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Resumen

La OMS, prevé que una de cada 4 personas en los paises desarrollados padecera
algun tipo de cancer a lo largo de su vida. El cancer es un problema de salud publica y
es la segunda causa de muerte en adultos en el mundo occidental despues de las
enfermedades cardiovasculares. Dentro de diez afios serd la primera causa de
fallecimiento en el pais y dejard en segundo y tercer sitio en ese rubro a los problemas
cardiovasculares y a la diabetes mellitus.

El cancer es un enemigo silencioso porque, al inicio, en casi todas sus formas es
asintomatico. Cuando se sabe de su existencia, es ya muy tarde. Y lo peor de todo: casi
siempre se puede prevenir, con un diagnostico temprano.

En la actualidad se realizan esfuerzos para encontrar tratamientos Utiles contra el
cancer, y aunque la quimioterapia ocupa un lugar importante, existen ain muchos tipos
de tumores totalmente refractarios a los farmacos actualmente utilizados, ademas de que
en la mayoria de los casos producen efectos colaterales muy severos.

Asi, en la basqueda de sustancias de uso farmacoldgico, la Dra. Lena Ruiz
Azuara, desarrollé un grupo de compuestos de coordinacién de cobre (I1), denominados
Casiopeinas®, de los cuales actualmente se han sintetizado mas de 100 formas, muchas
de las cuales han demostrado actividad antineoplasica tanto in vivo como in vitro. (1)

Las células que se encuentran dentro de un organismo pueden crecer debido a que
reciben todos los nutrientes necesarios para su desarrollo. Las células tumorales pueden
crecer in vitro empleando un medio de cultivo que contenga todos los elementos
necesarios para su crecimiento, como son: fuente de carbono, fuente de nitrogeno y
cofactores, aminoacidos esenciales y vitaminas; asi como oligoelementos y factores de
crecimiento que aporta el suero fetal bovino.

El cultivo de tejidos se refiere al establecimiento y mantenimiento de cultivos
derivados a partir de células disociadas enzimaticamente del tejido original, como
cultivo primario o como una linea celular.

Con el presente trabajo se propone la evaluacion de actividad antineoplasica de las
Casiopeinas que han mostrado ser activas. Por lo que se busca probar el efecto de la
combinacion entre ellas, ademas con otros agentes quimioterapéuticos de uso comercial,
mediante el empleo de los ensayos in vitro exigidos dentro del panel de evaluacion
sugerido por el National Cancer Institute.

Para determinar la inhibicion de la proliferacion celular de las lineas tumorales
humanas se realizaron experimentos independientes por triplicado, probando la posible
sinergia (mayor actividad en combinacion) de dos casiopeinas con cuatro farmacos
comerciales en diferentes concentraciones, determinando la concentracion inhibitoria
media (Clsp), asi como la viabilidad en combinacion y solas. (2, 3)
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Antecedentes

2.1 Tumores
Actualmente se acepta que el cancer es una enfermedad genética, resultado del cimulo de
alteraciones en un conjunto de genes que pertenecen a dos grandes grupos, los oncogenes y los
genes supresores de tumores, cuyos productos ejercen funciones basicas para el buen
funcionamiento, crecimiento y muerte de todas nuestras células.
Las células de los tumores malignos presentan dos caracteristicas que las distinguen de las
normales:
1) se reproducen de manera descontrolada y
2) son capaces de invadir y colonizar tejidos y organos distantes, en lugares donde

normalmente no pueden crecer.

La combinacion desafortunada de estas caracteristicas es la que hace tan peligrosa y mortal

a la mayoria de las formas del cancer.

Los tumores se clasifican generalmente segun el origen de las células de donde surgen y se
agrupan en:
carcinomas, aquellos cuyo origen son las células epiteliales;
sarcomas , cuyo origen son las células del tejido conectivo o conjuntivo y las fibras musculares
(tejidos blandos), y
aquellos que no se ajustan a ninguna de las dos categorias anteriores y que incluyen la leucemia

derivadas de células hematopoyéticas y los tumores del sistema nervioso.

Se han establecido distintas etapas en el desarrollo de los tumores:

I Iniciacion: dafios en el material genético.

Il Promocion: algunas células con material genético dafiado crecen y por ende expanden
materialmente el nimero de clonas con capacidad para adquirir mas dafios y finalmente, generar
células tumorales.

111 Progresion: generacion de células que han acumulado suficientes dafios para formar un
tumor. (4, 5)
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Antecedentes

2.2 El cancer en el mundo.

Supervivencia.

Los estudios de supervivencia a nivel mundial ofrecen sélo estimaciones, y se trata siempre
de una supervivencia global, sin tener en cuenta edad, tipo tumoral o fase de la enfermedad, por
lo que s6lo deben considerarse orientativos.

Hay grandes diferencias en la supervivencia entre paises mas o menos desarrollados. Se
debe a que en paises en vias de desarrollo son més frecuentes los tumores mas letales (pulmon,
estomago, esofago e higado), y ademas los tratamientos son mas precarios.

Los diferentes tipos de cancer con peor prondéstico (en todos los paises) con menos del 20%
de supervivencia a los 5 afios, son los de pulmoén, es6fago, estdmago e higado.

Aquellos con mejor prondstico (en paises desarrollados), con més del 70 % de
supervivencia a los 5 afos, son los de prostata, mama y cuerpo de utero.

Los tumores colorrectales tienen una supervivencia de alrededor del 55% en paises
desarrollados

En general, las cifras de supervivencia son mejores en Norteamérica, Japén y Europa
Occidental. (6)
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Antecedentes

2.3 Situacion del cancer en México
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer cérvico-uterino es la segunda
causa de mortalidad femenina en todo el mundo. Mientras que en México es la primera causa de
muerte en mujeres en edad reproductiva y constituye un problema importante de salud publica.
La mayoria de las enfermas con este tipo de cancer son diagnosticadas en estadios avanzados.
Actualmente, el uso de quimio-radioterapia concomitante con cisplatino se considera el

tratamiento estandar para este tipo de cancer. (7)

[ 16.60% 5777 Cérvix y Utero
W 12.40% 4310 Seno
[018.20% 2854 Estbmago
07.80% 2719 Higado

W 7.40% 2517 Pulmon
0d5.20% 1799 Pancreas
W5.10% 1772 Leucemia

04.60% 1615 Colon y Recto

W 4.20% 1446 Ovario, etc.

W 28.50% 9913 Qtros.

Mortalidad en mujeres con cancer en México para el afio 2002. (8)

Causas de Muerte

Mexicanas Mexicanos
-Cérvico-uterino 13.5% -Traquea, bronquios y pulmén 15.5%
-Mama 13.3% -Préstata 15.2%

-Higado y vias biliares 8.1 -Estémago 9.4%
-Traquea, bronquios y pulmén 7.1% -Higado y vias biliares 7.6%
-Estémago 7.1% -Leucemia 6.3%. (9)
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Antecedentes

2.4 Tipos de cancer

2.4.1  El cancer cérvico-uterino

Es un problema de salud a nivel mundial. En México es la primera causa de muerte por
cancer en edad reproductiva y constituye un problema importante de salud publica. En México
mueren al afio mas de 4 mil mujeres por este mal, segun datos de 2004 del INCAN, es decir 12 al
dia.

La mayoria de las enfermas con este tipo de cancer son diagnosticadas en estadios
avanzados, por lo tanto la radioterapia es la modalidad terapéutica mas utilizada. Actualmente, el
uso de quimio-radioterapia concomitante basada en cisplatino se considera el tratamiento
estandar respaldado consistentemente en los resultados de varios estudios aleatorizados y
analizados.

A pesar del avance en nuevas terapias, los resultados clinicos siguen estando lejos de ser
optimos, por lo que necesariamente nuevas modalidades de tratamiento deben ser investigadas.

Entre otros, una estrategia l6gica es combinar la radiacion con nuevos radiosensibilizantes.

Tratamiento de etapas tempranas del cancer cérvico-uterino

El tratamiento recomendado para estadio 1Al es local, ya sea conizacion o histerectomia
total, dependiendo del deseo de la paciente de permanecer fértil, mientras que para las etapas 1A2
se recomiendan procedimientos radicales incluyendo linfoadenectomia pélvica, debido a que
aproximadamente el 8% presentan ganglios pélvicos positivos. Dado que muchas mujeres en esta
etapa de la enfermedad desean preservar la funcién reproductiva, la traquelectomia radical se ha
convertido en una opcién para estas pacientes.

En el tratamiento quirdrgico de estadios tempranos, el uso de la radioterapia adyuvante o de
la quimioradiacion esta determinado por la presencia en la pieza quirurgica o la combinacion de
factores de riesgo intermedios (invasion vascular o linfatica, tumor de mas de 2 cm e invasion
profunda al estroma cervical) o de factores de riesgo altos (ganglios pélvicos positivos,
infiltracion a parametrios y margenes quirdrgicos positivos). (10-15)
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Antecedentes

2.4.2  El cancer de mama

Es una de las principales causas de muerte en casi todas las sociedades, a excepcion del
cancer de cérvix cuyo indice de mortalidad es preponderante en sociedades poco desarrolladas.

Actualmente en el mundo hay un millén 135 mil mujeres con cancer de mama. ElI mayor
numero de decesos por cada 100 mil mujeres se observa en América del Norte.

En México ocupa el segundo lugar respecto al tipo de tumor mas mortal, sin embargo, las
proyecciones apuntan a que dentro de una década ocupara el primer lugar.

Algunos de los factores de riesgo son la herencia, no haber tenido hijos o tenerlos después
de los 35 afios, ser mayor de 40 afios 0 encontrarse en etapa postmenopausia, tener un nivel
socioecondémico alto, obesidad, alto consumo de carnes rojas y el uso de anticonceptivos orales
por mas de una década. El nivel econdmico alto se asocia con el elevado consumo de carnes
rojas, grasas saturadas y el acceso al alcohol y el cigarro, que recientes investigaciones han
revelado son determinantes para la aparicion del cancer mamario.

La mortalidad por cancer de mama no parece ir en descenso, como pudiera esperarse, a
pesar de contar con métodos cada vez mas adecuados de diagndstico, entre los que se encuentra
la mastografia, que puede hacer un diagnostico presuntivo de lesiones tempranas y por medio de
estudios de transmision geneética en pacientes con antecedentes familiares de cancer de mama. La
etiologia de esta neoplasia se desconoce; sin embargo, se ha visto que la aplicacion de dosis bajas
de radioterapia y la participacion de algunos retrovirus oncogénicos son capaces de inducir
transformacion maligna en la glandula mamaria. Entre las causas de predisposicion se consideran
factores genéticos, ambientales, hormonales, socio-biolégicos, fisiologicos y nutricionales.

Dentro de las causas de predisposicion, estan los factores genéticos que demuestran
investigaciones realizadas que las mujeres con familiares de primer grado que han padecido
cancer de mama tienen un riesgo 2 a 5 veces mayor que la poblacidn general de padecer este mal.

Las diferencias geogréaficas en la incidencia del cancer de mama, que parecen modificar su
riesgo en poblaciones migratorias, establece la importancia de los factores ambientales para
desarrollar el cancer de mama; entre éstos sobresalen los dietéticos. Se sugiere que las dietas con
alto contenido de grasas saturadas y calorias, asi como la obesidad pueden ser adyuvantes en la

génesis del cancer de mama.
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Antecedentes

Por ultimo, una dieta con bajo contenido en calorias es recomendable, pero no es una
garantia de que la paciente esté protegida del riesgo de desarrollar cancer de mama.

Existen pruebas bien definidas con respecto a la regulacién hormonal del cancer de mama.
Se ha observado que las mujeres que se embarazan muy jovenes o las que se someten
tempranamente a ooforectomia, disminuyen el riesgo de desarrollar este mal; mientras que las
mujeres con menopausia tardia y menarca temprana presentan un riesgo mayor para desarrollarlo.

En la historia del tratamiento quirdrgico del cancer de mama Halsted ocupa un lugar
preponderante, con la introduccion de su procedimiento de mastectomia. A la fecha, las pacientes
con tumores < 1cm tedricamente son candidatas a procedimientos quirirgicos conservadores con
una evaluacion cuidadosa. En el caso de que se efectden procedimientos quirargicos limitados,
deben acompafarse de radioterapia, sobre todo a causa del indice elevado de recurrencias. De
manera semejante, los pacientes con grandes lesiones pueden beneficiarse del manejo combinado
de cirugia con quimioterapia y radioterapia. La radioterapia se utiliza en enfermedad localizada,

avanzada o metastésica. (14, 15, 16)

2.4.3  El cancer pulmonar

Es uno de los principales problemas de salud mundial, en especial en paises desarrollados.

Es el tumor méas mortal, y esté entre los méas dolorosos, invasivos y dificiles de erradicar. Es
asintomatico y sus primeros signos aparecen cuando el cancer ya esta presente.

Su principal causa, en un 9 por ciento, es el habito de fumar, aunque también algunas
condiciones laborales (pero en un 10 al 15 por ciento) como a las que se enfrentan los mineros.

Hay una estrecha evidencia en el efecto dosis-respuesta por exposicion al tabaco. Asi,
evitar la exposicion y consumo de tabaco es uno de los objetivos mayores que previenen la causa
de la mortalidad principal por el cancer de pulmdn, asi como de cabeza, cuello y otras
enfermedades relacionadas.

El riesgo de cancer de pulmén aumenta con el numero de cigarros fumados, el tiempo
fumando, edad al empezar a fumar, grado de inhalacion, contenido de alquitran, de nicotina y uso
de cigarros sin filtro.

De igual manera el fumador pasivo, entre mas tiempo se exponga al humo de tabaco, tiene

mayor riesgo de padecer cancer de pulmoén y otras enfermedades relacionadas.
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Antecedentes

El aumento del riesgo de padecer cancer de pulmén aumenta con la exposicion a
carcinégenos como asbestos, radon, hidrocarburos policiclicos aromaticos, cromo, niquel y
compuestos arsénicos inorganicos.

La mortalidad por cancer de pulmén es muy alta, a pesar de los muchos regimenes de
tratamiento, con solo alrededor de 13% de supervivencia después de cinco afios. Con estas
desalentadoras cifras, aun en las etapas tempranas, las medidas mas eficaces deben dirigirse a la

prevencion de la enfermedad. (14-16)

2.4.4  El carcinoma colorrectal

Ocupa el cuarto lugar en frecuencia en Estados Unidos de Norteamérica y es la segunda
causa de muerte debido a cancer. En ese pais, durante el afio 2000 se registraron alrededor de 130
000 casos nuevos. En México ocupa el segundo lugar en frecuencia de los canceres del tubo
digestivo. Se presenta principalmente en la sexta y septima décadas de la vida. Es mas comdn en
paises industrializados donde la dieta es rica en colesterol y pobre en fibra. En el proceso de
carcinogénesis del colon y del recto estan implicadas todas las grasas saturadas (monoinsaturadas
y poliinsaturadas).

Por sus caracteristicas clinicas y genéticas el cancer colorrectal se divide en:

1) Esporadico, 2) familiar, 3) hereditario y 4) relacionado con enfermedades inflamatorias
como la colitis ulcerativa cronica inespecifica (CUCI) y la enfermedad de Crohn.

La prevencion primaria es la identificacion y erradicacion de los factores etiologicos para el
desarrollo de un cancer colorrectal. Estos factores pueden ser del ambiente, genéticos, o0 ambos.
Una estrategia para poder efectuar esta prevencion es la modificacion de los factores dietéticos y
la manipulacion genética.

La prevencion secundaria es el tratamiento de la enfermedad en las fases premalignas antes
de la conversidn a la malignidad, colectomia total o proctocolectomia.

Las metas del tratamiento quirargico son obtener un control local adecuado del tumor y
restablecer la funcion. Los pardmetros de evaluacion de estas metas son: 1) tasa de recurrencia
local, 2) evaluacion de la funcion urinaria sexual, intestinal y anal y 3) incremento de la

supervivencia. (14)
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2.45  Los gliomas (neoplasias del Sistema Nervioso Central)

Los gliomas se derivan de la neuroglia, o tejido de sostén, constituidos por astrositos,
oligodendrocitos y células ependimarias, de los que se derivan los astrocitomas, los
oligodendrogliomas y los ependimomas, respectivamente.

Los astrocitos son células finas que rodean y envuelven tanto las neuronas como los
capilares sanguineos con estructuras especializadas Ilamadas pies astrociticos. Estas estructuras
conforman el sustrato anatébmico de la unidad funcional que se conoce como barrera
hematoencefélica (BHE).

Los oligodendrocitos contribuyen al sostén de las neuronas y sus prolongaciones axonicas o
cilindroejes dentro del SNC, las protegen y aislan con capas multiples de mielina, cuya funcion
principal es mantener la capacidad conductiva del impulso nervioso.

Las células ependimarias constituyen el epitelio que recubre el sistema ventricular; los
ventriculos laterales, el tercer ventriculo y el cuarto ventriculo, a través de los cuales circula el
liquido cefalorraquideo (LCR). Asimismo conforman el conducto ependimario en el cordon
medular. De ahi que puedan encontrarse tanto neoplasias intraventriculares en el encéfalo como
ependimomas medulares.

La aplicacion de nuevos métodos de imagen del SNC produjo grandes cambios en el
diagnostico de los gliomas. Desde mediados del decenio de 1970 con la tomografia
computarizada (TC) a partir de mediados del decenio de 1980 con las imégenes por resonancia
magnética (RM), se observa en forma mas temprana y con mayor exactitud la localizacién y la
extension de los gliomas. Otras modalidades de imagen con radionucle6tidos, como la tomografia
por emision de positrones (TEP) y la tomografia por emision de fotdn Unico (TCFU), son dtiles
para distinguir el tejido neoplésico de la necrosis postratamiento. En breve la espectroscopia por
RM aportard informacion de la actividad metabolica en el tejido tumoral.

Los principales tratamientos para los gliomas son: Cirugia, radioterapia y quimioterapia.
(14)
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2.5 Tratamientos contra el cancer

En la actualidad los farmacos anticancerosos tienden a utilizarse en una fase mas temprana
del tratamiento, a menudo junto con radiacion o cirugia; es entonces cuando los tumores son méas
curables y el paciente tiene mayor capacidad de tolerar el tratamiento.

Las terapéuticas oncologicas actuales son multidisciplinarias, con multiples métodos, solos
0 combinados, siendo la cirugia temprana el método con mayor tasa de curaciones.

Las estrategias mas cominmente disponibles para realizar terapéutica oncoldgica son:

Cirugia, Radioterapia, Hormonoterapia, Inmunoterapia, Quimioterapia

2.5.1 Cirugia
Los diferentes tipos de cirugias oncoldgicas son:

1. Diagnostica: Trata de establecer el diagndstico histoldgico mediante la toma de una
biopsia con diferentes técnicas, muchas veces guiadas por estudios por imagenes como la
ecografia o la tomografia axial computada (TAC).

2. Radical o curativa: Es la extirpacion total y definitiva de un tumor localizado y de su
drenaje linfatico regional.

3. Paliativa: Esta dirigida a solucionar complicaciones provocadas por tumores irresecables
como son cuadros dolorosos 0 compresivos.

4. De las recidivas: Se indica en pacientes que desean saber la naturaleza de una nueva
lesion, para realizar estudios especificos como por ejemplo receptores hormonales,
extirpar masas recidivantes de crecimiento lento, ante sospecha de recidivas.

5. De las metéstasis: Indicada solo en ciertos tipos de tumores que presentan una sola

metastasis accesible quirdrgicamente.

2.5.2 Radioterapia

La accion bioldgica de la radioterapia se basa en que las radiaciones ionizantes presentan la
capacidad de producir radicales libres al interaccionar con la materia y ceder la energia que
vehiculizan, produciendo roturas de enlaces en moléculas biologicas, siendo la mas sensible el
DNA. Si producen inactivacion celular se denomina “dafio letal”, y si producen lesiones mas o

menos reparables se denomina “dario subletal”.
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Inicialmente la unidad de medida empleada era el rad (radiation absorbed dose) que

equivale a 100 ergs por gramo de tejido. Actualmente se emplea el Gray, que equivale a 100 rads.

2.5.2.1 Las modalidades fundamentales de radioterapia son:
1. Externa: Radiacion producida por un generador (bomba de cobalto, aceleradores lineales) y
dirigido a una region especifica del cuerpo.
2. Braquiterapia: Radioterapia a corta distancia mediante la insercion de fuentes radiantes en el
seno del tumor (braquiterapia intersticial) o en cavidades (braquiterapia endocavitaria).
3. Radioterapia metabdlica: Administracion de is6topo via oral o endovenosa. Se aprovecha el

tropismo por ciertos érganos como por ejemplo el yodo 131 en tiroides.

2.5.2.2 Segun sus indicaciones la radioterapia es de varios tipos, que puede ser:
1. Radical: Se utiliza en neoplasias de radiosensibilidad moderada o alta. Puede asociarse a
quimioterapia previa (neoadyuvante) o simultanea (radioquimioterapia).
2. Complementaria: Pre o postoperatoria para disminuir el riesgo de recidiva local o regional.
3. Paliativa: Disminuye los sintomas de canceres localmente avanzados e irresecables o de sus

metastasis. Se consiguen efectos antialgicos, descompresivos o0 hemostaticos.

2.5.2.3 Los efectos secundarios se clasifican en:
1. Precoces: Se caracterizan por reacciones inflamatorias agudas de los érganos irradiados
(epitelitis, mucositis, neumonitis) y cursan con la sintomatologia caracteristica (disfagia, disnea,
diarrea).
2. Tardios: Son mas graves por ser irreversibles como la xerostomia, fibrosis pulmonar, estenosis

intestinal, rectitis, cistitis, etc.
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2.5.3 Hormonoterapia
Es un tratamiento paliativo eficaz en canceres hormonodependientes como los tumores de

mama o prostata.

2.5.3.1 Las modalidades de hormonoterapia son:

A- Terapéutica ablativa (cirugia endocrina): Se basa en la extirpacion de érganos enddcrinos
como la ovariectomia quirdrgica o radiante y la orquiectomia quirurgica.

B- Terapéutica aditiva: Se basa en la administracion de sustancias exdgenas que modifican el
ambiente tumoral como los estrogenos (dietilestilbestrol) en cancer de prostata, derivados de la
progesterona (medroxiprogesterona o megestrel) en canceres de mama, endometrio, prostata y
rifidn, y glucocorticoides en hemopatias malignas.

C- Terapéutica competitiva: Impiden la accién de determinadas sustancias blogueando la accion
de determinados receptores por diferentes mecanismos. En este tenemos los antiestrégenos
(tamoxifeno), los antiandrogenos (ciproterona, flutamida, etc.), inhibidores de la aromatasa

(aminoglutetimida).

2.5.4  Inmunoterapia
Tienen el objetivo de estimular las respuestas inmunologicas del huésped contra el tumor.
Se utilizan:
1. Anticuerpos monoclonales: contra el antigeno CD20, contra el receptor HER2, etc.
2. Citocinas (interferon, interleucinas, factor de necrosis tumoral).
3. Terapia celular adoptiva: células efectoras autélogas, se activan, se expanden ex vivo, y se
reinfunden al paciente como células activadas asesinas contra determinadas células (LAK
-lymphokine-actived cells).

4. Vacunas tumorales: Inmunoterapia especifica que se encuentra en investigacion.
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2.5.5 Quimioterapia

Consiste en la administracion de drogas citostaticas que impiden la reproduccion de células
cancerosas. Se clasifican en varios grupos:
*Agentes alquilantes: derivados de la mostaza nitrogenada (melfalan, ciclofosfamida, busulfan,
clorambucilo), procarbazina, temozolamida, mitomicina C.
*Platino y sus analogos: cisplatino, carboplatino, oxaliplatino.
eAntimetabolitos: Antifélicos (metotrexate, raltitrexed), antagonistas de las purinas (6-
mercaptopurina, 6-tioguanina), antipirimidinicos (5-fluoruracilo, 5-fluorodesoxiuridina, 5-

fluoruridina, ftorafur-uracilo).

eInhibidores de la topoisomerasa:

4.1 inhibidores de la topoisomerasa | (irinotecan),

4.2 inhibidores de la topoisomerasa Il (epidofilotoxinas como el VM-26y el VP-16

4.3 derivados antraciclinicos como la adriamicina, daunorrubicina y mitoxantrona).
*Agentes antimicrotibulos: Alcaloides de la Vinca (vincristina, vinblastina, vindesina,
vinorelbina), derivados del tejo (taxol, taxotere).

Sustancias diversas: bleomicina, L-asparaginasa, actinomicina-D.

2.5.5.1 Los diferentes tipos de quimioterapia son:
A- Complementaria: Su objetivo es eliminar las metastasis subclinicas en el momento del
primer tratamiento. Se debe realizar inmediatamente después del tratamiento local de
erradicacion.
B- Neoadyuvante: Se realiza antes de la cirugia de extirpacion tumoral.
C- Alternante: Se realiza cuando un cancer presenta dos 0 mas subpoblaciones celulares con
distinta sensibilidad a los citostaticos.
D- Local o dirigida: Tiene el fin de aumentar la eficacia y disminuir la toxicidad

(intraarterial, intrapericardica, intratecal, intrapleural, intraperitoneal, etc.)
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Los efectos secundarios de la quimioterapia son producidos por las caracteristicas
fisicoquimicas y por el efecto citolitico de las drogas utilizadas. Los mas importantes y frecuentes
son:

=Nauseas y vomitos

=Mielodepresion

=Neutropenia febril

= Alopecia

=Mucositis

=Diarrea, entre otros.

2.5.5.2 Objetivos del tratamiento del cancer con quimioterapia:

-Evitar que las células cancerosas se multipliquen, invadan, metastatizen y finalmente
maten al hospedero (paciente)-Una proporcion de células muere debido al efecto directo del
farmaco.

-La quimioterapia puede desencadenar la diferenciacion o bien la apoptosis.

-Ya que solo muere una proporcion de células deben utilizarse dosis repetidas de

quimioterapia (ciclos de QT).

2.5.5.3 Principios farmacologicos de la quimioterapia.

Los principios farmacoldgicos generales de la quimioterapia se deben considerar por el
médico, en seleccionar el manejo de agentes anticancerosos, incluyendo sus mecanismos de
accion, de absorcion, de distribucion, del metabolismo y de excrecion. Cada uno de estos factores
puede influir en la eficacia y/o toxicidad de la quimioterapia, y puede ser de importancia

particular en el desarrollo de los regimenes de la combinacion.

2.5.5.4 Bases de la poliquimioterapia

Skipper demostré que los citostaticos siguen una cinética de primer orden (destruyen una
fraccion constante de células), por lo que en el mejor de los casos pueden destruir el 99% de las
células tumorales. Por esta razon, un solo citostatico jamas puede curar un proceso neoplasico,

sino que debe asociarse como minimo a otro.
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Bruce demostré6 que los citostaticos son mas activos en células con un indice de
proliferacion elevado, por lo que deben utilizarse tandas breves, discontinuas, y a dosis elevadas
(10, 11, 12, 13).

Las dosis utilizadas siempre deben ser la maxima tolerada (DMT), que es la que produce el
méaximo efecto tumoral posible con una morbilidad reversible.

La poliquimioterapia se rige segun los criterios de Carter, en los que los citostaticos
combinables deben presentar las siguientes caracteristicas:

«Poseer un mecanismo de accion y una toxicidad distintos;

*Todos se deben utilizar en la DMT,;

«Se elegiran aquellos que desde el punto de vista experimental hayan demostrado sinergia

(potenciacion de efectividad).

Por lo expresado anteriormente, la poliquimioterapia ha superado ampliamente la
monoterapia. (17, 18, 19)

2.6 Niveles de los tumores
Existen cinco niveles considerados internacionalmente, que tienen una relacion directa con
el comportamiento del tumor, éstos son los siguientes:
Nivel I. Las células neoplasicas se encuentran confinadas a la epidermis (melanoma
in situ).
Nivel I1. Invasién en dermis superficial.
Nivel I11. Invasion de unién de la dermis papilar y dermis reticular.
Nivel 1V. Invasion de dermis profunda.

Nivel V. Invasion de tejido celular subcutaneo.

En relacién con la extension de la lesién, tamafio y presencia o no de metéastasis, se conocen
tres estadios clinicos:
Estadio I. Tumor localizado.
Estadio Il. Tumor primario con metéstasis ganglionar regional clinica o histologica.

Estadio I11. Metéstasis ganglionar o cutaneas distantes o viscerales.
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2.6.1 Metastasis

El riesgo de metastasis tiene relacion con el tamafio del tumor. Se sabe que los que miden
mas de 2 cm tienen mayor riesgo; también depende del grado de invasién, tipo clinico del tumor,
localizacion y, por supuesto, las caracteristicas histoldgicas; dentro de estas se encuentran el
grado de diferenciacion, que se mide en porcentaje y se conoce como clasificacion de Broders;
clinicamente se puede suponer que se el tumor es muy queratosico, esta bien diferenciado y es
mejor el pronostico que cuando la lesidn no presenta nada o muy poca cantidad de queratina.

Otro factor importante para desarrollar metastasis es la topografia; se ha comprobado que

en sitios como mucosas 0 semimucosas es mayor la posibilidad de desarrollar metéastasis. (15)
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2.7 Esquemas de tratamiento

2.7.1 Cancer de cérvix

@/aluacién inicial: \

HC (historia clinica) y EF (exploracion fisica)
Laboratorio

Biopsia, cono 0 ambos

RX (rayos “X”) de térax

TAC (tomografia axial computarizada) ASD
Citoscopia y proctoscopia

o /

| 1 1
IAL ([ 1A2-1B1 ) IB2, 11A voluminoso DX en HTA
A (<4 cm) 1B - IV
( 3\ ( 1 e 1
HTA extrafacial o Histerectomia TAC A/P Bordes + c/s Bordes -
cono radical tipo 111 0 IRMN/PET enfermedad
RT macroscopica
S RS R . J "
I I e I N\ I e e
Ganglios - Ganglios + N + N - QT/RT RT
bordes - bordes + | extrapélvicos | L I

=)
QT/RT pélvica

Observacion QT/RT con campos QT/RT
extendidos
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Cancer de
cérvix

Cistoscopia c/s
rectosigmoidoscopia

Invade
Y

J

Derivacion Colostomia
E /E urinaria ﬁ ﬂ
J

[ vejiga ] [ recto J [ ambos } Cl fistula | C/ fistula
urnaria rectal ¢/ ambos

Cistoscopia

y RSC de control,

con biopsia Individualizar el caso Desviacion urinaria
en sesién e intestinal vs EPT
interdepartamental infraelevadora

QT/RT o
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2.7.2 Cancer de colon

@aluacic')n inicial: \

Colonoscopia

BH(biometria hematica), QS (quimica sanguinea),
PFH (pruebas de funcion hepética), ACE

TAC (tomografia axial computarizada) de abdomen y

pelvis

RX (rayos “X”) de térax

& >

| |
. A - . o
Cancer de mucosa [ Cirugfa J t metastasico ]
A J
1 1
A No resecable

Mucosectomia : Rese_cable llestornfa _ T

¢ ) independiente de la Colostomia Considerar cirugia
etapa clinica Desconocido al primario c/reseccion

de las metastasis

QT QT

paliativa

Etapa clinica RAB
‘ QT adyuvante

| Recaida ]

| Cirugia/ QT
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2.7.3 Cancer de pulmoén

Evaluacion inicial:

Examenes de laboratorio

Examen fisico, estado funcional y pérdida de peso

Tele de torax, TAC (tomografia axial computarizada) de torax y hemiabdomen superior
Gammagrama 6seo en pacientes sintomaticos o candidatos a cirugia

PET a pacientes candidatos a cirugia y/o estadificacion en casos seleccionados

Broncoscopia y/o mediastinoscopia en casos en que se requiere para adecuar estadificacion, toma
de espécimen y/o decisién quirlrgica

No candidato a
cirugia

[

|
| 1 1 1
ECI ECII EC A EC IA EC llIB
T3, N1t T1-T3, N2-N3 T1-T2, N3
T4, N2-N3
ECOG 0-2
Cirugia QT/RT
neoadyuvante
Cirugia

QToQT/RTen
protocolos de
investigacion

T

RT profilactica

[ Progresion

en craneo en

] (" Respuesta parcial
y/o completa

adeno

O |

2% linea

[ QT de

Progresion

[ Progresion

] [ Respuesta clinica ]

QT de 3° linea*

Vigilancia*

1 T3 NX MO Podran llevarse inicialmente a cirugia y después considerarse QT 0 QT/RG.
2 A base de platino, dos a seis ciclos de acuerdo a respuesta y tolerancia

3 Solo en protocolos de investigacion
4 Genfitinib 200 mg por dia
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EC I1IB T4 derrame
pericardico o pleural

ECOG 0-2

il

Toraconcentesis y/o

pleurodesis

|

Metastasis

cerebral

] [Enfermedad ésea}

Pericardiocentesis y/o

ventana pericardica

QF

Respuesta parcial

Respuesta

Progresion

QT de 2° linea

)

[ Respuesta ]

QT o tratamiento
médico

]

Vigilancia *

4[

RT acréaneo o
sitio sintomatico

Enfermedad
metastasica
en otro sitio

| 1
Progresién o Respuesta
ECOG >2 clinica

[

Tratamiento | QTZ_]_
sintomatico

Respuesta

clinica

1
Progresion

| —

EE TR
Tratamiento

sintomatico
Nd e ol aaBany
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2.7.4 Cancer de mama in situ

Evaluacion inicial:
Exploracion fisica
Examen de laboratorio
Mastografia
Ultrasonido mamario

Lesion palpable

Estudio histologico

Lesién no palpable J

Biopsia dirigida

Marcaje
preoperatorio

L definitivo de la lesién J

1
Carcinoma ductal
in situ*

+ Reconstruccion
mamaria?

1
Mastectomia total ERGaan Excision local
local
+ radioterapia 3

Vigilancia 4

Carcinoma
lobulillar in situ 5

1 Criterios para tipo de cirugia: multicentricidad, alto grado, margen quirurgico, edad, tamafio del

tumor.

2 Incluir al cirujano pléastico en la evaluacion prequirurgica.
3 Exclusivamente a la mama.
4 Mastografia de control a los seis meses y posteriormente anual.
5 Valorar otros factores de riesgo para considerar procedimientos quirdrgicos.

(20)
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Relacién de agentes quimioterapéuticos en el proceso del ciclo celular

Proceso

Clasificacion

Etapa del
ciclo celular

Mecanismos

Ejemplos

Daro directo al
ADN

Agentes
alquilantes y
compuestos
relacionados

Gy, Gy, S

Formacion de
aductos con el
ADN, produccion
de radicales libres

Radiacion,
bleomicina,
cisplatino*,
carboplatino*,

oxaliplatino*,
busulfan*
doxorubicina,
mitomicina C,
mostaza
nitrogenada,
nitrosoureas.

*Farmacos utilizados en el experimento. (21)

2.8 Farmacos utilizados

2.8.1  Cisplatino [cis diamino, dicloro platino (I1)]

Formula: [Pt(NH3),Cl;]

Tipo: Compuesto de coordinacion de geometria cuadrada plana.

Mecanismo de accion: Dafio de ADN nuclear, provocando produccion de aductos y

enlaces intra e intercadenas de ADN.

Es una de las drogas antineoplasicas mas utilizadas. Este compuesto de coordinacion
sintetizado por primera vez en 1965 por Roesenberg y colaboradores en Alemania, quienes
descubren su capacidad citostatica. Su efecto toxico esta relacionado con su capacidad de dafiar el
ADN nuclear, provocando la formacion de puentes entre bases de esta molécula denominados
aductos, de no ser reparados, induce una serie de cascadas de reconocimiento del ADN vy de
respuesta celular al estrés que finalmente llevan a la muerte por apoptosis.

Este importante farmaco tiene particular importancia en el tratamiento de pacientes con
carcinomas de eséfago, cabeza y cuello, pulmon, estdmago y ano. EI mecanismo de esta droga
aungue no completamente elucidado esta basado en su interaccion y consecuente produccion de

lesiones en el ADN gendmico.
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Es ampliamente aceptado que la quimioterapia con cisplatino es el tratamiento estandar
para cancer cervico-uterino (CaCU) localmente avanzado, las dosis Optimas y el tiempo de
tratamiento no se han establecido. Un estudio realizado indica que el cisplatino semanal a dosis
de 40 mg/m? durante 6 semanas es igualmente efectivo y menos téxico que el cisplatino y 5-FU
durante 21 dias. Sin embargo, la eleccién de 40 mg/m? como dosis semanal en estudios clinicos
fase Ill, no fue basada en estudios clinicos fase 1 y la dosis maxima tolerada combinada con
radioterapia no ha sido bien definida. A pesar de esto, datos no protocolizados, subsecuentes de
terapia radioterapia / quimioterapia sugieren que posiblemente esta sea la méxima dosis tolerada.

La dosis terapéutica del cisplatino es de 100 mg/m?, basada en estudios clinicos de cancer
de ovario.

El cisplatino es un radiosensibilizador efectivo en sistemas tanto in vivo como in vitro,
actuando en la poblacion de células hipdxicas y potencializando la muerte celular durante la
radioterapia.

El cisplatino semanal durante la radioterapia es bien tolerado, sin embargo, la
nefrotoxicidad es un tema de particular preocupacion en una poblacion que frecuentemente
presenta datos de disfuncion renal como consecuencia de la obstruccion ureteral por la extension
de la enfermedad a la pared pélvica o a la vejiga.

La alta toxicidad del cisplatino llevo a los investigadores a encontrar compuestos menos
toxicos. (21, 22, 23)

Cisplatino

2.8.2  Carboplatino [cisdiamino-ciclobutanodicarboxilato-platino (11)]

Formula: CgH14N,0O4Pt

Tipo: Compuesto de coordinacion de geometria cuadrada plana

Mecanismo de accion: Formacion de aductos en ADN y union a proteinas plasmaticas,

con mecanismo similar a cisplatino.
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Antecedentes

El carboplatino tiene un alto grado de estabilidad quimica; consecuentemente, una alta
dosis de carboplatino es necesaria para obtener un efecto antitumoral en sistemas experimentales.
Por lo tanto la dosis terapéutica del carboplatino es de 400-500 mg/m?, basada en estudios
clinicos de cancer de ovario.

El carboplatino es un radiosensibilizador efectivo en una variedad de sistemas in vivo e in
vitro, actuando en la poblacién de células hipoxicas y potencializando la muerte celular durante
la radioterapia.

Estudios realizados situan o apoyan al carboplatino, desprovisto de toxicidad renal, como
una alternativa interesante de radiosensibilizacion en CaCU. Existen algunos reportes del uso del
carboplatino concurrente con radioterapia.

Datos reportados en un estudio fase I-1l de radioterapia seguida de infusién continua de
carboplatino en pacientes con CaCU en estadios clinicos 11B y I11B, usando 12 mg/m? por dia con
una dosis total de 504 mg/m? en 42 dias, equivalente a 250 mg/m? cada 21 dias por dos ciclos.
Esta dosis fue bien tolerada y efectiva, reportdndose leucopenia grado 2 como la toxicidad mas
frecuente y observandose respuestas completas en 75% de los pacientes.

En otro reporte de carboplatino como radiosensibilizador en pacientes con cancer cervical
en estadios clinicos 11A-111B fueron tratadas con carboplatino a una dosis de 30 mg/m? dos veces
por semana con dosis en escalas a 40 mg/m? y 50 mg/m?, sin embargo, después de que varios
pacientes fueron tratados, la dosis fue recalculada de acuerdo al &rea bajo la curva (AUC). De
acuerdo con esto, los autores sugieren que el AUC de 6 podria ser adecuado sobre las bases de
que sélo 2 de 9 pacientes presentaron leucopenia grado 3.

En un estudio fase | de carboplatino semanalmente durante la radioterapia, 24 pacientes con
cancer cervical estadios clinicos 11IB fueron tratadas con radioterapia estdndar y con seis
aplicaciones de carboplatino semanal con los siguientes niveles de dosis: | (100 mg/m?); 11 (116
mg/m?); 111 (133 mg/m?), y IV (150 mg/m?). Se incluyeron y trataron 6 pacientes por cada nivel,

todas completaron la radioterapia externa con excepcion de 2 pacientes, la braquiterapia.
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Antecedentes

El tratamiento resulto bien tolerado, la media de aplicaciones de carboplatino semanal fue
de seis, y con la dosis limitante de toxicidad la leucopenia y/o neutropenia se presentaron en el
50% de las pacientes con el nivel mas alto de dosis (150 mg/m?), mientras que esto ocurrié en el
33% de los pacientes con la dosis de 133 mg/m?, por lo tanto, esta dosis fue recomendada para el

uso en otros estudios.

8]

Carboplatino

El carboplatino tiene un alto grado de estabilidad quimica; consecuentemente, una alta
dosis de carboplatino es necesaria para obtener un efecto antitumoral comparable al cisplatino en
sistemas experimentales. Por lo tanto, la dosis terapéutica del carboplatino se ha descrito con una
relacion de 4:1 (4mm-500 mg/m? Vs. 100 mg/m?), basada en estudios clinicos de cancer de
ovario. (24, 25, 26)

2.8.3  Oxaliplatino [ciclohexano-1,2-diaminoxalato-platino (11)]

Formula: CgH14N,04Pt

Tipo: Compuesto de coordinacién de geometria cuadrada plana.

Mecanismo de accion: Forma aductos en ADN y unién a proteinas plasmaticas, con
mecanismo similar a cisplatino. Aunque se ha demostrado que el oxaliplatino tiene propiedades
radiosensibilizantes en modelos experimentales de ratones y parece ser mejor radiosensibilizador
que el 5-FU en lineas celulares de cancer de colon, su uso en combinacion con radioterapia hasta
la fecha Gnicamente ha sido explorada en cancer rectal localmente avanzado en combinacion con

5-FU, donde ha probado su actividad y buena tolerabilidad.
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Antecedentes

En cancer cervical, la actividad clinica antitumoral solo 6 en combinacion con otros agentes

también se ha demostrado, pero no hay estudios reportados como radiosensibilizante.

Oxaliplatino

Aunque se ha demostrado que el oxaliplatino tiene propiedades radiosensibilizantes en
modelos experimentales de ratones y parece ser mejor radiosensibilizador que el 5-FU en lineas
celulares de colon, su uso en combinacion con radioterapia hasta la fecha Unicamente ha sido
explorado en cancer rectal localmente avanzado en combinacién con 5-FU, donde ha probado su
actividad y buena tolerabilidad.

En cancer cervical, la actividad clinica antitumoral solo 6 en combinacion con otros agentes

también se ha demostrado, pero no hay estudios reportados. (27, 28, 29, 30)

2.8.4  Busulfan [1,4-bis(metilsulfoniloxi)butano]

Formula: CgH1406S;

Tipo: Alquilsulfonato

Mecanismo de accién: Union covalente al ADN.

El busulfan actda en cualquiera de las fases del ciclo celular, tanto sobre los acidos
nucleicos como las proteinas citoplasmaticas. Su mayor efecto es sobre los precursores de la serie
mieloide, linfocitos y células del epitelio del tracto intestinal.

Los efectos secundarios que causa son dafios oftalmoldgicos, pulmonares, dermatoldgicos y

endocrinos entre otros.

Y T N N s, g
2N
o 0

Busulfan (31)
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Antecedentes

2.8.5  Casiopeinas

Definidas como una familia de compuestos de coordinacion, quelatos mixtos de Cu (1),
patentados y registrados bajo el nombre de Casiopeinas®, en cuya esfera de coordinacién hay dos
ligantes bidentados; un ligante de tipo diimina (N-N) y un segundo ligante de tipo o-
aminoacidato (N-O) o donador (O-O), han mostrado tener actividad citostatica, citotoxica y
antineoplasica tanto in vivo como in vitro, en varias lineas tumorales humanas y murinas, con

resultados prometedores para su posible empleo como antitumorales en la clinica.

Las casiopeinas contienen como metal esencial al cobre que favorece en la disminucién de
la toxicidad, contienen quelatos que favorecen la configuracion cis alrededor del ion metalico y

los quelatos mixtos contienen diferentes niveles de hidrofobicidad.

Las casiopeinas llgly y Ill-ia, han mostrado capacidad para inducir muerte celular
(citotoxicidad) y distinto grado de fragmentacion de DNA (genotoxicidad) en lineas celulares

tumorales y normales.
Estos farmacos, pueden intervenir en reacciones de oxido-reduccion de tipo Fenton y
Haber-Weiss en las que el cobre puede participar por lo que muy probablemente provocan dafio

por radicales libres.

Casiopeina ligly Casiopeina Ill-ia, (32, 33, 34).

/
CH3 CH3
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Planteamiento del Problema

En México, el cancer cérvico-uterino es la primera causa de muerte de mujeres en
edad reproductiva por lo que representa un problema de salud publica muy importante.

De entre los diferentes tipos de tratamiento empleados, el uso de la radioterapia
junto con la aplicacién simultanea de cisplatino, es considerado el mejor tratamiento
para este tipo de cancer. Sin embargo, debido a los efectos colaterales y negativos que
presente la quimioterapia con el cisplatino se han buscado otros tipos de compuestos
menos toxicos. Con ese propdsito se sintetizaron las casiopeinas, compuestos que
contienen al cobre como metal, caracteristica que puede reducir su toxicidad. Dos de
estas casiopeinas (llgly y Ill-ia) han mostrado efecto toxico in vitro sobre diferentes
lineas celulares, pero se desconoce su efecto cuando se combinan con farmacos
neoplasicos de uso comercial.

El proposito del presente trabajo es evaluar el posible efecto sinérgico o aditivo
“in vitro” de las casiopeinas con farmacos comerciales, en la viabilidad de lineas
celulares de carcinoma cérvico uterino (HelLa, CaLo, InBl y SiHa) y de otros tipos de
cancer (mama, pulmon y colon) que también afecta de manera importante a la poblacién

de nuestro pais.
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Objetivo

Evaluar el posible efecto sinérgico “in vitro” de las casiopeinas ligly y Ill-ia,
cuando se combinan entre si o con farmacos antineoplasicos de uso comercial, sobre la

viabilidad de lineas celulares de diferentes origenes.
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Material y Métodos

4.1 Metodologia

Se utilizaron 8 placas de 96 pozos para cada linea celular; en cada placa se
colocaron 100 uL de medio y 20 uL de la suspension de células, se dejaron en la
incubadora de CO, al 5% Yy a una temperatura de 37° C por 24 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se agregaron los farmacos en las 4 diferentes
concentraciones mas el control [0, 0.01, 0.1, 1 y 10 ug/mL] en las 9 combinaciones
(casiopeina Ill-ia/casiopeina llgly, cisPt/casiopeina Ill-ia, cisPt/casiopeina llgly,
carboPt/casiopeina Ill-ia, carboPt/casiopeina llgly, busulfan/casiopeina Ill-ia,
busulfan/casiopeina llgly, oxaliplatino/casiopeina Ill-ia, oxaliplatino/casiopeina lligly)
en 3 diferentes proporciones (50:50, 75:25 y 25:75), ademas de las farmacos por
separado en experimentos por triplicado, dejandose incubar por 24 horas.
Posteriormente se aspird el medio y se fijaron las células por 1 hora con é&cido
tricloroacético (TCA) al 10% a 4° C; después se lavaron con agua destilada por 4 veces
cada placa y se dejaron secar por 24 horas para posteriormente tefiir las células con
sulforrodamina B (SRB) al 0.4% en &cido acético al 1% durante 30 minutos, después se
lavaron las células con acido acético al 1% 4 veces y se dejaron secar por 24 horas, y
posteriormente se solubilizo el colorante celular con 100uL de tris-base [10mM] (pH
10.5), durante 5 minutos con agitacién mecénica suave. Finalmente el colorante celular
fue leido en un espectrofotdbmetro a 564nm.

Para la concentracion inhibitoria media (Clsp) inducida por los farmacos
antineoplasicos, se determin0 en cada dosis, la capacidad para inducir el 50% de
inhibicién de la capacidad proliferativa por medio del programa estadistico PROBIT
(Log Probit Analysis by Maximum Likelihood); considerando la proliferacion celular

méaxima, el 100% en los cultivos control.

4.2 Lineas tumorales humanas utilizadas

1) CaLo: carcinoma epidermoide de células grandes no queratizante invasor de
cérvix. Estadio clinico Il B; 2) InBl: carcinoma epidermoide de células grandes no
queratizante invasor de cérvix. Estadio clinico IVA; 3) Hela: adenocarcinoma de
cérvix. Estadio clinico IV A; 4) SiHa: carcinoma escamoso de cérvix. Estadio clinico IlI
B; 5) HCT-15: carcinoma de colon; 6) MCF-7: adenocarcinoma de la glandula

mamaria; 7) U-373: glioma maligno; 8) SKLU-1: adenocarcinoma de pulmon.
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Material y Métodos

4.3 Condiciones experimentales:

A partir de un cultivo stock, se sembraron 20 mil células en placas de 96 pozos

Se dejaron recuperar por 24 horas

Se adicionaron las drogas a concentraciones [0.01, 0.1, 1.0, 10.0 pg/mL]

Se dejaron incubar por 24 horas

Se fijaron con acido tricloroacético (TCA) al 10 % 1 horaa 4° C

Se lavaron 4 veces en dcido acético al 1 %

Se tifieron con Sulforrodamina B (SRB) al 0.4 % durante 30 minutos

Se lavaron 4 veces en dcido acético al 1 % y
se dejaron secar por 24 horas

Se agregaron 100 uL de Tris base 10 mM (pH 10.5)

con agitacién mecéanica suave durante 5 minutos y se dejo6 secar

El colorante celular se cuantificd en un espectrofotometro a 564 nm

Determinacion de la concentracién inhibitoria media (Clso) con el programa PROBIT
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Resultados

5.1 Resultados en Hela, linea celular de carcinoma cérvico-uterino

En la linea celular HeLa la mayor actividad antiproliferativa se observé con la mezcla de
carboplatino/casiopeina llgly en la proporcion (3:1), para la concentracion [10ug/mL] aunque no
se observo diferencia significativa estadistica en las 3 proporciones; seguida por el carboplatino,
el cisplatino y la casiopeina llgly. La menor concentracion inhibitoria media (Clsg) se observo en

la proporcion (1:1) con la concentracion [10ug/mL] en la mezcla de carboplatino/casiopeina ligly,
con un valor de 0.93pg/mL.

Tabla 1. Porcentaje de viabilidad de la linea HeLa para la mezcla (carboplatino/casiopeina Ilgly)

[pg/mL] 50 : 50 75:25 25:75 cisPt carboPt bus oxaliPt ligly | Ill-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 89 100 100 88 89 80 100 91 100
0.1 87 100 100 68 73 80 100 83 100
1 38 57 47 61 72 80 100 39 96
10 26 25 29 29 27 69 100 31 49

Grafica 1. Ensayo de proliferacién celular en HeLa

(carboplatino/casiopeina llgly)
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Resultados

Tabla 2. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza]=o0s en HeLa

Compuestos proporciones [ug/mL]

50:50 2.97 [2.07-4.43]

11-ia/llgly 75:25 3.34[1.79-7.28]
2575 3.08 [2.21-4.42]

cisPt/Ill-ia 75 25 4.45[1.61-20.36]
50:50 7.74 [5.15-12.9]

cisPt/IIgly 75:25 6.86 [4.33-12.17]
25:75 2.20 [1.54-3.24]

bus/11gly 50:50 2.01 [1.44-2.86]
2575 1.13[0.77-1.70]

oxaliPt/lll-ia 50:50 7.56 [3.37-23.11]

oxaliPt/l1l-ia 75:25 16.14 [9.02-36.53]
50:50 0.93 [0.59-1.51]

carboPt/lIgly 75:25 2.26 [1.66-3.12]
2575 2.04 [1.47-2.88]

Cisplatino 1.39 [0.76-2.83]
Carboplatino 2.11[1.16-4.34]
ligly 3.22 [1.59-8.16]

Il-ia 13.17 [8.22-16.74]

5.2 Resultados en Calo, linea celular de carcinoma cérvico-uterino

En la linea celular CaLo se observd muy buena actividad antiproliferativa para la mezcla

busulfan/casiopeina ligly, mostrando una viabilidad del 31% para la concentracion [10ug/mL]

en la proporcién (1:3) con una Clsp de 1.74ug/mL, mientras que la casiopeina Ilgly sin combinar

presentd una viabilidad del 23% con una Clsy de 2.48ug/mL; a diferencia de los controles

(busulfan, carboplatino y oxaliplatino), que practicamente presentaron el mismo comportamiento,

es decir, una viabilidad del 80%.

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad de la linea Calo para la mezcla (busulfan/casiopeina 11gly)

[ng/mL] 50 :50 75:25 25:75 cisPt carboPt bus oxaliPt ligly | Ill-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100
0.01 100 87 85 76 99 86 98 100 | 100
0.1 97 83 82 71 95 82 98 100 | 100
1 85 78 56 68 93 81 97 64 100
10 40 31 31 56 79 74 80 23 64
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Resultados

Grafica 2. Ensayo de proliferacién celular en Calo

(busulfan/casiopeina ligly)
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Tabla 4. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] =005 en Cal.o

Compuestos proporciones [ug/mL]

50:50 3.75[2.36-6.49]

H-ia/ligly 75:25 7.77 [4.39-16.22]
25:75 2.92[2.11-4.17]

50:50 4.16 [2.30-8.74]

cisPt/lll-ia 75:25 13.65 [7.65-30.08]
25:75 3.58 [2.49-5.40]

bus/Ill-ia 25:75 12.45 [3.65-91.74]

50:50 6.46 [4.39-10.31]
bus/Iigly 75:25 4.14 [2.09-10]
2575 1.74 [0.96-3.54]

oxaliPt/lll-ia 75:25 7.73 [3.67-21.16]
50:50 4.80 [3.44-7.03]

oxaliPt/ligly 75:25 7.69 [4.77-14.05]
25:75 8.84 [4.56-21.26]

50:50 7.79 [5.61-11.63]

carboPt/ligly 75:25 6.08 [3.89-10.49]
2575 5.52 [3.77-8.70]

lgly 2.48 [1.82-3.37]
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Resultados

5.3 Resultados en HCT-15, linea celular de carcinoma de colon

En la linea celular HCT-15 se observd una viabilidad del 30% para la mezcla
busulfan/casiopeina llgly con la concentracion [10ug/mL] en la proporcién (3:1), con una Clsy de
4.92ug/mL, sin embargo, la mezcla que mostro la Clso menor fue cisplatino/casiopeina ligly en la
proporcion (1:3) con un valor de 1.62ug/mL, mientras que la casiopeinas llgly, el cisplatino y la

casiopeina Ill-ia abatieron la proliferacion celular en 42, 45 y 49% respectivamente.

Tabla 5. Porcentaje de viabilidad de la linea HCT-15 para la mezcla (busulfan/casiopeina llgly)

[pg/mL] 50 : 50 75:25 25:75 cisPt carboPt bus oxaliPt ligly I1-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 100 100 100 100 92 100 100 86 74
0.1 95 100 100 100 83 100 99 86 72
1 84 88 62 96 91 100 92 53 72
10 31 30 36 45 73 100 91 42 49

Gréfica 3. Ensayo de proliferacion celular en HCT-15

(busulfan/casiopeina ligly)
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Resultados

Tabla 6. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] q=o0s en HCT-15

Compuestos proporciones [ug/mL]
50:50 4.59 [2.76-8.54]
II-ia/ligly 75:25 2.23[0.95-7.03]
2575 2.66 [1.77-4.22]
50:50 9.56 [2.88-66.92]
cisPt/Ill-ia 75:25 9.99 [7.72-13.72]
2575 6.59 [2.28-332]
cisPt/IIgly 75:25 9.93 [7.18-15.03]
25:75 1.62 [0.94-3.09]
50:50 4.49 [3.15-6.75]
bus/11gly 75:25 4.92 [3.77-6.57]
25:75 3.49 [2.46-5.18]
50:50 5.66 [3.13-11.98]
oxaliPt/lIgly 75:25 14.50 [7.84-33.76]
25:75 4 [2.63-6.56]
carboPt/111-ia 25:75 11.79 [5.94-29.79]
50:50 6.21 [4.79-8.23]
carboPt/ligly 75:25 6.04 [4.68-7.98]
25:75 6.31 [4.44-9.62]
Cisplatino 8.56 [6.54-11.76]
ligly 3.24 [1.59-8.16]

5.4 Resultados en MCF-7, linea celular de carcinoma de mama

En la linea celular MCF-7 la mezcla mas activa fue busulfan/casiopeina lligly con el 30%

de viabilidad con la concentracion [10ug/mL] en la proporcion (3:1) y una Clso de 4.92ug/mL, en

tanto que la Clsp menor se observo en la mezcla de cisplatino/casiopeina Ilgly en la proporcién de

(1:3) con un valor de 1.6ug/mL. Mientras que el cisplatino y las casiopeina ligly y Ill-ia

redujeron la viabilidad a 45, 46 y 50% respectivamente.

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad de la linea MCF-7 para la mezcla (busulfan/casiopeina ligly)

[ug/mL] 50 : 50 75:25 25:75 cisPt carboPt bus OxaliPt ligly Il-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 100 100 100 100 92 100 91 100 58
0.1 95 100 100 100 83 100 91 100 58
1 84 88 62 96 91 100 91 84 58
10 31 30 36 45 73 100 65 46 50
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Resultados

Gréfica 4. Ensayo de proliferacion celular en MCF-7

(busulfan/casiopeina ligly)
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Tabla 8. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] =005 en MCF-7

Compuestos proporciones [ug/mL]
50:50 4,59 [2.7-8.5]
II-ia/ligly 75:25 2.2 [0.95-7.03]
25:75 2.6 [1.7-4.2]
50:50 9.56 [2.88-66.92]
cisPt/Ill-ia 75:25 9.99 [7.72-13.72]
25:75 6.5 [2.2-33.2]
cisPt/IIgly 75:25 9.93 [7.18-15.03]
25:75 1.6 [0.94-3.09]
50:50 4.49 [3.15-6.79]
bus/11gly 75:25 4.92 [3.77-6.57]
25:75 3.49 [2.46-5.18]
50:50 4.39[2.9-7.14]
oxaliPt/lIgly 75:25 13.65 [7.65-30.08]
25:75 2.28 [1.4-4.04]
carboPt/l11-ia 25:75 11.79 [5.94-29.79]
carboPt/ligly 50:50 6.21 [4.79-8.23
2575 6.31 [4.44-9.62]
Cisplatino 8.56 [6.54-11.76]
ligly 7.72 [6.32-12.21]
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Resultados

5.5 Resultados en U-373, linea celular de glioma

En la linea celular U-373 la mezcla carboplatino/casiopeina Ilgly en la proporcion (1:3) fue
la mas activa con una viabilidad del 32% y una Clsy de 3.06ug/mL, sin embargo la Clsp menor se
observo en la mezcla cisplatino/casiopeina llgly en las proporciones (3:1 y 1:3) con un valor de

2.2ug/mL, el carboplatino y la casiopeina Ill-ia presentaron inhibicion de la proliferacion del
50%.

Tabla 9. Porcentaje de viabilidad de U-373 para la mezcla (carboplatino/casiopeina I1gly)

[png/mL] 50: 50 75:25 25:75 cis Pt carboPt Bus oxaliPt ligly ll-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 100 99 100 100 100 100 99 100 94
0.1 93 93 90 97 96 100 99 100 90
1 93 93 68 81 92 100 98 90 88
10 34 38 32 69 50 86 67 63 50

Gréfica 5. Ensayo de proliferacién celular en U-373

(carboplatino/casiopeina ligly)
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Resultados

5.6 Resultados en SiHa, linea celular de carcinoma cérvico-uterino

Tabla 10. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] =5 en U-373

Compuestos proporciones [pg/mL]
50:50 2.78 [1.42-6.53]
H-ia/ligly 75:25 8.74 [3.75-28.72]
25:75 2.92 [1.64-5.94]
50:50 6.28 [1.98-39.66]
cisPt/lll-ia 75:25 20.05 [9.97-54.36]
50:50 8.91 [3.55-33.52]
cisPt/ligly 75:25 2.20 [1.47-3.47]
25:75 2.20 [1.47-3.4]
bus/IIgly 25:75 5.33 [3.25-9.78]
carboPt/ligly 25:75 3.06 [2.05-4.85]
carboPt/11-ia 2575 12.69 [7.50-25.87]

Il-ia

22.81[8.88-91.29]

En la linea celular SiHa la mezcla mas activa fue oxaliplatino/casiopeina Ill-ia en la

proporcion (1:1) con una Clsy de 4.71ug/mL siendo esta la menor, en tanto que la casiopeina
Ilgly mostrd una actividad en la viabilidad del 45% y una Clsq de 6.89ug/mL, la casiopeina Ill-ia

redujo la viabilidad a 42% y una Clso de 8.76ug/mL y por ultimo el oxaliplatino mostro reducir la
viabilidad al 50% y una Clso de 11.82ug/mL.

Tabla 11. Porcentaje de viabilidad de SiHa para la mezcla (oxaliplatino/casiopeina Il11-ia)

[pg/mL] 50:50 75:25 25:75 cisPt carboPt bus oxaliPt | ligly | Ill-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 91 100 85 99 98 100 99 95 100
0.1 82 95 83 97 98 97 99 91 95
1 75 95 78 90 97 97 90 70 95
10 36 47 41 77 97 97 50 45 42
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Gréfica 6. Ensayo de proliferacion celular en SiHa

(oxaliplatino/casiopeina I11-ia)
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Tabla 12. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] s en SiHa

Compuestos proporciones [pg/mL]
50:50 7.24 [2.26-46.52]
cisPt/ligly 75:25 12.23 [5.88-33.4]
bus/ligly 75:25 7.60 [5.98-9.89]
50:50 4.71[2.40-11.29]
oxaliPt/lll-ia 75:25 11.17 [6.92-21.11]
50:50 16.14 [7.75-44.82]
oxaliPt/ligly 75:25 13.23 [7.75-27.43]
2575 30.12 [8.70-279.77]
carboPt/ligly 50:50 17.72 [8.20-52.50]
Oxaliplatino 11.82 [7.23-22.83]
ligly 6.89 [3.62-15.96]
Il-ia 8.76 [5.74-15]
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Resultados

5.7 Resultados en InBI, linea celular de carcinoma cérvico-uterino

En la linea celular InBI la mezcla més activa fue busulfan/casiopeina ligly en la proporcion
(3:1) con un 38% de viabilidad y una Clsg del.13ug/mL, siendo esta la menor. En tanto que las

casiopeinas llgly y Ill-ia tuvieron una actividad antiproliferativa del 50% y una Clsp de 12.27 y
12.98ug/mL.

Tabla 13. Porcentaje de viabilidad de InBl para la mezcla (busulfan/casiopeina ligly)

[ug/mL] 50: 50 75:25 25:75 cisPt carboPt bus oxaliPt | ligly | Ill-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 90 100 100 100 100 100 98 99 99
0.1 89 98 100 100 100 100 96 98 90
1 84 89 89 100 100 94 93 90 85
10 63 38 50 89 100 92 74 50 50

Gréfica 7. Ensayo de proliefracion celular en InBI

(busulfan/casiopeina llgly)
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Tabla 14. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] =5 €n InBI

Compuestos proporciones [ug/mL]

11-ia/llgly 50:50 19.76 [8.37-67.89]
75:25 19.76 [8.37-67.89]
cisPt/IIgly 25:75 14.86 [8.27-33.36]
50:50 6.40 [4.55-9.60]

bus/ligly 75:25 1.13[0.77-1.70]
2575 9.64 [6.62-15.64]
carboPt/lIgly 50:50 12.26 [5.95-32.89]
25:75 19.05 [9.42-51.64]
ligly 12.27 [7.30-24.69]
Il-ia 12.98 [6.60-32.58]

5.8 Resultados en SK-LU-1, linea celular de carcinoma de pulmén
En la linea celular SK-LU-1 se observd una actividad antiproliferativa del 50% con las
casiopeinas llgly y Ill-ia, las cuales mostraron una Clsy de 14.62 y 15.03ug/mL respectivamente.

Ninguno de los fA&rmacos control mostro actividad.

Tabla 15. Porcentaje de viabilidad de SK-LU-1

[ng/mL] cis Pt carboPt Bus oxaliPt ligly Il-ia
0 100 100 100 100 100 100
0.01 100 100 100 98 99 99
0.1 100 100 100 98 98 90
1 100 100 100 93 90 85
10 89 100 100 84 50 50

Facultad de Quimica, UNAM



Resultados

Grafica 8. Ensayo de proliferacion celular para la linea SK-LU-1

120 -
100 -
80 -

60 4

% viabilidad

40 |
20 |

0

14 n —e—cisPt
\ ‘\

—m— carboPt
busulfan
oxaliPt

—¥— ligly

—eo—lll-ia

0.01

0.1

[ng/mL]

Tabla 16. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] s en SK-LU-1

Compuestos

proporciones

[mg/mL]

ligly

14.62 [8.29-31.96]

Il-ia

15.03 [7.33-40.61]
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Resultados

5.9 Resultados de actividad de las casiopeinas en todas las lineas

Para la casiopeina Ilgly la mayor actividad se observo en la linea celular CalLo y HelLa con
23y 31% de viabilidad y una Clso de 2.48 y 3.24ug/mL respectivamente.

Para la casiopeina Ill-ia la linea celular mas sensible fue SiHa con 42% de viabilidad y una
Clso de 8.76ug/mL.

La mayor actividad en la mezcla de las casiopeinas Ill-ia/llgly fue la linea celular CaLo con
31, 32y 34% de viabilidad en las proporciones (1:3; 1:1y 3:1); y Clso de 2.92, 3.75 y 7.77ug/mL.
En tanto que las lineas celulares MCF-7 y HCT-15 mostraron un 33% de viabilidad en la
proporcion (3:1), con una Clso de 2.2 y 2.23ug/mL respectivamente. Por ultimo en la linea HeLa
la viabilidad fue de 32% en la proporcion (1:3) con una Clsg de 3.08ug/mL.

Tabla 17. Porcentaje de viabilidad obtenido de las casiopeinas (11gly y I11-ia)

[10 pg/mL] HeLa | MCF-7 | SiHa | SK-LU-1 | CaLo | InBI | U-373
HCT-15
lgly 42 31 46 45 50 23 | 50 | 63
Il-ia 49 49 50 42 50 64 | 50 | 50
50:50 | 41 37 41 64 100 32 | 59 | 44
i-ia/ligly | 75:25 | 33 39 33 58 60 34 | 50 | 38
25:75 | 36 32 36 60 100 31 | 57 | 48
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Anadlisis de Resultados

En la tabla se muestra la sensibilidad de las lineas tumorales a los farmacos en orden

decreciente de actividad.

Hel.a MCF-7 | HCT-15| Calo | U-373 | SiHa InBl | SK-LU-1
% viabilidad 25 30 30 31 32 36 38 | -
combinaciones | carbo/llgly | bus/ligly | bus/ligly | bus/ligly |carbo/ligly | oxali/lll-ia | bus/ligly | --------
lgly 31 ligly 46 | ligly 42 ligly 45 ligly 50 | ligly 50
-ia52 | Hi-iag | 11gly 23 l-ia42 | W-ia50 | Il-ia50
compuestos | 111-1a 49 I11-ia 50
carboPt 27 | CisPt45 | cisPt45 carboPt 50
CisPt 29 OxaliPt 50

HelLa: La mayor inhibicién de crecimiento se obtuvo con la mezcla carboplatino/casiopeina
llgly, aunque también mostraron buena actividad los farmacos, carboplatino, cisplatino, casiopeina
lgly y casiopeina Ill-ia.

U-373: La mayoria de las mezclas mostrd buena actividad, provocando mayor inhibicién de
la proliferacion que en el tratamiento de monofarmaco.

SK-LU-1: No se observo actividad con ninguna mezcla, pero si con las casiopeinas solas.

InBI, MCF-7, CaLo y HCT-15: La combinacién busulfan/casiopeina llgly present6 la mejor
actividad.

SiHa: Resultd ser la tGnica linea en la que la casiopeina Ill-ia en combinacién muestra buena
actividad. Vale la pena sefialar que la proliferacion se inhibe casi de igual forma que usandola sola,

siendo esta linea la mas sensible a esta casiopeina

Las casiopeinas llgly y Ill-ia, resultaron ser los compuestos con mayor actividad en todas las
lineas, actuando con eficacia aun sin combinar. El uso de farmacos cationicos lipofilicos, como las
casiopeinas, esta recomendado; el hecho de ser catidnico y lipofilico permite que este tipo de
farmacos se acumulen y permanezcan por periodos largos preferentemente en células tumorales,
promoviendo asi la inhibicion de la funcion mitocondrial. No obstante, debe aun ser demostrado el o
los sitios exactos de accion 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. (35, 36)
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Conclusiones

© Podemos concluir que existe sinergia en todas las combinaciones de las
casiopeinas, entre si y con los farmacos comerciales utilizados, no obstante la
sinergia mostrada fue de poca magnitud, ya que las casiopeinas solas son casi
igualmente activas. Los cuatro farmacos comerciales utilizados tienen
mecanismo de accidn ligados a dafio al material genético y todos éstos, son ciclo
especifico (actian en la fase G;) y presentan resultados distintos en sus
diferentes combinaciones.

°  Actualmente se realizan en nuestro laboratorio, experimentos con farmacos que
presentan su accion en otras etapas del ciclo celular.

© El conjunto de estudios permitird proponer la accion de un farmaco o la

combinacion de algunos, para sugerir tratamientos clinicos.
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