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CAPITULO 1. INTRODUCCION ﬂ

CAPITULO 1

1.1 Planteamiento del problema

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial siendo
considerada la segunda causa de muerte sélo después de los padecimientos
cardiovasculares; se estima que en 2005 murieron 7.6 millones de personas por
algun tipo de cancer, y en los proximos 10 afilos moriran 84 millones de personas a
causa de este grupo de enfermedades. Mas del 70% de las muertes por cancer se
registran en paises con economias deébiles, cuyos recursos para la prevencion,
diagndstico y tratamiento de la enfermedad son limitados o inexistentes.

Una de las principales terapias empleadas para combatir el cancer es la
quimioterapia, éste tratamiento comprende la utilizacion de compuestos de origen
natural o sintético con naturaleza organica o inorganica que ataquen a la células
cancerosas. Entre los compuestos de origen sintético e inorganico destaca la
utilizaciéon de complejos con centro metalico como es el caso de Cisplatino y el
Carboplatino. Sin embargo, algunos de los conflictos a los cuales se enfrentan los
pacientes con el empleo de éstos farmacos son los severos efectos secundarios
observados, asi como los elevados costos de los tratamientos que permiten el
acceso solo a una pequefia parte de la poblacién. Estos son algunos de los
factores que impulsan la busqueda constante de nuevas opciones de tratamientos
contra el cancer, la creacion de nuevos farmacos que presenten actividad
antitumoral y a la vez reduzcan los efectos secundarios en los pacientes
mejorando asi su calidad de vida. La generacion de compuestos antitumorales en
territorio nacional reduciria los costos en los tratamientos debido a que se
eliminaria la necesidad de importacién de otros farmacos, facilitando el acceso de

toda la poblacién a tratamientos efectivos y a bajo costo.

Los resultados obtenidos en el presenta trabajo contribuyen a la investigacion que

realiza el grupo encabezado por la Dra. Lena Ruiz Azuara en la Facultad de

Facultad de Quimica, UNAM
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CAPITULO 1. INTRODUCCION ﬂ

Quimica, UNAM para la busqueda de nuevos farmacos con actividad antitumoral y
que podria ayudar en un futuro cercano a solucionar un creciente problema de

salud.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Evaluar la posible actividad antitumoral de la Casiopeina® VIlI-gly y Casiopeina®
[lI-d sobre la linea tumoral de carcinoma de colon (HCT-15) recomendada por los
protocolos de cernimiento internacionales empleando el modelo de

xenotransplantacion (Ratén Desnudo).

1.2.2 Objetivos Particulares

Determinar la Dosis Letal 50 (DL50) de la Cas VllI-gly y la Cas IlI-J.

Evaluar la actividad antitumoral de la Cas VIlll-gly empleando dos esquemas de

administracién, uno cronico y un intermitente.

Evaluar la actividad antitumoral de la Cas lll-J empleando dos esquemas de

administracidn, uno cronico y un intermitente.

Calcular el indice de Funcion Antitumoral de cada tratamiento a fin de seleccionar

a los compuestos que presenten actividad potencial como agentes antitumorales.

Calcular el indice de Retraso Especifico de Crecimiento en cada tratamiento para
determinar si la actividad de los compuestos permite retrasar significativamente el

crecimiento tumoral.

Facultad de Quimica, UNAM
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CAPITULO 1. INTRODUCCION ﬂ

Calcular el porcentaje de incremento de peso de los animales para estimar la

toxicidad de los compuestos durante su administracion.

1.3 Hipétesis

Basandonos en los resultados observados en investigaciones anteriores, se
espera que la Casiopeina® VIll-gly y la Casiopeina® IllI-J presenten, en funcion
del ligante secundario (glicina Vs. acetilacetonato), diferentes grados de actividad
antitumoral en el modelo de xenotransplantaciéon con células de carcinoma de

colon a las dosis y esquemas de administracion establecidos.

Facultad de Quimica, UNAM

~-3_~



CAPITULO 2. ANTECEDENTES ﬂ

CAPITULO 2.
ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El cancer esta definido como un conjunto de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento anormal de células y que se manifiesta por una reduccion del control
del crecimiento y la funcion celular asi como por la capacidad de invadir otros
tejidos. (1)

De acuerdo con la American Cancer Society (ACS) se estima que durante 2007
murieron 7.6 millones de personas alrededor del mundo y para 2008 se
diagnosticaran 1, 437,180 nuevos casos. La ACS considera que para 2008 las
neoplasias con mayor incidencia a nivel mundial en hombres seran: prodstata,
pulmén, colon-recto; mientras que en mujeres seran: mama, pulmon, colon-recto y

cérvico-uterino. (2)

En México, entre 1922 y 2001 la proporcién de muertes por cancer paso de 0.6 a
13.1% de las defunciones totales ocurridas en la poblacion. (3) En 2002 el cancer
de pulmon ocupo el primer lugar de incidencia con 1.35 millones de casos seguido
del de mama con 1.15 millones, colon-recto (1.02 millones), estbmago (934 000) e
higado (626 000); (4) y en 2003 se destinaron cerca de $1 769 124 750 pesos
para la atencion y prevencion, $1 151 114 180 pesos para la deteccién y $338 573
310 pesos para la atencion hospitalaria del cancer cérvico-uterino el cual

representa uno de los tipos de cancer de mayor incidencia en mujeres mexicanas.

()

La fuerte inversiéon econdmica que representa la atencion médica de éste tipo de

padecimientos hace necesaria la investigacién nacional en esta area.

Facultad de Quimica, UNAM
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES ﬂ

2.2 Tratamientos (6) (7)

Existen diversas opciones de tratamiento para combatir el cancer, sin embargo la
eleccion de alguno depende del diagnéstico realizado, tipo de cancer, localizacion

y el estadio en que se encuentre.
Algunos de los tratamientos que se emplean actualmente son:

N Cirugia: Es uno de los tratamientos contra el cancer mas usado desde la
antigliedad y consiste en la remocion de tumor del 6rgano afectado. La cirugia es
una opcidn viable de tratamiento generalmente en los estadios iniciales cuando el

cancer aun no se ha diseminado a otros 6rganos (metastasis).

N Radioterapia: Este tratamiento emplea la emision de ondas de alta energia
para la destruccion de células cancerosas, cuando las radiaciones interaccionan
con estas ceélulas, producen dafo al ADN, ARN, enzimas y macromoléculas
celulares. La radiacion ataca principalmente a células en constante reproduccion,
caracteristica principal de las células tumorales; sin embargo, existen células
normales de alta tasa de replicacion que también pueden ser afectadas y en
donde se observan los principales efectos adversos como son piel, foliculos

capilares, gametos sexuales y médula 6sea.

N Quimioterapia: Se basa en la administracién de farmacos con la finalidad
de impedir la proliferacion de las células tumorales; existe una gran diversidad de
farmacos que actuan alterando mecanismos criticos en la reproduccién celular. En
la seccion 2.3 Quimioterapia se explican con mas detalle las caracteristicas del

tratamiento con agentes quimioterapéuticos.

Facultad de Quimica, UNAM
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES ﬂ

N Terapia Hormonal: Es empleada principalmente en el tratamiento de
aquellos tipos de cancer que presentan dependencia hormonal para su desarrollo
como son el de mama o de prostata, los cuales necesitan la presencia de
hormonas. La terapia hormonal puede emplear farmacos que modifiquen la
liberacion de determinadas hormonas o su configuracion quimica, impidiendo de

esta forma a las células utilizarlas.

N Terapia Biolégica: (8) Emplea métodos inmunoldgicos para producir un
efecto citotdxico, la importancia de la terapia bioldgica radica en que la respuesta
puede ser especifica hacia los antigenos tumorales, lo que implica que no lesionan
a la mayoria de las células normales que es uno de los efectos de los tratamientos
antineoplasicos actuales.
El objetivo de la inmunoterapia antitumoral consiste en potenciar la débil respuesta
inmune a través de la administracion de anticuerpos especificos generando asi
una inmunizacién pasiva.
Los tratamientos biolégicos se pueden dividir en:

%  Estimulacion de la respuesta inmune activa

%  Inmunoterapia pasiva antitumoral
La estimulacién de la respuesta inmune consiste en la administracion de vacunas
compuestas por células tumorales atenuadas o por antigenos tumorales.
La inmunoterapia pasiva consiste en la transferencia de linfocitos T y anticuerpos
especificos de tumores, éste tipo de terapia incluye la administracion de
anticuerpos antitumorales, anticuerpos conjugados con farmacos (inmunotoxinas),
linfocitos T y NK reactivos frente al tumor.
Este tipo de tratamientos proporcionan inmunidad rapida pero de corta duracion,
razon por la cual se encuentran en investigacion para poder prolongar la duracién

de dicha respuesta.

Facultad de Quimica, UNAM
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES ﬂ

2.3 Quimioterapia (9)

Los agentes quimioterapéuticos pueden clasificarse usando diferentes criterios, ya
sea por su mecanismo de accion, por su naturaleza o por su relacion con el ciclo

celular, distinguiendo de esta manera los siguientes grupos:

2.3.1 Agentes ciclo-celular especificos
Son agentes que actuan en etapas especificas del ciclo celular por lo que

interfieren en la proliferacion celular (Figura 1).

Antimetabolitos

Productos
naturales

.+ Alcaloides

..""\de la Vinca

Inhibidores mitdticos

Agentes Taxoides

alquilantes

Figura 1Ciclo celular con acciéon de antitumorales
Ciclo celular que muestra las etapas donde algunos agentes antineoplésicos actian. (9)

3 Antimetabolitos
Estos agentes actuan bloqueando bioquimicamente la sintesis del ADN al inhibir
enzimas y procesos de transformacion molecular que alteran o detienen la sintesis

de nucledétidos o su traduccidn. Su accion se lleva a cabo durante la fase S del

ciclo celular.

De ésta categoria destacan los analogos de acido fdlico (Metotrexato),
antagonistas de pirimidina (5-Fluorouracilo) y analogos de purina (6-

mercaptopurina) (Figura 2).

Facultad de Quimica, UNAM
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Figura 2 Estructuras de agentes antimetabolitos (9)

3 Hormonales
Estos agentes no son propiamente citotéxicos; sin embargo, actuan interfiriendo o
bloqueando receptores citoplasmaticos, inhibiendo la sintesis de ARN mensajero y

alterando la sintesis de proteinas necesarias para la proliferacién celular.

Destacan los adrenocorticoesteroides, estrégenos, androgenos y analogos la
hormona liberadora de gonadotropina.

30 Productos naturales

Como su nombre lo indica son compuestos de origen natural (Figura 3) usados en
la terapia antitumoral, dentro de los productos naturales citotéxicos usados

clinicamente para el tratamiento de neoplasias destacan:

Alcaloides de Vinca: Son agentes que provocan la inhibicion del huso mitético
uniéndose a determinadas proteinas microtubulares y por lo tanto interrumpiendo

la division celular.
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Taxol: Es un éster alcaloide derivado del teixo occidental (Taxus brevifolia) y actua
inhibiendo el huso mitético por medio de la alteracién en la polimerizacion de la

tubulina evitando la division celular.

Podofilotoxinas: Son agentes semi-sintéticos de la podofilotoxina que actuan
principalmente inhibiendo la actividad de la topoisomerasa (I y Il) y bloqueando las

fases S o0 G, del ciclo celular. Destacan la etoposida y la teniposida.

Vincristina R = H>

Vimblastina R = H.C—

Etoposida R = H,C —

Teniposida R = @\

S

Podofilotoxinas

Taxol

Figura 3 Estructuras de algunos de los productos naturales empleados como agentes antineoplasicos (9)

2.3.2 Agentes ciclo-celular inespecificos
Son agentes citotdxicos que no necesariamente actian en una etapa especifica

del ciclo celular.
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) Productos naturales

Son compuestos obtenidos de diversas fuentes naturales, entre los que destacan:

Antibidticos antitumorales: Actuan intercalandose a las cadenas de nucleétidos lo
que inhibe la sintesis de ADN y ARN, y por medio de la generacién de radicales
libres al escindir las cadenas de ADN. Los compuestos mas representativos son

las antraciclinas (doxorubicina y epirubicina) y bleomicina.

Alcaloides pirrolizidinicos: Actuan por medio de la formacion de entrecruzamientos
con las cadenas de ADN lo que provoca la inhibicion de la sintesis del material
genético.

3 Complejos de Coordinacion

Son compuestos que presentan en su estructura quimica determinados metales
coordinados como es el caso del cisplatino y el carboplatino (Figura 4). El
mecanismo de accion del cisplatino consiste en la inhibicion selectiva de la
sintesis del ADN vy tiene la capacidad de formar entrecruzamientos inter e
intracadenas de ADN; su principal sitio de unién es el N7 de la guanina causando

la formacion de aductos y provocando la muerte celular.

O
H,N Cl H.N
el ¢
e e
H N \CI N N
(0]
Cisplatino Carboplatino

Figura 4 Estructuras de algunos Complejos de Platino

Facultad de Quimica, UNAM
~-10-~



CAPITULO 2. ANTECEDENTES ﬂ

3 Agentes alquilantes: Son compuestos electrofilos altamente reactivos que
interaccionan con los centros nucleofilicos y funcionan debido a su capacidad de
introducir un grupo alquilo en macromoléculas biologicas principalmente el ADN.

Destaca la utilizacion de:

Mostazas nitrogenadas: Estos compuestos son considerados los pioneros en el
tratamiento antitumoral ya que desde 1942 se tiene registro de su actividad. Las
mostazas nitrogenadas tienen la capacidad de generar entrecruzamientos con el
ADN. Su principal sitio de alquilacién es el N7 de la guanina. Los compuestos mas

representativos son la Ciclofosfamida y la Mecloretamina (Figura 5).

Nitrosureas: Son agentes que requieren ser biotransformados para poder tener
actividad antitumoral. Tienen la capacidad de formar aductos debido a la
alquilacién que generan en la cadena de ADN y pueden formar entrecruzamientos
con el ADN, principalmente en el N1 de la deoxiguanosina y el N3 de la
deoxicitocina. Algunas de las nitrosureas empleadas clinicamente son la

Carmustina, Lomustina y Dacarbazina (Figura 5).

Alquilsulfonatos: Son agentes alquilantes derivados de ésteres alcanosulfonicos,
muchos de estos compuestos son activos frente a diversas lineas tumorales. El
compuesto Busulfan y sus homélogos son los Unicos compuestos disulfénicos que

han demostrado formar entrecruzamientos con el ADN (Figura 5).

N// H Cl
l\ll IL OSSO M R—N
Cl/\/ Y \R Meozso/\/\/ Ve \
O Cl

Nitrosureas Busulfan Mostazas nitrogenadas

Figura 5 Estructuras de algunos agentes alquilantes (9)
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2.4 Metales usados en la Terapia Antitumoral

La utilizacion de metales en compuestos destinados a la terapia médica no es un
area de reciente descubrimiento, se tiene registro de que en 1865 Lissauer utilizd
preparados de arseniato de potasio para tratar pacientes con leucemias y observo
resultados positivos. (10) Sin embargo, el verdadero auge de la Bioquimica
Inorganica aplicada a la Terapéutica Médica surgio a mediados del siglo XX
cuando numerosos estudios demostraron la variedad de aplicaciones de los

complejos metalicos. (11)

Paul Ehrlich es considerado el pionero de la quimioterapia debido a sus estudios
en células humanas destacando la clasificacion de las células sanguineas y la
incorporacion de preparados de arsénico en el tratamiento de la sifilis. (12)

Los metales de transicidén son conocidos generadores de especies reactivas de
oxigeno y la presencia de dichas especies desempefia un papel importante en la
respuesta citotoxica inducida por algunos complejos de coordinacion,
caracteristica de utilidad en la investigacion de posibles agentes antitumorales.
(13)

A partir de 1979 los compuestos de Titanio despertaron interés al conocerse sus
efectos como antitumorales. Otro metal que ha captado la atenciéon de los
investigadores es el Rutenio el cual ha mostrado actividad frente a algunos
tumores, también se han realizado investigaciones con complejos de Mercurio,

Bismuto, Antimonio, Oro, Paladio, Rodio, Plata, Platino, entre otros. (14)

En los afios sesenta, Barnett Rosenberg y sus colaboradores (15) realizaron
experimentos sobre la influencia de los campos eléctricos en la proliferaciéon
celular; para ello, sometieron a una poblacion de Escherichia coli al campo
generado por dos electrodos de platino en el seno de una disolucion que contenia
NH4CI como electrolito, los resultados mostraron que las bacterias detuvieron su

division indicando que habian perdido su capacidad de replicacion y después de
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investigar el fendbmeno se concluyd que los efectos observados se debian a la
accion de compuestos de platino provenientes de los electrodos que se obtenian
con ayuda del campo eléctrico y el electrolito usado en el experimento. El
compuesto activo es un complejo neutro de Pt (ll), el cis-diamino dicloro platino
(I1), cis-[PtCl, (NH3),] (cis-DDP). (Figura 6)

H,N Cl
3 \Pt/
S
HN™ g

Figura 6 Estructura quimica del compuesto de
coordinacion cis-diamino, dicloro platino (9)

En 1969 se logro la publicacidn en la revista Nature de los efectos de cis-DDP
sobre el tumor murino sarcoma 180 implantado en ratones, (16) los resultados
mostraron que el complejo de platino modulaba el crecimiento tumoral e incluso se
observo la remision del tumor en algunos casos. En 1972 se iniciaron los primeros
ensayos clinicos en humanos y en 1979 la Food and Drug Administration (FDA)
aprobd su uso a nivel clinico en la terapia antitumoral siendo, hasta el dia de hoy,

uno de los farmacos mas empleados en el tratamiento de diversas neoplasias.

Estudios posteriores demostraron que la accion antitumoral de cis-DDP lleva
asociadas importantes reacciones adversas tales como nefrotoxicidad,
ototoxicidad, toxicidad hematolégica o neuropatologias; dichos efectos han sido
controlados siguiendo un protocolo paliativo en el que se emplean procesos de

pre- y posthidratacion del paciente asi como diuresis inducida. (15)
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A pesar de que se continua investigando el mecanismo de accion del cis-DDP,
existen pocas dudas acerca de los efectos antitumorales debidos a su interaccién
con el ADN: (17) el compuesto ingresa al interior de la célula donde es activado
por hidrélisis e interactua con el ADN dando lugar a la formacion de aductos que
provocan modificaciones estructurales en el acido nucléico que al no ser
reparadas por el organismo traen como resultado la muerte celular por diversos

mecanismos.

Existen diversos factores por los cuales algunas células no presentan sensibilidad
al tratamiento con agentes antitumorales, o que se conoce como resistencia, la
Figura 7 plantea algunas de las principales hipétesis formuladas para explicar el
fendmeno de resistencia: 1) se propone la posibilidad de que la membrana celular
dificulte el acceso del compuesto al interior, 2) se plantea que la presencia de un
exceso de glutation en la célula provocaria la eliminacién del compuesto antes de
alcanzar el ADN y 3) la existencia de un mecanismo de reparacion mas efectivo
que el resto de las células, lo que permitiria que los fragmentos danados fueran
reparados evitando que ocurra la apoptosis. La apoptosis es un mecanismo de
muerte celular que permite controlar el niumero de células y asi mantener la

homeostasis del organismo (17) (18) (19)

Estos hechos han fomentado la busqueda de mejores opciones terapéuticas que
mantengan un alto nivel de actividad con bajos indices de toxicidad. Siguiendo el
planteamiento anterior se ha generado la hipotesis de que la utilizacién de iones
metalicos esenciales para el organismo reduciria la toxicidad observada con la

utilizacion de otros complejos metalicos.
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Entrada de Pt

Pt SG
RESISTENCIA

U @ RESISTENCIA
oop ——'
Activacion ﬂ Inactivac!on RESISTENCIA

i

T

omm—

[a)

RESISTENCIA

APOPTOSIS
[Pt—ADN]

Figura 7 Mecanismo de resistencia de cis-DDP

El cis-DDP que ingresa a la célula es activado por hidroélisis e interacciona con el ADN dando lugar a diversos
aductos que causan modificaciones estructurales en el acido nucléico, las cuales, si no son reparadas por el
organismo, conducen a la apoptosis. Por alguna razon, ciertas células tumorales no son sensibles a la accion
de cis-DDP presentando resistencia al mismo. Algunas de las hipotesis generadas para explicar la resistencia
al cis-DDP explican que es posible que las propiedades de la membrana de esas células dificulten el acceso
del compuesto de platino al interior celular; en segundo término, la presencia de altas concentraciones de
glutation en las células puede favorecer que el cis-DDP incorporado sea eliminado antes de alcanzar al ADN.
Los mismos efectos tendria la presencia de altas concentraciones de apoMT, aunque en este caso, el derivado
de platino permaneceria en el interior celular inactivado y finalmente, es posible que las células tumorales
dispongan de un efectivo mecanismo de reparacion y los fragmentos de ADN metalados sean eliminados
antes de que el mecanismo de apoptosis se dispare. CDDP = cis-DDP; GSH = Glutation; MT = ApoMT; Pt-
ADN = Interaccion del cis-DDP con el ADN; HMG = Proteinas del dominio HMG (grupo de alta movilidad)

amn

NoReparacion

Uno de los iones metalicos mas abundantes en la naturaleza es el cobre y una de
sus principales funciones biolégicas es la de ser cofactor esencial de
metaloenzimas, las cuales en su mayoria estan involucradas en procesos
bioenergéticos. (20) Dentro de las reacciones catalizadas por estas
metaloenzimas se encuentran la transferencia de electrones, transporte de
oxigeno, oxigenacién/oxidacion de sustrato acoplado a la reduccion de O, a H;0,

0 agua Y la reduccion de 6xidos de nitrégeno. (17)
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El Cobre es un metal que participa en reacciones de oxido-reduccion (Figura 8) en
condiciones biolégicas dando como resultado la generacion de especies reactivas

de oxigeno (ROS) capaces de inducir toxicidad celular. (21)

‘0,7 + Cu¥t > 0, + Cu”

Cu’ + H,0, > Cu® + OH + OH’

Figura 8 Reacciones de 6xido-reduccion involucradas en la generacion de ROS.
Reacciones de Fenton / Haber Weiss.
En presencia del i6n superdxido("O,") o de agentes reductores tales como el acido ascorbico o GSH, el Cu
puede ser reducido a Cu’, el cual es capaz de catalizar la formacion de radicales hidroxilo (OH") a partir de
peroxido de hidrogeno (H,0,). (21)

Estas propiedades son consideradas de importancia en la investigacion de
complejos de cobre como posibles agentes antineoplasicos y seran analizadas en

la seccion 2.5 Casiopeinas®.
2.5 Casiopeinas® (22)

Desde 1975 un grupo de investigadores pertenecientes a la Division de Estudios
de Posgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM, encabezados por la Dra.
Lena Ruiz Azuara inici6 el desarrollo de una serie de compuestos de coordinacién
con posible actividad antineoplasica, a los que nombré Casiopeinas®. (23) (24)
(25)

Las Casiopeinas® presentan en su estructura quimica un centro metalico ocupado
por un ién de cobre (ll) el cual tiene coordinado un ligante bidentado tipo diimina
(N-N) y un ligante secundario que puede ser un oa-aminoacidato (N-O) o un
donador tipo O-O (acetilacetonato o salicialdehidato). (23) (24) (25) (Figura 9)
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VN
a 9
b
S~
" J \
[Cu (2,2’- bipiridina) [Cu (1, 10 fenantrolina) [Cu (1, 10 fenantrolina) (.-
(acetilacetonato)]” (acetilacetonato)]” aminoacidato)]”

Figura 9 Estructura general de las Casiopeinas®

Algunos de los aspectos importantes en el disefio de estos compuestos de

coordinacion son:

@ Se emplea un i6n Cu (lI) como centro de coordinacion debido a que es un
metal esencial para el organismo bajo la hipotesis de que el empleo de metales
esenciales reduciria la toxicidad del compuesto, aspecto que no ha sido
comprobado experimentalmente. Adicionalmente se sabe que el cobre puede
participar en reacciones redox involucradas en la liberacién de especies reactivas

de oxigeno que podrian provocar danos al ADN. (26) (13)

@ Estos compuestos de coordinacion tienen como primer ligante una diimina,
ya sea bipiridina o fenantrolina ya que se sabe que este tipo de ligante tiene la

capacidad de intercalarse con el ADN. (13)

© El ligante secundario puede ser un a-aminoacidato (N-O) o donador O-O y
se plantea que podrian conferir diferentes grados de actividad y cierta selectividad

tumoral a los compuestos debido a la variacion en la hidrofobicidad que presentan.

Una vez que se tiene conocimiento de algunas de las caracteristicas estructurales
que contribuyen a la actividad de estos compuestos de coordinacion es posible
llevar a cabo una planeacion en la sintesis de nuevos compuestos de coordinacion
con posible actividad antitumoral, mejorando la actividad de los mismos y

maximizando los recursos en investigacion.
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2.5.1 Familias de Compuestos

Después de mas de 30 afos de investigacion se han sintetizado aproximadamente
100 Casiopeinas® y solo algunas de ellas han podido ser caracterizadas tanto

fisicoquimica como biolégicamente.

Debido a esto, fue necesario crear una nomenclatura especial para las
Casiopeinas® en la que los compuestos fueron agrupados de acuerdo a
caracteristicas estructurales comunes generando asi la siguiente clasificacion
(Tabla 1):

Familia Férmula General
Casiopeina® | [ Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina® Il [ Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO;

Casiopeina® lll-a [ Cu(N-N)(acac)]NO;
Casiopeina® lll-s [ Cu(N-N)(salal)]NO;
Casiopeina® IV [ Cu(4,4’-dimetil-bipiridina)(O-N)]NO;
Casiopeina® V [ Cu(5-R-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina® VI [ Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(O-N)JNO;
Casiopeina® VII [ Cu(1,10-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina® VIlI [ Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina® IX [ Cu(2,2-bipiridina)(O-N)]NO;

Tabla 1. Clasificacion de la Familia de las Casiopeinas®
O-N: o-aminoacidato; acac: acetilacetonato; salal:salicilaldehidato
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2.5.2 Caracteristicas de las Casiopeinas®

Se han estudiado algunas de las caracteristicas de las Casiopeinas® que
posiblemente contribuyen a su actividad como compuestos antineoplasicos,

algunas de las principales son:

30 La utilizacion de aminoacidos como ligandos (N-O) facilita la interaccion de
la molécula con la cadena de ADN. Se han observado distintos grados de
interaccion con el material genético dependiendo del tipo de aminoacido

empleado. (27)

30 El tipo y cantidad de sustituyentes presentes en el ligando bidentado tipo
diimina (N-N) influyen en la actividad antineoplasica que el compuesto presentara.
Se ha observado que la presencia del tercer anillo aromatico en el ligante

bidentato influye en la actividad del compuesto. (28)

30 Las Casiopeinas® poseen actividad citotoxica, citostatica y antitumoral
concomitante con el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) que

producen decremento en las concentraciones de glutation intraceluar. (29)

30 Una de las principales hipotesis que se maneja del posible mecanismo de
accion es que la estructura plana de las Casiopeinas® permite su interaccién con

el ADN mediante interacciones n-.
2.5.3 Casiopeinas® mas estudiadas
De todos los compuestos sintetizados existen algunos que han sido mas

estudiados, destacando los resultados obtenidos con la Casiopeina® lll-ia y la
Casiopeina® ll-gly.
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Casiopeina® lI-gly

Figura 10 Estructura quimica de la Casiopeina® II-gly
[Cu (4,7-dimetil — 1,10-fenantrolina)(glicinato)|NO3

La Cas ll-gly (Figura 10) se presenta como una alternativa prometedora en el
tratamiento del cancer ya que ha mostrado tener efectos citotdxicos y genotdxicos
en diferentes modelos, (30) asi como efecto antineoplasico in vitro e in vivo. (31)
(32) (33) Se ha observado que la Cas ll-gly presenta actividad citotéxica de modo
gradual dependiente de la dosis frente a Glioma C6, asi como también se ha
comprobado que la apoptosis celular provocada por la presencia del compuesto
puede ser dependiente o independiente de la activacion del mecanismo de

caspasas. (34)

La Cas ll-gly ha sido evaluada en sistemas in vitro utilizando células HelLa donde
se ha demostrado que interfiere tanto en la cadena de transferencia de electrones
como en la fosforilacién oxidativa de la mitocondria; (35) se ha observado también
su capacidad para inducir la fragmentacién del ADN y apoptosis generando asi

una reduccion significativa en la poblacién celular. (36)

Un aspecto importante en el funcionamiento de la Cas lI-gly es que los rangos de
genotoxicidad y citotoxicidad observados se ven potenciados cuando el cobre es
reducido en presencia de agentes tales como el acido ascorbico por lo que se

propone que el posible mecanismo de accion del compuesto sea mediante la
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generacion de especies reactivas de oxigeno que provocan dafo al ADN. (37)

Dentro de los estudios in vivo realizados utilizando la Cas IlI-gly destaca la
investigacion de sus efectos genotoxicos en distintos érganos de ratones
administrando 50% de la DL50 (4.4 mg/Kg); los datos obtenidos en el experimento
mostraron que existe una disminucidn en la viabilidad de las células del corazon,
higado, bazo, riidn y testiculo asi como también se observo la induccion de dafio
al ADN reflejado en un incremento en la longitud de los cometas, dichos
resultados indican que estos compuestos pueden inducir genotoxicidad y
citotoxicidad in vivo. (31) Cuando se compara el efecto genotdxico y citotoxico del
cis-DDP a una dosis de 4mg/Kg contra la Cas Il-gly (9.0, 7.0, 4.4 6 3.3 mg/Kg) se
puede observar que tanto en tratamientos agudos como subcronicos la Cas lI-gly
no presenta dano genotoxico mediante la induccidn de micronucleos en
organismos adultos, mientras que cis-DDP presenta una induccién de
micronucleos en todos los grupos. Cis-DDP fue el unico compuesto que mostré un
efecto citotoxico bien definido tanto en organismos adultos como individuos en

desarrollo. (38)

Finalmente, como parte de los estudios clinico-patolégicos encaminados a
establecer el riesgo que representa la utilizacién de la Cas llI-gly como agente
terapéutico en pacientes con cancer, se han realizado estudios sobre la
caracterizacion y tratamientos de los efectos toxicos agudos asociados al empleo
del compuesto, el estudio se realizO empleando perros a los cuales se les
administré una dosis letal (DL99) de la Cas ll-gly y se observé que la muerte fue
ocasionada por edema pulmonar. En un intento por prolongar la vida del individuo
se administré6 un antagonista de receptores beta-adrenérgicos e hipotensor con
actividad captadora de radicales libres; a pesar de que esta accion no evitd la
muerte del individuo si logré prolongar su tiempo de vida por lo que el empleo de
compuestos captadores de radicales libres se presenta como una posible
herramienta para prevenir o atenuar los efectos adversos observados a altas dosis
de Cas lI-gly. (39)
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Casiopeina® lll-ia

Estudios in vitro han mostrado que la Cas lll-ia (Figura 11) provoca reduccién en la
viabilidad celular de la linea tumoral HCT-15 asi como también induccion de
necrosis y apoptosis de modo gradual dependiente de la dosis. (40) Al evaluar la
actividad antitumoral de la Cas lll-ia (0.01, 0.1, 1.0 y 10.0 ug/mL) contra el cis-DDP
a las mismas concentraciones frente a las lineas tumorales MCF-7, HeLa y SK-
LU-1 se observo que la Cas lll-ia presenta una actividad citotéxica mayor que el
cis-DDP en las tres lineas tumorales. Es importante destacar que cis-DDP no es el
farmaco de eleccidon para el tratamiento de carcinomas mamarios mientras que
Cas lll-ia induce un 80% de células en apoptosis, cuando se agrega activacion

metabdlica no induce citotoxidad en ésta linea celular. (32)

H.C +

NO,-

Figura 11 Estructura quimica de la Casiopeina® IlI-ia
[Cu (4,4’-dimetil -2,2’-bipiridina)(acetilacetonato) [NO3

La apoptosis generada por la administracion del compuesto se presenta mediada
por la activacion de Bax, lo que genera la activacién de mecanismos dependientes

de caspasas. (40)

Al comparar el efecto genotdxico y citotdxico inducido por la Cas lll-ia (9.0, 7.0, 4.4
6 3.3 mg/Kg) y el cis-DDP (4 mg/Kg) se observd que los organismos adultos
tratados con la Cas lll-ia no presentan dafo genotéxico mediante la induccion de

micronucleos mientras que el cis-DDP presenta un incremento en la induccion de
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micronucleos en organismos adultos. Se observo que tanto la Cas lll-ia como el

cis-DDP inducen un efecto feto-letal en el tratamiento subcronico. (38)

La hipotesis sobre el mecanismo de accién de la Cas lll-ia sugiere que la
generacion de radicales libres que causan dafo oxidativo a la célula ocurre en el
citosol y la reduccion del cobre en presencia de acido ascérbico incrementaria el
dano oxidativo; sin embargo, los resultados obtenidos al estudiar el dafo oxidativo
citosolico empleando dihidrorrodamina 123 proponen que el dafio que provoca la

apoptosis ocurre en un compartimento distinto al citosélico. (29)

La Cas lll-ia ha sido evaluada en modelos in vivo utilizando tumores humanos
xenotransplantados en ratones desnudos (nu/nu) donde se comprobd su actividad

frente a lineas tumorales como HelLa y PC-3. (41)

Se han realizado estudios sobre los efectos secundarios observados durante la
administraciéon aguda de la Cas lll-ia en la cual se observd, al igual que al
administrar la Cas lI-gly que el principal efecto provocado es paro cardiaco debido,
posiblemente, al exceso de radicales libres presentes por lo que la terapia paliativa
sugerida es la administracion de captadores de radicales libres previo al consumo

del compuesto. (39)

También se han realizado evaluaciones de estabilidad acelerada (42) a la Cas lllI-
ia siguiendo las normatividades establecidas por la Secretaria de Salud con la
finalidad de proporcionar evidencia documental de la calidad del farmaco, dicha
informacion constituye uno de los requisitos a cumplir para el registro de un

medicamento como farmaco nuevo en México. (43)

Para que todos estos estudios se lleven a cabo es necesario realizar un
procedimiento previo de cernimiento de los compuestos que permita enfocar los

recursos a aquellos que presentan potencial antitumoral. A continuacion se
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explicara el proceso de cernimiento realizado para la seleccion de los compuestos.
2.6 Cernimientos in vitro e in vivo

El proceso de descubrimiento de nuevos farmacos involucra la identificacion de
compuestos con posible actividad farmacologica, sintesis, caracterizacion,
seleccién y evaluacion con fines terapéuticos. Una vez que el compuesto ha
mostrado su funcionalidad comienza el desarrollo del medicamento y finalmente

es evaluado en humanos. (44)
Las evaluaciones de un compuesto se dividen en 2 fases: (45)

> Fase Pre-Clinica: Involucra estudios in vitro y evaluaciones in vivo
empleando diversos modelos animales. Se evaluan diversas dosis, esquemas y
vias de administracion con la finalidad de obtener informacion relativa a la

actividad, toxicidad y farmacocinética del compuesto.

> Fase Clinica: Se divide a su vez en 4 etapas en las cuales el compuesto ya
es evaluado en humanos, para cada etapa es necesario un determinado numero
de pacientes y condiciones de salud determinadas. Si un medicamento cumple
satisfactoriamente con las fases |, Il y lll es aprobado para su uso a nivel clinico; la
fase IV es un estudio post-aprobatorio que permite seguir de cerca los efectos a

largo plazo del uso de este producto.

La evaluacion in vitro constituye el primer paso dentro del proceso de cernimiento
de compuestos con probable actividad farmacoldgica. (46) En estas evaluaciones
se emplean diversas lineas celulares lo que permite determinar la sensibilidad a
los agentes con potencial antitumoral, una de sus ventajas es que es posible
realizar una evaluacién in vitro aun cuando la cantidad de compuesto disponible
para la experimentacion es limitada. Este tipo de pruebas proveen de informacién

sobre citotoxicidad, genotoxicidad y la actividad citostatica del compuesto.
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Dentro de las evaluaciones que pueden realizarse para el cernimiento y

evaluacion de nuevos farmacos destacan: (47)

v Evaluacion de la actividad citostatica, citotdxica y genotoxica en cultivos de
linfocitos humanos determinando factores como Concentracion Inhibidora Media
(IC50), Apoptosis, indice Mitético (IM), Cinética de Proliferacion Celular (CPC) e
Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICHs).

v Evaluacién de la actividad antineoplasica en diversas lineas tumorales
murinas y humanas de diferente estirpe celular.

v Evaluacion de actividad, apoptosis y dafo histolégico tanto a nivel macro y
microscopicos en modelos animales isotransplantados y xenotransplantados.

v Evaluacion de la toxicologia preclinica de diversos farmacos

Existen una gran variedad de modelos animales disponibles para la evaluacion de
nuevos agentes con potencial antineoplasico: el modelo animal permite estudiar la
farmacologia, toxicologia, inmunologia y métodos bioquimicos involucrados en el

mecanismo de accion basico de los agentes antitumorales.

Dependiendo del tipo de farmaco a evaluar se han desarrollado protocolos de
evaluacion especificos para cada tipo de compuestos. El protocolo (Figura 12) a
seqguir para el estudio de compuestos con posible actividad antineoplasica ha sido
elaborado por el Developmental Therapeutics Program (DTP) perteneciente al
National Cancer Institute (NCI) y establece un cernimiento por fases de
evaluacion. (Tabla 2) (48) (49)
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TUMORES DE RATON
L 1210 LEUCEMIA
B16 MELANOMA
S 180 SARCOMA

CERNIMIENTO ENSAYOS
PRIMARIO > TOXICOLOGICOS
Y FASE CLINICA

TUMORES HUMANOS
CX -1 COLON
M X - 1 MAMA
LX — 1 PULMON

Figura 12 Protocolo de cernimiento para compuestos con actividad antitumoral
establecido por el NCI (48) (49)

Via de
Modelo Esquema de Administracion
Administracién
A. Pre-cernimiento In vivo
3PS31 - P388 Leucemia Intraperitoneal qd x1,qd x5
B. Tumores Murinos Trasplantados
3B131 — B16 Melanoma Intraperitoneal qdx1,qd x9
3CD72 - CD8F1 Adenocarcinoma mamario Intraperitoneal qd 7, 7x8, 7x15,7x 22 y 7x29
3CDJ2 - CD8F1 Adenocarcinoma mamario Intraperitoneal Tratamiento dnico en estadio
especifico
3C872 — Carcinoma Colon 38 Intraperitoneal qd 7x2, 7x9
3LE31 - L1210 Leucemia Intraperitoneal qdx1,qd x9
3LL39 - Carcinoma de Pulmén de Lewis Intraperitoneal qdx1,qd x9
C. Tumores Humanos Xenotransplantados
3C2G5 - CX-1 Adenocarcinoma de Colon Subcutaneo qd 4x1,4x5, 4x9 y 4x13
3LKGS5 - LX — 1 Carcinoma de Pulmén Subcutaneo qd 4x1, 4x5 y 4x9
3MBG5 - MX - 1 Carcinoma Mamario Subcutaneo qd 4x1, 4x5 y 4x9

Tabla 2 Esquemas de admon. establecidos por el NCI
Esquemas para el Cernimiento de Compuestos con posible Actividad Antineoplasica. (48) qd: cada dia
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2.7 Estudio Correlacion Estructura - Actividad (28)

Los estudios correlaciéon estructura-actividad (QSAR) que se han realizado dentro
del grupo de investigacion se han enfocado en estudiar, principalmente, la
influencia de los sustituyentes en el ligante diimina y del ligante secundario
(acetilacetonato y glicinato) sobre las propiedades fisicoquimicas del compuesto,
arrojando resultados importantes que permiten seleccionar a los compuestos mas
activos para su posterior evaluacion en modelos animales. Entre los resultados

mas importantes podemos destacar los siguientes:

*

X Se demostré que la presencia de los tres anillos aromaticos de la
fenantrolina es una caracteristica necesaria para mantener la actividad

antiproliferativa de estos complejos de coordinacion.

X Se encontrd que los complejos mas activos son aquellos con sustituyentes

electrodonadores e hidrofébicos en la diimina aromatica.

<> Se evalud la influencia del segundo ligante sobre la actividad biolégica de
los complejos y se observd que cuando el segundo ligante es acetilacetonato la

actividad citotéxica es ligeramente mayor que cuando se coloca un glicinato.

Los resultados obtenidos de los estudios QSAR han permitido conocer las
caracteristicas estructurales necesarias para que los compuestos presenten una
mayor actividad citotoxica, reduciendo asi la cantidad de cernimientos in vitro e in

vivo en busca de los complejos activos.

2.8 Compuestos a evaluar

Los estudios QSAR realizados dentro del grupo de investigacion en Casiopeinas®
han permitido mejorar la seleccion de los compuestos que seran evaluados tanto
in vitro como in vivo, seleccionando compuestos que se predice sean los mas

activos.
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Asi, se seleccionaron los 2 compuestos que seran evaluados en el presente

trabajo para determinar su posible actividad antitumoral in vivo.

Casiopeina® Vili-gly

NO,-

Figura 13 Estructura quimica de la Casiopeina ®VIII-gly

Formula: [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10- tenantrolina)(glicinato)|NOs (Figura 13)
Peso Molecular: 453.90 g/mol

Casiopeina® lll-J r -

NO,-

Figura 14 Estructura quimica de la Casiopeina ® I1I-J

Foérmula: [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10- fenantrolina)(acetilacetonato)]NO; (Figura 14)
Peso Molecular: 478.99 g/mol

2.9 Modelos de Evaluacion in vivo de farmacos antitumorales (50) (51)

La evaluacion pre-clinica es considerada uno de los factores mas importantes en
el desarrollo de tratamientos antitumorales debido a que proveen informacién

relevante sobre los posibles resultados dentro del area clinica.
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La utilizacion de roedores como modelos de evaluacién de farmacos representa
una de las herramientas mas ampliamente utilizadas en diversas areas de la
investigacion; sin embargo, un gran numero de cientificos han mostrado cierto
escepticismo sobre los limites a los cuales es posible extrapolar los resultados

obtenidos a los esperados en los pacientes humanos.

Los modelos animales utilizados en la evaluacién de farmacos antitumorales
proveen informacion importante para el disefio y desarrollo tanto de los mismos
farmacos como de los esquemas de tratamiento. Dentro de la informacion

obtenida podemos destacar:

<> Deteccion de resistencia de las lineas tumorales a determinados agentes
antitumorales.

X Dosis a la cual se observa actividad antitumoral.

X Via de administracion mas efectiva para el tratamiento.

.

<> Esquema de administracion por medio del cual el farmaco muestra tener

actividad.

La eleccion del modelo de evaluacion a utilizar esta determinada por el objetivo

que se pretenda alcanzar en la investigacion.

2.9.1 Principales Modelos de Evaluaciéon Antitumoral (52) (53)

Modelo de Tumores Primarios Trasplantados

Es el modelo mas sencillo y econémico, se basa en la teoria de que existe una
identidad antigénica entre el tumor (murino) y el huésped (raton) lo que permite un

mejor desarrollo del tumor implantado reduciendo las posibilidades de rechazo por

parte del huésped.
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Algunas de las limitaciones del modelo es que el crecimiento del tumor puede
suceder a una velocidad distinta a la que se observa naturalmente en un tumor
humano, el huésped no experimenta los efectos sobre la salud que experimentaria

con un tumor espontaneo.

Este modelo es utilizado principalmente como modelo de cernimiento para evaluar

posibles agentes antitumorales.
Modelo de Tumores Metastasicos Trasplantados

Uno de los principales retos a los cuales se enfrentan la terapéutica médica es el
evitar la diseminacion de los tumores hacia otros tejidos 0 zonas anatomicas. La
habilidad de un tumor para generar metastasis incrementa la complejidad de los

tratamientos, este modelo permite obtener informacién sobre dicho fenébmeno.
Dentro de éste modelo existen dos variantes:

> Modelo Metastasico Experimental
En éste modelo se implantan ndédulos metastasicos en zonas anatomicas
comunmente invadidas por los tumores metastasicos que, al crecer, generan una

metastasis en el huésped.

> Modelo Metastasico Espontaneo

Es uno de los modelos de evaluacion mas complejos debido a que depende de
factores genéticos, bioquimicos y de salud del huésped. Es un modelo altamente
variable y requiere de un lapso de tiempo relativamente alto para que el tumor se
desarrolle. El proceso metastasico ocurre espontaneamente una vez que el tumor
primario ha sido implantado. Este modelo presenta gran similitud con las
patologias humanas debido a que se trata de un tumor primario que evoluciona a
un proceso metastasico, por lo que se puede emplear para evaluar compuestos

enfocados a la prevencién de la invasion tumoral.

Facultad de Quimica, UNAM
~-30-~



CAPITULO 2. ANTECEDENTES ﬂ

Modelo de Tumores Autonomos Primarios

En este modelo, el tumor aparece y crece dentro del huésped; los individuos son
dificiles de trabajar debido a que existen diferencias en los tiempos en que los
tumores crecen en cada uno y a pesar de que los costos de mantenimiento de los
roedores son altos, existe la ventaja de que los individuos son sometidos a lo largo

del experimento a los efectos caracteristicos del cancer.
Modelo de Xenotrasplantacion de Tumores Humanos en Ratones Atimicos

En el modelo de xenotrasplantacion los ratones presentan una marcada, aunque
no absoluta, supresion en linfocitos T debida a una falta de capacidad de madurar
dichas células del sistema inmune, caracteristica que permite el crecimiento
progresivo de algunos tumores de lineas ajenas a las de su especie. Al emplear
este modelo, los tratamientos pueden ser evaluados directamente contra
neoplasias humanas proporcionando resultados cercanos a los esperados a nivel

clinico.
2.9.2 El raton desnudo como modelo en la evaluacion de nuevos farmacos

El descubrimiento de mutaciones en el ratén se ha convertido en una de las
herramientas de mayor aplicacion en el area de la investigacion clinica. A lo largo
del siglo XX se han descrito mas de 1000 mutaciones (54) (entre espontaneas e
inducidas) que son de gran valor para la medicina experimental. Una de estas
mutaciones fue la descrita por primera vez en 1966 en Glasgow, Escocia y
nombrada como mutacion nude (nu) debido a que presentaban una caracteristica
fenotipica de carencia de pelaje en los individuos (Figura 15), aunque no fue sino
hasta 1968 que se descubri6 que la mutacion homocigota nude (nu/nu)
presentaba ademas una actividad atimica debido a que los individuos mantenian
un timo rudimentario lo cual limitaba las funciones del sistema inmune teniendo

unicamente la generacién de un numero reducido de linfocitos T maduros.
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Figura 15 Ratén Desnudo (nu/nu)
Se observa la caracteristica fenotipica de falta de pelaje.
Foto tomada de Revista Quimica Viva (55)
Dichas caracteristicas llevaron a la conclusién de que los ratones desnudos
(nu/nu) poseen las propiedades necesarias para ser empleados como modelos
para el estudio de tejidos alo y xenotrasplantados debido al bajo indice de rechazo
de los implantes realizados. (55) El hecho de que los ratones desnudos acepten el
trasplante de tejidos humanos (tumores) se ha convertido en uno de los
descubrimientos mas importantes que han contribuido al avance en el estudio de

los agentes antitumorales. (56)

El NCI ha desarrollado protocolos que permiten la utilizacion de ratones desnudos
para la evaluacion de farmacos con posible actividad antineoplasica; por lo que se
decidio seguir el Protocolo de Evaluacion de Adenocarcinoma de Colon Humano
Xenotransplantado Subcutaneamente para la evaluacion de las Casiopeinas® en
el presente trabajo y de esta manera contribuir a las evaluaciones a realizar dentro

de la fase 1 preclinica. (48)
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

3.1. Determinacion de la Dosis Letal 50 (DL50) de las Casiopeinas® a evaluar.

3.1.1. Animales

Se emplearon 50 ratones Hsd:ICR (CD-1®) machos de 6 semanas de edad con un
peso corporal de 25 + 2 g. Los animales se mantuvieron en la Unidad de
Experimentacién Animal, Facultad de Quimica, UNAM (UNEXA) bajo las
siguientes condiciones: extraccion-inyeccion forzada de aire de 18
recambios/hora, temperatura de 23 + 1°C, humedad relativa de 45-55%, y ciclos
de luz-oscuridad de 12/12 horas. La alimentacion consistié en alimento férmula
para roedores Harlan Teklad Global Diet (Madison, Wisconsin) 2018S y agua

estéril ad libitum.

3.1.2. Farmacos

Los compuestos que se evaluaron son la Casiopeina® VIl -gly [Cu (3,4,7,8—
tetrametil-1,10 fenantrolina) (glicinato)]NO; (Cas VIlI-gly) y la Casiopeina® IlI-J
[Cu (3,4,7,8-tetrametil-1,10 fenantrolina) (acetilacetonato)]NOs; (Cas llI-J),
proporcionadas por la cDra. Maria Elena Bravo adscrita al Departamento de
Quimica Inorganica y Nuclear (UNAM, México) y fueron disueltas en agua estéril y

administradas inmediatamente. (Figura 13y 14)

3.1.3. Determinacion de la DL50

Los ratones fueron distribuidos al azar en 5 grupos de evaluacién (uno para cada
dosis) y colocados en cajas independientes, se administraron los compuestos por
via intraperitoneal con una dosis Unica. Las dosis empleadas para la evaluacién de
los farmacos fueron: 7, 8, 9, 10 y 11 mg/Kg. Estudios previos (datos no
publicados) proporcionan informacion relativa al valor de DL50 de los compuesto,

por lo que se decidié cerrar el marco de evaluacién a dichas aproximaciones y
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disminuir de esta manera el numero de evaluaciones a realizar. A las 24 horas de
la administracion se realizd el conteo de los ratones para determinar el numero de
individuos sobrevivientes en cada grupo y los sobrevivientes observados por 14
dias. Los resultados fueron analizados por un ajuste sigmoidal en una grafica

dosis-respuesta cuantal (57) obteniendo asi la DL50 de cada compuesto.

3.2. Evaluacion de la Actividad Antitumoral de las Casiopeinas®

Para realizar la evaluacidon de los compuestos se empled el protocolo de
evaluacion de Carcinoma Humano de Colon  Xenotransplantado

Subcutaneamente. (48)

3.2.1. Animales

Se emplearon 46 ratones Hsd:Athymic Nude (nu/nu) (Harlan México, S.A. de C.V.)
de 6 semanas de edad con un peso corporal de 24 + 3 g, los cuales se
mantuvieron en aisladores y en condiciones asépticas en la UNEXA. El cuarto
donde se encontraban los ratones cuenta con sistema de extraccion-inyeccion
forzada de aire con 18 recambios/hora, a temperatura de 23 + 1 °C y humedad
relativa de 45-55%, con ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas. La alimentacion
consistio en alimento estéril féormula para roedores Harlan Teklad Global Diet
(Madison, Wisconsin) 2018S y agua estéril ad libitum.

Los individuos se identificaron con muescas en las orejas y se distribuyeron al
azar en grupos de evaluacién de 6 individuos por grupo para los grupos
experimentales (Casiopeinas®) y 11 individuos para los grupos control positivo y

negativo.

3.2.2. Farmacos

En el grupo control negativo se administré agua estéril y en el grupo control
positivo se uso el cis-diamino dicloro platino (II) (CDDP) (Alfa Aesar, Ward Hill,

MA), que también fue disuelto en agua estéril y administrado inmediatamente.

Facultad de Quimica, UNAM
~-34-~



CAPITULO 3. METODOLOGIA ﬂ

3.2.3. Células

La linea tumoral HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal) fue adquirida en American
Type Cell Collection (ATCC) (American Tissue Culture Collection, Rockville, MD).
Las células se mantuvieron en proliferacion en el laboratorio de cultivos de tejidos
de la UNEXA segun los protocolos. (58) (59)

3.2.4. Esquema de administracion

Tratam_iento Dosis Esquema
dostiaday (ae 11) 10 mg/Kg ad 7 x4
CasVIll - gly (n=6) Equivalente1é6é#4mrag|7}?g qd 21
Cas Vil - gly (n=6) Equiva??ei?eu;n?zggmg/Kg qd 4 X6
Cas Il - J (n=6) Equiv;Ié?lA{eu;ngF;ggmg/Kg qd 21
Cas Il - J(n=6) Equiva:?.e?l)'l(ieug]ﬂgégmg/Kg qd 4 X6
CDDP (n=11) Cquivalonts & 4 mg/ Kg ad 7X4

Tabla 1 Esquema de administracion empleado para la evaluacion de las Casiopeinas®
n: numero de individuos por grupo; qd: cada dia

Para evaluar la actividad de los compuestos se emplearon dos esquemas de
administracién: uno intermitente, en el que los compuestos son administrados
cada 4 dias en 6 ocasiones (qd 4x6) empleando una dosis de 3.30 umol/Kg (%10 de
la DL50) y otro esquema cronico en el que se realiz6 una administracion diaria
durante 21 dias (qd 21) a una dosis de 1.64 umol/Kg (/1o de la DL50).
Tanto el control negativo como el compuesto empleado como control positivo

(CDDP) se administraron cada 7 dias en 4 ocasiones (qd 7x4).
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3.2.5. Dosis

Se decidié administrar /1o y ?/10 de la DL50 de las Casiopeinas® debido a que es
la primera evaluacién in vivo usando el modelo de xenotransplantacion que se
realiza con estos compuestos; por lo anterior, se consideré que al administrar una
dosis 8 a 10 veces menor a la DL50 de las Casiopeinas® se evitaria la muerte de
los individuos por toxicidad aguda del compuesto y permitiria observar la posible

respuesta biologica.

Con la finalidad de comparar la actividad antitumoral entre ambas Casiopeinas®
se decidié administrar ambos compuestos a la misma dosis molar, tomando como
referencia /1o de la DL50 de la Cas VIII — gly debido a que su DL50 es la mas baja
indicando mayor toxicidad.

El CDDP se administré en la dosis recomendada para su evaluaciéon en modelos

in vivo (4 mg/Kg qd 7x4).

3.2.6. Actividad antitumoral

Para determinar la actividad antitumoral de los compuestos se inocularon 2.5 x 10°
células de carcinoma de colon HCT-15 subcutaneamente en el flanco izquierdo
inferior de los animales de experimentacion. Una vez que el tumor alcanzé un
tamano de 3 mm de diametro se dio inicio al tratamiento indicando este dia como
“Dia 0”.

Los animales se pesaron y los tumores se midieron a lo largo y ancho tres veces a
la semana usando calibradores. Posteriormente, las medidas se convirtieron en

volumen tumoral (cm?®) usando la siguiente formula: (40)

[1argo (cm) X ancho? (CM?) X TT 1/ B...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, (1)

Con los volumenes tumorales se calcularon los volimenes relativos tumorales
(VRT):
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VRT = (Vol. dia X) / (VOI. dia 0) X 100 ..veveeeeeeeeereeeeeeereesereeeeeeseene. (2)

Usando las medias de los volumenes relativos tumorales (VRT) se calculd la

funcién antitumoral (FA) del compuesto en los dias 7, 14 y 21.

FA = (VRT tratado) / (VRT testigo) X 100 .................................................... (3)

Para considerar que el farmaco posee actividad antineoplasica el valor de FA debe

ser menor a 42

3.2.7. Retraso Especifico del Crecimiento

Con los volumenes tumorales calculados a lo largo del experimento se construyo
una poligonal graficando el volumen tumoral de cada ratéon contra el tiempo.
Posteriormente, se realizd una regresion exponencial de la grafica obteniendo la
ecuacion de la linea.

Se duplicé el valor de volumen inicial de cada animal y se interpolaron los valores

para determinar el tiempo en que cada tumor alcanzo el doble de su volumen.

Considerando los dias promedio que demora el tumor en duplicar su tamano (D)

en los distintos grupos, se calculd el retraso especifico de crecimiento:

REC = ( D tratado — D testigo ) / ( D testigo ) .................................................. (4)

Para considerar que el farmaco posee potencial antineoplasico el valor de REC

debe ser mayor o igual a 2.

3.2.8. Incremento de Peso

El porcentaje del incremento de peso del individuo se utiliz6 como indicador de la

toxicidad del compuesto calculandose de la siguiente forma:

[(Peso Dia x/ Peso Dia 0) =11 X 100.......cceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee (5)

El experimento termin6 24 horas después de la ultima administracion y los ratones
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se sacrificaron en camara de CO».
3.2.9. Analisis estadistico (60)

Los datos de VRT obtenidos para evaluar la funciéon antitumoral se analizaron con
la prueba de Kruskal-Wallis debido a que el comportamiento de los valores no
cumplen con los requisitos establecidos para aplicar un analisis unilateral de la
varianza (ANOVA); es decir, los datos arrojados por las distintas poblaciones no
siguen una distribucidn normal con variancias iguales por lo que se decidio utilizar
una alternativa no paramétrica al analisis unilateral de la varianza para probar la
hipotesis de parametros de ubicacion iguales dicha prueba es conocida como
analisis unilateral de la variancia por jerarquias de Kruskal-Wallis. (61).
Posteriormente se empled el calculo del coeficiente phi para la obtencion del
intervalo de confianza, lo que permite establecer los tratamientos entre los cuales

se ha establecido que existe diferencia.

El incremento de peso corporal fue analizado mediante un Analisis Unilateral de la
Varianza debido a que el comportamiento de la informacion sigue una distribucion
normal y una vez establecida la existencia de diferencias entre las medias de las
poblaciones se procedié a realizar una prueba de Tukey la cual permite conocer

los tratamientos entre los que existe diferencia.

Se empled un nivel de significancia de 0.05
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacién de las Dosis Letales 50 (DL50) de las Casiopeinas®.

Se obtuvieron las DL50 de la Cas Vlll-gly y la Cas lllI-J cuyos valores son 16.45
umol/Kg y 18.89 umol/Kg respectivamente. Los valores de DL50 indican que la
Cas VIlI-gly muestra una toxicidad in vivo ligeramente mayor que la Cas IlI-J. Este
resultado podria sugerir que el tipo de ligante secundario influye en la toxicidad del
compuesto. Una vez obtenida la DL50, se decidié emplear para la evaluacion de la
actividad antitumoral las dosis de 1.64 umol/Kg para el esquema crénico (qd 21) y
3.30 umol/Kg para el esquema intermitente (qd 4x6); estos valores corresponden a

1/10 'y /10 de la DL50 de Cas VIll-gly el cual fue el compuesto mas tdxico.

4.2. Actividad Antitumoral de las Casiopeinas®
4.2.1. Volumen Tumoral Relativo

A continuacion se presentan los valores de volumen tumoral relativo calculados a
los dias 7 (A), 14 (B) y 21 (C) de evaluacion (Figura 16).

En la grafica A se observa que la Cas VllI-gly (3.30 umol/Kg qd 4x6) alcanzé un
VRT mayor al que presentoé el control negativo; sin embargo, no existe diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (Anexo D). El grupo tratado con
CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) mostré un VRT significativamente menor al control
negativo («=0.05). En el Anexo D se observa que existe diferencia significativa
entre ambos grupos tratados con Cas VIlI-gly y CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4);
esta relacion indica que las Casiopeinas® muestran valores de VRT
significativamente mayores (a=0.05) a los obtenidos por CDDP. Debido a que no
existe diferencia significativa entre los grupos tratados con Casiopeina® y el
control negativo se puede concluir que CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) es el unico

grupo que muestra actividad antitumoral al dia 7 de evaluacion.
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Figura 1 Volumen Relativo Tumoral
El volumen relativo tumoral de cada tratamiento fue determinado a los dias 7 (A), 14 (B) y 21 (C)

En la grafica B, la cual muestra el VRT al dia 14 de evaluacién, se observa que el
tratamiento con CDDP (13.32 umol/lKg qd 7x4) mantiene un VRT
significativamente menor (a«=0.05) al control negativo; asi mismo el grupo Cas llI-J
(3.30 umol/Kg qd 4x6) presenta también un VRT significativamente menor al
control negativo (a¢=0.05) (Anexo E). Estas diferencias sugieren que la Cas llI-J
(3.30 umol/Kg qd 4x6) da indicios de tener actividad como agente antitumoral; sin
embargo, el tiempo que tarda en comenzar a mostrar este efecto es mayor que
con CDDP. Por el contrario, Cas VIlI-gly (3.30 umol/Kg qd 4x6) nuevamente no
muestra diferencia con respecto al control negativo. Este resultado sugiere que
esta ultima Casiopeina® no muestra actividad antitumoral al dia 14 de evaluacién

al esquema y dosis empleadas (Anexo A).

Finalmente, la grafica C que representa los VRT obtenidos al dia 21 de
experimentacion muestra que el grupo de CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) mantiene

su actividad como agente antitumoral (a=0.05); y se observa que los grupos Cas
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-d (1.64 umol/Kg qd 21) y (3.30 umol/Kg qd 4x6) presentan también VRT
menores al control negativo; no obstante, la diferencia es solo estadisticamente

significativa («=0.05) para el esquema de dosificacion 3.30 umol/Kg qd 4x6 (Anexo
F).

El compuesto Cas VIlI-gly (1.64 umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd 4x6) no mostro
diferencia significativa («=0.05) al comparar contra el control negativo en ninguno

de los dias de corte para la evaluacion.

Los VRT obtenidos a lo largo del experimento por Cas IllI-d (3.30 umol/Kg qd 4x6)
y CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) sugieren que ambos compuestos mostraron
actividad antitumoral; asi mismo, no existe diferencia significativa entre estos dos
grupos, aspecto que sugiere que la magnitud de la actividad antitumoral que
presentan ambos compuestos es similar en estos esquemas de tratamiento
(=0.05) (Anexo F).

En la figura 17 se muestran las diferencias visuales entre los distintos grupos

evaluados tomadas al dia 21 de experimentacion.

La figura 18 permite comparar visualmente al grupo Cas IlI-J a ambas dosis y
esquemas de administracion frente a CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) y el control

negativo al dia 21 de la evaluacion.
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Figura 2 Diferencias visuales de los grupos evaluados
No se observan diferencias entre los grupos control negativo, Cas VIII-gly (1.64 umol/Kg qd 21) y Cas VIII-
gly (3.30 pmol/Kg qd 4x6). El grupo CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) presenta diferencias visuales con
respecto al control negativo ademas de presentar una pérdida de peso apreciable. El grupo Cas III-J (1.64
pmol/Kg qd 21) muestra diferencia en volumen tumoral con respecto al control negativo aunque los resultados
no son comparables a los obtenidos por CDDP (13.32 pmol/Kg qd 7x4). El grupo Cas III-J (3.30 umol/Kg qd
4x6) muestra diferencia en volumen tumoral al observado en el control negativo, el volumen tumoral no es
comparable al alcanzado por CDDP (13.32 pmol/Kg qd 7x4) pero se puede apreciar que la pérdida de peso del
raton es menor a la observada en el tratamiento con CDDP (13.32 pmol/Kg qd 7x4)

Figura 3 Diferencias visuales de los grupos Cas III-J
El control negativo presenta el volumen tumoral mas alto de los cuatro grupos. El grupo CDDP muestra el
menor volumen tumoral aunque también es apreciable una pérdida de peso corporal significativa (a=0.05);
este factor esta relacionado con la toxicidad del compuesto. Los individuos administrados con Cas III-J
presentan un volumen tumoral menor al de control negativo siendo mas apreciable la diferencia en el grupo
Cas III-J (3.30 umol/Kg qd 4x6); sin embargo, la pérdida de peso observada con la administracion de Cas I1I-J

no es significativa (0=0.05). Facultad de Quimica, UNAM
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En la figura 19 se presentan las diferencias visuales entre ambas Casiopeinas® al
dia 21 de evaluacion cuando fueron tratados bajo un esquema de administracion

intermitente.

Figura 4 Diferencias visuales de los grupos evaluados bajo un esquema intermitente.
El grupo CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) muestra el menor volumen tumoral y la mayor pérdida de peso
corporal. El grupo Cas III-J (3.30 umol/Kg qd 7x4) muestra menor volumen tumoral que el control negativo y
la pérdida de peso no es significativa (a=0.05). La Cas VIII-gly (3.30 umol/Kg qd 4x6) no muestra diferencias
estadisticamente significativas frente al control negativo y, tampoco se observa una pérdida de peso importante,
lo cual indica la baja actividad y toxicidad que el compuesto presenta en este esquema de tratamiento.

4.2.2. Dias en Doblar Volumen Tumoral

En la tabla 4 se reportan los valores del tiempo evaluado en dias que tarda cada
grupo en duplicar su volumen tumoral, solamente el CDDP muestra un retraso
considerable con respecto a control. Debido a que el tiempo de duplicacion del
volumen tumoral es un evento temprano en el desarrollo de este experimento, y
que el efecto antitumoral de un farmaco podria no ser inmediato, se decidié hacer
un analisis completo del tiempo en el cual los tumores incrementan su volumen
con la finalidad de poder determinar el momento en el cual se hace evidente la
actividad antitumoral del compuesto. Para ello se tabul6 el tiempo necesario en
dias para cuadruplicar, sextuplicar y octuplicar el volumen tumoral (Tabla 4).

El tiempo en el que un tumor incrementa su volumen esta relacionado con la
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cantidad de células tumorales presentes en el organismo y su velocidad de
replicacion. La administracion de un agente citotoxico reducira la cantidad de
células tumorales capaces de replicarse, por lo que la cantidad de células
tumorales hijas sera menor con respecto a un control negativo, y por lo tanto, el

tiempo en el que un tumor incrementa su volumen sera mayor.

TIEMPO EN INCREMENTAR VOLUMEN TUMORAL

DIAS EN DIAS EN DIAS EN DIAS EN
GRUPO CUADRUPLICAR | SEXTUPLICAR | OCTUPLICAR
DUPLICAR VT
VT VT VT
CONTROL NEGATIVO | 3.14+1.17 5.90+ 1.68 7524202 8.67+227
CDDP (13'7334';““01/@ | g71+3.16 12.55+ 3.86 14.79 + 4.33 16.39 = 4.68
CAS VIII-GLY (1.64 320+ 1.01 5.87+1.20 738+ 132 8.45+ 124
pmol/Kg qd 21)
CAS VITI-GLY (3.30
+ + + +
onoUK g gd 456) 335+ 0.61 5.93 + 0.90 744+ 1.10 852+ 1.24
CAS IH'Jq(dl g‘) wmol/Kg | 4204 1.56 774 +2.10 9.46 + 2.43 10.68 + 2.66
CAS IH'glﬁig)“m"VKg 5.59 + 125 8.88 + 1.95 10.80 + 2.46 12,17+ 2.84

Tabla 1 Tiempo en incrementar el volumen tumoral
Se encuentran reportados los dias que los distintos grupos evaluados duplican, cuadruplican, sextuplican y
octuplican su volumen tumoral con respecto al dia 0 (inicio del tratamiento). VT: Volumen tumoral

En la figura 20 es posible apreciar que los valores de tiempo para incrementar el
volumen tumoral del control negativo y Cas VIII- gly, a las dos dosis y bajo ambos
esquemas de administracién, se encuentran superpuestos. Esta tendencia indica
que Cas VIlI-gly no presenta actividad antitumoral en ninguno de los esquemas de

dosificacion empleados.
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Figura 5 Grafica de los dias en incrementar el volumen tumoral
CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) se presenta como el tratamiento que tarda mas tiempo en incrementar el
volumen tumoral lo que confirma su actividad. La Cas III-J (1.64 umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd 4x6)
también presentan diferencias con respecto a la curva del control negativo lo que sugiere que poseen actividad
como agentes antitumorales.

El grupo CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) muestra un aumento en el tiempo que
tarda el volumen tumoral en incrementar con respecto al control negativo desde el
inicio del experimento, lo que contribuye a corroborar su actividad como agente
antitumoral. Por otra parte en los grupos admnistrados con Cas llI-J 1.64 umol/Kg
qd 21 y 3.30 umol/Kg (qd 4x6) este aumento es ligero al inicio del experimento y
se comienza a hacer mas evidente con el paso del tiempo, siendo el esquema
3.30 umol/Kg qd 4x6 el mas efectivo para retrasar el crecimiento tumoral. Esto
podria sugerir que Cas llI-J presenta actividad antitumoral frente a HCT—15 pero
su mecanismo de accion es distinto al del CDDP y la magnitud del efecto es dosis

dependiente.
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4.2.3. Funcion Antitumoral

La tabla 5 muestra los valores de funcion antitumoral obtenidos a los dias 7, 14 y
21 de evaluacion. El indice de funcién antitumoral determina la capacidad de un
compuesto para reducir el volumen tumoral con respecto al volumen tumoral
alcanzado por el control negativo al dia de evaluacion. El protocolo de evaluacion
establece que para que un compuesto sea considerado potencial agente

antitumoral su indice de funcién antitumoral debe ser inferior a 42.

COMPLESTO FUNCION ANTITUMORAL
DIA 7 DIA 14 DiA 21

CONTROL NEGATIVO 100 100 100

CDDP (13.32 umol/Kg) 205 28.3 33.7
qd 7x4 . . .

Cas VIlI-gly (1.64 pmol/Kg) 57.2 52.3 85.0
qd 21 ' ' .

Cas VIlI-gly (3.30 pmol/Kg) 106.0 71.6 72.9
qd 4x6 . . .

Cas Il - J (1.64 umol/Kg) 42.9 35.7 37.6
qd 21 ' ' .

Cas Il - J (3.30 umol/Kg) 37.8 30.7 26.8
qd 4x6 . . '

Tabla 2 indices de Funcién Antitumoral
Los indices fueron calculados al dia 7, 14 y 21 de tratamiento

El grupo CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) presenta valores de funcién antitumoral
que comprueban su actividad como agente antitumoral; de acuerdo a los
resultados reportados, el grupo tratado con CDDP alcanza un indice de 20.5

desde el dia 7 de evaluacion.

El grupo Cas VIlI-gly evaluado a las dosis 1.64 umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd
4x6 presentaron valores de funcidén antitumoral superiores a 42 desde el dia 7 y
hasta el 21, esto indica que el compuesto no posee actividad antitumoral en la

linea HCT-15 a las dosis y esquemas de administracion evaluados.
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La Cas Ill-d mostréo resultados favorables en la evaluacion de la funcion
antitumoral, al evaluarse a una dosis de 3.30 umol/Kg empleando el esquema
intermitente (qd 4x6) se observo a partir del dia 7 que la funcién antitumoral es
menor a 42 ( 37.8), este valor indica que la Cas llI-J se muestra activa frente a la
linea tumoral HCT-15. Los indices de funcion antitumoral obtenidos tanto al dia 14
como al dia 21 también son menores a 42, presentando al final del experimento un
indice de funcion antitumoral de 26.8. Estos resultados confirman la actividad
antitumoral de la Casiopeina lll-J en la linea tumoral HCT-15 empleando un
esquema de administracién intermitente. Considero importante resaltar que Cas
[lI-d fue administrada a una dosis molar cuatro veces menor que CDDP y presenta
un valor de funcién antitumoral favorable para ser considerado agente antitumoral.
Esto no indica que sea mas activo que CDDP debido a que para realizar dicha
comparacion es necesario evaluar ambos compuestos bajo las mismas
condiciones de dosis y esquema de administracion; sin embargo, estos resultados
con respecto a la actividad antitumoral de este compuesto, del cual posiblemente
se requiera de una dosis mucho menor que de CDDP para alcanzar el mismo

efecto.

Este mismo compuesto, Cas lll-J, evaluada a una dosis de 1.64 umol/Kg bajo un
esquema cronico de administraciéon (qd 21) obtiene un indice de funcién
antitumoral de 42.9 al dia 7 de evaluacién, justo por encima del limite de acuerdo
con los protocolos de evaluacion. La aplicacidn estricta del protocolo hace concluir
que Cas llI-J (1.64 umol/Kg qd 21) no posee actividad antitumoral; sin embargo
conforme avanza el experimento los valores de funcién antitumoral al dia 14 y 21
mejoran y se concluye que Cas llI-J (1.64 umol/Kg qd 21) posee actividad

antitumoral en la linea HCT-15 con valores de funcién antitumoral de 35.7 y 37.6.

De esta forma, se comprueba que la Cas llI-J en ambos esquemas de tratamiento
tiene actividad antitumoral en la linea HCT-15, obteniendo mejores resultados con

el empleo de un esquema de tratamiento intermitente.
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En el modelo de relacién estructura actividad publicado por Bravo y cols. (2008),
predice un ligero incremento de actividad citotéxica sobre la linea tumoral HCT-15
para aquellos compuestos que tienen como segundo ligante acetilacetonato en
vez de glicinato; lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo para
el indice de funcién antitumoral de Cas lll-J en comparacion con Cas VIlI-gly, cuya
diferencia estructural es el cambio del ligante secundario acetilacetonato por

glicinato.

4.2.4. Retraso Especifico de Crecimiento (REC)

Los valores de REC calculados a partir de los dias en incrementar volumen

tumoral en cada grupo son presentados en la Tabla 6

De acuerdo al protocolo de evaluacién el indice de retraso especifico de
crecimiento debe cumplir con un valor minimo de 2 para probar que el compuesto
posee potencial como antitumoral. Este valor indica que un compuesto es capaz
de demorar por lo menos tres veces mas que el control negativo el volumen

tumoral (duplicar, cuadruplicar, sextuplicar u octuplicar).

En la tabla 6 se observa que ningun tratamiento cumple con el indice de retraso
especifico de crecimiento lo que podria indicar que no poseen actividad como
antitumoral incluyendo el grupo tratado con CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4). Este
grupo es el que presento el indice REC mas alto con un valor de 1.7693, lo que
significa que incrementd 2.77 veces el tiempo en que duplica su volumen tumoral;
sin embargo, aunque es un agente antitumoral con actividad comprobada, no
alcanzé el indice requerido por los protocolos para ser considerado potencial
agente antitumoral. Este resultado genera dudas acerca de la utilidad del indice
REC para evaluar adecuadamente la actividad antitumoral, ya que con frecuencia,
el grupo de trabajo obtiene valores REC por debajo del limite de 2 establecido por
el protocolo (datos sin publicar). A pesar de que el valor obtenido para CDDP es
siempre cercano a 2, la aplicaciéon estricta del protocolo implicaria no continuar el

Facultad de Quimica, UNAM
~ -48 - ~



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ﬂ

desarrollo de un agente tan reconocido como el CDDP. Es por esta razén que se
considera que la funcién antitumoral es un criterio mas adecuado para la toma de

decisiones con respecto a un agente con potencial antitumoral.

Por otra parte los grupos de animales administrados con Cas VIlI-gly (1.64
umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd 4x6) presentaron indices de REC similares al
control negativo, que en suma con los resultados de FA indican nuevamente que
la Casiopeina® VIllI-gly no posee actividad antitumoral en la linea HCT-15 en estos

esquemas de tratamiento.

El grupo Cas llI-J (3.30 umol/Kg qd 4x6) mostré un indice de retraso especifico de
crecimiento de 0.78, este valor indica que la Casiopeina® logré incrementar 1.78
veces el tiempo en duplicar su volumen tumoral con respecto al control negativo;
mientras que en un esquema de tratamiento 1.64 umol/Kg qd 21 se obtuvo un
indice REC 0.53, es decir, este grupo incrementoé su tiempo de duplicaciéon tumoral
1.53 veces con respecto al control negativo. En ninguno de los dos esquemas de
tratamiento se alcanz6 el REC requerido para considerar a Cas Ill-J como
potencial agente antitumoral segun lo establecido por el protocolo de cernimiento;
sin embargo, debido a los resultados inconsistentes de REC para el CDDP
considero que la Cas lll-J posee actividad como agente antitumoral de acuerdo al

criterio de funcion antitumoral.
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GRUPO REC (D2) REC (D4) REC (D6) REC (D8)
CONTROL
NEGATIVO 0 0 0 0
CDDP (13.32
1.7693 1.1243 0.9665 0.8903
umol/Kg qd 7x4)
Cas Vlll-gly (1.64
0.0466 -0.0059 -0.0187 -0.0249
umol/Kg qd 21)
Cas Vlll-gly (3.30
0.0662 0.0049 -0.0101 -0.0174
umol/Kg qd 4x6)
Cas IIl-J (1.64 0.5274 0.3105 0.2575 0.2319
pmol/Kg qd 21)
Cas lll-4 (3.30 0.7799 0.5038 0.4363 0.4037
umol/Kg qd 4x6)

Tabla 3 indices de Retraso Especifico de Crecimiento

Se decidio realizar un analisis del tiempo que los grupos demoran en cuadruplicar,
sextuplicar y octuplicar su volumen tumoral con la finalidad de evaluar si existen
diferencias en los indices obtenidos. Es importante sefalar que aunque el volumen
que se esta estudiando es mayor, se mantiene el requisito de un valor minimo de
2 para considerar que un compuesto posee actividad antitumoral debido a que se

guarda la misma relacion entre los tratamientos.

En la tabla 6 es posible apreciar que los indices de REC van decreciendo
conforme el volumen tumoral en estudio se incrementa, esta tendencia indica que
conforme avanza el experimento los compuestos van disminuyendo el tiempo en
que incrementan su volumen tumoral y se observa que los tratamientos llegan a

presentar indices de REC iguales o menores al control negativo.

Dicho comportamiento podria deberse a que conforme avanza el experimento, el
numero de células tumorales capaces de replicarse se incrementa y el compuesto
mantiene su actividad antitumoral a lo largo de la evaluacion; por lo tanto, si el
agente antitumoral no tuvo la capacidad de actuar sobre una cantidad significativa
de células tumorales al inicio del tratamiento (aspecto que se veria reflejado en los
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dias en duplicar su volumen tumoral) no podra limitar el crecimiento tumoral

posteriormente. Una vez realizado el analisis de los valores de REC considero que

este indice es un criterio muy estricto, el cual no determina con confiabilidad la

capacidad antitumoral de un compuesto frente a una determinada linea debido a

que unicamente explica el efecto inmediato de un agente antitumoral y existe la

posibilidad de que los compuestos manifiesten el efecto posteriormente. Tal es el

caso del CDDP, del cual se sabe es un conocido agente antitumoral; sin embargo,

no alcanza el limite establecido por el protocolo de evaluacion.

4.2.5. Incremento de Peso

A continuacion se presentan los valores de incremento de peso corporal para cada

grupo evaluado a los dias 5, 15y 21. (Figura 21)
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0.00000

-5.00000

-10.00000

Figura 6 Histograma de incremento de peso.
Se determino el porcentaje de incremento de peso al dia 5, 15y 21
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A nivel clinico se maneja que si un individuo pierde mas del 5% de su peso
corporal en los primeros 5 dias de administracién de un compuesto antitumoral, se
considera que el compuesto es toxico; por lo que se emplearon los datos de peso
registrados a los dias 5, 15 y 21 para realizar un estimado de la toxicidad que

presentan los compuestos.

El anexo G permite observar que a pesar de que el control negativo mostré una
pérdida de peso los primeros 5 dias de evaluacion al dia 21 del experimento se

observa una ganancia de peso de aproximadamente 3%.

El grupo CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4) presento una pérdida significativa («=0.05)
de peso corporal, el dia 5 de evaluacion los individuos habian perdido el 14.0 % de
su peso y para el dia 21 el 22% lo que indica una alta toxicidad del compuesto
(Figura 21). Realizando un analisis comparativo con los resultados publicados por
Carvallo (40) se observa que en el presente trabajo la pérdida de peso es mayor,
sin embargo, en ambos analisis se llega a la conclusién de que CDDP se muestra

como un agente altamente toxico.

La Cas VllI-gly (1.64 umol/Kg qd 21) presenta un decremento en el peso corporal
de aproximadamente el 5% al dia 5 de evaluacion; y conforme el experimento se
fue desarrollando se comienza a observar una ganancia de peso hasta alcanzar el
5% al dia 21 de evaluacion, comportamiento que es muy similar al control
negativo. Esto indica que la toxicidad de la Cas VIll-gly a una dosis de 1.64
umol/Kg empelando un esquema de administracion crénico es minimo, aunque
también hay que considerar que su actividad como agente antitumoral es nula en

estas condiciones.

La Cas VllI-gly (3.30 umol/Kg qd 4x6) mostréo una ganancia de peso que no es
significativa (0=0.05) a los 5 dias de iniciado el experimento, y al dia 21 de
administracion, los individuos perdieron el 15% del peso corporal. En la figura 22

es posible apreciar la disminucion del peso al compararlo con el control negativo;
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sin embargo, también se puede apreciar que ningun tratamiento se acerca al nivel

de pérdida de peso presentada por CDDP (13.32 umol/Kg).

La Cas lll-d (1.64 umol/Kg y 3.30 umol/Kg) mostré una ganancia de peso inicial no
significativa («=0.05) al dia 5 en ambos esquemas de administracién; mientras
que, al dia 21 de experimentacion se registréo una pérdida del 3% y el 13% para
los esquemas 1.64 umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd 4x6 respectivamente. Estos
resultados indican que el tratamiento cronico con este compuesto es menos
toéxico, aunque es necesario considerar que la actividad antitumoral es también

menor cuando se manejan estas condiciones.

La pérdida de peso mostrada empleando Cas IlI-d a 3.30 umol/Kg qd 4x6 no
alcanza un nivel de toxicidad alto y mantiene una buena actividad antitumoral, por
lo que se considera una propuesta interesante. La figura 22 muestra los ratones a
los que se les administré Cas lll-J y es posible apreciar que la pérdida de peso
reportada para el esquema 3.30 umol/Kg qd 4x6 es considerable aunque no se

equipara a la observada en CDDP (13.32 umol/Kg qd 7x4).

Figura 7 Diferencia visual del incremento de peso
Imagen que muestra la ganancia de peso corporal de los ratones al dia 21 de la evaluacion. El grupo CDDP

muestra el mayor decremento en el peso corporal, seguido por Cas VIII-gly (3.30 umol/Kg qd 4x6) y por Cas III-
J 3.30 pumol/Kg qd 4x6).
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se llevé a cabo la evaluacion de la actividad antitumoral de los compuestos
Casiopeina® VIlI-gly ([Cu (3,4,7,8— tetrametil-1,10 fenantrolina) (glicinato)]NO3) y
Casiopeina® llI-J ([Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3)

empleando el modelo de xenotrasplantacion tumoral (Raton Desnudo nu/nu).

El compuesto CDDP, evaluado a una dosis de 13.32 mmol/Kg qd 7x4, obtuvo
valores de FA que cumplen comodamente con el requisito establecido en los
protocolos de evaluacion; sin embargo, no obtuvo el REC requerido para ser
considerado agente antitumoral a pesar de ser el medicamento de eleccion a nivel
clinico para el tratamiento de Carcinoma de Colon. Esta contradiccion, en conjunto
con los resultados obtenidos en otros estudios realizados por el grupo de trabajo
(datos no publicados), en donde se observa el mismo comportamiento, cuestionan
la utilidad del empleo de REC para evaluar la actividad antitumoral de un
compuesto. Por otra parte, la perdida de peso corporal obtenida por CDDP fue
significativamente mayor que la observada en el control negativo lo que indica que

es un compuesto altamente toxico.

Con respecto a la Casiopeina® lll-J, ésta presenté actividad antitumoral a las
dosis de 1.64 umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd 4x6 frente a la linea tumoral HCT-
15; cumpliendo con los valores de funcion antitumoral requeridos por los
protocolos de evaluacién. A pesar de que la Cas lll-J no obtuvo el valor REC
necesario para ser considerado un agente con potencial antitumoral segun lo
establecido por los protocolos de evaluacion; se considera que este indice no es
completamente confiable para determinar la actividad antitumoral de un
compuesto debido a que esta limitado a un efecto inmediato sobre las células
tumorales y es un valor muy estricto. Por otra parte, se observé que la pérdida de

peso corporal debida a la administracién del compuesto no es significativa con
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respecto al control negativo, pero si existe diferencia significativa con respecto a la
pérdida observada en el grupo tratado con CDDP 13.32 umol/Kg qd 7x4. Debido a
lo anterior se concluye que aunque la Cas IlI-J es un compuesto toxico, el nivel de

toxicidad que genera CDDP es significativamente mayor.

La Casiopeina® VIll-gly no mostro tener actividad antitumoral bajo ninguno de los
esquemas evaluados (1.64 umol/Kg qd 21 y 3.30 umol/Kg qd 4x6). Los valores de
funcién antitumoral obtenidos sugieren que la evaluacion del compuesto a una
dosis y esquema distintos podria mejorar la actividad antitumoral del compuesto.
Adicionalmente se sugiere que la Cas VIlI-gly sea evaluada en lineas tumorales de
distinta estirpe con la posibilidad de que el compuesto muestre actividad

antitumoral en otra linea tumoral mas sensible a su efecto.

Se encontrd que al evaluar las Casiopeinas® con un esquema de administracion
intermitente se obtuvieron mejores resultados de actividad antitumoral que al
emplear un esquema de administracion crénico. Razon por la cual, se sugiere para
evaluaciones posteriores, el empleo de un esquema de administracion intermitente
(qd 4x6).

Con los resultados presentados en este trabajo podemos concluir que la
Casiopeina® VIlI-gly, que mostré ser la Casiopeina® mas téxica, no mostrd
actividad antitumoral frente a la linea HCT-15 (Carcinoma de Colon) bajo ninguno
de los esquemas de administracion cronico o intermitente. Por el contrario la
Casiopeina® IllI-J presentd actividad antitumoral frente a la linea HCT-15,

mostrando mejores resultados con el empleo de un esquema intermitente.

De esta manera podemos concluir que la Cas lllI-J es mas activa que Cas VIlI-gly
tanto en un esquema de administracion crénico como intermitente. Estos
resultados coinciden con los trabajos publicados previamente. (28) Asi Casiopeina
[lI-J se presenta como una opcidn viable en el tratamiento del Carcinoma de Colon
al presentar un nivel bajo de toxicidad comparada con el compuesto empleado
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actualmente y buena actividad antitumoral la cual es dosis dependiente.

El indice de Retraso Especifico de Crecimiento constituye uno de los valores
establecidos por los protocolos de cernimiento necesario para determinar la
potencial actividad antitumoral de los compuestos evaluados; sin embargo, al
realizar un analisis de la informacion que este indice proporciona podemos
apreciar que la finalidad de determinar el valor de REC es evaluar la actividad
antitumoral que los compuestos presentan en los primeros dias de la evaluacion.
Por lo tanto se sugiere que el indice REC sea empleado como un estimador de la
actividad antitumoral de los compuestos a corto plazo y no como un requisito de

los mismos para ser considerados potenciales agentes antitumorales.
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PRUEBAS ESTADISTICAS
Para la evaluacion de la funciéon antitumoral se realiz6 un analisis estadistico
denominado Kruskal-Wallis, dicha prueba se emplea cuando las poblaciones de
las cuales se extraen las muestras no siguen una distribucidn normal con
varianzas iguales, por lo que esta prueba es considerada un analisis unilateral no
parameétrico para probar la relacion que existe entre las medias de las

poblaciones.
La aplicacion de la prueba comprende los siguientes pasos:

1. Las observaciones de cada tratamiento se combinan en una sola

“ 7

serie de tamafio “n” y se clasifican en orden ascendente. Las
observaciones, posteriormente, se sustituyen por jerarquias desde 1
(asignada a la observacion menor) hasta n (que corresponde a la

observacion mayor).

2. Las jerarquias asignadas a las observaciones de cada tratamiento se

suman por separado.
3. Se calcula la estadistica de prueba “H”.

4. Se obtiene el valor de significancia de la prueba consultando las

tablas correspondientes.

5. Se aplica la regla de decision estadistica la cual dicta que existira
diferencia entre las medias de los tratamientos si el valor calculado para la
prueba es tan grande que la probabilidad de obtener un valor mayor o igual,

es menor o igual que el nivel de significacion a.
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Una vez que se ha comprobado la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos se procede a determinar los tratamientos entre

los que se presenta dicha diferencia. Esto es posible al realizar el calculo del

intervalo de confianza empleando el coeficiente ¢.

Se decidido emplear un contraste ortogonal (a) de 0 y 1 para obtener los contrastes

de todos los tratamientos.

Empleando la media de las jerarquias obtenidas de la prueba de Kruskal — Wallis
para cada tratamiento se calcula el coeficiente ¢ para cada uno de los contrastes

que se desean probar:

P=R R, oo (1)

Se calcula la varianza que presenta el coeficiente ¢ al emplear la siguiente

ecuacion:

N(N+1)§£
12 o n

Var(¢) =
Donde:
a = contraste correspondiente (0 6 1)

N = tamano de la poblacion en estudio.

Con estos datos, se calculo el intervalo confianza para cada contraste, como
sigue:
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Donde:
¢ = coeficiente phi

P2 i ]
;‘ZK Loss” = TAIZ cuadrada del valor de tablas para el numero

de observaciones y con el nivel de significancia establecido
Var¢ = raiz cuadrada del valor de la varianza calculado

La decisién estadistica consiste en que para asegurar que dos grupos son
estadisticamente diferentes entre si, el intervalo de confianza no debe involucrar el

cero (0).
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ANEXO A
KRUSKAL - WALLIS VRTDIA 7
DATOS SUSTITUIDOS POR JERARQUIAS
CDDP CASL\\/(“" CASVIIl- | CASIII | CASIII-]
CONTROL (13.32 GLY (3.30 (1.64 (3.30
NEGATIVO | umol/kg) (1.64 umol/Kg) umol/Ke) umol/Kg)
qd 7x4 umol/Kg) qd4x6 qd21 qd4X6
qd 21
37 7 17 33 29 25
16 5 35 38 19 6
34 22 23 31 24 15
40 2 28 32 11 27
21 1 18 20 10 9
36 4 13 39 14
26 8
30 12
3
R=| 240 64 134 193 93 96
PROM= 30 7.111 22.333 32.166 18.6 16 TOTAL
R’/n=| 7200 455111 |2992.666 | 6208.166 1729.8 1536 20121.744
PRUEBA ESTADISTICA
H= 14.221
DECISION ESTADISTICA
(04 2 ,
g.l. X CONCLUSION
5 0.005 0.412 HAY DIFERENCIA
0.025 0.831 HAY DIFERENCIA
0.05 1.145 HAY DIFERENCIA
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ANEXO B
KRUSKAL — WALLIS VRT DIA 14
DATOS SUSTITUIDOS POR JERARQUIAS
CDDP CAS VIlI- CAS 111-] CAS Il1-J
CONTROL (13.32 (ClAGS4VIII-|C/-i|i_\; GLY (3.30 (1.64 (3.30
NEGATIVO pmol/Kg) ’ };r;i g umol/Kg) pumol/Kg) umol/Kg)
qd 7x4 q qd4x6 qd21 qd4x6
39 8 22 31 16 14
15 5 25 33 19 9
35 32 27 29 20 23
40 28 36 26 17
38 3 24 11 6 2
37 13 34 18
10 30
21 12
7
R= 235 102 139 174 87 83
PROM=| 29.375 11.333 23.166 29 17.4 13.833 TOTAL
Rz/n= 6903.125 1156 3220.166 5046 1513.8 1148.166 18987.258
PRUEBA ESTADISTICA
H= 6.31538908
DECISION ESTADISTICA
g.l. PROBABILIDAD X CONCLUSION
5 0.005 0.412 HAY DIFERENCIA
0.025 0.831 HAY DIFERENCIA
0.05 1.145 HAY DIFERENCIA
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ANEXO C
KRUSKAL — WALLIS VRT DIA 21
DATOS SUSTITUIDOS POR JERARQUIAS
CDDP CAS VIII- CAS I1I-J CAS 1lI-)
CONTROL (13.32 (Cl':iVIH_SKU; GLY (3.30 (1.64 (3.30
NEGATIVO umol/Kg) ’ irg(l) g pmol/Kg) umol/Kg) umol/Kg)
qd 7x4 q qdaxe qd21 qd4x6
36 9 19 28 16 13
27 5 22 25 24 7
32 30 29 21 14 23
39 2 38 37 12 11
26 20 10
34 15 35 33
17 31
18 8
R=| 229 110 163 154 66 58
PROM=| 28.625 12.222 27.167 25.667 16.5 9.667 TOTAL
Rz/n= 6555.125 1344.444 4428.167 3952.667 1089 560.667 17930.069
PRUEBA ESTADISTICA
H= 8.1956
DECISION ESTADISTICA
g.l. PROBABILIDAD X CONCLUSION
5 0.005 0.412 HAY DIFERENCIA
0.025 0.831 HAY DIFERENCIA
0.05 1.145 HAY DIFERENCIA
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ANEXOS

ANEXO D

INTERVALO DE CONFIANZA DIA 7

CONTRATE ESTI(I\:Q;)OR II\II-II:I:E,II;.II-SR SJLI\IIEI:I-E)R DIFERENCIA

Rrest - Repoe 22.8889 8.7975 36.9803 R
Rrest - Reas viik-6Ly qd 21 7.6667 -6.4248 21.7581
Rrest - Reas vileLy qd axs -2.1667 | -16.2581 | 11.9248
Rrest - Reas 111 qd 21 11.4000 -2.6914 25.4914
Rrest - Reas 111 qd 4x6 14.0000 -0.0914 | 28.0914

Reoop - Reas viil-6Ly qd 21 -15.2222 | -28.5077 | -1.9367 3

Reoop - Reas vill-6Ly qd 4x6 -25.0556 | -38.3411 | -11.7700 R
Reoop - Reas i) qd 21 -11.4889 | -24.7744 | 1.7966
Reoop - Reas i1 qd ax6 -8.8889 -22.1744 4.3966
Reas vill-6Ly qd 21 - Rcas vil-GLY qd ax6 -9.8333 -26.1047 6.4380
Reas Vill-6Ly qd 21 = Reas iy gd 21 3.7333 -12.5380 20.0047
Reas viil-6Ly ad 21 - Reas i1 gd 4x6 6.3333 -9.9380 22.6047
Reas vill-GLy qd ax6 - Reas i qd 21 13.5667 -2.7047 29.8380
Reas viil-GLy d ax6 - Reas i1 qd ax6 16.1667 -0.1047 32.4380
Reas 111 qd 21 - Reas i d axs 2.6000 -15.2244 | 20.4244

3 — Significancia (a=0.05)
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ANEXOS

ANEXO E

INTERVALO DE CONFIANZA DIA 14

Reas 1111 qd 21 = Reas 1) qd 4x6

CONTRATE ESTI(I\;I;:;DOR II\IJ-IL’:EAI:II-(ER SLIJ-IPI\:ILTE)R DIFERENCIA

Rtest - Repop 18.0417 3.9502 32.1331 R
Rrest - Reas vill-6Ly qd 21 6.2083 -7.8831 20.2998
Rrest - Reas Vill6Ly qd ax6 0.3750 -13.7164 14.4664
Rrest - Reas il qd 21 11.9750 -2.1164 26.0664

Rrest - Reas i1 qd 4x6 15.5417 1.4502 29.6331 3
Repop - Reas vill-aLy qd 21 -11.8333 -25.1189 1.4522

Repop - Reas vill-6LY qd 4xe -17.6667 -30.9522 -4.3811 3
Reoop - Reas i) qd 21 -6.0667 -19.3522 7.2189
Reoop - Reas 111 d ax6 -2.5000 -15.7855 10.7855
Reas vi-6Ly qd 21 - Reas vin-Ly qd axs -.8333 -22.1047 10.4380
Reas viiety qd 21 - Reas iy qa 21 >.7667 -10.5047 22.0380
Reas vit-6Ly qd 21 - Reas 1 qd axe 3.3333 -6.9380 25.6047
Reas vin-6y qd ax6 = Ras i qd 21 11.6000 ~4.6714 27.8714
Reas vi-6Ly qd ax6 - Reas i qd ax 15.1667 -1.1047 31.4380
3.5667 -14.2577 21.3911

3 — Significancia (a=0.05)
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ANEXOS

ANEXO F

INTERVALO DE CONFIANZA DIA 21

Reas 1115 gd 21 = Reas i) qd 4x6

CONTRATE EST'(m;J OR II\IJ-IIZI\EAI'\I’-II—OER SSL’?;ER DIFERENCIA

Rresr - Reopp 16.4028 23114 | 30.4942 Ri
Rrest - Reas vitouy ad 21 1.4583 | -12.6331 | 15.5498
Rresr - Reas vioty ad ax6 2.9583 | -11.1331 | 17.0498
Rrest - Reas i ad 21 12.1250 | -1.9664 | 26.2164

Rresr - Reas i) ad axe 18.9583 | 4.8669 | 33.0498 R

Reoop - Reas vit-oLy d 21 -14.9444 | -28.2300 | -1.6589 R)

Reoop - Reas vil6Ly ad ax6 -13.4444 | -26.7300 | -0.1589 R
Reoop - Reas i od 21 -4.2778 | -17.5633 | 9.0077
Reoop - Reas i ad 4x6 2.5556 | -10.7300 | 15.8411
Reas vii-oLy qd 21 - Reasvin-cLy qaaxs | 12000 -14.7714 | 17.7714
Reas vitl-GLy qd 21 = Reas i1y qd 21 10.6667 -5.6047 26.9380

I\:,{CAS VIII-GLY qd 21 ~ |‘QCAS Ill-) gd 4X6 17.5000 1.2286 33.7714 S
Reas vil-GLy qd ax6 - Reas iy qd 21 3.1667 -7.1047 25.4380
Reas vitl-6Ly qd 4x6 = Reas il qd 4x6 16.0000 -0.2714 32.2714
6.8333 | -13.0949 | 26.7616

3 — Significancia (a=0.05)
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ANEXOS

ANEXO G

ANALISIS UNILATERAL DE VARIANZA INCREMENTO DE PESO

Tabla para el analisis de la variancia

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado | Razéndela
variacion cuadrados libertad medio variancia
Entre muestras 70009.45 5 14001.89 262.45
Dentro de las 1867.28 35 53.35
muestras
Total 71876.73 40
C L . Decisidon
Significancia | Prueba F .
estadistica
0.005 3.99 hay
diferencia
0.01 3.51 hay
diferencia
0.05 2.45 hay
diferencia
hay
0.1 2 diferencia
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ANEXOH
PRUEBA DE TUKEY PARA INCREMENTO DE PESO
DIFERENCIAS ENTRE LAS MEDIAS DE LAS MUESTRAS
CONTROL CDDP (13.32 | CAS VIII-GLY [ CAS VIII-GLY | CAS llI-J (1.64 | CAS 1lI-) (3.30
umol/Kg) qd (1.64 umol/Kg) | (3.30 umol/Kg) | umol/Kg) qd pumol/Kg) qd
NEGATIVO 7x4 qd 21 21 4X6
CONTROL
NEGATIVO e 18.7603 1.4272 11.6644 5.9865 3.6199
CDDP (13.32
umol/Kg) qd 7xa @ 20.1875 24.7468 8.4574
CAS VIII-GLY (1.64 e 4.5593 11.7300
pumol/Kg) qd 21
CAS VIII-GLY (3.30 17.6509 1.3616
umol/Kg) qd 4X6
CAS lll-J (1.64
umol/Kg) qd 21 ©) 16.2894
CAS 1ll-J (3.30
umol/Kg) qd 4X6 @

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES o=0.05

HIPOTESIS

HSD*

DECISION ESTADISTICA

Ho: tirestico = Ucpop

12.10886033

hay diferencia

Ho: pirestico = Hcas vin-cLy qd 21

13.98210754

no hay diferencia

Ho: ticopp = Hteas vin-cLy qd 21

13.98210754

hay diferencia

Ho: prestico = Heas vi-cLy qd 4X6

13.98210754

no hay diferencia

Ho: Mcopp = HcAs Vill-GLY qd 4X6

13.98210754

no hay diferencia

Ho: JCAS ViIII-GLY qd 21 = HCAS VIlI-GLY qd 4X6

13.98210754

no hay diferencia

Ho: pirestico = Hcas -1 qd 21

15.31663141

no hay diferencia

Ho: ticopp = Hcas ii1-s qd 21

15.31663141

hay diferencia

Ho: ticas vii-Ly qd 21 = HcAs - gd 21

15.31663141

no hay diferencia

Ho: ticas vin-6Ly qd 4x6 = HCAS Il qd 21

15.31663141

hay diferencia

Ho: trestico = Hcas ini-s qd 4x6

13.98210754

no hay diferencia

Ho: ticopp = Hcas -1 qd 4x6

13.98210754

no hay diferencia

Ho: tcas vin-Ly gd 21 = HcAs iii-1 qd 4x6

13.98210754

no hay diferencia

Ho: ticas vi-6Ly gd ax6 = McAs iii-J qd 21

15.31663141

no hay diferencia

Ho: ticas - qd 21 = HcAS i1-J gd 4X6

13.98210754

hay diferencia
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