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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, por lo que la busqueda de agentes
quimioterapéuticos ha tomado relevancia en las Gltimas décadas. En este marco, se han realizado
diferentes investigaciones alrededor de una familia de compuestos de cobre denominadas
Casiopeinas®, de las cuales algunos integrantes ya han demostrado actividad citostatica y
antineoplasica en modelos in vitro e in vivo. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad de
la Casiopeina® 111-Ea (nitrato de 4,7-dimetil, 1-10-fenantrolina, acetilacetonato, cobre (I1)) en ratas
con hepatocarcinoma de rata AS-30D ya que ha sido sefialada como una de las mas prometedoras
en los estudios de correlacion estructura-actividad (QSAR). Se inocularon 30 ratas Hsd:Wistar con
una suspension de células del hepatocarcinoma y posteriormente se dividieron en 5 grupos de 6
animales cada uno y se les administré a cada grupo uno de los siguientes 5 tratamientos: I-Control
tratado con agua inyectable. 11-Control con Mitoxantrona®, 111, IV y V con 3 diferentes dosis de
Casiopeina® I11-Ea 0.2. 0.4 y 0.8 mg/kg respectivamente. Los tratamientos se administraron los dias
0, 2, 4, 6, los animales se sacrificaron el dia 7 y se colectaron los tumores. La respuesta al
tratamiento se determiné por la densidad celular total. Adicionalmente se realizaron, prueba de
TUNEL e inmunohistoquimica para el marcador Ki-67, determinando el porcentaje de positividad.
Se encontrd que hay diferencias significativas (P < 0.05) entre el grupo | y los grupos I1'y V' y no se
encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre los grupos Il y V. Se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) en la prueba de TUNEL y en la expresién del marcador Ki-67 entre el grupo
I'y los grupos Il 'y V. Se concluye que la dosis de 0.8 mg/kg de Casiopeina® I11-Ea present6 una

actividad antineoplasica similar a la mitoxantrona.

Palabras Clave: Cancer, Casiopel'na® [11-Ea, Mitoxantrona®, Hepatocarcinoma AS-30D,

Antineoplasica, Citostatica, TUNEL, Inmunohistoquimica, Antigeno Ki-67.



ABSTRACT

Cancer is one of main death causes worldwide; therefore, the searches of chemotherapy agents have
taken relevance in the last decade. In the area, research has been made around the copper compound
family named Casiopeina®, where some of the members have shown, cytostatic and antineoplastic
activity at in vitro and in vivo models. The objective of this study was to evaluate the activity of the
Casiopeina® I11-Ea in rats with the hepatic carcinoma of the ratsAS-30D, which has been regarded
as one of the most promising in studies on Structures-Activity correlation by QSAR method. Thirty
Hsd:Wistar rats were inoculated with a cellular suspension of hepatic carcinoma AS-30D and they
were divided in 5 groups of 6 animal each to administer one of the following 5 treatments: | Control
without treatment, 11 Control with Mitoxantrone® and 111, IV y V receiving three different doses of
the Casiopeina® 111-Ea 0.2, 0.4 and 0.8 mg/kg, respectively. The treatments were administrated at
day 0O, 2, 4, 6 and the animals were euthanatized on the 7th day to collect the tumors. The total
cellular density determined the treatment response. In addition, TUNEL assay and
immunohistochemistry for Ki-67 marker were performed to determine the percentage of the
positivity. It was found that there were significant differences (P < 0.05) between the group | and
groups Il and V; and there were no significant differences (P > 0.05) between the groups Il and V.
Both, the TUNEL test and the Ki-67 expression showed significant differences (P < 0.05) among
the groups I, Il and V. In conclusion, Casiopeina® 11I-Ea at a dose of 0.8 mg/kg presented an

antineoplastic activity similar to mitoxantrone.

Key Words: Cancer, Casiopel'na® I11-Ea, Mitoxantrone®, Hepatocarcinoma AS-30D, Antineoplastic,
Cytostatic, TUNEL, Inmunohistochemistry, Antigen Ki-67.
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Tabla de Abreviaturas

ADN- Acido desoxirribonucléico.
APC-Ligasa de Ubiquitina.

ARN- Acido ribonucléico.

Agua Iny.- Agua Inyectable.

Cas. IlI-Ea- Casiopeina Ill-Ea [Cu(4,7-
dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)(H,O)]NOs.
Cas. I11-Ea 0.2- Tratamiento de Casiopeina®
I11-Ea a dosis de 0.2 mg/kg.

Cas. I11-Ea 0.4- Tratamiento de Casiopeina®
I11-Ea a dosis de 0.4 mg/kg.

Cas. I11-Ea 0.8- Tratamiento de Casiopeina®
I11-Ea a dosis de 0.8 mg/kg.

CDK-Enzimas del ciclo celular dependientes
de Ciclina.

cm-Centimetros.

DLs, Dosis letal 50 %.

dUTP.- Deoxyuridin Trifosfato.

FMVZ- Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia.

g-Gramos.

hrs-Horas.

INEGI- Instituto Nacional de Estadistica
Geografia e Informatica.

kDa-Kilodaltones.

L-Litro.

VII

Kg-Kilogramos.

mg- Miligramos.

min-Minutos.

mL-Mililitros.

mm?-Milimetros cuadrados.

Mitos. Mitoxantrona.

r.p.m.-Revoluciones por Minuto.

TdT.- Deoxythimidina Transferasa.
TUNEL.- Ensayo inmunohistoquimico por
sus siglas en ingles Terminal
Deoxythymidine Transferase-Mediated dUTP
Nick-End Labeling.

UNEXA- Unidad de Experimentacién
Animal.

u-Micras.

ul-Microlitros.

pm-Micrometros.

°C- Grados Centigrados.
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l. Introduccion

Antecedentes.

A. Tratamiento del Cancer

El cancer puede tratarse con cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o con terapia
bioldgica. EI médico puede usar un método o una combinacion de estos, dependiendo de varios
factores como: tipo y ubicacién del cancer, si ha invadido tejidos aledafios o distantes, la edad y

salud general del paciente, entre otros [1].

La quimioterapia es una de las alternativas mas utilizadas en el tratamiento del cancer. Este tipo de
tratamiento consiste en el uso de farmacos de tipo organico e inorganico para destruir células
cancerosas en todo el cuerpo. Las células sanas también pueden ser dafiadas, especialmente las que
se dividen rapidamente. La quimioterapia puede ser administrada por diferentes medios, los mas
frecuentes son la via oral y la intravenosa, pero también es posible administrar los farmacos de

manera intramuscular o a través de catéteres [1].

Dependiendo del medicamento elegido, la quimioterapia afecta a las células malignas en una de tres
formas:

1) Danando el ADN de las células cancerosas de tal modo que éstas ya no puedan reproducirse.
Esto sucede por la alteracion de la estructura del ADN en el nicleo de la célula, evitando asi la
replicacion [2].

2) Durante la fase S del ciclo celular, inhibiendo la sintesis de cordones de ADN nuevo de tal
manera que no sea posible replicacién celular alguna. Esto ocurre cuando los farmacos bloquean la
formacién de los nucledtidos necesarios para la creacién de ADN nuevo [2].

3) Deteniendo el proceso mitético de tal modo que la célula cancerosa no pueda dividirse en dos

células [2].

Los medicamentos se ubican en una categoria especifica segin el mecanismo de accidon que

utilizan. Las categorias son:



1. Agentes alquilantes: Son farmacos que funcionan atacando directamente el ADN de una
célula. Estos medicamentos pueden operar en cualquier momento del ciclo celular [3-5].

2. Antimetabolitos: Son estructuralmente similares a importantes quimicos en el cuerpo. Esta
similitud les permite competir con los metabolitos normales por enzimas vitales,
bloqueando reacciones que son esenciales para la funcion y la vida [3-5].

3. Antibidticos Antitumorales: Antibidticos efectivos contra el cancer, son un heterogéneo
grupo de compuestos procedentes de diversos organismos bacteriales y fungales. En general
interfieren con la sintesis de ADN, al unirse con el ADN para evitar la sintesis de ARN [3-
5].

4. Productos Derivados de Plantas: Son compuestos que son capaces de prevenir e inhibir el
crecimiento del cancer y la metéstasis, inhibiendo la divisién celular por diversos
mecanismos de accion [3-5].

5. Hormonas y Farmacos que afectan la accion o secrecion de hormonas: El crecimiento de
diversos tipos de tumores pueden ser modificados por el tratamiento con hormonas
esteroides y sus antagonistas [3-5].

6. Antineoplasicos Miscelaneos: Como por ejemplo enzimas (asparaginasa) que degradan

sustratos esenciales el metabolismo de la célula cancerosa [3-5].

Un grupo de investigadores mexicanos encabezados por la Doctora Lena Ruiz Azuara ha
desarrollado y disefiado un grupo nuevo de agentes quimioterapéuticos patentados nacional e
internacionalmente y registrados con el nombre de Casiopeinas®[6-10], buscando disminuir la
toxicidad de la quimioterapia sobre las células sanas del paciente; éste grupo de nuevos agentes
quimioterapéuticos ha mostrado tener actividad, citostatica y antineoplasica; lo que ha motivado a

continuar su estudio con el objetivo de emplearlas en la clinica.

Al. Casiopeina® 11I-Ea

El tema central de este estudio serd la Casiopeina® IllI-Ea [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)(H,O)]NO; que ha mostrado tener una buena actividad antineoplasica
in vitro en in vivo [10, 11] y ha sido sefialada como una de las mas prometedoras en los estudios
QSAR de Correlacion Estructura-Actividad cuantitativa [12].



NO;

Figura 1.Estructura de la Casiopeina® I11-Ea.
Las Casiopeinas®, han demostrado actividad antiproliferativa in vivo e in vitro, por diferentes
mecanismos: Fragmentacion del ADN, generacion de especies reactivas del oxigeno, dafio

oxidativo citosélico y alteracién a las mitocondrias inhibiendo la fosforilacién oxidativa [12-21].

A2. Mitoxantrona

Es un miembro de la familia de las antraquinonas que esta estructuralmente relacionada con la
doxorrubicina y la daunrubicina, carece de la fraccion aminoazlcar de la doxorrubicina, pero

conserva un anillo policiclico aromatico en su estructura [23-26].

Mecanismo de Accion: La Mitoxantrona no produce radicales libres, es un agente reactivo de ADN
que se intercala dentro del ADN a través de los puentes de hidrégeno, causando puentes cruzados y
ruptura de la cadena de ADN. La mitoxantrona ademas interfiere con el ARN y es un potente
inhibidor de la topoisomerasa Il, una enzima responsable del desenrroscamiento y reparacion del
dafio del ADN. Esto tiene un efecto citocida en cultivo de células humanas proliferativas y no
proliferativas [23-26].

Indicaciones: Esta indicado en esquemas de tratamiento de estados avanzados de cancer de mama,
en leucemias agudas mieloblasticas, linfoma no-Hodgkin y en carcinoma hepatocelular con

frecuencia en asociacion con otros quimioterapicos [27, 28].


http://www.infodoctor.org/www/meshd.htm?idos=21359
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Figura 2 Estructura de la Mitoxantrona [25]

B. El cancer en seres humanos en el mundo

Hoy en dia todos somos susceptibles al desarrollo del cancer; nadie esta exento de sufrir esta
enfermedad. EIl cancer puede ser padecido, en sus diferentes variantes, por mujeres y hombres de
cualquier edad, raza, situacion econémica o condicion fisica. A pesar de que el cancer es una
enfermedad muy antigua, nunca habia llegado a generar tanta morbilidad y mortalidad como las que

existen actualmente [29].

Aln con el notable progreso en el conocimiento de las bases bioldgicas y bioquimicas del cancer,
asi como de su diagnostico y tratamiento, éste sigue siendo un problema de salud publica mundial
no sélo por sus graves manifestaciones clinicas y su alta mortalidad, sino también por la gran

variedad de factores de riesgo (individuales y ambientales) con los que se asocia [29].

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises desarrollados después de las enfermedades
cardiovasculares. En el afio 2008, se tenia estimado que existen 25 millones de personas con cancer.
Cada afio mas de 12.4 millones de nuevos casos de cancer son diagnosticados y mas de 7.5 millones
de personas mueren al afio a causa de él. Se ha proyectado que para el afio 2030 el nimero de casos
nuevos aumentara a 26 millones por afio y mas de 17 millones moriran. Esta tendencia empieza a
observarse también en el mundo menos desarrollado, particularmente en los paises de medianos
ingresos de Sudamérica y Asia. Mas de la mitad de los casos de cancer ya se generan en los paises

en desarrollo [30].
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Figura 3 Cancer en el Mundo [31]

C. El cancer en seres humanos en México

C1. Morbilidad

La morbilidad en hospitales por tumores o neoplasias malignas se refieren a los egresos
hospitalarios suscitados por cancer, es decir, el nimero de casos que fueron atendidos en
instituciones de salud durante un periodo de tiempo determinado. En 2006, 81 704 mujeres y 63
440 hombres tuvieron egreso hospitalario por tumores malignos. Entre las mujeres, de cada 100
egresos 20 fueron por cancer de mama, 13 por el de cuello del Gtero y 12 por leucemias, mientras
que en los hombres, 19 de cada 100 egresos se debieron a leucemias, cerca de 8 a cancer de

prostata y 6 al de traquea, bronquios y pulmén [32].



Cuadro 1 Estadisticas en Humanos [32]

Distribucion porcentual de egresos hospitalarios por tipo de tumor
maligno para cada sexo, 2006

Tipo de tumor maligno Hombres Mujeres
Total 100.0 100.0
Del estbmago 4.0 2.7
Del colon 3.7 2.8
Del rectosigmoides, recto y ano 2.4 1.6
Traquea, bronquios y pulmon 6.0 2.6
Mama 0.4 19.8
Cuello del Gtero 0.0 13.1
Leucemias 18.8 11.9
Labio, cavidad bucal y faringe 2.3 1.2
Esofago 1.5 0.4
Higado 2.4 1.9
Pancreas 1.9 1.5
Melanoma y otros tumores de la piel 0.8 0.8
Cuerpo del utero 0.0 2.8
Ovario 0.0 7.3
Prostata 7.8 0.0
Vejiga 2.9 0.9
Otros 45.1 28.7

Fuente: SSA, DGIS. Egresos Hospitalarios, 2006. Base de datos. Procesé INEGI.

C2. Defunciones

En Meéxico, durante 2007 se registraron 514 420 defunciones, 55.4% fueron hombres y 44.6%
mujeres; de las cuales, los tumores malignos ocuparon el tercer lugar entre las principales causas
de muerte del pais con 68 815 casos (13.4%), por debajo de los decesos por las enfermedades del

sistema circulatorio y las enfermedades endocrinas, nutricionales y metabélicas [33].

De 1998 a 2007 se observa que las defunciones por tumores malignos tienden a incrementarse,

siendo las mujeres las que presentan los porcentajes mas altos en el periodo [33].



Porcentaje de defunciones por tumores malignos por sexo segln afio de ocurrencia, 1998-2007
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Figura 4 Estadisticas en Humanos [33]

En el ambito nacional, para 2007 el cancer representd la tercera causa de muerte entre las mujeres
con 35 303 defunciones (15.4%), mientras en los hombres fue la cuarta causa con 33 509 muertes,

lo que representa 11.8% del total de defunciones entre los varones [33].

Algunos tipos de cancer se localizan de forma diferenciada en mujeres y hombres, ya sea por
factores bioldgicos o de riesgo, lo que influye en su prevalencia. En las mujeres los tres principales
tipos de cancer que causaron fallecimientos durante 2007 fueron: el de mama (13.8%), cuello del
atero (12.1%) e higado (7.6%); es importante sefialar que si bien disminuyd el porcentaje de
muertes por estos tipos de cancer en comparacion con 2006, se continGan manteniendo en los

primeros lugares [33].

En los hombres, el cancer de prostata (15.7%), de tragquea, bronquios y pulmén (14%) y de
estomago (9%) fueron las principales causas de muerte por neoplasias malignas durante 2007; al
igual que en las mujeres, estas causas son similares a las de 2006, aunque el porcentaje de muertes

gue se les atribuyen ha disminuido [33].



Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo

2006-2007
2006 2007 Tumores malignos 2006 2007
36 31 Encéfalo 28 23
25 2.3 Laringe 0.4 0.3
16.5 14,0 Traguea, brongquiog v pulmén 7.7 5.8
01 0.1 IMama 15.0 13.8
a6 71 Higado 92 76
5.6 52 Pancreas 58 5.4
10.4 9.0 Ezstomago 2.4 75
35 33 ias urinarias 22z 20
171 15.7 Prostata Ovarios 5.5 4.9
Cuelle del Gtero 13.9 121
5.0 46 Celon 48 47
7.0 8.2 Leucemia 58 5.4
4.0 38 Linfoma no Hodgkin 3.0 27
16.0 258 Otros 159 245

Fuents: INEGI. Estadizticas Vitales. Defunciones 2008 v 2007, Baze de datos.

Figura 5 Distribucion Porcentual de las Defunciones por Tumores Malignos para cada Sexo 2006-
2007 [34]

D. Carcinoma Hepatocelular

El Carcinoma Hepatocelular es responsable de la mayoria de los canceres del higado. Este tipo de
cancer es mas frecuente en los hombres que en las mujeres y generalmente se observa en personas
entre los 50 y los 60 afios de edad [35].

Esta enfermedad es mas comin en partes de Africa y Asia que en Norteamérica, Sudamérica y
Europa [35].

En la mayoria de los casos, la causa del cancer hepatico generalmente es la cicatrizacion del higado
(cirrosis). La cirrosis puede ser causada por: consumo excesivo de alcohol, ciertas enfermedades
autoinmunitarias del higado, enfermedades que causan inflamacion prolongada del higado,

infeccion por el virus de la hepatitis B o C, demasiado hierro en el cuerpo (hemocromatosis), los
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pacientes con hepatitis B o C estan en riesgo de cancer del higado, incluso si no tienen cirrosis
[35].

D1. Sintomas

Sensibilidad o dolor abdominal, especialmente en el cuadrante superior derecho, tendencia al
sangrado o a la formacién de hematomas, agrandamiento del abdomen y coloracién amarillenta de

la piel o los ojos (ictericia) [35].

D2. Diagnéstico

Los examenes abarcan: Tomografia computarizada del abdomen, ecografia abdominal, biopsia del
higado, enzimas del higado (pruebas de la funcion hepética), gammagrafia del higado y alfa-

fetoproteina en suero [35].

D3. Clasificacion histoldgica

Los carcinomas hepéaticos se pueden originar en las células parenquimatosas (carcinomas
hepatocelulares) o en los conductos biliares intrahepaticos (colangiocarcinoma). La mayor parte de
los tumores (85 - 95 %) se originan en las células parenquimatosas hepéticas y se han descrito 8
variantes histolégicas: infantil, de células fusiformes, carcinosarcoma, de células claras,
esclerosante, de células gigantes, fibrolamelar y mixto; la forma fibrolamelar es mas frecuente en
mujeres jovenes. Los demas tumores (5 - 15%) se suelen originar en el conducto biliar y
corresponden a adenocarcinomas. Se distinguen de los carcinomas hepatocelulares en que muestran
igual incidencia en ambos sexos, afectan a pacientes mas viejos, muestran mucha menos asociacién
con la cirrosis y la alfa fetoproteina suele ser normal. ElI hemangioendoteloma maligno
(angiosarcoma o sarcoma de células de Kupffer) es un tumor maligno hepatico poco frecuente, pero

tiene importancia por su asociacion con Thorotrast, con el arsénico y con el cloruro de vinilo [36].

Estos tumores se diseminan por extension directa dentro del higado y a estructuras adyacentes, pero
también pueden afectar a los linfaticos y a los vasos, produciendo metéstasis en los huesos y los

pulmones [36].
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D4. Tratamiento

Cirugia: La reseccion del cancer hepatocelular localizado varia de reseccion segmentaria a
reseccion trisegmentaria (80% del higado). El carcinoma hepatico, es con frecuencia multifocal y
podria involucrar sitios multiples a través del higado al momento de la exploracién, ain cuando se
encuentra una masa dominante en la evaluacion preoperatoria, también debera incluir la busqueda
de metastasis extrahepaticas, ya que esta condicion también excluird la reseccion hepatica
planificada. La reseccion que implica una porcién mayor que una cufia no anatémica del higado, no
es bien tolerada y conlleva a una tasa alta de mortalidad en pacientes con cirrosis grave. Una
cirrosis grave podria constituir una contraindicacién para la reseccién hepatica mayor, pero podria

no ser contraindicada en el trasplante hepatico [35].

Opciones de tratamiento bajo evaluacion clinica: Quimioterapia o bioterapia: debido a la alta
proporcion de pacientes que sufren recaidas después de la cirugia de cancer del higado localizado,
se han empleado enfoques adyuvantes usando quimoembolizacidn, infusion arterial regional del

higado o terapia sistémica con farmacos quimioterapéuticos. [35].

UNAM-FMVZ
PATOLOGIA

Figura 6 Carcinoma Hepatocelular Multinodular de Perro [Cortesia de del Departamento de
Patologia FMVZ]

10



Figura 7 Carcinoma Hepatocelular Moderadamente Bien Diferenciado H.E. 40X. El borde de
crecimiento de la masa esta indicado por la flecha [37]

E. Modelo de Carcinoma Hepatocelular AS-30D

En 1967 fue establecida una variante de un tumor ascitico designado como AS-30D. Es un
hepatocarcinoma de rata que fue inducido por la administracion de 3'-Metil-4-
dimetilaminoazobenzeno [38, 39]. Fue clasificado como un hepatocarcinoma. Han sido descritas
caracteristicas ultraestructurales e histoldgicas de un hepatocarcinoma con afinidad a las tinciones a
base de nitrogeno. EIl tumor AS-30D crece primariamente en racimo o islas de células en el liquido
ascitico como células aisladas, en pares o tripletes siendo este Gltimo un componente menor del
tumor ascitico. Las células aisladas miden 11 a 15 um de didmetro, aunque han sido observados
hasta de 23 um de didmetro. Las células tumorales crecen formando cordones esféricos o
elipsoidales. El diametro promedio de las islas esféricas es de aproximadamente 50 pm; los racimos
elipsoidales promedian 50 um de ancho y 50-100 um de largo. Las caracteristicas morfoldgicas de
estas células indican que tiene un origen epitelial. Estas células tienen en general una apariencia de
hepatocitos, aunque el tamafio del ndcleo varia. Similar a las células hepaticas, los racimos
tumorales consisten de matriz celular clara y oscura Las células asciticas parecen epiteliales en
origen. Aungue las islas varian en forma y tamafio no representan una inespecifica agregacion de
células. Este sistema produce una alta densidad celular esencialmente libre de células no tumorales

y tejido conectivo [40].
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F. Apoptosis

Las células de un organismo pluricelular son miembros de una comunidad muy organizada. La
cantidad de células que componen esta comunidad esta regulada, en forma estricta no so6lo por el
control de la velocidad de division celular, sino también por el control de la velocidad de la muerte
celular. Las células que no son necesarias se suicidan mediante la activacion de un programa de
muerte intracelular. En consecuencia este proceso se denomina “muerte celular programada”,

aungue con mayor frecuencia se le designa con el nombre de “apoptosis” [41].

La apoptosis es esencial en muchos procesos fisiologicos incluidos maduracién y accion de los
mecanismos del sistema inmunoldgico, desarrollo embrionario de los tejidos y érganos, desarrollo
del sistema nervioso, remodelacion hormona dependiente de los tejidos, etc. La regulacion
inapropiada de la apoptosis puede jugar un papel importante en muchas condiciones patologicas
como: isquemia, enfermedades del corazén, cancer, enfermedades autoimunes, hepatotoxicidad,

enfermedades degenerativas del sistema nervioso central, entre otras. [42-50].

La célula que experimenta un proceso de apoptosis muere sin provocar dafio a las células
adyacentes. Una célula en via de apoptosis se retrae y se condensa, el citoesqueleto se colapsa, la
envoltura nuclear se desensambla y el ADN nuclear se fragmenta. Mas importante aun, el proceso
de apoptosis altera la superficie celular de tal forma que inmediatamente atrae células fagociticas,
por lo general fagocitos especializados denominados macréfagos. Estas células engloban a la célula
apoptosica antes de que pueda derramar su contenido. La eliminacion rapida de la célula moribunda
evita las secuelas deletéreas de la necrosis celular y permite que el fagocito recicle los componentes

de la célula apoptdsica [41].

F1. TUNEL

Por sus siglas en inglés Terminal Deoxythymidine Transferase-Mediated dUTP Nick-End Labeling
(TUNEL), es un ensayo que toma ventaja de la enzima involucrada en la fragmentacion del ADN,
pudiendo detectar células en proceso de apoptosis [47]. El ensayo puede detectar enzimaticamente
la doble o sencilla ruptura de la cadena de ADN. La enzima Deoxythimidina Transferasa (TdT)
marca la 3"OH libre de nueva generacion en el final de la cadena de ADN con un dUTP nucleétido.

Este nucledtido puede ser detectado por métodos directos e indirectos. Los métodos directos de
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deteccion usan un dUTP conjugado con una molécula de fluoresceina, mientras que el método
indirecto usa una digoxigenina-11-dUTP nucleétido que es después detectado con un anticuerpo
antidigoxigenina conjugada con una molécula de peroxidasa o fluoresceina [51].

Figura 8. Citologia de Glioma C6 de Rata que se muestra positiva a la prueba de TUNEL 40X
(Apoptosis)

G. Ciclo Celular.

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que conducen al crecimiento de la célula y la
division en dos células hijas. Las células que no estan en division no se consideran que estén en el
ciclo celular. Las etapas, mostradas en la figura 8, son G;-S-G, y M. El estado G; quiere decir
"GAP 1"(Intervalo 1). El estado S representa "Sintesis". Este es el estado cuando ocurre la
replicacion del ADN. El estado G, representa "GAP 2"(Intervalo 2). El estado M representa (la fase
M), y agrupa a la mitosis (reparto de material genético nuclear) y citocinesis (division del
citoplasma). Las células que se encuentran en el ciclo celular se denominan “proliferantes” y las que

se encuentran en fase G, se llaman células quiescentes [52, 53].
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Gy Célula fuera del ciclo celular M Fase de Mitosis
G; Intervalo 1 del ciclo celular CDK 1, 2 ,4y 6 Proteinas cinasas dependientes de
S Fase de Sintesis Ciclina
G, Intervalo 2 del ciclo celular
Figura 9. Ciclo Celular [53]

G1. Ciclinas
Las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina (CDK), son sintetizadas a partir de

protooncogenes Yy trabajan en cooperacién para regular el ciclo positivamente. Estas fosforilan

serinas y treoninas de proteinas diana para desencadenar procesos celulares [53-55].
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Ciclina B/CDK'

Ciclina A/CDK2

G; Intervalo 1 del ciclo celular M Fase de Mitosis

S Fase de Sintesis CDK 1, 2,4y 6 Proteinas cinasas dependientes de
G, Intervalo 2 del ciclo celular Ciclina

Figura 10. Expresion de Ciclinas en el Ciclo Celular [54]

G2. Expresion diferencial de ciclinas en las distintas fases del ciclo

Las ciclinas son un grupo heterogéneo de proteinas con una masa de 36 a 87 kDa. Se distinguen
segin el momento del ciclo en el que actGan. Las ciclinas son proteinas de vida muy corta: tras

disociarse de sus cinasas asociadas, se degradan con extrema rapidez [52].

G3. Transicion G,/S

La produccion de ciclina D promueve el inicio del recorrido por las fases del Ciclina Celular. Al
formar un complejo con la CDK adecuada (4 6 6) se activa la accion cinasa de esta ultima, cuyo
sustrato principal es la proteina Rb [50, 52-55]. La proteina Rb (denominadas por la contraccion de
la palabra retinoblastoma, lugar donde fue descubierta) juega un importante papel en el control de la
proliferacion celular. Se trata de una proteina supresora de tumor que en su forma hipofosforilada


http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclina

bloquea a los factores de transcripcion E2F1, E2F2 y E2F3a, que son esenciales para la expresion
de genes que le daran continuidad al ciclo (E2Fs activantes) [53-55, 56, 57].

La fosforilacién parcial de Rb por el complejo ciclina D/CDK deja en libertad a los E2Fs activantes,
los cuales tienen la capacidad de reemplazar al complejo represor pl07/E2F4 de sus promotores
blanco en etapa G; temprana (figura 9). Esta accién desemboca en la activacion transcripcional de
la ciclina E y la fosfatasa cdc25A. Es importante aqui destacar que si la ciclina D estuviera ausente,
la ciclina E tendria la capacidad suficiente para promover el inicio del Ciclo Celular ya que su
produccién no requiere forzosamente la intervencion del complejo ciclina D/CDK y ademas, como
marcaremos enseguida, posee otras proteinas blanco de gran importancia. La fosfatasa cdc25A
remueve grupos fosfatos inhibidores de CDK2 y permite asi la formacion del complejo ciclina
E/CDKZ2, que culmina la inactivacion de la proteina Rb. Se ha visto también que el complejo ciclina
E/CDK2 ejerce una accion cinasa sobre p107 y p130 (los otros dos miembros de la familia Rb)
ademas de fosforilar parte de la maquinaria de replicacion como la proteina cdc6 (figura 10) [53,
55, 57-59].

Los E2Fs activantes promueven también la expresion de ciclina A, ciclina B y proteinas de la
maquinaria de replicacion (como cdc6 y orcl) en la misma transicion G4/S. La formacion del
complejo ciclina A/ICDK2 permite activar parte de la maquinaria para iniciar la replicacion (por
fosforilacion de cdc6) y el blogueo de los E2Fs activantes, de este modo se inhibe la produccion de
proteinas que intervienen en la progresion de la etapa S, asegurando que se sinteticen solo las
necesarias (figura 12) [53-55, 56, 60].
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S Fase de Sintesis p15, p21, p27 y p53 Genes supresores tumorales
G, Intervalo 2 del ciclo celular Mdm2 Proteina reguladora del gen p53
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cdc25A fosfatasa

Figura 11. Sefalizacion, Expresion y Regulacién de Ciclinas [53]
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G4. Transicién G,/M

La fase G, del Ciclo Celular es el lapso entre el fin de la replicacidn (fase S) y el inicio de la fase M
(figura 8). Al igual que en G; la célula aumenta en tamafio y duplica sus organelos citosélicos. Por
su parte la fase M o de division celular comprende la division nuclear (mitosis) y la division

citoplasmica (citocinesis), siendo esta ultima la etapa final del Ciclo Celular [61].

El actor principal de esta transicion es el complejo ciclina B/ICDK1, antiguamente conocido como
factor promotor de la meiosis, pero dado que también fue encontrado en los procesos de mitosis de
las células animales, hoy es mas correctamente llamado factor promotor de la fase M 0 MPF por sus
siglas en inglés (M-promoting factor). EI MPF es activado por la cinasa Polo y translocado al
ndcleo en prometafase coincidiendo con la desintegracion de la membrana nuclear, por lo cual se ha
sugerido que uno de sus trabajos es fosforilar a las proteinas de la lamina nuclear, un paso
fundamental para que el nicleo se disocie en vesiculas y deje libres a los cromosomas que también
son formados por intervencién del MPF, pues observaciones in vitro revelan por parte de este una
accion cinasa sobre la histona H1. No obstante, reportes recientes indican que pueden existir otros
mecanismos de condensacion mediados por las proteinas survivina y la cinasa Aurora B,

importantes también para la segregacién cromosémica [56, 62].

Ciclina A, que puede formar un complejo con CDK1, también fosforila a proteinas de la membrana

nuclear ademas de estabilizar a ciclina B (figura 10) [54, 60].

La citocinesis para la separacion de las células hijas ocurre solo después de que finalizo la mitosis,
pues ambos procesos estan vinculados espacial y molecularmente de una manera altamente precisa
y no menos compleja. Un punto de control entre ambos procesos esta a nivel de la ciclina B. Se ha
observado que la introduccion de la ciclina B que no puede ser degradada por carecer de la
secuencia de reconocimiento por el complejo APC, arresta a las células en anafase y no se procede a
la citocinesis. Asi, el final de la citocinesis (la formacién de dos células hijas) marca el final de un
Ciclo Celular [63-65].
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G5. Requlacién y Desrequlacion del Ciclo Celular

Los tumores malignos son extremadamente diversos y heterogéneos, sin embargo, la gran mayoria
de ellos comparte una pequefia cantidad de procesos criticos necesarios para el proceso
carcinogénico. La desregulacion de la proliferacion celular y supresion de la apoptosis proveen del
sustento para la progresion neoplasica. EI punto principal es identificar como las células tumorales
difieren de las normales y como esto puede ser explicado terapéuticamente [66].

La maquinaria basica del ciclo celular esta constituida por proteinas capaces de fosforilar otras
proteinas (proteinas quinasas o, abreviadamente, quinasas) mediante la transferencia de grupos
fosfato a aminoacidos especificos. Durante las distintas fases se forman y destruyen diferentes
complejos activos de ciclinas y CDKs cuya actividad es fosforilar determinadas proteinas que
dirigen el avance del ciclo celular. El ciclo presenta diversos mecanismos de control que permiten el
adecuado término de la division celular. La principal restriccion de la fase G; es el punto R. El
evento fundamental que regula el punto R es el nivel de fosforilacion de la proteina codificada por

el gen supresor de tumores Rb (retinoblastoma) [54, 66, 67].

El segundo punto de restriccion es el de regulacion G,-M, en este intervienen complejos formados
por los dos tipos de ciclinas B (B1y B2) y la quinasa Cdc2, estas moléculas controlan el estado del
ADN celular que ha sido previamente duplicado en la fase S y son necesarias para finalizar la
mitosis [54, 66, 67].

Existe un tercer punto de control durante la transiciébn de metafase a anafase en la mitosis
denominado punto M, que asegura que no haya errores en la formacién del huso acromatico o en el
alineamiento de los cromosomas en la placa ecuatorial y se produzca un reparto igualitario de

cromosomas entre las dos células hijas [54, 66, 67].

Aln cuando las interacciones intercelulares y con la matriz extracelular son importantes en el
control de la proliferacion celular, mayoritariamente ésta es regulada por agentes quimicos,
generalmente proteinas, presentes en el suero, gue son activas a concentraciones muy reducidas y
que reciben el nombre genérico de factores de crecimiento. Los factores de crecimiento actlan
mediante su unidn reversible de alta afinidad a moléculas especificas denominadas receptores que

se encuentran en la membrana celular [54, 66, 67].
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La funcién de los receptores de los factores de crecimiento es la de sensibilizar a las células de la
llegada de éstos y, por tanto, de enviar una sefial al interior celular, conocidos genéricamente como
de transmision o transduccién que finalmente debe alcanzar el nicleo, donde se encuentra la
maquinaria responsable del control del ciclo celular y el propio ADN que debe replicarse [54, 66,
67].

Cada una de las vias que comanda la respuesta proliferativa normal celular esta alterada en la
mayoria de los tipos de cancer. Las alteraciones genéticas que la afectan se pueden agrupar

basicamente en dos:

a) Mutaciones que permiten saltarse los estimulos mitogénicos externos o internos necesarios para
el inicio de la division celular.

» Mutaciones que inactiven factores que limitan la proliferacion celular.

« Mutaciones que activen mitogénos como ras.

» Mutaciones que afecten alguno de las sefiales intermedias de moléculas de transduccion que llevan
informacion mitogénica.

b) Mutaciones que actuan sobre la etapa tardia de la etapa G del ciclo celular, relacionado con el
punto regulador del gen Rb.

* Deleciones de gen Rb.

* Mutaciones que producen la desregulacion de ciclinas dependientes de kinasas encargadas de la
fosforilacion de pRb.

* Expresion descontrolada de gen c-myc [53, 54, 66, 68].

H. Proliferacion Celular

La tasa de proliferacion celular de un tumor se determina por la diferencia entre la tasa de division
celular y la tasa de pérdida celular. Es asi como tumores que presentan tasas de proliferacion celular
inferiores a las células normales pueden crecer y progresar debido a una vida media prolongada de

las células tumorales [66].
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H1.Antigeno Ki-67

En la actualidad, la medicion de la tasa de expresion del antigeno Ki-67, es uno de los métodos mas
usados para determinar el indice de proliferacion, lo que permite correlacionar la tasa proliferativa
tumoral con variables clinico-patoldgicas. El anticuerpo monoclonal anti-Ki-67 detecta un antigeno
nuclear que se expresa en células que se encuentran en las fases “activas” del ciclo celular, es decir,
en las fases G,, S, M y en la parte ulterior al umbral mitogénico, no siendo detectable en la fase
preumbral (fase G;c) o para algunos fase G, 0 de reposo del ciclo. La naturaleza exacta de este
antigeno nuclear se desconoce aunque se ha establecido similitud con ADN polimerasa-alfa. Este
antigeno es codificado por un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 10 (10¢25). La
expresion de Ki-67 se correlaciona con otros indices de proliferacion celular, tales como la
medicidn de la fraccién S + G,M mediante citometria de flujo, e incorporacién de timidina tritiada y
bromodeoxiuridina. Este parece ser uno de los pocos marcadores de proliferacion celular que se
correlaciona con pronostico y estadio del tumor. De este modo tenemos que altos indices de
marcacion con Ki-67 se correlacionan con mayor posibilidad de metastasis en tumores incipientes

ademas de peor pronostico en pacientes con tumores avanzados [66, 69-71].
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I1. Justificacion

El cancer en seres humanos se ha convertido en una de las primeras causas de muerte a nivel
mundial y por esta razon, los sistemas de salud alrededor del mundo han concentrado sus esfuerzos
en la investigacién de este padecimiento, resultando en grandes avances en el desarrollo de
farmacos con actividad antineoplasica. Sin embargo, a pesar de estos progresos, las alternativas
quimioterapéuticas con las que se cuenta hoy en dia ven su eficacia mermada en parte por las
diversas desventajas que se les han demostrado, tales como: los altos costos, la baja selectividad, la
severa toxicidad aguda y cronica, ademas de los intensos efectos colaterales que se han comprobado
ya en el uso clinico la mayoria de ellos. Adicionalmente se debe de considerar el desarrollo de
resistencia y la reaparicion del cancer después de haber seguido una terapia aparentemente exitosa
debido a que no se eliminaron todas las células tumorales. Asi pues, resulta importante e imperiosa
la investigacion y el desarrollo de nuevos antineoplasicos que ofrezcan una alternativa mas eficaz y
que al mismo tiempo minimicen los efectos colaterales y la toxicidad de los que ya se encuentran en

uso actualmente.
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I11. Objetivos Generales

Evaluar la actividad de la Casiopeina® 111-Ea, en el modelo in vivo de Hepatocarcinoma AS-30D en

ratas.

Determinar si la Casiopeina® 111-Ea a dosis terapéuticas induce alteraciones hematoldgicas en los

animales experimentales.
Objetivos Particulares

Determinar los efectos citotoxicos o citostaticos atribuibles a los tratamientos experimentales con

Casiopeina® I11-Ea sobre las células del Hepatocarcinoma AS-30D.

Determinar si existen alteraciones en los valores del hemograma de los sujetos experimentales,

adjudicables a los tratamientos con Casiopeina® I11-Ea.
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IV. Hipotesis

La estimacion de la actividad bioldgica en estudios QSAR, como los resultados obtenidos in vitro
en modelos de isotransplantacion en ratén han sido prometedores para la Casiopeina IllI-Ea,
entonces mostrard actividad en el modelo in vivo de Hepatocarcinoma de rata AS-30D y se

obtendran datos clinicos necesarios como parte de los estudios de seguridad de un farmaco.
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V. Material y Metodologia

El experimento fue realizado en las instalaciones de la UNEXA de la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México y fue aprobado tanto por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica como por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (CICUAE) de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Reactivos

Azul Tripano (GIBCO®), Agua Destilada (Pisa®), Anticuerpo monoclonal de conejo anti-Ki-67,
Clona SP6, Isotipo IgG (Bio SB®), Casiopeina® I11-Ea que fue sintetizada por la Dra. Maria Elena
Bravo GOmez, en el laboratorio 210 del Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México (para detalles de su sintesis
consultar [6-9]), Hematoxilina (Meyer®), In Situ Kit de deteccién de muerte celular (Roche®), Kit
de Inmunodeteccién ratén/conejo (Bio SB®: 1) Peroxido de Hidrégeno al 3%, 2) Anticuerpo
Biotinado, 3) Anticuerpo con peroxidasa conjugada, 4) Cromégeno), Mitoxantrona (Mitoxgen®),
Recuperador Antigénico 10X (Dakocytomation®), Resina para montaje de laminillas (Merck®),
Solucién Amortiguada de Fosfatos sin calcio y magnesio (ICN Biomedical INC®), Solucién de

lavado 20X (Spring Biociencie®).

Lineas Tumorales

Hepatocarcinoma AS-30D congelado donado por la Dra. Sara Rodriguez del Instituto Nacional de

Cardiologia-lgnacio Chavez, SSa.

Equipo
Campana de flujo laminar para animales (Veco®), Campana de flujo laminar Mini-V/PCR

(Telstar®) Centrifuga, Hemocitometro, Microscopios, Agitador, Kit de Camaras Coverplate para

inmunohistoquimica (Shandon®), Olla de presion, Instrumental Bésico de Cirugia.
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Calculo de Tamario de Muestra

El tamafio de muestra se calcul6 con base en el método publicado en Kirkwood [72] por medio del
programa EpiCalc 2000 Version 1.02 [73]. Para su calculo se utilizaron los promedios y
desviaciones estdndar de la variable Densidad Celular de un experimento publicado [74] y un
Experimento Piloto realizado en las instalaciones de la UNEXA. Los datos fueron: promedio y
desviacion estandar del grupo control de la literatura: 1.5 X 10'°+0.4 X 10" y del Experimento
Piloto: 0.52 X 10"+ 0.1 X 10 con las desviaciones estandar de la publicacion y el experimento

piloto se obtuvo la  desviaciobn estandar comin de la  siguiente  manera:

(nl _1)812 + (nz _1)82

S. = n,+ n2_2 donde: n; es el tamafio de muestra del grupo control de la

\

literatura; n, es el tamafio de muestra del Experimento Piloto; s y s% son las varianzas del grupo

control de la literatura y del Experimento Piloto respectivamente. Se usé una potencia de 99% y una
significancia de 0.01. Se obtuvo un resultado de 3 unidades para cada grupo que fue aumentado a 6
ratas. Se plantea la formacién de 5 grupos por ensayo que corresponderan a: Grupo | Control,

Grupo Il Tratado con Mitoxantrona, y 3 esquemas de tratamiento con la Casiopeina® 11l Ea.

Animales

32 Ratas Hsd:Wistar macho de entre 260 a 290 ¢, adquiridas a Harlan Laboratories-México y
certificadas como “Libres de Patogenos Especificos”. Los animales fueron alojados bajo
condiciones ambientales controladas que incluyen extraccién e inyeccion de aire con 18 recambios
por hora; éste se realiz6 mediante filtros HEPA filtrandose particulas hasta de 5 um en el aire de
inyeccién. La temperatura se mantuvo a 23 °C + 1 °C y la humedad relativa en 55%, los ciclos de
luz-oscuridad seran de 12/12 hrs. Se les proporciond alimento esterilizable para raton/rata Harlan
Teklad 20185 y agua ad-libitum, la cual se filtro mediante filtros millipore y posteriormente recibe
un tratamiento de cloracion a fin de desinfectar el agua, las jaulas para su alojamiento fueron de
acrilico cristal transparente con las dimensiones siguientes para ratas: 32 x 47 x 20 cm. (1 caja para
5 ratas), la cama (Aspen 7083) se cambid cada tercer dia, los bebederos se lavaron un dia a la

semana y se esterilizaron.
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Determinacion de las Dosis Experimentales de Casiopeina® 111-Ea

Debido al prometedor desempefio de la Casiopeina® I11-Ea en los estudios de correlacion estructura-
actividad [11], asi como en los estudios en lineas tumorales in vitro [69, 70] e in vivo [11], se tenia
una alta expectativa del resultado de su desempefio en este experimento. Debido a lo anterior, se
partié de la DL, por via intraperitoneal para machos Wistar, que es de 5.92 mg/kg [75], y se tomo
como base para las dosis experimentales la décima parte de ésta (0.6 mg/kg redondeado). Sin
embargo, ante la posibilidad de que el tratamiento fuera tan eficaz que no dejara células en
cantidades suficientes como para obtener muestras para practicarles la prueba de TUNEL y del
anticuerpo anti-Ki-67, se decidi6 probar con tres dosis: dos por debajo de la décima parte de la DLz,
(0.6 mg/kg), una 0.4 mg por debajo (Casio Il1-Ea 0.2 / 0.2 mg/kg o 0.44 micromol/kg), una de 0.2
mg/kg por debajo (Casio IlI-Ea 0.4 / 0.4 mg/kg o 0.88 micromol/kg), y otra de 0.2 mg por arriba
(Casio I11-Ea 0.8 / 0.8 mg/kg 0 1.76 micromol/kg).

Cultivo Celular

Descongelamiento Celular

A) Descongelamiento de las Células: Se extrajo el tubo de Eppendorf del ultracongelador y se
introdujo cuidadosamente en un bafio de agua a 37°C y en el momento que se observd el
descongelamiento se coloco la suspensién celular en un tubo con 10 ml de solucién isotdnica
preparado en el interior de una campana de flujo laminar, el cual se agité vigorosamente hasta
disolver la alicuota y se centrifugd durante 2 minutos a 1500 r.p.m. Posteriormente, el sobrenadante

se desecho y el paquete celular se resuspendid en un mililitro de solucién isoténica.

B) Cuantificacion de las Células: Por separado en un tubo de Eppendorf se colocaron 20 pl de la
suspension de células y 80 pl de solucion de azul tripano; se mezcla perfectamente y se transfiere
cuidadosamente a las dos secciones de la cdmara de Neubauer. Se colocé en el hemocitometro en el
microscopio éptico utilizando el objetivo de 10X, y se procedié a contar el nimero de células
tefiidas y no teflidas por mm? utilizando los recuadros de conteo de leucocitos, la cuenta se repite en
las otras secciones y después se hacen los calculos correspondientes a la viabilidad y al nimero de

células por ml de suspension.
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C=N *10* *FD
Donde: C= Células por ml, N= Promedio de las células contadas, 10* = Factor de conversion de la
camara, FD= Factor de Dilucion.

C) Viabilidad: La viabilidad puede ser calculada a partir del conteo anterior utilizando la siguiente

formula:

Porcentaje de Viabilidad= [(Tot-Tef)/Tot)]*100

Donde: Tot= Total de células contadas, Tefi= Células tefiidas

Proliferacion in vivo

Una vez descongeladas las células, en el primer pase se realiz6 proliferacion in vivo con la
finalidad de reavivar a las células tumorales después del congelamiento y alcanzar el nimero

necesario de células para inocular a los 30 animales experimentales.

Primer Pase: Se tomaron un minimo de 4.5 X 10" células previamente descongeladas y se inoculan
por via intraperitoneal en 2 ratas macho Hsd:Wistar de entre 230 a 260 g, Siete dias después, se
desarrolla un tumor peritoneal en forma de liquido ascitico. Los animales fueron sacrificados en
camara de CO,, y llevados a una cdmara de flujo laminar en donde se les realizo una incision en
linea media y el liquido ascitico fue extraido en condiciones estériles y finalmente se contd el

namero de células por mililitro [74].

Segundo Pase: Del liquido ascitico obtenido se inocularon 4.5 X 10" células por via intraperitoneal
a 30 machos Hsd:Wistar de entre 230 a 260 g [74].

Trascurridos 15 minutos después de la inoculacion del tumor, se administraron los

respectivos tratamientos (Cuadro 2) a cada uno de los animales de los diferentes grupos.

A los 7 dias de tratamiento, los animales de todos los grupos se anestesiaron y sangraron por
puncién intracardiaca para obtener muestras para su estudio hematoldgico. Los animales aln

anestesiados fueron trasladados a la cAmara de CO, para ser sacrificados de manera humanitaria.
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A todos los individuos se les realiz6 una incision en linea media y se extrajo el liquido ascitico.
Posteriormente se realizé un lavado de la cavidad peritoneal con 10 ml una solucién isotdnica
amortiguada y se incluyé al resto del liquido colectado. A continuacidn se contabiliz6 la densidad
celular total: multiplicando, la densidad celular por ml (determinado por medio de la cdmara
Neubauer con el método anteriormente descrito) por el volumen total del liquido ascitico.

Disefio Experimental

El disefio fue completamente aleatorizado. El ensayo constd de 6 animales por grupo. A las ratas se

les aleatorizaran cada uno de los 5 tratamientos bajo el siguiente esquema:

Cuadro 2. Esquemas de Tratamiento por Via Intraperitoneal

Tratamiento | n Dia 0" Dia 2 Dia 4 Dia 6
Tratamiento | 6 Agua Iny. Agua Iny. Agua Iny. Agua Iny.
) . . . Mitox. 2.5 mg/kg
Tratamiento Il 6 Mitox. 2.5 mg/kg Mitox. 2.5 mg/kg Mitox. 2.5 mg/kg [76]
] CaslllEa0.2 CaslllEa0.2
Tratamiento Il | 6 Cas Il Ea 0.2 mg/kg Cas 11l Ea 0.2 mg/kg
mg/kg- mg/kg
] CaslllEa0.4 CaslllEa0.4
Tratamiento IV | 6 Cas Il Ea 0.4 mg/kg Cas 1l Ea 0.4 mg/kg
mg/kg mg/kg
] CaslllEa0.8 CaslllEa0.8
Trataiento V 6 Cas Il Ea 0.8 mg/kg Cas 1l Ea 0.8 mg/kg
mg/kg mg/kg

Patologia

Enseguida se les practicd la necropsia a cada uno de los sujetos experimentales y se tomaron

muestras de pulman, rifién, higado y bazo.

Los liquidos asciticos que se les observo una elevada turbidez (indicativo de alta densidad celular),
las muestras se agitaron y se les realizaron extendidos directos; a los que presentaron escasa
turbidez (indicativo de baja densidad celular), para concentrar la suspensién de células se les

centrifugo a 1500 r.p.m., se decanto y les agrego 1 ml de solucién isotonica amortiguada, las
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muestras se agitaron y se les realizaron extendidos. En todos los casos se les realizaron estudios
citologicos, el ensayo de TUNEL y el marcador inmunohistoquimico para el antigeno Ki-67.

Citologia

Después de realizados los extendidos se fijaron en alcohol al 96 % por 30 min, se enviaron para su
procesamiento Citolégico en el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, donde fueron tefiidos con la tincién de Papanicolau. Por ultimo, con microscopia
Optica de luz se examinaron el nucleo y el citoplasma celular para evaluar los cambios citologicos

con relacion a la respuesta al tratamiento en cada uno de los grupos [77].

Inmunohistoquimica

Las muestras fueron procesadas para detectar el marcador inmunohistoquimico: para el antigeno Ki-
67.

Procesamiento de las muestras para Ki-67: A partir del liquido ascitico se realizaron extendidos
los cuales fueron fijados en alcohol al 96 %. Se rehidrataron con pases desde alcohol absoluto,
alcohol al 90%, alcohol al 70%, alcohol al 50%, y finalmente agua destilada en un tren de tincién.
Posteriormente se sumergieron las muestras en el recuperador antigénico 10X (Dakocytomation®),
y a continuacion se sometio a calor en olla de presion durante 20 minutos. Las laminillas se dejaron
enfriar por 20 minutos, éstas se lavaron con solucién amortiguada de fosfatos a un pH 7 durante 5
minutos. El blogueo de peroxidasas enddgenas se realizé con H,O, al 3 % por 5 minutos.
Nuevamente se lavo con solucién amortiguada de fosfatos y se adicioné el anticuerpo primario
(Anticuerpo anti-antigeno Ki-67 Bioselec®) durante 30 minutos a temperatura ambiente y se lavaron
las laminillas con solucién amortiguada de fosfatos durante 5 minutos. Posteriormente se agregé el
anticuerpo secundario biotinilado por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron las muestras y
se agrego el complejo estreptovidina conjugada con peroxidasas por 15 minutos a temperatura
ambiente. Por Gltimo, se lavaron las muestras con solucion amortiguada de fosfatos, se agreg6 el
cromogeno por 5 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con solucion amortiguada de fosfatos,
se tifieron con hematoxilina por 1 minuto y se lavaron. Las muestras se secaron al aire y se

cubrieron con resina y cubreobjetos para su observacion [77].

29



Ensayo de TUNEL

Las muestras fueron procesadas para realizar el ensayo de TUNEL.

Procesamiento de las muestras para TUNEL: A partir del liquido ascitico se realizaron
extendidos los cuales fueron fijados en alcohol al 96 %. Se rehidrataron con pases desde alcohol
absoluto, alcohol al 90%, alcohol al 70%, alcohol al 50%, y finalmente agua destilada en un tren de
tincion. Posteriormente se sumergieron las muestras en el recuperador antigénico 10X
(Dakocytomation®), y a continuacion se someti6 a calor en olla de presion durante 20 minutos. Las
laminillas se dejaron enfriar por 20 minutos, éstas se lavaron con solucién amortiguada de fosfatos a
un pH 7 durante 5 minutos. El bloqueo de peroxidasas enddgenas se realiz6 con H,0, al 3 % por 5
minutos. Nuevamente se lavd con solucion amortiguada de fosfatos. Se agregé la enzima
Deoxythimidina Transferasa (TdT) y el sustrato de digoxigenina-11-dUTP nucleétido, se incub6 en
camara himeda a 37 °C, durante 30 minutos. Se realizaron 3 lavados con solucién amortiguada de
fosfatos. Enseguida se agreg6 el anticuerpo antidigoxigenina conjugada con una molécula de
peroxidasa (Roche®) y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados
con solucion amortiguada de fosfatos y se agregd el cromdgeno por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se lavaron con solucion amortiguada de fosfatos y se tifieron con hematoxilina por 1
minutos, se lavaron y se secaron al aire. Se cubrieron con resina y cubreobjetos para su observacién
[78].

Determinacion de las proporciones de células positivas para la prueba de TUNEL v el antigeno Ki-
67

De los extendidos realizados se obtuvieron de dos tipos: 1) Los que tenian alta densidad de células y
2) Los que tenian una muy baja densidad de células. Por lo que para la contabilizacion de las células
se emplearon dos métodos: 1) Para el caso de los extendidos con alta densidad de células, se dividi6
la laminilla en 10 sectores y se contaron la totalidad de las células con marcaje positivo y las que no
presentaron positividad de dos campos por sector. 2) Para el caso de los extendidos con baja
densidad de células, se contabilizaron las células con marcaje positivo y las que no presentaron

positividad hasta llegar a un total de 100 células.

De la totalidad de células contadas (positivas y negativas) por cualquiera de los dos métodos, se

determino que porcentaje representaba las células positivas.
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Los resultados de las diferentes técnicas inmunohistoquimicas se correlacionaron con la densidad

celular total y los hallazgos histopatoldgicos de cada caso.

Hematologia

Las muestras de sangre obtenidas fueron inmediatamente procesadas en el Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Determinadndose los valores de
hematocrito, conteo de eritrocitos, determinacion de hemoglobina, conteo de plaquetas,
determinacion de solidos totales, conteo de leucocitos totales, conteo de neutrdfilos, conteo de

linfocitos, conteo de monocitos, conteo de eosinofilos y conteo de basofilos.

Los resultados obtenidos en la hematologia, se compararén con los valores de referencia y entre

grupos.

Andlisis estadistico

Para determinar el riesgo de inhibir el desarrollo tumoral se realizé6 un analisis de regresién

logistica.

Las variables categéricas porcentaje de positividad a TUNEL y antigeno Ki-67, fueron analizadas

por medio de Ji-cuadrada.

Las variables continuas densidad celular total, determinacion de hematocrito, conteo de eritrocitos,
determinacién de hemoglobina, conteo de plaquetas, conteo de leucocitos totales, conteo de
neutréfilos, conteo de linfocitos, conteo de monocitos y conteo de eosinofilos, se les realizaron las

pruebas de normalidad y de homogeneidad de varianzas.

Las variables densidad celular total, conteo de plaquetas, conteo de monocitos y conteo de
eosindfilos, cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, por lo que
se les realizd la prueba de analisis de varianza y en el caso de la variable densidad celular total, para

comparar los controles contra los grupos tratados se les realizé la prueba de Dunett.
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Las variables conteo de plaquetas y conteo de monocitos, presentaron diferencias en la prueba de
analisis de varianza por lo que se les realizé una prueba de Tukey.

Las variables determinacion de hematocrito, conteo de eritrocitos, determinacion de hemoglobina,
determinacion de solidos totales, conteo de leucocitos totales, conteo de neutrofilos y conteo de
linfocitos no cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, por lo que
se les realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

Las variables determinacion de hemoglobina, conteo de leucocitos totales, conteo de neutréfilos y
conteo de linfocitos presentaron diferencias en la prueba de Mann Whitney, por lo que se les realiz6

una prueba no paramétrica de compaciones multiples de Mann Whitney.
El anélisis se realizd en el programa SPSS Version 16°. Se consideraron diferencias significativas

cuando P < 0.05. Para los casos en que no se encontrd diferencias significativas se calcul6 la

potencia (1-B) con el programa G*Power Version 3.1.2°.
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V1. Resultados

Necropsias

No se encontraron evidencias de masas, inflamacion o necrosis a nivel de tejido
subcutaneo, musculatura abdominal u 6rganos de la cavidad abdominal que sugieran un

error en la técnica de inoculacién del tumor o la administracién de los tratamientos.

Los resultados del examen histopatol6gico obtenidos en este trabajo, seran utilizados en

estudios posteriores.

Inhibicién del Crecimiento Tumoral

Se evalud la capacidad cada unos de los tratamientos para inhibir completamente el desarrollo del

tumor, obteniendo los siguientes resultados.

Cuadro 3. Inhibicién del Crecimiento por Grupo

Tratamiento

Animales en que se Inhibié

el Desarrollo Tumoral

Completamente

Porcentaje en que se
Inhibio el Desarrollo

Tumoral

Si No Completamente
Agua Inyectable 1 5 16.66 %
Mitoxantrona 4 2 66.66 %
Casiopeina® I11-Ea 0.2 mg/kg 1 5 16.66 %
Casiopeina® I11-Ea 0.4 mg/kg 1 5 16.66 %
Casiopeina® I11-Ea 0.8 mg/kg 4 2 66.66 %
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Cuadro 4. Riesgo de Inhibicién del Tumor de los Farmacos vs Tratamiento con Agua

Inyectable

Riesgo de la inhibicién del
o Intervalo de
) Crecimiento Tumoral en la
Tratamiento » ) Confianza 95
Comparacion con el Tratamiento con

%
Agua Inyectable
Mitoxantrona 2.5 0.763 8.192
Casiopeina® I11-Ea 0.2 mg/kg 1 0.603 1.659
Casiopeina® I11-Ea 0.4 mg/kg 1 0.603 1.659
Casiopeina® 111-Ea 0.8 mg/kg 25 0763 | 8.192

Se determind que en comparacion con el grupo tratado con agua inyectable, los tratamientos de
Casiopeina® 111-Ea de 0.4 y 0.8 mg/kg, presentaron el mismo riesgo de inhibir completamente el
desarrollo del Hepatocarcinoma AS-30D. En el caso de los tratamientos con Mitoxantrona y de
Casiopeina® 111-Ea a dosis de 0.8 mg/kg presentaron el mismo riesgo de inhibir el desarrollo
tumoral y tienen 2.5 veces mas riesgo de inhibir el Hepatocarcinoma AS-30D en comparacion con

el grupo tratado con agua inyectable.

Inhibicion del Crecimiento Tumoral por Grupo

3 B No Desarrollaron

§ Tumor

[

° 3

o

5

£

b=

=z

2 O Desarrollaron

Tumor

Agua Mitoxantrona Casiopeina lll- Casiopeina lll- Casiopeina lll-
Inyectable Ea 0.2 mg/kg Ea 0.4 mg/kg Ea 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 12. Inhibicion del Desarrollo Tumoral Total por Grupo
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Citologia

Los extendidos para citologia fueron tefiidos con tincion de Papanicolau y se encontraron los
siguientes hallazgos por grupo.

Grupo | Agua inyectable: En 5 de los 6 individuos se observa abundante material conformado por
eritrocitos y células redondas, las cuales de manera predominante se encuentran de manera aislada y
en menor proporcion formando dobletes o tripletes. Las caracteristicas celulares predominantes
incluyen marcada anisocitosis, anisocariosis, escaso citoplasma, nucleo grande con cromatina
granular fina, uno o dos nucléolos prominentes; se pueden observan una o dos mitosis por campo,
de las cuales la mayoria son aberrantes (Figura 27). Para el caso del sexto individuo se observa un
moderado infiltrado de leucocitos y ninguna evidencia de las células del Hepatocarcinoma AS-30D,

por lo que se supone que el individuo rechazo las células tumorales.

Grupo Il Mitoxantrona: Sélo en dos de los seis individuos de prueba se pudo detectar evidencia de
material celular a las que se les observa las siguientes caracteristicas: Escaso material conformado
por eritrocitos, leucocitos que en su mayoria son monocitos y células redondas, las cuales de
manera predominante se encuentran aisladas. Las caracteristicas celulares predominantes incluyen
escaso citoplasma, nicleo grande con cromatina granular fina, uno o dos nucléolos muy
prominentes (Figura 28). En el caso de los cuatro individuos a los que no se les encontré evidencia
de células tumorales o de infiltrado leucocitario (que sugiera rechazo de parte del individuo
experimental a las células tumorales), se asume que el desarrollo del tumor fue completamente

inhibido por efecto del tratamiento.

Grupo 111 Casiopeina® I11-Ea 0.2 mg/kg: En 5 de los 6 individuos se observa evidencia de material
celular el cual es abundante conformado por eritrocitos y células redondas, las cuales de manera
predominante se encuentran de manera aislada y en menor proporcion formando dobletes o
tripletes. Las caracteristicas celulares predominantes incluyen marcada anisocariosis, escaso
citoplasma, nicleo grande con cromatina granular fina, uno o dos nucléolos prominentes; se pueden
observan una o dos mitosis por campo, algunas de las cuales son aberrantes (Figura 29). En el caso

del sexto individuo, al no encontrarse evidencia de células tumorales o de infiltrado leucocitario

35



(que sugiera rechazo de parte del individuo experimental a las células tumorales), se asume que el

desarrollo del tumor fue completamente inhibido por efecto del tratamiento.

Grupo IV Cas. IlI-Ea 0.4 mg/kg: En 5 de los 6 individuos se observa abundante material
conformado por eritrocitos y células redondas, las cuales de manera predominante se encuentran
aisladas y en menor proporcion formando dobletes o tripletes. Las caracteristicas celulares
predominantes incluyen marcada anisocariosis, escaso citoplasma, nlcleo grande con cromatina
granular fina, uno o dos nucléolos prominentes, ademas se pueden observan una o dos mitosis por
campo algunas de las cuales son aberrantes (Figura 30). Asi mismo, se observan indicios de algunos
cuerpos apoptdsicos en las células tumorales (Figura 31). En el caso del sexto individuo, al no
encontrarse evidencia de células tumorales o de infiltrado leucocitario (que sugiera rechazo de parte
del individuo experimental a las células tumorales), se asume que el desarrollo del tumor fue

completamente inhibido por efecto del tratamiento.

Grupos V Casiopeina® I11-Ea 0.8 mg/kg: Sélo en dos de los 6 individuos de prueba se pudo detectar
evidencia de material celular, de los cuales se observan las siguientes caracteristicas: abundante
material conformado por eritrocitos y células redondas, las cuales se encuentran de manera aislada y
en menor proporcion formando dobletes o tripletes. Las caracteristicas celulares predominantes
incluyen marcada anisocariosis, escaso citoplasma, nicleo grande con cromatina granular fina, uno
o0 dos nucléolos prominentes; se pueden observan una o dos mitosis por campo algunas de las cuales
son aberrantes (Figura 32), Asi mismo se apreciaron cuerpos apoptosicos en las células tumorales
(Figura 33). En el caso de los cuatro individuos a los que no se les encontrd evidencia de células
tumorales o de infiltrado leucocitario (que sugiera rechazo de parte del individuo experimental a las
células tumorales), se asume que el desarrollo del tumor fue completamente inhibido por efecto del

tratamiento.
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Evaluacién de la Actividad Antitumoral

Los resultados por grupo y la contrastacion de la densidad celular total entre los grupos, son
presentados en la figura 13.

Promedio de la Densidad Celular por Grupo
2.72

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina lll-Ea 0.2 Casiopeina lll-Ea 0.4 Casiopeina Ill-Ea 0.8
mg/kg mg/kg mg/kg

Tratamiento

Figura 13. Promedio de la Densidad Celular por Grupo

a'y b = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Dunnet t;
1-B dea=Casio 0.2 Ill-Ea (0.84) y Casio 0.4 IlI-Ea (0.75)
1-B deb=0.85
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Prueba de TUNEL

Los resultados por grupo y la contrastacion de los porcentajes de positividad para la prueba de
TUNEL entre los grupos, son presentados en la figura 14.

Porcentaje de Positividad para la Prueba de TUNEL por Grupo
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Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento
Figura 14. Porcentaje de Positividad para la Prueba de Tunel por Grupo

a, b, c yd = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de x*
1-Bdea=0.97
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Inmunohistoquimica

Antigeno Ki-67

Los resultados por grupo y la contrastacion de los porcentajes de positividad para Ki-67 entre los
grupos, son presentados en la figura 15.

Porcentaje de Positividad para Ki 67 por Grupo
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Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 15. Porcentaje de Positividad para Ki-67

a, b,c y d = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de x?,
1-B ded =0.95
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Los resultados integrados y la contrastacion de la densidad celular total, porcentaje de positividad a
la prueba de TUNEL y Ki-67 se presentan en la figura 16

Promedios de la Densidad Celular Total y Porcentaje de Positividad de Prueba de

TUNEL y Ki-67 por Tratamiento
80

N ODensidad Celular i

OTUNEL

® 0°Ki 67" N
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Celulas 1X10°
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o
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10 + .

b = b
0 ==
Agua Mitoxatrona Casiopeina lll-Ea Casiopeina lll-Ea Casiopeina lll-Ea

Inyectable 0.2 mglkg 0.4 mglkg 0.8 mg/kg

Figura 16. Promedio de la Densidad Celular, Porcentaje de Positividad a la Prueba de TUNEL y Ki
67 por Tratamiento

a, b, c d,ef g, h,i,j= Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) Dunett t; (Densidad
Celular) y prueba de % (TUNEL y Ki-67)

1-B dea=Casio 0.2 Ill-Ea (0.84) y Casio 0.4 IlI-Ea (0.75)

1-p de b=0.85

1-Bdec=0.97

1-B dej=0.95
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Hematologia

Hematocrito

Los resultados por grupo y la contrastacion de la determinacion del hematocrito entre los grupos,

Cuadro 7. Valores Hematoldgicos de Referencia en Ratas

Analito Rangos Unidad
Hematocrito 0.35-0.57 L/L
Eritrocitos 5-10 x 10%/L
Hemoglobina 110-190 g/L
Plaquetas 200-1500 X 10%/L
Sélidos Totales 72-82 g/L
Leucocitos Totales 3-17 10%/L
Neutrofilos 05-45 10%/L
Linfocitos 2-14 10°%/L
Monocitos 0.03-0.17 10%/L
Eosindfilos 0.03-0.17 10°%/L
Baséfilos Raros 10%/L

Burns KF. 1966 [79]

son presentados en la figura 17.

Promedio de Hematocrito por 0Glsrzupo

o 0.088 N
' 0.028 0.042
N
T N7 0.141 ' i
0.5
l A
0.4
= 03
a a a a
0.2 ‘a’*
0.1
0

Agua Inyectable

Mitoxantrona

Casiopeina 0.2 mg/kg

Tratamiento

Casiopeina 0.4 mg/kg

Figura 17. Promedio por Grupo de Hematocrito

Casiopeina 0.8 mg/kg

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Kruskal Wallis x* 4
* Estan fuera de Rango [0.35-0.57 L/L][79]
1-Bdea=0.78
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Eritrocitos

Los resultados por grupo y la contrastacion de los conteos de eritrocitos entre los grupos, son
presentados en la figura 18.

Promedio del Conteo de Eritrocitos por Grupo

1.47

x10%2/L

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg
Tratamiento

Figura 18. Promedio por Grupo del Conteo Eritrocitos

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Kruskal Wallis x* 4
1-Bdea=0.74
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Hemoglobina

Los resultados por grupo y la contrastacion de la cuantificacion de la hemoglobina entre los
grupos, son presentados en la figura 19.

Promedio de Hemoglobina por Grupo
44.27
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Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 19. Promedio por Grupo de la Determinacién de Hemoglobina

a, b, ¢ = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Mann Whitney x° ;
1-B de a = Mitox (0.99), Casio Il1-Ea 0.2 (0.36) Casio Ill-Ea 0.4 (0.91) y Casio 0.8 I11-Ea (0.99)

1-B de b= Casio Il1-Ea 0.4 (0.84) y Casio 0.8 Ill-Ea (0.98)

1-Bdec=0.51
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Plaguetas

Los resultados por grupo y la contrastacién de los conteos de plaquetas entre los grupos, son
presentados en la figura 20.

Promedio del,Conteo de Plaquetas por Grupo
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Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento
Figura 20. Promedio por Grupo del Conteo de Plaquetas por Grupo

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba Tukey Z
1-B de a=Casio Ill Ea 0.2 (0.99), Casio Il1l-Ea 0.4 (0.94), Casio I11-Ea 0.8 (0.95)
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Sélidos Totales

Los resultados por grupo y la contrastacion de la determinacion de los sélidos totales entre los
grupos, son presentados en la figura 21.

Promedio de Sélidos Totales por Grupo

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamientos

Figura 21. Promedio de Sélidos Totales por Grupo

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Kruskal Wallis x* 4
1-Bdea=0.78
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Leucocitos Totales

Los resultados por grupo y la contrastacion de los conteos totales de leucocitos entre los grupos,
son presentados en la figura 22.

Promedio del Conteo de Leucocitos Totales por
Grupo

3.71 3-51

16

X10°/L

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 22. Promedio del Conteo de Leucocitos Totales por Grupo

a, b = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Mann Whitney x* 1
* Estan fuera de Rango [3-17 X 10%L] [79]
1-B de a=Casio Ill Ea 0.2 (0.99), Casio Ill-Ea 0.4 (0.91), Casio Il1-Ea 0.8 (0.89)
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Neutréfilos

Los resultados por grupo y la contrastacion de los conteos de neutréfilos entre los grupos, son
presentados en la figura 23.

Promedio del Conteo de Neutréfilos por Grupo
4,19

X10°%/L

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 23. Promedio del Conteo de Neutrofilos por Grupo

a, b = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Mann Whitney x* ;
* Estan fuera de Rango [0.5 — 4.5 X 10%/L] [79]
1-B de a=Casio Ill Ea 0.2 (0.21), Casio Il1l-Ea 0.4 (0.95), Casio I11-Ea 0.8 (0.84)
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Linfocitos

Los resultados por grupo y la contrastacion de los conteos de linfocitos entre los grupos, son
presentados en la figura 24.

Promedio del Conteo de Linfocitos por Grupo

X10°/L

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 24. Promedio del Conteo de Linfocitos por Grupo

a, b = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba de Mann Whitney x* ;
* Estan fuera de Rango [2 - 14 X 10°/L] [79]

1-B de a=Casio Il Ea 0.2 (0.53), Casio Il1-Ea 0.4 (0.89), Casio I11-Ea 0.8 (0.88)
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Monocitos

Los resultados por grupo y la contrastacion de los conteos de monocitos entre los grupos, son
presentados en la figura 25.

Promedio del Conteo de Monocitos por Grupo

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 25. Promedio del Conteo de Monocitos por Grupo

a, b = Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba Tukey Z
* Estan fuera de Rango [0.03 —0.17 X 10%/L] [79]

1-B de a=Casio Il Ea 0.2 (0.95), Casio Ill-Ea 0.4 (0.85), Casio I1I-Ea 0.8 (0.22)
1-B de b = Casio Il Ea 0.2 (0.45), Casio Il1-Ea 0.4 (0.87), Casio I11-Ea 0.8 (0.99)
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Eosinéfilos

Los resultados por grupo y la contrastacion de los conteos de eosinéfilos entre los grupos, son

presentados en la figura 26.

Promedio del Conteo de Eosindfilos por Grupo

X10°%/L

Agua Inyectable Mitoxantrona Casiopeina 0.2 mg/kg Casiopeina 0.4 mg/kg Casiopeina 0.8 mg/kg

Tratamiento

Figura 26. Promedio del Conteo de Eosindfilos por Grupo

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) prueba ANOVA Z
1-Bdea=0.44

Para el caso del conteo de Mielocitos. Metamielocitos y Basofilos, en todos los individuos de todos

los grupos los conteos fueron de 0.
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VI1I. Discusiéon

En este estudio, la Casiopeina® 111-Ea a dosis de 0.8 mg/kg intraperitoneal tuvo un desempefio
similar al del tratamiento con el farmaco comercial Mitoxantrona (Mitoxgen®) en la inhibicion del

desarrollo tumoral y la densidad celular en el Hepatocarcinoma AS-30D in vivo.

Los hallazgos citolégicos de los tumores, en todos los casos fueron compatibles con las
caracteristicas descritas por la literatura para el Hepatocarcinoma AS-30D, tanto en morfologia
celular como en el hecho de que las células tumorales son el grupo celular predominante y en la

escasez de leucocitos [38-40].

Integracion de Resultados la Inhibicion del Desarrollo Tumoral, Densidad Celular, Citologia,

TUNEL y Ki 67

El tratamiento con Mitoxantrona intraperitoneal fue el que present6 un mejor desempefio en todas
las variables medidas en este estudio, es decir, fue el que presenté un mayor efecto inhibidor del
desarrollo del tumor, (junto con el grupo V Cas. IllI-Ea 0.8, Figura 12), menor celularidad
observable en las citologias (Figura 28), un menor promedio de densidad celular, una mayor
proporcion de células tumorales muriendo con fragmentacion de ADN (TUNEL) y menor
proporcion de células en proliferacion (Ki-67, Figura 16), por lo que se le puede considerar como
un farmaco con efectos antineoplasicos, inductores de muerte celular con fragmentacién de ADN y
actividad antiproliferativa en el Hepatocarcinoma AS-30D in vivo, lo cual coincide con lo

reportado por otros autores en diversos tumores tratados con mitoxantrona [80-83].

En el caso del tratamiento con Casiopeina® Ill-Ea se hacen las siguientes observaciones por

tratamiento:

Para la dosis de 0.2 mg/kg, no se observaron diferencias con el grupo tratado con agua inyectable
en lo que respecta al efecto inhibidor del desarrollo del tumor (Figura 12), las citologias (Figura
29) y la densidad celular (Figura 16), sin embargo, se observa una mayor proporcién de células en
muerte celular con fragmentacion de ADN que cualquiera otra de las dosis de Casiopeina® Il1-Ea,

pero con una mayor proporcion de células en proliferacién que el grupo tratado con agua
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inyectable (Figura 16). Todo lo anterior se traduce en que la dosis de 0.2 mg/kg intraperitoneal de
Casiopeina® I11-Ea no tiene actividad antitumoral en el Hepatocarcinoma AS-30D in vivo.

En el caso de las dosis de 0.4 mg/kg no se observaron diferencias con el grupo tratado con agua
inyectable en cuanto al efecto inhibidor del desarrollo del tumor (Figura 12), las citologias (Figura
30), densidad celular y la proporcion de células en muerte celular con fragmentacién de ADN, sin
embargo, si presenté una menor proporcién de células en proliferacién que el grupo tratado con
agua inyectable (Figura 16). Todo lo anterior se traduce en que la dosis de 0.4 mg/kg
intraperitoneal de Casiopeina® I11-Ea no tiene actividad antitumoral en el Hepatocarcinoma AS-

30D in vivo, aunque se observa cierto efecto citostatico.

Respecto a la dosis de 0.8 mg/kg, fue la dosis de Casiopeina® I11-Ea la que presentd6 mejor
desempefio, puesto que el efecto inhibidor del desarrollo del tumor (Figura 12) y su promedio de
densidad celular no fue diferente al del tratamiento con Mitoxantrona; ademas presenté una mayor
proporcion de muerte celular con fragmentacion de ADN y una menor proporcion de células en
proliferacién que el grupo tratado con agua inyectable (Figura 16). Lo anterior se traduce como
que la Casiopeina® IlI-Ea a dosis de 0.8 mg/kg intraperitoneal tiene una accion antineoplésica,
inductora de la muerte célular con fragmentacion de ADN, asi como citostatica en el
Hepatocarcinoma AS-30D in vivo, lo que confirma los resultados in vitro e in vivo de otros autores
en diversas lineas tumorales [10, 11, 13, 14, 17, 19, 74]. Sin embargo, su accién inductora de la
muerte celular con fragmentacion de ADN vy citostatica es menor al demostrado por la

Mitoxantrona en este experimento (Figura 16).

Se sugiere realizar estudios adicionales para probar el desmpefio de la dosis de Casiopeina® I11-Ea
0.8 mg/kg por via intravenosa, asi como probar dosis mas altas para determinar si se puede igualar
el desempefio con la Mitoxantrona en las variables en que el desempefio de esta Ultima fue

superior.

Hematologia
Debido a causas fuera de nuestro alcance no se pudieron obtener muestras sanguineas de 3 de los 6

individuos del grupo 11 (Cas I11-Ea0.2). Agregado a lo anterior tenemos que el tamafio de muestra

de este estudio se calcul6 con base en la variable densidad celular, por lo que, para el caso de las
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variables hematoldgicas, la muestra fue insuficiente para parte de los analitos de alguno de los
grupos, especialmente el grupo Il (Cas I11-Ea0.2); en consecuencia, los datos obtenidos de los

estudios hematoldgicos en unos analitos no fueron concluyentes, lo cual sera indicado en cada caso.

Linea Roja, Soélidos Totales y Conteo de Plaguetas

En lo relativo al hematocrito y conteo de eritrocitos (Figuras 17 y 18), no se encontraron

diferencias entre los diferentes tratamientos.

Con respecto a la hemoglobina, el grupo Il (Cas. Ill-Ea 0.2) presenté una menor concentracion
que los grupos Il (Mitox.) y IV (Cas. Ill-Ea 0.4), ademas de estar por debajo de los valores de
referencia. Sin embargo, entre el grupo tratado con agua inyectable y los otros grupos Il (Mitox.),
Il (Cas. 1l11-Ea 0.2), IV (Cas. 111-Ea 0.4) y V (Cas. Il1-Ea 0.8) no se encontraron diferencias, por lo
que esta disminucion en la concentracion de hemoglobina no se puede asociar al tratamiento
(Figura 19). Se debe sefialar que debido al pequefio tamafio de la muestra del grupo 111 (Cas. I1l1-Ea

0.2) la potencia fue de tamafio mediano, por lo que estos resultados deben ser tomados con reserva.

En lo concerniente a los solidos totales no se demostrd evidencia alguna de impacto nocivo
en ninguno de los tratamientos probados.

En el caso del conteo de plaguetas se encontrd que el tratamiento con Mitoxantrona presentd un
mayor promedio en el conteo de plaguetas que cualquiera de los otros grupos, sin embargo, en la
comparacion entre el grupo tratado con agua inyectable y los grupos tratados con Casiopeina® I11-
Ea no se encontrarén diferencias. Ademas, como se puede observar en las citologias (Figuras 27 a
31), en las que corresponden a los tratamientos de Casiopeina® I11-Ea y el tratado con agua
inyectable es evidente la presencia de un gran nimero de elementos sanguineos, mientras que en el
caso del tratamiento con Mitoxantrona préacticamente no los hay (Figura 28). Esto se puede asociar
al impacto del desarrollo del tumor en los individuos experimentales y no a los tratamientos
(Figura 20).

En resumen, los resultados sugieren que no hay impacto de ninguno de los tratamientos en la linea

roja, sélidos totales y el conteo de la plaquetas del hemograma. Estos resultados contradicen lo

encontrado por otros autores, quienes reportan una hemotoxicidad como efecto colateral al

53



tratamiento de otras Casiopeinas® [84]. Sin embargo, en estos estudios la via de adminitracion fue
intravenosa y las dosis fueron superiores a las utilizadas en el presente trabajo, razon por la cual se
puede argumentar que este efecto hemotdxico podria ser dependiente de la dosis, la via de
adminitracion o ambas; empero, con base en los resultados encontrados en este trabajo no hay
evidencias de impacto en la linea roja del hemograma a las dosis probadas de Casiopeina® I11-Ea
intraperitoneal in vivo. No obstante, en el caso del apartado de hemoglobina para el grupo 111 (Cas.
I1l-Ea 0.2) esta aseveracion se debe tomar con reserva (debido a que no se pudieron muestrear
todos los individuos), por lo que se sugiere realizar futuros estudios con un tamafio de muestra

significativamente mayor.

Linea Blanca

Se encontrd que el tratamiento de Mitoxantrona presentd menores conteos de leucocitos totales,
neutréfilos y linfocitos (Figuras 22-24) que todos los otros tratamientos, y en el caso de los
monocitos mostré menores conteos que el grupo tratado con agua inyectable (Figura 25), lo cual
se interpreta como que el tratamiento con Mitoxantrona causa una leucopenia, que en la literatura

esta reportada como consecuencia de mielosupresion por efecto colateral del farmaco [20, 22, 85].

En el caso de los tratamientos con Casiopeina® IlI-Ea, en ninguna de las dosis probadas se
encontraron diferencias con el grupo tratado con agua inyectable: leucocitos totales, neutrofilos,
linfocitos, monocitos y eosindfilos (Figuras 22-27), lo que se interpreta como que el tratamiento
con Casiopeina® 111-Ea a dosis de 0.2, 0.4 y 0.8 mg/kg intraperitoneal no presentan impacto en la
linea blanca del hemograma. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos de otros autores

para la Casiopeina®ll [84].

Sin embargo, en el caso del conteo de monocitos se observa una monocitosis en los grupos |11
(Cas. IllI-Ea 0.2) y IV (Cas. lll-Ea 0.4) (Figura 25), pero como ya se menciono, no se encontraron
diferencias con el grupo tratado con agua inyectable (el cual también presenta una monocitocis);
ademas se debe tener en cuenta que estos estos tres grupos son los que presentaron mayor
desarrollo tumoral (Figura 25). Con base en estos argumentos, esta monocitosis se puede asociar a
una respuesta inespecifica del sistema inmune de los individuos experimentales al propio

desarrollo tumoral y no a los tratamientos.
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Debido a lo pequefio del tamafio de muestra para el grupo 111 (Cas. I11-Ea 0.2) en los apartados de
neutrofilos y linfocitos, el grupo V con los monocitos, y para todos los grupos los eosindfilos, estas
aseveraciones no son concluyentes, por lo que se sugiere realizar futuros estudios con un tamarfio

de muestra significativamente mayor para estas variables.

Basados en el escaso impacto demostrado con el tratamiento de Casiopeina® Ill-Ea en el
hemograma y el impacto nocivo de la Mitoxantrona se sugiere probar los tratamientos combinados
de estos dos farmacos, con el objetivo de determinar si mejora el efecto antineoplasico y disminuye

los efectos colaterales.
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VI1I1. Conclusiones

El efecto citotoxico en el Hepatocarcinoma AS-30D in vivo del tratamiento con Casiopeina® Il1-Ea
en la dosis de 0.8 mg/kg intraperitoneal es significativamente superior al grupo tratado con agua

inyectable.

El efecto citostatico en el Hepatocarcinoma AS-30D in vivo del tratamiento con Casiopeina® Il1-Ea
en las dosis de 0.4 y 0.8 mg/kg intraperitoneal es significativamente superior al grupo tratado con
agua inyectable.

El efecto citotoxico y citostatico en el Hepatocarcinoma AS-30D in vivo del tratamiento con
Mitoxantrona es significativamente superior al tratamiento con Casiopeina® 111-Ea intraperitoneal

en cualquiera de las dosis probadas.

El tratamiento con Mitoxantrona y Casiopeina® I11-Ea a dosis de 0.4 y 0.8 mg/kg intraperitoneal no

implico un impacto nocivo significativo en los valores de la linea roja del Hemograma.

El tratamiento con Casiopeina® 111-Ea a dosis de 0.4 mg/kg intraperitoneal no implicé un impacto

nocivo significativo en los conteos de leucocitos totales, neutrofilos, linfocitos y monocitos.

Los tratamientos con Casiopeina® I11-Ea a dosis de 0.8 mg/kg intraperitoneal no implicé un impacto

nocivo significativo en los conteos de leucocitos totales, neutréfilos y linfocitos.

El tratamiento con Mitoxantrona tuvo un impacto nocivo sobre el conteo de leucocitos.

Se comprobo el efecto antineoplésico de la Casiopeina® I11-Ea que se habia reportado in vitro, en

otras lineas tumorales.
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X. Anexos

Figura 27. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Tratamiento Figura 28. Célula de Hepatocarcinoma AS-30D (Flecha)
con agua inyectable. Obsérvese la anisocitosis, anisicariosis, Obsérvese el escaso citoplasma, nicleo y nucleolo prominente

escaso citoplasma, nuacleos y los nucleolos prominentes Tratamiento con Mitoxantrona. Papanicolaou, 100X
Flechas Negras: Células en mitosis. Papanicolaou, 100X
% '
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Figura 30. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Tratamiento
con Casiopeina® I11-Ea 0.4 mg/kg. Obsérvese la anisocitosis,
anisicariosis, escaso citoplasma, nucleos y los nucleolos
prominentes. Papanicolaou, 100X.

_ kN
Figura 29. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Tratamiento
con Casiopeina® 111-Ea 0.2 mg/kg. Obsérvese la anisocitosis,
anisicariosis, escaso citoplasma, nucleos y los nucleolos
prominentes Flechas Negras: Células en mitosis. Papanicolaou,
100X

¥
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_' : L . Figura 32. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Tratamiento

Figura 31. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Tratamiento con Casiopeina® I11-Ea 0.8 mg/kg. Obsérvese la anisocitosis,

con Casiopeina™ 111-Ea 0.4 mg/kg. Obsérvese la anisocitosis, anisicariosis, escaso citoplasma, nicleos y los nucleolos

anisicariosis, escaso citoplasma, nudcleos y los nucleolos prominentes. Papanicolaou, 100X.

prominentes.  Flecha  negra:  Cuerpos  apoptésicos.
Papanicolaou, 100X.
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Figura 33. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Tratamiento
con Casiopeina® I11-Ea 0.8 mg/kg. Obsérvese la anisocitosis,
anisicariosis, escaso citoplasma, nucleos y los nucleolos
prominentes. Flechas negras: Cuerpos Apoptdsicos.
Papanicolaou, 100X.

Figura 35. Células de Hepatocarcinoma AS-30D Procesadas
con la Prueba de TUNEL. Tratamiento con Mitoxantrona.
Flecha: Célula con nlcleo intensamente positivo 40 X

Figura 37. Células de Hepatocarcinoma AS-30D Procesadas
con la Prueba de TUNEL. Tratamiento con Casiopeina® I11-
Ea 0.4 mg/kg. Flechas: Células con nicleos medianamente
Positivos 40 X
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Figura 34. Células de Hepatocarcinoma AS-30D Procesadas
con la Prueba de TUNEL. Tratamiento con Agua iny.ectable.
Células con nucleos sin positividad 40 X

Figura 36. Células de Hepatocarcinoma AS-30D Procesadas
con la Prugba de TUNEL. Tratamiento con Casiopeina® I11-
Ea 0.2 mg/kg. Flechas: Células con nucleos intensamente
positivos 40 X

Figura 38. Células de Hepatocarcinoma AS-30D Procesadas
con la Prueba de TUNEL. Tratamiento con Casiopeina® I11-
Ea 0.8 mg/kg. Células con nucleos con positividad ligera
(flechas negras) y media (flechas blancas) 40 X



Figura 40. Célﬂlas de Hepatocarcinoma AS-30D.
Inmunohistoquimica. Antigeno Ki-67. Tratamiento con

Figura 39. Células de Hepatocarcinoma AS-30D.
Inmunohistoquimica. Antigeno Ki-67. Tratamiento con Agua Mitoxantrona. Flecha: Célula sin positividad 40 X
Iny.ectable. Flechas: Células con nucleos intensamente

positivos 40 X

Figura 42. Células de Hepatocarcinoma AS-30D.
Inmunohistoquimica. Antigeno Ki-67. Tratamiento con
Casiopeina® I11-Ea 0.4 mg/kg. Flechas: Células con ndcleos
intensamente positivos. 40X.

Figura 41. Células de Hepatocarcinoma AS-30D.
Inmunohistoquimica. Antigeno Ki-67. Tratamiento con
Casiopefna® I11-Ea 0.2 mg/kg. Flechas: Células con nicleos
intensamente positivos 40 X

Figura 43. Células de Hepatocarcinoma AS-30D. Inmunohistoquimica. Antigeno Ki-67. Tratamiento con Casiopeina® I11-Ea 0.8 mg/kg.
Flechas negras: Células con nicleos intensamente o medianamente positivos. Flechas blancas: Células con nicleos ligeramente
positivos 40 X
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