Pl y Lippard, 1997).
5-Fluoracilo Antimetabolito Analogo de Bloquea Timidiato sintetasa, esencial para la formacion
pirmidina de ADN.
Metfotrexato Antimetabolito Analogo de acido Inhibe la dihidrofolato reductasa interferiendo con
folico sintesis de timidilatos y por ende, del ADN (Smorenburg
y col,, 2001).
Etoposido Inhibidor de Topoisomerasa | Inhibe funcién de Daiio al ADN, activacion de p53 y caspasas.
cromatina
Ciclofosfamida | Mostaza nitrogenada Alquilante, por Citotdxico por daio al ADN.
metabolitos
hidroxilados
Busulfén Alquil sulfonato Alquilante, Union covalente al ADN (Erdal, 2005).
E _
de ADN y ARN
Paclitaxel Taxano Inhibidor mitotico, Via de p-53 independiente de mitocondna y activacion
previene de genes de respuesia a stress (Broker y col_, 2004} e
despolimerizacién | induce liberacionde catepsina B desde lisosomas
microtubular {Sugimura y col., 2004.).
Adriamicina Intercala ADN, Inhibe sintesis de ADN y ARN (Erdal, 2005).
(doxorubicina} Antibiotico (antraciclinas). radicales libres

Los farmacos quimioterapéuticos alteran la cinética de proliferacion celular e

inducen apoptosis en las células transformadas a través de dafio al ADN, a los

componentes de las membranas lipidicas y a proteinas plasmaticas, lo que

causa una pérdida de la homeostasis celular, llevando a la célula a activar

apoptosis a través de diversas vias (Herr y Debatin, 2001). La apoptosis es

llevada a cabo si el dafio excede la capacidad de reparacién de la célula bajo el

estimulo de muerte. Sin embargo, la resistencia a farmacos es un problema



muy frecuente en el tratamiento de las neoplasias. El entendimiento de los
mecanismos celulares que llevan a la muerte ha permitido visualizar
racionalmente los usos de estas vias para poder exacerbar las terapias

convencionales.

No obstante, la apoptosis no es el unico mecanismo de muerte involucrado
en la eliminacién de células cancerosas o células normales. En una poblacién
celular pueden ocurrir muchos mecanismos de muerte distintos (por ejemplo,
apoptosis, oncosis y autofagia) en forma simultanea (Kostin et al., 2003), e
incluso multiples programas de muerte pueden ser activados en una sola célula
(Hueffer y Galan, 2004), lo que sugiere la existencia de vias comunes para los

distintos mecanismos de muerte.

1.3.2 El cobre en cancer

De los compuestos utilizados hoy en dia en la terapia anticancerosa, sélo 3
de los 46 que existen en el mercado, tienen un elemento metalico (que es el
platino) como parte de su formulacion. Estos son cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino. Sin embargo, desde la aparicion del cisplatino en el mercado,
muchos grupos de investigacion han comenzado a desarrollar compuestos

similares, principalmente basados en oro, platino, paladio y cobre.

Existen en investigacion numerosas drogas con cobre (lI) en su nucleo, las
que fueron concebidas como potenciales antineoplasicos, de las cuales se han
descrito variados mecanismos de acciéon. Se ha demostrado que uno de los
blancos mas comunes de los quelatos de cobre es el ADN, dada su actividad
nucleofilica (Aruoma et al, 1991). Ademas, algunos investigadores
evidenciaron que ciertos compuestos basados en cobre son capaces de inhibir
la N-miristoiltransferasa e inducir apoptosis en células de cancer de colon HT-
29 (Shrivastav, 2006). Otro grupos de trabajo demostraron la actividad de otros
complejos de cobre (ll) en leucemia humana y murina (Gokhale et al., 2001,
Zhang et al., 2003).



Contrariamente, existen evidencias que el exceso de cobre puede favorecer
la angiogénesis (Kent et al., 2004). Con respecto a esto, el cobre (pero no otros
metales de transicidn) es un cofactor esencial para el proceso de angiogénesis
(Brewer, 2001), debido a que estimula la proliferacion y migracion de células
endoteliales (Hu, 1998). Estos datos generan distintos puntos de vista en la

actividad del cobre en el desarrollo del cancer.

Modificaciones de algunos derivados de compuestos de cobre han servido de
base para la sintesis de compuestos anticancerosos, siendo las Casiopeinas

una de las familias mas representativas de esta clase de compuestos.
1.3.3 Casiopeinas

En 1980, la Dra. Lena Ruiz Azuara, de la Division de Estudios de Posgrado
de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), disefidé una serie compuestos de coordinacion con posible actividad
antineoplasica. La estructura quimica de las Casiopeinas® esta formada por
cobre (Il), como centro metalico, que en la esfera de coordinacién presenta un
ligante bidentado tipo diimina (N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o
donador O-O (acetil acetonato o salicilaldehidato) (Ruiz-Azuara 1993, 1994,
1996, 1997).

El cobre es un metal de transicidn que es esencial en los sistemas bioldgicos,
ya que sus propiedades quimicas le permiten participar en procesos
fundamentales que involucran la transferencia de electrones asociada a
enzimas oxidativas, por ejemplo: hemocianina, citocromo oxidasa y superéxido
dismutasa. El cobre en su estado de oxidaciéon (ll) puede coordinar ligantes
siguiendo una geometria cuadrada plana o piramide de base cuadrada. Este
centro metalico, puede participar en ciclos redox para liberar especies reactivas
de oxigeno que pueden oxidar proteinas (atacando residuos azufrados vy
provocando entrecruzamiento proteico), lipidos, azucares, ADN y ARN, que por

consecuencia puede producir dafio y muerte celular (Valencia y Moran, 2001).



Este grupo de compuestos fue disenado pensando en que la planaridad en la
geometria de la molécula y el ligante diimina (con caracter hidrofébico), le
conferian la posibilidad de actuar como intercalante a través de interacciones
-1 con las bases puricas y pririmidicas del ADN; y el ligante cargado, le
conferia la polaridad necesaria para el transporte de la molécula (Bravo et al.,
2002).

Dentro de esta familia de farmacos, la Casiopeina lll-ia® es una de las mas
ampliamente estudiadas (Gracia-Mora et al., 2001). Se describe dentro de su
mecanismo de accion, la inhibicibn de la respiracidn celular mediante la
inhibicion de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la liberacion de Cit ¢
inhibiendo la respiracion celular y la sintesis de ATP, lo que puede
comprometer los procesos dependientes de energia como la duplicacién celular
(Marin Hernandez et al., 2003). Asimismo, la presencia de Cu*? en su centro,
puede estar relacionado con la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) a través de la reacciéon de Fenton (Shackelford et al., 2000). No
obstante, Tovar-Tovar et al., (1995) demostraron union de este farmaco a

adenina en un modelo in vitro.

Para la Casiopeina ll-gli y otros compuestos de esta familia, se demostré que
exhiben una gran actividad antiproliferativa en carcinoma ovarico (CH1),
leucemia murina (L1210) (de Vizcaya et al., 2000) varios carcinomas ceérvico
uterinos (Gracia-Mora et al., 2001) y en glioma de rata (C6) (Trejo-Solis et al.,
2005), asi como en el panel in vivo sugerido por el National Cancer Institute,
utilizando las lineas L1210, sarcoma S180 y melanoma B16, aumentando la
sobrevida del 16 al 200%, dependiendo de la dosis y del compuesto usado
(Ruiz-Ramirez et al., 1991; Ruiz Ramirez et al., 1993).



1.4 El raton desnudo en la evaluacién de nuevos farmacos

La seleccion de un modelo experimental apropiado es critica para el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos anticancerosos. El valor del
modelo depende de su validacion, selectividad, predictibilidad vy
reproducibilidad (Zubrud, 1972; De Vita y Schein, 1973). En el desarrollo de
farmacos anticancerosos, el modelo de animal es seleccionado para demostrar
el efecto de citotdxico del farmaco o agente biologico sobre el tumor

transplantado en el sistema modelo.

El ratbn desnudo es uno de los descubrimientos mas grandes en la
investigacion del cancer, ya que entre otros, permite que los tumores humanos
sean estudiados en otros animales. La mutacion nu fue descrita por primera
vez en 1966 en el laboratorio de virologia del hospital Ruchill en Glasgow,
Escocia. Sin embargo, no fue hasta 1968 en que se descubrié que el raton
desnudo homocigoto era atimico. Estudios posteriores, revelaron que el timo se

mantenia rudimentario después del dia 14, aparte de que mostraban



leucopenia (815 a 3380 leucocitos/pL) y linfopenia mantenida en el tiempo, y la
atrofia de las células linfoides dependientes del timo en la paracorteza de los
linfonodos y en las regiones periarteriolares del bazo (Rygaard y Povisen,
1974).

En 1978 se concluyé que la condicion de atimico, se debia a un defecto en el
desarrollo del ectodermo, la que ocurria durante la formacién de la vesicula
cervical el dia 11 de la vida embrionaria (Holub et al, 1978), esta condicidn esta
ligada a un gen autosémico recesivo asociado a los genes rex y trembler en el

grupo VIl de ligazén, correspondiente al cromosoma 11.

La mutacién genera una falta de pelo, lo que le da el nombre de “desnudo” .En
estos ratones ocurre una aplasia del timo y baja fertilidad, dado el escaso
desarrollo de ovarios y el bajo conteo de ovocitos en la hembra. En el macho

se evidencia alta proporcion de espermatozoides inmoviles (Flanagan, 1966).

La presencia de gamaglobulinas y la ausencia de linfocitos T indican que las
células troncales para la linfopoyesis estan presentes en el ratén desnudo, pero
que los precursores de las células T son especificamente deprimidos (Wortis et
al., 1971).

Macroscopicamente el timo muestra una estructura nodular y fina, tanto en
ratones normales como heterocigotos (nu/+), con proporciones normales de la
médula y corteza. En el raton desnudo hay grasa, tejido conectivo y estructuras
quisticas, las que son interpretadas como epitelio timico rudimentario. La
morfologia del sistema inmune en los ratones atimicos fue estudiado por
primera vez por de Sousa et al., en 1969. Ellos observaron que los linfonodos
de los heterocigotos y normales fueron encontrados normales en estructura y
funcién, lo que no ocurria en los homocigotos (nu/nu), en donde se observo
atrofia total de las células linfoides en la regién paracortical, con la ausencia de
desarrollo secundario de foliculos linfoides. Las placas de Peyer mostraron una
severa atrofia, asi como el bazo del ratén desnudo, que demostré una falta de

células linfoides en las areas periarteriolares (Christenbury, 1977).



A pesar de la ausencia de células T, el ratdon desnudo tiene un complemento
normal de células B en médula 6sea, asi como niveles elevados de células NK
(Taconic, 1996). En estudios de ratones normales y atimicos infectados con
Listeria monocytogenes y Brucella abortus, se demostré que los macréfagos
tenian una actividad incrementada y se concluyé que estas células se
encontraban activadas antes de la infeccién. La ausencia de un sistema
inmune completamente desarrollado parece ser compensado en parte por una

mayor actividad macrofagica (Cheers y Waller, 1975).

El descubrimiento de que las neoplasias humanas pueden ser proliferadas en
el raton desnudo fue reconocido inmediatamente al instante como una
herramienta en la investigacion. En 1969 se publicé el primer informe
preliminar, en el cual se detalla el éxito de proliferar un tumor humano maligno
en un raton desnudo (Rygaard y Povlsen, 1969). Desde entonces a la fecha,
este modelo ha sido ampliamente utilizado para el estudio de los factores que
influyen en el cancer y en la metastasis. También es relevante su existencia en
el estudio comparativo de la eficacia de distintos farmacos antineoplasicos,
radioterapia, hormonoterapia e inmunoterapia en tumores humanos
xenotransplantados, para poder llegar a tratamientos mas certeros (Ferriols et
al., 1997; Vanhoefer et al., 1997; Sabet et al., 1999).

El transplante puede llevarse a cabo tanto con trozos tumorales de 2 a 3 mm
de diametro, asi como con células tumorales en suspension. La mayoria de los
investigadores transplantan los tumores subcutaneamente en el flanco, lo que
permite su facil observacion y medicion. También se pueden transplantar
intraperitoneal, intramuscular, intravenosamente y bajo la capsula del rifién
(Bogden et al., 1978).

El implante subcutaneo es el sitio predominante para la transplantacion de
tumores humanos en el ratéon desnudo debido a su simplicidad y facil acceso al
tumor. De hecho, este provee el soporte principal para una prueba in vivo en el
descubrimiento de farmacos y en programa de cernimiento del “National
Cancer Institute” (NCI), E.U.A.



Los protocolos internacionales definidos por el “Cancer Chemoterapy National
Service Center” pertenecientes al NCI describen un programa capaz de evaluar
actividad antineoplasica de nuevos farmacos, como parte de las pruebas de
cernimiento preclinicas de fase |. Esta fase describe el uso de ratones

desnudos xenotransplantados con tumores de colon, de pecho y de pulmén

(Figura 1.3).

TUMORES DE RATON
L1210 LEUCEMIA
B16 MELANOMA

ENTRADA AL S180 SARCOMA A ENSAYOS
CERNIMIENTO TOXICOLOGICOS
Y CLINICOS

PRIMARIO

TUMORES HUMANOS
CX-1 COLON
MX-1 PECHO
LX-1 PULMON

Figura 1.3 Protocolo in vivo definido para fase | preclinica. Tumores de
ratbn y humanos que deben ser evaluados como parte de las pruebas de
cernimiento preclinicas de fase |, segun el NCI.



Justificacion

Las Casiopeinas lllia® y Iigli® han cubierto los requerimientos de actividad
seflalados por los protocolos internacionales mediante el empleo de lineas
tumorales murinas y humanas in vitro asi como en tumores murinos
isotransplantados. Es por esta razon, que se decidié implementar la segunda
fase de evaluacién, que incluye lineas tumorales humanas xenotransplantadas
al raton desnudo, para asi contribuir en el esclarecimiento de su actividad y

mecanismos de accion.

Hipotesis

Las Casiopeinas lll-ia® y 1gli® induciran apoptosis in vitro en células
neoplasicas de colon humano y asi mismo, tendran actividad antineoplasica en
tumores de colon, cérvico uterino y de préstata humanos xenotransplantados al
raton nu/nu. No obstante, tendran efectos colaterales indeseados en dosis

terapéuticas.

Objetivo general

Evaluar si las Casiopeinas 11ia® y 1igli® producen apoptosis in vitro en células
de colon y a la vez, establecer su capacidad de alcanzar los requerimientos de
actividad antitumoral (volumen tumoral, funciéon antitumoral e inhibicion del
crecimiento) exigidos por los protocolos internacionales en tumores colon,
cérvico uterino y prostata xenotransplantados al ratdbn desnudo y al mismo

tiempo, evaluar su efecto histopatologico y hematolégico.

Objetivos particulares

1. Establecer la actividad y los mecanismos de accién in vitro de la

Casiopeinas® lll-ia y llgli sobre las células de carcinoma de colon HCT-15.



2. Establecer la actividad, los mecanismos de accion y efectos colaterales in
vivo de las Casiopeinas® lll-ia y ligli en ratones xenotransplantados

subcutaneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15.

3. Evaluar la actividad antitumoral in vivo de las Casiopeinas® Ill-ia, ligli y Ill-La
contra las lineas tumorales humanas de prostata PC-3 y cérvico uterino HelLa

transplantadas al raton desnudo.

4. Evaluar efectos colaterales a la aplicacién de las Casiopeinas® lll-ia, ligli y
lll-La en los ratones xenotransplantados con Hela, representados en pérdida

de peso animal y en los valores de hemograma.



CAPITULO 2. Actividad y mecanismos de accion in vitro de las Casiopeinas®

[ll-ia y llgli en células de carcinoma de colon HCT-15
2.1 Antecedentes.

El cancer colorectal es la causa mas comun de muerte por cancer después de
las neoplasias de pulmén y de mama. Ha habido pocos avances en la
disminucién de la tasa de muerte en los ultimos 50 afnos, aunque se observan
algunos avances en la sobrevivencia, los cuales han sido enmascarados por la
mayor incidencia de la enfermedad. La sobreviviencia a 5 afios rodea el 40%
de los pacientes, esto debido a la deteccion tardia de la enfermedad. No
obstante, en los pacientes con cancer diseminado, la sobrevida es de 7 meses.
En aquellos que son sometidos a cirugia aparentemente curativa del tumor
primario, mas de la mitad muere dentro de los siguientes 5 afios y el 80%
tendra recurrencia dentro de 2 afios. (McDonald et al., 2004). La quimioterapia
posoperativa aumenta el periodo de sobrevida en cancer de colon en etapa lll y

se acepta como terapia estandar (Watanabe et al., 2001).

La quimioterapia del cancer tiene como objetivo principal activar la muerte
selectiva de las células neoplasicas, sin dafar las células normales (Johnstone
et al., 2002). Dentro de los mecanismos envueltos en la muerte celular,
apoptosis juega un papel central en la muerte inducida por drogas en las
células tumorales (Kaufmann y Earnshaw, 2000; Kim et al., 2003). Oxaliplatino
y S-fluorouracilo en combinacion con otras drogas, han sido usados como
tratamientos de eleccion para cancer de colon avanzados, con tasas de
respuesta en el 20 a 30% de los pacientes tratados (IMPACT investigators,
1995; Cvitkovic y Bekradda, 1999; Saunders y Iveson, 2006). En la busqueda
de nuevos agentes, el uso de drogas con un centro metalico como el cobre, fue
concebido y propuesto por el grupo dirigido por la Dra. Lena Ruiz Azuara de la

Facultad de Quimica de la UNAM, como compuestos antineoplasicos.



OBJETIVO
Establecer la actividad y los mecanismos de accion in vitro de dos compuestos
con centro de cobre(ll), las Casiopeinas® lIll-ia y ligli, sobre las células de

carcinoma de colon HCT-15.



2.2 Material y métodos
2.2.1 Farmacos
2.2.1.1 Casiopeina lll-ia®
La Casiopeina® lll-ia (Figura 2.2.1) fue disuelta en agua esteéril a 1mg/mL'1,

conservandose a 4° C y en la oscuridad durante 48 horas. Los demas reactivos

fueron obtenidos de fuentes comerciales.

\/ o

Figura 2.2.1 Casiopeina lll-ia

a) Nombre comun: Casiopeina lll-ia.
b) Clave: Cas lll-ia.
c) Férmula: [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)|NOs - 2H,0
d) Férmula condensada: CuC47N305H19 2H,0
e) Peso molecular: 444.93 g/mol (con dos moléculas de agua de
cristalizacion).
f) Solubilidad:
e Soluble en H,O, EtOH, MeOH.
¢ No es estable por debajo de pH 6.
o Estable en solucién acuosa por 7 dias.
e Soluciones amortiguadoras recomendadas: MOPS y TRIS.
g) Analisis elemental:
Tedrico: 9.4% N, 45.9% C, 5.2 %H



Experimental: 94 %N,46.1%C,49%H

2.2.1.2 Casiopeina ligli®

La Casiopeina® ligli (Figura 2.2.2) fue disuelta en agua estéril a 1mg/mL™,

conservandose a 4° C y en la oscuridad durante 48 horas.

H,C CH3 +

\ N/ \N /
N\ /(”) NO,-
Cu
/\
O NH,
B p - |

O

Figura 2.2.2 Casiopeina ligli

a) Nombre comun: Casiopeina llgli.

b) Clave: Cas ligli.

c) Férmula: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H,OJNO3

d) Formula condensada: CuC4gH1sN4O5 2H,0

e) Peso Molecular: 443.90 g/mol (con moléculas de agua de
cristalizacion).

f) Solubilidad:

e Soluble en H,0O, EtOH, MeOH.

¢ No es estable por debajo de pH 6.

e Estable en solucién acuosa por 7 dias.

e Soluciones amortiguadoras recomendadas: MOPS y TRIS.

g) Analisis elemental
Tedrico: 12.6 %N, 43.3 %C, 4.5%H
Experimental: 12.9 %N, 43.0 %C, 4.4 %H



2.2.2 Manejo de cultivo celular

La linea tumoral HCT-15 (adenocarcinoma colorectal) fue adquirida en

American Type Culture Collection (ATCC) (American Tissue Culture Collection,

Rockville, MD). Las células se mantuvieron en el laboratorio de cultivos de

tejidos de la Unidad de Experimentacion Animal de la Facultad de Quimica de
la UNAM.

Caracteristicas de HCT-15 (ATCC):

Organismo: Homo sapiens (humano)

Género: macho

Organo de origen: colon

Enfermedad: adenocarcinoma colorectal

Clasificacion: tipo C de Duke

Morfologia: epitelial

Propiedades de crecimiento: adherente

Propagacion: RPMI 1640 con 0.2 mM de L-glutamina ajustado para
contener 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de glucosa 10 mM de
HEPES y 1 mM de piruvato de sodio; adicionado al 10% con suero fetal
bovino.

Temperatura: 37° C

Atmosfera: 5% CO;

Tumorigenicidad: 100% en raton desnudo

2.2.3 Manejo de las células

2.2.3.1 Descongelamiento de las células

Originalmente habian alrededor de 2 x 10° células congeladas en 1 mL de

solucién de DMSO : Suero fetal Bovino = 1 : 9. Las células se retiraron del

tanque con nitrogeno liquido y se introdujeron al bafio de 37° C. Mientras tanto,

en la campana de flujo laminar se preparé un tubo con 8 mL de medio D-MEM



(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). En cuanto se observd el
descongelamiento, se pasoé la suspension celular al tubo ya preparado y se
centrifugaron durante 5 minutos a 2000 rpm. Luego, el sobrenadante se
desechod y el paquete celular se resuspendio en 1 mL de medio de cultivo y se

procede a la siembra en dos botellas de cultivo de 25 mL.
2.2.3.2 Obtencidn del cultivo stock a confluencia

Las células se adicionaron con 5 mL de medio de cultivo Eagle’s modified
medium (Sigma Chemical Co.) suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino
(Sigma Chemical Co.) y una mezcla 1 X de penicilina y amfotericina,
incubandose a 37 °C y una atmdsfera de 5% de CO,. Se revisaron diariamente
para estimar el porcentaje de confluencia, cambiandose el medio de cultivo
cada 48 h.

2.2.3.3 Tripsinizacion

Una vez que se obtuvo el cultivo a confluencia se aspiré el medio de cultivo
de la caja, se lavaron con PBS 1 X y se aplicé 1 mL de solucién de Tripsina —
EDTA 1 X (Gibco® Invitrogen, Carlsbad), incubandose a 37° C (5 — 10 minutos)
hasta que al microscopio se observaron las células desprendidas de la
superficie y disgregadas. Se detuvo la reaccion adicionando 8 mL de medio D-
MEM, se traspasaron a un tubo Falcon de 15 mL y se procedié a centrifugar a
2000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se desecho y el paquete celular

se resuspende en 1 mL de medio de cultivo.
2.2.3.4 Cuantificacion de las células

En un tubo eppendorf se colocaron 20 uL de la suspension de células y 80 uL
de solucion de azul tripano (Gibco® Invitrogen, Carlsbad), se mezcld
perfectamente y se transfiere cuidadosamente a las dos secciones de un
hemocitometro. Utilizando el objetivo de 10 X, se procedié a contar el numero

de células tefiidas y no tefiidas por mm?. La cuenta se repitié en las otras 3



secciones y después se hicieron los calculos correspondientes a la viabilidad y

al numero de células por mL de suspension.

C = N x5x10*

Donde:

C = Células por mililitro

N = Promedio de células contadas
10*= Factor de conversién de la camara

5 = Dilucién celular

Porcentaje de viabilidad = [(Toc —Tefi)/ Toc|x100
Donde:
Toc = Total de células contadas

TeA = Células tenidas

Una vez hecho lo anterior, se sembraron 400,000 células en cajas de 25 mL,
50,000 células en placas de 6 pozos o 20,000 células en cajas de 96 pozos
(segun correspondiera) y se procedio a la proliferacion celular para los distintos

experimentos.
2.2.4 Tratamientos in vitro

Cada vez que se obtuvieron las cajas o los pozos con 80 a 90% de
confluencia, se procedio a aplicar los tratamientos, los cuales duraron 24 horas.
Los tratamientos se realizaron en duplicado con concentraciones en incremento
de las Casiopeinas. Las dosis utilizadas fueron 0, 2.5, 5.0, 10, 15, 20 pg/mL
para la Casiopeina lll-iay 0, 1.25, 2.5, 5y 10 pg/mL para la Casiopeina ligli.

2.2.4.1 Viabilidad celular

Las células HCT-15 fueron sembradas en placas de 96 pozos, fueron

tratadas con las concentraciones mencionadas durante 24 horas y procesadas



como fue descrito por Skehan et al., (1990). Los cultivos se fijaron con acido
tricloroacético y fueron tenidos con Sulforrodamina B (Sigma Chemical Co) al
0.4 % (peso/volumen) disuelta en acido acético al 1%. Las células no fijadas
fueron removidas por 4 lavados con acido acético al 1%. Luego, la proteina
adherida y tefida se solubilizé con 10 mM de Tris base [tris (hidroximetil)
aminometano]. Una vez solubilizada, se determind la densidad o6ptica en un
lector de placa (Labsystem Multiskan MS, Finlandia) con una longitud de onda
de 564 nm.

2.2.4.2 Western blot (sélo Cas lll-ia)

Las células tratadas en las concentraciones en incremento de Cas lll-ia
fueron cosechadas y lavadas en PBS frio una vez. Luego se centrifugaron a
2000 rpm y se resuspendieron en 200 yL de Cell Lysis-M buffer frio (Sigma
Chemical Co.) mas inhibidores de proteasas (10 mg/mL Leupeptin, 1.0 yg/mL
aprotinina y 0.1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma Chemical Co.) y
luego fueron puestas en agitador clinico en cuarto refrigerado durante 30
minutos. Luego, se removié el sobrenadante y se obtuvieron 5 yL de cada tubo
(para cuantificacion de proteinas) y se congeld hasta su uso. La cuantificacion
de proteinas se realiz6 con BCA Protein assay kit (Pierce Rockford, IL). Para
esto, se depositaron los 5 yL obtenidos de cada tubo y se diluyeron 1:4 con
agua estéril en placa de 96 pozos. Luego, se agregaron 200 uL de la solucién
de trabajo y se incubd la placa a 37 °C durante 30 minutos, posteriormente se
dejé enfriar a temperatura ambiente y se midio la absorbancia con longitudes

de onda de 564 nm en lector de placas (Multiskan MS, Finlandia).

Las muestras conteniendo similar cantidad de proteinas (40 ug) se mezclaron
con volumen similar de solucion amortiguadora de muestra (Tris-HCL 125 mM,
pH 6.8, glicerol al 20%, SDS 4%, 0.02% de azul bromofenol y 2-mercaptoetanol
al 10%) y se calentaron a 67 °C por 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron
a 4 °C 5000 rpm durante 1 minuto y se expusieron a gel de electroforesis de
poliacrilamida — SDS al 10%. Las proteinas se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa por una hora a 100 V con TRIS — HCI 25 mM, pH 8.0, glicina 125

mM y metanol al 10%. Las membranas se bloquearon con leche light al 5% en



solucion amortiguadora de fosfatos 1X, para luego aplicar el anticuerpo anti
PCNA (DAKO), el cual se dej6 incubando toda la noche a 4 °C. Seguido de tres
lavados consecutivos con PBS, se incubd con anticuerpo de oveja anti raton
(Santa Cruz Biotechnologies) durante 1 hora a temperatura ambiente,
continuando con tres lavados con PBS. La quimioluminiscencia fue observada
con el sistema de quimioluminiscencia aumentada (ECL) (Santa Cruz
Biotechnologies). Posteriormente se expuso a pelicula Kodak XAR-5-ray
(Sigma Chemical Co.) durante aproximadamente 1 minuto, y despues fue
revelado. Se aplicd un procedimiento similar con BAX, y B-Actina (Santa Cruz
Biotechnologies). Las intensidades de las bandas resultantes fueron evaluadas

con el software ImageQuant version 3.2.2.

2.2.4.3 Ciclo celular (Solo Cas lll-ia).

Seguido el tratamiento de las células con las dosis mencionadas, durante 24
horas, éstas fueron cosechadas y centrifugadas dos veces (1200 rpm / 5 min)
en PBS frio y resuspendidas en los reactivos de CycleTest Plus DNA (Becton y
Dickinson, San Jose, CA), siguiendo la metodologia del kit. Se afadieron 250
ML del reactivo A (solucion amortiguadora de tripsina) a cada tubo, se
homogeneizaron suavemente y se incubaron a temperatura ambiente durante
10 minutos. Luego, sin eliminar el reactivo A, se afadieron 200 pL del reactivo
B (Inhibidor de tripsina y RNAasa en solucion amortiguadora) y se
homogeneizaron e incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se agregaron 200 pL del reactivo C (solucion de tincion de Yoduro
de Propidio) y se incubaron en refrigeracion durante 10 minutos. Las muestras
fueron analizadas inmediatamente en un FACSCalibur flow cytometer (Beckton

Dickinson, San José, CA) y analizadas en el software CellFit.

2.2.4.4 Alteraciones morfoldgicas

Para este fin, las células tratadas con los distintos esquemas fueron
desprendidas de forma mecanica, lavadas dos veces en PBS y separadas en
dos grupos. Con uno de ellos, se hizo extendido en portaobjetos y se dejé

secar a temperatura ambiente, para luego ser tefidas con Diff Quick (Hycel de



México, México DF). Para ésto, los portaobjetos desecados fueron sumergidos
en el reactivo A (fijador) por un minuto, luego en reactivo B (hemocolorante 1)
por 20 pases por inmersion y finalmente en el reactivo C (hemocolorante 2) por
20 pases por inmersién. Se sumergieron en agua para eliminar sobrantes de
los colorantes, para luego ser montadas y observadas con microscopia de luz.
Se observaron 100 células por tratamiento, describiéndose las alteraciones

morfolégicas mas frecuentes.

El otro grupo de células fue fijado en glutaraldehido 2.5% amortiguado en
cacodilato de sodio 0.2 M (pH= 7.4) por toda la noche a 4 °C. Posteriormente,
las células fueron sometidas a 5 lavados en solucion amortiguadora de
cacodilatos y centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos en cada ciclo. Luego, las
células fueron pos fijadas en tetraoxido de osmio 1% por 1 hora y sometidas a
5 lavados en solucién amortiguadora de cacodiltados a 1500 rpm por 5
minutos. Posteriormente, las muestras se deshidrataron con distintas
diluciones de alcohol etilico (50, 70, 80, 90, 96, 100, 100, 100%) durante 7
minutos en cada una y centrifugadas a 1500 rpm por 2 minutos entre un alcohol
y el siguiente. A continuacioén, las células se infiltraron con 6xido de propileno y
resina en una proporcion 2:1 durante 72 horas. Trascurrido el tiempo, se
hicieron 2 cambios de resina de 1 hora a 60 °C cada una, para finalmente
incluirse en capsulas de agar embebidas en resina por 24 horas. Para las
etapas de preinclusion e inclusién se emplearon resinas epoxicas (Epon 812).
De esta inclusion, se obtuvieron secciones semifinas de 0.2 ym, las que se
tineron con azul de toluidina y se observaron bajo microscopio o6ptico.
Subsecuentemente, cortes ultra finos de 70-80 ym fueron montados en rejillas
de cobre y tefiidas con acetato de uranilo y contratefiidas con citrato de plomo
antes de examinarlas bajo un microscopio electronico de transmision Zeiss EM
900 (Stuttgart, Alemania) a un voltaje de 50 kv. Se observaron mas de 50
células por tratamiento, describiéndose y clasificAndose las células en distintos

niveles de alteracion, que se describen a continuacién.

1 Sin alteraciones. La célula HCT-15 es de origen epitelial de colon
humano. Ultraestructuralmente se caracteriza por presentar algunos

remanentes de aparato ciliar, lo que se refleja en pequenas



prolongaciones polares, las cuales no son observables en todas las
células. Los organelos mas evidente son las mitocondrias, las cuales
tienen un tamano de alrededor de 2 ym, son alargadas, fusiformes y se
distingue claramente la membrana externa, interna y las crestas
mitocondriales. El aparato de golgi es poco evidente, asi como el
reticulo endoplasmico. Los nucleos presentan variadas formas, siendo
frecuente observarles escotados. La cromatina es laxa vy

frecuentemente se observan 2 nucléolos muy evidentes.

Alteraciones ligeras. En este nivel, las células exhiben mitocondrias

tumefactas sin pérdida de crestas, ni de su estructura mitocondrial.

Apoptosis temprana: Lo observado en alteraciones ligeras mas la
formacion de pequefas vesiculas (“blebs”) de membrana, asi como la
presencia de cromatina compacta adherida en la membrana nuclear
formando un patron de “crescent” o medialuna. Aunado a lo anterior,
son evidentes ligeros agregados electrodensos rosetoides en el

citoplasma.

Apoptosis tardia: En apoptosis tardia, se observan agregados
electrodensos redondos que corresponden a cromatina compacta, los
cuales estan o no cubiertos por una doble membrana, aunado a ligera
aparicion de espacios electrodensos, compatibles con degeneracion
hidropica. Sin embargo, la membrana citoplasmica se mantiene integra

y los cambios en organelos son minimos.

Degeneracion hidropica. Lo observado en 2 junto con que la célula
muestra algunos espacios electrolucidos (degeneracion hidropica) con
la aparicion de algunos acumulos electrodensos rosetoides (ribosomas)
entre medio de los organelos, la presencia de vacuolas moderadamente
electrodensas y rodeadas por una membrana unilaminar, las que
corresponden a lipidos. Pueden observarse en la superficie celular

pequefas vesiculas (“blebs”)



6 Dafio mitocondrial. Lo observado en degeneracién hidropica mas dano
mitocondrial severo, se traduce en moderada a marcada tumefaccion
mitocondrial con pérdida de crestas mitocondriales y ligeros depdsitos
de material granular electrodenso en el interior de los mismos, asi como
en el nucleo. Cabe destacar que la tumefaccion celular es moderada,
observandose algunas células redondeadas y la manutencion de la

membrana plasmatica.

7 Oncosis. Alteracién previa a la muerte acompafiada con aumento de
volumen celular y/o de organelos. En este nivel, se clasifican las células
que presentan las alteraciones observadas en 6 mas un marcado
aumento de volumen y presencia de material electrodenso granular
tanto en mitocondrias como en nucleos, aunado a nucléolo sin

alteraciones y manutenciéon de membrana plasmatica.

8 Necrosis. Se define necrosis como las caracteristicas morfologicas de
las células que estan muertas y que han alcanzado equilibrio con el
ambiente. Caeran dentro de esta clasificacién las células que exhiban
pérdida de continuidad de membrana plasmatica, mitocondrias
tumefactas y pérdida de crestas mitocondriales, marcada degeneracién
hidropica, cromatina dispersa, nucléolo degenerado con lisis nucleolar y
pérdida de matriz fibrilar mas un depdsito puntiforme electrodenso en

mitocondrias y nucleo.

2.2.4.5 Apoptosis

Se determin6é apoptosis con anexina V por citometria de flujo como fue
previamente descrito (Vermes et al., 1995). El método se basa en la union de
anexina V a fosfatidilserina que se transloca tempranamente desde membrana

interna a la externa en células que cursan con apoptosis. Seguido el



tratamiento de las células con las dosis ya mencionadas durante 24 horas,
éstas fueron cosechadas y centrifugadas dos veces (200 g/5 min) en PBS frio y
resuspendidas en 100 pL de solucion amortiguadora de incubacion (10 mM
HEPES/NaOH pH 7.4, NaCl 140 mM, 5 mM CacCl,). Tras este ultimo lavado, las
suspensiones celulares (100 pL) fueron pasadas a nuevos tubos con 5 pL de
annexin-V-Fluos y 10 pL de solucion stock de yoduro de propidio (50 ug/mL).
Después de 20 minutos de incubacion se agregd 400 pL de solucion
amortiguadora HEPES vy las muestras fueron analizadas inmediatamente en un
citometro de flujo FACSCalibur (Beckton Dickinson, San Jose, CA) usando
excitacion de 488 nm, filtro Bandpass 515 nm para deteccion de fluoresceina y

un filtro de > 560 nm para deteccion del yoduro de propidio.

La apoptosis se comprob6é mediante un segundo método, en el cual se aislo
DNA fragmentado y se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 2%
(peso/volumen) y tefido con bromuro de etidio, como fue descrito en el método
de extraccion de ADN Quantum PrepR AquaPure Genomic DNA kit (Bio-Rad).

2.2.5 Andlisis estadistico

Todos los estudios in vitro fueron realizados en triplicado. Los datos
obtenidos desde los experimentos in vitro fueron analizados con la prueba de
Kruskal Wallis para analisis de rangos con el programa Analyst® de SAS® 8.0

for Windows. La significancia utilizada en todos los estudios fue de 0.05.

Para los datos balanceados y analizados con Kruskal Wallis, una vez
demostrada una diferencia estadistica significativa (P <0,05), se procedi6 al
calculo del intervalo de confianza. Para esto, se utilizdo el calculo de ¢

utilizando un contraste ortogonal (-1 1), el cual se realiz6 de la siguiente

manera:

ASH
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|
|
|

en donde:



R = media de rangos del grupo 1 a comparar.

1

R , =media de rangos del grupo 2 a comparar

La varianza de ¢ se calcul6 de la siguiente manera:

~ N(N+D)&a?
var@) =
k=1

En donde a= contraste correspondiente (-1 0 1) y N = tamafio de la poblacién

en estudio.

Con estos datos, ya es posible el célculo del intervalo confianza, como sigue:

-~ [ 2 =
o+t Z}H,O,QSw/Var(p

Para asegurar que dos grupos son estadisticamente diferentes entre si, el
intervalo de confianza no debe involucrar el cero (0). Si lo involucra, quiere

decir que no hay diferencia significativa entre los grupos (P >0,05).

2.3 Resultados
2.3.1 Resultados para Casiopeina llgli in vitro sobre HCT-15
2.3.1.1 Viabilidad

Con las dosis utilizadas, la Cas ligli demostré alterar estadisticamente la
viabilidad a partir de la primera dosis (p=0.008), comportamiento que se repitio
con todas las otras dosis con respecto al testigo (Figura 2.3.1). Aunado a lo
anterior, al aumentar la concentracién de Cas ligli, no se observan diferencias
entre los tratamientos (p>0.05) con el calculo de intervalos de confianza (Anexo

1). Estos datos se resumen en el cuadro 2.3.1.



No obstante, al incubar las células dos horas antes de la aplicacién del
farmaco con 10 mM de N-acetil cisteina (NAC), éste demostro proteger a las
células de la muerte hasta en un 50% en la dosis de 1.25 pyg/mL. Sin embargo,
no ejercié efecto alguno sobre las otras concentraciones (Figura 5; Anexo 2).
Aunado a lo anterior, existe una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.043) entre la dosis de 1.25 ug/mL sin y con NAC (Figura 5). Con estos
datos se puede concluir que en dosis bajas, Cas llgli induce parcialmente

muerte a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno.

p=0.043
140 140
120 120
E j
S 100 100
g *
o & 80
©
Y a0 €0 4
=
g 40 . . * * 40 4 . * *
B e - 0 == == .
0 1]
0 1.2 2.5 50 10 0 125 25 50 10
I-gli (ng/mL) ll-gli (pg/mL) + NAC

Figura 2.3.1 Viabilidad in vitro de HCT-15 con Cas ligli. Caja de valores
extremos que representa la viabilidad de HCT-15 con y sin tratamiento previo
con N-Acetil cisteina después de 24 horas de exposicion a Cas ligli en las
distintas dosis. (*p<0.05)

Cuadro 2.3.1 Estadistica de la viabilidad de HCT-15 con Cas lIgli in vitro.
Literales provenientes del calculo de intervalo de confianza (95%) de las
células HCT-15 tratadas in vitro en concentraciones ascendentes de la Cas

ligli.

Cas ligli (ug/mL) literal
0 a
1.25 b
2.5 b
b
b

5
10




2.3.1.2 Cambios morfoldgicos

2.3.1.2.1 Cambios citoldgicos

Una de las caracteristicas de los farmacos antineoplasicos es la induccién de

apoptosis. Este tipo de muerte se caracteriza por agregados cromatinicos en la

membrana nuclear y la formacién de cuerpos apoptéticos, mientras que la

observacion de organelos hinchados y ruptura de membrana celular es

caracteristico de necrosis (Ziegler and Groscurth, 2004). Al realizarse los

estudios citolégicos en células HCT-15 tratadas con Sas ligli, se describieron

las alteraciones morfolégicas mas frecuentemente observadas, las que se

resumen de la siguiente forma:

A)

B)

Sin alteraciones: Las células eran redondas a ovales con
bordes distintos. Los nucleos eran redondos a ovales y de
tamafo no uniforme, muchos con una pequefa escotadura y
1 a 3 nucléolos evidentes, de afinidad basofilica. El
citoplasma era basofilico en moderada a escasa cantidad
(Figura 2.3.2).

Compatible con apoptosis: Las células se observan
contraidas, redondeadas, ligeramente basofilicas y la
cromatina forma pequefios acumulos basofilicos (Figura

2.3.3), no distinguiéndose entre nucleo y citoplasma.



()] Compatible con necrosis: Las células se apreciaron
hinchadas con citoplasma ligeramente eosinofilico y en
algunas ocasiones, es posible observar ruptura de la
membrana citoplasmatica. Los nucleos se observaron
distendidos, eosinofilicos con algunos granulos ligeramente

basofilicos.

Figura 2.3.2 Células HCT-15 sin tratamiento. Tincion de Diff Quick (100 X).

Figura 2.3.3 Células HCT-15 tratadas con Cas ligli. Células HCT-15 después
de 24 horas con 5 pg/mL de Cas llgli. Tincién de Diff Quick (100 X). Las flechas
rojas muestran células compatibles con apoptosis.






2.3.1.2.2 Alteraciones ultraestructurales

Una de las caracteristicas de los farmacos antineoplasicos es la induccion de
apoptosis. Este tipo de muerte se caracteriza por agregados cromatinicos en la
membrana nuclear y la formacion de cuerpos apoptéticos, mientras que la
observacion de organelos hinchados y ruptura de membrana celular es
caracteristico de necrosis (Ziegler and Groscurth, 2004). Para investigar si la
disminucién en la viabilidad celular era debida a apoptosis, oncosis o ambos
mecanismos, se realizd analisis ultraestructural en busqueda de alteraciones
asociadas a estos tipos de muerte. Las células no tratadas eran redondas, con
citoplasma moderado y el nucleo mostraba anisocariosis y cromatina laxa.
(Figura 2.3.4A). A partir de la primera dosis utilizada, se aprecian algunas
células tumefactas con citoplasma vacuolado y mitocondrias tumefactas con
pérdida de estructura de las crestas mitocondriales, mas pérdida de la
morfologia celular y de la membrana plasmatica, lo que es compatible con
oncosis (Figura 2.3.4B). En otras células, se observaron “blebs” en la
membrana citoplasmatica y algunos nucleos muestran cromatina adosada a la
membrana nuclear interna formando una alteracién conocida como media luna
nuclear (Figura 2.3.4C). Ademas se observaron cuerpos electrodensos
(compatibles con ADN) rodeados por una doble membrana (Figura 2.3.4D),
cambios caracteristicos de apoptosis. Las alteraciones mencionadas se hacen
mas frecuentes a medida que aumenta la dosis de tratamiento (Cuadro 2.3.2).
Con estos datos se encuentra que tanto apoptosis como oncosis son

mecanismos involucrados en la muerte inducida por Cas llgli.



Figura 2.3.4 Alteraciones ultraestructurales in vitro observadas en HCT-15
tras el tratamiento con Cas ligli. A) Células HCT-15 sin tratamiento. B)
Células con alteraciones compatibles con oncosis. La flecha muestra vacuola
electrolucida en citoplasma. C) Células con alteraciones compatibles con
apoptosis. La flecha rellena muestra condensacion de la cromatina con “forma
de media luna” en la cara interna de la membrana nuclear. La flecha abierta
exhibe bleb de membrana. D) Cuerpo electrodenso, compatible con cuerpo
apoptaotico, rodeado por una doble membrana.



Cuadro 2.3.2 Frecuencia de alteraciones ultraestructurales observadas in
vitro en alrededor de 50 células por tratamiento por 24 horas con Cas ligli.

Grado de Tratamiento
alteracion 0 1.25 2.5 5 10
pMg/mL pug/mL pMg/mL pMg/mL pMg/mL

Sin 39 17 12 1 0
alteraciones
Alteraciones 10 18 12 2 1
ligeras
Apoptosis 0 6 6 2 0
temprana
Apoptosis 0 1 1 3 2
tardia
Degeneracion 0 3 5 1 2
hidrépica
Oncosis 3 1 10 8 12
Necrosis 2 5 9 39 33
Total 54 51 55 56 50




2.3.1.3 Induccién de apoptosis

Una de las caracteristicas del mecanismo de apoptosis es la exposicion en la
superficie celular de fosfatidilserina, fosfolipido que sélo puede ser encontrado
en la cara interna de la membrana celular intacta y que es expuesta en la cara
externa donde puede ser detectado por la union selectiva de anexina V. El
tratamiento con Cas llgli resulté en induccion de apoptosis a partir de la primera
dosis utilizada (8,3%) de una forma estadisticamente significativa con respecto
al testigo (1.4%), alteracion que se hizo mas evidente con el aumento de la
dosis (Figura 2.3.5).

Ademas, fue posible observar un patron en escalera de fraccionamiento de
ADN, el que indirectamente evidencia la actividad de caspasas, con las dosis
de 1.25y 2.5 yg/mL (Figura 2.3.6). Con las dosis de 5y 10 uyg/mL se observé
un barrido de ADN, hallazgo compatible con degradaciéon de ADN. Con estos
se encuentra que Cas llgli induce apoptosis a partir de la dosis de 1.25 ug/mL y
que la induccién de apoptosis con 1.25 y 2.5 ug/mL de Cas ligli esta

relacionada a la activacion de caspasas.
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Figura 2.3.5 Muerte celular determinada in vitro por citometria de flujo de
HCT-15 tratadas con Cas llgli. El grafico muestra células HCT-15 vivas, en
apoptosis temprana o en apoptosis tardia/necrosis después de 24 horas de
tratamiento con Cas llgli, medidas por citometria de flujo. Los datos estan
representados como porcentaje, graficandose la media = error estandar de
10,000 células por tratamiento. (*p <0.05)
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Figura 2.3.6 Electroforesis en gel de agarosa (2%) de ADN de HCT-15
expuesta in vitro a Cas llgli. Corrimiento de ADN obtenido desde células
expuestas con distintas concentraciones de Cas lIgli durante 24 horas.

2.3.2 Resultados para Casiopeina lll-iain vitro

2.3.2.1 Viabilidad



Para caracterizar los efectos de este farmaco en la viabilidad, las células
fueron tratadas con concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 15 y 20 pg/mL por un
periodo de 24 horas. Cas lll-ia disminuyo la viabilidad de manera proporcional
a la dosis, siendo esta disminucion estadisticamente significativa (P<0.0001).
Al realizar la determinacion de los intervalos de confianza (Anexo 3), Cas lll-ia
no mostrd diferencias entre los grupos tratados con 0, 2.5 y 5 ug/mL. Sin
embargo, a partir de la dosis de 10 pg/mL, la viabilidad se hace
estadisticamente menor, con respecto a los grupos antes mencionados.
Asimismo, la viabilidad con 20 ug/mL es diferente a aquella con 10 ug/mL, pero
no con la dosis de 15 pg/mL (Figura 2.3.7; cuadro 2.3.4). Aunado a lo anterior,
la aplicacion de 10 mM de N-acetil cisteina (atrapador de especies reactivas de
oxigeno) 2 horas previas al tratamiento con las distintas concentraciones de
Cas lll-ia no demostré alterar la viabilidad, descartandose asi que en este
modelo, la muerte sea inducida a través de la produccion de especies reactivas

de oxigeno (datos no presentados).
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Figura 2.3.7 Viabilidad de HCT-15 expuesta in vitro a Cas lll-ia. Cajas de
valores extremos que representan la viabilidad de HCT-15 después de 24
horas de exposicion a Cas lll-ia en las distintas dosis. (*p<0.05)



Cuadro 2.3.3 Estadistica de la viabilidad de HCT-15 tratadas con Cas lll-ia
in vitro. Literales provenientes del calculo de intervalo de confianza (95%) de
la viabilidad determinada por sulforrodamina de las células HCT-15 tratadas in
vitro en concentraciones ascendentes de la Cas lll-ia.

Cas lll-ia (ug/mL) literal
0 a
2.5 a
5 a
10 b
15 bc

20 c




2.3.2.2 Ciclo celular

La aplicacién de Cas lll-ia demostré no alterar las distintas etapas del ciclo
celular en las dosis administradas (Figura 2.3.8). Con respecto a G1, con las
dosis de 2.5 y 5.0 uyg/mL, esta fase tendié a descender. Sin embargo, con las
dosis 15 y 20, se alcanzo alrededor de 60% de las células en esta fase. La
fase de sintesis se mantiene casi invariable, demostrando soélo una pequena
alza con las dosis de 5 y 10 yg/mL. La fase de G2 — M se mantuvo sin

alteraciones.

Ademas, se extrajo proteina total desde las células HCT-15 con 24 horas de
los distintos tratamientos. Al medir los niveles de PCNA (antigeno nuclear de
proliferacion celular), éste no demostré alterar su expresion con las dosis
utilizadas (Figura 2.3.9).
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Figura 2.3.8 Deteccion de ciclo celular de HCT-15 expuesta in vitro a Cas
lll-ia. Fase del ciclo celular en células HCT-15 medidas por citometria de flujo
(yoduro de propidio) después de 24 horas de tratamiento con las dosis de 0,
2.5,5,10, 15y 20 pg/mL. Los datos estan representados como media + error
estandar de 20,000 células por tratamiento.
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Figura 2.3.9 Niveles de PCNA en células HCT-15 tratadas in vitro con Cas
lll-ia. Las proteinas totales fueron obtenidas desde los distintos tratamientos
con Cas lll-ia durante 24 horas y analizadas por western blot.



2.3.2.3 Cambios morfolégicos

2.3.2.3.1 Cambios citolégicos

Al realizarse las evaluaciones citologicas, se describieron las alteraciones

morfolégicas, las que se resumen a continuacion:

A)

B)

C)

Sin alteraciones: Las células eran redondas a ovales con bordes
distintos. Los nucleos eran redondos a ovales y de tamafio no uniforme,
muchos con una pequefia escotadura y 1 a 3 nucléolos evidentes, de
afinidad basofilica. El citoplasma era basofilico en escasa a moderada
cantidad (Figura 2.3.10).

Compatible con apoptosis: Las células se observan contraidas,
redondeadas, ligeramente basofilicas y la cromatina forma pequenos
acumulos basofilicos, no distinguiéndose entre nucleo y citoplasma
(Figura 2.3.11).

Compatible con necrosis: Las células se apreciaron tumefactas con
citoplasma ligeramente eosinofilico y en algunas ocasiones, es posible
observar ruptura de la membrana citoplasmatica. Los nucleos se
observaron distendidos, eosinofilicos con algunos granulos ligeramente

basofilicos.




Figura 2.3.10 Células HCT-15. Tincion de Diff Quick (100 X).

Figura 2.3.11 Células HCT-15 in vitro después de 24 horas con 5 ug/mL de
Cas lll-ia. Tincion de Diff Quick (100 X). La flecha indica acumulos
cromatinicos, alteracion compatible con apoptosis.



2.3.2.3.2 Alteraciones ultraestructurales

Para investigar si la induccion de muerte por la Cas lll-ia era resultado de
apoptosis, se llevé a cabo un estudio ultraestructural con microcopia eletrénica
de transmisién. Las células HCT-15 no tratadas eran redondas, con citoplasma
moderado y el ndcleo mostraba anisocariosis y cromatina laxa. (Figura
2.3.12A). Con las dosis menores (2.5 y 5.0 ug/mL), las células HCT-15
revelaban tumefaccion mitocondrial, incluso con pérdida de estructura de las
crestas mitocondriales (Figura 2.3.12B) y citoplasma vacuolado. A partir de la
dosis de 5.0 ug/mL, es posible identificar mecanismos compatibles con dos
tipos de muerte. Algunas células mostraban degeneracién hidropica severa con
organelos tumefactos y ruptura de la membrana plasmatica, alteraciones
compatibles con oncosis (Figura 2.3.12C). En otras células, el nucleo exhibid la
cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear formando media
lunas, sin cambios citoplasmaticas graves, alteraciones compatibles con
apoptosis (Figura 2.3.12D). Estas alteraciones eran mas evidentes a medida
que aumentaba a concentracién de Cas lll-ia (Cuadro 2.3.4). Es importante
recalcar que las alteraciones mitocondriales observadas en la dosis mas bajas
(2.5 ng/mL) cursaban con membrana celular y citoplasma intacto, sin evidenciar
condensacion de la cromatina. Estos datos sugieren que apoptosis y oncosis
son mecanismos relacionados con la induccién de muerte por Cas lll-ia,

estando estos mecanismos relacionados con la mitocondria.



Figura 2.3.12 Hallazgos ultraestructurales de HCT-15 tratadas con Cas lll-ia in
vitro. A) Célula HCT-15 sin tratamiento. B) Mitocondria tumefacta de célula tratada
con 2.5 ug/mL de Cas lll-ia, con moderada pérdida de arquitectura de las crestas.
C) Célula tumefacta con pérdida de estructura de organelos, caracteristico de una
célula necroética. D) Condensacion de la cromatina en la membrana nuclear, con
ligeros cambios en el citoplasma, caracteristico de apoptosis.



Cuadro 2.3.4 Frecuencia de alteraciones ultraestructurales observadas en
alrededor de 50 células por tratamiento in vitro con Cas lll-ia.

Grado de Tratamiento
alteracion 0 2.5 5 10 15 20
pug/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL

Sin 39 18 18 8 2 0
alteraciones
Alteraciones 10 11 10 1 0 0
ligeras
Apoptosis 0 4 3 2 0 1
temprana
Apoptosis 0 1 4 10 20 26
tardia
Degeneracion 0 10 10 5 1 1
hidrépica
Oncosis 3 1 3 5 1 1
Necrosis 2 6 4 22 29 23

Total 54 51 52 53 53 52




2.3.2.4 Apoptosis por citometria de flujo para anexina V y yoduro de

propidio

Una de las caracteristicas mas relevantes del mecanismo de apoptosis es la
exposicion del fosfolipido fosfatidilserina en la superficie celular, lugar en donde
puede ser detectado a través de la unién con anexina V. Para caracterizar los
efectos de este farmaco en la induccion de apoptosis, las células fueron
tratadas con concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 15 y 20 yg/mL por un periodo de
24 horas. Cas lll-ia disminuy6 la viabilidad e indujo apoptosis temprana de
manera dosis dependiente, siendo estas disminuciones estadisticamente
significativas (p=0.021 y p=0.020, respectivamente). Los resultados anteriores

se grafican en la figura 2.3.13.
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Figura 2.3.13 Muerte celular determinada por citometria de flujo de HCT-15
tratadas in vitro con Cas lll-ia. Células vivas, en apoptosis temprana o en
apoptosis tardia/necrosis después de 24 horas de tratamiento con Cas lll-ia,
medidas por citometria de flujo. El diagrama de puntos refleja la positividad
para anexina V (eje de X) y para yoduro de propidio (eje de Y). El grafico de
barras muestra los datos obtenidos desde el diagrama de puntos,

representados como porcentaje, graficandose la media = error estandar de
10,000 células. (*p <0.05)



Con respecto a las células vivas, al realizar el analisis estadistico mediante la
determinacién de los intervalos de confianza (Anexo 4), Cas lll-ia no mostré
diferencias entre los grupos tratados con 0, 2.5, 5y 10 pyg/mL. Sin embargo, a
partir de la dosis de 15 ug/mL, la viabilidad se hace estadisticamente menor
con respecto a los grupos mencionados, a excepcion de la dosis de 10
comparada con la de 15 ug/mL, las que son estadisticamente iguales.
Asimismo, la viabilidad con 20 ug/mL es diferente a aquella con 10 ug/mL, pero

no con la dosis de 15 pg/mL (Cuadro 2.3.5).

Con respecto a las células en apoptosis temprana, el calculo del intervalo de
confianza (Anexo 5) no arrojo diferencias entre las células sin tratamientos y las
tratadas con 2.5 y 5 pg/mL. Sin embargo, las dosis de 10, 15 y 20 ug/mL
indujeron apoptosis temprana, comparados con los otros grupos, siendo los
grupos de 15y 20 pg/mL los que indujeron la mayor cantidad de células en
apoptosis temprana, no encontrandose diferencias entre ellos. No hubo
diferencias entre las células en apoptosis tardia/necrosis (p=0.06). Estos datos

se esquematizan en el cuadro 2.3.6.



Cuadro 2.3.5 Estadistica de viabilidad obtenida por citometria de flujo de
HCT-15 tratadas in vitro con Cas lll-ia. Literales provenientes del calculo de
intervalo de confianza (95%) para la viabilidad determinada por citometria de
flujo de las células HCT-15 tratadas in vitro en concentraciones ascendentes de

la Cas lll-ia.

Cas lll-ia (ug/mL) literal

0 a
2.5 a
5 a
10 ab
15 bc
20 c

Cuadro 2.3.6 Estadistica de apoptosis temprana obtenida por citometria
de flujo de HCT-15 tratadas in vitro con Cas lll-ia. Literales provenientes del
calculo de intervalo de confianza (95%) para apoptosis temprana determinada
por citometria de flujo de las células HCT-15 tratadas in vitro en
concentraciones ascendentes de la Cas lll-ia.

Cas lll-ia (ug/mL) literal

0 a
2.5 a
5 ab
10 b
15 c

20 c




2.3.2.5 Mecanismo de apoptosis

Para determinar el mecanismo de apoptosis, se evaluaron los niveles de Bax,
miembro pro apoptotico de Bcl-2 en las células con los distintos tratamientos
por western blot de extractos celulares totales. Bax evidencié un incremento
dosis dependiente de los niveles de la proteina (Figura 2.3.14), lo que

correlaciona con la induccidon de apoptosis temprana en la citometria de flujo.

Asimismo, la activacién de caspasa 3 fue indirectamente analizada por
fragmentacion de ADN en gel de agarosa (2%). Se observé el clasico patréon
en escalera de ADN a partir de la dosis de 10 hasta la dosis de 20 pg/mL
(Figura 2.3.15), datos que también concuerdan con la citometria de flujo. Estos
resultados en conjunto indican que la induccién de apoptosis esta relacionada
con aumentos en los niveles de la proteina Bax y que la fase de ejecucion

ocurre a través de mecanismos dependientes de caspasas.
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Figura 2.3.14 Niveles de Bax en células HCT-15 tratadas in vitro con Cas
lll-ia. Expresion de Bax por western blot en lisado celular total de HCT-15
obtenidos desde los distintos tratamientos con Cas lll-ia durante 24 horas: El
grafico de barras muestra las unidades relativas de Bax normalizadas con
actina.
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Figura 2.3.15 Electroforesis en gel de agarosa (2%) de ADN de HCT-15
expuesta in vitro a Cas lll-ia. Corrimiento de ADN obtenido de células
expuestas con distintas concentraciones de Cas lll-ia durante 24 horas.

2.4 Discusion y conclusiones

2.4.1 Actividad in vitro de Cas lI-gli sobre carcinoma de colon HCT-15



La Cas llgli indujo disminucién de la viabilidad e induccién de apoptosis a
partir de la primera dosis utilizada. Ademas, indujo cambios ultraestructurales
compatibles con oncosis y apoptosis, éste ultimo mecanismo de una manera
dependiente de caspasas tras la formacién de fragmentos oligonucleosomales.
Sin embargo, la induccién de la muerte fue bloqueada parcialmente por un

inhibidor de especies reactivas de oxigeno (N-acetil cisteina o NAC).

La Cas lIgli demostré inducir apoptosis de forma marcada desde la primera
dosis utilizada, hecho que fue parcialmente inhibido por la incubacion previa de
las células HCT-15 con N-acetil cisteina. Con respecto a esto, uno de los
mayores blancos de la droga a base de quelatos mixtos de cobre (Il) es el
ADN, dada su demostrada actividad tipo nucleasa (Sigman et al., 1979). El i6n
de cobre (ll) en presencia de perdxido de hidrogeno es capaz de romper el
ADN, incluso de una forma mas agresiva que el dafio causado por Fe®
(Aruoma et al., 1991). Aunado a lo anterior, el cobre unido a 1,10-fenantrolina
tiene una actividad nucleasa comprobada, la que estad basada en su habilidad
de romper el ADN a través de un mecanismo oxidativo (Kuwabara et al., 1986;
Kuwabara y Sigman, 1987). Otros investigadores demostraron que el complejo
1,10-fenantrolina-cobre con perdxido de hidrégeno como coreactante, es una
nucleasa artificial que rompe el ADN por un mecanismo oxidativo en
condiciones fisiolégicas (Sigman et al., 1979; Zelenko, 1998), en el que el sitio

inicial del ataque es el atomo C1° de la desoxiribosa (Chen et al., 2001).

Sin embargo, la inhibicion de la muerte ejercida por NAC es sélo parcial y en
la dosis mas baja, lo que indica mecanismos alternos de induccién de muerte,
distintos a las especies reactivas de oxigeno. Estos datos concuerdan con un
estudio previo realizado in vitro con la Cas llgli, utilizando células de glioma de
rata. En éste se demostrdé que la actividad de la Cas llgli era producto de la
formacion de especies reactivas de oxigeno, via que podia ser bloqueada por
la aplicacion de NAC y que ademas, se activaban vias de apoptosis
dependientes e independientes de caspasas (Trejo-Solis et al., 2005). Estos
datos apuntaron al centro metdlico de cobre (lI) y a su ligante (1,10-

fenantrolina) como los responsables de induccion de apoptosis. Por otra parte,



se postula que el cobre unido a la 1,10 fenantrolina es una molécula muy
permeable, lo que aunado a su lipofilidad favorece el transporte de cobre a
través de membranas biologicas. Lo anterior cursa con una excesiva
acumulacion de cobre en el interior de la célula (Cai et al., 2007), misma que
puede ser la responsable de los eventos tempranos de la induccion de

apoptosis (Jabs et al., 1999).

Con estos datos, se puede concluir que Cas lIgli induce apoptosis y oncosis a
HCT-15 en las dosis utilizadas, y que parte de su mecanismo de induccion de

apoptosis es la generacion de especies reactivas de oxigeno.

2.4.2 Actividad in vitro de Cas lll-ia sobre carcinoma de colon HCT-15

Con respecto a la Cas lll-ia, ésta indujo una disminucién de la viabilidad de
manera dosis dependiente, sin afectar los niveles de PCNA o alterar las etapas
del ciclo celular. Ademas, mostré inducir cambios ultraestructurales
compatibles con dos mecanismos de muerte, oncosis y apoptosis. Con
respecto a apoptosis, éste farmaco indujo apoptosis de manera dosis
dependiente y que ademas esta relacionada a aumento de los niveles de Bax y
a fragmentacion internucleosomal de ADN, esto ultimo, relacionado con
mecanismos dependiente de caspasas. Aunado a lo anterior, Cas lll-ia
demostré actividad sobre HCT-15 xenotransplantado al ratdon desnudo. Sin
embargo, la ruta de aplicaciéon elegida (intraperitoneal) en varias aplicaciones
produjo irritacion cronica, lo que se evidencio a través de adherencias

peritoneales.

Se sabe que la induccion de apoptosis por agentes quimioterapéuticos es
una via establecida de induccion de muerte celular en células transformadas.
Una gran cantidad de drogas inducen apoptosis por la via intrinseca, lo que
comprende la liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria y su union a Apaf-
1 (factor activante de caspasas apoptéticas, por sus siglas en inglés) y la
activacidon de caspasa 9 (Budihardjo et al., 1999). Ademas, el gen supresor de
tumores p53 tienen un papel esencial en la senalizacion de apoptosis por dafo

al ADN, porque puede mediar la expresién de multiples proteinas relacionadas



a la induccion de apoptosis como puma, noxa, p53AIP1 y Bax (Fridman y
Lowe, 2003). Se sabe que Bax (miembro pro apoptético de la familia Bcl-2)
juega un papel fundamental en otorgar a las células neoplasicas epiteliales
sensibilidad hacia agentes quimioterapéuticos, siendo su integridad esencial
para el mantenimiento de la capacidad apoptética a través de diferentes
estimulos (Theodorakis et al., 2002). Sin embargo, el estatus de p53 en HCT-
15 esta alterado (p53 -/-) (Mashima et al., 2005), lo que nos indica que el
aumento de los niveles de Bax pudo haber sido mediado por otro factor
transcripcional, como p73 (Irwin et al., 2003; Ramadan et al., 2005). Con
respecto a esto, estd demostrado que el dafo al ADN inducido por algunos
agentes quimioterapéuticos activan y potencian la funcion apoptotica de p73,
aumentando su habilidad de activar selectivamente la trascripcion de los genes
blanco pro apoptéticos de p53 (Costanzo et al.,, 2002). Ademas, se ha
demostrado que Cu (ll) es capaz de inducir apoptosis a través de la activacion
de Bax y a su vez, inactivar de la via de NFK3 que promueve la sobrevivencia

celular frente a ciertos estimulos (Zhai, 2000; Jimenez del Rio, 2004).

En el presente estudio, la induccion de Bax y la activacién de caspasa 3
(observada indirectamente con la formacion de fragmentos nucleosomales de
ADN) fueron observadas en conjunto, lo que indica que la activacion de
caspasa 3 podria haber sido mediada por la liberacion de citocromo c y la
formacion del apoptosoma. Mas aun, estd descrito que la activacion de
caspasas es esencial para apoptosis inducida por Bax (Xiang et al., 1996;
Kitanaka et al., 1997, Pastorino et al., 1998). Sin embargo, Kobayashi et al.,
(2002) demostraron que es suficiente que Bax esté presente por arriba de los
niveles basales, para disparar la cascada apoptética y que la iniciacién de la
misma, requiere la activacion simultanea de caspasas probablemente no
mediada por la liberacién de citocromo ¢ ni relacionadas con cambios en el
potencial de membrana. Lo anterior se puede deber probablemente a que Bax
active dos vias independientes de apoptosis, uno que es mediada a través de
la activacion de caspasas a través de la liberacion de citocromo c y otra que da
lugar a muerte dependiente de permeabilidad de la membrana mitocondrial y

gue no cursa con activacién de caspasas (Kitanaka et al., 1996), lo que puede



ser mediado por la formacion de un poro en la membrana externa mitocondrial

formado so6lo por Bax (Liu et al., 1997).

Aunado a lo anterior, se demostré6 que compuestos derivados de otros
metales de transicion (como rutenio) son capaces de activar p53 y p73, lo que
esta relacionado a aumentos en la expresion de p21 y Bax (Gaiddon et al.,
2005), los que estan involucrados en la detencién en la fase G1 del ciclo celular
y la induccién de apoptosis, respectivamente. Sin embargo, las células que
presentan mutaciones en p53 fallan en la activaciéon de p21 y por ende, tienen
reducida habilidad de inducir arresto celular en G1, lo que explica los niveles
inalterados de PCNA y la manutencion de la duracion de las fases del ciclo
celular (Fan et al., 1995; Wahl et al., 1996).

En un estudio paralelo al presente, utilizando glioma C6 y Cas lll-ia en las
mismas concentraciones, se demostro la expresion de Bid y Bax y actividad de
caspasa 3, aparte de mecanismos de apoptosis independientes de caspasas, a
través de AIF y endonucleasa G (Trejo-Solis et al., en prensa). Con respecto a
esto, Bid se une a Bax a través de su dominio BH3, lo que le produce a Bax un
cambio conformacional y la liberacion de citocromo ¢ (Kuwana et al., 2002). Bid
también debe ser considerado al momento de tratar de establecer el
mecanismo de accién de la Cas lll-ia, ya que transmite las senales a Bax,
quien es el responsable de la liberacion de citocromo c¢ e induccidén de

apoptosis dependiente de caspasas.

Por otra parte, esta demostrado que el mayor potencial de membrana
mostrado por las células neoplasicas, facilita la acumulacion de solutos
cationicos lipofilicos mas pequefios que 1500 D en la membrana mitocondrial
interna (Fantin et al., 2002). Lo anterior dispara la liberacion de citocromo c y la
ejecucion de la via intrinseca de apoptosis. Lo anterior coincide con los
hallazgos ultraestructurales en los que se observa tumefacciéon mitocondrial sin
alteracién de la viabilidad con la dosis de 2.5 pg/mL. EI mecanismo del
enunciado anterior se puede explicar de la siguiente manera: la membrana
interna mitocondrial se muestra como una estructura condensada al ser

examinada por microscopia electronica de transmision. Sin embargo, esto



desaparece al inducirse la transicion de permeabilidad mitocondrial, lo que
refleja un cambio en la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial
(Terauchi et al., 2005). EI aumento de la permeabilidad es el resultado de la
formacion de poros proteinaceos, mas conocidos como poros de transicién de
permeabilidad, los que son canales formados por la oposicion de proteinas en
los sitios de contacto de la membrana interna con la membrana externa
mitocondrial (Walter et al., 2002). Se cree presumiblemente, que este poro se
forma por la asociacion entre el translocador de nucledtidos de adenina (ANT) y
los canales aniénicos dependientes de voltaje (VDAC o porina mitocondrial),
los que permiten la permeacion no especifica de solutos o iones de un tamafno
molecular de hasta 1500 D (Bernardi, 1999). Como resultado, hay pérdida del
potencial de membrana, desacoplo de la fosforilacion oxidativa y del equilibrio
quimico entre el citoplasma y la matriz mitocondrial (Bossy-Wetzel y Green,
1999). Lo anterior, cursa con hinchamiento de la matriz mitocondrial y ruptura
de la membrana externa, o que permite que el citocromo ¢ salga a citosol,

activando asi la via intrinseca de apoptosis.

Adicionalmente, estudios previos sugieren que las Casiopeinas son capaces
de unirse a ADN a través de la interaccion con adenina (Tovar-Tovar et al.,
1995) y bloquear la fosforilacion oxidativa (Marin-Hernandez et al., 2003). En
conjunto estos datos postulan mas de un mecanismo de accién para la Cas llI-

ia.

Se postula que las células cancerosas con p53 inactivo son resistentes a las
drogas que inducen apoptosis a través de la via intrinseca (Bunz et al., 1999),
por lo que la busqueda de nuevas drogas con actividad antineoplasica es una
meta razonable. Nuestros hallazgos postulan a la Cas lll-ia como un buen
candidato para la terapia de cancer con fenotipos resistentes. Como se
observd, Cas lll-ia 1) Induce apoptosis en células con p53 alterado y 2)

Aumenta los niveles de Bax y activa la muerte a través de caspasas.

Con los datos obtenidos con las Cas ligli y Cas lll-ia in vitro, en la figura 2.4.1
se grafica el mecanismo parcial de accion propuesto para estos farmacos. No

obstante, deben realizarse estudios mas certeros, como analisis exhaustivo de



proteinas de la familia Bcl-2 (como Bid) que participan en la induccion de
muerte y la medicidn de especies reactivas de oxigeno con DL50 y tiempos

mas cortos, para establecer la via exacta de induccidén de muerte.

Con base en el andlisis de los resultados de este estudio, se concluye lo
siguiente:

e La Casiopeina llgli disminuye la viabilidad de HCT-15 parcialmente a

través de la generacidn de especies reactivas de oxigeno. Ademas,

induce apoptosis, la que esta relacionada con la activacion de caspasas.

e La Casiopeina lll-ia disminuye la viabilidad e induce apoptosis de HCT-
15 de manera dosis dependiente, lo que se relaciona al aumento de los
niveles de Bax y la activacion de caspasas. No obstante, no influye en la

duracién de las distintas etapas del ciclo celular.
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Figura 2.4.1 Mecanismos propuestos de induccién de muerte in vitro para
Cas lll-iay ligli.



CAPITULO 3. Actividad, mecanismos de accion y efectos colaterales in vivo
de las Casiopeinas® lll-ia y ligli en ratones xenotransplantados

subcutaneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15

3.1 Antecedentes

Mientras que el tratamiento con quimioterapia de algunas malignidades ha sido
exitoso, la efectividad ha sido frecuentemente limitada por la resistencia a
farmacos o por efectos colaterales en tejidos y células no alteradas. De hecho,
muchos tumores son intrinsecamente resistentes a los agentes citotoxicos mas
potentes usados en quimioterapia. Otros tumores son inicialmente sensibles,
recurren y se hacen resistentes no sélo a los agentes quimioterapéuticos
iniciales, sino que también a otras drogas no usadas en el tratamiento (Tsuruo
et al., 2003; Blagosklonny, 2004).

La accién de las drogas quimioterapéuticas no es especifica para el tumor,
dafando las células normales que proliferan rdpidamente como las células de
médula O0sea y en la criptas intestinales, alteraciones que complican el
tratamiento de pacientes con enfermedades neoplasicas (Van Huyen et al.,
1998; Wadler et al., 1998). La quimioterapia sistémica ejerce su accion téxica a
través de multiples mecanismos, que dan lugar a bloqueo del ciclo celular y/o a
apoptosis (Damia y Broggini, 2004), produciendo cambios en la mucosa
intestinal que se asocian al aumento de permeabilidad del intestino (Siber et al.,
1980). No obstante, a pesar de existir una gran cantidad de blancos
intracelulares para los distintos farmacos, muchos de estos agentes inducen
apoptosis a través de la activacion de unas pocas vias comunes (Trejo Solis et
al., 2005).

Es por esta razon que se continda con la busqueda de drogas con potencial
anticancerigeno pero que presenten una baja toxicidad para evitar efectos
secundarios graves, asi como de menor costo y que no presenten resistencia
cruzada (Pratt y Ruddon, 1979).

OBJETIVO



Establecer la actividad, los mecanismos de accion y efectos colaterales in vivo
de las Casiopeinas® lll-ia y ligli en ratones xenotransplantados

subcutaneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15.



3.2 Material y métodos
3.2.1 Farmacos

Las Casiopeinas® lll-ia y Iigli fueron disueltas en agua estéril a 1mg/mL™,
conservandose a 4° C y en la oscuridad durante 48 horas. Cis-diamino-dicloro
platino (II) (CDDP) (Alfa Aesar, Ward Hill, MA) fue disuelto en agua estéril y
usado inmediatamente después de preparado. Los demas reactivos fueron

obtenidos de fuentes comerciales.
3.2.2 Células

La linea tumoral HCT-15 (adenocarcinoma colorectal) fue adquirida en
American Type Culture Collection (ATCC) (American Tissue Culture Collection,
Rockville, MD). Las células se mantuvieron y proliferaron en el laboratorio de
cultivos de tejidos de la Unidad de Experimentacion Animal de la Facultad de
Quimica de la UNAM, como fue descrito en el “Material y métodos” del capitulo
2.

3.2.3 Actividad antitumoral

Se inocularon 1 x 10° células de carcinoma de colon HCT-15
subcutaneamente en el area del flanco izquierdo inferior de 30 ratones
desnudos nu/nu (Harlan México, S.A. de C.V.). Se consideré dia de inicio de
tratamientos (dia 0) aquel en el que el tumor midiera 3 mm de diametro. Los
animales fueron distribuidos al azar en los distintos grupos: testigo (n=10); Cas
lll-ia 3.0 mg/kg (n=5) cada 4 dias por 6 dosis; Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5) cada 4
dias por 6 dosis; CDDP 4 mg/kg (n=5) cada 7 dias por 4 dosis. Los animales
fueron pesados y los tumores medidos a lo largo y ancho, usando calibradores
Vernier diariamente. Usando una férmula establecida, las medidas fueron
convertidas en tamafio tumoral (cm®).

llongitud (cm)x ancho? (cm)x ]
6

Tamaifo tumoral=




Usando las medias de los volumenes relativos tumorales (VRT) (Vol. dia X /
Vol. dia 0) x 100 para cada grupo, se calculé la funcién del farmaco como
posible antitumoral como sigue:

Funci6n antitumoral= (VRTtratado/VRTtestigo)x 100

Este indice debe ser menor a 42 para considerar el farmaco con actividad

antineoplasica.
Asimismo, se calculd el retraso del crecimiento especifico considerando la
media de los dias que demora el tumor en doblar su tamafio (D), en los

distintos grupos como sigue:

Retraso de crecimiento especifico (Dtratado— Dtestigo)/ Dtestigo

Para considerar que el farmaco posee potencial antineoplasico, este indice

debe ser menor o igual a 2.
3.2.4 Alteraciones colaterales a la aplicacion de los farmacos

El porcentaje de la pérdida de peso del animal, como indicador de toxicidad,

fue calculado para cada individuo como sigue:
% pérdida de peso= [(Peso al dia 21 / Peso al dia 0) -1] x 100
El experimento termind 24 horas después de la dltima aplicacion del farmaco
en cada grupo, dia en que los ratones fueron eutanasiados en una camara de
CO..

3.2.5 Necropsia e histopatologia

Una vez hecha la eutanasia de los animales en una camara de CO,, los
animales fueron colocados en decubito dorsal sobre una charola de diseccion y



se sostuvieron de los cuatro miembros con alfileres. Se humedecié la region
ventral con alcohol etilico y se incidi6 las cavidades abdominal, toracica y

craneal para observar y describir las lesiones macroscopicas.

Los grados de las lesiones macroscopicas fueron asignados de acuerdo a su

gravedad y fueron clasificados de la siguiente forma:

a. Adherencias: Se asigno 1 al haber menos de 5 adherencias entre las
asas intestinales; 2 al haber mas de 5 adherencias e involucrar
estbmago y bazo; 3 al haber lo descrito en 2 y encontrarse

adherencias con la pared peritoneal.

b. Ascitis: 1 al haber ligera cantidad de liquido transparente; 2 al
encontrarse moderado a abundante liquido transparente; 3 al ser el

liquido color rojo (sanguinolento).

C. Alteraciones hepéticas: Se asigno 1 al tener bordes redondeados y
palidez ligera; 2 al tener bordes moderadamente redondeados y
tonalidad violacea; 3 al tener bordes gravemente redondeados y
color rojo oscuro. Ademas, se asigno 4 al encontrarse el érgano de

menor tamafio y peso, alteracion compatible con atrofia.

A continuacion, se obtuvieron muestras de higado, rifidén, bazo, pulmén,
corazén, intestino delgado, cerebro y la mitad del tumor, los que fueron
inmediatamente inmersos en una solucién de formalina amortiguada al 10% por
un tiempo minimo de 24 horas. Las muestras analizadas se obtuvieron desde
los animales tratados con los distintos esquemas de Casiopeina® Ill-ia (n=4),
Casiopeina ligli (n=4) con CDDP (n=4) y del grupo testigo negativo (n=4) para

realizar un andlisis comparativo.



Las muestras ya fijadas se procesaron mediante las técnicas histolégicas de
rutina. Finalmente se procedi6 a tefiir con hematoxilina-eosina (H-E) lo cual se
realizd en el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Una vez obtenidas las secciones, se procedio a realizar una primera revision.
Inicialmente, se observaron las secciones provenientes de los animales sin
tratamiento y posteriormente, se procedié a la evaluacién de los grupos
tratados. De dicha observacion se obtuvo el cuadro de evaluacion
microscopica, mismo que fue utilizada para la evaluacién final. En ésta se
asignoé a cada seccién histolégica un numero al azar y las lesiones fueron

clasificadas segun su gravedad como sigue:

a) Peritoneo

0 Sin alteraciones
El higado exhibe sobre su serosa de 1 a 4 capas de células
mononucleares (macrofagos y linfocitos) inmersas en una fina trama
de fibrina.

2 Lo observado en 1, mas la presencia de neutrofilos, eritrocitos y
moderada fibrina sobre el higado, las cual se extiende focalmente
hacia la grasa mesentérica.

3 Lo observado en 2, mas abundante fibrina sobre el higado y en la
grasa mesentérica, haciéndose extensiva esta lesion a la superficie
de otros organos de la cavidad abdominal como pancreas, intestino
y riflones.

4 Lo observado en 3, mas abundantes vasos sanguineos de
neoformacién en el mesenterio y adherencias graves con otros
tejidos. Asimismo, se observa celulitis mesentérica crénica, la que se
evidencia por abundantes neutrofilos, macréfagos, linfocitos vy
fibroblastos. Ademas se aprecia colagena entremezclada con la

reaccion inflamatoria.

b) Higado



0 Sin alteraciones.

1 Vacuolizacién de gota fina en hepatocitos y/o multiples focos ligeros
de infiltrado linfoplasmocitico.
Lo observado en 1, mas congestion grave de sinusoides.

3 Lo observado en 2, mas vacuolizacion de gota gruesa en hepatocitos

y disociacion de cordones hepaticos.

4 Necrosis multifocal moderada a grave.
c) Rifién

0 Sin alteraciones.

1 Nefritis intersticial ligera multifocal.

2 Necrosis tubular aguda.
d) Corazon

0 Sin alteraciones.

En el miocardio auricular o ventricular se aprecia foco de necrosis, el
cual se encuentra rodeado por moderados linfocitos y macréfagos.
2 El miocardio exhibe 2 o mas focos de necrosis, rodeado por reaccion

inflamatoria compuesta por linfocitos y macréfagos.

Asimismo, se obtuvo el indice mitético en el tumor y en las criptas del
duodeno. Este indice se determind promediando el numero de mitosis en 10
campos de gran aumento (40X), utilizando los criterios descritos por Jannink et
al., 1995. Se incluyeron aquellas células en que la membrana nuclear que esté
ausente, para asegurar que las células ya atravesaron la profase. La cromatina
debi6 estar condensada (metafase temprana), en un plano (metafase/anafase)
0 en agregados cromosomicos separados (telofase). Ademas, el citoplasma de
estas células debié estar aumentado y basofilico durante la mitosis. También
se obtuvo el indice de células picnéticas (apoptosis) en las criptas duodenales
y en los tumores en 10 campos de gran aumento (40X), en los que en intestino,

se hizo un andlisis critico para excluir linfocitos intra epiteliales o mitosis. El



criterio de inclusion fue condensacion de la cromatina, separacion de las
células picnodticas de las células adyacentes y la formacion de vesiculas
cromatinicas agrupadas, cambios compatibles con cuerpos apoptéticos (Hall et
al., 1994; Thunissen et al., 2001). Todas las evaluaciones histoldgicas fueron

hechas por doble ciego, para evitar sesgos.

3.2.6 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos desde los experimentos in vivo fueron analizados con la
prueba de Kruskal Wallis para analisis de rangos con el programa Analyst® de
SAS® 8.0 for Windows, a excepciéon del porcentaje de pérdida de peso animal
que fue analizado por analisis de varianza seguida de Tukey. La significancia
utilizada en todos los estudios fue de 0.05.



3.3 Resultados

3.3.1 Efectos antitumorales in vivo de Cas lll-ia

Para determinar si la Cas lll-ia aplicada intraperitonealmente ejercia una
actividad antitumoral, se calculé el volumen relativo tumoral (VRT), la funcién
antitumoral, los dias en doblar el tamafio, el retraso especifico del crecimiento y

el indice mitético de los tumores y apoptotico de los tumores.

Con respecto al VRT, este indice demostré ser menor de una manera
estadisticamente significativa en los animales tratados con Cas lll-ia 6 mg/kg
con relacion al testigo, a partir del dia 7 de tratamiento (p=0.039),
manteniéndose esta diferencia constante al dia 14 (p=0.016) y 21 (p=0.037) de
tratamiento. No hubo diferencias entre los otros grupos de tratamiento y el

grupo testigo (Figura 3.3.1).

Sumado a lo anterior, al analizar los dias que demora el tumor en doblar su
tamafo con respecto al testigo en los distintos grupos, el tratamiento con Cas
lll-ia 6.0 mg/kg aumentd estadisticamente este indice (p=0.023). Por otra parte,
ni CDDP ni Cas lll-ia 3.0 mg/kg mostraron retardar estadisticamente el

crecimiento tumoral (Figura 3.3.2).
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Figura 3.3.1 Volumen relativo tumoral de HCT-15 tratado con Cas lll-ia y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan el volumen relativo tumoral
(VRT) de los tumores originados del transplante de HCT-15 en los dias 7, 14 y
21 de experimentacion y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lll-ia 3
(n=5) y Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5). °© Valor alejado mas de 3 desviaciones
estandar respecto a la media.
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Figura 3.3.2 Dias en doblar el tamafio de HCT-15 tratado con Cas lll-ia y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan los dias en doblar el
tamafio de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados con 0
mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lll-ia 3 (n=5) y Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5).

Con respecto a la funcion antitumoral, que debe ser menor a 42%, el Unico
tratamiento que alcanza el requerimiento para este indice es Cas lll-ia 6 mg/kg,
cuyo valor fue de 20.3%. No obstante lo anterior, ni uno de los grupos tratados



alcanzo los requerimientos de retraso especifico de crecimiento, que debia ser

mayor o igual a 2 (Cuadro 3.3.1).

Con referencia al indice mit6tico (Figura 3.3.3), solo el tratamiento de Cas llI-
ia 6 mg/kg demostré disminuir este indice de una forma estadisticamente
significativa (p=0.03). Aunado a lo anterior, los tratamientos con CDDP y Cas
lll-ia demostraron inducir nudcleos picnéticos (apoptosis) de manera
estadisticamente significativa con respecto al testigo (p=0.04). Estos datos
indican que Cas lll-ia en la dosis de 6.0 mg/kg tiene actividad antitumoral in
vivo a través de la inhibicion de la proliferacion y ademas tiene la capacidad de
inducir apoptosis. No obstante, Cas lll-ia 3 mg/kg y CDDP inducen apoptosis,

pero no disminuyen de manera significativa el indice mitotico.



Cuadro 3.3.1 Efectos antitumorales in vivo de Cas lll-iay CDDP. Funcién
antitumoral (FA) y retraso especifico del crecimiento (REC) determinado para
los tumores de los distintos tratamientos al dia 21 de experimentacion.

Tratamientos n FA REC
Testigo 10 - —
(Agua destilada)
CDDP 5 6843 0.1
4.0 mg/kg
Casiopeina lll-ia 5 829 089
3 mg/kg
Casiopeina lll-ia 5 203 145
6 mg/kg
14 &
) @ p=0.03 p=0.04
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Figura 3.3.3 indice mit6tico y apoptético de HCT-15 tratado con Cas lll-iay
CDDP. Cajas de valores extremos que representan los indices mitético y
apoptoticos de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados
bajo los distintos esquemas durante 21 dias experimentacion y tratados con 0
mg/kg (n=4), CDDP (n=4), Cas lll-ia 3 (n=4) y Cas lll-ia 6 mg/kg (n=4). ° Valor
alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.

Con respecto a la toxicidad in vivo producida por la Cas lll-ia, se calculd el
porcentaje de pérdida de peso de los animales (Figura 3.3.4). Al ser comparado
este indicador de los animales tratados con el grupo testigo, se observaron

reducciones de 8.2 + 3.9% y de 5.7 £ 3.5% en los animales tratados con CDDP



y con la dosis de 6 mg/kg de la Cas lll-ia, respectivamente. Los animales
tratados con CDDP demostraron una diferencia de peso estadisticamente
significativa sélo con el grupo testigo (p=0.0058) (Cuadro 3.3.2). Para el grupo
testigo y aquel tratado con 3 mg/kg de Cas lll-ia, se observaron ganancias de
peso del 3.8 +1.2% vy 1.7 £ 2.7% respectivamente.
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Figura 3.3.4 Porcentaje de pérdida de peso de los animales tratados con
Cas lll-ia y CDDP. Porcentaje de pérdida de peso de los ratones desnudos
transplantados con HCT-15, bajo los distintos esquemas y tratamientos con
CDDP y Cas lll-ia. Los datos representan la media y error estandar de los
distintos esquemas de tratamiento; 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lll-ia 3
(n=5) y Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5).

Cuadro 3.3.2 Estadistica de porcentaje de pérdida de peso al dia 21 de
animales tratados con Cas lll-ia y CDDP. Literales provenientes del calculo
del analisis de varianza seguida de Tukey para porcentaje de pérdida de peso
al dia 21 de los animales transplantados con HCT-15 y tratados bajo los
distintos esquemas, 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lll-ia 3 (n=5) y Cas lll-ia
6 mg/kg (n=5).

Tratamiento literal
(mg/kg)

0 a
lll-ia 3 mg/kg ab
[ll-ia 6 mg/kg ab

CDDP b

En la necropsia de los ratones, se observaron mdultiples adherencias y
alteraciones hepaticas en los tres grupos de tratamientos (CDDP y Cas lll-ia en
sus dos dosis), los que fueron estadisticamente significativos al ser
comparados con el grupo testigo (p=0.014 y p<0.001, respectivamente). Las



adherencias fueron mas frecuentes entre la serosa intestinal y el higado en los
animales tratados con 6 mg/kg de Cas lll-ia, siendo la gravedad de estas
lesiones proporcional a la dosis. Ademas, a pesar de observarse ascitis en
algunos animales, no se evidenci6é una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al testigo en ninguno de los grupos tratados (p=0.55) (Figura
3.3.5).

En el analisis histolégico de las distintas secciones del animal, sélo se
observaron diferencias estadisticamente significativas de las muestras
provenientes del peritoneo, en donde predomind esteatitis mesentérica y
abundantes neutréfilos, macréfagos, linfocitos y fibroblastos en la superficie del
higado, rifibn y del peritoneo. Ademas se observd abundante colagena
entremezclada con la reaccion inflamatoria, alteraciones que se mostraron en
los ratones tratados con CDDP y Cas lll-ia (p=0.028). Higado, rifidn y corazén
no demostraron alteraciones estadisticamente significativas con respecto al
testigo (Figuras 3.3.6 y 3.3.7).

Ademas, se realizo el estudio de los indices mitéticos y apoptéticos del
intestino delgado (duodeno), en donde no se observaron variaciones
estadisticamente significativas con respecto al indice mitético intestinal
(p=0.11) en los distintos tratamientos. No obstante, CDDP mostr6 inducir
apoptosis en las células de las criptas (p=0.01), alteracion que no se hizo
evidente en los tratamientos con Cas lll-ia, en ambas dosis utilizadas (Figura
3.3.8).
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Figura 3.3.5 Hallazgos de necropsias en animales tratados con Cas lll-iay
CDDP. Cajas de valores extremos que representan adherencias, ascitis y
alteraciones hepéticas de los animales tratados bajo los distintos esquemas
durante 21 dias experimentacion; n=4 para todos los grupos. * Valor alejado
entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a la media.
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Figura 3.3.6 Hallazgos histolégicos en animales tratados con Cas lll-ia y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan alteraciones histolégicas de
peritoneo, higado, riidn y corazon de los animales tratados bajo los distintos
esquemas durante 21 dias experimentacion; n=4 para todos los grupos.



Figura 3.3.7 Fotomicrografia de higado proveniente de animal tratado con
Cas lll-ia. Serosa engrosada (representada por la barra), producto del depdsito
de fibrina y coldgena, entremezclada con algunas células inflamatorias

mononucleares. HE.
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Figura 3.3.8 Iindice mitético y apoptético duodenal proveniente de
animales tratados con Cas lll-ia y CDDP. Arriba: Cajas de valores extremos
que representan mitosis y apoptosis intestinal de los animales tratados bajo los
distintos esquemas durante 21 dias experimentacion;, n=4 para todos los
grupos. * Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a la
media. ° Valor alejado més de 3 desviaciones estandar respecto a la media.
Abajo: Fotomicrografias de secciones de intestino (criptas) en las que se
observan multiples células con morfologia de apoptosis (flechas cerradas) y
una mitosis (flecha abierta) proveniente de ratén tratado con CDDP, comparado
con imagen histologica de criptas de un raton del grupo testigo. HE.



3.3.2 Efectos antitumorales in vivo de Cas ligli

Para determinar si la Cas ligli ejercia accion antitumoral, se procedié a
analizar los volumenes relativos tumorales (VRT) en los dias 7, 14 y 21,
ademas de los dias en doblar el tamafio (D) de HCT-15 transplantado en 25
ratones desnudos y tratados intraperitonealmente con los esquemas y dosis
mencionadas en material y métodos. Solo la dosis de 1 mg/kg mostrd
diferencias estadisticamente significativas con respecto al VRT en los dias 7
(p=0.027), 14 (p=0.019) y 21 (p=0.039) al ser comparado con el testigo (Figura
3.3.9), alcanzando al final de la experimentacion, un tamafio promedio

correspondiente al 10.58% del tamafio observado en el grupo testigo.

Ademas, fue este mismo esquema de tratamiento (1 mg/kg) el que demostro
retardar significativamente (p=0.01) los dias en doblar el tamafio tumoral. Dicho
efecto fue proporcional a la dosis (Figura 3.3.10). Finalmente, al analizar los
indices de funcién antitumoral y retraso del crecimiento, se aprecié que sélo la
dosis de 1 mg/kg alcanz6 ambos requerimientos, comprobandose asi su accién

antitumoral (Cuadro 3.3.3).
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Figura 3.3.9 Volumen relativo tumoral de HCT-15 tratado con Cas ligli y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan el volumen relativo tumoral
(VRT) de los tumores originados del transplante de HCT-15 en los dias 7, 14 y
21 de experimentacion y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas ligli
0.5 mg/kg (n=5) y Cas ligli 1 mg/kg (n=5). ° Valor alejado mas de 3
desviaciones estandar respecto a la media.
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Figura 3.3.10 Dias en doblar el tamafio de HCT-15 tratado con Cas ligli y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan los dias en doblar el
tamafno de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados con 0
mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas ligli 0.5 mg/kg (n=5) y Cas ligli 1 mg/kg (n=5).



Cuadro 3.3.3 Efectos antitumorales in vivo de Cas ligli. Funcion antitumoral
(FA) y retraso especifico del crecimiento (REC) determinado para los tumores
de los distintos tratamientos al dia 21 de experimentacion.

Tratamientos n FA REC
Testigo 10 — —
(Agua destilada)

CDDP 5 843 01
4 mg/kg

Casiopeina ll-gli 5 1459 03
0.5 mg/kg

Casiopeina ll-gli 5 265 2

1 mg/kg




Al tratar de dilucidar el mecanismo de accién antitumoral, se observé que con
1 mg/kg de Cas ligli, el indice mitotico tumoral disminuyé alrededor del 50%
con relacion al grupo testigo (p=0.02). No obstante, ni uno de los tratamientos
demostré inducir cambios morfolégicos de apoptosis en el tumor de una

manera estadisticamente significativa (Figura 3.3.11).

Con respecto al porcentaje de pérdida de peso, como indicador de toxicidad,
se encontraron diferencias (p=0.01) entre los tratamientos con CDDP y Cas ligli
0.5 mg/kg. El grupo testigo evidencio ganancias de 3.8+1.2% y los tratados con
Cas ligli en las dosis de 0.5 y 1 mg/kg, evidenciaron ganancias de 1.3 £ 1.6% y
4.7 £ 3.4%, respectivamente. Sin embargo, los animales tratados con CDDP
evidenciaron pérdidas de peso del 8.3 + 3.9% (Figura 3.3.12, Cuadro 3.3.4). No
obstante, no se observaron muertes asociadas a la aplicacion del farmaco

durante el periodo de tratamiento.
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Figura 3.3.11 indice mitotico y apoptético de HCT-15 tratado con Cas ligli
y CDDP. Cajas de valores extremos que representan los indices mitotico y
apoptdticos de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados
bajo los distintos esquemas durante 21 dias experimentacion y tratados con O
mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas ligli 0.5 mg/kg (n=5) y Cas ligli 1 mg/kg (n=5).
© Valor alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.
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Figura 3.3.12 Porcentaje de pérdida de peso de los animales tratados con
Cas ligli y CDDP. Porcentaje de pérdida de peso de los ratones desnudos
transplantados con HCT-15, bajo los distintos esquemas y tratamientos con
CDDP y Cas ligli. Los datos representan la media y error estandar de los
distintos esquemas de tratamiento; 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas ligli 0.5
mg/kg (n=5) y Cas llgli 1 mg/kg (n=5).

Cuadro 3.3.4 Estadistica de porcentaje de pérdida de peso al dia 21 de
animales tratados con Cas ligli y CDDP. Literales provenientes del célculo
del Analisis de Varianza seguida de Tukey para porcentaje de pérdida de peso
al dia 21 de los animales transplantados con HCT-15 y tratados bajo los



distintos esquemas, 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lIgli 0.5 mg/kg (n=5) y
Cas ligli 1 mg/kg (n=5).

Tratamiento literal
(mg/kg)
ligli 0.5 a
0 ab
ligli 1 ab

CDDP b




A la necropsia de los ratones, se observaron diferencias en lo que respecta a
adherencias en los ratones tratados con CDDP vy ligli 1 mg/kg y alteraciones
hepéticas en los tres grupos de tratamientos (CDDP y Cas ligli en sus dos
dosis), los que fueron estadisticamente significativos al ser comparados con el
grupo testigo (p<0.001 y p<0.001, respectivamente). Las adherencias fueron
mas frecuentes en la serosa intestinal, ademas del estbmago y bazo en los
animales tratados con 1 mg/kg de Cas ligli. Las alteraciones hepéticas se
observaron en todos los tratamientos, en donde las alteraciones mas frecuente
fueron los bordes redondeados y la tonalidad violacea. Ademas, con lo que
respecta a la ascitis y a pesar de observarse en algunos animales, no se
evidencio una diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo

en ninguno de los grupos tratados (p=0.34) (Figura 3.3.13).

En el anadlisis histologico de las distintas secciones del animal, sélo se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.005) desde las
muestras provenientes del peritoneo, en donde predomin6é engrosamiento de
la serosa hepatica, infiltrado por linfocitos, neutréfilos y macréfagos, ademas de
moderada fibrina que se extendia sobre el higado y la serosa intestinal en los
ratones tratados con CDDP y Cas ligli 1 mg/kg. Higado, rifion y corazén no
demostraron alteraciones estadisticamente significativas con respecto al testigo
(Figura 3.3.14).
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Figura 3.3.13 Hallazgos de necropsias en animales tratados con Cas ligli y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan adherencias, ascitis y
alteraciones hepaticas de los animales tratados bajo los distintos esquemas
durante 21 dias experimentacion; n=4 para todos los grupos. * Valor alejado
entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a la media.
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Figura 3.3.14 Hallazgos histolégicos en animales tratados con Cas ligli y
CDDP. Cajas de valores extremos que representan alteraciones histolégicas de
peritoneo, higado, rifidbn y corazon de los animales tratados bajo los distintos
esquemas durante 21 dias experimentacion; n = 4 para todos los grupos. *
Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a la media.



Ademas, se realiz6 el estudio de los indices mitoticos y apoptéticos del
intestino delgado (criptas duodenales), en donde no se observaron variaciones
estadisticamente significativas con respecto al indice mitético intestinal
(p=0.13) en los distintos tratamientos. No obstante, CDDP mostré inducir
apoptosis en las células de las criptas (p=0.02), alteraciones que no se hicieron
evidentes en los tratamientos con Cas ligli, en ambas dosis utilizadas (Figura
3.3.15).
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Figura 3.3.15 indices mitotico y apoptético duodenal proveniente de

animales tratados con Cas ligli y CDDP. Cajas de valores extremos que
representan mitosis y apoptosis intestinal de los animales tratados bajo los
distintos esquemas durante 21 dias de experimentacion; n=4 para todos los
grupos. * Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a la

media. © Valor alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.




3.4 Discusion y conclusiones

En el presente estudio, el tratamiento con la Casiopeina lll-ia mostro: 1)
Disminuir el volumen relativo tumoral de HCT-15 a través de inhibicion de la
proliferacion e induccion de cambios morfologicos sugerentes de apoptosis; 2)
Alcanzar el requerimiento sélo para funcién antitumoral y 3) producto de la via
de aplicacion, inducir adherencias (producto de peritonitis) y alteraciones
hepéticas, todo lo anterior de una forma proporcional a la dosis. Por su parte, la
Casiopeina llgli demostrd: 1) Disminuir el volumen relativo tumoral de HCT-15
a través de la inhibicién de la proliferacion, sin evidencias de apoptosis como
su mecanismo de muerte; 2) Alcanzar requerimientos de funcion antitumoral y
retraso especifico del crecimiento e 3) Inducir adherencias y alteraciones
hepéticas de manera proporcional a la dosis. Por otro lado, CDDP (en la dosis
utilizada) demostré 1) inducir apoptosis tumoral, sin embargo, 2) No alcanza
actividad antitumoral ni muestra diferencias estadisticamente significativas con
respecto al volumen tumoral. 3) En la dosis utilizada, disminuy6 el porcentaje
de pérdida de peso de manera significativa, indujo adherencias (por peritonitis),
alteraciones hepdticas e indujo muerte de células de las criptas duodenales.

Todos estos hallazgos se pueden resumir en el cuadro 3.4.1.

Con respecto a la determinacién de células en mitosis, ésta solo refleja el
namero de células ciclando, sin considerar el tiempo requerido por una célula
para ciclar (Brown y Gatter, 1997). Ademas, un tercio de tumores colorrectales
con alto indice proliferativo tiene baja expresion de ARN mensajero (Jansson y
Sun, 1997), por lo que la sintesis de proteinas de marcadores de ciclo tampoco
son buenos marcadores. Sin embargo, al correlacionar el indice mitético con
los dias en doblar el tamafio, estos son en conjunto un marcador mas directo
de la actividad proliferativa de un tumor, ya que considera el nimero de células
ciclando y de forma indirecta y semicuantitativa, la velocidad de replicacion. Si
ademas agregamos variables como volumen relativo tumoral e induccion de
apoptosis, nos da una relacion interesante. En este estudio, la Cas lll-ia y lIgli
cumplieron con 4 de 5 las variables analizadas en lo que la actividad
antitumoral refiere, datos que se correlacionan con una mayor actividad al ser

comparado con CDDP, que so6lo cumplié una de ellas. Es bien sabido que la



actividad citotéxica de CDDP se debe a la induccién de apoptosis en células
tumorales (Taketo et al., 1998; Kerr et al., 1994), principalmente a través de la
activacion de caspasa 3 (Mizutani et al., 2004). Sin embargo, en los estudios in
vivo esta actividad es poco relevante por si sola como factor prondstico de
respuesta a tratamientos (Garrity et al., 2004; Elkablawy et al., 2001),
debiéndose de considerar otros factores en adicién, mas que la sola induccién

de apoptosis.

Estos datos postulan a la inhibicion de la proliferacion como mecanismo de
accion comuan para las Cas lll-ia y ligli. Ademas, sugieren a la apoptosis como
mecanismo de accion in vivo para la Cas lll-ia, datos que concuerdan con lo
descrito por Trejo-Solis et al. (datos no publicados), quienes encontraron que el
tratamiento in vivo con la Cas lll-ia disminuy6 la proliferacién de Glioma C6, lo
gque estaba asociado a aumento de los niveles de p21 y disminucién de ciclina
D, aunado a induccién de apoptosis. Sin embargo, con respecto a la apoptosis
y la Cas llgli, estos datos no concuerdan con lo descrito por Trejo-Solis et al.
(2005), quienes describen a apoptosis como su mecanismo de accion in vivo
en glioma C6 transplantado en ratas. Ademas, fue Cas ligli la droga que
alcanzé los requerimientos de actividad de funcién antitumoral y retraso del
crecimiento de manera simultdnea, lo que sugiere que la descripcion
Unicamente morfoldgica de apoptosis es insuficiente para describir este tipo de
muerte celular, datos que concuerdan con lo descrito por Jerome et al. (2000),
quienes describen una subestimacion de la tasa de apoptosis de dos a tres
veces con la sola observacién histologica. Ademas, fue la Cas ligli la que
mostré una mayor actividad con la menor concentracion molar, dato que en
comparacion con la Cas lll-ia, la hace casi medio orden de magnitud mas
activa pero a la vez, medio orden de magnitud mas téxica, dato que se
comprueba con el analisis histolégico, en el que con las concentraciones
utilizadas para cada una de las drogas (14 y 2.4 x 10° pM para Cas lll-ia y Cas

lIgli, respectivamente), hubo hallazgos histolégicos similares.

Los estudios macroscopicos e histolégicos de los ratones tratados con todas
las drogas mostraron inflamacién de la serosa peritoneal y visceral. Lo anterior

es producto del efecto irritativo cronico ejercido por el farmaco, lo que ocasion6



isquemia e inflamacion sobre la superficie peritoneal, hechos que interfieren
con la fibrinolisis y dan lugar a organizacion mas que resolucién de la matriz
fibrinocelular (di Zerega, 1994; Monk et al.,, 1994). Sin embargo, no se
evidenciaron diferencias estadisticas en la pérdida de peso (como indicador de
toxicidad) entre los grupos tratados con Cas lll-ia o Cas ligli con el grupo
testigo negativo. La toxicidad de complejos metalicos puede ser secundaria a la
acumulacion en tejidos. En humanos, la sobrecarga de cobre (hasta 15 veces
el consumo base) puede ser tolerado por largos periodos sin evidenciar
sintomas de toxicidad. Esta tolerancia esta asociada a la rapida movilizacion y
excresion de cobre y con la induccion de mecanismos desintoxicantes, como
metalotioneina, el que se une e inactiva los excesos de cobre en los tejidos
(Daniel et al., 2005). Ademas, las Casiopeinas poseen actividad similar a
superoxido dismutasa (Ferrer-Sueta et al.,, 1997) y baja induccion de
inestabilidad gendmica por recombinacion intracromosomal (Arnaudeau et al.,

2000), lo que afirma que estas drogas tienen pocos efectos indeseados.

Por otra parte, los animales tratados con CDDP redujeron de peso de manera
significativa y ademas, demostraron presentar un elevado numero de células
muertas (apoptosis) en las criptas intestinales al ser comparado con el grupo
testigo, corroborando asi su efecto téxico en células de las criptas duodenales,
las que proliferan aceleradamente. Estos resultados concuerdan con los
descritos por otros autores (Monte et al., 2005; Vijayalakshmi et al., 2006),
quienes encontraron que CDDP indujo apoptosis en las criptas intestinales de
2.3 a 4 veces, describiendo la formacién de aductos, estrés oxidativo y

lipoperoxidacion como parte del mecanismo de dafio intestinal.

No obstante, en el analisis histolégico no se observd el descrito efecto
nefrotoxico de CDDP (Arany, 2003; Kuhlmann et al., 1997). Esto se explicaria
con que Kuhlmann et al. (1997), usaron 6 mg/kg en dosis agudas y que
ademas, la pureza del CDDP utilizado en esta investigacion es minimo 67%,

agregando error y subdosificacion al estudio.

Con base en los resultados antes descritos, se propone a las Casiopeinas lll-ia

y ligli para estudios en otros tipos de tumores epiteliales de origen colorectal,



para ser establecido en una segunda fase de evaluacion, esta vez en ensayos

clinicos.

Se tienen las siguientes conclusiones del andlisis de los resultados de este

estudio:

e Cas lll-ia inhibe la proliferacion y dispara apoptosis en células HCT-15
transplantadas al ratdbn desnudo. No obstante, demostré inducir

peritonitis de manera dosis dependiente en la serosa parietal y visceral.

e Cas ligli inhibe la proliferacién y alcanza todos los requerimientos de
actividad antitumoral evaluados, sin embargo, y al igual que Cas lll-ia, es

irritante en la administracion intraperitoneal.



Efectos secundarios a aplicacion

Tratamiento Actividad antilumoral .
de farmaco

Inhibicién Adherencias | Alteraciones Muerte de
Farmaco Dosis Esquema | |VRT | Apoptosis . .| FA | REC : . células de
de prolileracion peritoneales hepaticas criptas

3 ma'kg;
Cas |ll-ia 7 Qd 4x6 - - - — | - - - -
pmelkg

& ma'kg; sl
Cas lll-ia 14 Qd 4x5 Sl sl Sl - sl ] -
pmelkg

0.5 mgka;
Cas lIgli 1.2 Qd 21 - - - - - - - -
pmelkg

1 markg:
Cas ligli 24 Qd 4xG Sl - Sl Sl Sl Sl Sl -
pmelkg

4 mo'ky;
CDDP 13 Qd 7xd - Sl - - - Sl Sl Sl
pmelkg

Cuadro 3.4.1 Resumen de efectos antitumorales y secundarios de Cas lll-ia, ligliy CDDP en
ratones transplantados con HCT-15. Comparacion de los tratamientos, efectos antitumorales y
efectos secundarios a la aplicacion de los farmacos utilizados en el tratamiento de los ratones
transplantados con HCT-15.




CAPITULO 4. Actividad y efectos colaterales in vivo de las Casiopeinas® Ill-ia,

lIgli y lll-La en células de carcinoma cérvico uterino HeLa y de prostata PC-3

4.1 Antecedentes

El cancer cérvico uterino es la segunda causa mas frecuente de mortalidad
femenina en el mundo. Esta trastorno proliferativo se desarrolla hasta
carcinoma en una manera ordenada de eventos desde una lesion displasica
precursora, la cual esté iniciada por una infeccién persistente de papiloma virus
humano, HPV (zur Hausen, 2000). La terapia estandar es la cirugia radical en
pacientes con enfermedad localizada y radioterapia méas quimioterapia en
pacientes con enfermedad méas avanzada o metastasica. La radiacion en
conjunto con quimioterapia con Cisplatino han aumentado la sobrevida y
disminuido las recurrencias y metastasis (Rose, 2003). A pesar de los grandes
avances aun se necesitan mejores protocolos de tratamiento, en especial para
el cancer cervical metastatico, donde el tratamiento ha sido hasta ahora
paliativo. EI mecanismo de accion de diferentes farmacos quimioterapéuticos,
solos 0 en combinacién con radiacion, son todavia pobremente entendidos. Se
han descrito mas de 20 agentes con modesta actividad en este tipo de
tumores, mismos que producen tasas de respuesta del 8 a 25% (Savarese y
Cognetti, 2003).

Se considera que el estatus de p53 es un determinante importante en la
sensibilidad de un tumor a la terapia. En condiciones normales p53 se
transcribe en bajas cantidad y se degrada por Mdm-2 (Walboomers et al.,
1999). En pacientes con cancer cérvico uterino, se puede encontrar el genoma
de HPV en el 99.7% de los casos (zur Hausen, 2000). Los HPV de alto riesgo
son los tipos 16, 18, 33, 35y 45, los que acarrean dos oncogenes, E6 y E7, los
que se unen a p53 y Rb respectivamente, para su posterior degradacion por
ubiquitinacidon. HeLa posee un estatus inalterado de p53, sin embargo, tiene
altamente expresada secuencias de HPV-18, cuyo producto (E6) inactiva p53.
Si la expresion de E6 es abolida, p53 se restaura como una proteina funcional,



misma que retomara sus actividades en el ciclo celular y apoptosis (Butz et al.,
2000).

Por otra parte, Cisplatino (CDDP) se ha transformado en un farmaco
fundamental en el tratamiento de este tipo de tumores, la que en combinacion
con radioterapia, reducen el riesgo de muerte entre un 30 a un 50% (Rose,
2002).

Con respecto al cancer de prostata, ésta es la forma mas comun de cancer no
cutdneo en hombres, con una incidencia de 179,300 casos nuevos por afo,
después de cancer de pulmon en los Estados Unidos de Norteamérica (Landis
et al., 1998). Su incidencia ha aumentado marcadamente en las Ultimas dos
décadas, sin embargo, la mortalidad se ha mantenido estable. Un aumento
aparente en la incidencia se puede deber a mejores métodos de diagnostico
relacionados al uso del antigeno prostatico especifico (Ruijter et al., 1999;
Jarup et al.,, 2002). Esta enfermedad tiene ademas, una historia natural
extremadamente variable, oscilando entre desde una forma no invasiva hasta a
una enfermedad metastasica y la muerte al poco tiempo de realizado el
diagnéstico. Con respecto a la susceptibilidad, la poblacion afroamericana
tienen mayor incidencia del cancer de préstata que cualquier otro grupo étnico
de Estados Unidos de Norteamérica (McDonald et al., 2002).

Dada la importancia de los efectos colaterales de CDDP al ser usado en dosis
terapéuticas en estos tipos de neoplasias, es que se origina la busqueda de
otros metales para la sintesis de moléculas activas. Entre estos, el Cu(ll) es
especialmente atractivo dada su participacibn como parte integral del sitio
activo de diferentes tipos de metalo-proteinas. A pesar de que la accion
antiproliferativa de los compuestos de coordinacion de Cu(ll) ha sido
contradictoria, resultados recientes de moléculas pequefias con base en este
metal son alentadores (Humphreys KJ et al., 2001; Humphreys KJ et al., 2002;
Bolos et al., 1998; Bolos et al., 2002). Se sabe que los complejos de cobre
interaccionan con el ADN, lo que da lugar al rompimiento de la molécula de la
doble hebra y por ende, la actividad antitumoral (Quin et al., 2002; Liang et al.,
2003; Chaviara et al., 2004). Por otra parte, dada la presencia de Cu(ll) en su



centro metalico, tendria la capacidad de participar en ciclos REDOX vy liberar
especies reactivas de oxigeno (Kuwabara et al., 1986; Kuwabara y Sigman,
1987).

Con base en lo anterior y producto de la importancia mundial del cancer cérvico
uterino y cancer de prostata en la poblacion humana, se decide realizar este
estudio con la finalidad de evaluar el efecto antitumoral de las Casiopeinas llI-
ia, ligli y lll-La en estos tumores transplantados al ratén desnudo, ademés de
estudiar sus efectos colaterales con las dosis terapéuticas obtenidas del

estudio con cancer de colon.

OBJETIVOS
Evaluar la actividad antitumoral in vivo de las Casiopeinas® lllia, ligli y Ill-La
contra las lineas tumorales humanas de prostata PC-3 y cérvico uterinas HelLa

transplantadas a ratones desnudos.

Evaluar efectos colaterales a la aplicacion de las Casiopeinas® lllia, ligliy Ill-La
en los ratones xenotransplantados con HelLa y PC-3, con base en hallazgos
macroscopicos y pérdida de peso animal. Ademas, evaluar los valores de

hemograma en los animales transplantados con HelLa.



4.2 Material y métodos

4.2.1 Farmacos: Para este estudio, se utilizaron las Casiopeinas (Cas) lll-ia,
ligli y lll-La. Las Cas lll-ia y ligli fueron descritas en el capitulo nimero 2. A

continuacion se decribe la Cas lll-La.

Casiopeina lll-La

Figaa 4.2.1 Casiopeina lll-La

a) Nombre comun: Casiopeina lll-La

b) Clave: Cas lll-La

c) Formula: [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]JNO3 - 2H,0
d) Férmula condensada: CuCi19N3OsH; 90 2H,0

e) Peso molecular: 468.95 g/mol (con moléculas de agua de cristalizacion).

f) Analisis elemental:

Teobrico: 8.9% N, 48.7% C, 4.9%H

Experimental: 8.8 % N, 48.4% C,49 % H

g) Solubilidad:

Soluble en H,O, EtOH, MeOH
No es estable por debajo de pH 6
Amortiguadores recomendados: MOPS y TRIS

4.2.2 Estudios in vivo con HelLa (carcinoma cérvico uterino) y PC-3

(carcinoma prostatico)



Las células HeLa y PC-3 fueron descongeladas y proliferadas al igual que
HCT-15.

Caracteristicas de las células HeLa (ATCC):

Organismo: Homo sapiens (humano)

Género: hembra

Raza: negra

Edad: 31 afios

Organo: cérvix uterino

Enfermedad: adenocarcinoma de cérvix

Morfologia: epitelial

Propiedades de crecimiento: adherente

Propagaciéon: medio minimo esencial con 0.2 mM de L-glutamina
ajustado para contener 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de
glucosa 10 mM de HEPES y 1 mM de piruvato de sodio; adicionar al
10% con suero fetal bovino.

Temperatura: 37° C

Atmosfera: 5% CO,



Caracteristicas de las células PC-3 (ATCC):

e Organismo: Homo sapiens (humano)

e Edad: 62 afios

e Género: macho

e Organo: préstata (derivado de metéstasis en hueso)

¢ Enfermedad: adenocarcinoma prostatico

¢ Clasificacion: grado IV

e Morfologia: epitelial

e Propiedades de crecimiento: adherente

e Propagacién: RPMI 1640con 0.2 mM de L-glutamina ajustado para
contener 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de glucosa 10 mM de
HEPES y 1 mM de piruvato de sodio; Adicionar al 10% con suero fetal
bovino.

e Temperatura: 37° C

e Atmosfera: 5% CO,

Los procedimientos siguientes fueron realizados independientemente, tanto
para los animales transplantados con HeLa como para aquellos transplantados
con PC-3. Se inocularon 1 x 10° células subcutaneamente en el area del flanco
izquierdo inferior de 25 ratones machos desnudos nu/nu (Harlan México, S.A.
de C.V.). Se consider¢ dia de inicio de tratamientos (dia 0) aquel en el que el
tumor midiera 3 mm de diametro. Los animales fueron distribuidos al azar en
los distintos grupos: testigo, agua destilada estéril (n=5); Cas lll-ia 6.0 mg/kg
(n=5) cada 4 dias por 7 dosis; Cas lIgli 1 mg/kg (n=5) cada 4 dias por 7 dosis;
Cisplatino 2.5 mg/kg (n=5) cada 4 dias por 7 dosis. Ademas, se utiliz la Cas
lll-La 1.8 mg/kg (n=5) cada 4 dias por 7 dosis, debido a alentadores resultados
obtenidos en un estudio QSAR paralelo al presente. Los animales fueron
pesados y los tumores medidos a lo largo y ancho usando calibradores Vernier
diariamente. Usando una formula establecida, las medidas fueron convertidas

en tamafio tumoral (cm?).

= llongitud (cm)x ancho? (cm)x ]
6

Tamafo tumora




Usando las medias de los volumenes relativos tumorales (VRT) (Vol. dia X /
Vol. dia 0) x 100 para cada grupo, se calcul6é la funcién del farmaco como

posible antitumoral como sigue:
Funci6n antitumoral= (VRTtratado/VRTtestigo)x 100

Este indice debe ser menor a 42 para considerar al farmaco con actividad

antineoplasica.

Asimismo, se calcul6 el retraso del crecimiento especifico considerando la
media de los dias que demora el tumor en doblar su tamafio (D), en los

distintos grupos como sigue:

Retraso especifico de crecimiento= (Dtratado — Dtestigo)/ Dtestigo

Para considerar que el farmaco posee potencial antineoplasico, este indice

debe ser menor o igual a 2.

El porcentaje de la pérdida de peso del animal, como indicador de toxicidad,

fue calculado para cada individuo como sigue:
% pérdida de peso= [(Peso al dia 24 / Peso al dia 0) -1] x 100

Para aquellos animales transplantados con PC-3, el experimento termin6 48
horas después de la ultima aplicacion del farmaco y posteriormente se les
realizo la eutanasia en camara de CO.,.

4.2.3 Hemograma

Desde los animales transplantados con Hela y tratados con los distintos
farmacos, se obtuvo alrededor de 1 mL de sangre de cada uno de los ratones a

través de sangrado yugular 48 horas después del ultimo tratamiento. La sangre



se depositd y agitd en tubos con heparina como anticoagulante, para su

posterior procesamiento.

La sangre fue procesada en la Seccidbn de Patologia Clinica del
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la UNAM, siguiendo los estandares del departamento.

Se analiz6: hematocrito, eritrocitos, volumen globular medio (VGM),
plaguetas, proteinas totales, fibrinégeno, leucocitos, neutroéfilos y linfocitos. Se
consideraron como valores de referencia aquellos obtenidos en el grupo

testigo.

4.2.4 Necropsia e histopatologia

Para todos los grupos, una vez hecha la eutanasia de los animales en una
camara de CO,, los animales fueron colocados en decubito dorsal sobre una
charola de diseccion y se sostuvieron de los cuatro miembros con alfileres. Se
humedecio la region ventral con alcohol etilico y se incidieron las cavidades
abdominal, toracica y craneal para identificar y describir las lesiones

macroscopicas.

Los grados de las lesiones macroscopicas fueron asignados de acuerdo a su

gravedad y fueron clasificados de la siguiente forma:

a. Adherencias: Se asigno 1 al haber menos de 5 adherencias entre las
asas intestinales; 2 al haber mas de 5 adherencias e involucrar
estbmago y bazo; 3 al haber lo descrito en 2 y encontrarse

adherencias con la pared peritoneal.

b. Ascitis: 1 al haber ligera cantidad de liquido transparente; 2 al
encontrarse moderado a abundante liquido transparente; 3 al ser el

liquido rojo (sanguinolento).



C. Alteraciones hepaticas: Se asignd 1 al tener bordes redondeados y
palidez ligera; 2 al tener bordes moderadamente redondeados y
tonalidad violdcea; 3 al tener bordes gravemente redondeados y
color rojo oscuro. Ademas, se asigno 4 al encontrarse el érgano de

menor tamafio y peso, alteraciébn compatible con atrofia.

4.2.5 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos desde los experimentos in vivo fueron analizados con la
prueba de Kruskal Wallis para andlisis de rangos con el programa Analyst® de
SAS® 8.0 for Windows, a excepcién del porcentaje de pérdida de peso animal y
hemograma, los que fueron revisados por analisis de varianza seguida de

Tukey. La significancia utilizada en todos los estudios fue de 0.05.

Para los datos de VRT analizados con Kruskal Wallis, una vez demostrada
una diferencia estadistica significativa (P<0,05), se procedié al célculo del

intervalo de confianza. Para esto, se utilizd el célculo de ¢ utilizando un

contraste ortogonal (-1 1), el cual se realiz6 de la siguiente manera:
?=R . R 2

en donde:

R =media de rangos del grupo 1 a comparar

ﬁz =media de rangos del grupo 2 a comparar

La varianza de ¢ se calculé de la siguiente manera:

~ N(N+)&a’
Var(g) = ———=) &
12 kZ:;‘ n



En donde a= contraste correspondiente (-1 0 1) y N = tamafio de la poblacién

en estudio.

Con estos datos, ya es posible el célculo del intervalo confianza, como sigue:

~ 2 =
Q=x 1/;(}(71,0,951/Var(p

Para asegurar que dos grupos son estadisticamente diferentes entre si, el
intervalo de confianza no debe involucrar el cero (0). Si lo involucra, quiere

decir que no hay diferencia significativa entre los grupos (P>0,05).



4.3 Resultados

4.3.1 HelLa

Para determinar si las Casiopeinas |lll-ia, ligli y Ill-La aplicadas
intraperitonealmente ejercian una actividad antitumoral sobre Hela
transplantada al raton desnudo, se calcul6 el volumen relativo tumoral (VRT), la
funcion antitumoral, los dias en doblar el tamafio y el retraso especifico del

crecimiento.

Con respecto al VRT en los dias 8, 16 y 24 (Figura 4.3.1), s6lo se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa en el dia 16 (p=0.028). Ademas, al
realizar el célculo de intervalo de confianza, se observé que esta diferencia soélo
se manifestaba entre los distintos grupos de tratamiento con el testigo, sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticas entre CDDP, ligli, lll-ia y IlI-
La (Anexo 6).

Sumado a lo anterior, al analizar los dias que demora el tumor en doblar su
tamafo en los distintos grupos (Figura 4.3.2), ningun tratamiento demostro

aumentar este indicador de manera significativa (p=0.11).
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Figura 4.3.1 Volumen relativo tumoral de HelLa tratado con CDDP, Cas
ligli, Cas lll-ia y Cas lll-La. Cajas de valores extremos que representan el
volumen relativo tumoral (VRT) de los tumores originados del transplante de
HelLa en los dias 8, 16 y 24 de experimentacion y tratados cada cuatro dias con
agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas ligli
1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5). * Valor alejado entre 1.5 y 3
desviaciones estandar respecto a la media. © Valor alejado mas de 3
desviaciones estandar respecto a la media.
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Figura 4.3.2 Dias en doblar el tamafio de HelLa tratado con CDDP, Cas ligli,
Cas lll-ia 'y Cas llI-La. Cajas de valores extremos que representan los dias en
doblar el tamafio de los tumores originados del transplante de HelLa y tratados
cada cuatro dias con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6
mg/kg (n=5), Cas lIgli 1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5). * Valor alejado
entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a la media.



Sin embargo, a pesar de los resultados estadisticos obtenidos con el volumen
relativo tumoral y los dias en doblar el tamafio, al calcular los indices de funcién
antitumoral y retraso especifico de crecimiento, se observé actividad
antitumoral. El requerimiento de funcién antitumoral, que debe ser menor a
42%, fue cubierto por las Cas lll-ia y la Cas lll-La. Por otra parte, el
requerimiento de retraso especifico de crecimiento, que debe ser mayor o igual
a 2, fue alcanzado por las Cas ligli y la Cas lll-La (Cuadro 4.3.1). Estos datos
postulan a la Cas lll-La como la més activa sobre HelLa, en este modelo y

esquema de tratamiento.

Con respecto a la toxicidad ejercida por los distintos tratamientos, la que se
manifesté a través del porcentaje de pérdida de peso (Figura 4.3.3), no se
observaron diferencias entre los distintos grupos de tratamiento (p=0.11).

Ademas, el andlisis de hemograma de los ratones bajo los distintos
esquemas soOlo arrojo diferencias estadisticamente significativas (p=0.046)
entre el promedio observado para proteinas totales en el tratamiento con Cas
lll-La y CDDP. Estos datos se representan en el cuadro 4.3.2 y se comparan en
el cuadro 4.3.3.



Cuadro 4.3.1 Actividad antitumoral in vivo sobre HeLa de CDDP, Cas ligli,
Cas lll-ia y Cas lll-La. Funcién antitumoral (FA) y retraso especifico del
crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos tratamientos
al dia 24 de experimentacion.

Tratamientos n FA REC
Testigo 5 — -
{Agua destilada)

CDDP 5 501 028
2.5 mg/kg

Casiopeina llgli 5 489 203
1 mg/kg

Casiopeina lll-ia 5 388 0.77
6 mg/kg

Casiopeina lll-La 5 338 27

1.8 mg/kg
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Figura 4.3.3 Porcentaje de pérdida de peso de los animales
transplantados con HelLa y tratados con CDDP, Cas lIgli, Cas lll-ia y Cas
lll-La. Porcentaje de pérdida de peso al dia 24 de investigacion de los ratones
desnudos transplantados con Hela y tratados cada cuatro dias con agua
destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas ligl 1
mg/kg (n=5), Cas llI-La 1.8 mg/kg (n=5). Los datos representan la media y error
estandar de los distintos esquemas de tratamiento.



Cuadro 4.3.2 Hemograma de ratones transplantados con HelLa y tratados
con CDDP, Cas ligli, Cas lll-ia y Cas lll-La. Valores de hemograma de los
ratones desnudos transplantados con Hela y tratados cada cuatro dias con
agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas ligli
1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5).Los datos representan la media y
error estdndar de los distintos esquemas de tratamiento. *p<0.05.

Variable

Hematécrito
Eritrocitos
VGM
Plaquetas
Prot. totales
Fibrinégeno
Leucocitos
Neutrohlos
Linfocitos

Tratamientos
testigo CDDP 25 lighi 1.0 llia 6.0 lll-La 1.8
044003 0392004 045+ 004 042003 0432001
9+ 097 81+134 8+1.19 823+0.78 831067
49+ 520 46751705 535712 5157538 5260+ 357
828 + 36565 | 838.88+20189 | 846.75+ 18517 | 836.86+ 26080 | 740.66 * 339.30
6643 +4.79 69331783 631297 6343 £ 509 6016 X571*
429+ 3.30 3117 4172299 4082 316147
524237 3642243 588 x1.67 461+285 6162370
267+1.44 193120 31712226 31412210 470+390
209+128 12511 200+137 129+ 1.56 1162094

unidades
L/L
x1012/L
ft
x10%/L
a/L
g/L
x10%L
x10%/L
x10%/L

Cuadro 4.3.3 Estadistica de proteinas totales en el hemograma de
animales tratados con CDDP, Cas ligli, Cas lll-ia y Cas lll-La. Literales
provenientes del calculo del analisis de varianza seguida de Tukey para
proteinas totales al dia 24 de los animales transplantados con Hela y tratados
cada cuatro dias con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6
mg/kg (n=5), Cas ligli 1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5).

Tratamiento literal
(mg/kg)
lll-La 1.8 mg/kg a
ligli 1 mg/kg ab
[ll-ia 6 mg/kg ab
Testigo ab
CDDP 2.5 mg/kg b



En la necropsia de los ratones, se observaron mdultiples adherencias y
alteraciones hepaticas en los tres grupos de tratamientos con Casiopeinas, los
que fueron estadisticamente significativos al ser comparados con el grupo
testigo (p=0.004 y p=0.0009 respectivamente). Ademas, se observé ascitis con
moderado a abundante liquido transparente de manera estadisticamente
significativa (p=0.002) en los grupos tratados, siendo observada esta alteracion

con mayor gravedad en los animales tratados con Cas lll-La (Figura 4.3.4).
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Figura 4.3.4 Hallazgos de necropsias en animales tratados con CDDP, Cas
ligli, Cas lll-ia y Cas lll-La. Cajas de valores extremos que representan
adherencias, ascitis y alteraciones hepaticas de los animales transplantados
con HelLa y tratados bajo los distintos esquemas durante 24 dias
experimentacion; n=4 para todos los grupos. * Valor alejado entre 1.5 y 3
desviaciones estandar respecto a la media.



4.3.2 PC-3

Para determinar si las Cas lll-ia, ligli y lll-La aplicadas intraperitonealmente
ejercian una actividad antitumoral sobre PC-3 transplantada al ratébn desnudo,
se calculo el volumen relativo tumoral (VRT), la funcién antitumoral, los dias en

doblar el tamafio y el retraso especifico del crecimiento.

Con respecto al VRT en los dias 8, 16 y 24 (Figura 4.3.5), y a los dias en
doblar el tamafio (Figura 4.3.6) no hay diferencias estadisticas entre los

distintos tratamientos (p>0.05).

Sin embargo, a pesar de los resultados estadisticos obtenidos con el volumen
relativo tumoral y los dias en doblar el tamafio, al calcular el indice de funcion
antitumoral se observé que CDDP tenia actividad antitumoral. El requerimiento
de funcion antitumoral, que debe ser menor a 42%, fue cubierto por la CDDP.
Sin embargo, el requerimiento de retraso especifico de crecimiento, que debe
ser mayor o igual a 2, no fue alcanzado por ninguno de los tratamientos
(cuadro 4.3.4).

Con respecto a la toxicidad ejercida por los distintos tratamientos, la que se
manifesté a través del porcentaje de pérdida de peso (Figura 4.3.7), no se

observaron diferencias entre los distintos grupos de tratamiento (p=0.062).
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Figura 4.3.5 Volumen relativo tumoral de PC-3 tratado con CDDP, Cas ligli,
Cas lll-iay Cas lll-La. Cajas de valores extremos que representan el volumen
relativo tumoral (VRT) de los tumores originados del transplante de PC-3 en los
dias 8, 16 y 24 de experimentacion y tratados cada cuatro dias con agua
destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas ligl 1
mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5).
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Figura 4.3.6 Dias en doblar el tamafio de PC-3 tratado con CDDP, Cas ligli,
Cas lll-ia y Cas llI-La. Cajas de valores extremos que representan los dias en
doblar el tamafo de los tumores originados del transplante de PC-3 y tratados
cada cuatro dias con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6
mg/kg (n=5), Cas ligli 1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5). ° Valor alejado
mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.




Cuadro 4.3.4 Actividad antitumoral in vivo sobre HeLa de CDDP, Cas ligli,
Cas lll-ia y Cas lll-La. Efectos antitumorales in vivo de cisplatino (CDDP),
Casiopeinas lll-ia, llgli y lll-La. Funcién antitumoral (FA) y retraso especifico del
crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos tratamientos
al dia 24 de experimentacion.

Tratamientos n FA REC
Testigo 5 — —
(Agua destilada)

CDDP 5 179 11
2.5 mg/kg

Casiopeina ll-gli 5 581 06
1 mg/kg

Casiopeina lllHa 5 717 14
6 mg/kg

Casiopeina lll-La 5 1807 12

1.8 mg/kg
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Figura 4.3.7 Porcentaje de pérdida de peso de los animales
transplantados con PC-3 y tratados con CDDP, Cas ligli, Cas lll-ia y Cas
lll-La. Porcentaje de pérdida de peso al dia 24 de investigacion de los ratones
desnudos transplantados con PC-3 y tratados cada cuatro dias con agua
destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas ligli 1
mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5). Los datos representan la media y error
estandar de los distintos esquemas de tratamiento.



En la necropsia de los ratones, de manera similar que con lo observado en
los ratones transplantados con Hela, se encontraron multiples adherencias,
ascitis y alteraciones hepaticas en los tres grupos de tratamientos con
Casiopeinas, los que fueron estadisticamente significativos al ser comparados
con el grupo testigo (p=0.003, p=0.001 y p=0.001 respectivamente). Con
respecto a las adherencias, la Cas lll-La fue la droga que indujo esta alteracion
de manera mas grave, observandose compromiso entre la serosa intestinal,

higado y cavidad peritoneal (Figura 4.3.8).
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Figura 4.3.8 Hallazgos de necropsias en animales tratados con CDDP, Cas
llgli, Cas lll-ia y Cas lll-La. Cajas de valores extremos que representan
adherencias, ascitis y alteraciones hepaticas de los animales transplantados
con PC-3 y tratados bajo los distintos esquemas durante 24 dias
experimentacion; n=4 para todos los grupos.



4.4 Discusion y conclusiones

Con los datos obtenidos en este estudio, podemos concluir que las
Casiopeinas lligli y lll-ia son activas sobre Hela transplantada en el ratén
desnudo, sin embargo, la Cas Ill-La cumple con los requerimientos de actividad
antitumoral. No obstante esta actividad, ésta droga produce leve disminucion
estadistica en las proteinas totales en el hemograma. Contrariamente, las
Casiopeinas no mostraron actividad sobre PC-3. Sin embargo, CDDP fue
parcialmente activo sobre PC-3 transplantado al raton desnudo, al cubrir el
requerimiento de funcién antitumoral. Ademas, al igual que lo observado en el
capitulo 2 del presente estudio, la aplicacion de Casiopeinas de manera
intraperitoneal induce inflamacion crénica peritoneal. Lo anterior debe de ser
evaluado mas cuidadosamente en otros estudios, con la finalidad de determinar
alternativas en las vias de administracion de las Casiopeinas y evitar efectos

secundarios inflamatorios en el sitio de administracion del farmaco.

Con respecto a los datos obtenidos desde los ratones desnudos transplantados
con Hela, la Cas lll-La demostré6 cubrir los requerimientos de funcidn
antitumoral y retraso especifico del crecimiento, ademas de exhibir diferencias
estadisticamente significativas en el VRT al dia 16. Lo anterior concuerda con
un estudio in vivo realizado en nuestro grupo con ratones desnudos
transplantados con glioblastoma U-373, en donde Cas lll-La (y no Cas ligli)
cumple los requerimientos antitumorales de actividad con la mitad de la dosis
utilizada en el presente experimento, pero aplicandose diariamente por 21 dias
(Rico-Morales et al., 2006). No existen en el grupo de trabajo hasta la fecha,

otros estudios in vivo realizados con células Hela.

Adicionalmente, en estudios in vitro realizados con diferentes Casiopeinas, se
postula a la Cas lll-La como la mas activa frente a HelLa, al ser comparada con
las Cas lll-ia, Cas ligli y otros componentes de esta familia (Garcia-Pérez,
2006). Con respecto a esto, un estudio QSAR realizado con varias
Casiopeinas, perfila a la Cas lll-La como una de las mas activas sobre células
HelLa (Bravo-Gémez ME, comunicacion personal).



Se conoce que las células HelLa tienen metabolismo de tipo oxidativo, lo que
implica que la mitocondria participa esencialmente en el proceso proliferativo
(Rodriguez-Enriquez, 2006). Por otra parte, se demostré que las Casiopeinas
lll-ia y llgli son capaces de bloquear la fosforilacion oxidativa (Marin-Hernandez
et al., 2003), razdén por la que evidenciaria la actividad antitumoral observada
en el presente estudio. Por ende, tal como se discutié en cancer de colon, el
uso de drogas catidnicas lipofilicas, como las Casiopeinas, estaria
recomendado. El hecho de ser catidnico y lipofilico permite que este tipo de
drogas se acumulen y permanezcan por periodos largos preferentemente en
células tumorales, promoviendo asi la inhibicion de la funcién mitocondrial
(Davis et al., 1985; Fantin et al., 2002). No obstante, debe aun ser demostrado
el o los sitios exactos de accién de las Casiopeinas y sus derivados, ya que
esta descrito que algunas drogas con base en Cu(ll) tienen su actividad a

través del rompimiento del ADN.

En los ultimos afios, la radiacion y la quimioterapia han sido de gran ayuda
para el tratamiento del cancer cérvico uterino avanzado, comparado con la
tradicional terapia de radiacion (Rose, 2002). Dentro de la quimioterapia
utilizada, CDDP se ha vuelto parte fundamental del tratamiento (Koivusalo et
al., 2002, 2004, 2005). En este trabajo se demuestra la actividad de la Cas llI-
La sobre Hela in vivo, que supera a la actividad exhibida por CDDP, por lo que

se propone para ser analizado en el tratamiento del cancer cérvico uterino.

En relacién con el cancer de prostata, s6lo CDDP fue activo en la dosis y
esquemas utilizados, lo que concuerda con los descrito en otro estudio
(Hanigan et al., 1999), en el que se evidencid actividad antitumoral parcial en
tumores PC-3 transplantados en el raton desnudo, con la misma dosis de

CDDP pero aplicada una vez a la semana, sin evidencias de toxicidad.

Contrariamente, las Casiopeinas utilizadas no mostraron actividad antitumoral
sobre las células de carcinoma prostatico PC-3. Se postula que este efecto es
debido a que las células malignas de cancer prostatico, en particular la linea
PC-3 (andrégeno independiente), mantienen una alta capacidad antioxidante,

incluso en presencia de agentes estresantes (Lim et al., 2005; Li et al., 2005).



Lo anterior es producto de la sobre expresion de sistemas antioxidantes
(particularmente GSH), lo que da lugar a la pérdida de sensibilidad por estrés
oxidativo. Se demostrd en estudios anteriores, que parte de la actividad
antitumoral de algunas Casiopeinas se debian a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (de Vizcaya et al., 2000; Trejo-Solis, 2005), hecho que
explicaria parcialmente la nula actividad observada en esta linea celular. No

obstante, se necesitarian mayores estudios para clarificar este postulado.

Por otra parte, los ratones transplantados con HelLa y PC-3 exhibieron
alteraciones a la necropsia compatibles con toxicidad con las tres Casiopeinas
utilizadas. Lo anterior es producto del efecto irritativo crénico ejercido por los
farmacos, lo que ocasiona inflamacion cronica sobre la superficie peritoneal,
hecho que interfiere con la fibrinolisis y da lugar a organizacion de la matriz
fibrinocelular, lo que se evidencia a través de generacion de adherencias (di
Zerega, 1994; Monk et al., 1994). Adicionalmente, el tratamiento con la Cas llI-
La (la mas activa de las Casiopeinas utilizadas en este estudio), demostrd
afectar otro indicador de toxicidad, al disminuir el valor de proteinas totales en
el hemograma. Las causas se pueden relacionar a mala nutricion, enfermedad
hepatica o enteropatia con pérdida de proteinas (Arnold et al., 2001). Sin
embargo, no se evidenciaron diferencias estadisticas en la pérdida de peso
(como indicador de toxicidad) entre los grupos tratados con Cas lll-ia o Cas ligli
con el grupo testigo negativo. Son necesarios estudios complementarios para

establecer la causa de la hipoproteinemia observada.

Con base en este estudio se tienen las siguientes conclusiones:

e Las Cas ligli, lll-ia y lll-La tienen actividad antitumoral sobre Hela
transplantado al raton desnudo en las dosis utilizadas, siendo la Cas IlI-
La la droga que demuestra la mayor actividad, pero muestra una ligera
toxicidad, al inducir disminucion de las proteinas totales en el

hemograma.



e Las Casiopeinas utilizadas no son activas sobre PC-3 transplantado al

raton desnudo.



CONCLUSIONES FINALES

La Casiopeina lll-ia disminuye la viabilidad e induce apoptosis in vitro de
HCT-15 de manera dosis dependiente, lo que se relaciona con el
aumento de los niveles de Bax y la activacion de caspasas. No obstante,
no influye en la duracion de las distintas etapas del ciclo celular.
Adicionalmente, Cas lll-ia inhibe la proliferacion y dispara apoptosis en
células HCT-15 transplantadas en el raton desnudo. No obstante,
demostrd inducir peritonitis de manera dosis dependiente en la serosa

parietal y visceral.

La Casiopeina ligli disminuye parcialmente la viabilidad de HCT-15 in
vitro a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno.
Ademas, induce apoptosis, la que esta relacionada con la activacion de
caspasas. Por otra parte, Cas llgli inhibe la proliferacién y alcanza todos
los requerimientos de actividad antitumoral evaluados in vivo, sin
embargo y al igual que Cas lll-ia, es irritante cuando se administra por

via intraperitoneal.

Las Cas ligli, lll-ia y lll-La tienen actividad antitumoral parcial sobre
Hela transplantada en el raton desnudo en las dosis utilizadas, siendo la
Cas lll-La la droga que demuestra la mayor actividad, hecho que se ve
opacado por una ligera toxicidad, al inducir disminucién de las proteinas
totales en el hemograma. No obstante, este dato requiere de estudios

posteriores para evaluar su mecanismo.

Las Casiopeinas utilizadas no son activas sobre PC-3 transplantado en
el raton desnudo.



6. ANEXOS

Anexo 1. Calculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos
por la prueba de Kruskal Wallis, para la viabilidad sin NAC obtenida por
sulforrodamina 24h post-tratamiento con Casiopeina llgli

Contraste Estimado Limite inferior | Limite
(phi) superior
§O_ §125 16.25 * 10.48 22.01
ﬁo_ ﬁzs 15.75* 9.98 21.51
ﬁo_ ﬁs 11.63* 5.86 17.39
ﬁo_ ﬁm 10.63 * 4 .86 16.39
ﬁl - ﬁzs -0.5 -6.26 5.26
ﬁlzs_ ﬁs -4.62 -10.38 1.14
ﬁlzs_ ﬁm -5.62 -11.38 0.14
§25_ §5 -4.12 -9.88 1.64
ﬁzs_ ﬁm -512 -10.88 0.64
ﬁs_ ﬁm -1 -6.76 476

* Diferencia estadisticamente significativa.



Anexo 2. Calculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos
por la prueba de Kruskal Wallis, para la viabilidad con NAC obtenida por
sulforrodamina 24h post-tratamiento con Casiopeina llgli

Contraste Estimado Limite inferior | Limite
(phi) superior

ﬁo_ ﬁl.zs 8.75* 2.98 14.51
§O_ ﬁz_s 17.25* 11.48 23.01
ﬁo_ ﬁs 13 * 7.23 18.76
ﬁo_ ﬁm 11~ 5.23 16.76
ﬁl.zs_ ﬁz.s 85* 2.73 14.26
ﬁl_zs_ ﬁS 4.25 -1.51 10.01
§1.25_ ﬁm 2.25 -3.51 8.01
ﬁz.s_ ﬁS -4.25 -10.01 1.51
ﬁz.s_ ﬁm -6.25* -12.01 -0.48
ﬁs - ﬁm -2 -7.76 3.76

* Diferencia estadisticamente significativa.



Anexo 3. Calculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos
por la prueba de Kruskal Wallis, para viabilidad obtenida por sulforrodamina
24h post tratamiento con Casiopeina lll-ia

Contraste Estimado Limite | Limite
(phi) inferior | superior

R.-R.. |134 558 | 8.26

R.-Rs o 192 [11.92
R.-Ru 15.34 * 841 | 22.26
R.-R. 21+ 14.07 | 27.92
R.~Ra 23.34* 16.41 | 30.26
R.s~R, 3.66 326 | 1058
R, R, |17 707 |20.92
R~ Ris 19.66 * 12.73 | 26.58
R,-R., |27 15.07 | 28.92
R.-Ru 10.34 * 3.41 17.26
R.-Ra 16 * 9.07 22.92
R:~Ru 18.34 % 1141 | 25.26
R. R 5.66 126 | 1258
Ro- R 8" 1.07 14.92
R.-R. |23 458 | 9.26

* Diferencia estadisticamente significativa.



Anexo 4. Calculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos
por la prueba de Kruskal Wallis, para las células vivas obtenidas por citometria
de flujo 24h post tratamiento con Casiopeina lll-ia

Contraste Estimado Limite inferior | Limite
(phi) superior
§O_ §2_5 -2.33 -7.41 2.75
ﬁo _ ﬁs -1 -6.08 4.08
ﬁo _ §10 2.67 -2.41 7.75
ﬁo_ﬁﬁ 7.33* 2.24 12.41
ﬁo_ ﬁzo 10.33 * 5.24 15.41
ﬁz_s_ ﬁs 1.33 -3.75 6.41
§2l5_ §m 5 -0.08 10.08
ﬁz.s_ ﬁls 9.66 * 4.57 14.74
ﬁz.s_ ﬁzo 12.66 * 7.57 17.74
ﬁs _ ﬁw 3.67 -1.41 8.75
ﬁs - ﬁls 8.33 " 3.24 14.41
ﬁs_ ﬁzo 11.33 * 6.24 16.41
ﬁm _ ﬁls 4.66 -0.42 9.74
ﬁm_ ﬁzo 7.66 * 2.57 12.74
§15_ §ZO 3 -2.08 8.08

* Diferencia estadisticamente significativa.



Anexo 5. Calculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos
por la prueba de Kruskal Wallis, para apoptosis temprana obtenida por
citometria de flujo 24h post tratamiento con Casiopeina lll-ia

Contraste Estimado Limite inferior | Limite
(phi) superior

ﬁo - ﬁz_s -2.66 -71.74 2.42
ﬁo _ ﬁs -1.33 -6.41 3.75
ﬁo _ ﬁm -6.33 * -11.41 -1.24
ﬁo - ﬁls -10.33 * -15.41 -5.24
ﬁo_ ﬁzo -12.33 * -17.41 -7.24
§2_5_ ﬁs 1.33 -3.75 6.41
ﬁz.s_ ﬁm -3.67 -8.71 1.41
§2l5_ ﬁls -7.67* -12.75 -2.58
ﬁz.s_ ﬁzo -9.67 * -14.75 -4.58
ﬁs _ ﬁm -5 -10.08 0.08
ﬁs _ ﬁﬁ -9 * -14.08 -3.91
ﬁs_ ﬁzo -11* -16.08 -5.91
§1 _ ﬁls -4 -9.08 1.08
RlO Rzo -6~ -11.08 -0.91
R15 R . -2 -7.08 3.08

* Diferencia estadisticamente significativa.



Anexo 6. Calculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos
por la prueba de Kruskal Wallis, para volumen relativo tumoral al dia 16 de
tratamiento con los distintos farmacos

Contraste Estimado Limite inferior | Limite
(phi) superior
R.-Reo |8 1.62 14.37
R.-Rua 13.1% 6.72 19.47
R,-Rua 112" 4.82 19.07
R -Ruw. [127° 6.32 19.07
Reoor~ Rugi |27 127 1147
Reoor~ R |32 -3.17 9.57
Reoor~ R | #7 -1.67 11.07
Rug~Ruw |12 -8.27 4.47
Rui~Ru. |94 -6.77 5.97
Rusw Ruw | 1P -4.87 7.87

* Diferencia estadisticamente significativa.



Anexo 7. Significancias en el analisis de varianza (ANDEVA) de las variables
obtenidas en el hemograma de los animales transplantados con Hela y
tratados bajo los distintos esquemas

Variable Significancia (ANDEVA)
Hematocrito 0.064
Eritrocitos 0.427

VGM 0.229
Plaquetas 0.963

Proteina Total 0.046 *
Fibrindgeno 0.732
Leucocitos 0.411
Linfocitos 0.625
Neutrdfilos 0.249

* Diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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